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C RESUMÉ

Chez Candida albicans, une levure pathogène opportuniste, les gènes CDR] et

CDR2 codent pour des transporteurs ABC (TP-binding cassette) très similaires formés de

deux moitiés contenant chacune un site de liaison à l’ATP (NBD: nucleotide binding

domain) suivi de six segments transmembranaires. Leur surexpression cause la résistance

aux antifongiques azolés utilisés pour le traitement des candidoses. L’objectif de mon

projet est de comprendre les propriétés structurales et fonctionnelles des transporteurs

Cdrlp et Cdr2p de C. albicans. Dans un premier volet, j’ai développé un système

d’expression qui m’a permis de caractériser les similitudes et différences entre Cdrlp et

Cdr2p. Les deux protéines sont correctement exprimées et fonctionnelles chez une souche

de Saccharornyces cerevisiae hypersensible aux drogues, tel qu’évalué par

immunobuvardage, par des tests de résistance aux antifongiques, ainsi que par un test de

transport de la rhodamine, un substrat cytotoxique fluorescent. Des expériences de

marquage avec le dérivé photoactivable { ‘2I]iodoaryl azido-rhodamine 123 (IAARh 123)

C ont démontré que les deux protéines lient la rhodamine et que cette liaison s’effectue autant

par les moitiés N- ou C-terminales de Cdr2p, d’une manière indépendante l’une de l’autre.

Cependant, la co-expression des deux moitiés est nécessaire afin de reconstituer un

transporteur fonctionnel. J’ai également démontré qu’en présence de composés

antifongiques, la molécule immunosuppressive fK520 inhibe la résistance causée par

Cdrlp, mais n’affecte pas l’activité de Cdr2p. De plus, l’expression de Cdrlp entraîne une

hypersensibilité au FK520, alors que les levures exprimant Cdr2p sont résistantes à ce

composé.

Dans un deuxième volet, j’ai étudié les propriétés des NBD de Cdr2p. Les

transporteurs Cdrp présentent dans le NBD N-terminal (NBD1) une modification

surprenante dans un motif essentiel à la liaison et à l’hydrolyse de l’ATP (GX4GCS/T au

lieu de GX4GKS/T). Afin d’évaluer les conséquences fonctionnelles de cette substitution,

j’ai muté la C191 atypique pour K ou A, K$99 pour C ou A et j’ai construit un double

mutant (C191K1K899C). Ces protéines mutantes sont correctement exprimées à la surface

C de la cellule et peuvent lier un dérivé photoactivable de l’ATP ([Œ-32P]$-azido-ATP). Alors
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que les mutations C191A et K899A réduisent légèrement la capacité de Cdr2p à lier l’ATP,

—- la mutation CI9ÏK l’augmente clairement. Les niveaux d’activité de ces mutants ont été

comparés à celui du Cdr2p sauvage dans des tests de résistance aux antifongiques et

d’accumulation intracellulaire de rhodamine. Mes résultats indiquent que C191 dans le

NBD1 contribue minimalement au transport des antifongiques, alors que l’intégrité du

motif dans le NBD2 (K$99) est essentielle au fonctionnement de Cdr2p. Cette constatation

est également supportée par les résultats d’un test d’hydrolyse de I’ATP effectué à partir de

fractions membranaires enrichies en Cdr2p. Le photomarquage des moitiés N- et C-

terminales de Cdr2p révèle également une forte asymétrie des NBD de Cdr2p dans leur
3,capacite a lier le [c& P]8-azido-ATP.

Mes résultats démontrent que, malgré un haut niveau d’homologie, Cdrlp et Cdr2p

présentent d’importantes différences fonctionnelles, suggérant des rôles biologiques

distincts. Les NBD de ces transporteurs sont fortement asymétriques et contribuent

positivement, mais d’une façon inégale au mécanisme de transport.

C
Mots clés: Candida albicans. résistance multiple aux antifongiques, transporteur ABC,

CDRJ, CDR2, pompe à efflux, domaine de liaison à l’ATP.
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O SUMMARY

In the opportunistic yeast pathogen Candida aÏbicans, the CDR] and CDR2 genes

encode highly homologous ATP-binding cassette (ABC) transporters which are

overexpressed in antifungal-resistant clinical isolates. These transporters are formed by two

homologous halves, cach containing an intracellular nucleotide-binding domain (NBD)

followed by a rnembrane-associated domain. The objective of my project is to investigate

the structural and functional properties of Cdrlp and Cdr2p. In the first part, I developed a

heterologous expression system to characterize the similarities and differences between

Cdrlp and Cdr2p. Both proteins were properly expressed and functional in a hypersensitive

Saccliarornyces cerevisiae strain, as determined by Western blotting, drug susceptibility

assays, and efflux of rhodamine, a fluorescent cytotoxic substratc. I showed that Cdrl p and

Cdr2p can bind the photoreactive analogue [1251]iodoaryl-azido-rhodarnine 123

(IAARhY23) and that both halves of Cdr2p can bind rhodarnine independently. However,

C co-expression of both halves is necessary to reconstitute a functional transporter.

Interestingly, Cdrlp was found to confer hypersusceptibility to FK520, an

immunosuppressive agent, whereas Cdr2p conferred resistance to this compound,

uncovering a major functional difference between the two transporters. furthermore, when

administered in combination with antifungal drugs, FK520 sensitized celis expressing

Cdrlp but flot those expressing Cdr2p. FinaÏly, we showed that Cdr2p confers

hypersusceptibility to hydrogen peroxide and resistance to diamide, while Cdrlp has no

effect against these oxidative agents.

The second part of my project consisted of studying the properties of the Cdr2p

NBDs. The Cdrp transporters have a surprising modification in the Walker A motif of the

N-terminal NBD (NBD1; GX4GC$/T instead of G)ÇGKS/T). The highly conserved lysine

residue is known to be important for ATP interaction. To determine the functional

consequences of this substitution, I mutated the atypical Cl 91 to K or A, the conserved

K899 to C or A, and I also constructed a double mutant (CÏ91KIK$99C). The mutants

were correctly expressed at the celi surface and could bind the ATP analog [Œ-32P]8-azido-
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ATP. While the CT9YA and K$99A mutations sÏightly reduced ATP binding, the C191K

mutation clearly increased ATP binding by the Cdr2p NBD 1. The activity levels of these

mutants were compared to the wild-type protein in antifungal resistance assays and

intracellular accumulation of rhodamine. My resuits indicate that C191 of NBD1

contributes minimally to antifungal transport, while the integrity of the Walker A motif in

NBD2 (K899) is essential to Cdr2p function. This observation is also supported by ATP

hydrolysis measurement with Cdr2p-enriched membrane fractions. Photolabeling of the N

and C- halves also revealed important differences in [Œ-32PJ8-azido-ATP binding, which

underline structural and functional asymmetry between the Cdr2p NBDs.

My resuits have shown that despite a high level of homology, Cdrlp and Cdr2p

possess important functional differences, thus suggesting distinct biological roles. The

NBD domains of these transporters are highly asymmetric and contnbute positively, but

unequally to the transport process.

C
Key words: Candida aibicans, antifungal resistance, ABC transporter, CDRJ, CDR2,

multidrug efflux pump, ATP binding.
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INTRODUCTION
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I. La levure Candida albicans, les candidoses et leurs traitements

A. Introduction aux champignons, levures et moisissures

1. Biologie et classification

Les champignons, les levures et les moisissures sont des organismes eucaryotes

regroupés en un seul règne, celui des Mycètes (Fungi, en anglais). Longtemps considérés

comme appartenant aux végétaux, les Mycètes se distinguent de ceux-ci principalement par

l’absence de chlorophylle permettant la photosynthèse ainsi qu’une paroi cellulaire formée

de chitine, tandis que celle des organismes végétaux est formée de cellulose. Le règne des

Mycètes est en fait plus apparenté au règne des Animaux qu’aux règnes des Plantes et des

Bactéries. Les protistes flagellés sont évoqués comme ancêtres communs des Mycètes et

des Animaux (Baldauf et Palmer, 1993).

Alors qu’environ 100 000 espèces appartenant au règne des Mycètes ont été

identifiées à ce jour, le nombre total d’espèces est estimé à environ 1.5 millions (Ainsworth

et aÏ., 2001). Ces organismes se présentent sous une multitude de formes et de tailles.

Ainsi, la plupart des Mycètes sont multicellulaires et filamenteux, tandis que certains sont

des organismes unicellulaires peu complexes n’ayant que quelques microns de diamètre.

Ces derniers sont connus sous Je nom de «levures ». Les levures sont des cellules

sphériques, se divisant principalement par bourgeonnement ou par fission binaire. Les

Mycètes que l’on nomme «moisissures» sont formés de cellules filamenteuses à

embranchements multiples qui s’allongent aux extrémités. Ces filaments (ou «hyphes »)

sont uni- ou multi-nucléés et peuvent être cloisonnés par des structures appelées «septa»

(« septum» au singulier). Un amas d’hyphes s’appelle «mycélium ». Un mycélium de

moisissure aura généralement l’aspect d’un réseau lâche et diffus, alors que celui d’un

champignon sera compact et structuré. Un mycélium peut être végétatif ou reproducteur.

Ainsi, au bout des hyphes d’un mycélium reproducteur se trouvent des fructifications

contenant des formes arrondies que l’on nomme «spores ». Certaines spores résultent

d’une reproduction sexuée, après la fusion de deux cellules-mères appartenant à des

organismes différents, alors que d’autres spores résultent d’une reproduction asexuée, qui
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C est beaucoup plus fréquente et qui produit un plus grand nombre de spores. Ces spores sont

presqu’inactives métaboliquement, très résistantes aux stress environnementaux et

contiennent le matériel génétique de l’espèce en question. Leur rôle est d’assurer la

dispersion et/ou la survie de l’organisme. La germination des spores produit un nouveau

mycélium. Les cycles de reproduction des Mycètes sont très variés et peuvent être fort

complexes, utilisant non seulement des phases haploïdes et diploïdes, mais également une

phase dicaryotique. Les méthodes de reproduction des Mycètes ne seront donc pas

discutées dans cet ouvrage.

Certains mycètes sont dimorphes, c’est-à-dire qu’on peut les retrouver, selon les

conditions, sous la forme de levure (unicellulaire) ou sous la forme d’hyphes

(multicellulaire). Il serait donc difficile de classifier les différentes espèces de mycêtes

selon la morphologie générale de l’organisme. La plupart des mycètes, y compris les

levures, produisent des spores. On utilise donc les différentes formes de spores, le type de

fructification ainsi que la capacité d’un mycète à utiliser une phase sexuée durant son cycle

de reproduction comme caractéristiques fondamentales déterminant les différents phyla du

règne des Mycêtes. Bien que plusieurs détails de la classification des Mycètes demeurent

nébuleux et même sujets à la controverse parmi les mycologues, on reconnaît quatre grands

phylums: les Oomycètes, les Zygomycètes, les Ascomycètes et les Basidiomycètes. De

plus, un phylum artificiel, celui des deutéromycètes (avec un «d» minuscule, ou mycètes

imparfaits) a été créé afin de regrouper les mycêtes pour lesquels aucune phase sexuée n’a

été démontrée (Guarro et al., 1999). La plupart des organismes appartenant aux

deutéromycètes peuvent être néanmoins classés parmi les Ascornycètes ou les

Basidiomycètes d’après leur structure génétique.

2. Écologie et utilisations

À l’instar des plantes vertes, les Mycètes, dépourvus dc chlorophylle, sont des

organismes hétérotrophes, c’est-à-dire qu’ils ont besoin de composés organiques pour se

nourrir, tout comme les Animaux. La vaste majorité nécessite de l’oxygène pour se

C développer, tandis que certaines espèces sont des anaérobiques facultatifs. Les Mycètes



4

possèdent une multitude de niches écologiques, dont le sol, l’eau, les plantes, les insectes et

les animaux (Ulloa et Hanlin, 2000). Ils sont en grande majorité des organismes

saprophytes, se nourrissant de matière en décomposition, mais on retrouve également les

modes de vie suivants chez les Mycètes

- Commensalisme: L’organisme commensal habite sur ou dans un autre

organisme et se nourri aux dépend de celui-ci, mais sans lui causer de tort

(ex: la levure Candida albicans qu’on trouve sur les muqueuses et la peau

des mammifères);

- Symbiose: Association de deux ou plusieurs organismes différents, qui

leur permet de vivre avec des avantages pour chacun. Une symbiose peut

être obligatoire pour certains organismes (ex : les champignons et les

algues ou bactéries photosynthétiques formant les différents types de

lichens) ou facultative (ex : les mycorrhizes, qui sont l’association de

champignons avec les racines de différents végétaux);

- Parasitisme: Le parasite se nourri aux dépends d’un autre organisme

(l’hôte) en lui causant du tort, pouvant même mener à la destruction de

l’hôte (cx: le mildiou de la pomme de terre, causé par le Fhytophthora

infestans).

Les Mycètes ont développé des adaptations très diverses, de telle sorte qu’on les

trouve dans pratiquement tous les écosystèmes. Cependant, la plupart des Mycètes ont

besoin d’humidité pour se développer. De rares espèces se sont adaptées à la sécheresse,

alors que plusieurs types de levures vivent directement dans les eaux douces. les océans et

même les eaux polluées. Certains Mycètes peuvent tolérer de très fortes pressions

osmotiques (milieux très salés ou sucrés). Étant dépourvus de chlorophylle, les Mycètes

poussent aisément dans l’obscurité totale. Que ce soit par l’action du vent ou de l’eau, la

formation de spores assure aux Mycètes une dispersion sur de très grandes distances, tandis

que le contact entre organismes hôtes peut également assurer le transfert d’espèces

parasitiques.
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C Les Mycètcs jouent un rôle primordial dans la formation de l’humus (en tant que

décomposeurs de la matière organique morte). Ils assurent entre autres la décomposition de

nos déchets domestiques. Également, les Mycètes sont un maillon important de la chaîne

alimentaire, non seulement en favorisant la croissance des plantes, mais aussi en étant eux-

mêmes source de nourriture pour une multitude de protozoaires, d’insectes et d’animaux,

incluant l’homme, qui exploite les champignons, les levures et les moisissures depuis des

millénaires pour diverses utilisations agro-alimentaires. Plus récemment, ces organismes

sont utilisés dans des applications industrielles et médicales.

Malheureusement pour l’homme, plusieurs champignons sont toxiques, alors que

plusieurs levures et moisissures sont des pathogènes, causant des infections fongiques

associées globalement sous le terme «mycoses ». La grande majorité des Mycètes

parasitant l’homme appartient au groupe des deutéromycêtes.

C B. Les infections fongiques chez l’humain

1. L’épidémiologie des infections fongiques

Pendant les années 80 et la première moitié des années 90, les intervenants en

milieu hospitalier ont remarqué une forte augmentation de l’incidence des infections

fongiques. Notamment, une étude américaine a dévoilé qu’au cours de la décennie 1980 —

1990 les cas de septicémies impliquant champignons et levures ont quintuplé tandis que les

infections fongiques urinaires et infections de plaies chirurgicales ont doublé et triplé,

respectivement (Beck-Sague et Jarvis, 1993; Fridkin et Jarvis, 1996). Nous avons été

témoins durant cette période du perfectionnement et d’une utilisation routinière de

technologies médicales avancées, comme la transplantation de moelle osseuse ou autres

organes, ainsi que la chimio- et radiothérapie pour le traitement de cancers. Cependant, ces

procédés médicaux dits «agressifs» entraînent une importante perte d’efficacité du

système immunitaire du patient, qui devient alors extrêmement sensible aux infections

microbiennes. L’utilisation grandissante de cathéters, de nutrition par voie parentérale,

d’outils chirurgicaux et d’imagerie par voie intraveineuse, ainsi que l’administration
L d’antibiotiques à large spectre ont certes sauvé un nombre incalculable dc patients, mais ont
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C rapidement été corrélées avec cette augmentation de cas d’infections fongiques (Eggimann

et al., 2003a). Plusieurs mycètes préalablement perçus comme non-pathogènes ont

subitement changé de statut pour devenir des pathogènes potentiels (ou «opportunistes »)

(Bodey, 1988). Il va sans dire que l’apparition du VIH / SIDA durant ces années a

considérablement augmenté le bassin de patients immunodéficients. La neutropénie, la

prise de corticostéroïdes, les brûlures, la ventilation assistée, la durée du séjour aux soins

intensifs, l’hémodialyse ainsi que la malnutrition figurent également comme facteurs de

risque pour développer une infection fongique (fridkin et Jarvis, 1996).

Bien que l’introduction de la thérapie antirétrovirale hautement active (HAART)

pour le traitement de patients infectés par le VIH ait eu un impact bénéfique sur les taux de

morbidité et de mortalité associés à une infection fongique chez ces personnes (Palella et

aÏ., 1998; Martins et al., 1998), les infections fongiques gagnaient toujours du terrain en

milieu hospitalier, au point où les infections à levures (notamment au Candida spp.) sont

devenues la quatrième cause d’infections nosocomiales aux États-Unis (Jarvis et al., 1991;

Ç Berrouane et aÏ., 1999; Edmond et al., 1999). Cette augmentation de l’incidence

d’infections dues à des champignons et levures a engendré à cette période un essor de la

recherche scientifique visant à comprendre les aspects fondamentaux et cliniques des

levures dites «pathogènes ».

Avant de continuer, il est important de faire la distinction entre une «infection» et

une «colonisation ». En effet, un microbe colonise l’hôte lorsqu’il est présent et/ou se

multiplie dans celui-ci sans causer de dommage apparent (symptôme). L’infection, quant à

elle, suppose que le microbe en question cause des dommages à son hôte, tout en

proliférant de manière incontrôlée.

2. Les mycètes pathogènes et les différentes formes de mycoses

Moins d’une centaine d’espèces de champignons et levures sont pathogènes pour

l’humain. C’est relativement peu, considérant qu’il existerait plus d’un million et demi

d’espèces différentes. Il faut dire que l’application du terme «pathogène» à une espèce
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microbienne est un processus parfois subjectif, laborieux et difficile à prouver

scientifiquement. C’est particulièrement le cas pour les infections à levures qui ne sont pas

obligatoirement répertoriées. De plus, les méthodes de culture et d’identification des

champignons en milieux hospitaliers étaient relativement grossières dans le passé, ne

permettant pas de déterminer l’espèce en question. Lorsqu’un mycête faisant partie de la

flore microbienne normale est isolé à partir d’un site d’infection, on peut comprendre la

difficulté à lui attribuer hors de tout doute un rôle dans cette infection. Néanmoins, les

développements technologiques récents conjugués à un intérêt croissant pour les infections

fongiques permettent maintenant une meilleure identification des mycètes en clinique ainsi

que de déterminer leur implication dans certaines maladies chez des patients

immunodéficients.

