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La mitochondrie est un organite dynamique et multifonctionnel spécifique des cellules
eucaryotes. Composée d’une double membrane, elle serait d’origine procaryote selon la théorie
de I’endosymbiose. Selon cette théorie, les mitochondries seraient nées il y a environ deux
milliards d’années de la fusion d’une o-protéobactérie avec le précurseur des cellules
eucaryotes modernes (Zimorski et al. 2014). Bien que les mitochondries aient conservé la
double membrane de leurs ancétres et la machinerie de production d’ATP, leur forme et leur
composition générale ont été largement modifiées. Elles ont acquis une multitude de fonctions
supplémentaires au cours de 1’évolution. La plus grande partie du matériel génomique du
progéniteur a-protéobactérie a été rapidement perdue ou transférée dans le génome nucléaire
(Jonathan R. F. and Jodi N. 2008). Dans certains cas, la mitochondrie perd complétement son
génome et 1’ensemble des protéines mitochondriales est codé par le génome nucléaire
(Henriquez et al. 2005).

La taille ainsi que la composition du génome mitochondrial varient largement selon les espéces.
Le plus grand génome mitochondrial connu a ce jour est celui de la plante Silene conica (11.3
Mb) alors que le plus petit génome mitochondrial reste celui du parasite Plasmodium
falciparum (6 Kb) (Gray et al. 2008 ; Sloan et al. 2012). Chez ce dernier, seulement trois
protéines sont codées par le génome mitochondrial (les génes COX1, COX3, CYTB). (Vaidya
and Mather 2009). Le génome de la levure Saccharomyces cerevisiae fait 75 Kb pour 35 génes,
dont 8 codent pour des protéines, principalement pour des protéines de la chaine de
phosphorylation oxydative. Un géne code pour le cceur catalytique (CYTB) du complexe bcy
trois genes codent pour des sous-unités du complexe 1V (COX1, COX2, COX3) ; trois génes
codent pour des sous-unités de I’ATP synthase ou complexe V (ATP6, ATP8, ATP9) et
finalement un géne pour une protéine de la petite sous-unité ribosomale (VAR1).

Cependant, dans ces organismes la contribution du génome mitochondrial dans le protéome
global de la mitochondrie est tres faible (moins de 1%). La majeure partie du protéome
mitochondrial est codé par des génes nucléaires. Leur traduction est réalisée dans le cytoplasme.
Les protéines sont ensuite transportées vers la mitochondrie pour assurer leurs roles
fonctionnels ou structurales. Le transport, régulé, de ces protéines est essentiel pour un bon

fonctionnement de la mitochondrie. (Malina et al. 2018 ; Bender et al. 2003)

De nombreuses fonctions sont associées a la mitochondrie. On peut citer la phosphorylation
oxydative, le maintien du potentiel membranaire, la biogenese des centres Fer-Soufre (Fe-S)

ainsi que la biosynthése des acides aminés et des phospholipides. Le maintien du potentiel
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membranaire et la biogenése des centres Fe-S sont particulierement importantes pour la viabilité

des cellules.

La phosphorylation oxydative (OXPHOS) est un processus métabolique qui couple 1’oxydation
de donneurs d’électrons (NADH, succinate) et la réduction de 1’oxygéne a la synthése d’ATP.
Ce processus est assuré par deux machineries de la cellule : la chaine de transfert d’électrons
ou chaine respiratoire et la Fo-F1 ATP synthase. La chaine de transfert d’électrons crée un
gradient de protons de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale. La Fo-F1 ATP
synthase utilise alors ce gradient pour synthétiser de I’ATP. Bien que le mécanisme moléculaire
de ce processus soit commun a tous les organismes, les acteurs intervenant peuvent diverger

d’un organisme a 1’autre.

A-1-1- La chaine respiratoire mitochondriale

La chaine respiratoire mitochondriale est une succession de complexes enzymatiques localisés
dans la membrane interne de la mitochondrie (Fig.i). Classiquement, elle est constituée de
quatre complexes transmembranaires : le complexe | (NADH-ubiquinone oxydoréductase), le
complexe Il (succinate-ubiquinone oxydoréductase), le complexe Il (ubiquinone-cytochrome
c oxydoréductase ou complexe bc:) et le complexe IV (cytochrome c¢ oxydase). Le processus
de transfert d’électrons commence lorsque les électrons provenant du NADH ou du succinate
sont transférés a 1’ubiquinone via respectivement le complexe I ou le complexe I1. L’ubiquinol
ainsi produit transfére ses électrons au cytochrome c via le complexe bci. Le cytochrome ¢
réduit céde alors les électrons, via le complexe 1V, a ’accepteur final (1’oxygéne) conduisant a
la formation de molécules d’H20. (Rich and Maréchal 2010)

Au cours de ce transfert d’électrons, trois complexes (complexe I, complexe bci, complexe 1V)
couplent le transfert d’électrons avec la translocation de protons de la matrice mitochondriale

vers I’espace intermembranaire.

)

Chez de nombreux organismes, 1’oxydation du NADH est assurée par le complexe I. Composé
de 45 sous-unités chez ’homme et de 14 a 17 sous-unités chez les protéobactéries, le complexe
| constitue le plus gros complexe enzymatique de la chaine respiratoire. Il s’agit d’un complexe
transmembranaire dont le role est d’assurer le transfert d’électrons du NADH de la matrice
mitochondriale vers 1’ubiquinone. Ce transfert est assuré gréce a son cofacteur FMN et ses huit
centres Fe-S qui recoivent les électrons provenant du NADH pour réduire 1’ubiquinone.
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L’oxydation du NADH et la réduction de I’ubiquinone est couplée a la translocation de protons
de la matrice mitochondriale vers I’espace intermembranaire. (Cardol 2011 ; Rich and Maréchal
2010 ; Larosa and Remacle 2018)

Chez la levure S.cerevisiae, tout comme chez le parasite Plasmodium, il n’existe pas de
complexe | mais des NADH déshydrogénases alternatives (NDH-2) non transmembranaires.
Ce sont des protéines homodimériques qui, tout comme le complexe I, assurent 1’oxydation du
NADH couplée a la réduction de 1’ubiquinone. Cette activité est assurée grace a leur cofacteur
FAD sans faire intervenir de centre Fe-S. Il y a trois NDH-2s homologues chez la levure, deux
de ces NDHs (Ndel et Nde2) sont orientées vers I’espace intermembranaire et assurent
I’oxydation du NADH d’origine cytosolique alors que la troisieme (Ndil) est orientée vers la
matrice mitochondriale et assure exclusivement I’oxydation du NADH de la matrice
mitochondriale, donc venant du cycle de Krebs. Les Ndes sont redondantes et la délétion de
I’une ou I’autre n’a pas d’effet delétére sur la croissance. Quant a Ndil, elle est essentielle pour
I’utilisation du NADH provenant du cycle de Krebs, 1a rendant ainsi indispensable pour la
croissance respiratoire. (Vries and Marres 1988 ; Luttik et al. 1998 ; Theos et al. 2005). Le
parasite Plasmodium a une seule NDH-2 orientée vers la matrice mitochondriale. Tout comme

Ndil de la levure, elle assure 1’oxydation du NADH de la matrice mitochondriale.

Si Ndil de la levure est essentielle pour la croissance respiratoire de la levure, I’importance de
la NDH-2 du parasite differe selon les stades de son cycle de vie. En effet, I’absence de la NDH
du parasite n’affecte pas le stade érythrocytaire alors que la protéine est essentielle pour la

maturation des oocytes et donc pour la transmission du parasite a I’homme. (Ke et al. 2019)

Le complexe II est le second point d’entrée des électrons dans la chaine respiratoire commun a
tous les organismes eucaryotes. Le complexe est ancré dans la membrane interne
mitochondriale. Il fait partie a la fois de la chaine respiratoire et du cycle de Krebs. Il assure le
transfert d’électrons du succinate a 1’ubiquinone, grace a son cofacteur FAD et a ses trois
centres Fe-S. Le complexe est constitué de quatre sous-unités (A, B, CetD ou 1, 2, 3 et 4 chez
la levure) réparties en deux domaines (hydrophobe et hydrophile). Le domaine hydrophile,
constitué des sous-unités A et B, est orienté vers la matrice mitochondriale. La sous-unité A
contient le cofacteur FAD (lié de maniére covalente) et le site de liaison du succinate. La sous-
unités B contient trois centres Fe-S. Le domaine hydrophobe est formé par les sous-unités C et

D qui forment le site de réduction de 1’ubiquinone et attachent un héme b. C’est le seul
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complexe de la chaine respiratoire possédant a la fois un cofacteur flavinylique et un cofacteur
hémique. (Rich and Maréchal 2010 ; Cecchini 2003)

La réaction commence par la liaison du succinate dans la sous-unité A. Les électrons du
succinate passent au FAD, ensuite aux centres Fe-S pour finalement réduire 1’ubiquinone. La
proximité du site de liaison de 1’ubiquinone avec le dernier centre Fe-S favorise ainsi la
réduction de I’ubquinone. Le réle de I’héme dans 1’activité du complexe n’est pas encore clair.
Son réle pourrait étre différent selon les organismes. L héme pourrait jouer un réle structural
en stabilisant les deux sous-unités. 1l pourrait également prévenir la production de ROS par le

complexe Il. (Elena and Gary 2010 ; Hyung et al. 2012 ; Yankovskaya et al. 2003)

Chez la levure, la présence de ’héme b n’est pas essentielle pour ’activité du complexe, ni
pour son assemblage ou sa stabilisation. Son rdle dans la prévention de la production d’espéces
réactives de I’oxygeéne (ROS) au niveau du complexe n’est pas exclu. (Oyedotun, Sit and
Lemire 2007)

Si ’activité du complexe II dans le processus de transfert d’électrons de la chaine respiratoire
est I’oxydation du succinate en fumarate et la réduction de 1’ubiquinone, chez certains
organismes tel que le parasite Plasmodium, il peut également réaliser la réaction inverse. Chez
Plasmodium, la réaction de réduction du fumarate semble prédominer suggérant un réle mineur
du complexe Il dans I’activité de la chaine respiratoire. Par ailleurs, ce complexe ne semble pas
essentiel au développement du parasite au stade érythrocytaire quoique son absence ait un
impact sur la capacité de prolifération. Cependant il serait essentiel, tout comme NDH-2, a la

maturation des oocytes. (Hino et al. 2012)

Le complexe 111 ou complexe bc: est le complexe en aval du complexe I/NDH-2 et du complexe
Il dans la chaine respiratoire. Il est sous forme dimérique et transmembranaire. Chaque
monomere est formé de dix a onze sous-unités selon les organismes. Trois de ces sous-unités
(cytochrome b, cytochrome c; et la proteine a centre Fe-S ou proteine de Rieske) interviennent
dans I’activité catalytique alors que les autres sous-unités ont un réle structural. Le complexe
bci catalyse le transfert des €lectrons de 1’ubiquinol au cytochrome c. Le cytochrome b forme
les deux sites de liaisons de I’ubiquinol : le site Qi (entiérement formé par le cytochrome b) et
le site Qo (formé par le cytochrome b et la protéine de Rieske). Les électrons sont transférés au
cytochrome c1 en passant par la protéine de Rieske. Le cytochrome ci donne alors les électrons

au cytochrome c. Ce transfert d’électrons est couplé a la translocation de protons vers 1’espace
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intermembranaire. Le mécanisme catalytique complexe de cette enzyme est appelé cycle Q.
(Rich and Maréchal 2010)

Des mutations dans le complexe bcy sont associées a des pathologies humaines. La levure a été
utilisée comme modele pour étudier I’effet de ces mutations sur I’activité du complexe
(Meunier et al. 2013). La levure a également été utilisée pour étudier le mode d’action
d’inhibiteurs du complexe, inhibiteurs a action antimicrobienne, fongicide et antipaludique, par
exemple (Valliéres et al. 2013 ; Zehua et al. 2018 ; Mounkoro et al. 2018).

Un intérét particulier est porté sur les antipaludiques ciblant le complexe bcy en raison du role
que joue ce complexe chez le parasite. Dans la voie de biosynthése des pyrimidines, une enzyme
mitochondriale (dihydroorotate déshydrogénase ou DHODH) utilise 1’ubiquinone comme
receveur d’électrons. La réoxydation de 1’ubiquinol par le complexe bc: est essentielle pour
I’activit¢ de la DHODH. Ceci rend le complexe bc: indispensable pour le parasite et une
excellente cible pour le développement des antipaludiques. L’atovaquone est le seul inhibiteur
du complexe bci actuellement sur le marché mais d’autres sont en cours de développement. La
levure a permis de mieux comprendre le mécanisme d’action de 1’atovaquone et la structure
atomique de I’enzyme de levure avec I’atovaquone est disponible (Birth et al. 2014).
L’atovaquone est utilisé en combinaison avec le proguanil, avec lequel il agit synergiquement.

Le mécanisme exact de cette synergie n’est pas encore bien compris.

L’atovaquone est un puissant inhibiteur de 1’enzyme du parasite. Malheureusement, de
nombreux cas de résistance ont été reportés apres traitement (Fivelman et al. 2002). Dans la
majorité des cas, la résistance est causée par une mutation dans le site Qo, du complexe bcy, le
site de liaison de 1’atovaquone. Les mutations les plus fréquentes chez P.falciparum sont
Y268S/C dans le cytochrome b. Leurs équivalents chez la levure conférent le méme haut niveau

de résistance que celui observé chez le parasite. (Srivastava et al. 1999 ; Song et al. 2015)

Il est donc urgent de trouver de nouvelles molécules se liant difféeremment au complexe, des
molécules qui ciblent soit le site Qi, soit les deux sites de liaison a la fois seraient

particulierement intéressantes (McConnell et al. 2018).
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NADH-deshydrogenases (NDH)
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ComplexIi Complex be;, Complex IV
2H

Complex | Matrice mitochondriale

Figure i : Structure de la chaine respiratoire mitochondriale, adapté selon Meunier et al. 2013

- Le complexe IV (Cytochrome ¢ oxydase)

La cytochrome ¢ oxydase ou complexe IV est le dernier complexe de la chaine respiratoire. Ce
complexe transmembranaire est constitué de 13 sous-unités et lie deux hémes (a et a3) et des
cuivres. Il est le seul composant de la chaine respiratoire ne possédant ni cofacteur FAD ni
centre Fe-S. Il réalise le transfert d’électrons du cytochrome ¢ a I’oxygéne couplé a la
translocation de protons vers I’espace intermembranaire. Son activité aboutit a la production de

molécules d’H20. (Rich and Maréchal 2010)

Chez le parasite Plasmodium, la présence des sous-unités du complexe IV n’est pas encore bien
claire. Cependant 1’activité de ce complexe a été décrit et cette activité est, comme dans toutes
cellules, sensible au cyanure (Vaidya and Mather 2009). Ce complexe ne présente pas d’intérét
pour le développement de molécules antipaludiques car les inhibiteurs de complexes IV sont

de petites molécules comme le cyanure et 1’azide extrémement toxiques et sans spécificité.

A-1-2- Fo-F1 ATP synthase ou complexe V et le potentiel membranaire

Le potentiel de membrane généré par I’activité de la chaine respiratoire (transfert d’électrons et
translocation vectorielle de protons) est utiliseé par la Fo-F1 ATP synthase pour synthétiser de
I’ATP. Cette production d’ATP est vitale pour certains organismes et dans certaines conditions
de croissance. Chez la levure, elle n’est indispensable que lorsque la croissance dépend de la
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fonction respiratoire. En effet la levure peut croitre par fermentation en puisant 1’énergie
nécessaire a sa croissance de la glycolyse et la fermentation éthylique. La chaine respiratoire et
I’ ATP synthase ne sont alors pas nécessaires.

Sous forme de dimere, la Fo-F1 ATP synthase est constituée de deux secteurs multiprotéiques
(Foet F1). Cette structure est cruciale pour son mécanisme catalytique (Fig.ii). (Bornhdvd et al.
2006 ; Boyer 1997)

ATP
Fi- ADP+ Pi @ ‘ ADP+ Pi
000 .............. . .. 000000 \..... .. ...
F [ k Q! |) |‘ [ I' k ‘ !‘ |‘ ’V‘ |‘
0 7 7 )] D) 1)) 1 J
s .“u.........& SISIAARISAA MRS
- i
R \
H
Atp9 (sous-unité c) Atp9 (sous-unité c)
Figureii :

Cette structure est basée sur les protéines identifiées chez ces deux organismes.

Le secteur Fo constitue le domaine transmembranaire du complexe. Chez S. cerevisiae, le
secteur Fo est constitué de douze sous-unités dont neuf (sous-unités b, OSCP, d, e, f, g, h, i, k)
sont codées par le génome nucléaire et trois (sous-unités 6, 8, 9) codées par le génome
mitochondrial. Les sous-unités peuvent étre classées en différents groupes en fonction du réle
qu’elles jouent dans le fonctionnement du complexe. Les sous-unités b et d forment une tige
périphérique qui jaillit de la membrane pour se lier a la sous-unité OSCP formant ainsi le
premier groupe. Le second groupe (sous-unités 6, 8, 9) forment le canal de passage des protons
essentiel au fonctionnement du secteur Fo. Ces sous-unités étant codées par le génome
mitochondrial, le secteur Fo est donc absent dans un mutant rho® dépourvu d’ADN
mitochondrial. Le troisieme groupe (sous-unités h, f, i) jouerait un role dans la stabilité du
complexe. Le dernier groupe (sous-unités e, g, k) est associé a I’assemblage du dimére et n’a

aucun impact sur le fonctionnement d’un monomeére (Devenish et al. 2000).

La structure du secteur Fo du parasite Plasmodium parait différente de celui de la levure. Par

des approches bio-informatiques, seules la sous-unité ¢ (Atp9 chez la levure) et la sous-unité
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OSCP du secteur Foont été identifiées chez le parasite. L’absence des sous-unités a (Atp6 chez
la levure) et b qui jouent un rdle essentiel dans le fonctionnement du secteur Fo laisse croire que
le complexe n’a pas d’activité de synthese d’ATP chez le parasite. Toutefois, il n’est pas a
exclure que les protéines jouant ce réle chez le parasite pourraient étre phylogénétiquement trés
éloignées de celles observées chez la plupart des eucaryotes. En effet, I’absence de ces deux
sous-unités a été observée chez 1’espéce Tetrahymenia thermophila (tres proche
phylogénétiquement du parasite) alors que celle-ci présente une activité ATP synthase trés
élevée. Chez cet organisme, des protéines candidates ont été proposees comme étant des
potentielles sous-unités a et b. La méme observation pourrait donc avoir lieu chez le parasite
Plasmodium. (Nishi and Scherbaum 1962 ; Nina et al. 2010; Nina et al. 2011)

Le secteur F1 est localisé dans la matrice mitochondriale. Chez le parasite, comme chez S.
cerevisiae, il est constitué de 5 sous-unités (a, B, v, 6 et €) et I’ensemble est codé par le génome
nucléaire. Dans un monomere, se trouvent trois sous-unités o et f (3a, 3B), une sous-unité v,
une sous-unité & et une sous-unité €. Les sous-unités vy, é et € forment la tige principale qui lie
le secteur F1au secteur Foalors que les sous-unités o et 3 constituent la téte statique (ou stator).

L’activité catalytique du complexe est assurée par ces deux sous-unités. (Nakamoto et al. 1999)

Le mécanisme catalytique de la Fo-F1 ATP synthase a été proposé par Paul Boyer et John
Walker. L’ ATP synthase agit comme un moteur moléculaire rotatif. La téte statique du domaine
F1 présente une symétrie de rotation. Chaque sous-unité B contient un site de liaison pour I’ADP
et le phosphate inorganique (Pi). Au fur et & mesure que les protons passent de 1’espace
intermembranaire vers la matrice a travers le domaine Fo, le rotor tourne a I’intérieur de la téte
du stator. Lorsque la tige en rotation passe au niveau des sous-unités 8, des changements
conformationnels sont induits, ce qui favorise la conversion de I’ADP et Pi en ATP. En
moyenne, il faut 3 protons pour la synthése d’une molécule d’ATP, ce qui donnerait 3 ATP
synthétisés par NADH ou 2 ATP par succinate par une chaine de phosphorylation oxydative
classique. (Boyer 1997 ; Nakamoto et al. 1999)

La fonction du secteur F1 du complexe ne se limite pas a la synthése de I’ATP.

L’activité de la chaine respiratoire aboutit a une translocation de protons générant ainsi du
potentiel membranaire. Le potentiel membranaire est essentiel a la viabilité de toutes cellules
eucaryotes. Il fournit en effet la force nécessaire pour le transport de molécules du cytoplasme

vers la mitochondrie (et de la mitochondrie vers le cytoplasme). L’ ATP synthase joue aussi un
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réle trés important dans le maintien du potentiel de membrane. (Gbelska et al. 1983 ;
D’ Alessandro and Melandri 2010)

Lorsque, a cause d’un défaut de la chaine respiratoire ou de son inhibition, le potentiel
membranaire diminue jusqu’a un niveau critique, le secteur F1 de I’ATP synthase hydrolyse de
I’ATP, produit par la glycolyse, conduisant a une translocation de protons de la matrice
mitochondriale vers I’espace intermembranaire Via le secteur Fo, ce qui maintient le potentiel

de membrane.

Cependant, le maintien du potentiel membranaire par 1’ ATP synthase ne se fait pas uniquement
par translocation de protons. Chez la levure, dans un mutant rho°® dépourvu du génome
mitochondrial, donc sans secteur Fo, le potentiel de membrane est maintenu grace a I’activité
du transporteur ADP/ATP (Kunji et al. 2016), travaillant en concert avec le secteur Fy et le
transporteur de phosphate.

En effet ’ATP (produit par la glycolyse) est transporté du cytosol vers la matrice
mitochondriale contre une molécule d’ADP par le transporteur ADP/ATP. L’ATP y est
hydrolysé par le secteur Fren ADP et en Pi. Ces deux molécules sont transportées vers 1’espace
intermembranaire a travers la membrane mitochondriale conduisant a une augmentation de
charges négatives. Le Pi est transporté contre une molécule d’hydroxyle OH™ alors que I’ ADP3"
est échangé contre une molécule d’ATP*". Le role du secteur F1 de I’ATP synthase est donc
indispensable dans cette condition (Gbelska et al. 1983 ; Lefebvre-Legendre et al. 2003 ;
Truscott et al. 2003).

Chez le parasite, la perte du génome mitochondrial devrait étre impossible. En effet, méme en
absence de production d’ATP par I’ATP synthase, le complexe bc: (dont le coeur catalytique,
le cytochrome b, est codé par le génome mitochondrial) reste vital, étant donné son réle dans
I’activité de la DHODH. Le potentiel de membrane est probablement généré par 1’activité du
secteur F1 avec les transporteurs ADP/ATP et phosphate lorsque le parasite produit son ATP
par la glycolyse, expliguant le réle essentiel du secteur F1 (Painter et al. 2007 ; Nina et al. 2011).
I1 a été proposé que I’inhibition de ce mécanisme de génération de potentiel de membrane par
le proguanil expliquerait la synergie atovaquone-proguanil (Painter et al. 2007). Ceci a suscité
I’intérét pour I’é¢tude de 1I’ATP synthase du parasite. Les génes codant pour les composants de
la chaine de phosphorylation oxydative identifiés dans la levure et chez P.falciparum sont

présentés dans le tableau i.
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Tableau i :

. Le caractére essentiel est principalement déterminé selon les
études de (Zhang et al. 2018)

Complexes || Saccharomyces cerevisiae | Plasmodium
| Geénes Geénes P.falciparum Essentiel
NDE1-YMR145C Absent
déshy(frgg'gnase ‘ NDE2-YDLO085W Absent
NDI1-YML120C PF3D7_0915000 NON
SDHA-YKL148C PF3D7_ 1034400 NON
Complexe 11 ‘ SDHB-YLL041C PF3D7_ 1212800 NON
SDHC-YKL141W PF3D7_0611100 NON
SDHD-YDR178W PF3D7_ 1010300 OuUl
Complexe 111 ou Cytochrome b-Q0105 Pf7G8_000015300 Ooul
bes Cytgchtrgme gl-r\\)(_JRiEMSW PF3D7 1462700 OuUl
, rotéine de Rieske,
(ceeur catalytique) VELO2AW PF3D7_1439400 | NON
COX1-Q0045 mal mito 2 Pas de données
PF3D7_1361700 Oul
COX2-Q0250 | PraD7 1430900 oul
COX3-Q0275 mal mito 1 Pas de données

COX4-YGL187C

COX5A-YNLO52W

Complexe IV || COX5B- YIL111W PF3D7 0927800 NON
COX6- YHRO51W PF3D7 0928000 oul
COX7-YMR256C || oo || oo
COX8-YLR395C ||  cooomoiie || oo
COX9-YDLO67C || coomormomie || cmomoommes
COX12-YLRO38C || comomoooomie || cooomommoees
COX13-YGL191W PF3D7 1022900 || -oooomoomomoee
ATP1-YBLO99W (a) PF3D7 0217100 oul
ATP2-YJR121W (B) PF3D7 1235700 NON
ATP3-YBRO39W (y) PF3D7 1311300 oul
ATPALPF7 (b) || oo oul
ATP5-YDR298C (OSCP) PF3D7 1310000 oul
ATP6-Q0085 (8) ||~ || oo
ATP7-YKLOL6C (d) ||  —oomorommoe oul
ATP8-Q0080 (8) ||  —oooooiis || oo
FO'FlhATP ATP9-Q0130 (c) PF3D7_ 0705900 oul
synthase ATP14- YLR295C (h) || weooommmemocoes [ —
ATP15-YPL271W (s) PF3D7 0715500 NON
ATP16-YDLOOAW () PF3D7 1439400 NON

ATP17- YDR377W (f)

ATP18-YMLO081C-A (i)

ATP19-YOLO77W-A (k)

ATP20-YPRO20W (g)

ATP21-YDR322C-A (e)
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En résumé, ’ATP synthase, lorsque la cellule utilise la fonction respiratoire, assure la
production d’ATP. En absence de chaine respiratoire fonctionnelle, lorsque la cellule utilise
I’ ATP produit par la glycolyse, le complexe participe & la génération du potentiel membranaire.
Le maintien d’un potentiel de membrane est vital pour la cellule car il permet le transport a
travers la membrane mitochondriale, notamment de protéines (via les transporteurs TIM, par
exemple), et d’ions (fer, calcium,...) (Herrmann 2007). De nombreuses protéines synthétisées
dans le cytosol sont en effet adressées a la mitochondrie ou elles remplissent diverses fonctions
dans des voies de biosynthése. Certaines de ces fonctions sont essentielles a la survie de la
cellule, comme par exemple la biogenese des centre Fe-S (Lange, Kispal, and Lill 1999). Au
point 2 de cette introduction, je décris brievement, sans vouloir étre exhaustif, la biosyntheése
des centres fer-souffre, des hemes, de I’ubiquinone, des phospholipides et des acides aminés

dont des étapes importantes ont lieu dans la mitochondrie.

Le cycle des acides tricarboxyliques ou cycle de krebs est un ensemble de réactions
biochimiques qui se déroulent dans le cytoplasme des organismes procaryotes ou la matrice
mitochondriale des eucaryotes. L’attribution “’cycle’” de ces réactions vient du fait que le

dernier produit de ces réactions participe également a la premiere réaction.