Certaines levures produisent des infections de la peau et surtout des muqueuses,

notamment dans la région génitale (paroi vaginale), buccale (bouche et gorge) ou dans

l’oesophage. On sait depuis longtemps que le Candida albicans et une douzaine d’autres

espèces du genre Candida sont les levures pathogènes les plus fréquemment isolées

(Calderone, 2002b; Pappas et ai., 2004; Bille et ai., 2005). Les levures du genre Candida

sont capables d’infecter la peau, les muqueuses, le sang et autres organes internes. On

qualifie ces infections de mycoses superficielles et systémiques. On appelle «candidoses »

les infections causées par l’une ou l’autre des espèces de Candida. Le Tableau l-1 montre

la distribution des différentes espèces de Candida retrouvées dans des hérnocultures, selon

une étude internationale déroulée en 1997 en Amérique du Nord, en Amériquc du Sud et en

Europe (Pfaller et ai., 1 998a; Pfaller et al., 1999).

o
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Tableau 1-1 : Liste des espèces pathogènes de Candida spp., leur distribution, les maladies causées et sous

jacentes à linfectiona

Données combinées de Moran etal. 2002 et Calderone, 2002.
b Données du programme international de surveillance SENTRYen 1997 (Pfaller etal. 1998; Pfaller etal. 1999)

Cependant, durant la dernière décennie, l’épidémiologie des infections fongiques

opportunistes a radicalement changé. Premièrement, il y a eu une nette augmentation des

infections dues aux espèces de Candida autres que C. albicans (Nguyen et al., 1996;

Coleman et al., 1998; Moran et aÏ., 2002). Deuxièmement, l’incidence d’infections causées

par des levures et champignons autres que Candida spp. est aussi en progression (Hazen,

1995; Singh, 2001; Pfaller et Diekema, 2004; Nucci et Marr, 2005). Au Canada, la

comparaison de deux études portant sur l’épidémiologie des infections à Candida spp.,

effectuées de 1992 à 1994 (Yamamura et al., 1999) et de 1996 à 1998 (St Germain et aï.,

2001), nous montre que la proportion d’infections au C. albicans a diminué (de 69% à

54%), alors que les infections attribuables au C. glabrata ont augmenté (8% à 15%).

Distribution de Candida spp.
retrouvés dans le sang

Espèces d’importance (%des isolats)b . .

, Site infecte ou affecte Maladie sous-jacentelfacteur de risquemedicale -Amerique
USA Canada Europe

latine
(n=203) (n=170) (n=61) (n=42)

.
. HIV÷, cancer, chirurgie et nouveaux-nés en

V V Muqueuses, sang, infection . . .Candida albicans 56 53 53 41
V V V soins intensifs, catheter intraveineux,drsseminee

transpl. moelle os.
V V V Sang, coeur, os et Enfant prématuré, nutrition parentérale,Candida parapsilosis 9 21 23 38 V V V V V Varticulations catheter intraveineux, cancer, dialyse
V Voie urinaire, muqueuses, HIV+, tumeurs solides, leucémie, transpl.Candidaglabrata 19 12 11 2

sang, infection disseminee moelle os.
Muqueuse orale, sang,

V VV V V VVVVVV HIV+, tumeurs solides, leucemie, transpl.Candide frop,cahs 7 6 8 12 infection disseminee, os et
V V moelle os.articulations

Candide guilliermondii 1 4 - 2 Sang Cancer
V V Muqueuse orale, sang,Candida krusei 2 1 2 - HIV+, transpl. moelle os., leucemieinfection disseminee

Candida ar. (mcl. les
6 3 3 5 Sangsp. ci-dessous)

Candida dubliniensis n.d. n.d. n.d. n.d. Muqueuse orale, sang HIV+, transpl. moelle osseuse
Candide kefyr
(pseudofropicalis) n.d. nVd. n.d. n.d.
Candide lusitaniae n.d. n.d. n.d. n.d.
Candida inconspicua n.d. nVd. n.d. n.d.
Candidafamata nVdV n.d. n.d. n.d.
Candide utilis n.d. n.d. n.d. n.d.
Candide viswanathii n.d. n.d. n.d. n.d.C
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C 3. Candida

La levure qui est la plus souvent isolée dans les mycoses profondes et superficielles

est le Candida aÏbicans; voir Tableau 1-l et (Calderone, 2002a; Bille et al., 2005). Cette

levure polymorphe était autrefois classée dans le phylum des dcutéromycètes, car sa phase

sexuée n’a jamais été observée en milieu naturel. Des phases sexuelles (formes

téléomorphes) ont pourtant été identifiées chez d’autres espèces de Candida et elles

s’apparentent toutes au phylum des Ascornycètes. Par ailleurs, une analyse de séquence de

la petite sous-unité d’ARN nbosomal du C. albicans dévoile sans ambiguïté son

appartenance à la classe des Hémiascomycètes, qui comprend entre autres la famille des

Saccharomycètacées (Calderone, 2002b). Ainsi, la famille des Candidacées regroupe

maintenant les 154 espèces connues du genre Candida spp.

Au niveau microscopique, le C. atbicans peut se présenter sous trois formes

différentes, soit la forme de levures, de pseudohyphes ou de vrais hyphes (Figure 1-1 et

Figure 1-2). La forme levure réfère aux cellules uniques ovoïdes (de 2 à 6 microns de

C diamètre) à paroi mince et qui se reproduisent par bourgeonnement. La distinction entre

une pseudohyphe et une hyphe provient de la manière dont elles sont formées. Les

pseudohyphes se développent par bourgeonnement à partir d’une levure ou d’une hyphe,

mais la cellule fille reste attachée à la cellule mère et s’allonge, ce qui produit un filament

ayant une constriction à la jonction des deux cellules. Les vrais hyphes se développent à

partir de levures ou en tant qu’embranchement d’une hyphe existante (Sudbery et al.,

2004). La croissance de l’hyphe (aussi appelé «tube germinal ») s’effectue par extension

apicale et des cloisons internes (septa) se forment dans l’hyphe. Certaines espèces de

Candida ont des capacités variables à former des pseudohyphes et/ou des hyphes. En fait, à

part C. aÏbicans, seul C. dubliniensis peut former de vrais hyphes pouvant comporter des

chlamydospores, qui sont un type de fructification observé surtout in vitro (Calderone,

2002b). Les chlamydospores sont des cellules sphériques à paroi épaisse, qui apparaisent au

bout des hyphes lorsque les cellules sont cultivées dans un milieu pauvre en nutriments.
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Figure 1-1 t Les différentes formes de Candida albicans. A, la forme levure (cellule unique ovoïde) observée

principalement en milieu liquide à des températures inférieures à 35 °C, avec formation de cellules filles par
bourgeonnement. B, la formation de vrais hvphes, initiée par l’apparition d’une extension apicale (le tube

germinal). L’embranchement des nouvelles hyphes se situe derrière les septa (cloisons). C. la formation de

pseudohyphes (voir texte). Reproduit de (Calderone, 2002b).

Bien qu’on puisse retrouver le C. atbicans dans l’environnement, ce sont les

muqueuses et le tractus digestif des mammifères qui constituent la niche écologique

principale de cette levure. Ce fait sous-entend que les hominidés et le C. atbicans ont

évolués ensemble depuis des millions d’aimées (Lott et ai., 2005). Notre système

immunitaire s’est donc très bien adapté pour contrer la prolifération de cette levure.

Parallèlement, le C. albicans est adapté à survive dans notre corps malgré les attaques

constantes provenant de nos lymphocytes et des autres microbes vivants sur nos

muqueuses. Par contre, comme mentionné précédemment, lorsque notre immunité fait

défaut ou quand notre flore microbienne résidente est perturbée, le C. albicans aura la voie

C
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libre pour se multiplier et former des hyphes qui l’aident à pénétrer à travers les tissus et

vaisseaux sanguins. Un large éventail de facteurs de virulence aide aussi le C. aÏbicans à se

multiplier hors du contrôle de notre système immunitaire (van Burik et Magee, 2001).

Figure 1-2: Observation macroscopique et microscopique du C. albicans. A, colonies de C. albicans (bleu)

et C. glabrata (rouge) sur gélose ChromAgar, un milieu synthétique semi-solide facilitant l’identification de

ces deux espèces de Candida. B, coloration Gram d’un échantillon clinique montrant le C. atbicans en forme

levure (2-4 iim) et en forme d’hyphes (15-30 11m). Grossissement: l000x. Reproduit de (Eggimann et aï.,

2003a).

Au niveau moléculaire, cette levure diploïde possède $ paires de chromosomes

totalisant 32 millions de nucléotides (16 Mb pour son génome haploïde) et 6419 cadres de

lectures ouverts (ORF). Le séquençage complet du génome de C. aÏbicans a été entrepris

par le Stanford Genome Technology Center et représente une percée importante dans

l’étude de cette levure et des candidoses (Jones et aï., 2004). L’assemblage le plus récent

est disponible à cette adresse http://www-sequence.stanford.edu/group/candidal

L’annotation du génome a été complétée récemment (Braun et aï., 2005).

d.’

Q

o
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Certains traits biologiques du C. atbicans sont importants à souligner. En effet, la

capacité du C. albicans d’adhérer aux tissus de l’hôte par des molécules nommées

«adhésines », sa capacité à sécréter des protéases (gènes SAF) et des phospholipases, ainsi

que sa morphogénèse, c’ est-à-dire son habilité à se transformer en hyphes. constituent des

déterminants pathogéniques importants (Calderone et Fonzi, 2001). Aussi, des études

portant sur les multiples changements phénotypiques de C. albicans ont permis de

démontrer que la transition «blanche-opaque» (white-opaque switch; (Slutsky et al.,

1987)) se produit non seulement chez des souches cliniques, mais aussi que ce processus

est essentiel pour le processus de conjugaison, que l’on croyait inactif chez cette espèce

(Huil et Johnson, 1999). Deux revues récentes traitent de ce phénomène qui se produirait

principalement chez les isolats colonisant la peau (Soll, 2004; Bennett et Johnson, 2005).

Durant le processus de conjugaison entre deux cellules diploïdes (MTL ala avec MTL a/Œ),

une cellule tétraploïde est formée. Le retour au stade diploïde peut se faire soit par méïose

ou par une perte chromosomique aléatoire (Bennett et Johnson, 2003). Il est intéressant de

(J noter que des altérations karyotypiques sont liées à l’acquisition de la résistance aux

médicaments (Perepnikhatka et al., 1999). En effet, le C. aÏbicans possède un génome qui

est très instable (Selmecki et al., 2005). Un autre exemple de cette «plasticité » génomique

est l’utilisation d’un code génétique alternatif par C. albicans dans lequel le codon CUG est

décodé en sérine et non pas en leucine (Santos et Tuite, 1995). En forçant l’expression de
lARNtSer (CAG) de C. albicans chez S. cerevisiœ, ce groupe de recherche a déterminé que

l’impact négatif initial sur la viabilité des cellules est contre-balancé par une meilleure

résistance à des conditions environnementales difficiles (ex chaleur, oxidants), grâce à

l’induction de la voie générale de réponse au stress qui est déclenchée par cette

réattribution du codon CUG (Santos et al., 1999). Ce mécanisme est apparu il y a environ

272 ± 25 millions d’années et aurait pu faciliter l’adaptation du C. atbicans à une nouvelle

niche écologique (les muqueuses des mammifères) où il doit subir continuellement les

attaques du système immunitaire (Santos et aÏ., 2004).

C
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4. Les pathologies associées aux candidoses

Les facteurs qui prédisposent à une infection à Candida spp. ont été décrits au

paragraphe I.B.l. Notons qu’il n’y a pas uniquement les personnes en état

d’immunodéficience qui sont à risque, mais également les patients affectés de maladies

sévères, en état critique ou traités aux unités de soins intensifs (Eggimann et aï., 2003a).

Faisant partie de la flore microbienne normale des humains, une infection à Candida est

donc acquise le plus souvent par voie endogène. Le C. albicans profite souvent de

l’insertion de cathéters ou autres appareils prosthétiques pour infiltrer les tissus et le sang

d’un patient (Rose, 1978; Band et Maki, 1979). De plus, le C. albicans peut adhérer et

proliférer directement sur le cathéter en formant un biofilm dense et réfractaire aux

traitements antifongiques (Hawser et Douglas, 1994; Chandra et al., 2001). La formation de

biofilm par le C. albicans et son impact sur la résistance aux médicaments antifongiques

sont détaillés plus loin dans ce chapitre. Des voies exogènes de transmission du C. albicans

ont été observées et comprennent le transfert latéral, c’est-à-dire d’une personne infectée ou

porteuse à une personne immunodéficiente que ce soit en milieu hospitalier (infection

C nosocomiale) ou par contact physique intime (infection transmissible sexuellement), et le

transfert vertical, de la mère à son nouveau-né (Sangeorzan et aÏ., 1994; Fridkin et Jarvis,

1996; Pfaller, 1996).

La présentation clinique des candidoses est très variée. Presque tous les organes ou

systèmes physiologiques peuvent être affectés par le Candida spp. Comme mentionné plus

haut, une candidose peut être superficielle ou profonde, focalisée ou disséminée. Il est

possible de classifier les candidoses en trois grandes catégories a) les candidoses

mucocutanées, b) les candidoses invasives et c) les autres formes de candidoses (Ostrosky

Zeichner, 2005).

a. Les candidoses mucocutanées

Les muqueuses orales (bouche et gorge), l’oesophage et la région génitale (vaginale

et pénanale) sont des sites où se développe la plupart des cas de candidoses. Un exemple

qui montre bien la prépondérance de cette levure est l’estimation que plus de 75% de toutes
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les femmes contracteront au cours de leur vie au moins une vaginite à levure (Anon., 2004),

le C. albicans étant responsable d’environ $5-90% de tous ces cas. Les candidoses

vaginales sont éliminées assez facilement chez les patientes VIH-négatives grâce aux

médicaments azolés et au système immunitaire qui est fonctionnel chez ces personnes

(Sobel, 2002; Anon., 2005b). Par contre, l’émergence du C. gÏabrata peut compliquer une

vulvovaginite en la rendant réfractaire aux traitements puisque cette espèce est

naturellement plus résistantes aux antifongiques azolés (Sobel, 1997; Ruhnke, 2002;

Richter et al., 2005). Les taux de colonisation et de vaginites à Candida spp. augmentent de

façon importante chez les femmes enceintes et celles qui sont VIH-positives (Frerich et

Gad, 1977; Bums et al., 1997). Le traitement devient plus compliqué dans ces cas.

Les candidoses orales (oropharynx et oesophage), communément appelés

«muguet» (< thrush» en anglais), représentent un problème clinique important compte

tenu notamment de l’augmentation du nombre de patients immunodéficients. Les données

épidémiologiques concernant la prévalence du Candida spp. dans la bouche des personnes

(J saines et malades sont très variables. Il est raisonnable d’affirmer que 35 à 55% des

humains portent du Candida spp. dans leur bouche et voies digestives supérieures (Ruhnke,

2002). Ces taux augmentent chez les personnes malades, VIH-positives et les personnes

âgées. Ainsi, les facteurs qui contribuent au développement d’une candidose oropharyngée

(OPC) sont: 1) toute forme d’immunodéficience, principalement les infections au VIR, le

SIDA, la candidose mucocutanée chronique, le cancer; 2) des endocrinopathies, tels le

diabète et les dysfonctions de la thyroïde et des glandes surrénales; 3) des traitements

locaux et systémiques, tels la radiothérapie, le port de dentiers, la prise d’antibiotiques à

large spectre, de médicaments antitumoraux, de corticostéroïdes; et 4) des conditions

générales, comme l’âge (nouveau-nés, enfants prématurés, personnes âgées), la

malnutrition et des problèmes de salivation (Rulmke, 2002; Bodey et al., 2002; de

Repentigny et al., 2004). L’OPC se présente sous trois formes principales. En premier lieu,

notons la forme «pseudo-membraneuse », qui peut affecter toutes les parties de la bouche

et de la gorge. Elle est caractérisée par l’apparition de plaques blanchâtres crémeuses qui

laissent une irritation et des saignements de la muqueuse lorsque grattées. Deuxièmement,

on retrouve la forme «érythémateuse» qui affecte le palais et la langue. Elle se présente
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comme un érythème diffus. Finalement, le C. aÏbicans peut causer une «cheilite

angulaire », c’est-à-dire une infection des lèvres au coin de la bouche, causant alors une

inflammation et des fissures à cette région. Les symptômes communs à ces candidoses

orales sont des sensations de douleur, de brûlure et de perte du goûter. L’OPC

érythémateuse est souvent accompagnée d’une OPC pseudo-membraneuse et elle entraîne

une dysphagie (difficultés à avaler), d’où l’observation de perte de poids chez les patients

affectés (Ruhnke, 2002; de Repentigny et aï., 2004).

La peau est habituellement récalcitrante à une infection au C. albicans. À part les

personnes affectées par une candidose mucocutanée chronique (voir plus bas), le facteur de

risque commun prédisposant à une candidose de la peau est la persistance d’humidité et de

chaleur au site infecté. L’obésité, le diabète et le manque d’hygiène sont aussi des facteurs

de risque. Les plis de la peau deviennent alors affectés par des vésicopustules qui évoluent

souvent en lésions érythémateuses (Huang et aï., 2004; Ostrosky-Zeichner, 2005). Le

Candida spp. peut également être la cause d’onychomycoses (infection des ongles).

C
La candidose mucocutanée chronique est une maladie rare qui regroupe un

ensemble de symptômes. La peau, les ongles et les muqueuses sont infectés par le C.

albicans d’une façon persistante et sévère. Les patients affectés auraient une ou plusieurs

déficiences génétiques et sont incapables de produire une réponse immune cellulaire face

au C. albicans. Non seulement cette forme de candidose est complexe, étant subdivisée en

plusieurs sous-catégories, mais elle est également associée à plusieurs autres conditions

débilitantes (Lilic, 2002; Ruhnke, 2002).

b. Les candidoses invasives

Les termes candidoses invasives, systémiques et disséminées sont synonymes. Ces

candidoses affectent le sang, l’urine et presque tous les organes/compartiments du corps

humain. Ces infections invasives, contrairement aux candidoses superficielles, impliquent

nécessairement une déficience immunitaire chez l’hôte (Ruhnke. 2002). Elles peuvent être

initiées à partir d’un foyer d’infection précis et/ou d’une propagation du C. albicans dans le
ç.—
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sang (qu’on appelle septicémie à Candida ou plus précisément «candidémie ») (Kullberg

et Filler, 2002). Il est important de noter que le taux de mortalité associé aux candidémies

est de l’ordre de 40 à 50%, soit le taux le plus élevé parmi toutes les septicémies

microbiennes (Edmond et al., 1999; Yamamura et al., 1999). Les candidoses invasives sont

le résultat de conditions médicales particulières telles la dysfonction rénale et la naissance

prématurée ou le résultat de traitements comme la chimiothérapie, la chirurgie abdominale,

l’insertion de cathéters, la consommation de drogues par injection, l’hémodialyse, la

transplantation de moelle osseuse ou autres organes (Yamamura et al., 1999; Ostrosky

Zeiclmer, 2005). On subdivise les candidoses invasives en quatre formes qui sont inter-

reliées, soit: 1) la candidémie associée aux cathéters, 2) la candidose disséminée aigu, 3)

la candidose disséminée chronique et 4) la candidose profonde, affectant un ou plusieurs

organes (Rex et al., 199$; Ostrosky-Zeichner, 2005). Toutes ces formes suivent un épisode

de candidémie qui n’est cependant pas toujours détectable. Selon son degré de sévérité, une

candidémie se manifestera par une simple fièvre jusqu’au choc septique mortel.

c. Les autres formes de candidoses

Les patients neutropéniques peuvent recevoir un traitement empirique visant à

prévenir l’apparition d’une candidose (Winston et al., 2000). Ces patients sont très

sensibles à une infection à Candida spp. et un traitement antifongique doit être administré

dès l’apparition de fièvre persistante malgré la prise d’antibiotiques.

Les candidoses chez les nouveau-nés constituent un problème grave, associé à un

taux de mortalité d’environ 20-32% (Kaufman, 2004; Tiffany et al., 2005). Ces candidoses

peuvent être cutanées ou invasives et être reliées à l’utilisation de cathéters ou d’origine

congénitale (Kauthian, 2004; Smolinski et al., 2005). L’infection peut avoir été transmise

de façon verticale (de la mère au bébé) ou nosocomiale. En effet, les femmes enceintes

contractent souvent une vaginite à Candida dans le dernier trimestre de leur grossesse

(Frerich et Gad, 1977) et peuvent donc infecter le bébé au moment de la naissance.

o



17

Je ne couvrirai pas les méthodes diagnostiques du C. albicans dans cet ouvrage.

Globalement, à part pour les candidoses mucocutanées, les symptômes des candidoses

invasives sont non-spécifiques et le diagnostique du C. albicans doit ainsi reposer sur une

analyse rigoureuse des facteurs de risques ainsi que du profil clinique du patient, combinée

à des données microbiologiques, sérologiques, histopathologiques ou moléculaires. En

effet, l’isolement du C. albicans à partir des plaies, de la peau, de l’urine, des sécrétions

thoraciques et des échantillons de selles n’est pas une indication claire qu’une infection est

en cours, étant donné que ce mycête fait partie de la flore microbienne normale. Par contre,

la découverte du C. albicans dans des échantillons normalement stériles, comme le sang et

le liquide céphalo-rachidien, est presque toujours diagnostique d’une infection (Ostrosky

Zeichner, 2005). J’encourage le lecteur à consulter les revues suivantes concernant les

dernières technologies en matière de détection des infections fongiques (Erjavec et

Verweij, 2002; Yeo et Wong, 2002).

C. Les traitements antifongiques

La colonisation asymptomatique au C. aÏbicans ne nécessite pas de traitement

particulier, mais une attention régulière doit y être portée lorsqu’il s’agit d’un patient dont

le système immunitaire est affecté (Martino et al., 1994). Par contre, quand des symptômes

se manifestent et qu’ils sont clairement associés à une infection fongique, celle-ci doit être

traitée. Un traitement antifongique a pour objectif d’éliminer ou d’empêcher la prolifération

des mycètes causant l’infection. Parfois, le traitement approprié n’implique que des moyens

mécaniques comme par exemple le retrait d’un cathéter infecté (Raad et al., 2004), la

stérilisation du dentier chez les patients souffrant d’une OPC ou l’ablation chirurgicale de

la zone affectée. La plupart du temps, une substance pharmacologique sera administrée au

patient. Dans les sections suivantes, je décrirai les agents antifongiques qui sont approuvés

pour le traitement des mycoses chez l’humain, avec une attention particulière à ceux qui

sont couramment utilisés pour traiter les candidoses.
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1. Les médicaments antifongïques et leurs modes d’action

Avant le début des années 1990, seulement trois médicaments antifongiques étaient

approuvés pour administration par voie intraveineuse ou orale en cas de mycose

systémique, soit l’amphotéricine B, la flucytosine et le kétoconazole (Dismukes, 2000).

Depuis, l’arsenal pharmacologique permettant de contrer les candidoses s’est multiplié,

quoique ces médicaments ciblent toujours un nombre restreint de processus et structures

cellulaires. En effet, les mycètes sont des organismes eucaryotes, biologiquement très

proche des cellules de mammifères, ce qui rend difficile le développement d’agents

antifongiques qui présentent une faible toxicité pour l’humain et les animaux. Le Tableau

1-2 résume les caractéristiques des plus importants agents antifongiques prescrits à l’heure

actuelle. Je vais maintenant décrire ces médicaments antifongiques en les regroupant selon

leur mode d’action.

a. Médicaments qui affectent la synthèse de l’ergostérol

Cette catégorie regroupe quatre classes de composés: les allylamines, les

thiocarbamates, les azoles et les morpholines. Ces médicaments inhibent la synthèse de

l’ergostérol à différentes étapes lors de sa biosynthèse (Figure l-3 et Tableau 1-2).

L’ergostérol est très proche chimiquement du cholestérol des animaux. L’ergostérol est une

composante lipidique essentielle des levures puisque cette molécule est responsable entres

autres de l’intégrité et de la fluidité de la membrane plasmique, en plus d’assurer le bon

fonctionnement de certaines enzymes membranaires (Georgopapadakou et Walsh, 1996;

Sturley, 2000). Actuellement, il n’existe que deux agents antifongiques de type allylamine,

soit le nafiifine et le terbinafine. Le butcnafine est plutôt un benzylamine. Le tolnaftate est

le seul représentant de la classe des thiocarbamates. Ces quatre médicaments sont des

inhibiteurs de l’enzyme squalène époxidase (produit du gène ERG]) qui agit en amont dans

la voie de biosynthèse de l’ergostérol (Lees et al., 1995). Cette enzyme est essentielle chez

les levures et champignons. Son inhibition provoque un arrêt de croissance, de reproduction

et entraîne la mort du mycète. Le terbinafine est fongistatique (empêche la prolifération)

pour les différentes espèces de Candida, mais est fongicide (tue les cellules) pour les

C champignons filamenteux (Ryder, 1992; Jessup et al., 2000). Lorsque combiné avec
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(E d’autres types d’antifongiques comme l’amphotéricine B ou des inhibiteurs de la

calcineurine, le terbinafine devient fongicide pour certaines espèces d’Aspergillus et de

Candida spp. (Ryder et Leitner, 2001; Onyewu et al., 2003). Le naftifine et le tolnaftate

sont des agents qui sont plutôt utilisés dans les cas d’infections aux Dermatophytes (Ryder

et aÏ., 1986; Muhlbacher, 1991). Bien que le butenafine ait démontré une bonne activité

contre le Candida atbicans (Iwatani et al., 1993; Syed et Maibach, 2000), ce médicament

n’est pas prescrit de façon courante pour les cas de candidoses.

Les azoles constituent la plus importante classe de médicaments antifongiques,

comprenant une douzaine de composés différents. On distingue en fait deux types de

médicaments azolés, selon leur structure chimique. Il y a d’abord les imidazoles, dont font

partie le kétoconazole (KTC), le clotrimazole, l’econazole, le miconazole, l’oxiconazole et

le tioconazole. Les triazoles ont été découverts par la suite. Ceux-ci comprennent le

fluconazole (FLC), l’itraconazole (ITC), le terconazole et le voriconazole. Ces molécules

sont caractérisées par la présence d’un groupement pentacyclique contenant deux

(imidazoles) ou trois (triazoles) atomes d’azote, ainsi qu’un groupement benzène auquel

sont greffés deux atomes de chlore ou de fluor (Tableau 1-2). Toutes ces molécules

inhibent l’enzyme lanostérol 14Œ-déméthylase, encodée par le gène ERG]] (aussi désignée

CYP5]) (Georgopapadakou et Walsh, 1994). Cette enzyme fait partie de la classe des

cytochromes P450 et contient donc une protoporphyrine de fer. L’inhibition de cet enzyme

par les antifongiques azolés est basée sur la liaison entre un atome d’azote de l’anneau

azolé et l’atome de fer contenu dans la partie hème de l’enzyme Ergi lp (Podust et al.,

2001).

o
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Figure 1-3: La voie de biosynthèse de I’ergostérol chez C. albicans. Figure reproduite de (Sanglard et al.,

2003b).
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ci Tableau 1-2 t Médicaments antifongiques
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Nom
‘ Utilisationgenerique (de Structure chimique Cible cellulaire
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Tableau 1-2 : Médicaments antifongiques (suite)
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L’enzyme humaine équivalente à Ergi lp est aussi très importante dans la synthèse

du cholestérol. Lorsqu’un médicament azolé est administré, son efficacité antifongique est

attribuable à sa plus grande affinité pour l’enzyme fongique que pour l’enzyme humaine

(Sheehan et al., 1999). Une levure exposée à un traitement aux azoles subira donc une

déplétion d’ergostérol accompagnée d’une accumulation de métabolites toxiques, soit les

stérols méthylés en position C-14. Une déplétion importante en ergostérol n’est pas

seulement dommageable pour l’intégrité et la fluidité de la membrane plasmique, mais

aussi pour son rôle dans l’initiation de la prolifération et la croissance cellulaire

(Georgopapadakou et Walsh, 1996).

Dans les cas de candidoses mucocutanées et systémiques, le fluconazole (fLC) est

le médicament privilégié à cause de son excellent profil pharmacologique et sa nature

hydrophile qui permet autant une administration orale qu’intraveineuse (Goa et Barradeli,

1995; Dismukes, 2000). Par contre, le FLC est considéré comme un agent fongistatique.

Bien qu’il soit efficace contre Candida spp., Ciyptococcus spp. et Coccidioides spp., le

Ç FLC n’est d’aucune utilité face aux moisissures pathogènes comme l’AspergiÏÏus spp. De

plus, son efficacité est très faible face à certaines espèces comme le C. glabrata et le C.

krusei ainsi que l’HistopÏasrna capsulatum et le Blastomyces dermatitidis (Pappas et al.,

1997; Wheat et al., 1997; Rex et al., 2000). L’ITC et le voriconazole, deux agents triazolés

qui ont été développés plus récemment, ont quant à eux une activité fongicide contre

AspergiÏÏus spp. et autres mycètes difficiles à traiter comme fusarium et Scedosporium

(Van Cutsem et al., 1984; Odds, 1993; Pierard et aÏ., 2000).

Le développement des imidazoles avait pour objectif d’augmenter la spécificité de

ce type de médicament pour cette lanostérol 14Œ-déméthylase fongique. Cependant, à

l’exception du KTC, l’utilisation des imidazoles est limitée aux mycoses superficielles

(Odds et aÏ., 2003). En fait, le KTC est maintenant presque exclusivement prescrit pour les

cas de mycoses cutanées, à cause notamment de sa toxicité et du caractère erratique de sa

biodisponibilité qui est fortement affectée par l’acidité gastrique (Como et Dismukes,

1994). Le FLC et l’ITC sont moins toxiques et généralement plus efficaces que le

L kétoconazole (Dismukes, 2000). La toxicité des azoles est tout de même relativement faible
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C comparativement aux autres classes d’antifongiques. L’ITC, pour sa part, est fortement

lipophile. Il se concentre donc dans les tissus lipidiques rendant difficile sa distribution vers

les organes atteints lors de mycoses profondes (De Beule et Van Gestel, 2001). Finalement,

deux caractéristiques importantes limitent l’utilisation des antifongiques azolés, soit

l’apparition du phénomène de résistance (discutée en détail plus loin) et le nombre élevé

d’interactions avec des médicaments co-administrés entraînant des conséquences cliniques

néfastes (Dismukes, 2000).

Enfin, l’amorolfine, un dérivé de la morpholine, représente le dernier type d’agent

antifongique qui inhibe la production d’ergostérol. Ce composé bloque deux enzymes

situées en aval dans la voie de synthèse de l’ergostérol, soit Erg24p, une 14 stérol

réductase, et Erg2p, une - zS.’ isomérase (Figure 1-3 et Tableau 1-2) (Haria et Bryson,

1995). L’amorolfine possède une activité fongicide face aux Derniatophytes. Il est donc

principalement prescrit dans les cas d’onychomycoses en formule topique (Baran et al.,

2005). L’amorolfine peut également servir à contrer le C. albicans (mais pas le C.

glabrata), et faire partie d’un régime combiné avec d’autres agents antifongiques, tels les

azoles, le terbinafine et le griseofulvin (del Palacio et al., 1991; Polak, 1993).

b. Médicaments qui perturbent la membrane plasmique

On retrouve dans le groupe des polyènes l’amphotéricine B (AmB) et le nystatin

(Tableau 1-2). Ces molécules amphiphiles cycliques sont composées d’une chaîne

polyhydroxyle hydrophile d’un côté et d’une chaîne d’hydrocarbone hydrophobe de l’autre

côté. Leur activité repose sur une liaison directe avec l’ergostérol, causant la formation de

pores traversant la membrane plasmique, ce qui perméabilise la levure, entraîne la perte des

constituants cytoplasmiques et ultimement la mort cellulaire (Ghannoum et Rice, 1999).

Les polyènes sont donc des agents fongicides à large spectre d’activité (Ellis, 2002).

L’AmB en formule déoxycholate est utilisée depuis les années 60 pour traiter les

candidoses systémiques et les candidémies. L’AmB et le FLC demeurent à ce jour les deux

antifongiques de choix pour la plupart des types de candidoses, que ce soit chez les patients

C
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immunodéficients ou non (Lortholary et Dupont, 1997; Rex et al., 2000; Pappas et aï.,

2004).

Malheureusement, les polyènes ne possèdent pas une spécificité très stricte pour

l’ergostérol, ce qui cause chez les mammifères une importante toxicité au niveau des reins.

Les effets secondaires imputables à l’AmB déoxycholate se manifestent chez 70% à 90%

des patients (Eggimann et al., 2003b). Ces problèmes de toxicité reliés à l’utilisation de

l’ArnB ont motivé les recherches dans les aimées 70 et $0 pour trouver des composés

antifongiques comportant un meilleur profil pharmacologique, menant à la découverte des

azoles. L’usage de l’amphotéricine B déoxycholate est maintenant limité à des mycoses

systémiques graves. Afin de réduire le niveau de toxicité de I’amphotéricine B et pour

palier à sa grande hydrophobicité, trois nouvelles formulations ont été développées

récemment, soit la dispersion colloïdale, le complexe lipidique et la formule liposomale

(Hiemenz et Walsh, 1996; Ostrosky-Zeiclmer et al., 2003a). Bien que ces nouvelles

formules réduisent significativement la néphrotoxicité de l’AmB, leurs coûts d’achat sont

C importants (10 à 100 fois celui de l’AmB déoxycholate) et doivent être pris en

considération (Rex et Walsh, 1999; Cagnoni et al., 2000; Lewis, 2005). De plus, une

proportion significative des isolats cliniques de C. glabrata, C. krusei et C. Ïusitaniae

démontrent une sensibilité réduite à l’AmB (Rex et al., 2000).

Le nystatin est un dérivé de l’AmB (Tableau 1-2). Le mécanisme d’action du

nystatin est similaire à l’AmB, mais sa toxicité est moins importante, particulièrement dans

sa nouvelle formule liposomale administrée par voie intraveineuse (Mehta et al., 1987). Le

nystatin montre une bonne activité contre toutes les espèces de Candida spp., mais demeure

toutefois un agent moins puissant que l’AmB (Eggimann et aï., 2003b). La formule orale

du nystatin est particulièrement intéressante comme alternative à l’AmB chez les patients

qui sont sujets à des complications liés à la toxicité de l’AmB (Offrier et aÏ., 2004).

C
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c. Médicaments qui affectent la synthèse du glucane

Les échinocandines ont été développées récemment. Cette classe comprend la

caspofungine, l’anidulafungine et la micafungine (Wiederhold et Lewis, 2003). Ces

médicaments sont composés d’un noyau cyclique hexapeptidique avec une chaîne latérale

lipidique (Tableau 1-2). Ils ciblent la synthèse du 1,3-f3-gïucane, un constituent important

de la paroi cellulaire d’une grande variété de mycètes. Une diminution importante de la

quantité de glucane cause une instabilité osmotique menant à la mort du mycète (Odds et

al., 2003). Il n’y a pas de système enzymatique permettant la synthèse du glucane chez les

mammifères, d’où l’intérêt pour cette cible cellulaire (Ghannoum et Rice, 1999). Les

échinocandines ont une activité fongicide envers un large éventail d’espèces de

champignons et de moisissures, incluant Candida spp., Aspergillus spp. et Pneumocystis

carinii (Marco et al., 199$; Pfaller et al., 1998b). La caspofungine est approuvée pour le

traitement de candidoses et aspergilloses réfractaires aux azoles. Elle est aussi efficace que

l’AmB, tout en étant beaucoup plus sécuritaire (Arathoon, 2001; Mora-Duarte et aÏ., 2002).