Chez les eucaryotes, le cycle de Krebs lie le métabolisme cytoplasmique a celui de la
mitochondrie. Il produit du NADH utilisé par la chaine respiratoire et fournit des précurseurs
essentiels pour la biosynthese des acides aminés et des phospholipides. Le catabolisme des
composés carbonés dans le cytoplasme aboutit au pyruvate qui est ensuite transporté dans la
mitochondrie ou il est transformé en acétyl-coenzyme-A (acétyl-CoA) par le complexe

pyruvate déshydrogénase.

Le cycle de Krebs est classiquement composé de neuf réactions permettant la production de
trois molécules de NADH, d’une molécule d’ATP et d’une molécule de GTP (Fig.iii).

Notons que la réaction de transformation de 1’a-kétoglutarate en succinyl-coenzyme A est
réalisée par le complexe a-keétoglutarate déshydrogénase ou complexe aKGD, une association
de trois enzymes. L enzyme | (E1), a-kétoglutarate deshydrogénase, liant un cofacteur thiamine
pyrophosphate (TPP) décarboxyle 1’a-kétoglutarate formant le succinyl. L’enzyme II (E2),
dihydrolipoamide succinyltransferase, forme le succinyl-CoA. L’enzyme III (E3),

dihydrolipoamide déshydrogénase, utilisant un co-facteur FAD, re-oxyde le cofacteur
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lipoamide de E2, réduisant un NAD en NADH. Le succinyl-coA produit par le complexe aKGD
sert aussi a la biosynthése des hemes.

Les enzymes E2 et E3 sont communes aux complexes aKGD, glycine déshydrogénase et

pyruvate déshydrogénase, mentionnée plus haut tandis que E1 differe entre ces complexes.

L’ensemble des acteurs du cycle de Krebs sont présents chez le parasite et son fonctionnement
a été observé a la fois au stade érythrocytaire et sexuel (MacRae et al. 2013). Toutefois il ne

semble pas indispensable pour le développement érythrocytaire du parasite.

(Cs) CS : Citrate synthase
ACO : Aconitase

Oxaloacétate .
(MDH) Citr nc ISH : Isocitrate déshydrogénase
(10 gy Complexe aKGD : Complexe a-
Malate Cae 4J’/~ kétoglutarate déshydrogénase

C 1s-aconitate

(FH) (ACO)
4.,
Fumarate Q?’OQ‘ %& (YOX Isocitrate
2 %
o z B
(SDH ou CII) i % o (IDH) i,
< @ o 7

O ¥.
Quceinate > .
Succinate x . Glutamine

Ol-Ketoglutaratdg Glutarate
NH :

2

Succiyl-

(SC S) coenzyme-A complexe KGD

SCS : Succinyl-Coenzyme A synthétase Complexe a-kétoglutarate déshydrogénase
SDH : Succinate déshydrogénase e ketoglutarate ol o

FH : Fumarase X \SH acyLCoA
MDH : Malate déshydrogénase -

COA : Coenzyme A 1.p'. N

E1 : TPP dependant a-Ketoglutarate dehydrogenase Acyl-TPP

E2 : Dihydrolipoamide transacetylase

E3 : Dihydrolipoamide déshydrogénase FADH e

TPP : Thiamine pyrophosphate

Lip : Lipoamide NAD NADH

Figure iii : Représentation schématique du cycle de krebs et du complexe a-kétoglutarate
déshydrogénase.
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Aux stades sexuels par contre, son activité semble nécessaire. En effet, I’aconitase est
essentielle pour la maturation des gamétocytes et la présence du complexe aKGD est cruciale
pour la formation des oocytes (Ke et al. 2015).

Chez Plasmodium, le complexe aKGD serait le principal point d’entrée du cycle de Krebs au
stade érythrocytaire, la transformation des acides aminés glutamine et glutamate fournissant
I’a-kétoglutarate (Fig.iii). La glutamine serait la principale source de carbone au cours du
développement érythrocytaire alors que c’est le glucose au stade sexuel (MacRae et al. 2013).
Le mécanisme et les acteurs intervenant dans la production de 1’acétyl-CoA, quant a eux, ne

sont pas encore bien identifiés chez le parasite.

Il a été montré que les gamétocytes sont particulierement plus sensibles aux inhibiteurs du cycle
de Krebs, ce qui en fait une excellente cible pour le développement de médicaments bloquant
la transmission. (MacRae et al. 2013).

Les centres Fe-S également appelés “’cluster Fe-S’’ sont des assemblages de fer et de soufre
présents dans de nombreuses protéines. Ils ont un role de cofacteurs dans la catalyse

enzymatique ou un role structural.

Les centres Fe-S sont indispensables aux cellules. En effet, ils sont requis pour des enzymes
essentielles, par exemple I’ADN hélicase Rad3 de la levure et son homologue FANCJ du
parasite qui interviennent dans la réparation de I’ADN, RIlil, une protéine essentielle a la
biogenese des ribosomes et Narl, requis pour la maturation des protéines nucléaires a centre
Fe-S. (Imlay 2006 ; Lill and Mihlenhoff 2005 ; Rudolf et al. 2006).

Trois systemes de biogenése des centres Fe-S existent chez les organismes eucaryotes : SUF
(SUIfur Formation), CIA (Cytopasm Iron Assembly) et ISC (lron Sulfur Cluster). lls se
différencient par leur localisation cellulaire. SUF est caractéristique des chloroplastes des
plantes et de 1’apicoplaste des parasites apicomplexes dont Plasmodium. CIA est localisé dans
le cytoplasme de toutes les cellules eucaryotes. Il est indispensable pour les enzymes a centre
Fe-S localisées dans le cytoplasme mais dépend de ’activité du systéme mitochondrial
d’assemblage des centres Fe-S (ISC). ISC est donc localise dans la mitochondrie et serait la
raison majeure du maintien de cet organite chez les organismes eucaryotes (Lill et al. 2012).
En effet, les organismes possédant les formes les plus réduites de mitochondries gardent
uniquement les enzymes et la voie de biogenese des centres Fe-S. Pour cette raison la
mitochondrie reste un organite essentiel pour tous les organismes eucaryotes et fait de la
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mitochondrie une excellente cible pour les antimicrobiens (anti-microorganismes eucaryotes).
(Dellibovi-Ragheb et al. 2013)

Si la biogenése de centres Fe-S mitochondriale (ISC) est une fonction essentielle pour tous les
organismes, ceci n’est pas le cas pour le syst¢tme SUF chez les organismes qui en posseédent.
Chez Plasmodium la biosynthése des Fe-S au niveau de I’apicoplaste n’est pas une fonction
essentielle. (Pala et al. 2018 ; Yeh and DeRisi 2011 ; Couturier et al. 2013)

La biogenese des centres Fe-S a été fort étudiée chez la levure mais aussi dans les cellules
humaines. Plusieurs points restent encore a éclaircir. Je décris ci-dessous les étapes de cette
biogenese mitochondriale chez la levure, avec les acteurs principaux, sans entrer dans les détails

ou la discussion (Fig.iv).

Dans une premiére étape, le fer (Fe?*) est transporté du cytosol vers la matrice mitochondriale.
Le fer cytosolique est d’abord transporté vers I’espace intermembranaire. Les transporteurs de
la membrane interne (Mrs3/4 et Mmtl/2) se chargent alors du transport vers la matrice
mitochondriale. Ces transporteurs délivreraient directement le fer a la frataxine dans la matrice
mitochondriale. (Malina et al. 2018 ; Froschauer et al. 2009)

Dans un second temps, le fer lié¢ a la frataxine est apporté a un complexe d’assemblage d’au
moins trois protéines : une cystéine désulfurase (Nfsl), une protéine donneuse de cystéine
(Isul/2), et une protéine activatrice de la cystéine désulfurase (Isd11). Ces trois protéines sont
essentielles dans le processus de la synthése car non seulement elles recoivent le fer apporté par
la frataxine mais elles jouent le r6le de donneur de souffre. En effet, au cours du processus, une
cystéine de la protéine Isul/2 est désulfurée en alanine dans le complexe permettant la
formation d’une persulfure (-SSH). La désulfuration est assurée par Nfsl en partenariat avec
Isd11. On retrouve également une protéine de soutien du complexe (Acpl) dont le réle semble
secondaire. La ferrédoxine (Yahl) réduite par la ferrédoxine réductase (Arhl) sert ensuite de
donneur d’¢lectron au complexe conduisant a la réduction du persulfure en sulfide. L’Arhl
utilise les électrons provenant du NADPH d’ou le role important de cette molécule dans la
biogeneése des centres Fe-S. Le sulfide produit se lie ensuite au fer permettant la formation du
centre Fe-S. Le mécanisme n’est pas encore bien connu. Il faut deux molécules de fer et de
sulfide pour la formation d’un centre [2Fe-2S]. (Muhlenhoff 2002 ; Gerber, Mihlenhoff, and
Lill 2003)
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Dans une derniere étape, le centre Fe-S est maturé et assemblé dans les apoprotéines.
L’assemblage des centres Fe-S [2Fe-2S] est assez bien connu contrairement a celui des centres
[4Fe-43].

B Legend:
Cys  Yah1-Arhi-NAD(P)H D Isui “.Ssq1

ol i 1 / , Nist-lsdi @R Jact

—————

Isd11 & ~ @ vint A Mgel

/ target
N o Isui ,@FelScIusters Q protein
Jac1 Holo Isui
Ssq1
6“59\\‘\9
ADP &~ \sc‘c‘ms @

m\m Hoo

A

Iba57
Ssql, Jacl, Mgel |sal-2
—  e—  §§

/\ " - ‘® .l.Nful

Isul Ferredoxin

Fe:edoxin 0 o

reductase [2Fe-25]

proteins  [4Fe.4s)
proteins

Frataxin

Mrs3/4 I
NAD(P)H

0 Fe a) Mget

Isal Fe‘_gt'% Isa2

<>
Nfu1 ﬁ

Client
apoprotein

Figure iv : Biogenese des centres Fe-S chez la levure adapté selon (Malina et al. 2018 ;
Muhlenhoff et al. 2002 ; Melber et al. 2016). A : Modele des grandes étapes de la biogenese
mitochondriale. B : Maturation et assemblage des centres Fe-S [2Fe-2S]. C : Maturation et
assemblage des centres [4Fe-4S].

Pour la maturation et I’assemblage des centres [2Fe-2S], un systéme de chaperonne constitué
de quatre proteines (Ssql, Jacl, Mgel et Grx5) est mis en place. La mise en place de ce systéeme
commence par la liaison de Jacl a la protéine Isul/2 (contenant le centre [2Fe-2S]) pour
I’apporter a I’ATPase Ssql. La liaison de Ssql a Jacl est suivie simultanément par I’hydrolyse
d’une molécule d’ATP entrainant un changement de conformation de la protéine Ssql. Ce
changement de conformation permet ensuite la liaison des protéines Mgel et Grx5 au systéeme
(Jacl+Isul/2+Ssql). La Grx5 récupeére le centre [2Fe-2S] de I’Tsul/2 alors que Mgel favorise
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le remplacement de I’ADP par de I’ATP dans Ssql ce qui entraine la dissociation du systéme.

La Grx5 peut alors directement incorporer le centre [2Fe-2S] dans les apoprotéines.

La Grx5 joue un role majeur dans la maturation des centres [4Fe-4S]. Elle apporte le centre
[2Fe-2S] a un complexe protéique constitué de trois chaperones (Iba57, Isal et Isa2). Ce
systeme de chaperone transforme deux [2Fe-2S] en un centre [4Fe-4S]. Le transfert et
I’incorporation des centres [4Fe-4S] seraient assurer par trois protéines Nful, Boll et Bol3.
Parmi elles, Nful et Bol3 semblent étre les facteurs déterminants. L’absence de ces deux
facteurs entraine une forte diminution de I’activité des protéines a centre [4Fe-4S] sans que
d’autres protéines a centre Fe-S ne soient affectées. Dans le modéle proposé par Melber et al.,
Nful interagit avec le complexe Isal-1sa2-1ba57 sous forme de monomere avant de se mettre
en dimere. Sous cette forme, elle se dissocie de ce complexe. La formation de ce dimére permet
ainsi de protéger le centre [4Fe-4S] des oxydants notamment les ROS. Le role de Bol3 serait
alors tardif et interviendrait au niveau de I’incorporation du centre [4Fe-4S]. Le role de Boll
n’est pas encore bien compris méme si certaines données suggérent qu’elle interagirait avec

Grx5. (Malina et al. 2018 ; Lill et al. 2012 ; Mihlenhoff et al. 2002 ; Melber et al. 2016)

Les génes codant pour ces protéines et leurs équivalents chez le parasite sont listés dans le

tableau ii ci —dessous.

Tableau ii :
. Le caractére essentiel est déterminé selon les études de (Zhang et
al. 2018)
Saccharomyces cerevisiae \ Plasmodium falciparum
Genes Genes Essentiel
NFS1-YCL017C NFS-PF3D7 0727200 Oul
ISU1/1ISU2-YPL135W/YOR226C ISU-PF3D7 1454500 Oul
ISD11-YERO48W-A ISD-PF3D7 1311000 Oul
YAH1-YPL252C Férredoxine-PF3D7 1214600 Oul
ARH1-YDR376W Férredoxine réductase-PF3D7 1139700 Ooul
YFH1-YDL120W Non identifié
ISA1/ISA2
VLLO2TWIYPROGTW ISA-PF3D7_0522700 | oul
NFU1-YKL040C NFU-PF3D7 0921400 Oul
GRX5-YPL0O59W Glutaredoxine-PF3D7 0304500 Oul
SSQ1-YLR369W Chaperone (HSP70)-PF3D7_1134000 Oul
JAC1-YGL018C Chaperone (HSP20)-PF3D7_0920100 Oul
Facteur d'échange de nucléotide -
MGE1-YOR232W | PF3D7 1124700 Oul
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L’héme est un cofacteur présent chez presque tous les organismes vivants. Il est indispensable
pour de nombreuses protéines telles que les hémoglobines et les cytochromes de la chaine
respiratoire. Structurellement, c’est un complexe de molécule de fer (Fe?*) et du composé
hétérocyclique porphyrine. La biosynthése de I’héme consiste en la synthése de la porphyrine

et a I’incorporation du fer dans cette porphyrine. (Franken et al. 2011)

Chez la levure S.cerevisiae, les étapes de la biosynthese de I’héme se déroule dans la
mitochondrie et dans le cytosol (Fig.v). Cette biosynthese se déroule en huit étapes commencant
dans la mitochondrie par la synthése de 1’acide 5-aminoluvinique (ALA) a partir de la glycine
et du succinyl-coenzyme A catalysée par Hem1. La 5-aminolevuline est ensuite transportée vers
le cytosol ou elle est convertie en porphobilinogene par Hem2. 1l s’ensuit alors une succession
de quatre étapes dans le cytosol permettant de passer de la porphobilinogene a la
protoporphyronogene I1X catalysées respectivement par Hem3, Hem4, Hem12 et Hem13. Les
deux derniéres étapes de la biosynthese sont réalisées dans la mitochondrie et sont catalysées
par Hem14 et Hem15. Au cours de ces deux étapes, la protoporphyronogene IX est d’abord
transformée en protoporphyrine puis en heme b (Hoffman et al. 2003 ; Richardson et al. 2010).
Deux enzymes de cette voie de biosynthése sont des oxydases rendant ainsi la biosynthese
dépendante de 1’0xygéne.

La biosynthése de I’héme ne semble pas indispensable pour la viabilité de la levure en condition
de croissance fermentaire. Mais elle est bien slr essentielle a la croissance respiratoire car
plusieurs complexes de la chaine respiratoire sont des hémoprotéines. (Hoffman et al. 2003 ;
Sartori et al. 1999)

Chez le parasite Plasmodium, I’ensemble des acteurs intervenant dans la biosynthése des hémes
a eté detecté. Cependant des étapes qui, chez la levure sont localisées dans le cytoplasme, sont

réalisées dans 1’apicoplaste chez le parasite (Fig.v). (Ke et al. 2014)

La biosynthése de I’héme ne semble pas étre une fonction essentielle pour le stade sanguin du
parasite. Il utiliserait plutot de ’héme provenant de la dégradation de I’hémoglobine de I’hote.
Par contre, cette fonction est essentielle pour le développement des parasites lorsqu’ils se
trouvent chez le moustique, ainsi qu’au stade hépatique. De ce fait, la voie de biosynthése des
hémes pourrait constituer une bonne cible pour le développement des molécules antipaludiques

pour le stade hépatique. (Overkamp et al. 2000)
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Figurev : . Hem1 : 5-aminolevulinate synthase
; Hem2 : Aminolevulinate dehydratase ; Hem3: Porphobilinogen deaminase ; Hem4:
Uroporphyrinogen 1l synthase ; Heml12: Uroporphyrinogen decarboxyse; Heml3:
Coproporphyrinogen 11l oxidase; Heml14: Protoporphyrinogen oxidase; Hem15:

Ferrochelatase.

Chez S.cerevisiae, la phosphatidylethanolamine (PE) et la cardiolipine (CL) sont synthétisés
dans la membrane interne mitochondriale. La CL est spécifique de la mitochondrie et la PE
contribue a hauteur de 40 % de la composition générale des phospholipides de la mitochondrie.
Toutefois, la biosynthése de ces deux phospholipides nécessite des précurseurs externes a la
mitochondrie. Le précurseur de la biosynthése de tous les phospholipides de la cellule est
1’acide phosphatidique qui est synthétisé dans la membrane du réticulum endoplasmique. 1l est
le précurseur direct de la biosynthése de la CL alors que celui de la PE est la phosphatidylserine
(PS). La biosynthé¢se de ces deux phospholipides (CL et PE) n’est pas une fonction essentielle
a la viabilité de la cellule. Cependant I’absence de la CL aurait un impact sur 1’assemblage et
le fonctionnement des complexes bc: et IV de la chaine respiratoire. (Malina et al. 2018 ; Han
2013)
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La biosynthese des acides aminés a lieu principalement dans le cytosol de la cellule. Cependant,
certains acides aminés ne sont synthétisés que dans la mitochondrie, par exemple I’isoleucine

et la valine. Le précurseur principal de leur biosynthése est le pyruvate.

La mitochondrie est également le fournisseur de la 2-isopropyl-malate et de 1’ornithine qui
servent respectivement de précurseurs pour la biosynthése de leucine et d’arginine. (Malina et
al. 2018)

L’ubiquinone ou coenzyme Q (CoQ) est un lipide essentiellement mitochondrial chez les
cellules eucaryotes ou il est impliqué dans le transfert d’électrons de la chaine respiratoire (voir
plus haut). I1 est constitué d’une partie ‘’redox-active’’ ou quinone et d’une chaine d’isoprénes

dont la taille n peut différer d’une espéce a autre.

La levure a été un outil crucial pour identifier les différents acteurs de la biosynthése du CoQ
Comme chez la plupart des eucaryotes, les principales étapes de la biosynthese du CoQ ont lieu
dans la mitochondrie. L’isoprenyl pyrophosphate (IPP) et I’acide 4-hydroxybenzoique (4-HB)

sont les deux précurseurs principaux (Fig.vi).

L’IPP (dont la synthése peut avoir lieu a la fois dans la mitochondrie et le cytoplasme) est
obtenu suite a une série de réactions. L’acétyl-CoA en est le précurseur principal (Lv et al.
2016). En condition de croissance respiratoire, la source principale de I’IPP est la mitochondrie.
Quant au 4-HB, il provient principalement du métabolisme de la tyrosine ou du chorismate
(Tran and Clarke 2007). L’IPP et le 4-HB rentre ensuite dans un complexe de neuf enzymes
(Coq1-9). Pour chaque molécule de CoQ synthétisé, une molécule de 4-HB est attaché a n=6
unités d’isoprenes chez la levure pour donner de I’acide 4-hydroxy-3-polyprenylbenzoique ou
4-HHB. Cet intermédiaire rentre ensuite dans une série de réactions composées
d’hydroxylation, de carboxylation, d’O-méthylation et de C-méthylation pour donner le produit
final CoQe.

Chez le parasite Plasmodium, la biosynthése du CoQ est une fonction essentielle (Bushell et al.
2017). L’origine des deux précurseurs de cette biosynthése constitue actuellement un sujet de

discussion.

Le précurseur 4-HB proviendrait principalement du chorismate. En effet, I’inhibition de la voie
de biosynthése du chorismate par du glyphosate entraine une inhibition de la croissance chez le

parasite. Cette inhibition de croissance peut étre corrigée par 1’ajout de [D’acide
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hydroxybenzoique suggerant que cette inhibition de croissance est liée a 1’incapacité du parasite
a produire du CoQ. Il est difficile d’exclure la tyrosine comme source du 4-HB car, au stade
sanguin, le parasite utilise principalement les acides aminés de I’hémoglobine (contenant de la
tyrosine) comme source de carbone et d’énergie. Il a été montré, récemment que 1’acide
hydroxybenzoique pourrait avoir une origine différente du chorismate et de la tyrosine. Une
voie métabolique alternative dans la biosynthése du précurseur 4-HB n’est donc pas a exclure
chez le parasite (Valenciano et al. 2019).
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Figure vi : adapté selon Awad et al.
2018.

La biosynthése de I'IPP est une des fonctions associées au métabolisme de 1’apicoplaste
(Guggisberg, Amthor, and Odom 2014). 1l a été montré que la complémentation du milieu de
culture par de I’IPP assure la croissance du parasite sans fonction apicoplastidique indiquant
ainsi que la synthese de I’IPP serait la raison d’existence de 1’apicoplaste (Pala et al. 2018 ; Yeh
and DeRisi 2011). Le mécanisme de transport de I’IPP vers la mitochondrie n’est pas encore

bien compris.
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Les composantes de la voie de biosynthese du CoQ (COQ1-9) ont été identifiées et localisées
dans la mitochondrie du parasite (Tonhosolo et al. 2005 ; Dooren et al. 2006). Ces protéines

sont essentielles. Les étapes de la biosynthése sont similaires a celles identifiées chez la levure.

Le parasite produirait un CoQ avec une chaine constituée de huit et neuf isoprenes et il est
incapable d’utiliser celui de I’homme (dix isoprénes). (De Macedo et al. 2002)

La biosynthése du CoQ, particuliérement celle des précurseurs isoprenoides peut étre une cible
pour le développement des molécules antipaludiques. L’antibiotique fosmidomycine est un
excellent inhibiteur de cette voie en ciblant les étapes situées dans 1’apicoplaste (Guggisberg,
Amthor, and Odom 2014). Pour ce qui concerne les étapes localisées dans la mitochondrie, il
faudrait étudier les différences entre les enzymes de I’homme et du parasite pour s’assurer que

des inhibiteurs spécifiques pourraient étre développés.
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Le paludisme, ou la malaria, est une maladie infectieuse causant pres d’un demi-million de
décés par an selon I’OMS. Causée par le protozoaire apicomplexe Plasmodium, la maladie est
transmise par la piqQre de la femelle du moustique Annopheles gambiae. Cing especes du genre
Plasmodium sont responsables de la maladie chez 1’homme : Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium cynomolgi, Plasmodium knowlesi, Plasmodium malariae et

Plasmodium ovale.

En absence de vaccin, le traitement symptomatique reste la seule stratégie médicale pour faire
face a la maladie. Depuis la purification et la caractérisation du premier antipaludique (quinine)
en 1820, le nombre de molécules a activité antipaludique ne cesse de croitre. Actuellement les
molécules antipaludiques sur le marché sont classées en trois groupes: les quinoleines
(chloroquine, mefloquine, primaquine..), les antifolates (atovaquone, proguanil...) et les
endoperoxydes (artémisinine, artésunate, artemether, ...) (Eyasu 2015). Malheureusement, on
assiste a de plus en plus de cas de résistance a ces molécules. Les cas de résistance les plus

récents sont ceux observés avec les artémisinines.

Ces observations ont conduit ’OMS a considérer le développement de nouvelles molécules
antipaludiques comme une urgence sanitaire, préconisant le développement de molécules qui
ont des mécanismes d’action différents de celles sur le marché. Les recommandations de ’OMS
priorisent le développement de molécules capables de bloquer la transmission du parasite, ce
qui permettrait d’éradiquer la maladie. La primaquine est la seule molécule de ce type sur le
marché actuellement. Malheureusement la primaquine provoque des effets secondaires sur des
personnes souffrant d’une pathologie hémolytique liée a une déficience de D’activité
enzymatique glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PD). Cette pathologie, causée par
diverses mutations du gene codant pour la G6PD, est tres répandue dans les zones endémiques,
contre-indiquant la primaquine dans ces zones (Recht et al. 2018).

La plasmodione est une nouvelle molécule antipaludique développée par 1’équipe d’Elisabeth
Davioud-Charvet (université de Strasbourg). La plasmodione bloque la transmission par son
effet sur les gamétocytes, tout en restant non toxique pour I’homme (Tobias et al. 2011, Bielitza
et al. 2015, Ehlrhadt et al. 2016) Le mécanisme d’action de la plasmodione n’est pas encore
bien compris. Elle agirait par stress oxydant. Les gamétocytes sont particulierement sensibles
au stress oxydant. Ceci serait liée a la présence d’importants réseaux mitochondriaux et d’une
fonction mitochondriale trés active. La mitochondrie, en effet, est un important acteur dans le

stress oxydant.
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La mitochondrie est aussi la cible de 1’antipaludique atovaquone utilisé en combinaison avec le
proguanil et commercialisé sous le nom de Malarone®. Trés efficace dans la prévention et le
traitement du paludisme, le Malarone® est principalement utilisé dans les pays développés en
raison de son cout élevé. Son efficacité est liee a I’interaction synergique de ses deux
composantes (atovaquone et proguanil). Le mécanisme exact de cette synergie n’est pas encore
connu. Mais la fonction mitochondriale doit y jouer un rdle clé. Le mode d’action de
I’atovaquone est bien connu, comme nous 1’avons vu dans I’introduction générale. C’est un
inhibiteur spécifique du complexe bcy de la chaine respiratoire. Le mécanisme d’action du

proguanil par contre n’est pas encore compris. Tout porte a penser qu’il cible la mitochondrie.

La fonction mitochondriale semble donc étre un élément clé dans les modes d’action de la

plasmodione et du proguanil que j’ai étudié dans ce travail de these.
Pour cette étude, j’ai utilisé la levure comme organisme modéle.

La levure Saccharomyces cerevisiae est un microorganisme unicellulaire de type ascomycete.
Premier eucaryote dont le génome a été complétement séquencé et annoté, elle a permis
d’identifier différents acteurs cellulaires chez les autres organismes. De nombreuses techniques
biochimiques et génétiques (extraction de mitochondries, préparation de protéines totales
cellulaires, hybridation des protéines, modification de I’ADN mitochondrial...) ont été
développées avec la levure. L’efficacité de la recombinaison homologue chez la levure permet

de réaliser facilement les constructions génétiques.