Par contre, la caspofungine ne possède pas d’activité antifongique contre Cîyptococcus

C neoformans, Rhizopus spp. ou Fusarium spp. (Pfaller et al., 199$b; Arathoon, 2001;

Maligie et Selitrennikoff, 2005). Les deux autres échinocandines, soit l’anidulafungine et la

micafungine, sont également très actives contre des souches cliniques de Candida spp.

résistantes aux azoles (Arathoon, 2001; Laverdiere et aÏ., 2002; Pfaller et aÏ., 2005).

d. Médicaments qui affectent la synthèse de l’ADN et l’ARN

Cette catégorie ne contient qu’un seul représentant: la flucytosine (5-

fluorocytosine; Tableau 1-2). Cette pyrimidine fluorée fonctionne comme inhibiteur

métabolique chez plusieurs levures comme les Candida spp. et C. neoformans. La

flucytosine entre dans la levure grâce à une perméase de cytosine. La 5-fluorocytosine est

d’abord convertie en 5-fluorouracile par la cytosine déaminase, ensuite modifié par

l’uracile phosphoribosyle transférase pour être enfin incorporé dans l’ARN, entraînant un

arrêt de la synthèse protéique (Ghannoum et Rice, 1999; Vermes et aÏ., 2000). La 5-

fluorouraciÏe est également converti en 5-fluorodeoxyuridine monophosphate qui est un

puissant inhibiteur de la thymidylate synthase, une enzyme impliquée dans la synthèse de
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l’ADN et de la division cellulaire (Vermes et al., 2000). Cependant, plusieurs mycètes

filamenteux ne possèdent pas les enzymes ciblées par la flucytosine. De plus, l’apparition

fréquente de résistance à ce médicament limite considérablement son utilisation en

monothérapie (PfalÏer et aÏ., 2002; Hope et aÏ., 2004). La flucytosine est donc

principalement administrée en combinaison avec d’autres agents antifongiques (Odds et al.,

2003; Girmenia et al., 2003).

e. Autres médicaments antifongiques

La griséofulvine (Tableau l-2) a été le premier médicament antifongique isolé

(1939) et accepté pour usage clinique (1958) (Sheehan et cil., 1999). Ce composé insoluble

dans l’eau peut être administré oralement sous forme microcrystalline. Les détails de son

mécanisme d’action restent à être élucidés, quoique qu’il s’agisse fort probablement d’une

interférence dans l’assemblage des microtubules, causant ainsi une incapacité du mycète à

effectuer la mitose (Odds et al., 2003). Le spectre d’activité de la griséofulvine est limité

Ç- aux Dermatophytes. Des médicaments moins toxiques et plus efficaces, tels l’ITC et le

terbinafine, ont supplanté l’usage dc la griséofulvine.

2. Les échecs des thérapies antifongiques

Les traitements antifongiques, qu’ils soient de nature physique (ex : retrait du

cathéter infecté) ou pharmacologique, ne sont pas toujours couronnés de succès. Une

multitude de facteurs entrent en ligne de compte pour expliquer l’échec clinique d’un

traitement antifongique. Ces facteurs peuvent émaner non seulement du ou des mycètes

causant l’infection, mais aussi du patient et de son état de santé ou du traitement médical en

tant que tel, qui peut être inadéquat, insuffisant ou mal administré. Dans les prochaines

sections, j’aborderai principalement les facteurs d’origine microbienne qui entraînent

l’échec clinique d’une thérapie antifongiquc.

o
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D. Les mécanismes de résistance aux agents antifongiques

1. Définitions de la résistance

Le phénomène de la résistance aux antifongiques, qu’elle soit d’origine clinique,

pharmacologique ou microbienne, s’apparente à ceux décrits pour la résistance aux

médicaments antibiotiques, antiviraux et anticancéreux (White et aÏ., 1998; Nikaido, 1998;

Ghannoum et Rice, 1999; Gottesman, 2002). Il incombe maintenant de définir certains

principes de base.

a. Résistance clinique versus résistance microbienne

Une infection persistante malgré l’administration d’un agent antifongique peut être

décrite comme «résistante cliniquement» à cet agent (Sanglard et Odds, 2002). Il est

possible que le mycète pathogène qui cause cette infection réfractaire au traitement

antifongique démontre une sensibilité normale à cet antifongique in vitro. Dans ce cas, on

doit considérer les facteurs dits «cliniques» pour expliquer cet échec thérapeutique.

Certains de ces facteurs peuvent provenir du patient. Par exemple, l’état de son système

immunitaire, la présence de cathéters, le site de l’infection, un abcès mal-drainé, le non-

respect de la posologie, etc... (White et al., 1998). Il faut aussi considérer les paramètres

pharmacologiques, tels une dose inappropriée, la nature fongistatique du médicament, une

mauvaise absorption, distribution ou métabolisme, et finalement, des interactions

indésirables entre les médicaments prescrits (White et aÏ., 1998; Canuto et Rodero, 2002).

À noter que la situation inverse est également connue, soit l’observation de la résistance in

vitro du mycète à un agent antifongique, mais une réponse favorable au traitement chez le

patient (Sanglard et Odds, 2002).

b. Résistance primaire versus résistance secondaire

Lorsque les facteurs cliniques et pharmacologiques sont exclus, des facteurs

microbiologiques peuvent alors expliquer l’échec clinique d’une thérapie antifongique. Ces

derniers comprennent la résistance primaire (intrinsèque), la résistance secondaire (acquise)

ainsi que la taille de la population fongique infectant le patient (Canuto et Rodero, 2002).



29

( Les niveaux de résistance primaires ou secondaires d’un mycète pathogène face à différents

antifongiques peuvent être facilement quantifiables in vitro par des techniques de

laboratoire.

Certains genres ou espèces de levure ou champignon peuvent être naturellement

plus résistants à un agent antifongique que d’autres genres ou espèces, à cause de leurs

différences anatomiques et/ou moléculaires. Ce phénomène s’appelle la résistance primaire

(ou intrinsèque) (White et aï., 199$). Par exemple, les concentrations minimales de FLC

qui inhibent la croissance de 50% après 4$h (MIC50) sont de 64 et $ tg/ml pour des isolats

cliniques de C. krusei et C. gÏabrata, respectivement, alors que le M1C50 moyen pour des

isolats de C. albicans est 0.5 jig/ml (St Germain et al., 2001). Globalement, il est reconnu

que le C. albicans, le C. parapsiïosis et le C. tropicalis sont sensibles au FLC, ITC et à

l’AmB, tandis que le C. krusei et le C. glabrata sont considérés comme des espèces

exhibant une résistance intrinsèque au FLC et présentant des sensibilités réduites ou

variables à l’ITC et à l’AmB (Rex et aï., 1995; Rex et al., 1997; Pfaller et ai., 2000;

Ostrosky-Zeichner et aï., 2003b).

La résistance secondaire (ou acquise) se définit comme un changement (diminution)

de la sensibilité du mycète à un agent antifongique; changement qui s’est développé suite à

une exposition à cette molécule antifongique ÇWhite et aï., 199$). Il existe au moins trois

grands principes théoriques qui peuvent expliquer l’acquisition d’une résistance secondaire.

Le premier mécanisme relève du principe darwinien de l’évolution des espèces; l’agent

antifongique appliqué à une population importante de cellules fongiques exerce une

pression sélective qui favorise les rares cellules possédant des mutations facilitant leur

survie en présence de cet antifongique. Ces mutations sont générées d’une manière

aléatoire, à cause de l’instabilité génétique du Candida spp., d’erreurs de réplication de

l’ADN commises par la polymérase ou induites par des facteurs physiques (rayons UV) et

chimiques, ou autres facteurs épisomiques, tels l’insertion de transposons. Ce principe

évolutif serait prépondérant dans l’établissement de la résistance secondaire chez C.

albicans (Cowen et ai., 2000; Marr et al., 2001). Le deuxième principe est l’influence

directe ou indirecte que peut avoir un médicament antifongique sur les niveaux
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d’expression de gènes favorisant la croissance de la levure en présence de cet antifongique.

Il a en effet été démontré in vitro qu’un traitement avec un azole ou autre inhibiteur de la

synthèse de l’ergostérol entraîne chez C. aÏbicans une augmentation de l’expression des

gènes impliqués dans la synthèse de l’ergostéroÏ (Henry et aÏ., 2000; De Backer et al.,

2001). Le facteur de transcription UPC2 serait un déterminant de cet effet (MacPherson et

al., 2005). Ce mécanisme serait une réaction rapide face à la diminution des niveaux

d’ergostérol dans la levure et expliquerait la tolérance du Candida spp. aux azoles, donc le

caractère fongistatique de ce type de médicament (Henry et al., 2000). Dans la même ligne

d’idée, les niveaux d’expression des gènes affectant la résistance du C. albicans peuvent

également être modulés par des hormones (progestérone, J3-œstradiol) et une différence de

température (Krishnamurthy et al., 1998b; Kamani et al., 2004). Un troisième principe qui

pourrait expliquer l’acquisition de résistance secondaire est le transfert horizontal de

matériel génétique encodant un ou plusieurs facteurs de résistance entre deux souches de

levure. Bien que ce phénomène de conjugaison soit observé fréquemment chez les

bactéries, il est très rare chez les levures (Anderson, 2005). Les échecs thérapeutiques reliés

Ç à une résistance secondaire élevée serait plutôt le fruit du premier principe d’< évolution

locale» (Anderson, 2005). Il est à noter que la résistance secondaire est généralement un

phénotype acquis de façon permanente, puisqu’elle résulte d’une modification du génotype,

mais elle peut également l’être de façon transitoire (Marr et al., 2001).

c. Méthodes de quantification de la résistance aux antifongiques

Les traitements antifongiques empiriques et prophylactiques sont parfois

nécessaires afin de prévenir les mycoses chez les patients à risque. Préférablement, un

spécimen sera prélevé afin d’identifier le ou les mycète(s) pathogène(s) en cause et

parallèlement, un test de sensibilité à divers agents antifongiques sera effectué afin

d’éclairer le clinicien dans son choix pour un médicament ainsi que la posologie. Bien que

la corrélation ne soit pas parfaite entre les résultats de tests de sensibilité in vitro et la

réussite de la thérapie antifongique, cette étape est importante puisqu’il est reconnu que la

prescription aléatoire et abusive d’antimicrobiens contribue à l’émergence du phénomène

de résistance (Anon., 2005a). La détection et la quantification de la résistance se font
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sensiblement de la même façon chez les bactéries, levures et parasites. Il s’agit en fait de

mesurer la réduction de la croissance du microbe suite à une exposition avec l’agent

antimicrobien. L’approche peut consister en l’utilisation de milieux solides (géloses) ou

liquides. La première technique en milieu solide consiste à mesurer, après incubation, la

zone d’inhibition autour d’un disque imprégné avec la drogue inhibitrice; les cellules ayant

été étalées de façon uniforme sur la gélose. Une deuxième technique, souvent utilisée pour

analyser les levures, consiste à appliquer des petites quantités de cultures diluées de cellules

sur une gélose contenant une concentration fixe d’inhibiteur. La capacité de croissance des

cellules, selon leur concentration initiale, est la mesure de résistance à cet agent. Ces deux

techniques sont pratiques pour tester une grande quantité de drogues, mais leur

interprétation est plus qualitative que quantitative. La technique la plus utilisée est celle de

la microdilution en milieu liquide. Elle consiste à incuber dans des microplaques, une

concentration fixe de cellules avec des concentrations croissantes de la drogue. Cette

technique est pratique lorsqu’on teste un grand nombre de souches et elle fournit une

mesure quantitative de la résistance, soit la concentration minimale de la drogue qui inhibe

C la croissance du microbe (MIC) (Sanglard et Odds, 2002). Toutes ces techniques demeurent

dépendantes de certains facteurs, tels la concentration initiale du microbe, la solubilité du

médicament, le pH du milieu, la méthode pour détecter la croissance, etc. Ainsi, une

méthode standardisée pour évaluer la résistance des levures en milieu liquide (M27-A) a

été établie en 1997 par le US National Comrnittee for Clinical Laboratory Standards

(NCCLS) et permet de comparer les résultats entre différents laboratoires. Ce document

contient non seulement la méthodologie pour effectuer le test de résistance aux

antifongiques, mais également les critères d’interprétation des résultats. Ainsi, une souche

de Candida spp. est considérée résistante lorsque son MIC pour le FLC est de 64 jig/ml ou

plus et sensible lorsque son MIC est de 8 Ig/ml ou moins. Entre ces deux valeurs de MIC,

une souche sera considérée «intermédiaire» ou «sensible selon la dose ». Ces critères ont

été établis aussi pour l’ITC, la flucytosine, ainsi que pour le Ciyptococcus spp. En général,

les taux de succès d’une thérapie antimicrobienne chutent avec l’augmentation des valeurs

de MIC (Sanglard et Odds, 2002).

C



32

Ç) 2. Les mécanismes de résistance aux agents antifongiques chez C.

atbicans

a. Principes généraux

Les microbes possèdent tout un arsenal de mécanismes leur permettant de contrer

les traitements antimicrobiens. Les microbes ont développé cette grande capacité

d’adaptation face aux attaques externes suite à la guerre incessante que se livrent les

microbes entre eux depuis des millions d’années. En effet, certaines bactéries et levures,

tels Streptoinyces spp. et FeniciÏÏiurn spp. sécrètent des métabolites toxiques. Non

seulement ces microbes producteurs d’agents antimicrobiens doivent se protéger contre

leurs propres armes chimiques, mais aussi les microbes vivant à proximité de ceux-ci, qui

ont dû développer des mécanismes de défense. Ironiquement, la plupart des médicaments

antimicrobiens utilisés aujourd’hui sont dérivés de ces métabolites bactériens et fongiques,

et sont ainsi sujets aux multiples systèmes de résistance microbiens. Par contre, comme

nous le verrons plus loin, les microbes, parasites et cellules tumorales peuvent même

développer une résistance à des médicaments dc synthèse. Lorsque les conditions sont

favorables, les microbes pathogènes se reproduisent rapidement et sont donc présents en

grand nombre au site d’infection. Ainsi, d’un point de vue génétique, ce sont la taille d’une

population microbienne, le taux d’apparition de mutations et la force de la pression

sélective qui seront les facteurs déterminants pour l’acquisition de résistance face à un

traitement antimicrobien (Anderson, 2005).

Les mécanismes moléculaires de résistance aux antifongiques ont été étudiés en

détail chez la levure modèle $accharomyces cei-evisiœ, ainsi que chez la levure pathogène

C. albicans (White et aï., 199$; Akins, 2005). Des informations moins détaillées sont

également disponibles quant aux mécanismes qui prévalent chez C. glabrata, C. tropicatis,

C. krusei, C. dubtiniensis, Ciyptococcus neoformans et AspergiÏÏus spp. (Ghannoum et

Rice, 1999; Sanglard et Odds, 2002; Kontoyiannis et Lewis, 2002; Perea et Patterson,

2002). Le Tableau l-3 contient la liste des mécanismes moléculaires de résistance décrits

jusqu’à présent chez quelques mycètes pathogènes importants. Je décrirai ensuite les

C mécanismes moléculaires prépondérants chez C. albicans selon les types de médicaments.
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Tableau 1-3. Mécanismes moléculaires impliqués dans le développement de la résistance secondaire
chez les mycètes pathogènes3

Mycètes Mécanismes de résistance ayant été observés chez des souches cliniques eUou obtenus
pathogènes expérimentalement

Azoles Amphotéricine Flucytosine Caspofungine

. Diminution de
Candida Surexpression de pompes à Modification ou

activité de turacile Mutation de l’enzyme
albicans efflux (CDR et MDRI)

diminution du contenu
phosphoribosyl cible (FKSI)en ergosterol

transferase

Mutation / surexpression de . Diminution de
. Augmentation deI enzyme cible des azoles I activite de laI activite catalase .(ERG7I) cytosine deaminase

Perte de fonction de

l’enzyme stérol delta5’6
désatu rase (ERG3)

. Modification ou Résistance primaireCandida Surexpression de pompes a .

diminution du contenu - Mutation de laglabrata efflux (CDRI et PDH7) . .en ergosterol cytosine permease

Résistance primaire - Modification ou
.

. . . . - Mutation de I enzymeCandida krusei sensibilite reduite de diminution du contenu Resistance primaire
, . cible (FKSI)I enzyme cible (ERG7I) en ergosterol

Accumulation réduite d’azole
(pompe à efflux?)