Cet organisme a permis de faire de grandes avancées dans la compréhension de la fonction
respiratoire. En effet, une des particularités de la levure est sa capacité a produire 1’énergie
nécessaire a sa survie et a sa prolifération par la respiration mais également par la fermentation.
De ce fait, elle reste viable sur milieu fermentescible en 1’absence d’une chaine respiratoire
fonctionnelle. L’absence ou I’inhibition d’une ou plusieurs enzymes de cette chaine n’est donc
pas létale pour la levure. Il existe différents types de mutants respiratoires. Les mutations
peuvent concerner soit le génome mitochondrial : les mutants mit™ (mutations ponctuelles) et
rho’/rho® (grandes délétions/perte totale de I’ADN mitochondrial) soit le génome nucléaire les
mutants pet. De plus les techniques de préparation de mitochondries sont bien rodées. Par
contre, I’obtention de mitochondries de qualité et quantité suffisantes pour des analyses
biochimiques n’est pas chose aisée chez Plasmodium. De méme, les outils génétiques

disponibles chez la levure sont bien plus difficiles a utiliser chez le parasite.
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Pour toutes ces raisons, la levure est un excellent outil dans I’étude du mécanisme d’action de

molécules antimicrobiens ciblant la mitochondrie.
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Chapitre | : Etude du mécanisme d’action de la
plasmodione en utilisant la levure comme organisme

modele
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Introduction du chapitre

Le cycle de vie du parasite responsable du paludisme est marqué par de nombreuses
différenciations aboutissant a differentes formes de cellules (Fig. vii). Cette complexité dans la
physiologie de ce microorganisme est un probleme majeur dans le développement des
molécules antipaludiques notamment celles capables de cibler a la fois le stade sanguin
(érythrocytaire) et sexuel (gamétocytes). Le développement de ce type de médicament a été
présenté comme priorit¢ majeure dans les recommandations de I’OMS sur I’éradication du

paludisme.

La plasmodione ou 3-[4- (trifluoromethyl)benzyl]-menadione, est une nouvelle molécule
synthétisée par le groupe d’Elisabeth Davioud-Charvet (Université de Strasbourg). C’est un
puissant inhibiteur de la prolifération de P. falciparum qui cible a la fois le stade érythrocytaire
et sexuel du parasite (Ehrhardt et al. 2016). Des travaux réalisés in vitro ont montré que la
plasmodione agirait via un stress oxydant (Ehrhardt et al. 2013). Cependant les acteurs
cellulaires intervenant dans son mécanisme d’action ne sont pas encore identifiés. La
compréhension du mode d’action permettrait non seulement d’optimiser son efficacité mais
aussi de prévoir des potentiels mécanismes de résistance.

Dans ce travail, j’ai utilisé la levure comme organisme modele pour identifier des acteurs
intervenant dans le mécanisme d’action de la plasmodione.

Dans un premier temps (chapitre 1-1), j’ai étudié le role d’enzymes candidates, choisies
principalement sur la base de données publiées. Dans un second temps (chapitre 1-2), j’ai
utilisé une approche sans a priori pour identifier d’autres acteurs. J’ai sélectionné des mutants

de résistance a la plasmodione et identifié les mutations de résistance.
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Figure vii : Cycle de vie du parasite P. falciparum et molécules antipaludigques adapté selon
(Sharma and Awasthi 2015). Lors du repas sanguin de la femelle du moustique Anopheles
gambiae, les parasites haploides ou sporozoites sont transmis a I’homme (1). Les sporozoites
passent ensuite dans le foie. Dans les cellules hépatiques, ils se transforment en shizontes
adultes avant de se retrouver dans le sang sous forme de mérozoites (2). Dans le sang, le
mérozoite se transforme en trophozoite et se multiplie intensément. La multiplication des
trophozoites aboutit a des mérozoites qui sont libérés par éclatement des globules rouges. Ces
mérozoites peuvent ainsi recommencer le cycle. (3). Certains trophozoites vont se différencier
en cellule sexuelle (méle et femelle) (4) qui sont transmis au moustique lors de son repas
sanguin (5). A [lintérieur du moustique, la fécondation des cellules sexuelles aboutit aux
zygotes diploides. Les zygotes, en passant par des ookinétes, vont donner des oocytes. Chaque
oocyte, par méiose, donne quatre sporozoites qui sont retransmis a 1’homme et le cycle
continue.
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Chapitre I-1 : Etude du mécanisme d’action de la
plasmodione étudié chez la levure : approche

‘enzymes candidates’
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Introduction

La plasmodione est une ménadione substituée dont la structure est similaire a celle de
I’atovaquone qui cible la fonction mitochondriale en inhibant le complexe bcy de la chaine
respiratoire.

En raison de la ressemblance structurale de ces deux molécules, il avait été suggeré que la
plasmodione serait aussi un inhibiteur du complexe bci. Cependant les premiéres études sur le
parasite ont montré que la plasmodione avait un mode d’action différent (Ehrhardt et al. 2013).
Des études in vitro ont montré que la glutathion réductase du parasite (GR), une flavoenzyme
qui utilise du NADPH pour réduire le disulfure de glutathion, pourrait jouer un réle crucial dans
son mécanisme d’action. Suite a ces travaux, un modéle de mécanisme d’action de la
plasmodione ((Fig. viii) a été proposé (Tobias et al. 2011). 1l est repris en détail dans I’article

publié présenté dans les pages suivantes.

NADPH NADP~
Hémoprotéine Glutathione
Plasmodione » PD-bzol, PDO réducatase PD-bzol, PDO

Oxydation Formes oxydées (GR) Formes réduites

benzylique
Stress
oxydant

0, 0,7, H;0;,
Figure viii : . Un modéle détaillé est

présenté dans I’article. PD-bzol, benzhydrol; PDO, 3-benzoylmenadione.

Des etudes in vivo, chez le parasite, ont montré que la GR ne serait pas le seul acteur
(E.Davioud-Charvet et S. Blandin, communication personnelle). D’autres flavoenzymes
pourraient intervenir et jouer le réle de la GR dans le modele proposé. Qu’elles sont-elles ?
D’autres questions soulevées par le modéle proposé nécessitent aussi des réponses : Quels
pourraient étre les acteurs de 1’oxydation benzylique de la plasmodione ? Quels sont les effets
des métabolites potentiels (PDO et PD-bzol) ? Comment pourraient-ils intervenir dans I’activité
de la plasmodione ? Ces questions ont fait I’objet d’études chez le parasite (Feng et al. 2018).

J’ai tenté ici d’apporter des ¢léments de réponse en utilisant le modéle levure. L’approche
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utilisee est principalement génétique. J’ai utilisé différentes souches mutantes : délétion et
surexpression de genes. J’ai testé 1’effet de ces mutations sur la sensibilité de la croissance a la
plasmodione et a ses métabolites potentiels. J’ai ensuite analysé des activités enzymatiques.

Les résultats obtenus avec la levure ont montré que la plasmodione est un inhibiteur de la
croissance respiratoire de la levure et qu’elle agit via un stress oxydant. Les flavoenzymes
NADH-déshydrogénases (NDHs) jouent un réle important dans son mécanisme d’action. Ces
enzymes utilisent les métabolites potentiels de la plasmodione, PDO et PD-bzol, comme
substrat. Leur réduction résulte en la production des ROS, qui vraisemblablement conduit a
I’arrét de croissance. Les tests de croissance ont montré que le niveau des NDHs module la
sensibilité des cellules a la plasmodione. Or la plasmodione est un mauvais substrat de ces
flavoenzymes. Ceci suggére que la plasmodione serait transformée en métabolites (PDO et/ou
PD-bzol) substrats des NDHSs qui seraient responsables de 1’inhibition de la croissance induite
par la plasmodione. Si le role de ces métabolites potentiels semble étre clair dans le mécanisme
d’action de la plasmodione, le mécanisme d’oxydation de la plasmodione en ces métabolites

n’est pas encore compris.

Les résultats de cette premiere étude ont été publiés dans le journal Free radical Biology and

Medecine (FRBM) et sont détaillés dans le pré-print ci-dessous.
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Summary

Malaria is caused by protozoan parasites and remains a major public health issue in subtropical
areas. Plasmodione (3-[4-(trifluoromethyl)benzyl]-menadione) is a novel early lead compound
displaying fast-acting antimalarial activity. Treatment with this redox active compound disrupts
the redox balance of parasite-infected red blood cells. In vitro, the benzoyl analogue of
plasmodione can act as a subversive substrate of the parasite flavoprotein NADPH-dependent
glutathione reductase, initiating a redox cycling process producing ROS. Whether this is also
true in vivo remains to be investigated. Here, we used the yeast model to investigate the mode
of action of plasmodione and uncover enzymes and pathways involved in its activity. We
showed that plasmodione is a potent inhibitor of yeast respiratory growth, that in drug-treated

cells, the ROS-sensitive aconitase was impaired and that cells with a lower oxidative stress
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defence were highly sensitive to the drug, indicating that plasmodione may act via an oxidative
stress.

We found that the mitochondrial respiratory chain flavoprotein NADH-dehydrogenases play a
key role in plasmodione activity. Plasmodione and metabolites act as substrates of these
enzymes, the reaction resulting in ROS production. This in turn would damage ROS-sensitive
enzymes leading to growth arrest. Our data further suggest that plasmodione is a pro-drug
whose activity is mainly mediated by its benzhydrol and benzoyl metabolites. Our results in
yeast are coherent with existing data obtained in vitro and in Plasmodium falciparum, and

provide additional hypotheses that should be investigated in parasites.

Introduction

Malaria is a mosquito-borne infectious disease caused by unicellular eukaryotic parasites of the
genus Plasmodium. Among the five species known to infect humans, P. falciparum is responsible
for the most severe forms of the disease, and P. falciparum and P. vivax are the most frequently
encountered worldwide. Plasmodium parasites have a complex life cycle with different
development stages that are adapted to their two hosts. In the human host, parasites mostly undergo
asexual multiplication in red blood cells causing typical malaria symptoms, while a fraction of
them differentiate in gametocytes that are the only forms able to infect female Anopheles
mosquitoes upon a blood meal. Most drugs currently on the market target the symptomatic asexual
forms, however an increasing effort is now focused on the transmissible forms aiming at malaria
control and elimination. Of note, parasites have developed resistances to virtually all drugs used
thus far to treat malaria, including to the most efficient drug artemisinin, underlying the need to

find new drugs with different modes of action.

Plasmodione (PD) is a 3-[4-(trifluoromethyl)benzyl]-menadione active against asexual blood
stages and early gametocytes [1-2]. PD Kills parasites as fast as artemisinin, is effective on a
large variety of drug-resistant parasites, and has demonstrated a low potential to generate
genetic resistance [2]. Despite chemical similarity to atovaquone, PD does not target the same
mitochondrial protein. Indeed transgenic parasites expressing the yeast dihydroorotate
dehydrogenase, which uses fumarate instead of ubiquinone as electron acceptor and therefore
renders the bc: complex activity dispensable for parasite proliferation [3], presented unchanged
sensitivity to plasmodione whereas they were highly resistant to the bci complex inhibitor
atovaquone [4].
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Figure 1: (A) Model for plasmodione mode of action in parasitized red blood cells (adapted
from [5]). (Step 1) The benzylic oxidation of plasmodione (PD) generates the 3-
benzoylmenadione metabolite (PDOox), a reaction likely catalysed by free or protein-bound
hemes in the parasite. (Step 2) PDOox acts as a subversive substrate of a flavoenzyme and is
reduced through the consumption of NAD(P)H, generating PDOreq. (Step 3) Then, PDOred
transfers an electron to methemoglobin (metHb(Fe'")), the major form of hemoglobin in the
parasite acidic vacuole, or to O leading to high rate of production of superoxide radical anions.
(Step 4) At acidic pH typically found in the parasite food vacuole (HsO"), these radicals
dismutate spontaneously to hydrogen peroxide (H20>) [47]. (Step 5) The continuous NAD(P)H
consumption in the presence of oxygen in the course of the redox-cycling produces a steady
flux of hydrogen peroxide, which reacts with oxyHb(Fe'") and metHb(Fe"") to generate
ferrylHb(Fe'V=0) leading to (Step 6) hemichrome deposits specifically in membranes of ring-
infected red blood cells (iRBCs). Elevation of hemichrome, a known marker for RBC aging,
increases their removal by macrophage phagocytosis [48]. (Step 7) In the parasite, an oxidative
phenolic coupling reaction from PDOreq might generate a benzoxanthone derivative that was
shown to inhibit hemozoin formation both in a spectrophotometric assay coupled to mass
spectrometry and in parasitized RBC [5]. Note that in normal RBCs, where oxyhemoglobin
(oxyHb(Fe')) is the major protein, autooxidation and superoxide production occur slowly in
the 3 months-life time of RBCs. In Plasmodium-parasitized RBC, oxyHb(Fe'")from the host is
uptaken by the parasite and quickly oxidized into metHb(Fe'"") in the acidic food vacuole.
MetHb(Fe'"") is digested faster than oxyHb(Fe'") by the parasite proteases [49] and is thus its
main nutrient source. Consequently, the reduction of metHb(Fe'") to oxyHb(Fe'") by PDOreq
(Step 3) is expected to slow down the parasite growth rate by food deprivation [1,5], and also
to improve O> transport by iIRBCs. (B) Chemical structures of four others putative plasmodione
metabolites. (C) Reduced PDO presenting an iron (I11) chelation site.
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Plasmodione is a redox-active agent that disturbs the redox balance of the parasitized red blood
cells [5]. Its mode of action (Fig.1A) was proposed to start with the benzylic oxidation of PD
to form PDO (3-benzoylmenadione) by a mechanism yet to be elucidated. Benzylic oxidation
can be catalysed by CYP450s and by free or protein-bound hemes via ferryl species (see for
instance, [6-9]). Moreover numerous hemoproteins (including hemoglobin) can oxidize drugs
[10]. While CYP450s are absent from Plasmodium and red blood cells, free heme and
hemoproteins are abundant in infected erythrocytes and could mediate benzylic oxidation of
PD to PDO. In addition, we previously proposed that in the presence of redox-cyclers, P.
falciparum-infected erythrocytes could be electrochemically active, generating/transporting
oxidized and reduced charged naphthoquinone species in different compartments, the anodic
one for oxidation reactions (acidic vesicle/food vacuole network), and the cathodic one for
reduction reactions (cytosol), possibly via iron complexation [1,11]. This particular situation is
comparable to an electrochemical cell where the electrolytic milieu contains Fe' and potentials
values at the electrodes are at a scale that could be appropriate for plasmodione bioactivation,
metabolite electrosynthesis and/or transport through membranes.

The PD metabolite PDO can act as a subversive substrate of flavoprotein(s), such as the parasite
and/or human NADPH-dependent glutathione reductases [1]. In vitro, PDO is able to cycle with
the parasite NADPH-dependent glutathione reductase and methemoglobin (metHb(Fe'")) [1,5].
In vivo, this continuous redox-cycle consuming NADPH and preventing the recycling of
oxidised glutathione into reduced glutathione, would ultimately disturb the redox homeostasis
of the parasitized red blood cells and lead to parasite death. Still, the nature of the in vivo
target(s) of PD/PDO is not known and it cannot be excluded that other flavoenzymes are

involved in this process, depending of the parasite life cycle stage.

The fact that PD has a strong and specific activity on infected erythrocytes, including
hemichrome deposition on the surface of infected cells, suggests that its bioactivation and/or its
redox cycling selectively occur in P. falciparum-parasitized red blood cells and not in normal
cells. Several hypotheses could explain the specificity of PD towards infected erythrocytes, for
instance: (1) a higher rate of benzylic oxidation in the metHb(Fe'")-digesting parasitic stages,
(2) large amounts of metHb(Fe'"") accepting the electrons from PDOreq and contributing to much
higher redox-cycling turnover (3) the presence of acidic vesicles and food vacuole in infected

cells promoting ferrylhemoglobin formation upon superoxide dismutation.
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Saccharomyces cerevisiae provides valuable genetic and biochemical tools and has proven to
be instrumental for drug discovery, identification of drug targets or modeling mutations in
human diseases (see for instance [12-14]). In this study, we used this yeast model to investigate
the mechanism of action of PD and to identify enzymes and pathways that are involved in its

redox-based activity.
Materials and Methods

Growth media and yeast strains

The following growth media were used: YPD (1% yeast extract, 2% peptone, 3% glucose),
YPEth (1% yeast extract, 2% peptone, 2% ethanol), YPGal (1% yeast extract, 2% peptone,
0.2% glucose, 2% galactose), YP10 (1% vyeast extract, 2% peptone, 10% glucose), CSM
medium (0.7% yeast nitrogen base, 2% glucose, 2% agar and 0.8 g/l of a complete supplement

mixture minus uracil) supplied by Bio 101 (San Diego, CA, USA).

Two series of yeast strains were used for the growth assays: 1) BY4742 (a, his3, leu2, lys2,
ura3) and its derived isogenic deletion strains were from Euroscarf (Frankfurt, Germany); 2)
AD1-9 that lacks several membrane transporters (a, ura3, hisl, Ayorl, Asng2, ApdrS5, Apdrl0,
Apdrll, Aycfl, Apdr3, Apdrl5, Apdrl) was kindly provided by M. Ghislain, UCL, Belgium.
From AD1-9, deletion and over-expressing mutants were constructed, respectively, by PCR-
based deletion or by transformation with a multi-copy plasmid (yEP352) containing the genes

of interest under the control of their own promoter.

Growth assays- drug sensibility test

Drug sensitivity was assessed by monitoring the inhibition of yeast cell proliferation. Yeast
were grown in 5 mL culture medium YP10 or YPEth with increasing concentrations of drugs.
Cultures were inoculated at an ODgoonm Of 0.2 and incubated at 28°C with (YPEth) or without
(YP10) vigorous shaking for three days. ODgoo nm Were then measured. Data are presented for
each strain and culture condition as the percentage of growth relative to control, i.e. untreated
by drugs. The experiments were repeated at least twice and the data averaged. The final ODgoonm

of the untreated cultures of WT and mutant strains were similar.

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

Mitochondria were prepared as in [15]. Protein concentration was determined by Bradford
method. bci complex concentration was determined from dithionite-reduced optical spectra,

using £=28.5 mM™L.cm? at 562 nm minus 575 nm. Activity measurements were performed at
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room temperature. The measurements were repeated at least twice and averaged. ICso values or
mid-point inhibitor concentrations (inhibitor concentration required to obtain 50% inhibition of
the activity) were determined by inhibitor titration.

Oz consumption activities (NADH-oxidase) were measured using a Clark-type oxygen
electrode. Mitochondria were added at around 18 pg of protein to 1 mL 0.7 M sorbitol, 50 mM
potassium phosphate pH 7.5, 0.2 mM EDTA. Oxygen uptake activity was initiated by the
addition of 0.8 mM NADH.

NADH dehydrogenase activities were measured by monitoring the rate of oxidation of NADH
at 340 nm over a 1 to 5 min time-course. Measurements were performed in 1 mL of 10 mM
potassium phosphate pH 7, 0.01% lauryl maltoside, 200 uM NADH and 2 mM KCN.
Mitochondria were added at 60 to 240 g of protein per mL. The reaction was initiated by the
addition 25-100 uM quinone or other electron acceptors.

bci complex activities were determined by measuring the reduction of cytochrome c (final
concentration of 20 uM) at 550-540 nm over 1-min time-course in 1 mL of 10 mM potassium
phosphate pH 7, 0.01% (w/v) lauryl-maltoside and 1 mM KCN. Mitochondria were added to
obtain a final concentration of around 2 nM bci complex. The reaction was initiated by the
addition of 20 uM decylubiquinone and initial rates were measured. Activities are presented as

the cytochrome c reduction rate per bci complex.

Aconitase and fumarase measurement using yeast cell extracts

The aconitase and fumarase activities were determined spectrophotometrically by monitoring
the formation of cis-aconitate and fumarate at 240 nm and 25°C as described [16]. Briefly, cell
extracts were prepared from 2.108 cells grown on YPGal, by glass bead breakage, aliquoted and
frozen immediately in liquid nitrogen. The aconitase activities were measured in 50 mM
potassium phosphate pH 7.4, 30 mM sodium isocitrate, 0.6 mM MnCl». The fumarase activities
were measured in 50 mM potassium phosphate, pH 7.4, 50 mM L-malic acid. Cell extracts were
added at 150-250 ug of protein for a final volume of 1 mL. The absorbance changes were
measured for 5-10 min, and the activity was calculated from the slope of the linear portion using

¢ = 3.6 mM™L.cm? for cis-aconitate and 2.44 mM=t.cm for fumarate.

Aconitase measurement using porcine mitochondrial aconitase

210 mg of mitochondrial aconitase from porcine heart (Sigma) was dissolved in 20 mM Hepes

pH 7.4 and loaded on a Hi Screen Capto Q ImpRes column (GE Healthcare). Proteins were
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eluted with a linear NaCl gradient (0-1 M). Fractions containing aconitase were pooled and
concentrated on a Vivaspin 30K concentrator (Sartorius). Aconitase was reactivated by
incubation for 1h at room temperature under anaerobic conditions in a glove box (Jacomex,
02<9 ppm) with 5X-Mohr's salt and Na>S and loaded on a NAP-5 gel filtration column (GE
Healthcare) equilibrated with 10 mM Hepes pH 7.4, 40 mM KCI and 3 mM MgCl». Aconitase
activity was measured in degazed 100 mM Tris—HCI pH 7.4, 20 mM cis-aconitate at 37°C. The
absorbance changes were measured for 15 min, and the activity was calculated from the slope
of the linear portion using €240 = 3.6 mMt.cm™. The specific activity of purified mitochondrial

aconitase was of 2334 U.ug™.
Results

Effect of PD on yeast growth and respiratory function.

We first tested whether PD, a potent inhibitor of Plasmodium proliferation, could inhibit yeast
growth in respiratory and fermentative conditions. For this, we used strain AD1-9 that lacks
several membrane transporters, which renders the cells more sensitive to compounds as
previously shown for atovaquone and other anti-malaria drugs [17,18]. We also compared the
inhibitory activity of PD to that of artesunate (ART), currently the most active antimalarial
drug. Yeast respiratory growth was inhibited by both PD and ART at low UM concentrations
(Fig.2A). However, in contrast to ART, PD had no effect on the fermentative growth up to 80
HM.

We then checked whether the respiratory growth inhibition could be caused by the disruption
of the respiratory activity. To that end, we monitored the effect of PD treatment on cell O>
consumption in the presence or absence of the uncoupling agent carbonyl cyanide m-
chlorophenyl hydrazone (CCCP) at 20 uM. CCCP releases the respiratory chain activity from
the control of the mitochondrial membrane potential. Cells, pre-grown in respiratory medium,
were incubated for 24h in respiratory medium with a dose of PD that fully abolished growth.
The Oz consumption rate of the PD-treated and untreated cells was then monitored and
compared in the presence or absence of CCCP (Fig.2B). As expected, in untreated cells, the
addition of CCCP resulted a 2-fold increase of the O consumption rate. PD treatment mildly
decreased Oz consumption rate and did not abolish the 2-fold increase in rate upon CCCP
addition. These results indicated that PD treatment did not severely impair the respiratory
function, even at a concentration where the respiratory growth was completely blocked. By

comparison, treatment with an inhibitory dose of ART resulted in a significant decrease in O>
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consumption and a complete loss of the response to CCCP, suggesting that the mitochondrial
membrane was impaired. This is in agreement with previous reports [19,20] and with the severe
loss of viability we observed in cell cultures treated with ART (less than 15% viable cells). By

contrast, PD-treatment did not impair yeast survival.
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Figure 2: Effect of plasmodione (PD) and artesunate (ART) on yeast growth and respiration.
(A) Effect on respiration- and fermentation-supported growth. Yeast AD1-9 cells freshly grown
on YPD plates were inoculated in respiratory medium YPEth or in fermentative medium YP10
with increasing concentrations of PD or ART at an initial ODgoonm Of 0.2. The cultures were
incubated three days at 28°C with vigorous agitation for YPEth and without agitation for YP10
cultures. The ODsoonm Were then recorded. For each growth condition, YP10 or YPEth, the data
are presented as percentage of the ODsoonm Of the untreated cultures. The growth experiments
were repeated at least twice and the data averaged. Error bars represent standard deviation. (B)
Effect of PD and ART treatment on cell O2 consumption. Cells were grown for 24h in
respiratory medium YPEth to an ODgoonm Of around 5, and then incubated for another 24h in
YPEth without inhibitor (control) or with 30 uM of PD or 6 uM of ART. The cells were then
harvested. O, consumption rates with 20 uM CCCP (with CCCP) and without (w/o CCCP)
were recorded. The data, normalised per ODsoonm, are presented as % of control rates (rates
without CCCP of untreated cells). Each measurement was repeated at least three times and
averaged. Error bars represent standard deviation.

PD action via oxidative stress

As the inhibition of respiratory growth by PD could not be explained by an impaired respiratory
function, we then checked whether PD inhibitory action could be caused, at least in part, by the

generation of an intracellular oxidative stress.

First, we monitored the effect of the absence of key enzymes of the oxidative stress defence,
namely the superoxide dismutases Sodl and Sod2 and the catalase Cttl, on the sensitivity of
the respiratory growth to PD (Fig.3A). We compared four strains from the BY4742 series:
control, Asodl, Asod2 and Acttl. The BY4742 control strain is resistant to PD because,
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contrarily to AD1-9, the cells contain a full set of membrane transporters that are very active in
pumping out exogenous compounds. Still, the deletion of SOD2, and, to a lesser extend of
SOD1 and CTT1, rendered the cells sensitive to PD. This clearly indicates that PD growth
inhibitory activity is highly exacerbated in cells with lower oxidative stress defence, and thus
that PD could act, at least in part, via the generation of oxidative stress. This is coherent with
previous data showing a more oxidizing glutathione-dependent redox potential in intact living
parasites treated with PD [5]. As a comparison, we observed that deletions of ASOD1, SOD2

and CTT1 had no or minor effect on the sensitivity to ART in the same conditions (not shown).
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Figure 3: Effect of plasmodione (PD) on the respiratory growth of yeast mutants with lower
oxidative stress defence and on the activity of the oxidative stress marker aconitase.Effect of
deletion of oxidative stress defence genes on the sensitivity of respiratory growth to PD. Control
and mutant Asodl, Asod2 and Acttl strains were grown in YPEth medium with various
concentrations of PD. ODsoonm Were measured after three days. For each strain, the data are
presented as percentage of the ODsoonm Of the untreated culture. The experiments were repeated
at least twice and the data averaged. Error bars represent standard deviation. (B) Effect of PD
treatment on aconitase and fumarase activities. The activities were assessed
spectrophotometrically at 240 nm. Total cell extracts were obtained from a one day culture in
YPGal with or without 12 uM PD. The reaction was started by addition of the cell extracts to
potassium phosphate buffer containing isocitrate as substrate for the aconitase or malate as
substrate for the fumarase. Values represent the averages of five experiments, and error bars,
standard deviation. ***, p < 0.001 according to two-tailed Student’s t test.