Candida Surexpression de pompes à
dubliniensis efflux (CDR et MDRI)

Mutation / surexpression de
l’enzyme cible des azoles

(ERGI7)

Perte de fonction de

l’enzyme stérol delta56
désaturase (ERG3)

Aspergillus Surexpression de pompes à
fumigatus efflux (AtrF et MDRI)

Sensibilité réduite de
l’enzyme cible (ERG1 1)

. . Diminution de
. . Modification dans laCryptococcus Surexpression de pompes a I activite de I uracilesynthese de . Resistance primaireneoformans efflux (AFRI et MDR7) S phosphonbosyllergosterol

transferase

Mutation / surexpression de Diminution de
l’enzyme cible des azoles l’activité de la

(ERGII) cytosine déaminase

a Données combinées de White etal. 1998; Ghannoum etRice 1999; Kontoyiannis et Lewis 2002; Perea et
Patterson 2002; Sanglard et Odds 2002; Akins 2005

C
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b. Résistance aux azoles et autres inhibiteurs de la synthèse de

1’ ergostérol

Les premiers cas de résistance aux azoles ont été rapportés au début des années

1980 (Horsburgh, Jr. et Kirkpatrick, 1983; Johnson et aï., 1984) et sont devenus plus

courant suite à l’introduction du fLC (White et al., 1998). Quatre mécanismes moléculaires

principaux peuvent expliquer l’acquisition d’une résistance secondaire aux azoles: j) une

accumulation intracellulaire réduite de ces agents; ii) une baisse d’affinité de l’enzyme

Ergi lp pour les azoles; iii) une augmentation des niveaux cellulaires de Ergl lp; iv) une

modification dans la voie de biosynthèse de l’ergostérol (Sanglard et Odds, 2002).

i) L’incapacité des azoles à s’accumuler à l’intérieur de la cellule pathogène est un

phénomène qui a été décrit chez plusieurs isolats post-traitement de C. atbicans (Sanglard

et al., 1995; Venkateswarlu et al., 1995), C. gÏabrata (Hitchcock et al., 1993; Parkinson et
aÏ., 1995; Sanglard et al., 1999), C. krusei (Venkateswarlu et aÏ., 1996), C. dubliniensis

(Pinjon et al., 2005), C. neoformans (Venkateswarlu et al., 1997). Ce mécanisme de

résistance opère probablement aussi chez Aspergitiusfitrnigatus, mais reste à être démontré

chez des souches cliniques (Denning et aï., 1997; Latge, 1999; da Silva Ferreira et al.,
2004). Il est important de différencier la réduction de l’import du médicament dans la

cellule versus l’augmentation de son export (efflux) à l’extérieur de la cellule. Des

modifications dans la cinétique de ces deux processus peuvent expliquer une accumulation

réduite du médicament et ainsi la résistance aux azoles. Cependant, la plupart des études

concluent que le transport actif des azoles à l’extérieur des levures expliquerait en grande

partie la résistance aux azoles chez les levures pathogènes (Sanglard et al., 1995; Albertson

et al., 1996; White et al., 1998). L’import des azoles dans les cellules de Candida était

présumé comme étant un processus passif, par contre, de rares études suggèrent qu’il

pourrait exister un système d’import actif pour les azoles (Boiron et al., 1987; Noel et al.,

2003). Ainsi, l’accumulation réduite des azoles chez plusieurs mycètes pathogènes ayant

développé une résistance secondaire serait principalement causé par la surexpression de

transporteurs actifs appartenant à deux catégories différentes. Chez des isolats cliniques de

C. aÏbicans, il y a en effet une forte corrélation entre les niveaux de résistance au fLC et les

niveaux d’expression du gène CDRJ (Candida drug resistance), faisant partie de la
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ç superfamille des transporteurs ABC (ATP-binding cassette), et/ou du gène MDRI

(Multidrug resistance; anciennement nommé BEl’!), appartenant à la superfamille des

facilitateurs majeurs (fling et aï., 1991; Prasad et aÏ., 1995; Sanglard et al., 1995).

Plusieurs laboratoires ont validé cette observation (Albertson et al., 1996; White, 1997;

Lopez-Ribot et al., 199$; Franz et al., 199$a; White et ciL, 2002). Le gène CDR2 encode un

transporteur ABC très similaire à CDRJ. Il est également surexprimé dans certains isolats

cliniques de C. albicans résistants aux azoles (Sanglard et al., 1997). À noter que cDRJ et

CDR2 sont toujours surexprimés conjointement chez les souches cliniques résistantes,

indiquant qu’ils sont contrôlés par un régulateur commun (Sanglard et al., 1997; Perea et

al., 2001). Des gènes homologues à CDR] et CDR2 chez d’autres espèces de Candida, par

exemple CgCDRJ et PDH] chez C. glabrata (Miyazaki et al., 1998; Sanglard et al., 1999;

Bennett et al., 2004), ainsi que CdCDR1 et CdCDR2 chez C. dubïiniensis seraient

également impliqués dans la résistance aux azoles chez ces espèces (Moran et al., 1998;

Perea et al., 2002; Pinjon et al., 2005). Les différences importantes entre les transporteurs

de type ABC et le facilitateur MDR1 sont leurs sources d’énergie pour effectuer l’extmsion

C des azoles et leur spectre d’activité vis-à-vis les azoles. En effet, les transporteurs ABC

CDRJ et CDR2 utilisent la liaison et l’hydrolyse de l’ATP tout en étant capable d’expulser

tout les médicaments azoles utilisés en clinique, alors que le facilitateur MDRÏ utilise le

gradient de proton pour expulser spécifiquement le FLC (Sanglard et al., 1995; Parkinson

et al., 1995; White, 1997).

ii) Le deuxième mécanisme important de résistance aux azoles chez C. albicans est

la modification de l’enzyme ciblée par les azoles, soit la lanostérol 14Œ-déméthylase

(Ergi lp). En effet, certaines mutations codantes qui changent des acides aminés situés près

de l’hème dans ce cytochrome P450 ont pour effet de diminuer l’affinité entre Ergi lp et les

azoles, résultant ainsi en une perte d’efficacité de ce groupe de médicaments (Vanden

Bossche et cil., 1990). Chez C. krusei, Aspergillus spp. et C. neojormans, Ergllp aurait une

affinité réduite pour certains azoles à cause d’une structure légèrement différente de cette

enzyme chez C. albicans, ce qui expliquerait en grande partie la résistance primaire de ces

espèces (Lamb et aÏ., 1995; Sanglard et Odds, 2002; Diaz-Guerra et al., 2003). En

(j comparant les séquences du gène ERGJJ entre des souches cliniques de C. albicans
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résistantes aux azoles et leurs souches parentales sensibles, une grande quantité de

mutations ont été découvertes, dont une douzaine corrèlent avec l’augmentation de

résistance (Sanglard et al., 199$; Perea et aÏ., 2001). Sanglard et Bille ont répertorié $3

polymorphismes de ERG]] provenant de souches cliniques de C. aÏbicans, démontrant

ainsi la grande variabilité allélique de ce gène (Sanglard et Bille, 2002). Trois de ces

mutations (Y132H, G464S et R467K) ont été étudiées en détail grâce à l’expression

hétérologue de ces versions mutantes de Ergllp chez S. cerevisiœ, suivi de tests in vitro de

liaison aux azoles (Kelly et al., 1999a; Kelly et al., 1999b; Lamb et al., 2000). Les résultats

de ces études montrent en effet que ces mutations affectent l’affinité de Ergi ip pour le

FLC. Dans une souche résistante, le gène ERG]] peut contenir plus d’une mutation avec

des effets potentiellement additifs sur le niveau de résistance (Perea et cii., 2001). La

structure tridimensionelle d’un orthologue de cette enzyme complexée avec le FLC

(Cyp5 ip provenant de Mycobacterium tuberculosis) a été obtenue et permet, grâce à la

modélisation moléculaire, de prédir l’impact au niveau atomique de ces mutations sur la

liaison de nouveaux inhibiteurs, comme le posaconazole et le voriconazole (Podust et al.,

2001; Xiao et al., 2004). Cette structure 3D donne également une idée sur les modifications

chimiques à apporter aux azoles dans le but d’augmenter leur affinité pour Ergi lp.

iii) Un troisième mécanisme de résistance aux azoles qui a été postulé est la

surexpression du gène ERG]]. Ce phénomène a été observé chez des isolats cliniques de C.

albicans et C. glabrata, mais les niveaux du transcrit n’excèdent jamais trois ou cinq fois le

niveau moyen des souches sensibles parentales (Vanden Bossche et aÏ., 1992; Marichal et

ai., 1997; White, 1997; Lopez-Ribot et aï., 199$). L’augmentation des niveaux d’ARNm

d’ERG]] peut s’expliquer soit par une amplification génique (augmentation du nombre de

copies du gène) ou par une modification de la régulation transcriptionnelle de ce gène. La

première possibilité à été démontrée chez C. gÏabrata (Manchal et aï., 1997), mais n’a pas

été observée chez C. albicans (Sanglard et al., 1995; White, 1997). L’augmentation du

rythme de transcription de ERG]] et autres gènes ERG impliqués dans la synthèse de

l’ergostérol peut être obtenue suite à une exposition aux azoles (Henry et al., 2000; De

Backer et al., 2001; MacPherson et al., 2005). Somme toute, ce mécanisme n’aurait qu’une

C
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C faible contribution dans la résistance secondaire aux azoles chez C. atbicans (Maebashi et
al., 2001; Sanglard et Odds, 2002; White et aÏ., 2002).

iv) Finalement, le quatrième mécanisme est la modification de la voie de
biosynthèse de l’ergostérol. Il y a peu d’exemples de ce mécanisme rapportés dans la
littérature, mais son impact est important lorsqu’on considère qu’il entraîne également la
résistance à l’AmB (Kelly et al., 1996; Nolte et al., 1997). En effet, la perte de fonction de
l’enzyme stérol 5.6 désaturase encodée par le gène ERG3 entraîne une accumulation
d’ergosta-7,22-dienol qui peut alors être converti en une forme de stérol structurellement
différente de l’ergostérol (d’où la résistance à l’AmB), mais qui supporte quand même la
prolifération des levures (Sanglard et al., 2003b). Parallèlement, l’inhibition d’Ergl lp
entraîne des formes de stérol méthylées en position 1 4ci qui deviennent toxiques après avoir
été métabolisées par Erg3p. Ainsi, l’inactivation de Erg3p supprime l’effet toxique des
azoles (Kelly et aÏ., 1997; Lupetti et aÏ., 2002).

Ainsi, il existe plusieurs mécanismes moléculaires par lesquels C. albicans et autres
mycètes pathogènes peuvent contourner l’effet fongistatique d’un agent azolé. Il a en effet
été démontré que le traitement à long terme de patients sidéens favorisait le développement
de la résistance au FLC suite à une combinaison échelonnée des différents mécanismes
moléculaire expliqués précédemment (White et aÏ., 1998; franz et al., 1998a). Une étude
de l’épidémiologie de ces mécanismes moléculaires a montré que chez 20 souches
cliniques de C. albicans fortement résistantes au FLC, le mécanisme prépondérant était la
surexpression des transporteurs ABC et facilitateurs (CD]?], CDR2 et MDR]), avec un taux
de 85% des isolats (Perea et aÏ., 2001). Des mutations dans le gène ERG]] et des niveaux
élevés de son ARNm ont été détectés chez 65% et 35% des isolats, respectivement. De
plus, ces mécanismes étaient combinés dans 75% des souches analysées (Perea et al.,
2001). Il semblerait que chez C. glabrata, la surexpression des transporteurs ABC serait le
seul (ou du moins le plus important) mécanisme de résistance aux azoles (Sanglard et al.,
1999; Beimett et aÏ., 2004).

C
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Concernant les autres inhibiteurs de la synthèse de l’ergostérol, soit les allylamines,

thiocarbamates et morpholines, la résistance secondaire face à ces agents est très rare et/ou

très peu répertoriée (White et al., 1998). Il a tout de même été démontré que le terbinafine

et l’amorolfine sont des substrats pour les transporteurs ABC Cdrlp et Cdr2p (Sanglard et

al., 1997). Ces agents antifongiques seraient alors sujets à voir leur effet diminuer chez un

patient infecté avec une souche clinique présentant une résistance croisée aux azoles, dû à

fa surexpression de ces pompes à efflux (Ryder et aÏ., 1998).

c. Résistance aux polyènes

La résistance microbienne secondaire aux polyènes est rarement rencontrée en

clinique. Par contre, certains mycètes pathogènes, tels C. Ïusitaniœ et Trichosporon spp.,

peuvent présenter une résistance primaire à l’AmB et être sélectionnés lors d’une

exposition à cet agent (Ellis, 2002). Tel que mentionné précédemment, le mécanisme

moléculaire de résistance aux polyènes (AmB et nystatin) serait le résultat de mutations

inactivant l’enzyme Erg3p (Kelly et al., 1996; Nolte et al., 1997; Sanglard et al., 2003b). Il

est aussi possible qu’une réduction dans la production d’ergostérol, par exemple suite à des

mutations réduisant l’efficacité de Ergi lp, favorisent la résistance aux polyènes (Sanglard

et Bille, 2002). Également, une augmentation de l’activité catalase, contribuant à diminuer

les effets des dommages oxydatifs causés par ce type d’agent, pourrait également expliquer

la résistance aux polyènes (Sokol-Anderson et aÏ., 1986).

d. Résistance à la flucytosine

La résistance à la 5-FC serait probablement moins répandue que ce qui était évalué

au début des années 1980 (Sanglard et Odds, 2002). Une déficience ou perte d’activité des

enzymes nécessaires à l’action antifongique de la flucytosine, ou bien une dérégulation de

la voie de biosynthèse des pyrimidines peuvent expliquer la résistance microbienne à la

flucytosine (Whelan, 1987). La résistance primaire observée chez C. glabrata et C. krusei

serait due à une défectuosité dans la cytosine pennéase ou la cytosine déaminase, alors que

la résistance secondaire chez C. albicans et Ciyptococcus neoformans serait le résultat
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d’une déficience de l’uracile phosphoribosyl transférase (White et al., 1998; Hope et al.,

2004; Akins, 2005).

e. Résistance aux échinocandines

Les échinocandines ont été introduites récemment. Ainsi, la résistance clinique à

ces médicaments reste un phénomène rare. En laboratoire, des souches mutantes de C.

aÏbicans ont été développées, soit par mutagénèse, soit par sélection de mutations

spontanées apparaissant à basse fréquence. Ainsi, la délétion du gène fKS] encodant une

enzyme responsable de la synthèse )3-1 ,3-glucane entraîne la résistance à une échinocandine

(L-733,560) (Douglas et al., 1997). Des mutations dans FKSJ permettent l’enzyme

correspondante de fonctionner malgré la présence d’échinocandines (Park et aÏ., 2005). Ces

expériences démontrent donc que Fkslp est la cible principale des échinocandines. Un

autre mécanisme de résistance aux échinocandines serait la surexpression du gène CDR2,

encodant un transporteur ABC qui causent également la résistance aux azoles et autres

bloqueurs de synthèse de l’ergostérol. Ainsi, la caspofungine serait aussi un substrat pour

cette pompe à efflux (Schuetzer-Muchlbauer et al., 20035). Cette découverte était

surprenante, puisqu’une étude antérieure avait montré que plusieurs souches cliniques de C.

albicans résistantes au FLC, possédant différents mécanismes de résistance, dont la

surexpression de CDR2 et CDRJ ou MDRJ, demeuraient sensibles à la caspofungine

(Bachmann et al., 2002). Il est à noter que les niveaux de résistance conférés par Cdr2p

chez C. albicans sont 30 fois inférieurs à ceux causés par les mutations ponctuelles dans

Fkslp (Akins, 2005).

Notons que d’autres mécanismes moléculaires pourraient opérer chez C. atbicans.

Certains sont bien connus chez les procaryotes, mais n’ont pas encore été démontrés de

manière évidente chez C. aÏbicans; par exemple la modification ou la dégradation du

médicament de façon intra- ou extracellulaire et la réduction de l’import du médicament

(White et al., 199$). ALK$ est un cytochrome P450 qui pourrait convertir les médicaments

antifongiques en dérivés non-toxiques (Panwar et aÏ., 2001). Parmi les nouveaux

mécanismes répertoriés, notons la défectuosité mitochondriale chez C. gtabrata (Sanglard
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et al., 2001), la régulation de l’homéostasie du calcium via la calcineurine (Sanglard et al.,

2003a), les changements dans la composition et la fluidité de la membrane plasmique

(Loffler et al., 2000; Kohli et al., 2002; Mukhopadhyay et aÏ., 2004) et la séquestration du

FLC dans des compartiments intracellulaires (Maebashi et al., 2002). finalement, des

mécanismes dits «cellulaires» peuvent également expliquer la résistance clinique aux

antifongiques, soit le remplacement d’une espèce sensible par une espèce résistante au site

d’infection (ex : de C. albicans à C. krusei ou C. gtabrata) ou bien le remplacement par une

souche plus résistante de C. albicans (White et al., 1998).

3. La formation de biofiim par C. atbicans

La plupart des microorganismes vivent dans leur habitat naturel non pas sous forme

de cellules uniques dispersées (planctoniques), mais attachés aux surfaces sous une forme

dense que l’on nomme «biofiim ». Ceci est valide également pour les levures et bactéries

pathogènes infectant l’humain. Un biofilm est défini comme une communauté microbienne

structurée, attachée à une surface et encaissée dans une matrice de matériel exopolymérique

(Ramage et al., 2005). C. albicans est la levure qui est la plus souvent associée à la

formation de biofilms sur les muqueuses de l’hôte (par exemple dans les candidoses

oropharyngées) et sur les appareils médicaux implantés (cathéter, prothèse, dentier,

implant, etc.). Plusieurs techniques et systèmes in vitro et in vivo ont été développés

récemment pour étudier la biologie des biofilms à Candida spp., dont l’importance clinique

est indéniable (Mukherjee et al., 2005a). Une des caractéristiques principales d’un biofiim

de C. aÏbicans est son niveau élevé de résistance aux antifongiques (Hawser et Douglas,

1995). Les biofilms peuvent former une barrière physique limitant la pénétrationldiffusion

des médicaments antifongiques, ce qui peut expliquer la difficulté à éliminer les cellules

qui sont enfouies dans de telles structures. Par contre, ce mécanisme n’explique pas à lui

seul les valeurs élevées de MIC d’azoles et d’AmB requises pour éliminer les cellules de C.

atbicans présentent dans un biofiim versus des cellules planctoniques (Al Fattani et

Douglas, 2004). Il a été observé que les pompes à efflux, soit les transporteurs ABC CDRJ

et CDR2 ainsi que le facilitateur MDRJ étaient surexprimées dans les cellules formant un

C biofilm comparativement aux cellules planctoniques de la même souche (Ramage et al.,
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2002). Par contre, des souches mutantes dans lesquelles ces gènes sont inactivés forment

également des biofilms présentant une forte résistance au FLC, bien que ces même souches

soient hypersensibles lorsque cultivées sous forme planctonique (Ramage et aÏ., 2002). Des

études subséquentes ont montré une augmentation de la transcription des gènes encodant

les transporteurs dans la phase initiale de la formation du biofllm (Mukherjee et al., 2003;

Mateus et al., 2004). Cependant, ces résultats n’ont pas été reproduits par d’autres équipes

utilisant des conditions expérimentales différentes (Garcia-Sanchez et al., 2004; Murillo et

al., 2005). Une diminution du contenu en ergostérol aurait aussi été observée, ce qui

indique que l’acquisition de la résistance par les biofilms de Candida spp. est un processus

complexe et multifactoriel (Mukherjee et al., 2003).

4. L’impact clinique de la résistance aux azoles

Des études épidémiologiques confirment que les infections sévères à Candida spp

ne peuvent plus être considérées comme étant restreintes à la population de patients

immunodéficients ou neutropéniques (Eggimann et al., 2003a). La résistance aux agents

C antifongiques chez Candida spp. est donc un problème clinique qui ne sera pas éliminé de

sitôt. De plus, le nombre de sidéens ne cesse d’augmenter dans les pays en voie de

développement. Les données épidémiologiques sur la prévalence de la résistance aux

antifongiques dépendent de plusieurs variables, notamment du contexte clinique, du type

d’infection et de la classe d’agent antifongique (Sanglard et Odds, 2002). Ainsi, pour la

flucytosine et l’AmB, la prévalence du phénomène de résistance est difficile à évaluer à

cause de problèmes reliés à la méthodologie, mais serait bien en bas de 10% des isolats de

C. albicans. Plusieurs études ont été effectuées pour évaluer l’étendue de la résistance aux

azoles. Globalement, chez les patients VIH positifs, le pourcentage d’isolats de C. albicans

résistant au FLC serait de 12-19% (Sanglard et Odds, 2002). Lorsqu’elle apparaît, la

résistance à un antifongique confronte le clinicien à un choix limité pour un agent

antifongique alternatif (White et aÏ., 1998). Finalement, aucun consensus n’a été établi

quant à la posologie pour éviter l’apparition de résistance ou pour l’utilisation d’une

combinaison d’agents antifongiques (Marr, 2000; Marr, 2004). Considérant l’importance de

la surexpression de transporteurs ABC comme mécanisme de résistance aux médicaments

antifongiques, il incombe maintenant d’introduire cette famille de protéines.
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C II. Les transporteurs de te ABC (ATP-Binding Cassette) et leur rôle dans la

résistance aux médicaments

A. Caractéristiques structurales et fonctionnelles des transporteurs ABC

1. La superfamille des transporteurs ABC et leurs rôles biologiques

Le transport sélectif de molécules à travers les membranes biologiques est un

processus fondamental, qui est le plus souvent médié par des protéines ou complexes de

protéines membranaires. Ceux-ci sont nommés «transporteurs» ou «perméases» et

peuvent parfois fonctionner en collaboration avec des récepteurs extracytoplasmiques et/ou

des protéines ou domaines cytoplasmiques qui contrôlent ou produisent l’énergie nécessaire

à la réaction transport. On distingue deux grands types de transporteurs, soit les canaux et

les porteurs (carriers). Alors que les canaux facilitent la diffusion de molécules d’une

manière passive, c’est-à-dire sans utilisation d’énergie métabolique, les porteurs effectuent,

pour la plupart, un transport actif, nécessitant une source d’énergie chimique. Il existe deux

C principaux systèmes de transport actif qu’on retrouve chez toutes les formes de vie, soit les

transporteurs ABC et les facilitateurs majeurs (MfS; major facilitator superfamily) (Saier,

Jr., 2000).

La superfamille MFS est constituée de transporteurs encodés par un seul

polypeptide, contenant de 12 à 14 segments transmembranaires formés d’hélices ci, et qui

sont énergisés par le gradient ionique (proton ou autres cations) (Pao et al., 1998; Zuniga et

aÏ., 2001). Ayant une spécificité généralement stricte, les MFS sont divisés en 29 sous-

groupes selon le type de substrats qu’ils peuvent transporter (Saier, Jr., 2000). Trois des

sous-groupes de MFS contiennent des pompes à efflux conférant la résistance à des agents

cytotoxiques variés en utilisant l’antiport de proton (Paulsen et aÏ., 1996; Saier, Jr., 2000).

Les transporteurs ABC font partie d’une superfamille de protéines, définie par la

présence d’une cassette de liaison à l’ATP (ATP-binding cassette). Celle-ci forme la plus

grande famille de protéines transmembranaires (Higgins, 1992). À titre d’exemple, il y

aurait 79 transporteurs ABC différents chez Escherichia cou, 31 chez S. cerevisiœ, 56 chez
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Drosophila melanogaster, 60 chez Caenorhabditis elegans, 49 chez Homo sapiens et

environ 120 chez Arabidopsis thaliana (Linton et Higgins, 1998; Dean et aï., 2001; Dassa

et Bouige, 2001; Garcia et al., 2004; Sheps et aÏ., 2004). Ces protéines utilisent l’énergie

provenant de la liaison et de l’hydrolyse de l’ATP pour transporter diverses molécules à

travers la membrane plasmique et autres membranes cellulaires. Leur appartenance à cette

superfamille est définie par la séquence et l’organisation de leur cassette de liaison à l’ATP

(aussi appelée «nucleotide-binding domain» ou NBD) (Higgins et al., 1986; Hyde et al.,

1990). Typiquement, un transporteur ABC est constitué de quatre domaines, soit deux

NBD et deux domaines transmembranaires (TMD) (figure 1-4) (Hyde et aÏ., 1990).

Chaque TMD contient généralement six hélices alpha qui traversent la membrane

biologique et constituent le ou les site(s) de liaison pour les substrats qui seront transportés.

Ces quatre domaines de base peuvent être encodés séparément ou fusionnés dans un, deux

ou trois polypeptides avec une grande variété de configurations. Certains transporteurs

possèdent des domaines additionnels dont les rôles seraient de contrôler l’activité

hydrolytique, la localisation subcellulaire, la spécificité du transporteur, etc..

C
On peut diviser les transporteurs ABC en trois grandes classes, soit i) les

«importeurs », qui catalysent l’entrée de nutriments ou autres substrats à partir du milieu

extracellulaire vers l’intérieur de la cellule (le cytosol), ii) les «exporteurs », qui catalysent

la translocation de diverses molécules du cytosol vers l’extérieur de la cellule ou vers le

lumen d’organelles intracellulaires, et iii) les autres protéines ABC qui ne possèdent pas de

TMD et qui sont impliquées dans d’autres processus cellulaires (Dassa et Bouige, 2001).

Les transporteurs ABC sont en majorité dédiés à un substrat particulier, alors que quelques

transporteurs, notamment ceux impliqués dans la résistance aux médicaments, présentent

une spécificité très large (Higgins, 2001).

Les transporteurs ABC de type « importeurs » se trouvent en grande partie chez les

procaryotes. Ces systèmes, souvent désignés par le terme «perméases », sont spécialisés

dans l’import de nutriments essentiels aux bactéries, qui se retrouvent en faible quantité

dans leur environnement (sucres, acides aminés, etc.). Un grand nombre de perméases

(J fonctionnent en étroite collaboration avec des protéines périplasmiques de liaison au
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substrat (PBP; Figure 1-4). Les systèmes d’import de l’histidine (HisJQMP2), du maltose

(Ma1EFGK2) et de la vitamine B 12 (BtuCDE) sont des transporteurs de type ABC de E.

cou qui ont été l’objet d’études détaillées (Davidson et Chen, 2004). En fait, HisP a été le

premier gène ABC à être séquencé (Higgins et al., 1982). Chez les procaryotes, les

domaines d’un transporteur ABC sont souvent encodés par des gènes différents se

retrouvant dans un même opéron. Certains transporteurs ABC bactériens possèdent deux

domaines fusionnés dans le même gène, sous diverses configurations (TMD-NBD, NBD

TMD, NBD-NBD). Les sous-unités s’assemblent physiquement suite à leur synthèse pour

former un transporteur membranaire actif (Linton et Higgins, 1998). Chez les cellules de

mammifères, les importeurs sont rares. Un exemple serait PMP7O/PXMP1 (ABCD3) qui

serait responsable de l’import des acides gras à longue chaîne dans les peroxysomes (Shani

et al., 1997). L’import de nutriments dans les cellules humaines se fait principalement par

endocytose ou via des pompes à protons. Par contre, les eucaryotes qui sont limités dans

leur capacité à acquérir des nutriments, comme les plantes, pourraient posséder plusieurs

transporteurs ABC dédiés à ce rôle (Martinoia et aÏ., 2002; Garcia et al., 2004).
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Figure 1-4: Topologie des domaines et motifs formant les transporteurs ABC. A, quelques exemples de

différentes organisations des domaines constituant des transporteurs ABC; NBD, nucleotide-binding domain;

TMD, transmembrane domain; PBP, periplasmic substrate-binding protein; DR, domaine de régulation. Les

côtés extra- et intracellulaire de la membrane cytoplasmique sont indiqués, ainsi que les extrémités N- et C-

terminales lorsque des domaines sont fusionnés. B, motifs conservés formant un NBD, tels que décrits dans le

texte. La zone variable de 90-120 acides aminés entre le motif Walker A et la signature ABC contient

plusieurs hélices alpha dont une boucle contenant une glutamine conservée (Q-loop). Environ 35 résidus

suivant le motif Walker B, une histidine conservée détermine une boucle nommée «His-switch ».
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C
Les transporteurs ABC de type «exporteurs» se retrouvent autant chez les

procaryotes que les eucaryotes et ils sont impliqués dans divers processus, notamment

l’expulsion de composés cytotoxiques de nature endogène (ex métabolites secondaires) ou

exogène (ex: agents antimicrobiens) (van Veen et al., 2001; Wolfger et aÏ., 2001; Lage,

2003). Des exemples de ces protéines ABC seraient la P-glycoprotéine (P-gp; produit du

gène MDR1) et MRP1 chez Homo sapiens, LmrA de Lactococcus lactis, Pdr5p de L

cerevisiœ, Cdrlp et Cdr2p de C. albicans et Pghl de Plasmodiumfalcïparuni (Lage, 2003).

Il est intéressant de noter que ces transporteurs ABC impliqués dans la détoxification des

cellules sont également capables d’affecter la distribution des lipides à travers les

membranes biologiques (Borst et aÏ., 2000; Tannert et al., 2003). D’autres exporteurs sont

spécialisés dans l’extrusion de lipopolysaccharides formant de la paroi cellulaire (ex:

MsbA de E. cou), dans la synthèse du cytochrome e, dans la production d’antibiotiques et

l’export de la cire chez les plantes (Goldman et Kranz, 2001; Silver et aÏ., 2001; Mendez et

Salas, 2001; Pighin et al., 2004). Plusieurs polypeptides requis à l’extérieur de la cellule,

comme des protéases, des phéromones et certaines toxines sont exportés via des

transporteurs ABC spécifiques (Higgins, 1992). Le transporteur Ste6p de S. cerevisiœ qui

exporte le «facteur a », une phéromone nécessaire au processus de conjugaison, ainsi que

le système H1yBD/To1C chez E. cou, qui exporte l’hémolysine A, sont des exemples de ce

genre de transporteurs ABC (Higgins, 1992). Chez l’humain, TAPi et TAP2 s’associent à

la membrane du réticulum endoplasmique pour former un transporteur de peptides qui est

impliqué dans le processus de la présentation des antigènes (Cresswell et al., 1999).

Quelques perméases et exporteurs peptidiques bactériens, dont HlyB, nécessitent une

association avec d’autres protéines pénplasmiques comme H1yD et ToIC, permettant ainsi

de former un lien avec la membrane externe. Dans la plupart des transporteurs ABC

eucaryotes, les domaines sont génétiquement fusionnés dans une configuration de «demi-

transporteur» (TMD-NBD ou NBD-TMD) ou de «transporteurs complets» ([TMD

NBD]2 ou [NBD-TMDJ2). Il est généralement reconnu que les demi-transporteurs doivent

soit s’homo- ou s’hétéro-dimériser pour être fonctionnels (Holland et Blight, 1999).

C
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Certaines protéines de la superfamille ABC n’ont pas de domaine transmembranaire

(TMD), mais appartiennent à cette catégorie à cause de la présence de cette cassette de

liaison à l’ATP caractéristique (Geourjon et al., 2001; Dassa et Bouige, 2001). Ces

protéines ABC non-membranaires sont pour la plupart impliquées dans la modification des

acides nucléiques; par exemple, UvrA et Mut$ de E. cou et Rad5O de S. cerevisice, qui font

partie de différents complexes de réparation de nucléotides, ainsi que des facteurs

d’élongation, comme YEF3 de S. cerevisiœ. Par contre, la plupart des membres de la

superfamille ABC sont des protéines membranaires que l’on nomme «transporteurs ABC»

(Higgins, 1992).

Notons finalement que certains transporteurs ABC possèdent une structure

différente (dont la présence du domaine de régulation) qui leur permettent de fonctionner

en tant que canaux à ions, ou en tant que régulateur de canal à ions (Higgins, 1995). En

effet, chez l’humain, la protéine CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance

regulator) qui est responsable de la fibrose kystique (mucoviscidose) est en fait un canal à

(J’ ion chlorure, alors que SURi (sulfonyl urea receptor) n’a aucune activité de transport en

soi, mais son activité ATPase régule l’ouverture et la fermeture du canal à potassium

sensible à l’ATP (KATp). On retrouverait également des régulateurs de canaux à ions chez

les bactéries (Higgins, 1995).

2. La structure des transporteurs ABC

Bien que les transporteurs ABC soient représentés en grand nombre dans la

biosphère et qu’ils possèdent une très grande diversité de substrats et de rôle biologiques,

ils présentent tous une architecture semblable. Tel que mentionné précédemment, cette

architecture de base comprend minimalement quatre domaines et est organisée en deux

moitiés similaires contenant chacune un NBD et un TMD.

a. Structure des NBD et des TMD

Les NBD sont formés de 215 à 300 acides aminés et contiennent les motifs

conservés Walker A (GxxxxGKS/T; où x représente n’importe quel acide aminé), Walker
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(j B (qxpçpDE ; où p représente un acide aminé hydrophobe), ainsi que le motif « signature»

ou motif C (LSGGQ; figure l-4B) (Walker et al., 1982; Schneider et Hunke, 199$). Les

motifs Walker A et B sont présents dans la vaste majorité des protéines utilisant l’ATP,

comme la myosine, I’ATP synthétase et l’adénylate kinase, alors que le motif C est

spécifique à la superfamille ABC (Walker et al., 1982; Saraste et aÏ., 1990; Smith et

Rayment, 1996; Geourjon et aÏ., 2001). Les NBD de transporteurs ABC provenant des

bactéries jusqu’aux humains présentent une homologie de séquence avoisinant 25-30%, ce

qui suggère que la structure et le mode de fonctionnement de ce domaine sont globalement

similaires chez tous les êtres vivants et ont été conservés au cours de l’évolution (Higgins,

1992; Kerr, 2002). Cette homologie s’étend non seulement aux motifs Walker A, B et

signature initialement identifiés, mais aussi à d’autres régions dans les NBD. Ainsi, par

comparaison de séquence, on peut identifier deux résidus fortement conservés, soit une

glutamine et une histidine formant respectivement la «boucle glutamine» (Q-loop) et la

«boucle histidine» (H-loop ou H-switch; Figure l-43) (Linton et Higgins, 1998; Hopfner

et al., 2000).

C
Possédant une moyenne de douze segments transmembranaires, les transporteurs

ABC sont très difficiles à purifier et à cristalliser. Ainsi, les données structurales pour ce

type de protéines proviennent essentiellement de données biochimiques ou des domaines

NBD purifiés individuellement. La première structure tridimensionnelle publiée fut celle de

HisP, le NBD de la pennéase pour l’histidine chez Saïmonelta thvphimurium (Hung et al.,

1998). Le fait que ce domaine soit soluble et encodé séparément des TMD auxquels il

s’associe a grandement facilité sa purification. La conformation générale de ce NBD a été

confirmée par la suite grâce aux cristallisations de différents NBD de transporteurs

bactériens (Kerr, 2002; Schmitt et Tampe, 2002; Davidson et Chen, 2004). Ainsi, les NBD

se présentent sous une forme bilobée en forme de L avec un premier sous-domaine

catalytique (lobe I) de type RecA, composés principalement de feuillets f3 parallèles (Hung

et al., 1998). Cette portion contient la poche de liaison aux nucléotides qui est d’abord

constituée du motif Walker A. Cette boucle de liaison aux phosphates (P-loop) riche en

glycines, précède la première hélice ci, et fait suite à trois feuillets f3 (Figure 1-5). Le motif

Walker A s’enroule autour de la chaîne di- ou triphosphate du nucléotide. La base
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d’adénine du nucléotide est stabilisée par un résidu aromatique (Tyri6 chez HisP) situé

entre les feuillets I et 2 (si et s2 dans la Figure 1-5). Ce site catalytique, qui est complété

par le motif Walker B formant un feuillet f3, est présent dans de nombreuses ATPases et

GTPases (Smith et Rayment, 1996).

L’acide aspartique fortement conservé du motif Walker B coordonne un ion

magnésium (Mg2) dans le site catalytique via une molécule d’eau. Cet ion serait un facteur

essentiel dans l’hydrolyse de l’ATP (Davidson et Chen, 2004). On retrouve presque

toujours un résidu glutamate immédiatement après l’acide aspartique du motif Walker B.
2+Celui-ci forme des liens avec le Mg et la molecule H20 activatnce. Ce glutamate pourrait

être la base catalytique pour l’hydrolyse de l’ATP, compte tenu que la mutation de ce

résidu entraîne généralement une perte totale de l’activité ATPase (Smith et al., 2002;

Orelle et aÏ., 2003). Le Q-loop, aussi appelé le senseur (ou connecteur) du y-phosphate, qui
2+suit le feuillet f3 6, est egalement responsable de la coordination du Mg et d une moleculc

d’H20 potentiellement activatrice (Hopffier et al., 2000; Diederichs et al., 2000; Karpowich

et al., 2001). La structure de la boucle Q-loop semble assez flexible et des changements de

sa conformation sont observés en comparant les structures des NBD sous forme

apo/ADP/ATP (Yuan et al., 2001; Karpowich et aÏ., 2001; Verdon et aÏ., 2003). Ces études

structurales, avec d’autres utilisant la simulation moléculaire dynamique, suggèrent que

cette boucle joue un rôle dans la rotation du sous-domaine hélical (lobe II) suite à la liaison

et à l’hydrolyse de l’ATP (Jones et George, 2004). Ce lobe II est spécifique aux

transporteurs ABC et est formé de trois à quatre hélices u (h3, h4 et h5 dans la Figure i-5),

dont le motif signature (LSGGQ). Des études de mutagénèse ont montré que ce motif

signature joue un rôle important dans l’hydrolyse de l’ATP, mais sa fonction exacte était

demeurée vague jusqu’à tout récemment. Enfin, l’histidine conservée du «His-switch»

suivant le feuillet f3 $ établit un pont hydrogène avec le -y-phosphate de l’ATP (Smith et al.,

2002; Chen et al., 2003a).
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cou Ma1K (résidus 1-235) liant un ATP. Le lobe I est en vert et le lobe II est en turquoise. Les motifs Walker
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sont représentés. Figure modifiée de (Davidson et Chen, 2004).
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Figure 1-5 : Structure des domaines de liaison aux nucléotides (NBD). A, alignement des séquences de
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La question de la spécificité d’un NBD pour son TMD correspondant, qui est

particulièrement importante dans le cas des perméases bactériennes où ces domaines,

encodés séparément, doivent s’associer dans des combinaisons non-interchangeables, a été

récemment éclaircie par l’identification d’une région variable constituée d’hélices u entre le

Q-Ioop et le motif LSGGQ (Schmitt et al., 2003). Suite aux récentes cristallisations de

transporteurs complets (décrites plus loin), il est proposé que cette région variable

interagisse avec une région conservée dans une boucle cytoplasmique des TMD, identifiée

chez les pennéases bactériennes (Mourez et al., 1997) et confère ainsi la spécificité NBD

TMD.