Second, we tested the effect of PD treatment on aconitase activity. This enzyme of the
tricarboxylic acid (TCA) cycle is located in the mitochondrial matrix and contains a [4Fe-4S]
(Fe-S) cluster that is exposed to solvent and easily damaged by oxidative stress. As a control,
we monitored the activity of fumarase, a TCA enzyme that is not sensitive to oxidative damage.
AD1-9 cells were cultured for 24h in YPGal in the absence or in presence of 12 uM PD. In
YPGal with a good aeration, yeast cells can use both respiration and fermentation, and thus
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display a lower sensitivity to PD. At 12 uM PD in YPGal, growth was decreased to 35% of the
control while, at the same concentration, it was fully inhibited in YPEth (Fig.2A). As shown in
Fig.3B, PD treatment resulted in a 50% decrease in aconitase activity whereas fumarase activity

was not significantly affected, further indicating that PD treatment triggers an oxidative stress.

Effect of deletion and overexpression of NADH-dehydrogenase encoding genes on PD

inhibitory activity

The current model suggests that PD, or its metabolites, could disturb the redox balance of the
parasitized red blood cells by acting as a subversive substrate of the parasite glutathione
reductase, a NADPH-dependent flavoenzyme [1]. In yeast, we observed that PD inhibitory
activity required an active respiratory function. Thus we hypothesized that flavoenzymes
directly associated with the respiratory function might be involved in PD activity. The
respiratory chain NADH-dehydrogenases (NDHs) appeared as best candidates. Yeast, as
Plasmodium, lacks a mitochondrial complex I, which is replaced by NDHSs. Yeast has three
NADH-dehydrogenases or type 1l NADH:quinone oxidoreductases (NDHs): Ndel and Nde2
(external NDHs) that are located at the inter-membrane side of the inner mitochondrial
membrane, and Ndil (internal NDH), located at the matrix side.

To assess the role of NDHs in PD activity, we tested the effect of the deletion and over-

expression of NDH-encoding genes on the sensitivity of respiratory growth to PD.

We reasoned that if NDH activity is required for the inhibitory activity of PD, cells with higher
NDH content would be more sensitive to PD whereas cells with lower NDH content would be
less sensitive. We evaluated the effect of the deletion and over-expression of NDE1 and NDE2.
We did not test NDI1 as its deletion results in a severe respiratory growth defect.

AD1-9 cells transformed with a multi-copy NDE1 or NDE2-bearing plasmid and Andel and
Ande2 mutants issued from the same strain were tested for their sensitivity to PD.

The deletion of NDEL1 resulted in a major loss of sensitivity to PD while that of NDE2 had no
effect (Fig.4A). In parallel, we observed a three-fold decrease in NDH activity in mutant Andel,
and only a slight decrease in mutant Ande2 (Fig.4B). This was in agreement with a previous
publication reporting that the deletion of NDE2 had no effect on the rate of oxidation of
cytosolic NADH whereas the deletion of NDEL had a severe effect [21], an observation that
can be explained by the much higher content in Ndel as compared to Nde2 (and Ndil) in cells

as revealed by the analysis of the protein steady-state levels [22].
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Increased NDE2 gene copy number resulted in a clear increase in PD sensitivity in control cells
(Fig.4C), which correlates with a significant increased NDH activity (Fig.4B). Similarly, when
cells lacking NDE1 (thus with low NDH activity) were transformed with multi-copy plasmids

bearing NDE1 or NDE2 (Fig.4C), a marked increase in PD sensitivity was observed.

Intriguingly, transformation of the control cells with the multicopy plasmid bearing NDE1 only
led to a small increase in NDH activity (Fig.4B) and, by consequent, had no or little effect on
PD sensitivity (Fig.4C). We hypothesize that in the control cells containing a large amount of
Ndel (compared to Nde2), the level of Ndel is tightly regulated and could not be further
increased using a plasmid bearing NDE1 gene under the control of its own promoter.

Taken together, our data show a strong correlation between NDH activity and PD sensitivity of

yeast growth.

We obtained similar results with ART: deletion of NDE1 resulted in a decreased ART
susceptibility and over-expression of NDE2 led to increased sensitivity while deletion of NDE2
and over-expression of NDE1 had no or minor effects (data not shown). NDH-encoding gene

dosage effect on ART sensitivity has been previously reported [23].

To test whether other yeast flavoenzymes could be involved in PD activity, we transformed the
Andel mutant with multi-copy plasmids in order to overexpress a set of potential candidate
genes, namely LPD1, MCR1 and GLR1. LPD1 encodes the mitochondrial matrix lipoamide
dehydrogenase. P. falciparum possesses two distinct dihydrolipoamide dehydrogenases
(LipDH), one in the mitochondria and the other in the apicoplast [24]. Recombinant P.
falciparum mitochondrial LipDH displays kinetics similar to other members of the disulphide
oxidoreductase family including the Trypanosoma cruzi enzyme, which is known to be able to
use menadione as substrate [25]. MCR1 encodes the mitochondrial NADH-cytochrome bs
reductase. As in in vitro assays, P. falciparum glutathione reductase was shown to reduce
slowly PD and very efficiently its metabolite PDO, which initiated redox-cycling [1], we also
included GLR1 encoding the yeast glutathione reductase that is located both in the cytoplasm

and mitochondria.

Over-expression of these three genes resulted in a slight increase in PD sensitivity, suggesting
that these enzymes could also contribute to PD inhibitory activity (Fig.4D).
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Figure 4: Effect of flavoenzyme-encoding gene dosage on plasmodione sensitivity. (A and C)
Effect of deletion (A) and over-expression (C) of the NADH-dehydrogenase encoding genes
NDE1 and NDE2 on PD sensitivity. Control and mutants were grown in YPEth medium with
various concentrations of PD. ODesoonm Were measured after three days. For each strain, the data
are presented as percentage of the ODesoonm Of the untreated culture. The experiments were
repeated at least twice and the data averaged. (A) AD1-9 control and isogenic deletion mutants
Andel and Ande2. ; (C) AD1-9 control and AD1-9 transformed with a multicopy plasmid
bearing NDE1 (pNDE1) or NDE2 (pNDEZ2); (B) NDH activity in the deletion mutants Andel
and Ande2, in the over-expressing cells pPNDE1 and in pNDEZ2, and in their respective controls.
The rate of NADH oxidation was measured at 340 nm. Mitochondria were added at 60 to 240
Mg protein per mL. The reaction was initiated by the addition of 100 uM decylubiquinone.
Experiments were repeated at least twice and data averaged. The error bars represent standard
deviation. **, p < 0.005; ***, p < 0.001 according to two-tailed Student’s t test. (D) Effect of
the over-expression of flavoprotein encoding genes on PD sensitivity in a Andel background.
Deletion mutant Andel and derived strains over-expressing NDE1 (pNDE1), NDE2 (pNDE2),
GLR1 (pGLR1), LPD1 (pLPD1) or MCR1 (pMCR1) were grown in YPEth medium with
increasing concentration of PD. ODsoonm Were measured after three days. For each strain, the
data are presented as percentage of the ODegoonm Of the untreated culture. The experiments were
repeated at least twice and the data averaged.
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PD and its putative metabolites as substrates of NADH-dehydrogenases

We found that yeast growth sensitivity to PD was modulated by the dosage of the NDH
encoding genes. We then tested whether PD and derived compounds could act as substrates of
NDH. The rate of NADH-oxidation was monitored using mitochondrial samples, NADH as
electron donor and increasing concentrations of PD and six derived compounds, PDO, PD-bzol,
6-OH-PD, 7-OH-PD, PD-epoxide and benzoxanthone [26], as possible electron acceptors. The
chemical structures are presented in Fig.1. Decylubiquinone (DQ), a synthetic electron
acceptor, was used as a positive control. As shown in Fig.5, PD, PDO and PD-bzol can act as
substrates for NDH. The rates of NADH-oxidation using PDO and PD-bzol as electron
acceptors were higher than with DQ. PD was the least efficient electron acceptor and the
reaction seemed inhibited at high PD concentration (100 uM). These substrate activities were
in agreement with previous observations made with the P. falciparum NADPH-dependent
glutathione reductase [1]. Moreover bioactivation through benzylic oxidation of PD, leading to
a benzhydrol (PD-bzol) or a benzoyl (PDO) analogue was shown to have a significant impact
on redox properties and to markedly favor methemoglobin (Fe'") reduction in the coupled assay
with the human NADPH-dependent glutathione reductase [27,28].

— — - PDO
—~ 08 {—"— PD-bzol I Fig_u_re 5. _NADH-dehydrogenase
2. DO ~ activity initiated by plasmodione
ol —— -~ and its metabolites. NADH
£ 2 067 v K oxidation was measured at 340 nm.
3 E Mitochondria were added at around
5E 04 / . I 60 g protein per mL. The reaction
r £ / was initiated by the addition
<DC 2 0.2 Vs decylubiquinone (DQ), PD, PD-
Z 3 7 /é,— S bzol or PDO as substrate at 25, 50
o <. . and 100 uM. The experiments were
0 +£ . - repeated at least twice and the data
0 50 100 averaged. The error bars represent

Substrate (uM) standard deviation.

By contrast, 6-OH-PD, 7-OH-PD, PD-epoxide and benzoxanthone did not act as NDH

substrates. The same assay was performed with ART but no activity of the drug was detected
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on NADH-oxidation, suggesting that, while yeast sensitivity to PD and ART correlated with

NDH activity, the modes of action of the two drugs are different.

ROS production initiated by PD and its metabolites

To evaluate whether the NDH activity initiated by PD, PD-bzol and PDO could be associated
with ROS production, we monitored the O2 consumption by mitochondria using NADH as an
electron donor in the presence of KCN. In this condition, the respiratory chain was fully blocked
by KCN that inhibits cytochrome oxidase, and no O» consumption was observed (Fig.6A).
Upon addition of PD-bzol, O> was consumed, indicating that PD-bzol reacting with NDHs
resulted directly or indirectly in Oz consumption and most likely in ROS production. Addition
of SOD and catalase stopped the observed O> consumption. The sole scavenging of superoxide
and hydrogen peroxide by SOD and catalase, respectively, could not explain this complete
inhibition. The NADH-oxidation initiated by PDO and monitored as in Fig.5 was not inhibited
by SOD and catalase (data not shown). Thus that cannot account for the stop in Oz consumption.
As crude mitochondria samples were used in the assays, a more complex mechanism might take

place, resulting in the observed inhibition upon addition of SOD and catalase.

The rates of SOD and catalase-sensitive O> consumption were also estimated with PD and PDO
(Fig.6B). The NADH - PD-bzol and NADH - PDO oxido-reduction reactions resulted in a ROS
production 6-7 fold higher than the NADH - PD reaction. Of note, the O consumption rate
initiated by PD-bzol and PDO was higher than the rate of O> consumption by the respiratory
chain (i.e. in the absence of KCN and of these compounds). By contrast, no SOD and catalase-
sensitive Oz consumption was observed after addition of 6-OH-PD, 7-OH-PD, PD-epoxide,
benzoxanthone or ART to cyanide-inhibited mitochondria in the presence of NADH. Taken
together, these results suggest that the mechanism of action of plasmodione is dependent on the
production of PD-bzol and/or PDO that could redox-cycle with NDHSs, potentially leading to a
large production of ROS.

We then monitored the effect of the PD metabolites on the growth of control, Asod1, Asod2 and
Acttl cells (Fig.6C). As for PD, the absence of Sodl and Sod2 rendered the cells highly
sensitive to PD-bzol and PDO, which seems coherent with ROS production initiated by these
compounds, although we cannot exclude that Asod1 and Asod2 mutants might be more sensitive
to other, possibly non-oxidative, insults. Asod2 cells, but not Asodl, were to a lesser extend

sensitive to PD-epoxide and benzoxanthone.
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Figure 6: SOD and catalase-sensitive O, consumption activities initiated by plasmodione and its
putative metabolites and their effect on the respiratory growth of mutants with lower oxidative stress
defence.O, consumption of cyanide-inhibited mitochondria initiated by PD, PD-bzol and PDO. The
trace shows the O, consumption by mitochondria (added at 18 pg.mL) in the presence of 2 mM KCN
and 0.8 mM NADH. PD-bzol was added to a final concentration of 50 uM. SOD and catalase were
added each at a final concentration of 300 U.mL. (B) Rates of SOD and catalase-sensitive O
consumption initiated by PD, PD-bzol and PDO. O, consumption was monitored as in (A). In white,
rate of O, consumption of cytochrome oxidase active mitochondria (monitored in the same conditions
but in absence of KCN and PD, PD-bzol or PDO). The averages of at least two experiments are shown,
with error bars for standard deviation. *, p < 0.05 according to two-tailed Student’s t test. (C) Effect of
deletion of oxidative stress defence genes on the sensitivity to putative PD metabolites. Strains were
grown in YPEth medium with various concentrations of PD derivatives. ODgoonm Were measured after
three day culture. For each strain, the data are presented as percentage of the ODgoonm Of the untreated
culture. The experiments were repeated at least twice and the data averaged. The error bars represent
standard deviation.

These two compounds are thus likely to induce also a stress, possibly but not necessarily
oxidative, localised in the mitochondria and via a mechanism different from that of PDO and
PD-bzol.

None of the mutants, Asod1l, Asod2 or Acttl, were sensitive to 6-OH-PD and 7-OH-PD (data

not shown).

Direct effect of plasmodione putative metabolites PDO and PD-bzol on aconitase
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We then checked whether PD, PDO, PD-bzol and 7-OH-PD could directly impair the activity
of purified aconitase (Fig.7). Exposure to PDO and PD-bzol resulted in a decrease of aconitase
activity in a concentration dependent manner, with a mid-point inhibitory concentration of 5
UM while PD and 7-OH-PD had a much milder effect. The effect of PDO on aconitase activity
was also tested in anaerobic conditions in a glove box (Jacomex, O2<9 ppm, data not shown).
The same decrease in activity was observed indicating that the aconitase impairment was not
caused by an indirect effect via ROS production but by a direct effect. While the mechanism of
direct inhibition needs to be elucidated, we hypothesize that it may pertain to iron chelation of
aconitase [4Fe-4S] prosthetic group. One iron of the [4Fe-4S] group is not ligated to a protein
residue, and thus can bind to hydroxyl groups of substrates or water. This iron is particularly
labile and can be attacked by anionic oxidants leading to cluster degradation and enzyme
inactivation [29]. Moreover, similar cluster degradation and protein inactivation was observed
when purified aconitase was treated by iron chelator such as EDTA and bathophenanthroline
disulfonate (BPS) [30] and ferrozine [31]. As it was observed that PDO, under its reduced form
has an iron-binding site and an iron-chelating capacity (PDOreq, Fig.1) [5], we propose that
PDO, and presumably PD-bzol, could directly affect aconitase activity in vitro by either
chelating the exposed iron of the enzyme Fe-S cluster (converting the active [4Fe-4S] cluster
into the inactive [3Fe-4S] cluster) or by binding this iron and preventing the binding of the
substrate to the aconitase active site.
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Therefore, in cells cultured in the presence of PD, the observed impairment of aconitase activity
could result from both a direct reaction of the PD metabolites with the Fe-S cluster, and an
indirect effect via PD-derived ROS.

Inhibition of the bci complex by PD metabolites

Finally, we tested whether PD metabolites could inhibit the bc: complex. Several quinone
antagonist inhibitors of the complex are known, for instance the antimalarial atovaquone that
tightly binds into the Qo-site of the bc: complex [32], or ELQ-271 that is active against
Toxoplasma gondi, binding into the bcy complex Qi-site [33,34].

100 Figure 8: Inhibition of the bc: complex
activity by  putative  plasmodione
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We monitored the bci complex activity (measured as cytochrome c reduction rate at 550-540
nm) using decylubiquinol as substrate, with increasing concentrations of compounds (Fig.8).
PDO, PD-bzol and benzoxanthone had no effect up to 100 uM. PD had a very mild inhibitory
effect (with mid-point inhibition at around 120 uM). 6-OH-PD, 7-OH-PD and PD-epoxide
inhibited the reaction with mid-point inhibitory concentrations of around 5 pM. As a
comparison, we previously observed that the mid-point inhibitory concentration for atovaquone
was in the nanomolar range [35]. Thus PD and its metabolites are not or weak inhibitors of the
bc: complex. This result is in good agreement with previous report evidencing that PD itself
would not act as atovaquone by inhibiting P. falciparum bci complex in parasitized red blood
cells [4].
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We then checked whether mutations in the Q.- and Qi-sites known to cause resistance to
atovaquone and ELQ-271, respectively, would affect the inhibitory efficiency of 6-OH-PD and
7-OH-PD. The inhibitor titration was repeated using mitochondrial samples prepared from cells
carrying the Qo-site mutation Y279S or the Qji-site mutation M221Q. No resistance was
observed. This suggests that 6-OH-PD and 7-OH-PD do not share the binding site of
atovaquone or ELQ-271, or bind at both sites as does ELQ-400 [18].

Discussion

PD mode of action in yeast

Here we used the yeast model to investigate the mode of action of plasmodione, a novel
antimalarial lead-compound. We found that the respiratory function was required for the growth
inhibition by PD. But, in contrast to the antimalarial drug atovaquone, PD did not block the
respiratory chain and had no or only a very weak inhibitory effect on the respiratory chain bcy
complex. These results are in agreement with a previous report showing that, in P. falciparum,
PD sensitivity, contrarily to atovaquone sensitivity, was not affected by the expression of yeast
dihydroorotate dehydrogenase that renders the bci complex activity dispensable for the parasite
proliferation [2]. By contrast, we demonstrated that PD inhibitory activity is mainly mediated
by the mitochondrial respiratory chain NADH-dehydrogenases (NDHs). Deletion of NDE1
significantly lowered the NDH activity in cells and resulted in a major decrease in PD
sensitivity, whereas overexpression of NDE2 led to an increased NDH activity and increased
PD sensitivity, indicating that NDHs are key for the growth inhibition caused by PD.
Overexpression of other mitochondrial flavoenzymes, Mcrl, Lpd1 and Glrl, slightly increased
yeast sensitivity to PD suggesting that they might play a minor role in PD activity and that PD

can interact with multiple flavoenzymes.

We also provide a series of evidences indicating that PD inhibitory activity is mediated, in a
large part, through the production of reactive oxygen species, in agreement with observations
made in P. falciparum [5]. First, growth sensitivity to PD was markedly increased in strains
that lack key components of the antioxidant defence, Sodl and Sod2, the cytoplasmic and
mitochondrial superoxide-dismutases, respectively, and, to a lower extent, catalase. Second, the

reaction of PD and its metabolites with mitochondrial NDHs in vitro, led to ROS production.
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Third, PD treatment of cell culture resulted in an impaired activity of aconitase, a mitochondrial
enzyme whose Fe-S cluster is notoriously sensitive to ROS. Taken together, these observations
suggest that PD treatment generates an oxidative stress that results in growth arrest.

Seven putative PD metabolites were previously synthesized and their antimalarial activities
were monitored [26]. All compounds, except PDO, were efficient inhibitors of P. falciparum
proliferation, with 1Csgs below 1 uM suggesting that these metabolites could contribute to the
antimalarial efficiency of the parent drug PD. Of note, the lower efficiency of PDO in parasite
culture assays might be due to a lower ability to penetrate into the cells or to the observed high

adsorption on serum proteins (E. D-C, unpublished data).

Of these putative PD metabolites, six were tested using the yeast model. Our results are

summarised in Table 1.

Increased NDH NDH- In vitro bci complex
sensitivity of | substrate dependent aconitase inhibition
Asod cell ROS inhibition
S0 cells production
PD Asodl1, Asod2 ++ + - +
PDO Asodl1, Asod2 ++++ ++++ +++ -
PD-bzol Asodl1, Asod2 ++++ ++++ +++ -
6-OH-PD no - - nd +
7-OH-PD no - - + +
PD-epoxide Asod?2 - - nd +
benzoxanthone Asod2 - - nd -
ART no - - nd nd

Table 1: Effect of PD, PD-metabolites and ART on Asod cells growth, on enzyme activities and ROS
production. nd: not determined. +, activity; -, no activity

Taken together, our data suggest that most of PD activity on yeast would be mediated through
two of its metabolites: PDO and PD-bzol. These two metabolites present a similar profile to
PD, but with higher efficiency than PD, in agreement with our current model where PD is a
prodrug (Fig.1). (1) As PD, they are alternative substrates of NDH, and are even better

substrates than the electron acceptor decylubiquinone, and (2) through this activity, they
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generate ROS, but in both cases, they are by far more efficient than PD. (3) Cells depleted for
Sod1 and Sod2 are highly sensitive to PDO and PD-bzol; Asod1 growth was fully inhibited at
6 UM PDO and PD-bzol but not abolished at 30 uM PD. (4) In contrast to PD, PDO and PD-

bzol can directly inhibit aconitase in vitro.

Other metabolites showed milder activities. Cells lacking the mitochondrial Sod2 were also
sensitive to PD-epoxide and benzoxanthone, but these metabolites did not act as NDH
substrates, suggesting that they may contribute to the generation of oxidative stress in the
mitochondria through a different mechanism. Finally, three additional metabolites can inhibit
the bcy complex activity, namely 6-OH-PD, 7-OH-PD and PD-epoxide. Interestingly, the main
PD metabolite present in the urine of mice treated with PD was 6-OH-PD and its glucuronic
ester derivative [26]. Thus they might also contribute to the antimalarial activity of the parent
drug although the three compounds are much weaker inhibitors of the bci complex than

atovaquone.

The data we have obtained with the yeast model are coherent with the redox cycling model
initially proposed (Fig.1) but using NDH instead of glutathione reductase as the main redox-

cycling enzyme.

The inhibition of yeast growth caused by PD would be explained as follows:

(1) PD, once uptaken by the yeast cells, is oxidised generating PD-bzol and/or PDO. In yeast,
as in P. falciparum, there is no CYP450. The reaction could be catalysed by free or protein-
bound hemes via ferryl species.

(2) PD-bzol and PDO bind to NDH and accept electrons from NADH via the co-factor FAD.
The binding of a menadione into NDH has been modelled in silico [36]. PD-bzol and PDO may
bind in a similar manner. (3) Once reduced, PD-bzol and PDO react with O to produce
superoxide. (4) Re-oxidized compounds bind again to and are reduced by NDH in a redox-
cycling mode. PDO and PD-bzol binding to NDH might also result in the accumulation of
flavosemiquinone intermediates, which could react with O2, producing superoxide. The
superoxide generated by PDO (and PD-bzol) radicals and NDH flavosemiquinone damage
ROS-sensitive enzymes, in particular enzymes containing Fe-S clusters that are likely the first
targets of oxidative stress. In addition, the continuous oxidation of NADH results in
NADH/NAD imbalance in the cells, possibly affecting the NADPH/NADP balance, increasing
the oxidative stress and leading to growth arrest.
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Our different assays using the yeast model also indicated that PD and ART do not share the
same mode of action. Both compounds block the respiratory growth and their activity is
exacerbated by the overexpression of NDH enzymes. However, in contrast to PD and PD
metabolites, ART is not a substrate of NDHs in yeast; deletions of Sod1, Sod2 and catalase do
not increase yeast sensitivity to ART; ART affects mitochondrial integrity, and ART blocks the

fermentative growth.

From yeast to P. falciparum

Like yeast, Plasmodium does not possess a mitochondrial (protonmotive) complex I but a single
type-11 NDH called NDH2. Menadione can be a substrate of the parasite NDH2 [37]. Thus it
seems possible that PD, PD-bzol and/or PDO could also enter into a redox cycle with P.
falciparum NDH2. However there is a discrepancy between the expression profile of NDH2
and the parasite stages on which PD is most active. Transcriptomics and proteomics analyses
[38-41] suggest that NDH2 is present at relatively low levels over the parasite asexual cycle,
with very low expression at the ring stage where PD is most effective. NDH2 reaches its highest
levels of expression during gametocytogenesis [42] at a stage where energy metabolism relies
on a functional TCA cycle [43-45], while we showed that PD activity is limited to young
gametocytes [2].

Still the decreased efficiency of PD at the mid to late gametocyte stages could be due to a lower
ability to uptake or bioactivate PD, and the high efficiency of PD at ring stage might not be in
contradiction with a possible redox-cycling role of NDH2 as PD might require only a low
amount of the enzyme to be effective at killing the parasite, especially if in parallel, antioxidant
enzymes are at low levels and thus cannot shield the ROS-sensitive cellular components.
Moreover if NDH2 has a high catalytic activity and its diaphorase activity is increased by PD
and/or its metabolites, the depletion of cellular NADH, that might result in a decreased
NADPH/NADP+ ratio that could further exacerbate the oxidative stress.

In addition, other flavoproteins of both parasite and/or erythrocyte origin may play a role in
mediating PD antimalarial activity, especially when they are present at high levels. For instance,
the human NADPH-dependent glutathione reductase and methemoglobin are major proteins of
the parasitized red blood cells during hemoglobin digestion at the trophozoite stage where they
could sustain most of PD redox cycling. Of note, these proteins may be localised in different
compartments, within the parasite or in the host erythrocyte. Indeed, moving of drug
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metabolites between different compartments of the erythrocyte and parasite has already been
reported in the case of other redox cyclers with antimalarial properties, such as indolone-N-
oxides [46]. In order to explore the role of these enzymes in the antimalarial activity of PD,
gene-dosage experiments will be carried out with parasites expressing NDH2 and other

flavoenzymes at different levels.

Importantly, ROS-sensitive Fe-S cluster containing enzymes in the parasite, as in the yeast
model, could be damaged by PD-produced ROS and by iron chelation by PD metabolites PDO
and PD-bzol. It was reported that the TCA cycle, while not needed for parasite survival in
asexual blood stages, is essential for gametocyte and mosquito stages. Aconitase knock-out
parasites arrest as gametocytes and fail to transmit to mosquitoes [44], suggesting that ROS
damage to aconitase could block or decrease parasite transmission. Thus the effect of PD and

other benzylmenadiones should be tested on parasite transmission to mosquitoes.

In conclusion, our study of the mode of action of PD in the yeast model has generated data that
are coherent with the model for PD bioactivation and mode of action and with previous
observations obtained in vitro and in parasites. It provided additional experimental support to
the redox cycling and ROS-producing properties of PD and its metabolites, and identified two
metabolites that are more active than PD and could mediate most of PD activity in Plasmodium
parasites. In addition, we uncovered the key role of the respiratory chain NADH-
dehydrogenases in PD activity in yeast, which provides novel hypotheses to be tested in

parasites and during parasite transmission to mosquitoes.
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Introduction

Pour identifier d’autres acteurs intervenant dans le mécanisme d’action de la plasmodione, j’ai
sélectionné des souches résistantes a la plasmodione sur milieu respiratoire. Les mutations de
résistance ont été ensuite identifiées par le séquencage du génome réalisé par la plateforme de

séquencage a haut débit de I’I2BC qui s’est également chargée de 1’analyse bio-informatique.

Onze mutants génétiqguement indépendants ont été obtenus. Aprés une caractérisation
phénotypique, les souches ont été classées selon leur capacité de croissance respiratoire et leur
niveau de résistance. La majorité des mutations (9) sont localisées dans le gene SDH1 codant
pour la sous-unité 1 du complexe Il de la chaine respiratoire ou succinate déshydrogénase. Ces
mutations résultent dans les phénotypes les plus marqués. Deux mutations sont localisées dans
le gene LPD1 et LIP2 qui codent respectivement pour la lipoamide déshydrogénase et la

lipoamide lyase.