Les domaines transmembranaires (TMD) sont essentiellement un regroupement de

six hélices u qui traversent la bicouche lipidique, reliées entre elles par des boucles intra- et

extracellulaires de longueur variable, ces dernières pouvant être glycosylées (Higgins,

1992). Un complément de dix à douze hélices serait le minimum nécessaire pour former un

C pore d’une dimension suffisante pour accepter les différents substrats connus des

transporteurs ABC. Les deux TMD d’un transporteur ABC sont responsables de la

reconnaissance et de la liaison des substrats. Une quantité importante d’études appuie cette

affirmation, dont voici quelques exemples: i) l’homologie de séquence entre les TMD de

différents transporteurs ABC est très faible (Higgins, 1992), ii) des mutations introduites

dans ce domaine modifient la spécificité pour les substrats (Loo et Clarke, 1994; Haima et

al., 1996; Edgar et Bibi, 1999; Ambudkar et al., 1999; Robey et al., 2003), iii) chez la

drosophile, l’hétérodimérisation des demi-transporteurs white, brown et scarÏet contenant

des NBD très similaires, mais des TMD ayant peu d’homologie, produit des transporteurs

ayant des spécificités différentes face aux précurseurs des pigments oculaires (Mackcnzie

et aÏ., 1999), iv) l’ajout de substrats à un transporteur purifié modifie la conformation des

segments transmembranaires (Loo et al., 2003) et y) le marquage de différents

transporteurs ABC avec des dérivés radioactifs photoactivables suivie d’une analyse des

fragments protéolytiques dévoile que les segments transmembranaires sont les principaux

sites de liaisons aux substrats (Greenberger, 1993; Daoud et al., 2001). La P-gp humaine

aurait même plusieurs sites de liaisons aux substrats dans ses TMD (Dey et al., 1997; Safa,
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2004). Par contre, les mécanismes moléculaires qui permettent à des transporteurs ABC de

type MDR comme P-gp, Pdr5p, Cdrlp et Cdr2p de reconnaître et d’expulser des centaines

de composés différents demeurent encore à l’état d’hypothèses (Blackmore et al., 2001;

Golin et al., 2003; Safa, 2004). Il en va de même pour le mécanisme de couplage entre

l’activité ATPase et la transiocation du substrat (Jones et George, 2004).

La preuve que l’hydrolyse de l’ATP est nécessaire au transport des substrats a été

apportée par la purification et la reconstitution en liposomes des systèmes bactériens

d’irnport de l’histidine et du maltose (Bishop et aÏ., 1989; Davidson et Nikaido, 1991). La

stœchiométriê de la réaction dans le cas des transporteurs ABC (ATP/substrat) est difficile

à établir avec précision, mais ce rapport serait vraisemblablement de 2 molécules d’ATP

hydrolysées pour une de substrat transporté (Patzlaff et al., 2003). Dans la plupart des

systèmes ABC analysés, cette hydrolyse de l’ATP serait effectuée par chacun des NBD

travaillant en alternance et serait coopérative (Senior et Bhagat, 1998). En effet, lorsqu’un

seul NBD est inactivé, le transporteur perd son activité ATPase en totalité (Azzaria et al.,

(J 1989; Loo et Clarke, 1995). La nécessité pour les transporteurs ABC d’avoir deux cassettes

de liaison à l’ATP fonctionnelles ainsi que la fonction exacte du motif signature LSGGQ

ont longtemps été sujets de débats parmi les chercheurs.

Une percée importante a été réalisée en 2002 par l’équipe du Dr John Hunt. Ces

chercheurs ont cristallisé la forme dimérique d’un mutant catalytiquement inactif de

MJ0796, le NBD du transporteur LoID de Methanococcus jannastzii (Smith et al., 2002).

En effet, lorsque le résidu glutamate suivant le motif Walker B est muté (E17IQ),

l’association de cc NBD avec lui-même est fortement stabilisée dans une configuration

«tête-à-queue », c’est-à-dire avec une symétrie en deux axes perpendiculaires. Dans cette

conformation appelée le « ATP-sandwich dimer », le motif signature LSGGQ (lobe II) d’un

NBD vient établir des contacts importants avec la molécule d’ATP liée par l’autre NBD

(dans le lobe I) et complète ainsi la poche de liaison de ce dernier (Figure 1-6). Cette

configuration a été observée initialement dans la structure tridimensionnelle de RadSO, une

ATPase de la superfamille ABC (Hopfner et al., 2000), démontrée in vitro (Moody et al.,

(J 2002), puis observée par la cristallisation d’autres NBD (Locher et aÏ., 2002; Chang, 2003;
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C Chen et al., 2003a). Une autre étude, utilisant une approche biochimique de photoclivage, a

démontré que cet arrangement dimérique de l« ATP-sandwich» serait valable dans des

conditions physiologiques (Fetsch et Davidson, 2002). Ainsi, les résidus des deux NBD

dans un même transporteur coopèrent étroitement pour former les deux sites de liaisons à

l’ATP. In vitro, les transporteurs ABC n’ont pas une spécificité très stricte pour l’ATP,

mais peuvent également utiliser le GTP, le CTP ou 1’UTP (al Shawi et Senior, 1993;

Decottignies et aÏ., 1994). Même si l’ATP est fort probablement le principal nucléotide

utilisé in vivo par ces protéines, on préfère nommer les cassettes de liaison à l’ATP (ABC)

des domaines de liaison aux nucléotides (NBD).
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figure 1-6: Arrangement dirnérique des NBD et interactions avec l’ATP. A, l’homodimère du NBD de E.

cou Ma1K liant deux molécules d’ATP selon le modèle de l’« ATP-sandwich », en configuration tête-à-

queue. Le système de couleur est le même qu’à la Figure 1-5, avec la sous-unité B (à droite) présentant des

tons de couleur légèrement différents. B, diagramme des interactions moléculaires entre un des deux ATP lié

à l’homodimère. Les lignes noires montrent les contacts van der Waals. les lignes bleues montrent les ponts

hydrogènes et salés. Figure modifiée de (Davidson et Chen, 2004).
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b. Structure des transporteurs ABC complets

La première image d’un transporteur ABC complet nous est venue des études de

Rosenberg et collaborateurs portant sur l’analyse par microscopie électronique de la P-gp

purifiée (Rosenberg et al., 1997). Cependant la faible résolution nous limitait à une image

d’un cylindre large de 10 nm et haut de 8 nm, formé par les TMD et traversant la bicouche

lipidique, contenant un pore ouvert du côté extracellulaire et complété par deux lobes

cytoplasmiques d’une dimension de 3 nm correspondant fort probablement aux NBD

(Rosenberg et al., 1997). Dans des études plus récentes, ces auteurs dévoilaient une

projection 3D de P-gp qui se rapproche de la forme en spirale des hélices Œ des TMD selon

les données biochimiques de Loo et Clarke (Loo et Clarke, 2000; Rosenberg et al., 2001;

Loo et al., 2004; Rosenberg et al., 2005). En fait, notre compréhension de la structure et du

fonctionnement des transporteurs ABC a fait un bond prodigieux suite à la publication des

structures à haute résolution de deux transporteurs ABC de E. cou, MsbA et BtuCD (Chang

ç et Roth, 2001; Locher et al., 2002). MsbA est responsable du transfert du « lipide A » et du

lipopolysaccharide (LPS), deux composantes importantes de la membrane externe chez les

bactéries (Doerrler et al., 2004), tandis que BtuCD est une perméase exécutant l’import de

la vitamine B12 (Borths et aÏ., 2005). Alors que la structure de BtuCD confirmait la

projection 3D de P-gp, à savoir qu’une chambre aqueuse est formée à l’intérieur de la

membrane à l’interface entre les deux TMD et qu’elle est fermée du côté cytoplasmique, la

structure de MsbA provenant E. cou montrait une géométrie très différente des TMD,

semblable à un V inversé (figure 1-7) (Chang et Roth, 2001; Locher et al., 2002). De plus,

les NBD de BtuCD interagissent entre eux de la manière prédite par le modèle «ATP

sandwich », alors que les NBD d’E cou MsbA sont séparés l’un de l’autre. Par contre,

Chang et Reyes ont publié par la suite une structure «fermée » du MsbA de Vibrio choiera

sous forme apo et tout récemment, la structure de la forme complexée avec le

MgADPvanadate ainsi que son substrat, le LPS, qui représenterait beaucoup plus la

conformation physiologique de ce transporteur ABC (Figure 1-7 E) (Chang, 2003; Reyes et

Chang, 2005).

C
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a BtuCD dimer

Q

Figure 1-7 Structures tridimensionnelles de transporteurs ABC complets. A, structure dimérique de BtuCD

(F. cou; E.c.), vue de face avec un axe de symétrie vertical entre les deux sous-unités. Pour A-D, les TMD

sont en gris, l’ICD est en mauve et les NBD sont en vert et turquoise. B, vue de côté d’une sous-unité BtuCD,

montrant les hélices Li et L2 du lCD de BtuC qui s’arriment sur le Q-loop et les hélices h2 et h3 de BtuD. C,

vue de face de la structure de MsbA d’E. cou. Une partie des NBD était désordonnée dans le cristal, rendant

impossible sa modélisation. D, vue de face de MsbA de V. choiera (V.c.) sous forme apo et E, vue de coté du

MsbA de S. typhirnurium sous forme complexée avec le MgADP. le vanadate et le LPS. En E, le code de

couleur et la représentation de la structure tertiaire sont différents, mais les parties importantes du transporteur

sont identifiées. Figure modifiée de (Davidson et Chen, 2004) et de (Reyes et Chang, 2005).

o

b BtuCD monomer

C E.c. MsbA d V.c. MsbA e LPS

PeripLasm
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Dans le cas de MsbA, un troisième domaine a été identifié, soit le domaine

intracellulaire (lCD) (Chang et Roth, 2001). Composé d’hélices u situées dans les boucles

cytoplasmiques des TMD, l’ICD servirait à transmettre entre les TMD et les NBD les

changements de conformation suite à la liaison du substrat et de l’ATP. La structure de

BtuCD diffère de celle de MsbA en plusieurs points. À part une orientation plus verticale

des TMD, ceux-ci présentaient chacun dix hélices u au lieu de six, le nombre typiquement

prévu dans les calculs d’hydropathie. Ainsi, le nombre et l’orientation des hélices

transmembranaires risquent de varier grandement entre les différentes classes de

transporteurs ABC. De plus, aucun lCD n’est identifiable dans la structure de BtuCD, le

contact entre les TMD et NBD se faisant tout de même via les boucles cytoplasmiques du

TMD et la région du Q-loop dans 1eNBD, tel que décrit àla Figure l-7 A et 1-7 B.

3. Les modèles de cycles catalytiques des transporteurs ABC

La dissection du cycle catalytique des transporteurs ABC a été effectuée

principalement pour la P-gp, la pompe causant la résistance multiple aux drogues (MDR)

chez les mammifères, et pour LmrA, une pompe bactérienne de type MDR. Selon

différentes données biochimiques, trois groupes de recherches ont proposés des modèles de

cycles catalytiques légèrement différents.

Dans le premier modèle (Figure 1-8 A), le transporteur ABC possède un seul site de

liaison aux substrats, partagé entre les deux TMD, qui se réoriente de la face interne à la

face externe de la bicouche lipidique suite à l’hydrolyse de l’ATP et au relâchement du

phosphate, qui s’effectuent en alternance aux NBD, fonctionnant eux-mêmes en étroite

collaboration (Senior et aÏ., 1995). Senior et collègues ont peaufiné leur modèle afin

d’incorporer les notions de la «dimérisation» des NBD suite à la publication de la

structure des NBD formant un «ATP-sandwich» (Urbatsch et al., 2003). Ainsi, ils

postulent que l’association des NBD et la réouverture du dimère sont des étapes

importantes influençant les changements de conformation qui mènent à la translocation du

substrat. Un seul ATP serait hydrolysé lors de l’association des deux NBD (Tombline et
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al., 2005). Au moment où ce premier modèle fut proposé (1995), il était présumé que les

NBD et les TMD interagissent grâce à un mécanisme de couplage, mais les détails

moléculaires de ce processus étaient alors inconnus.

Ce couplage entre les NBD et les TMD a été mis en évidence par des expériences

utilisant le blocage de l’hydrolyse par la vanadate (Ramachandra et al., 199$) (van Veen et

aÏ.. 2000) et par des études spectroscopiques (Liu et Sharom, 1996; Grimard et al., 2001). Il

a en autres été démontré que l’hydrolyse de l’ATP aux NBD causait des changements de

translation et/ou de rotation des hélices formant les TMD (Vigano et al., 2002). Le groupe

du Dr van Veen a alors proposé un modèle où chaque moitié du transporteur aurait son

propre site de liaison aux substrats, tandis que l’hydrolyse de l’ATP procède en alternance

et de manière concomitante avec le transport du substrat à un des deux sites qui s’expose

vers l’extérieur, alors que le second site reprend sa position vers l’intérieur de la membrane

(figure 1-8 B).

Lorsqu’un inhibiteur de l’activité ATPase comme le vanadate bloque P-gp dans un

état de transition, le transporteur démontre alors une affinité réduite pour ses substrats

(Ramachandra et aï., 199$). Cette observation principale a initié l’élaboration d’un

troisième modèle dans lequel deux sites de liaison aux substrats coexistent, l’un faisant face

du côté cytoplasmique de la membrane, qui présente une forte affinité pour les substrats

(site «ON ») avant le premier événement d’hydrolyse de l’ATP, tandis que l’autre site du

côté extracellulaire (< 0Ff ») présente une faible affinité pour les substrats (Figure 1-8 C).

L’hydrolyse par un NBD et le relâchement du phosphate inorganique résulterait en un

transfert de niveaux d’affinité entre les deux sites, menant alors à la translocation du

substrat. Cependant, un deuxième événement d’hydrolyse serait nécessaire pour rétablir la

forte affinité pour les substrats de la pompe au site interne (Sauna et Ambudkar, 2000;

Sauna et Ambudkar, 2001).

o
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Figure 1-8 Schémas simplifiés des différents modèles de cycles catalytiques pour les transporteurs ABC

agissant comme pompe à efflux MDR. Les étoiles représentent les molécules de substrats, les NBD sont de

différentes formes et couleurs selon qu’ils soient inoccupés ou sous forme pré-/post-hydrolyse. Voir texte

pour plus de détails.

Ainsi, même si ces modèles diffèrent quant à la manière dont les substrats sont

transportés par les protéines ABC, ils s’accordent sur le fait que l’énergie fournie par la

liaison, l’hydrolyse et le relâchement des nucléotides serait transmise aux TMD par un

mécanisme de couplage direct de façon à créer le mouvement vectoriel du substrat contre

un gradient de concentration. Inversement, on sait que la liaison du substrat aux TMD

affecte l’interaction des NBD avec l’ATP, principalement à cause du fait que l’ajout de

substrats à une préparation de P-gp stimule son activité ATPasique intrinsèque (Orlowski et

aÏ., 1996). Les structures tridimensionnelles de MsbA et BtuCD (Figure 1-7) apportent un
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(r début d’explication à un tel couplage NBD-TMD, mais les différences majeures entre les

deux structures nous empêchent à l’heure actuelle de déterminer un mécanisme applicable à

tous les transporteurs ABC.

Higgins et Linton ont proposé récemment un modèle nommé «ATP switch » qui se

veut unificateur (Higgins et Linton, 2004). En effet, trois types de données importantes

recueillies récemment sur différents transporteurs ABC se devaient d’être consolidés dans

un modèle généralisé. Des données biochimiques et structurales ont montré que i) l’étape

de liaison de l’ATP, plus que son hydrolyse, apporterait l’essentiel de l’énergie nécessaire à

la transiocation du substrat (Aleksandrov et al., 2000; Rosenberg et aÏ., 2003; Manciu et

aÏ., 2003), ii) les deux NBD de certains transporteurs ABC, notamment ceux de la catégorie

ABCC comme MRP 1 et CFTR, ne sont pas équivalents dans leur capacité de lier et

d’hydrolyser l’ATP (Aleksandrov et aÏ., 2002; Hou et aÏ., 2002), et iii) la liaison à l’ATP

induit l’association physique des deux NBD (Hopfner et aÏ., 2000; Smith et al., 2002; Chen

et al., 2003a). Ainsi, le concept d’un transfert entre deux conformations, l’une où les deux

C NBD s’associent suite à la liaison de l’ATP et l’autre où les deux NBD de dissocient suite à

l’hydrolyse de l’ATP, forme l’essentiel de leur modèle «ATP switch ». Cette transition

entre les deux états serait étroitement contrôlée par les signaux provenant des TMD.