Une fois les mutations identifiées et vérifiées, j’ai étudié leur effet sur 1’activité enzymatique et
leur possible role dans le mécanisme d’action de la plasmodione. Cela m’a permis de proposer
que le complexe 1l serait impliqué dans la transformation de la plasmodione en PDO ou PD-

bzol.

Les résultats de ce travail sont décrits en détails dans ’article en préparation ci-dessous.
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Article en préparation: Defect in Krebs cycle components causing resistance to the

antimalarial compound plasmodione

Introduction

Malaria is one of the major public health issues in subtropical areas. The mosquito-borne infectious
disease is caused by unicellular eukaryotic parasites of the genus Plasmodium. P. falciparum is
responsible for the most severe forms of the disease. The parasites have a complex life cycle. In
the human host, they mostly undergo asexual multiplication in red blood cells causing the malaria
symptoms. A small population of the parasites differentiate in gametocytes that can infect
mosquitoes upon a blood meal. Most drugs currently on the market target the symptomatic asexual
forms. But increasing efforts are now made to develop drugs acting on the transmissible forms,
the gametocytes, with the aim of malaria control and elimination. A major concern is the spread
of resistance. The parasites have developed resistances to almost all drugs used so far to treat
malaria, including artemisinin. There is thus an urgent need for new antimalarial compounds with

different modes of action and low risk of resistance.

Plasmodione (3-[4-(trifluoromethyl)benzyl]-menadione) (PD) is a novel early lead compound
displaying fast-acting antimalarial activity. It disrupts the redox balance of parasite-infected red

blood cells. It is active against asexual blood stages and early gametocytes [1, 2].

The proposed mode of action of PD starts with its benzylic oxidation to form PDO (3-
benzoylmenadione) by a mechanism yet to be elucidated that could be catalysed by free or
protein-bound hemes (including haemoglobin) via ferryl species (see[3] and refs within). PDO
then act as a subversive substrate of flavoprotein(s). In vitro, PDO is able to cycle with the
NADPH-dependent glutathione reductase and methemoglobin (metHb(Fe''") [1, 4]. In the cells,
the redox-cycle would lead to redox unbalance and ultimately to the death of the parasites (see
Fig.1in [3]).

PD is also a potent inhibitor of yeast respiratory growth, acting most likely via an oxidative
stress [3]. Genetic and biochemical analyses pointed towards a key role for the mitochondrial
respiratory chain flavoprotein NADH-dehydrogenases (NDH) in the drug activity. We found
that plasmodione metabolites benzhydrol (PD-bzol) and PDO acted as subversive substrates of
the enzyme. The reaction resulted in ROS production, which in turn led to growth arrest.
Increased NDH activity resulted in an increased sensitivity towards PD while decreased NDH

activity resulted in a decreased sensitivity. Other flavoproteins could be involved in PD activity,
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such as GIrl, Lpdl and Mcrl as we found that increased dosage of the genes encoding those
proteins resulted in a moderate increased of PD sensitivity [3].

Here, in order to decipher further the mode of action of the drug and to uncover more enzymes
involved in PD activity, we selected and studied yeast mutants resistant to PD. We found that
the resistance was caused by defect in Lpd1, Lip2 or succinate dehydrogenase (SDH) that are

components or partner of components of the Krebs cycle.

Materials and Methods

Growth media and yeast strains

The following growth media were used: YPD (1% yeast extract, 2% peptone, 3% glucose);
YPEth (1% yeast extract, 2% peptone, 2% ethanol); YPG (1% yeast extract, 2% peptone, 2%
glycerol).

Resistant mutants were selected from strain AD1-9 that lacks several membrane transporters
(o, ura3, hisl, Ayorl, Asnq2, ApdrS5, Apdrl0, Apdrll, Aycfl, Apdr3, Apdrl5, Apdrl), Kindly
provided by M. Ghislain, UCL, Belgium.

Growth assays and drug sensibility tests

Drug sensitivity was assessed by monitoring the inhibition of yeast cell proliferation. Yeast
were grown in 5 mL culture medium YPEth with increasing concentrations of drugs. Cultures
were inoculated at an ODgoonm Of 0.2 and incubated at 28°C with vigorous shaking for three
days. ODsoo nm Were then measured. Data are plots for each strain as the percentage of growth
relative to control, i.e. untreated by drugs. The experiments were repeated at least twice and the
data averaged. ICso (drug concentrations required to obtained 50% growth inhibition) were

estimated from inhibitor titration plots.

Measurement of enzymatic activities

Mitochondria were prepared as in [5]. Protein concentration was determined by Bradford
method.

Succinate-cytochrome c reductase activities were measured by monitoring the rate of reduction
of cytochrome c spectrophotometrically at 550-540 nm over 5-min time-course. Measurements
were performed at room temperature in 1 mL of 10 mM potassium phosphate pH 7, 2 mM KCN
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and 20 uM cytochrome c. Mitochondria were added at around 120 pg of protein per mL. The
reaction was initiated by the addition 5 mM succinate.

Lipoamide dehydrogenase activities were measured, as described in [6] by monitoring the rate
of oxidation of NADH spectrophotometrically at 340 nm over 20 min time-course.
Measurements were performed at room temperature in 1 mL of 50 mM potassium phosphate
pH 6.5 and 0.9 mM of lipoamide. Mitochondria solubilized in triton X-100 for 10 min on ice
were added at 60-100 pg per mL. The reaction was initiated by addition of 0.2 mM of NADH.

The activities of the a-ketoglutarate dehydrogenase and pyruvate dehydrogenase complexes
were measured by monitoring the rate of reduction of NAD spectrophotometrically at 340 nm
over 20 min time-course. Measurements were performed at room temperature in 1 mL of 50
mM potassium phosphate pH 7.8, 1 mG mL? BSA, 0.01 mM DTT (dithiothreitol), 2 mM
CaCl2, 2 mM MgCI2, 0.1 mM TPP (thiamine pyrophosphate), 1 mM NAD" and 2 mM a-
ketoglutarate or 2 mM pyruvate. The mitochondria were added at 60-100 pg per mL. The

reaction was initiated with 0.25 mM Coenzyme A (trilithium salt).

Oxygen consumption activities were measured in a Clarke-type oxygen electrode.
Mitochondria were added at around 80 pg of protein in 1 mL of 0.7 M sorbitol, 50 mM
potassium phosphate pH 7.5 and 0.2 mM EDTA. The reaction was initiated by the addition of
either 0.8 mM NADH or 5 mM succinate.

The measurements were repeated at least thrice and averaged.

Sequencing analysis

Whole genome sequencing (WGS) and the bioinformatics analysis was performed by the Next
Generation Sequencing Core Facility of 12BC (www.i2bc.paris-saclay.fr). Presence of
mutations were confirmed by PCR and sequencing of the mutated genes.

Results and discussion

Selection of the resistant mutants and identification of the mutations

The strain AD1-9, sensitive to plasmodione, was used to select resistant mutants. Several
subclones from AD1-9 were grown on YPD, and then incubated on respiratory medium (YPG)

supplemented with 100 uM plasmodione (PD) that fully abolished AD1-9 growth. Resistant
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colonies appeared after three or four week incubation. Eleven genetically independent resistant
colonies (each from different subclones of the parental AD1-9 strain) were then analysed.
First the respiratory growth competence and the level of resistance to PD were assessed. The
resistant mutants were classed in three groups (Table 1): weak, moderate and strong resistance,
which correlated with mild, moderate and strong defect in respiratory growth.

The ICso for PD in groupl, 2 and 3 mutants increased 2-, 4- and >10-fold as compared to control,
respectively. The cell density (ODsoonm) after three-day culture of group 1, 2 and 3 mutants

reached approximatively 65, 35 and 10% of the control density, respectively.

Table 1: Classification of the resistant mutants

phenotypic group ICso (ULM) ODéoonm number of mutants
parental 4 45 +/- 5
1 8 28 +/- 3 1
2 15 15 +/-2 3
3 >25 4 +/-1 7

The parental strain AD1-9 and mutants were grown in respiratory medium (YPEth) with
increasing concentrations of PD. ODgoonm Were measured after three-day culture. The 1Csos
(concentrations required to obtain 50% growth inhibition) were estimated from the plots of

ODsoonm Versus PD concentrations.

Table 2: Identified mutations

phenotypic gene amino-acid number of

group substitution mutants
weak LPD1 G94D 1
moderate LIP2 G172V 1
SDH1 G249C 2
strong SDH1 G64S 3
SDH1 W112L 2
SDH1 D266G 1
SDH1 C431Y 1
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We then tested whether the resistance could be caused by a multidrug resistance mechanism.
None of the mutants tested presented a cross-resistance to proguanil, azoxystrobin or
atovaquone (not shown), suggesting a more specific mechanism of resistance to PD.

The mutants were then sequenced to identify the possible resistance mutations. The group 1
(weak resistance) mutant carries a mutation in LPD1. One group 2 (moderate resistance) mutant
carries a mutation in LIP2. The remaining nine resistant mutants harbour mutations in SDH1.
G249C were found in two group 2 (moderate resistance) mutants. In group 3 (strong resistance),
G64S was observed in three mutants, W112L, in two mutants, D266G and C431Y were found

once.

Resistance mutation in LPD1

LPD1 encodes the mitochondrial matrix lipoamide dehydrogenase (LPD). We previously
showed that the overexpression of LPD1, in yeast, increased the sensitivity to PD, indicating
that this flavoprotein would be involved in the drug activity, in concert with other flavoproteins
such as the NADH-dehydrogenases [3]. The deletion of LPD1 could not be tested as it causes
respiratory growth deficiency.

The PD resistance mutation identified here results in the replacement of a glycine by an
aspartate at position 94. Residue G94 is located at the interface between the two monomers in
the yeast Lpdl structure and in facing residue N104 (Fig.1A). G94D might induce a steric
(and/or electrostatic) clash and destabilize the structure. We tested the activity of LPD in control
and mutants (Fig.1B) and observed a severely decreased activity in Ipd1-G94D mutant. As the
mutant cells showed only a weak respiratory growth defect, it could be suggested that LPD
activity is in large excess in control cells or that activity of the unstable mutant enzyme was
further lost during the solubilisation of the mitochondria prior to LPD activity assays. In any
case, it is most likely that the mutation decreases LPD activity in the cells, which results in a
decreased sensitivity to PD.

Mutation sdh1-D266G had no effect on LPD activity whereas mutation lip2-G172V increased
the activity (Fig.1B).
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Figure 1. Lpd1 mutation

A) Location of the PD resistant mutation in yeast Lpd1 structure (PDB: 1JEH). FAD is in red.
B) LPD activity in control and mutants. NADH oxidation rates were monitored at 340 nm using
0.9 mM lipoamide as electron acceptor. Detergent-solubilized mitochondria were added at 60-
100 uG per mL. The reaction was initiated by addition of 0.2 mM of NADH. The measurements
were repeated at least thrice and the data averaged. Error bars represent standard deviation.

Resistance mutation in LIP2

LIP2 encodes the mitochondrial lipoyl transferase that participates in the attachment of the co-
factor lipoic acid to three mitochondrial enzymes, namely the pyruvate dehydrogenase (PDH),
the o-ketoglutarate dehydrogenase (a-KDH) and the glycine decarboxylase. Based on the
structure of Mycobacterium tuberculosis equivalent LipB (PDB: 1W66), the Lip2 substitution
G172V is located in the catalytic domain [7-10].

First, we confirmed that the observed mutation in Lip2 was the cause of the moderate
respiratory defect and the decreased sensitivity to PD. To that end, we transformed control and
lip2 mutant with a multi-copy plasmid bearing a WT copy of LIP2 under the control of its own
promoter, and tested the growth and PD sensitivity of the resulting strains (Fig.2 A and B). The
increased gene copy resulted in a slight growth defect in the control strain. The WT copy of

LIP2 restored the respiratory growth and PD sensitivity of lip2-G172V to WT level.
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We then measured the activities of the a-ketoglutarate- and of the pyruvate-dehydrogenase
complexes, as an impaired Lip2 activity should result in a defect in the lipoylation of these
complexes and thus of their activities. While the activities reached WT level in sdh1l mutant,
they were severely decreased in lip2 mutant. The Ipdl mutant also presented defective
activities, which was not unexpected as Lpd1 is the lipoamide dehydrogenase component (E3)
of those two complexes.

The decreased activity of the pyruvate-dehydrogenase complex and the o-ketoglutarate-
complex, one of the limiting steps of the Krebs cycle [11] would result in a decreased activity
of the whole Krebs cycle and a lower production of NADH. In consequence, the activities of
the NADH-dependent flavoenzymes, targets of PD would be decreased, which could explain
the decreased sensitivity to PD.
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Figure 2. Lip2 mutation

A, B) Restoration of respiratory growth competence and PD sensitivity in lip2-G172V mutant.
control (white) and lip mutant (black), wihout (-) and with (+) plasmid-borne wt copies of LIP2
were grown in respiratory medium (YPEth) for three days. OD were then monitored. A)
OD oo

Data are presented, for each strain, as % of OD

600nm
reached in absence of PD; B) Growth yield in medium supplemented with 6 uM PD.

600nm reached in absence of PD.

C) Activity of the complexes o-ketoglutarate dehydrogenase (grey) and pyruvate

dehydrogenase (hatched) in control and mutants. NAD' reduction rates were monitored at 340
nm using either 2 mM a-ketoglutarate or 2 mM pyruvate as electron donor. Mitochondria were
added at 60-100 uG per mL. The measurements were repeated at least thrice and the data
averaged. Error bars represent standard deviation.
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We observed that the LPD activity (measured as lipoamide-driven NADH oxidation, the reverse
activity of the E3 component of the complexes) was higher in lip2 mutant than in control
(Fig.1B). It could be suggested that a defect in lipoylation would result in an increased reverse

activity.

Resistance mutations in SDH1

Of the eleven PD resistant mutants obtained (Table 2), nine harboured mutations in SDH1 that
encodes the FAD-binding subunit of SDH. Five different amino-acid substitutions were found,
namely G64S, W112L, G249C, D266G and C431V. Residues G64, G249, D266 and C431 are
located in the FAD-binding domain (Fig.3A) and their substitution might affect FAD binding,
especially the replacement of D266 by a glycine as the side-chain of D266 is H-bonded to FAD
in the structure of the porcine SDH [12]. W112 is outside the catalytic domain and the effect of
W112L is difficult to predict.

We chose mutants D266G and G249C, presenting a strong and a moderate phenotype
respectively, to pursue the analysis.

First, in order to confirm the effect of the mutations in SDH1, mutants sdh1-D266G and sdh1-
G249C were transformed with a plasmid bearing the WT copy of SDH1 under the control of its
own promoter. We observed that the respiratory growth defect and the sensitivity to PD were
fully restored (Fig.3B and C).

Then in order to test the effect of the PD resistance mutations on SDH activity, mitochondria
were prepared from the parental and the mutant strains and the succinate-driven cytochrome c
reductase activity was tested (Fig.3D).

In that assay, we monitored the combined activity of SDH (succinate-ubiquinone
oxidoreductase) and complex Il (ubiquinol-cytochrome c oxidoreductase), as we followed the
rate of cytochrome c reduction. The activity of SDH being the limiting factor of the reaction
([13] and references within), a decrease in SDH activity would result in a lower cytochrome c
reduction rate. The control rate was approximatively 2.5 nmoles s mG? protein. For
comparison, the rate of NDH activity, measured as NADH-decylubiquinone oxidoreduction
was around 7.5 nmol st mG™ protein [3]. In the mutants, the SDH activity was decreased to
15-30% of the control activity. We also monitored SDH activity in the lip2 and Ipd1 mutants.
In Ipd1, the rate was similar to control rate while it was decreased by around 45 % in lip2.
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Figure 3. Sdh1 mutations

A) Location of the PD resistance mutations in the FAD-binding pocket of SDHI. The figure
was drawing using the avian SDH structure (PDB: 2H88). FAD is in red.

B, C) Restoration of respiratory growth competence and PD sensitivity in sdh1 mutants. Control
(white) and sdh1 mutants (black and grey), wihout (-) and with (+) plasmid-borne wt copies of
SDH1 were grown in respiratory medium (YPEth) for three days. OD were then monitored.

B) O])600nm
8 uM plasmodione. Data are presented, for each strain, as % of OD

600nm
reached in absence of plasmodione; C) Growth yield in medium supplemented with

600mm reached in absence of

plasmodione.

D, E) SDH activity in control and PD resistant mutants. Succinate driven-cytochrome c
reductase activities were measured by monitoring the reduction of cytochrome ¢ at 550-540
nm. Mitochondria were added at around 120 pg of protein per mL. The reaction was initiated
by the addition of 5 mM succinate. D) Cytochrome c reduction rates resulting from SDH and
complex III combined activities. E) Cytochrome ¢ reduction rates independent of complex III
activity (in presence of 10 uM atovaquone that fully inhibits complex III), presented as % of
the rates with active complex III (without atovaquone, as in Fig.3D). White, initial rates; black,
rates after 10 min reaction.

The measurements were repeated at least twice and the data averaged. Error bars represent
standard deviation
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We then measured the rates of cytochrome c reduction in the samples with fully inhibited
complex 111 (i.e. after addition of 10 uM of the complex Il specific inhibitor atovaquone) over
a 20 min time course (Fig.3E). As expected, in the control, the rate of cytochrome c reduction
fell to 2% of the rate of untreated sample i.e. with active complex Ill. The same behaviour was
observed in Ipd1 and lip2 mutants. By contrast, in the sdhl mutants, the rates were significantly
higher and after 10 min reaction reached 39% (sdh1-D226G) and 14% (sdh1-G249C) of the
untreated rate. The amino-acid substitutions in Sdh1 are thus likely to result in an increased
production of ROS, which reduce cytochrome c in absence of a functioning complex Ill, as

cytochrome c can be directly reduced by superoxide anions [14].

Plasmodione metabolites, as subversive substrates of SDH

We then investigated whether PD metabolites PD-bzol and PDO could interfere with SDH
activity. We previously showed that the compounds acted as substrates of NDH and that the
reaction resulted in a production of ROS [3].
We monitored the succinate-driven Oz consumption by mitochondria and compared to NADH-
driven activity (Fig.4A). The rates of succinate-driven activities were lower than the rates of
NADH-driven activities. Cyanide fully inhibited the O, consumption as expected. Addition of
PD-bzol to the cyanide-inhibited samples resulted in O2-consumption with rates similar to the
uninhibited rates. Addition of SOD and catalase stopped the O, consumption, which suggested
that the succinate-driven O, consumption resulted in ROS production, as observed for NADH-
driven activity and previously reported [3].
To confirm further the effect of PD metabolites on SDH, we monitored the activity of succinate
cytochrome c reduction in different conditions (Fig.4B). The addition of 50 UM PDO decreased
by 30% the reaction rate. PDO having no effect on complex Il activity (tested at up to 100
M), this indicated that the compound interfered with SDH activity. When complex Il activity
was fully inhibited by atovaquone, addition of PDO initiated cytochrome c reduction. The rate
of the PDO-driven cytochrome ¢ reduction reached 20% of the control rate i.e. the rate of
cytochrome ¢ reduction by SDH-complex Ill. The PDO-driven cytochrome ¢ reduction was
partly abolished by the addition of SOD and catalase. It could thus suggested that PDO react
with SDH and receive an electron. The PDO-radicals would then react with O2 producing
superoxide, which in turn would reduce cytochrome c. Addition of SOD and catalase, lowering
superoxide level, would decrease cytochrome c¢ reduction rate. The same experiment was
performed with PD-bzol and similar results were obtained (not shown).
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As a control, we also tested the effect of PD on the succinate cytochrome c reductase activity.
In absence of atovaquone, thus when complex 11l was functional, a 25-30 % decrease in the
reaction rate was observed at 50 uM PD, as observed with PDO. A maximum 50% decrease
was reached at 90 uM PD. Higher doses of PD did not inhibit further the reaction (data not
shown). It is thus clear that PD-induced yeast growth inhibition is not caused by the inhibition
of SDH by PD. In presence of atovaquone when complex 111 was fully inhibited, addition of 50
MM PD did not initiate cytochrome c reduction, contrarily to PDO and PD-bzol (data not

shown).
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Figure 4. Effect of PD metabolites PD-bzol and PDO on O, consumption and SDH

activities.
A) O, consumption activities. The reactions were initiated by the addition of 0.8 mM NADH

(white) or 5 mM succinate (grey). Mitochondria were added at around 80 pG per mL. The
activities were monitored in different conditions: 1) standard conditions (active cytochrome ¢
oxidase); 2) inhibition by 2 mM KCN; and sequential addition of 3) 50 uM PD-bzol and 4)
superoxide dismutase and catalase both at 300 U (SOD, CAT). The activities are presented as
% of the NADH-driven rate of cytochrome ¢ reduction in standard condition (1, white).

B) Succinate-driven cytochrome c reductase activities were measured by monitoring the rates
of cytochrome c reduction at 550-540 nm. The mitochondria were added at around 120 pG per
mL. The reactions were initiated by the addition 5 mM succinate. Control rate (1) ; rates after
addition of (2) 50 uM PDO; (3) 10 uM atovaquone (ATV); (4) PDO and ATV; (5) PDO and
ATV with superoxide dismutase and catalase both at 300 U per mL (SOD, CAT).

The measurements were repeated at least twice and the data averaged. Error bars represent
standard deviation

Possible role of SDH in plasmodione activity
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PD is most likely a prodrug that generates PDO (and/or PD-bzol), substrates of SDH and NDH
(and possibly of other flavoenzymes such as Lpdl) and key actors in redox-cycling. The
reaction would result in ROS production, leading to growth arrest. As previously observed,
increasing NDH activity in cells by the ovexpression of NDE2 caused an increased sensitivity
to PD whereas decreasing NDH activity by the deletion of NDE1 resulted in PD resistance [3].
We tested whether increasing NDH activity in sdh1-D226G could restore PD sensitivity. We
compared the mutant with its parental strain, both overexpressing NDE2 (Fig.5A). While NDE2
overexpression increased PD sensitivity in the control as previously shown, it had no effect on
PD resistance of sdhl mutant, indicating that the increase in NDH activity could not rescue the
decrease in SDH activity (as regards to PD sensitivity). In addition, in cells, SDH activity is
lower than NDH activity, as judged by the difference in O2-consumption rates (Fig.4A). If SDH
had the same role as NDH, thus if their activity in PD sensibility were solely additive, a
decreased activity of SDH should have a minor effect on PD resistance, which is in contraction
with the observed severe loss in PD sensitivity of sdh1-D226G mutant (Fig.5A and B).
We then compared the sensitivity to PD and PD-bzol of sdh1-D266G and Andel (Fig.5B and
C). Both mutants were resistant to PD. Andel was also resistant to PD-bzol. Lip2-G172V
presented the same profile as Andel (not shown). By contrast, sdh1-D226G showed an
increased sensitivity to PD-bzol as compared to control. This increased sensitivity could be due
to an enhanced production of ROS (Fig.3E). We previously observed that Asod2 mutant,
lacking the mitochondrial superoxide dismutase and thus accumulating more ROS, was highly
sensitive to PD-bzol [3].
However, taken together, the data suggested that PD resistance in sdhl mutant could not be
explained solely by the decrease of SDH-driven PDO/PD-bzol-reducing activity. We can infer
that SDH would play a role (partly) different from NDH and most likely act upstream of
PDO/PD-bzol in PD inhibitory pathway. It is tempting to suggest that SDH could be involved
in the first step of PD bioactivation and the generation of PDO (and PD-bzol), which involves
reduction, possibly via the FAD cofactor, and then, benzylic oxidation via the heme.
SDH is composed of four subunits, Sdh1-4. Sdh1 binds the FAD cofactor and Sdh2, three Iron-
Sulphur clusters. Sdh3 and Sdh4, the membrane anchored subunits bind a heme b and form the
ubiquinone reduction site. The electrons are transferred from the succinate oxidation site to the
ubiquinone reduction site along a chain of redox groups, starting with FAD, then the three Iron-
Sulphur groups. The role of the heme b remains poorly understood. The catalytic activity of
SDH has been investigated in details (for a review, see for instance [15]).
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Figure 5. Effect of SDH1 mutation and NDH gene dosage on growth sensitivity to PD and
PD-bzol. Control and mutants were grown were grown in YPEth medium with increasing
concentrations of drugs. Cell density (ODg, ) were measured after three days culture. For

each strain, the data are presented as percentage of the OD,,  of the untreated culture. The

experiments were repeated at least twice and the data averaged. Error bars represent standard
deviation. A) Effect of increased NDH level on PD sensitivity of control and sdh1-D266G
(sdhl). Control (blue) and sdh1 (red) (straight lines) compared to control and sdhl transformed
with a multicopy plasmid bearing NDE2 (dotted lines); B and C) Effect of SDH and NDH
decreased level on PD and PD-bzol sensitivity. Blue, Control; black, mutant Andel; red, mutant
sdh1-D266G.

As presented in Table 2, of the eleven PD resistant mutants selected, two harboured a mutation
in either Lpd1 or Lip2 and nine, an amino-acid substitution in Sdh1. Five different amino-acid
replacements in Sdh1 were found. Of these, four were located in the FAD-binding site.

To test whether mutations in other locations in SDH could also result in PD resistance, we
constructed mutants harbouring mutations in the ubiquinone binding site and substitutions of
the heme ligands.

Three mutations located in the ubiquinone binding site and previously studied were chosen,
namely sdh3-R75K, sdh4-Y1201 and sdh4-D119N. Residue sdh4-Y120 is required for
ubiquinone reduction and might have a role in the protonation of ubiquinone [16]. Mutations
sdh4-D119N and sdh3-R75K resulted in a severely decreased ubiquinone reduction activity and
increased ROS production [17]. We checked the respiratory growth and PD sensitivity of the
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mutants. Mutant R75K was unable to grow on respiratory medium and could not be further
tested. Sdh4-Y120l and sdh3-D119N presented strong and moderate growth defect,
respectively, as observed with sdh1-D226G and sdh1-G249C. However contrarily to the sdhl
mutants, sdh4 and sdh4 mutants were sensitive to PD (Fig.6A and B). SDH defect caused by
mutations in the ubiquinone binding site did not result in PD resistance, which argued for a
specific role of the FAD-binding domain in PD activity. SDH bound FAD might be required
for the reduction of PD prior to the benzylic oxidation to generate PDO (and PD-bzol).

We then asked whether SDH heme b could be involved in PD activity. Replacements of heme
b ligands sdh3-H134 and sdh3-C109 by an alanine,were then tested. It was reported that the
heme was not required for yeast SDH as the double mutation H134A-C109A had no or only
weak effect on respiratory growth and SDH activity [18].
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Figure 6. Effect of SDH3 and SDH4 mutations on respiratory growth and PD sensitivity
Control and mutants were grown in YPEth medium (A) without and (B) with 6 uM PD. Cell
density (ODg,,..) were measured after three days culture. A) The date are presented as % of
OD
600nm

of the untreated culture.

of the control. B) For each strain, the data are presented as percentage of the OD,,

We observed that sdh3-H134A had no effect on respiratory growth while sdh4-C109A resulted
in a slightly decreased growth. Both mutants were sensitive to PD (Fig.6A and B), suggesting
that an alteration of heme b binding or properties had not effect on PD activity. A role for SDH
heme b cannot be ruled out as the substitution of both heme ligands might be needed to abolish
its function in PD bioactivation.
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We could also propose that the generation of PDO (and PD-bzol) requires FAD-bound SDH
and free heme or other hemoproteins.

To go further in the study, it might be possible to purify SDH and investigate the reaction of

PD into PDO using 3C-enriched plasmodione [19]. This might highlight a novel property of
SDH.
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Chapitre 1-3 : Recherche de partenaires de la

plasmodione en utilisant le modele levure
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Recherche de partenaires de la plasmodione en utilisant le modéle levure

Introduction et méthodes

Introduction

La plasmodione est une molécule antipaludique en cours de développement présentant une
efficacite tres similaire a celle des artémisinine et de ’atovaquone. Ces deux molécules, trés
utilisées en thérapie, sont sur le marché sous forme combinée avec d’autres molécules
antipaludiques. Ceci est une stratégie thérapeutique importante. L’OMS recommande le
développement des médicaments antipaludiques contenant au moins deux molécules
antipaludiques. Les combinaisons de molécules permettent de diminuer le risque d’apparition
des souches résistantes (C’est le cas des combinaisons avec les artémisinines) et aussi
d’augmenter 1’efficacité du traitement (c’est le cas de la combinaison synergique atovaquone-
proguanil). De plus, tester I’effet de la combinaison de molécules peut aussi apporter des

informations sur leur mode d’action.

J’ai utilisé dans ce travail cing classes de molécules choisies sur la base de leur mécanisme
d’action et de leur intérét thérapeutique : des azoles antifongiques, 1’endoperoxyde artésunate,
I’inhibiteur du complexe bcy atovaquone, des chélateurs de fer et I’inhibiteur de la biosynthése
de la glutathione propargylglycine. Ce choix a été fait en collaboration avec E.Davioud-Charvet
et S. Blandin (Université d Strasbourg) qui vont tester ces combinaisons de molécules chez le

parasite.

Cette étude a pour but de rechercher des possibles candidats partenaires de la plasmodione mais
¢galement de voir I’effet de I’inhibition d’une voie métabolique donnée sur I’efficacité de la

plasmodione.

Matériels et méthodes

Souches et milieux de culture

La souche AD1-9 qui porte différentes delétions de génes codants pour des transporteurs
d’efflux membranaire (mata, ura3, hisl, Ayorl, 4sng2, Apdr5, Apdrl0, Apdrll, Aycfl, Apdr3,
Apdrl5, Apdrl) est utilisée comme souche contr6le dans la plupart des expériences. La souche

BY4742 et son mutant isogénique Asod2 sont également utilisées dans certaines expériences.
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Les milieux de cultures utilisés sont : YPD (1% yeast extract, 2% peptone, 3% glucose), YPEth
(1% yeast extract, 2% peptone, 2% éthanol), CSM-uracile (0.7% yeast nitrogen base, 2%
glucose, 0.1% du melange de suppléments moins uracile de Bio101 (San Diego, CA, USA)).

Tests de croissance

Tous les tests de croissances ont été réalisés en milieu respiratoire YPEth. Les cellules sont
inoculées dans 5 ml YPEth a une D.Ogoonm de 0.2 a partir d’une préculture fraiche en YPD ou
en CSM-uracile si la souche contient un plasmide avec le marqueur de sélection URA3. Aprés
72 h de cultures a 28 °C sous agitation, les D.Osoonm sont mesurées et 1’ICso (la dose inhibant
50 % de la croissance par rapport au contrble non traité) est estimée. Les test sont répétés au

moins deux fois.

Méthode des isobologrammes

La méthode des isobologrammes est une stratégie d’étude de I’interaction entre deux composés
(A et B) combinés en diverses proportions. Un couple dose-réponse est défini pour chaque
combinaison et pour les utilisations individuelles (par exemple 1Cso ou ECg). Toutes les
concentrations du composé A sous forme combinée qui permettent d’obtenir la réponse X sont
divisées par la concentration du composé A donnant la réponse X lorsqu’il est utilisé de manicre
individuelle. La valeur obtenue est appelée 1Cso fractionnee ou FICso A. La méme approche est
utilisée pour le composé B pour obtenir FICsoB. Ainsi pour une combinaison z, on obtient un
couple de valeur FICs0Az/ FICs0B; qui constituent les coordonnées du point Zag sur le
graphique isobologramme. Une courbe ou isobole permet de relier différents points du
graphique c¢’est-a-dire différentes combinaisons de doses qui produisent le méme effet. Une
ligne basale qui lie les conditions ou les composés sont utilisés de maniere individuelle est aussi
tracée. La situation de I’isobole par rapport a la ligne basale permet de déterminer le type
d’interaction qui existe entre les deux composés. Plus 1’isobole se situe en dessous de la ligne
basale plus I’interaction a tendance vers la synergie ¢’est-a-dire un composé rend plus actif
I’autre. Si I’isobole se situe en dessus de la ligne basale, il s’agit d’une interaction antagoniste
c¢’est-a-dire que 1’un des composés diminue ’efficacité de I’autre. Lors que les deux composés
sont indépendants c’est-a-dire que I’effet de la combinaison n’est que la somme des effets

individuels, 1’isobole se situe sur la ligne basale.

Méthode des unidoses
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La méthode unidose consiste a prendre une ou plusieurs doses du composé A qui ont un effet
X sur I’inhibition de la croissance puis de les combiner & différentes concentrations du composé
B. La comparaison des réponses obtenues dans les conditions de combinaison a celles ou les
molécules sont utilisées de maniére individuelles permet de déterminer le type d’interaction
potentielle entre les deux composés. Cette stratégie est moins précise car il est parfois difficile

de distinguer la synergie de I’effet additif.

- Combinaison de I’artésunate avec la plasmodione

L’artémisinine et ses dérivés, dont 1’artésunate, sont des antipaludiques de type endoperoxyde.
IIs se caractérisent par une structure chimique particuliere avec un pont endoperoxyde, essentiel
a leur activité. Chez le parasite, 1I’artémisinine réagit avec du fer ferreux hémique (ou avec
d’autres donneurs d’¢électrons), le pont endoperoxyde est rompu et un radical trés réactif est
formé. Ce radical réagit avec I’oxygene et produit des ROS, causant un stress oxydant mais

aussi alkyle des protéines et des lipides.

Comme I’héme a un rdle clé dans la bioactivation de I’artémisinine, la mitochondrie est
probablement le site d’action ou de bioactivation de 1’artémisinine chez la levure. De plus la

fonction respiratoire joue un réle important dans la production de ROS. [1]

Les endoperoxydes présentent un grand intérét pour le développement des molécules
antipaludiques en raison de leur rapide effet inhibiteur. Cependant ils présentent I’inconvénient
d’avoir une courte demi-vie, ce qui a amené I’OMS a recommander |’'usage de combinaisons

de molécules avec les artémisinines.

Les artémisinines agissent synergiquement avec le bleu de méthyléne au stade gamétocyte du
parasite [2]. Ce stade est caractérisé par une forte activité mitochondriale. Le bleu de méthyléne
et la plasmodione ont des ressemblances dans leur mode d’action. Les deux molécules (ou leurs
métabolites dans le cas de la plasmodione) agissent comme substrat de flavoenzymes, la

réaction produisant des ROS. [3]

Il m’a donc semblé intéressant de tester la combinaison de la plasmodione avec 1I’endoperoxyde

artesunate sur la croissance respiratoire de la levure.

La figure 1 montre que ces deux molécules agissent de maniere synergique en inhibant la

croissance de la levure.
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La synergie entre la plasmodione et I’artémisinine a également déja eté observé chez le parasite
[4]. Le mécanisme de cette synergie n’est pas encore bien compris mais le stress oxydant
pourrait étre le facteur majeur. En effet, I’activité de I’artésunate est amplifiée en présence d’une
molécule inductrice de stress oxydant [5]. Les ROS résultant de 1’activité de la plasmodione
(comme décrit dans le chapitre I-1 et présenté dans la référence [6]) pourraient augmenter la

toxicité de I’artésunate.
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- Combinaison des azoles antifongiques avec la plasmodione

Les azoles antifongiques sont des molécules inhibitrices de la croissance du champignon
pathogene Candida albicans. Avec une structure chimique constituée d’un cycle azole ou noyau
azole, ils sont classés en deux groupes selon le nombre d’atome d’azote dans le noyau azole :
les imidazoles qui ont deux atomes d’azote dans leur noyau azole (clotrimazole, éconazole,
kétoconazole, miconazole, tioconazole.....) et les triazoles qui en ont trois (fluconazole,

itraconazole, posaconazole, voriconazole...).

Les azoles antifongiques sont des inhibiteurs de la lanostérol 14-alpha-déméthylase fongique
(et de la levure), membre de la famille des cytochromes P450, qui convertit le lanostérol en
ergostérol. La conséquence de cette inhibition est la diminution du niveau d’ergostérol et

I’accumulation de ses précurseurs. Ceci entraine une désorganisation de la membrane
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plasmique et I’arrét de la croissance [7,8]. Je me suis intéressé a trois imidazoles, 1’éconazole,

le miconazole et le kétoconazole.

Ces azoles inhiberaient 1’activité du lanostérol 14-alpha-déméthylase en se fixant au niveau du
fer hémique de I’enzyme, perturbant son état redox et inhibant ainsi 1’activité enzymatique [9].
Mais ces azoles auraient des effets (en partie) différents. En effet il a été montré que le
miconazole induit une production de ROS alors que les deux autres n’ont pas ou trés peu d’effet
sur la production de ROS [10]. De plus chez Plasmodium, un effet synergique artésunate —
miconazole a été observé [5] alors que la combinaison kétoconazole-artémisinine a un effet
antagoniste [11]. Artémisinine et artésunate partagent le méme mécanisme d’action li¢ a la

présence du pont endoperoxyde [12].

J’ai donc testé 1’effet de ces azoles sur la croissance de la levure en présence de la plasmodione.
Comme le montre la figure 2A, le miconazole agit de maniére synergique en présence de la
plasmodione alors que 1’éconazole et le kétoconazole sont de faibles antagonistes de la

plasmodione, ce qui serait en accord avec les données obtenues pour les endoperoxydes.

Pour mieux comprendre les comportements différents de ces azoles, j’ai testé I’effet de la
délétion de SOD2, codant pour la superoxyde dismutase mitochondriale, sur la sensibilité a ces
trois molécules. Comme le montre la figure 2B, C et D, la délétion de SOD2 n’a pas d’effet sur
la sensibilité des cellules au kétoconazole et a I’éconazole alors qu’elle augmente d’un facteur
4 la sensibilité au miconazole, suggérant donc que le miconazole agit (en partie) via un stress

oxydant dont les effets sont amplifiés en absence de Sod2.

La plasmodione pourrait donc avoir deux types de comportement lorsqu’elle est combinée a un
azole antifongique. Lorsque I’azole, comme le miconazole, a un effet que 1°on pourrait appeler
secondaire et produit des ROS, le stress oxydant causé par la plasmodione serait amplifié,

résultant en une synergie entre les deux molécules.

Lorsque 1’azole agit uniquement par I’inhibition de la lanostérol 14-alpha-déméthylase ou
d’autres hemoprotéines telle que la flavohémoglobine [10], il y a un léger antagonisme. Le
mécanisme de cet antagonisme serait complexe a expliquer mais nous pourrions suggeérer que
ces azoles altérent une hémoproteine impliquée dans la transformation de la plasmodione en
ses metabolites PDO et PD-bzol. En effet, la premiére étape dans la voie d’activité de la
plasmodione est une oxydation benzylique qui peut étre catalysée par des hémoprotéines (voir
figure 1 du chapitre I-1). Cette oxydation serait nécessaire pour 1’effet stress oxydant de la
plasmodione.
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Figure 2: Effet de la combinaison des azoles antifongiques avec la plasmodione sur la
croissance de la levure et leur effet stress oxydant. (A) L’Isobologramme montrant I’ interaction
entre les azoles et la plasmodione (PD) sur la croissance de la levure. L’ICsg de la plasmodione
est estimé a 3 uM et autours de 10 nM pour les trois autres molécules. L’interaction a été étudiée
en maintenant un ratio fixe sur 6 combinaisons 5:0, 4 :1, 3:2, 2:3, 1:4, 0:5 en utilisant la
souche AD1-9. (B, C et D) Sensibilité de la souche BY4742 et de la souche BY4742 Asod2 aux
azoles antifongiques. Les tests sont réalisés au moins deux fois. Les moyennes de valeurs
obtenues sont présentées ainsi que les écart-types.

- Combinaison chélateurs de fer et plasmodione

Le fer est un élément essentiel a la plupart des organismes vivants. 1l est principalement utilisé
par les cellules comme cofacteur dans les réactions de transport d’oxygene et le transfert
d’électrons. Le fer peut jouer ce role car il peut basculer entre deux formes, fer ferreux Fe?* et
fer ferrique Fe®*. Dans la nature, il se trouve principalement sous forme ferrique, insoluble et

donc non biodisponible.
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La forme Fe?" est soluble mais disponible a de trés faibles concentrations. Ainsi pour se
procurer du fer, la plupart des cellules utilisent des ferro-réductases pour réduire le Fe** en Fe?*,
ce qui est requis pour sa complexation aux chélateurs de fer et pour son transport vers le
cytoplasme [13]. A Dlintérieur des cellules, le fer est incorporé dans les protéines qui le
requiérent. Si la grande partie du fer intracellulaire se trouve sous forme lié, une petite partie y

est présente sous forme libre insoluble (Fe*).

En présence d’un donneur d’électron, cette forme peut étre réduite en Fe?* qui peut alors
interagir avec le peroxyde d’hydrogéne pour donner du radical hydroxyle (HO") trés toxique.
C’est la réaction de Fenton. Celle-ci et le stress oxydant sont diminués en présence d’un

chélateur de fer et augmentés lorsque le niveau de fer intracellulaire s’accroit.

Comme la plasmodione agit via un stress oxydant (chapitre 1-1), j’ai testé son effet inhibiteur
de la croissance en présence de trois chélateurs de fer, la quercétine, la déféroxamine et la
ladanéine. En présence de molécules inductrices de stress oxydant, ces chélateurs de fer
s’opposent a leur activité en diminuant la réaction de Fenton [14-17]. La figure 3 montre que
la dose de 5 uM de plasmodione entraine une inhibition de la croissance de 70 %. En présence
des chélateurs de fer déféroxamine (500 uM), quercétine (500 uM) et ladanéine (100 pM), la
croissance de la levure est inhibée de 20 a 40 %. En combinant la plasmodione et ces chélateurs
de fer, aucune augmentation de I’inhibition n’est observée. Au contraire la plasmodione devient
moins efficace montrant clairement que la relation entre la plasmodione et ces molécules est de

type antagoniste.

La plasmodione étant une molécule inductrice de stress oxydant chez la levure et chez le
parasite, I’antagonisme de ces molécules avec la plasmodione pourrait donc s’expliquer par
I’inhibition de la réaction de Fenton. Il a été montré que la présence de la déféroxamine

diminuait I’activité inhibitrice de la plasmodione sur la croissance des parasites [6].

Jai ensuite testé si I’augmentation de la quantité de fer mitochondriale pouvait augmenter
I’effet inhibiteur de la plasmodione. La levure posséde deux transporteurs Mrs3 et Mrs4 dont
le niveau d’expression module la quantité de fer mitochondrial [18,19]. J’ai testé 1’effet de la
surexpression de MRS3. Pour cela, la souche AD1-9 a été transformée par un plasmide

multicopie portant MRS3 sous le contrdle de son propre promoteur.

Comme le montre la figure 3D, la surexpression de MRS3 entraine une plus forte sensibilité
des cellules a la plasmodione. Comme montré au chapitre I-1, le traitement a la plasmodione
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résulte probablement dans la surproduction mitochondrial d’ions superoxyde. Ceci pourrait
entrainer la production de radicaux hydroxyle, via la réaction de Fenton. En augmentant la
quantité de fer mitochondrial, cette réaction est favorisée, ce qui expliquerait la plus forte

sensibilité des cellules au stress oxydant comme il a déja été observé avec le pathogéne

Cryptococcus neoformans [20].
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Figure 3

. A, B et C; sensibilité de la
croissance de la souche AD1-9 a la plasmodione avec ou sans la quercétine (A), la déféroxamine
ou DFO (B) et la ladanéine (C). Sensibilité de la souche AD1-9 surexprimant MRS3 (D). Les
cellules sont cultivées en YPEth Apres 72 h de croissance les D.Ogoonm SONt mesurées Les tests
sont réalisés au moins deux fois. Les moyennes de valeurs obtenues sont présentées ainsi que
les écart-types.

Comme chez tous les eucaryotes, le fer est un élément indispensable pour Plasmodium. Le
métabolisme du fer chez le parasite est relativement complexe. Une grande partie de son cycle
de vie se réalise a I’intérieur des globules rouges tres riches en hémoglobine et donc en fer. De

I’hémoglobine provient I’essentiel des nutriments, mais pas le fer [21] et les chélateurs de fer
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peuvent inhiber I’acquisition de fer [22]. 1l a également été montré que I’inhibition de la
croissance causée par un inducteur de ROS pouvait étre corrigée en présence d’un chélateur de
fer [23]. On pourrait donc s’attendre a une diminution de 1’efficacité de la plasmodione en

présence de chélateurs de fer chez le parasite comme chez la levure.
- Combinaison propargylglycine et plasmodione

La glutathione est un tripeptide (acide glutamique, cystéine et glycine) qui est impliquée dans
de nombreuses réactions de détoxification et protection contre les ROS. La biosynthése de ce
peptide exige donc la biodisponibilité de ces trois acides aminés, notamment la cystéine. La
cystéine est un acide aminé soufré qui est synthétisé a partir de 1’acide aminé méthionine suite
a une série de réactions appelée voie de trans-sulfuration. La cystathionine y-lyase est la
derniére enzyme intervenant dans cette voie [24]. Elle a un r6le clé dans la voie de biosynthése
de la cystéine, et donc du glutathion. De ce fait, elle est nécessaire pour la détoxification des
cellules contre les ROS via I’augmentation du niveau de glutathione cellulaire [25]. Son réle a

été particulierement étudié en utilisant des inhibiteurs, comme la propargylglycine.
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Jai testé D’effet de cette molécule sur I’activité inhibitrice de la plasmodione. La
propargylglycine est un mauvais inhibiteur de la croissance de la levure (50% d’inhibition avec
500 uM). Lorsqu’elle est combinée a la plasmodione, cette inhibition est accentuée suggérant

une synergie avec la plasmodione (figure 4).

Il est trés probable que suite a I’inhibant de la cystathionine y-lyase par la propargyglycine, le
niveau de glutathion cellulaire est diminué, et donc le niveau de défense contre le stress oxydant.
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Cela fragiliserait les cellules face a un inducteur de stress oxydant d’ou la synergie avec la

plasmodione.
- Combinaison atovaquone et plasmodione

Le complexe bc: de la chaine respiratoire mitochondriale est une cible validée pour le
développement des molécules antipaludiques. En effet, le complexe est essentiel pour le
parasite Plasmodium. L’atovaquone, un inhibiteur ciblant la site Qo du complexe est un

antipaludique utilisé depuis de nombreuses années (introduction générale).

15 .
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La figure 5 montre une interaction antagoniste entre la plasmodione et 1’atovaquone. Cet
antagonisme n’est pas encore compris. || est possible qu’une inhibition de la chaine respiratoire
affecte 1’activité de la plasmodione puisque les activités NDH et SDH semblent jouer un réle
clé dans I’activité de la plasmodione (chapitres 1-1 et I-2). Cependant une interaction chimique

entre les deux molécules n’est pas a exclure.

Chez le parasite, ces deux molécules agissent de maniére simplement additive c¢’est-a-dire
indépendante et non antagoniste [4]. La différence entre levure et parasite pourrait étre
expliquée par I’importance relative des différents facteurs intervenant dans I’activité de la

plasmodione. Chez la levure, les acteurs principaux seraient donc NDH et SDH avec d’autres
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acteurs d’importance mineure (Grll, Mcrl, Lpdl) comme nous 1’avons vu au chapitre I-1 et
trés probablement d’autres flavoprotéines qui n’ont pas été testées. Chez le parasite, NDH et
SDH jouent trés probablement aussi un rdle mais d’autres acteurs peuvent prendre le dessus,
selon le stade du cycle de vie, par exemple la GR qui, sur la base d’études in vitro, avait été
proposée comme impliquée dans le redox-cycling des métabolites de la plasmodione (chapitre
I-1, Fig. 1).
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Discussion du chapitre et Perspectives

La plasmodione serait une ‘prodrogue’ qui est transformée, dans la cellule, en métabolites actifs
(PDO et PD-bzol) qui entrent ensuite dans un processus d’oxydo-réduction catalysé par des
flavoenzymes. Cela résulterait dans une surproduction de ROS, conduisant a 1’arréte de

croissance.

Les données obtenues avec le modéle levure ont permis d’identifier différents acteurs dans ce
processus (Fig.ix). Les NDHs ont un rdéle important dans ce processus d’oxydo-réduction.

D’autres flavoenzymes interviendraient également comme LpD1, Mcrl et Glrl.

NADH NAP’
Plasmodione » PD-bzol, PDOI NDH et autres¥ PD-bzol, PDO
] Formes oxydées ﬂavoenZymeS Formes réduites
Oxydation
benzylique
Stress
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Figure ix :

Dans le modele du mécanisme d’action de la plasmodione proposé par E. Davioud-Charvet,
Glrl (GR, son équivalent chez le parasite et chez ’homme) est la flavoenzyme responsable du
cycle d’oxydo-réduction des métabolites de la plasmodione. Mais chez la levure, Glrl jouerait
un réle mineur. Cependant chez le parasite, elle pourrait étre un acteur principal au stade
érythrocytaire en raison du niveau éleveé de cette enzyme (Patzewitz, Wong, and Tobias 2011)
alors que I’activité NDH semble étre faible a ce stade (Ke et al. 2019). Lors de la differentiation
des gamétocytes, les fonctions mitochondriales, et donc la NDH, deviennent plus importantes.
Le rble de la GR pourrait devenir secondaire. Le tableau iii présente les équivalents de GlIr1,

Lpdl, Mcrl et NDH chez le parasite. Leur rdle, chez le parasite, est en cours d’étude dans le
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laboratoire de Stéphanie Blandin (Université de Strasbourg). Des parasites (P.falciparum)
mutants (délétion et surexpression des genes codant pour ces enzymes) seront construits. S’ils
sont viables, I’impact du niveau d’expression des enzymes sur la sensibilité a la plasmodione
sera étudié. Cela nous permettra de valider ou invalider le modéle levure. Des résultats
préliminaires obtenus avec des parasites portant une délétion de NDH semble confirmer les

données obtenues avec la levure (communication personnelle).

Tableau iii :

Acteurs S.cerevisiae P.falciparum
Geénes Localisation Géne Localisation

Ndhs NDE1/YMR145C | MIM | smeeemmmmeeee | e
NDE2/YDLO8W | MIM | ceeeemmeeeeee | e
NDI1/YML120C MIM PF3D7_0915000 | MIM

Mcrl MCR1/YKL150W | MEM, IIM PF3D7_1367500 | M-Cyto

Lpdl LPD1/YFLO018C MTM PF3D7_1232200 | MTM

Glrl GLR1/YPL091W MTM, Cyto F3D7_1419800 | Cyto

MIM : membrane interne mitochondriale, MEM : membrane externe mitochondriale,
Cyto : cytoplasme, MTM : matrice mitochondriale, M-Cyto : membrane cytoplasmique

Il pourrait étre intéressant d’étudier, chez la levure, d’autres flavoenzymes mitochondriales
(Tab.iv) pour continuer a identifier des acteurs. Parmi celles-ci, Gut2 (glycerol-3-phosphate
déshydrogénase) pourrait étre particulierement intéressante car cette enzyme utilise

I’'ubiquinone comme récepteur d’électrons et de ce fait est branchée sur la chaine respiratoire.

La succinate déshydrogénase (SDH) semble avoir un réle particulierement intéressant. Comme
discuté dans I’article au chapitre 1-2, la SDH agirait en amont de la NDH et pourrait étre
impliquée dans la transformation de la plasmodione en PDO et/ou PD-bzol. Nous avions émis
I’hypothése que son héme b interviendrait dans 1’oxydation benzylique de PD mais les
mutations des ligands de cet héme n’ont pas d’effet sur la sensibilité & la plasmodione. Or si
I’héme était requis pour la transformation de la plasmodione en PDO ou PD-bzol, nous
pourrions nous attendre a une diminution de la sensibilité, résultant d’une diminution du niveau
de I’héme. Pour confirmer cela, il sera nécessaire de construire et étudier un double mutant
(sdh3-H106A + sdh4C78A) pour obtenir une SDH sans heme.
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Il se peut donc que I’heme de la SDH n’ait pas de role dans la transformation de la plasmodione

en PDO et qu’un autre héme/hémoprotéine intervienne en combinaison avec la SDH.

Tableau iv :
Enzyme et fonction Gene
Cyb2 -Cytochrome b2 (L-lactate cytochrome-c oxidoreductase) YMLO054C
DId1-Major mitochondrial D-lactate dehydrogenase; oxidizes D- YDL174C
lactate to pyruvate
Dld2-D-2-hydroxyglutarate dehydrogenase, and minor D-lactate YDL178W
dehydrogenase
Alol- D-Arabinono-1,4-lactone oxidase YMLO086C
Gut2-Mitochondrial glycerol-3-phosphate dehydrogenase YIL155C
Hem14 - Protoporphyrinogen oxidase YER014W
Emi5-Protein required for flavinylation of Sdh1p YOLO71W
GIt1-NAD(+)-dependent glutamate synthase (GOGAT) YDL171C
Pdx3- Pyridoxine (pyridoxamine) phosphate oxidase YBRO035C
Met13-Major isozyme of methylenetetrahydrofolate reductase YGL125W
Cir2-Putative ortholog of human ETF-dh YOR356W
Aim45-Putative ortholog of mammalian ETF-alpha YPR004C
Putl-Proline oxidase YLR142W
Cbr1-Cytochrome b reductase and NADH-dependent reductase for YIL043C
Dph3p
Ncpl-NADP-cytochrome P450 reductase YHR042W
Ndil-NADH:ubiquinone oxidoreductase YML120C
Tah18-Conserved NAPDH-dependent diflavin reductase YPR048W
Mtol-Mitochondrial Translation Optimization YGL236C
Ervl-Flavin-linked sulfhydryl oxidase of the mitochondrial IMS YGR029W
Yhb1-Nitric oxide oxidoreductase; flavohemoglobin that plays role YGR234W
in oxidative and nitrosative stress responses
Bna4-Kynurenine 3-monooxygenase YBL098W
Coqgb6-Flavin-dependent monooxygenase involved in ubiquinone YGR255C
biosynthesis
Cyc2-ligation of heme to apocytochromes ¢ and ¢ YORO37W
Ilv2 -Acetolactate synthase YMR108W
Fasl-Fatty Acid Synthetase YKL182W
Phrl- NA photolyase involved in photoreactivation YOR386W
Ycp4- sequence and structural similarity to flavodoxins YCRO004C
Aifl- Mitochondrial cell death effector YNROQ74C

L’analyse des mutants de résistance a la plasmodione montre clairement que le cofacteur FAD

de la SDH a un réle important.

Le mécanisme d’oxydation benzylique de la plasmodione n’est pas connu. L hypothese de

travail du groupe d’E. Davioud-Charvet est que la plasmodione doit d’abord étre réduite avant
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I’oxydation benzylique. Il est possible, au vu des résultats présentes ici, que le cofacteur FAD
de la SDH puisse transférer les électrons du succinate a la plasmodione. La plasmodione réduite
pourrait alors réagir avec un héme d’une hémoprotéine pour donner du PDO ou PD-bzol. Au
chapitre 1-3, j’ai propos¢é que le léger antagonisme entre plasmodione et
kétoconazole/éconazole pourrait s’expliquer par une altération, par ces azoles, d’hémoprotéines
impliquées dans 1’oxydation benzylique de la plasmodione. Continuer la recherche et
I’identification de mutants de résistance a la plasmodione permettrait peut-étre d’identifier
cette/ces hémoprotéines. Il se peut que plusieurs hémoprotéines puissent réaliser la réaction.
Dans ce cas, il serait difficile qu’une mutation dans une de ces hémoprotéines puisse bloquer la

réaction et donc conférer la résistance.

Chez le parasite au stade érythrocytaire, la SDH et le cycle de Krebs semblent peu fonctionnels
et peu importants pour le métabolisme du parasite, comme mentionné dans I’introduction
générale. D’autres hémoprotéines a la fois du parasite mais aussi de 1’hdte peuvent étre
responsables de la transformation de la plasmodione en PDO, comme I’hémoglobine, trés

abondante. Au stade gamétocytaire, par contre, le role de la SDH pourrait devenir prépondérant.

Bien de questions sont encore ouvertes sur le mode d’action de la plasmodione. Plus d’études

seront nécessaires pour dechiffrer toutes les étapes et acteurs.

La plasmodione est un composé antipaludique prometteur qui pourrait étre développé en
médicament. Le groupe d’Elisabeth Davioud-Charvet travaille a ’amélioration de sa
biodisponibilité, ainsi qu’a 1’identification de composés partenaires qui pourraient augmenter

son efficacité antipaludique.

Utilisant le modéle levure, j’ai étudié différentes combinaisons de molécules (chapitre 1-3).
Les résultats montrant la synergie de la plasmodione avec le miconazole et 1’artésunate sont
particulierement intéressants. Il s’agit de deux molécules disponibles sur le marché et déja bien
étudiées. Il serait possible de les utiliser en bithérapie avec la plasmodione. L’OMS

recommande la combinaison de médicaments, surtout avec les artémisinines.

La synergie entre plasmodione et artémisinine a été observé aussi chez le parasite (Ehrhardt et

al. 2016), confirmant de nouveau, la validité du modeéle levure.
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Chapitre 11 : Etude du mode d’action du proguanil

113



Introduction du chapitre
Le proguanil appelé également chlorguanide ou chlorguanil est un antipaludique de type
biguanide qui a été développe et mis sur le marché dans les années 1940s. Il est utilisé en

thérapie sous forme combinée principalement avec 1’atovaquone.

Le proguanil est considéré comme un pro-médicament. Chez I’homme, il est transformé en un
métabolite cyclique ou cycloguanil par le cytochrome CYP2C19 (famille des cytochromes
P450) des cellules hépatiques. Le cycloguanil est un inhibiteur de la dihydrofolate réductase
(DHFR), enzyme essentielle de la voie de biosynthése des pyrimidines du parasite. En inhibant
la synthése des pyrimidines, il inhibe également celui de I’ ADN. Pour cette raison, le proguanil

a été classé parmi les antipaludiques antifolates.

L’atovaquone est un inhibiteur du complexe bci de la chaine respiratoire du parasite. La
conséquence majeure de I’inhibition de ce complexe serait I’arrét de la biosynthése des
pyrimidines. En effet, une étude réalisée en 2007 par Vaidya AKil et colléegues a permis de
mettre en évidence le réle clé du complexe bci dans la biosynthése des pyrimidines (Painter et
al. 2007). La dihydroorotate déshydrogénase (DHODH), une enzyme mitochondriale
essentielle de la voie de biosynthése des pyrimidines, nécessite 1’ubiquinone (ou coenzyme Q)
sous forme oxydée comme accepteur d’électrons. Le complexe bcy étant la seule enzyme de la
mitochondrie capable d’oxyder I'ubiquinol en ubiquinone, son inhibition affecte donc la
biosynthese des pyrimidines. Cela a été démontré en exprimant la DHODH de la levure chez le
parasite. La DHODH de levure, contrairement a celle du parasite, ne nécessite pas 1’'ubiquinone
comme accepteur d’électron. En I’exprimant chez le parasite, la biosynthese des pyrimidines
devient indépendante de I’activité du complexe bci. Le traitement a 1’atovaquone, comme je
I’ai mentionné dans I’introduction générale, a résulté dans la sélection de parasites résistants, la
résistance €tant causée par des mutations dans le site de liaison de I’atovaquone dans le
complexe bci. En combinant I’atovaquone avec du proguanil, la sélection de parasites résistants

a I’atovaquone diminueraient.

D’autre part, le proguanil n’est pas completement métabolisé par les cellules hépatiques et
posséde une activité antipaludique propre. Cette activité est nettement inférieure a celle de son
métabolite cycloguanil. Par ailleurs, la forme non métabolisée du proguanil potentialise
I’activité de 1’atovaquone. Lorsqu’il faut 0,18 nM d’atovaquone et 7 uM de proguanil, utilisés
en combinaison, pour inhiber 50 % de la croissance du parasite, il faut 0.9 nM d’atovaquone ou
36 UM de proguanil utilisés seuls (Jones and Ward 2002). Cette synergie est également observée

lorsque la DHODH de la levure est exprimée chez le parasite suggérant clairement que la
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synergie ne réside pas au niveau de 1’effet sur la biosynthése des pyrimidines. Elle pourrait étre
liée a la phosphorylation oxydative. Un modéle a été propose par Vaidya Akhil et collégues
(Fig.x). L’inhibition du complexe bcy par I’atovaquone, et donc de la chaine respiratoire,
entraine une chute du potentiel de membrane mitochondrial. Un systéme dit ‘’alternatif’’
interviendrait alors pour assurer le maintien du potentiel membranaire essentiel a la survie de
la cellule. Le proguanil ciblerait une des composantes de ce systéme, ce qui accentuerait 1’effet
de I’atovaquone expliquant ainsi la synergie de ces deux molécules (Painter et al. 2007). Ce

modele doit étre veérifié. Il est donc nécessaire de comprendre le mode d’action du proguanil.

Pour cela, la levure est un bon outil. Elle ne posséde pas de DHFR et de CYP2C19, ce qui
permet d’étudier le mode d’action du proguanil indépendamment de son métabolite
cycloguanil. J’ai donc utilis¢é ce modele cellulaire et différentes stratégies génétiques et

biochimiques.

Aprés avoir observé la synergie entre le proguanil et différents inhibiteurs du complexe bc; dont
I’atovaquone, j’ai montré que le complexe bci joue bien un réle essentiel dans cette synergie.
La levure semble donc étre un modele fiable dans cette étude. Mes résultats suggérent que le
systeme alternatif du maintien du potentiel de membrane ne joue pas de réle dans le mode
d’action du proguanil, contrairement au modele proposé. J’ai également observé que le
traitement au proguanil cause une forte mortalité, contrairement a 1’atovaquone qui seul n’a pas
d’effet sur la viabilité des cellules mais I’atovaquone accentue la mortalité en combinaison avec
le proguanil. Pour aller loin, j’ai sélectionné des souches résistantes au proguanil. Le
séquencage du génome total de ces souches est en cours. De premiers résultats m’ont permis

d’identifier des acteurs cellulaires intervenant dans la sensibilité de la cellule au proguanil.

Les principaux résultats de cette étude sont décrits dans I’article en préparation qui suit.
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Figure x :

. (A) Le transfert d’électrons dans la chaine respiratoire entraine la
translocation de protons conduisant a [’établissement d’un gradient de protons et crée un
potentiel de membrane. Dans cette condition, le systeme alternatif de maintien du potentiel de
membrane n’est pas essentiel. (B) L’inhibition de la chaine respiratoire par I’atovaquone rend
le systeme alternatif essentiel. Ce systeme fait intervenir trois acteurs: Le transporteur
d’ATP/ADP, le transporteur de phosphate et le secteur F1 de I’ ATP synthase. L’ATP provenant
du cytoplasme est transporté dans la mitochondrie contre de I’ADP. Cet ATP est ensuite
hydrolysé en ADP et phosphate inorganique (Pi) par le secteur Fi1 de [’ATP
synthase (fonctionnant en sens inverse). Le Pi est, a son tour, transporté vers [’espace
intermembranaire contre de [’hydroxyle. L activité de ce systeme entraine un mouvement de
charges générant ainsi du potentiel membranaire. Le proguanil ciblerait ce systeme, ce qui
expliquerait sa synergie avec [’atovaquone. La combinaison des deux molécules inhibant a la
fois la chaine respiratoire et le systeme alternatif, le potentiel de membrane ne pourrait plus étre
maintenu.
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Article en préparation: Mode of action of the antimalarial proguanil investigated
in the yeast model

Introduction

Proguanil in combination with its synergistic partner atovaquone has been used for malaria
treatment and prophylaxis for decades. Atovaquone is an inhibitor of the mitochondrial
respiratory chain cytochrome bcz and binds in the Qo-site of the complex [1]. The drug is highly
potent against the malaria agents Plasmodium. However, its inhibitory action is compromised
by resistant mutations located in its binding site, such as Y268C and Y278S found in

atovaquone resistant P. falciparum parasites (see [2] and refs within).

A potent fast-acting activity of proguanil is attributed to its metabolite cycloguanil, which acts
as an inhibitor of the dihydrofolate reductase (DHFR). DHFR mutations causing resistance to
cycloguanil were reported [3]. Proguanil itself (and a cyclization-blocked analogue) shows
slow-acting anti-parasitic activity [4]. The efficiency of the combined atovaquone-proguanil
therapy is not due to cycloguanil but rather to proguanil [4,5]. Although the synergistic effect
of the two compounds is well documented [6-7], the mode of action of proguanil is still poorly
understood. The drug has no effect on the respiration of the parasite [5]. It was hypothesized
that, in the parasite, proguanil target the alternative system of mitochondrial membrane
potential generation, comprising the F1 domain of the ATP synthase with the adenine nucleotide
translocator and the phosphate carrier, which is essential for the cell in absence of an active
respiratory chain [7]. This could explain why proguanil potentiates the activity of atovaquone.
The combination of the two drugs would impair the generation of membrane potential by both
the respiratory chain and the alternative system. It was reported that proguanil inhibited ATP
hydrolysis by the ATP synthase prepared from animal source. However this effect did not seem

specific to proguanil as it was also observed with cycloguanil and other biguanides [8].

Here we used the yeast model to study the mode of action of proguanil. Yeast, as P.falciparum,
does not possess P450 cytochromes that could metabolise proguanil in cycloguanil, as occurs
in human liver. Therefore a growth inhibition observed upon addition of proguanil in the culture

medium would be caused by that compound itself and not its metabolite.

117



As observed with the parasite, we showed that proguanil acted in synergy with atovaquone to
inhibit yeast growth and that the inhibition of the bc: complex by atovaquone was required for
the synergy. Absence of the mitochondrial Sod2 —but not of the cytoplasmic Sod1- increased
proguanil sensitivity, strongly arguing for a mitochondrial site of action. We then compared the
wt strain and its rho° derivative that exclusively relies on the alternative system for the
generation of membrane potential. We observed the same sensitivity to proguanil, thus
suggesting that the drug would not act via the inhibition of that system. Interestingly, proguanil
treatment was found to severely increase cell lethality, indicating that the drug impairs essential
mitochondrial functions. In order to decipher the mode of action, proguanil resistant mutants

were selected and studied.

Materials and Methods

Growth media and yeast strains

The following growth media were used: YPD (1% yeast extract, 2% peptone, 3% glucose),
YPEth (1% yeast extract, 2% peptone, 2% ethanol), YPG (1% yeast extract, 2% peptone, 2%
glycerol),YPGal (1% yeast extract, 2% peptone, 0.2% glucose, 2% galactose). Cells were
cultured at 28°C with agitation (150 rpm) for a good aeration.

Two series of yeast strains were used for the growth assays: 1) BY4742 (a, his3, leu2, lys2,
ura3) and its derived isogenic deletion strains from Euroscarf (Frankfurt, Germany); 2) AD1-9
that lacks several membrane transporters (a, ura3, hisl, Ayorl, Asnq2, Apdr5, Apdr10, Apdrl 1,
Aycefl, Apdr3, Apdrl5, Apdrl) Kindly provided by M. Ghislain, UCL, Belgium. From AD1-9,
deletion and over-expressing mutants were constructed, respectively, by PCR-based deletion or
by transformation with a multi-copy plasmid (yEP352) containing the genes of interest under
the control of their own promoter. Proguanil resistant mutants were selected using AD1-9

Growth assays and drug sensibility tests

Drug sensitivity was assessed by monitoring the inhibition of yeast cell proliferation. Yeast
were grown in YPEth or YPGal with increasing concentrations of drugs. Cultures were
inoculated at an ODeoonm Of 0.2 and incubated at 28°C with vigorous shaking for two or three
days. ODesoo nm Were then measured. Data were plotted for each strain as the percentage of

growth relative to control, i.e. untreated. The experiments were repeated at least twice and the
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data averaged. ICso (drug concentration required to obtained 50% growth inhibition) were

estimated from inhibitor titration plots.

Drug combination

In vitro drug-drug interactions were investigated using the fixed-ratio isobologram method
established by Fivelman et al. [9]. This approach is based on determining the 1Cso values of
each individual drug alone and the 1Cso values of a mixture of both drugs at fixed concentration
ratios. Drugs were applied alone or in combination at fixed concentration ratios (A:B ratios
[vol/vol] of 1:4, 2:3, 3:2, and 4:1). The FICso of each drug in a given combination was estimated
as follows: FICso (A) = ICsp of A in combination / ICso of A alone; FICso (B) = ICso of B in
combination / ICso of B alone. All FICsos were confirmed by independent experiments. The
isobolograms were drawn by plotting pairs of FICso values of drug A and drug B for each
combination. The straight line indicated an indifferent interaction (no interaction or additive
action), a concave curve towards the origin of the axes represented synergy and a convex curve

towards the opposite indicated antagonism.

Aconitase and fumarase measurement using yeast cell extracts

The aconitase and fumarase activities were determined spectrophotometrically by monitoring
the formation of cis-aconitate and fumarate at 240 nm and 25°C as described [10]. Briefly, cell
extracts were prepared from 2.108 cells grown on YPGal, by glass bead breakage, aliquoted and
frozen immediately in liquid nitrogen. The aconitase activities were measured in 50 mM
potassium phosphate pH 7.4, 30 mM sodium isocitrate, 0.6 mM MnCl.. The fumarase activities
were measured in 50 mM potassium phosphate, pH 7.4, 50 mM L-malic acid. Cell extracts were
added at 150-250 ug of protein for a final volume of 1 mL. The absorbance changes were
measured for 5-10 min, and the activity was calculated from the slope of the linear portion using

e =23.6 mM2.cm* for cis-aconitate and 2.44 mM=*.cm for fumarate.

Preparation of mitochondria and measurement of O, consumption of mitochondria and of intact

cells

Mitochondria were prepared as described in [11]. Oxygen consumption activities were
measured in a Clarke-type oxygen electrode. Mitochondria were added at around 50 pg of
protein in 1 mL of 0.7 M sorbitol, 50 mM potassium phosphate pH 7.5 and 0.2 mM EDTA. The
reaction was initiated by the addition of of 0.8 mM NADH.
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O2 consumption of intact cells were also recorded in a Clarke-type oxygen electrode. Cells were
harvested after 24h incubation with or without drug, washed and immediately added to 1 mL
of fresh YPEth into the oxygen electrode chamber at around 4 DOsoonm. The O2 consumption

rates were monitored without and with 8 uM CCCP. The results were normalised per OD600nm

Spectroscopic analysis of cytochromes in whole cells

Cytochrome spectra of whole cells were recorded with a Cary 400 (Varian, San Fernando, CA)

spectrophotometer at low temperature.

Sequencing analysis

The Next Generation Sequencing Core Facility of 12BC (www.i2bc.paris-saclay.fr) performed
whole genome sequencing (WGS) and the bioinformatics analysis. Presence of mutations were

confirmed by PCR and sequencing of the mutated genes.

Results & Discussion

Effect of proguanil and atovaguone combination on yeast respiratory growth

Before investigating the mode of action of proguanil in yeast, we addressed the question of the
relevance of the yeast model. To that end, we checked whether yeast showed the same

behaviour as the parasite in regards to the sensitivity to atovaquone-proguanil combination.

For the growth assays, we used the respiratory growth medium YPEth and the strain AD1-9
(and its derivatives) that lacks several membrane transporters, which renders the cells more

sensitive to compounds as previously shown for atovaquone and other anti-malaria drug [12].

First, we checked whether proguanil and atovaquone acted synergistically to inhibit yeast
growth, as observed in P. falciparum. We also tested the combination of proguanil with three
others drugs: the antimalarial plasmodione, a potent yeast respiratory growth inhibitor acting
via oxidative stress [13], and two bci complex inhibitors, the antifungal azoxystrobin and the
anti-parasitic ELQ-271 [14,15]. Atovaquone and azoxystrobin bind at the Qo-site of the
complex while ELQ-271 targets its Qi-site.

As shown in fig.1A, proguanil acts synergistically with atovaquone, azoxystrobin and ELQ-

271 while it antagonizes plasmodione in growth inhibition assays. The antagonistic effect of
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plasmodione was previously observed with the malaria parasite [16]). The synergistic effect of
the bci: complex inhibitor ELQ-300, structurally similar to ELQ-271 was reported in
P.falciparum [4].

A B
100
\_.\. .
N\ ?g 50 -
= N\ E WT
§ \ \2 0 +oe—e ; 9
g } 0 50 100 150
A ; o 100 ¢
g / g Y279C
o ] ./' % 50 A
[ J , 0 . T . +
0,0 —— 0 50 100 150
0O 02 04 06 08 1 1,2 Proguanil (uM)
FIC., Drugs ‘S
s0 TUES 00 01 02 03 04
AZO PD Atovaquone (LM)
ATV ELQ271

Figure 1: Effect of proguanil combination with respiratory growth inhibitors.

(A) Isobologram showing proguanil combination with atovaquone (ATV), azoxystrubin (AZO),
ELQ271 and plasmodione (PD) in yeast growth. The dotted line shows a theoretical indifferent
interaction. (B) Respiratory growth sensitivity of the atovaquone resistant strain Y279C and
WT to proguanil alone (red line) and proguanil-atovaquone combination (blue dashed line).

Cells were grown in YPEth with increasing concentration of drugs. OD,, ~ were measured

after three days culture at 28°C. The results are presented as % of growth yield without
treatment.

Secondly, we asked whether atovaquone potentiates proguanil by inhibiting the bci complex or
whether another drug-drug interaction, independent of bc: complex inhibition, should be
proposed. To that end, we tested the effect of the drug combination on the atovaquone resistant
mutant Y279C, derived from the control strain AD1-9. The cytochrome b mutation Y279C
(corresponding toY268C in P. falciparum) confers a high level of atovaquone resistance in
yeast as in the parasite [17]. In yeast growth assays, the I1Cso of the control strain was around
0.1 uM atovaquone whereas it was >10 uM for Y279C. Fig.1B top panel shows the proguanil
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and combined proguanil-atovaquone inhibition curves of the control. A dramatically increased
inhibition was observed with the drug combination. By contrast, as shown in the bottom panel,
the proguanil and proganil-atovaquone inhibition curves were identical for Y279C. Thus
atovaquone did not potentiate proguanil activity in the mutant. This confirmed that, as
previously reported for the malaria parasite [18], the atovaquone-proguanil synergistic effect
observed in the control (Fig.1B top panel) required the inhibition of the bci complex by
atovaquone. Another drug-drug interaction independent of atovaquone inhibitory action on the

respiratory chain complex seems excluded.

Then, in order to pursue the comparison with data obtained with the malaria parasite, we tested
the effect of proguanil on the O> consumption of mitochondria isolated from yeast control
strain. Addition of proguanil had not effect of the respiratory chain activity (data not shown).
We also checked the effect of atovaquone-proguanil combination on Oz consumption activity.
No difference was observed between the inhibitory effect of atovaquone and of combined
atovaquone-proguanil (data not shown). Thus proguanil did not potentiate the inhibitory effect
of atovaquone on the respiratory chain, which was also in agreement with results obtained with

the parasites [5].

Thus based on these first data, yeast seems an appropriate model to decipher the mode of action

of proguanil.

Consequence of proguanil treatment on cell viability

We tested whether proguanil had a cytostatic or a cytotoxic effect on yeast. Cells were grown
in YPEth to an ODsoonm Of 2 and then treated with different concentrations of proguanil. After
24h treatment, the ODsoonm Were recorded (fig.2A). The cells were then harvested, resuspended
in water, counted, serially diluted and plated on YPD medium. After 4 days of incubation at
28°C, the colonies were counted and their number was reported to the number of plated cells
(fig.2B). Oz consumption of the cells harvested after 24h treatment was also monitored with or
without CCCP (fig.2C). The uncoupling compound CCCP releases electron transfer through
the respiratory chain, thus the O. consumption rate, from the control of the mitochondrial

membrane potential.

Proguanil treatment at concentrations inhibiting cell proliferation severely lowered cell viability
and resulted in the loss of cell respiratory function. After treatment with a high dose of
proguanil, the Oz consumption rate was not increased by CCCP, which could suggest that the
mitochondria membrane was damaged.
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Figure 2: Effect of proguanil treatment in cell viability and respiration. Cells were grown
for 24h in YPEth to an OD,, of around 2, and then incubated for another 24h in YPEth

without or with drugs. The OD, of cultures were then recorded (A, D). The cells were then

harvested, counted and plated on YPD. The number colonies observed is then reported on the
number of expected colonies to determine the percentage of viability (B,E). O, consumption

rates of proguanil-treated cells were recorded (C) without or with 8§ uM CCCP. The results were

normalised per OD,, —~and are presented as % of control rates (rates without CCCP of

untreated cells). Each measurement was repeated at least three times and averaged. Error bars
represent standard deviation.

A effect on cell viability was previously observed with artesunate treatment [13]. By contrast,
treatment with primaquine [10], plasmodione [13] or with bc: complex inhibitors had no effect
on cell viability. A 24h treatment with atovaquone at concentrations that fully inhibited
respiratory growth did not result in cell death (not shown). However atovaquone enhanced cell
death induced by proguanil. As shown in fig.2, atovaquone added at 100 nM and proguanil at
25 pM had no effect on cell viability, but their combination resulted in a 50% decrease in cell

viability (fig.2 D) and, as expected, a severe growth inhibition (fig.C).
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A role for the respiratory chain and for the alternative system for mitochondrial membrane

potential generation

We then addressed the question of the role of the respiratory chain and the alternative

mechanism for the generation of mitochondrial membrane potential in proguanil activity.

To that end, we compared the sensitivity to proguanil of the control strain AD1-9 and its derived
rho® mutant without mtDNA. Rho® cells lack the respiratory chain complexes Il and 1V and
the Fo-part of complex V (or ATP synthase), as part of their components are mitochondrially
encoded.

The cells were grown in YPGal with a vigorous agitation for a good aeration of the cultures. In
these conditions, the control cells use mainly the respiratory function while the rho® cells
produce their energy by glycolysis.

If the inhibitory activity of proguanil requires an active respiratory chain, the control cells
would be sensitive to the drug while the rho° cells would be unaffected. This is obseved for
plasmodione and primaquine [10, 13], and of course for atovaquone.

By contrast, if the drug interferes with the alternative mechanism for mitochondrial membrane
potential generation, the rho® cells should be more sensitive than control cells as they rely

exclusively on that mechanism.

In wt cells, the mitochondrial membrane potential is generated by the activity of the respiratory
chain. In rho® cells, the mitochondrial membrane potential (indispensable even when ATP
derived from glycolysis) is maintained by an alternative mechanism, by the electrogenic
exchange of ATP% / ATP* via the adenine nucleotide translocator in concert with the ATP
hydrolysis activity of the F1 domain of complex V and the phosphate carrier. Inhibition of the
adenine nucleotide translocator by mutation or by bongkrekic acid, or inhibition of the F1

domain of complex V is lethal for the rho® cells [19, 20].

As shown in fig.3, rho” cells were slightly less sensitive to proguanil, suggesting that the
respiratory chain plays only a minor role, if any, in proguanil sensitivity. It could also be
inferred that the activities of the adenine nucleotide translocator, the Fi1-domain of complex V
and the phosphate carrier were not impaired by proguanil. It thus seems that the drug would not
act via the inhibition of the alternative system for membrane potential generation, and that other
possible mechanisms need to be investigated. Its synergy with atovaquone argues for
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mitochondrial targets. Its effect on cell viability points towards essential mitochondrial

functions.

Figure 3: Effect of respiratory chain on

100 cell sensitivity to proguanil.

rho and rho° strains were grown in
YPGal with various concentrations of
proguanil. After two days growth at 28°C,
ODonm Were measured. For each strain,

the data are presented as percentage of the
OD¢o, Of the untreated culture. The

experiments were repeated at least twice
and the data averaged. Error bars
represent standard deviation.
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In order to obtain clues on proguanil mode of action, we first addressed the question of a role

for oxidative stress in the drug inhibitory activity.

A role for the oxidative stress

We monitored the effect of proguanil treatment on the activities of the oxidative stress-sensitive
aconitase and, as control, of the oxidative stress-insensitive fumarase, both enzymes of the
Krebs cycle located in the mitochondrial matrix. The cells were grown in YPGal without and
with 80 and 100 puM proguanil during 24h. The final ODesoonm Were recorded, the cell extracts

were the prepared and the activities of both enzymes measured (fig.4A).

Treatment with 80 puM proguanil resulted in 50% growth inhibition and had no effect on
aconitase activity. Increasing the treatment to 100 puM proguanil resulted in a severe 85 %
growth inhibition but a moderate 40 % decrease of aconitase activity. Thus proguanil had only
a minor effect on the ROS-sensitive aconitase. It seems unlikely the observed growth inhibition

would be caused by a major oxidative stress induced by the drug.

Nevertheless, it seemed interesting to ask whether decreasing the antioxidant defence of the
cells might increase their sensitivity to proguanil. Thirteen mutants harbouring deletion of genes
involved in protection against oxidative damage were tested (Table 1). These mutants derived
from strain BY4742. This strain, contrarily to AD1-9, possesses a full set of membrane
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transporters, which very efficiently pump out of the cells a variety of drugs and thus prevent
the drugs to reach concentrations that would affect their intracellular targets. This explain the

insensibility of the strain to proguanil at up to 200 uM (fig.4B).
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Figure 4: Effect of proguanil on the activity of the oxidative stress marker aconitase and
on the growth of Asod2 mutant.

(A) Effect of proguanil treatment on aconitase and fumarase activities. The activities were
assessed spectrophotometrically at 240 nm. Total cell extracts were obtained from a one day
culture in YPGal with or without 80 and 100 uM of proguanil. The reaction was started by
addition of the cell extracts topotassium phosphate buffer containing isocitrate as substrate for
the aconitase or malate as substrate for the fumarase. t test. (B) Effect of deletion of SOD2 on
the growth sensitivity to proguanil. Control (BY4742) and mutant (BY4742 Asod2) strains were
grown in YPEth with various concentrations of proguanil. OD, were measured after three

days. For each strain, the data are presented as percentage of the OD,, of the untreated

culture. The experiments were repeated at least twice and the data averaged. Error bars represent
standard deviation

From the thirteen mutants tested, two presented an increased sensitivity to proguanil, namely,

Asod2 and, Anful.

Nful is involved in the protection of [4Fe-4S] clusters against oxidative damages. It is part of
the Iron-Sulphur cluster (ISC) biogenesis pathway in the mitochondria, as the protein, with
other partners, transfers Fe-S cluster to mitochondrial clients. As a control, we checked whether

impairing the 1ISC biogenesis might exacerbate proguanil sensitivity. Mutations, Aisu2, Aisa2
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and, Agrx5 were tested but the deletion of these genes encoding key actors of the ISC biogenesis
pathway did not increase the drug sensitivity (Table 1). It thus seems unlikely that the main
target of proguanil would be the ISC biogenesis, as lowering the activity of that pathway did
not render the cells more sensitive to the drug. The increased sensitivity of, 4nful mutant might

rather be linked to its role in oxidative damage protection.

Table 1 : Deletion mutants tested for proguanil sensitivity. The deletion mutants derived from
BY4742. The strain possesses a full set of membrane transporters, which renders the cells
naturally insensitive to proguanil as the drug cannot accumulate in the cells.The sensitivity of
the mutants were tested in YPEth or YPGal medium at 200 and/or 400 uM proguanil

Deleted gene | Function Localisation Sensitivity to
proguanil
SOD1 superoxide dismutase mainly cytoplasm (and small | no
population in IMS)
SOD2 superoxide dismutase mitochondrial matrix yes
CTT1 catalase cytoplasm no
CTAL catalase peroxisome no
CCP1 cytochrome c peroxidase IMS no
GLR1 glutathione oxido- cytoplasm and mitochondria | no
reductase
GPX1 glutathione peroxidase cytoplasm, mitochondria, no
peroxisome
GPX2 glutathione peroxidase cytoplasm and mitochondria | no
GPX3 glutathione peroxidase peroxisome and IMS no
GRX1 glutaredoxin cytoplasm no
GRX2 glutaredoxin mitochondria no
PRX1 thioredoxin peroxidase mitochondria no
NFU1 ISC assembly; protection | mitochondria yes
of [4Fe-4S] from oxidative
damage
ISU2 ICS assembly mitochondria no
ISA1 ISC assemby mitochondria no
GRX5 ISC assembly mitochondria no

Sod2, the mitochondrial superoxide dismutase seems to protect the cells against proguanil as
its absence renders the cells more sensitive to the drug. The addition of ascorbate to the 200
MM proguanil-supplemented medium restored the growth of, Asod2 to wt level (fig.4B),
stressing the link between increased ROS level and proguanil sensitivity. Interestingly, Sod1,

the mainly cytosolic superoxide dismutase would not share that role.

We then checked if iron could have a role in the drug activity, as increased iron content could
result in higher ROS production.
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We overexpressed MRS3, encoding the mitochondrial iron transporter, in the control strain
AD1-9 and monitored proguanil sensitivity (fig.5A). MRS3 overexpression increased the drug

potency, suggesting that higher mitochondrial iron content enhanced proguanil activity.

We tested the effect of adding the iron chelators desferoxamine and quercetin in growth medium
(fig.5B). The compounds had a clear protective effect against proguanil, suggesting a role for
iron in the drug activity, which could be indirect and due to an increased redox imbalance

associated with higher mitochondrial iron content.
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Figure S: Effect of mitochondrial iron transporter and iron chelators on cell sensitivity to
proguanil.

(A) Effect of proguanil on the growth sensitivity of AD1-9 transformed with a multicopy
plasmid bearing MRS3. (B) Effect of iron chelators quercetin and deferoxamin on growth
sensitivity to proguanil. The cells were grown in YPEth with various concentrations of

proguanil. OD, —were measured after three days. For each strain, the data are presented as

percentage of the OD of the untreated culture. The experiments were repeated at least twice

600nm
and the data averaged. Error bars represent standard deviation.

Taken together, the results confirmed the mitochondrial site of proguanil action, in particular
the difference between the drug sensitivity of Asod2 and Asod1 mutants (Table 1), as only the
absence of the mitochondrial Sod enhanced proguanil potency, and they pointed towards an

exacerbating effect of mitochondrial oxidative imbalance on proguanil inhibitory activity.
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In the attempt to unravel proganil mechanism of action, we then selected and studied resistant
mutants. Uncovering the cell strategies to decrease proguanil inhibitory effect could give

information about its mode of action.

Possible cell strategies to decrease proguanil inhibitory effect

Co05 and mitochondrial membrane permeability

To select proguanil resistant mutants, several subclones from AD1-9 were grown on YPD, and
then incubated on YPG supplemented with 150 uM of proguanil, which fully abolished cell
growth. Resistant colonies appeared after two months of incubation at a low frequency (1.2 10
19), Four genetically independent resistant colonies (each from different subclones of the
parental strain) were obtained and analysed. First their respiratory growth competence (as
judged by the ODeoonm reached after three day culture in YPEth) and sensitivity to proguanil
were assessed. The mutants presented an unaffected growth competence and a moderate
resistance to proguanil as their 1Csg increased 3-fold as compared to control. No cross-resistance

to plasmodione or atovaquone were observed.

Whole genomic sequencing was performed and revealed the same mutation for the four
mutants: a T to G nucleotide substitution at position 41 downstream PUF3 coding sequence, in
the terminator region [21]. The mRNA-binding protein Puf3 was reported to have several
mitochondrial targets. In particular it was shown to regulate Cog5 abundance and Co-enzyme
Q (CoQ) biosynthesis [22]. Therefore we tested whether the deletion of COQ5 could affect the
sensitivity to proguanil. COQ5 encodes the 2-hexaprenyl-6-methoxy-1,4-benzoquinone

methyltransferase, forming a large complex with other CoQ biosynthetic enzymes.

We compared Acog5 with mutant rho®, both derived form AD1-9 and both defective in
respiratory function, and presenting same growth behaviour (fig.6A). Interestingly, the absence
of cog5 and thus of CoQ synthesis, resulted in a decreased sensitivity to proguanil. It should be

reminded that wt and rho® showed the same or very similar sensitivity (fig.3).

We then tested the effect of adding the CoQ analogue decylubiquinone in the growth medium,
using the control strain AD1-9 (fig.6B). Addition of decylubiquinone increased proguanil
inhibitory effect.
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Figure 6: Effect of coenzyme Q biosynthesis mutant and decylbiquinone addition on
growth sensitivity to proguanil.

(A) Growth sensitivity of coenzyme Q mutant Acoq5 and rho® mutant to proguanil (B). Effect
of decylbiquinone addition on the growth sensitivity to proguanil. Cells were grown in YPGAL

(A) or YPEth (B) under agitation with various concentrations of proguanil at 28°C. OD,

were measured after three days. For each strain, the data are presented as percentage of the
ODy . Of the untreated culture. The experiments were repeated at least twice and the data

averaged. Error bars represent standard deviation

CoQ plays a key and well-known role in electron transfer and has been shown to act as an anti-
oxidant that protects the membrane lipids against peroxidation (see for instance, [23] and
references within). Yeast synthesize only saturated and monounsaturated fatty acids that are not
prone to peroxidation but CoQ-deficient yeast cells were shown to be hypersensitive to the auto-

oxidation of added polyunsaturated fatty acids [24].

CoQ was also reported to stabilize the phospholipid membrane [25]. In presence of CoQ-10 the

membranes are less permeable to hydrophilic solutes.

The effect of Acog5 mutation that abolishes CoQ biosynthesis on proguanil sensitivity might
be related to that property. As proguanil and other biguanides are positively charged molecules,
they could be concentrated inside mitochondria by the mitochondrial membrane potential

(Bridges et al. 2014). The compounds might reach high concentrations that impair
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mitochondrial functions and/or block transporters, which could be lethal for the cells. In the
absence of CoQ, the mitochondrial membrane might be more permeable, facilitate the diffusion
of proguanil out of the mitochondria and reduce its accumulation. We could also hypothesize
that proguanil would be transported into the mitochondria by a transporter whose activity is
modulated by CoQ.

Little is known about the transport of proguanil into the mitochondria. In mammalian cells, the
drug seems unable to access the mitochondrial matrix contrarily to the related biguanide
phenformin whose uptake would involve the organic cation/cartinine transporter (OCTN1) [8,
26, 27]. In yeast as in the malaria parasite, it is most likely that proguanil could accumulate into
the mitochondria as the data point toward a mitochondrial location of the drug activity: for
instance the synergy with atovaquone that specifically targets the bci: complex and as shown in

yeast, the effect of Asod2.

Heme and sequestration of proguanil

In order to obtain more proguanil resistant mutants, we used another strategy. We transformed
AD1-9 with a multicopy genomic library and tested around 15,000 transformants for resistance
on YPG supplemented with 150 uM of proguanil. One transformant only presented a weak
resistance. Sequencing of the plasmid-born insert revealed that it contained a partial sequence
of HEM13 and the complete sequence of NRG1. Nrgl was identified as a transcriptional
repressor of glucose-repressed genes [28] and reported to be involved in the regulation of
HEM13 expression [29].

Next, we used AD1-9 transformed with the multicopy plasmid bearing NRGL1 to select others
resistant strains. Nine genetically independent resistant strains were obtained. The plasmid was

then removed from the resistant cells without loss of the resistance.
The resistant mutants could be classed in two groups.

The first group contains five resistant mutants. They shared a moderate resistance (two fold
increase in 1Cso) and presented a 60 % decrease of in respiratory growth capacity. The whole

genome sequencing of the mutants is in progress to identify the mutation.

The second group contains four mutants with an intriguing phenotype. They presented an
unaffected respiratory growth and a moderate resistance (2.5-fold increase in 1Csp). When

grown to late stationary phase, the cells showed a pink colour. Optical spectra of the mutant
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and of control cells were recorded (fig.7). An accumulation of a (haemoglobin like) pigment
with a peak at 575 nm was observed in the mutant cells. In cells from five days cultures, that
pigment formed the main optical signal and masked the cytochrome spectra. The pigment did
not accumulate in cells grown in glucose-rich medium without aeration (not shown), which was
not unexpected as heme biosynthesis required oxygen. These cells when devoid of pigment lost
the resistance to proguanil, thus showing that the resistance was caused by the pigment

accumulation.
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Figure 7: Optical spectra of whole cells. Cytochrome spectra were recorded with a
spectrophotometer Cary 400 (Varian, San Fernando, USA) at low temperature. WT and mutants
were grown on YPD plates for 1 or 5 days. Cells were collected and reduced with dithionite
before freezing in liquid nitrogen and scanning. Black, WT; Red, proguanil resistant mutant,
one day growth; Grey, proguanil resistant mutant, five days growth. The signal corresponding
to cytochromes c, c1, b and oxidase are indicated. The peak at 575 nm is indicated by a question
mark.

We checked whether the accumulation of the pigment could be due to the over-expression of
the haemoglobin like proteins present in yeast that are encoded by YHB1 [30] and YNL234W
[31]. The deletion of the genes had no effect, which ruled out a role for these proteins. The
whole genome sequencing of the mutants is in progress to identify the genetic cause of that

phenotype.

Regardless of the mutation causing the pigment accumulation, we could speculate on the link

between decreased proguanil sensitivity and pigment accumulation.
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A report suggested that the biguanide metformin could target heme and bind to its iron [32].
We could hypothesize that proguanil could bind to the pigment present at high levels in the

mutants. Its sequestration would decrease it toxic accumulation in the mitochondria.

The identification of the mutations conferring proguanil resistance will provide more
information. It might also be possible to purify and then identify the pigment by mass

spectroscopy, which could also reveal the possible binding of proguanil.
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Discussion du chapitre et questions ouvertes

Cette étude du mode d’action du proguanil et du mécanisme de synergie avec 1’atovaquone a
apporté de nombreux résultats mais bien des questions restent ouvertes. Plus de travail sera

nécessaire pour y répondre.

L’hypothése formulé par A. Vaidya pour expliquer la synergie n’est pas validée par les résultats
présentés ici. Il avait proposé que le proguanil affecterait le systeme alternatif qui maintient le
potentiel de membrane mitochondrial quand la chaine respiratoire est inhibée. Ce ne semble

pas étre le cas et une autre explication doit étre trouvée.

Il se pourrait que le proguanil s’accumule dans la mitochondrie, sans avoir de cibles spécifiques,
mais a une concentration telle que le fonctionnement de la mitochondrie soit sevérement
perturbé et, que peut-étre, les transporteurs ne marchent plus, ce qui conduirait a la mort
cellulaire observée. Bridges et al. (Bridges et al. 2014) suggerent que les biguanides peuvent
s’accumuler dans la matrice mitochondriale a des concentrations 1000 fois supérieures a celles
du milieu extracellulaire, en réponse au potentiel de membrane (membranes plasmique et
mitochondriale) et selon la présence de transporteurs. Notons que Jones et Ward (Jones and
Ward 2002) ont testé quatre autres biguanides, en plus du proguanil, chez le parasite, et ont
montré que l’atovaquone agit en synergie avec ces composés. Cet effet n’est donc pas

spécifique au proguanil mais partagé par cette classe de composés.

La stratégie des levures pour réduire leur sensibilité au proguanil serait de diminuer son
accumulation dans la mitochondrie. Reste a prouver cette hypothése. L utilisation de proguanil
radioactif permettrait d’évaluer sa concentration dans la matrice mitochondrie. Mais ce sont des
expériences lourdes et couteuses. L’identification de plus de mutations de résistance apportera

probablement des informations.

Comment expliquer la sensibilité accrue au proguanil du mutant Asod2 ? Si le proguanil
s’accumule dans la mitochondrie au point que son fonctionnent est fortement altéré, la
surproduction de ROS (causé par I’absence de Sod2) va probablement exacerber le
dysfonctionnement. Le traitement a la plasmodione, comme décrit au chapitre I-1 résulte, trés
probablement, dans la surproduction de ROS. De ce fait, un effet synergique entre plasmodione
et proguanil serait attendu. Or c¢’est un antagonisme qui est observé chez la levure comme chez
le parasite. La plasmodione empécherait-clle le proguanil de s’accumuler dans la

mitochondrie ? Y aurait-il compétition pour des transporteurs ? Y aurait-il une interaction
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directe entre les deux composeés qui annulerait leurs activités ? Une fois, le mécanisme d’action

du proguanil mieux compris, il serait bon de revenir a ces questions.

Enfin, la question de la synergie avec I’atovaquone (et les autres inhibiteurs du complexe bci)
reste intrigante. Nous avons vu que I’inhibition du complexe bci par I’atovaquone est nécessaire
pour observer la synergie. De plus, I’atovaquone potentialise I’effet du proguanil non seulement
sur la croissance des cellules (Fig.1) mais aussi sur leur viabilité (Fig.2). Une diminution du
potentiel de membrane suite a I’inhibition de la chaine respiratoire ne semble pas pouvoir
expliquer cela. En effet, nous avons vu qu’un mutant rho® (sans chaine respiratoire) n’est pas
plus sensible au proguanil que son parent rho*. De plus, si I’accumulation du proguanil dépend
du potentiel de membrane, la diminution de ce potentiel devrait avoir un effet inverse c’est-a-
dire diminuer la sensibilité au proguanil. C’est en fait ce qui est observe lorsque 1’on compare
rho® et rho®. Il y a une légére diminution de la sensibilité du mutant rho°® (Fig.3). De méme,
lorsque la souche contréle est cultivée en milieu de fermentation, la sensibilité au proguanil
(ICs0) diminue d’un facteur 3 environ (données non présentées). Pour cela, les cellules sont
cultivées en tubes dans un milieu riche en glucose et sans agitation, ce qui réduit beaucoup

[’aération.

Comment I’inhibition du complexe bcy par I’atovaquone (ou un autre inhibiteur) pourrait-elle
favoriser I’accumulation du proguanil dans la mitochondrie (si c’est bien la le mode d’action

du proguanil) ?

Est-ce spécifiquement I’inhibition du complexe bci qui provogue ce phénomeéne ?
Malheureusement, il n’y a pas de bons inhibiteurs spécifiques des NADH déshydrogénases pour
tester leurs effets ? Quant aux inhibiteurs de la cytochrome oxydase (KCN, azide), trop
toxiques, ils ne peuvent pas étre utilisés pour des tests de culture dans nos conditions
habituelles. De plus en inhibant un complexe de la chaine respiratoire, le complexe bc; sera

aussi inhibé. Les résultats ne seront peut-étre pas concluant.

Une hypothése pourrait étre que 1’inhibition du complexe bc; affecte le / les transporteurs du
proguanil qui rentre plus facilement ou sort plus difficilement de la mitochondrie et donc

s’accumule davantage, expliquant la synergie.

L’étude d’une panoplie plus large de mutants de résistance au proguanil pourrait nous donner

des indications. On pourrait espérer toucher ce/ces transporteurs hypothétiques.
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Conclusion générale et perspective
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Avec pres de 219 millions de personnes malades en 2017, le paludisme constitue un des grands
fléaux du XXI*™siecle. Derriére ce probléme de santé public, se trouvent de nombreux enjeux
socio-économiques. Dans les pays en voie de développement, notamment les pays d’Afrique,
le paludisme constitue un des acteurs majeurs du ralentissement du développement. Dans ces
pays, il constitue la principale maladie de travail mais aussi I’une des principales sources de
dépenses familiales, ce qui en fait un facteur d’appauvrissement. En effet I’OMS estime que le
paludisme serait responsable d’une perte de prés de 115 milliards d’euros du PIB (produit
intérieur brute) Africain soit 32% de ce PIB. Cette maladie est également une préoccupation
majeure pour les pays développés qui sont constamment en coopération humanitaire avec les
zones endemiques dont les pays Africains. Le drame humain que constitue le paludisme est
aussi effroyable car il est la principale cause de déces infantile dans ces pays. Ces différents

aspects ont fait du paludisme 1’une des priorités des organisations mondiales.

Une bonne connaissance du paludisme et de I’agent responsable Plasmodium est essentiel pour
faire face a la maladie. Cette connaissance a bien évolué au cours de ces derniéres annees. Les
progrés majeurs ont été une meilleure compréhension du cycle de vie du parasite et le
séquencage complet de son génome, ainsi que les études de transcriptomiques. Malgré ces
avancées scientifiques qui permettraient d’identifier des cibles, il n’existe pas encore de vaccin
contre le paludisme. L’utilisation de médicaments antipaludiques restent le seul moyen
thérapeutique. Une large panoplie de médicaments existe. Malheureusement, de nombreux cas

d’échecs thérapeutiques liés a I’apparition des souches résistances ont été observeés.

Le développement de nouvelles molécules antipaludiques et/ou 1’amélioration des molécules
déja présentes sur le marché constitue actuellement une urgence sanitaire. Des molécules
pouvant cibler tous les stades de réplication du parasite seraient idéales. Ces molécules
pourraient ainsi servir au traitement symptomatique de la maladie, a la prévention des cas de
rechute mais aussi au blocage de la transmission de la maladie. Malheureusement aucune

molécule n’existe actuellement avec cette caractéristique.

Cependant, certaines molécules sont particulierement intéressantes en raison de leur capacité a
cibler a la fois le stade sanguin (symptomatique) et le stade transmissible du parasite. Une
molécule connue de trés longue date a cette propriété, le bleu de méthyléne. Cette molécule a
été sur le marché mais maintenant retirée a cause de ses effets secondaires (coloration bleue de
la peau). Une nouvelle molécule en développement, la plasmodione, étudiée dans cette these,
partage certaines caractéristiques avec le bleu de méthylene, sans présenter cet effet secondaire.

La plasmodione agit aussi aux stades sanguin et transmissible du parasite, et comme le bleu de
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méthyléne, agirait par stress oxydant via un cycle d’oxydo-réductions. Ce mode d’action semble
particulierement intéressant dans la conception de molécules antipaludiques. Il faut, pour que
la molécule ait une action spécifique sur le parasite sans toxicité pour le patient, que ce
mécanisme d’action par cycle d’oxydo-réductions fasse intervenir des acteurs cellulaires
spécifiques au parasite ou a la cellule parasitée. C’est le cas par exemple, d’un promédicament

qui requiére une bio-activation par des composants du parasite. La plasmodione a ce profile.

Méme si la plasmodione est potentiellement un bon antipaludique, il pourra étre utile de la
combiner avec une autre molécule lors de son développement comme médicament, en
particulier une molécule qui agit en synergie avec la plasmodione. Cela permet de diminuer les
doses a utiliser lors du traitement et le risque d’apparition de résistance. Les partenaires
déterminés chez la levure, dans ce travail, peuvent étre d’intéressants candidats en particulier
I’artésunate. Beaucoup de médicaments antipaludiques sur le marché actuellement se trouvent

sous forme combinée avec les artémisinines.

Dans le développement de médicament antipaludique, le colt financier est également un
parameétre a considérer. Ces médicaments étant majoritairement destinés aux pays africains dont
les capacités économiques sont relativement modestes, il est important que le co(t du
médicament soit proportionné. L’exemple typique est celui du Malarone®. Constitué
d’atovaquone et de proguanil, cet antipaludique est trés cher pour les pays en voie de
développement. Son colit élevé est principalement di a celui de I’atovaquone. Il faudrait
pouvoir trouver un autre partenaire moins couteux au proguanil ou améliorer I’efficacité de la

combinaison atovaquone-proguanil pour pouvoir diminuer les doses.

Le proguanil est métabolisé en cycloguanil, inhibiteur de la dihydrofolate réductase (DHFR)
essentielle au parasite. Mais le proguanil lui-méme est un excellent partenaire synergique de
I’atovaquone, contrairement a son métabolite. En bloquant la cyclisation du proguanil, la
synergie atovaquone-proguanil est favorisée, ce qui pourrait peut-étre permettre de réduire les

doses et donc le cout.

Une autre stratégie serait peut-étre 1’utilisation d’une molécule qui posséde le méme mode
d’action que le proguanil mais encore plus efficace en combinaison avec I’atovaquone. Il faudra
bien sOr garder la spécificité, c’est-a-dire des molécules toxiques pour le parasite mais sans ou
avec peu d’effet sur les cellules humaines. Dans le cas de 1’atovaquone, la spécificité vient
surtout de différences structurales dans sa cible, le site Qo du complexe bcy entre I’enzyme

humaine et I’enzyme du parasite. Quant au proguanil, il ne semble pas pouvoir entrer dans la
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mitochondrie des cellules mammiféres. Sa spécificité viendrait de différences entre les
transporteurs mitochondriaux. Par contre, une autre molécule de la méme famille, la

metformine, est utilisée tres largement pour traiter le diabéte.

Pour pouvoir développer ou améliorer cette combinaison proguanil-atovaquone, la

compréhension du mode d’action du proguanil est essentiel.

Les résultats apportés dans cette étude ont permis d’avancer dans I’étude du mode d’action de
la plasmodione. Ces données devront étre validées chez le parasite. La comparaison des
résultats obtenus chez les deux organismes montrera sans doute 1’intérét de I'utilisation du
modele levure mais aussi ses limites. Quant au mécanisme d’action du proguanil, bien des

questions restent ouvertes.
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Les résultats obtenus indiquent que la plasmodione est une ‘pro-drogue’ qui est transformée en métabolites actifs qui entrent ensuite dans
un cycle de réactions d’oxydo-réduction (redox) produisant des espéces réactives de I’oxygéne (ROS). Le stress oxydant qui en résulte
provoque ’arrét de croissance. Ces résultats sont en accord avec les données venant des études avec le parasite. J’ai montré que des
flavoprotéines mitochondriales, principalement de la chaine respiratoire et du cycle de Krebs, jouent un réle clé dans Iactivité de la
plasmodione. Ainsi les NADH déshydrogénases catalysent les réactions redox en utilisant les métabolites actifs de la plasmodione comme
substrats aboutissant a une production de ROS. La succinate-déshydrogénase pourrait étre impliquée dans la transformation de la
plasmodione en métabolites actifs. Le fonctionnement de ces enzymes mitochondriales est donc requis pour que I’activité inhibitrice de la
plasmodione soit observée.

La mitochondrie est aussi un élément clé dans le mode d’action du proguanil. Dans une étude publiée précédemment, les auteurs avaient
émis I’hypothése que le proguanil ciblerait un systéme enzymatique mitochondrial participant au maintien du potentiel membranaire. Mais
les résultats que j’ai obtenus ici ne semblent pas valider ce modéele. Ils conduisent plutot a I’hypothése que le proguanil s’accumulerait dans
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Abstract : Malaria is caused by the Plasmodium parasite transmitted by mosquitoes. The disease remains today a major health issue with
hundreds of thousands deaths every year. The development of new antimalarial compounds and/or the improvement of already available
drugs is urgently needed. Compounds that could target all the stages of the life cycle of the parasite would be the best. Such drugs could be
used in symptomatic treatment, for relapse prevention but also to block the transmission of the disease.

In this work, | studied the mode of action of two antimalarial compounds, namely plasmodione and proguanil. Plasmodione is a new lead
compound that targets the parasite both at the blood stage and at the gametocyte stage responsible for the transmission from human to
mosquito. Proguanil has been in use for many years. Yet its mode of action is not understood although it is known to be an efficient
synergistic partner of the antimalarial atovaquone that targets the mitochondrial respiratory chain bcl complex.

I used yeast as a model organism and an approach of genetics (construction, selection and analysis of mutants) and biochemistry (enzymatic
activity tests) in order to decipher the mode of action of these compounds.

The results indicate that plasmodione is a pro-drug transformed into active metabolites that then enter in a cycle of oxido-reductions (redox)
producing reactive oxygen species (ROS). The resulting oxidative stress causes growth arrest. These data are in agreement with results
obtained with the parasite. | showed that mitochondrial flavoproteins, mainly of the respiratory chain and Krebs cycle, play a key role in
plasmodione activity. The NADH-dehydrogenases catalyse the redox reactions using the active plasmodione metabolites as substrates,
leading to ROS production. The succinate-dehydrogenase is likely to be involved in the transformation of plasmodione in its active
metabolites. Thus the functioning of the mitochondrial enzymes are required for the activity of plasmodione.

The mitochondria is also a key element in the mode of action of proguanil. In a previously published report, the authors had hypothesized
that proguanil would target a mitochondrial enzymatic system involved in the generation of the membrane potential. However the data |
obtained do not seem to validate that hypothesis. They lead rather to the following hypothesis: proguanil would accumulate in the
mitochondria, probably to high concentrations, which would affect essential mitochondrial functions leading to cell death. A number of
questions remain open and more work are needed to uncover proguanil mode of action.
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