Avant d’initier le cycle de transport, la protéine ABC sous forme apo présente une

faible affinité pour l’ATP, mais le site de liaison aux substrats (en rose; Figure 1-9) est sous

forme d’haute affinité. La première étape (Step I) serait initiée par la liaison du substrat,

qui, par ricochet, aurait pour effet d’augmenter l’affinité des NBD pour l’ATP (Martin et

al., 2001). La liaison d’une deuxième molécule d’ATP se fait de manière coopérative et

induirait la dimérisation des deux NBD (Step II). Des variations surviennent après cette

étape, puisque comme mentionné plus haut, les NBD de certains transporteurs ont des

affinités fort différentes pour l’ATP (Daumke et Knittler, 2001), tandis que chez d’autres

protéines ABC, les deux NBD auraient des capacités identiques à lier les nucléotides

(Berridge et al., 2003). Durant l’étape II, l’association des NBD a causé un changement

important dans la conformation des hélices Œ formant les TMD, de telle sorte que le site de

liaison aux substrats expose maintenant le substrat soit directement au milieu
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extracellulaire, soit au feuillet externe de la bicouche lipidique, selon la nature du

transporteur et de l’hydrophobicité du substrat. Le substrat quitterait le transporteur à cette

étape, quoique ceci reste à démontrer hors de tout doute. À l’étape III, l’ATP est hydrolysé

en alternance par les deux NBD, un processus qui serait nécessaire afin de rétablir la forte

affinité des TMD pour les substrats (figure 1-9). Cette hydrolyse provoquerait une rotation

du lobe II (Figure 1-5 B), déstabilisant alors l’association entre les NBD (Jones et George,

2004). L’événement qui déclenche l’hydrolyse à un des deux sites demeure inconnu, mais

pourrait être relié soit au relâchement du substrat par les TMD, soit à la géométrie de l’ATP

par rapport à certains résidus catalytiques dans les NBD lorsque ceux-ci sont étroitement

associés (Higgins et Linton. 2004). Dans la dernière étape (Step IV), les molécules d’ADP

et de phosphate inorganique se dissocient séquentiellement à cause de répulsions

électrostatiques (Smith et al., 2002), rétablissant alors le transporteur à son état initial. Il se

peut que la liaison d’une nouvelle molécule de substrat occasionne à la fois la dissociation

de J’ADP de la fin d’un cycle, tout en stimulant la liaison de l’ATP dans le prochain cycle

(Higgins et Linton, 2004).
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Figure 1-9: Le modèle général du «ATP switch» pour le fonctionnement des transporteurs ABC de type

«exporteurs ». Les TMD sont représentés par des cylindres jaunes et orangés, à la perpendiculaire du plan de

la membrane plasmique (bleu pâle). Les NBD sont représentés par des formes rouges et bleues, et dans un but

de clarté, vus par le dessus (parallèle à la membrane plasmique), comme à la Figure 1-6 A. Les étapes du

cycle (Step I-IV) sont décrites dans le texte. La figure est tirée de (Higgins et Linton, 2004) et on trouve dans

cette publication les variations applicables pour les transporteurs de type « importeurs ».
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C
B. L’implication des transporteurs ABC dans la résistance multiple aux

médicaments

Les transporteurs ABC sont importants non seulement à cause de leur présence en

grand nombre dans toutes les formes de vie et des rôles biologiques qu’ils jouent dans les

cellules, mais également parce qu’ils sont impliqués dans diverses maladies chez l’humain.

Les 49 transporteurs ABC répertoriés chez l’humain sont divisés d’après une analyse

phylogénétique en 7 sous-groupes, ceux-ci étant désignés d’ABCA à ABCG

(http://nutrigene.4t.comlhumanabc.htm) (Dean et al., 2001). Cinq de ces sous-groupes se

retrouvent chez la levure modèle S. cerevisiœ (Decottignies et Goffeau, 1997; Bauer et al.,

1999). Des défectuosités dans 14 transporteurs ABC humains causeraient au moins 13

maladies différentes, les plus communes étant la fibrose kystique (CFTR!ABCC7), la

dégénérescence maculaire (maladie de Stargardt; ABCR!ABCA4), l’adrénoleucodystrophie

(ALD/ABCD1) et la maladie de Tangier (ABCI/ABCA1). La fibrose kystique est en effet

l’une des maladies héréditaires les plus répandues en Amérique de Nord et elle est causée

par des mutations dans CFTR, le transporteur ABC qui fonctionne comme canal à ion

chlorure dans les cellules épithéliales pulmonaires (Riordan et al., 1989; Sheppard et

Welsh, 1999). Pour une liste complète des transporteurs ABC et les maladies chez l’humain

qui leurs sont reliées, j’invite le lecteur à consulter les revues suivantes (Dean et al., 2001;

Borst et Elfennk, 2002; Stefkova et aÏ., 2004).

1. La résistance multiple aux médicaments chez les cellules cancéreuses

Tout comme pour les infections fongiques, les cellules cancéreuses et les tumeurs

qu’elles développent peuvent être réfractaires aux traitements chimiques, d’une manière

intrinsèque ou acquise. Il existe plusieurs mécanismes qui peuvent expliquer le

développement d’une résistance à la chimiothérapie, mais l’expulsion active des composés

via la surexpression de transporteurs ABC serait un mécanisme prépondérant dans

différents types de cancers (Gottesman, 2002). Une des conséquences graves de ce

mécanisme est que les pompes membranaires impliquées possèdent un large spectre
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d’activité et confèrent donc la résistance à une grande quantité de molécules n’ayant que

très peu de relations chimiques ou structurales. Ce phénomène de résistance croisée aux

médicaments se nomme «multidrug resistance» (MDR). Au moins six gènes ABC sont

impliqués dans le phénomène MDR dans les cellules cancéreuses (Dean et al., 2001;

Gottesman, 2002). Les plus importants sont la P-glycoprotéine (P-gp/ABCB1), MRP1

(ABCC1) et ABCG2 (BCRP/MXR) (Gottesman, 2002).

La P-gp a été le premier transporteur ABC identifié chez l’humain (Juliano et Ling,

1976; Gros et aÏ., 1986; Chen et aÏ., 1986). P-gp est un transporteur « complet » présentant

une structure [TMD-NBD]2 et qui est exprimé principalement à la barrière hémato

encéphalique ainsi que dans les cellules épithéliales du foie, des intestins et des reins. Sa

fonction serait de protéger les tissus contre les xénotoxines et de transporter des composés

biologiques qui ne peuvent traverser la barrière hémato-encéphalique, tels le glucosyl

céramide et le facteur activateur des plaquettes (Borst et Elferink, 2002). Les facteurs qui

causent l’augmentation du niveau d’activité de la P-gp dans les tumeurs chez l’humain

( incluent l’activation transcriptionnelle accrue via le réseau p53, l’amplification génique

suite à des aberrations chromosomiques ou l’expression d’un allèle mutant hyperactif (Lin

et al., 1997; Mathieu et al., 2001; Chen et al., 2002). Cette surexpression de P-gp entraîne

une résistance croisée à une pléiade de médicaments dont la doxorubicine, la vinblastine,

l’étoposide, le taxol, etc. En revanche, des inhibiteurs de P-gp sont présentement en études

cliniques, soit la cyclosporine A, le PSC833 et le LY335979 (Breedveld et al., 2005).

MRP1/ABCCI est un autre transporteur impliqué dans la résistance des cellules

cancéreuses (Cole et al., 1992). MRP1 est différent de la P-gp sur le plan structural et

fonctionnel puisqu’il possède un TMD additionnel en position N-terminale. Ce transporteur

possède un spectre d’activité similaire à P-gp. mais ses substrats doivent être conjugués au

glutathion, sulfate ou glucuronate (Borst et Elferink, 2002). ABCG2 quant à lui a été

identifié dans des lignées de cellules cancéreuses résistantes au mitoxanthrone qui ne

surexprimaient ni P-gp, ni MRP1 (Allikmets et al., 1998; Doyle et al., 1998; Miyake et al.,

1999). ABCG2 est un demi-transporteur qui possède une topographie NBD-TMD et qui

s’associe in vivo en homodimère ou même en homotétrarnère (Xu et aÏ., 2004; Bhatia et aï.,

2005). Ce transporteur est donc surexprimé dans différents type de cancers et il cause la
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ç— résistance aux anthracyclines (ex: daunorubicine, doxorubicine), au mitoxantrone et au

topotécan (Borst et Elferink, 2002). La fonction biologique d’ABCG2 demeure inconnue,

mais ce transporteur se trouve principalement exprimé dans le placenta, dans l’intestin et

aux différentes barrières hématologiques (encéphalique, rachidienne, testiculaire). Il

pourrait donc servir à la protection de l’organisme contre les métabolites toxiques (Leslie et

al., 2005; Krishnamurthy et Schuetz, 2006).

2. L’étude de la résistance pléïotropique aux drogues (PDR) chez la

levure modèle Saccharomyces cerevisiœ

La levure S. cerevisiœ est un organisme modèle important, puisque l’expression de

plusieurs transporteurs ABC chez cet organisme entraîne un phénomène de résistance

pléïotropique aux drogues (PDR) très similaire au phénomène MDR des cellules de

mammifères et autres microorganismes pathogènes (Wolfger et aÏ., 2001). De plus, certains

gènes ABC de cette levure sont des orthologues de ceux qui causent des maladies chez

l’humain. En effet, des études de complémentation entre des transporteurs ABC de levure

et de mammifère ont démontré ce fait (Raymond et aÏ., 1992; Kuchler et Thorner, 1992;

Tommasini et aÏ., 1996). L’étude des gènes régulateurs et effecteurs du phénomène

MDR/PDR a d’abord été effectuée chez S. cerevisiœ. à cause de la disponibilité des outils

génétiques et biochimiques pour cet organisme. Deux réseaux complexes de gènes, PDR et

YAP (Yeast AP-l like factor) sont impliqués dans la résistance pléïotropique chez S.

cerevisice (Figure 1-10). La sélection de mutations spontanées et autres modifications

génétiques causant une surproduction ou une hyperactivation des gènes régulateurs serait à

l’origine de la surexpression des pompes à efflux (Kolaczkowska et Goffeau, 1999).

Les régulateurs-clés du réseau PDR sont FDR] (Balzi et aÏ., 1987), PDR3

(Delaveau et aÏ., 1994) et YRRJ (Cui et al., 199$) qui encodent des facteurs de transcription

de type «zinc finger» Zn(II)2Cys6 (Figure 1-10). Pdrlp et Pdr3p sont deux protéines

paralogues qui fonctionnent en tant qu’homo- et hétérodimères in vivo (Mamnun et al.,

2002). En effectuant la délétion de Pdrlp ou de Pdr3p ou bien en observant l’effet de

mutations activatrices dans chacun de ces gènes, on obtient différents phénotypes quant à la
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résistance et à l’activité transcriptionnelle des gènes cibles, identifiables notamment par la

présence d’une séquence consensus 5’-TCCGCGGA-3’ que l’on nomme PDRE

(Pdrlp/Pdr3p Response Element) (Mahe et aï., 1996b; Kolaczkowska et Goffeau, 1999;

DeRisi et al., 2000). Ainsi, ces deux facteurs de transcription possèdent des gènes cibles

communs, mais également des cibles distinctes. La composition, le nombre d’éléments

PDRE et la séquence environnante dans les promoteurs des gènes ciblés varient

grandement (Bauer et aÏ., 1999; Kolaczkowska et Goffeau, 1999), ce qui pourrait

contribuer au contrôle transcriptionel exercé par ces deux régulateurs. Récemment, deux

autres facteurs impliqués dans le réseau PDR ont été caractérisés, soit Stb5p et Rdrlp, qui

agissent respectivement comme activateur et répresseur de la transcription de FDR5

(Hellauer et al., 2002; Akache et Turcotte, 2002). Stb5p agit en tant qu’hétérodimère avec

Pdrlp, alors que Yrrlp, un autre activateur important des transporteurs ABC de levure

causant la résistance agit comme hornodimère pour activer principalement la transcription

de SNQ2, YOR] et le facilitateur fLR] (Le Crom et aï., 2002; Akache et al., 2004). Il est

intéressant de noter que Pdrlp peut activer la transcription de Pdr3p et Yrrlp, alors que ces

deux derniers s’autorégulent par la présence de PDRE dans leurs promoteurs (Figure 1-10)

(Delahodde et al., 1995; Zhang et al., 2001). Ainsi, on peut comprendre la forte

augmentation de transcription des transporteurs de type MDR qui survient lors de la

sélection de mutants hyperactifs PDR] et/ou FDR3. Ceci apporte une importance

particulière à Ngglp (Ada3), un membre du complexe SAGA (Spt-Ada-Gcn5-

Acétyltransférase) qui agit normalement en tant que répresseur de Pdrlp, probablement via

une interaction avec l’hétérodimère Pdrlp/Pdr3p (Martens et al., 1996). Pdrlp serait

positivement régulée par Pdrl3p, une protéine de choc thermique de la famille Hsp7Op

(Hallstrom et aÏ., 1998), alors que la localisation nucléaire de Pdrlp serait assurée par la

karyophérine Kapl2lp (Delahodde et aÏ., 2001). L’activation de la transcription de PDR5

nécessite en plus de Pdrlp/Pdr3p, le recrutement des complexes SAGA, SWJISNF, la

protéine de liaison à la boîte TATA et des éléments coactivateurs, résultant ainsi en un

remodelage de la chromatine au niveau du promoteur et de la région codante de PDR5

(Gao et al., 2004).

C
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Figure 1-10 Le réseau PDR chez S. cerevisiœ et C. albicans. Du haut vers le bas : régulateurs de la

chromatine; protéine du choc thennique; transport nucléaire; facteurs de transcription zinc cluster; facteurs de

transcription bzip; transporteurs A ; facilitateurs rnaeurs; biosynthèse des lipides; réponse au stress. Cette

figure a été élaborée par Dr Martine Raymond et elle résume les données provenant de (Bauer et aÏ., 1999;

Kolaczkowska et Goffeau, 1999), ainsi que plusieurs autres études (voir texte).

Les cibles principales du réseau PDRJ-PDR3 sont les trois transporteurs ABC,

PDR5 (Baizi et al., 1994; Bissinger et Kuchler, 1994), SNQ2 (Servos et ai., 1993) et YOR]

(Katzmann et aÏ., 1995) ainsi que les facilitateurs de type Mf S HXT9, 1-IXTJ] et TPOJ

(Nourani et aï., 1997b; Tomiton et aÏ., 1999; DeRisi et al., 2000). PDR5 a d’abord été

identifié en 1990 par Leppert et collaborateurs (cou.) (Leppert et al., 1990). Comme pour le

gène humain MDR1 (P-gp), FDR5 cause un phénotype MDR lorsque surexprimé chez la

levure et son inactivation n’est pas létale, mais entraîne une hypersensibilité à plusieurs

agents cytotoxiques (Leppert et aÏ., 1990). La séquence complète de ce gène a révélé que

Pdr5p présente une topologie [NBD-TMD]2 qui est inversée par rapport à celle de P-gp

C
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( ([TMD-NBD]2), tout en partageant une homologie fonctionnelle avec cette dernière (Baizi

et al., 1994). L’analyse de séquence de PDR5 a également dévoilé des substitutions

importantes dans les motifs consensus Walker A et signature ABC. En effet, chez les

transporteurs ABC du sous-groupe PDR, incluant SNQ2, la lysine fortement conservée du

motif Walker A (GxxxxGKS/T) est remplacée par une cystéine dans le domaine NBD du

côté N-terminal de la protéine (NBD1), alors que le motif signature (LSGGQ) est remplacé

par la séquence LNVEQ dans le NBD du côté C-terminal (NBD2) (Balzi et al., 1994;

Decottignies et Goffeau, 1997). Les implications au niveau fonctionnel de ces substitutions

font l’objet du Chapitre 3 de cette thèse. Chez des souches comportant différentes

mutations activatnces de FDR], telles pdrl-3 et pdrl-6, les niveaux en ARN et en protéine

de Pdr5p sont fortement augmentés par rapport à des souches parentales comportant l’allèle

sauvage de FDR] (Baizi et aÏ., 1994) et FDR3 (Nourani et al., 1997a). L’utilisation de la

souche mutante pdr]-3 a permis d’obtenir des fractions de membranes plasmiques

fortement enrichies en Pdr5p, permettant alors de détecter in vitro une activité d’hydrolyse

des nucléotides tnphosphates (Decottignies et al., 1994). L’activité hydrolytique de Pdr5p

se distingue de celle de la pompe à proton Pmalp (une ATPase importante de la membrane

plasmique), par i) sa plus grande activité à pH 7.5, ii) sa capacité à hydrolyser non

seulement l’ATP, mais aussi le CTP, le GTP et l’UTP, iii) sa plus grande sensibilité au

vanadate et l’oligomycine et finalement iii) son insensibilité à l’azide de sodium

(Decottignies et al., 1994). Le même groupe de recherche a par la suite mis au point un

système permettant de mesurer in vivo l’activité de transport de Pdr5p, grâce à l’expulsion

active du composé fluorescent rhodamine 6G (Rh6G), et de déterminer in vitro le spectre

de substrats de cette pompe par le déplacement de la Rh6G liée aux fractions membranaires

(Kolaczkowski et aÏ., 1996). Une autre façon, plus indirecte, de déterminer la spécificité de

ce genre de transporteurs est de comparer les niveaux de résistance en milieu liquide ou

solide de levures mutantes (surexprimant la protéine ou comportant une délétion génétique)

par rapport à la souche parentale sauvage. Ainsi, des souches comportant des délétions

simples ou combinées des transporteurs PDR5, SNQ2 et YOR] ou de leurs régulateurs

PDR] et FDR3, sont hypersensibles à plusieurs centaines de composés cytotoxiques

différents. PDR5 se distingue notamment par sa capacité à conférer la résistance au

cycloheximide. Ces trois transporteurs modulent donc la sensibilité de la levure à des
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substances aussi variées que des médicaments antifongiques, des fongicides utilisés en

agriculture, des herbicides, des drogues antitumorales, des peptides, des stéroïdes et même

des détergents, avec des spectres d’activités qui se chevauchent partiellement selon les

gènes inactivés (Mahe et aï., 1996a; Kolaczkowski et aï., 1998; Rogers et aï., 2001).

Snq2p est fortement homologue à Pdr5p (40% identiques sur toute leur longueur de

plus de 1500 acides aminés). SNQ2 a été identifié par sa capacité à conférer une résistance

spécifique au 4-nitroquinoline-N-oxyde (4-NQO), au sulphométhuron méthyle et à la

phénanthroline (Servos et aÏ., 1993). Les deux protéines sont localisées à la membrane

plasmique (Decottignies et aÏ., 1995), sont dégradées à la vacuole suite à un processus

d’ubiquitination (Eguer et al., 1995; Egner et Kuchler, 1996) et peuvent être phosphorylées

in vivo par la caséine kinase 1 (Ycklp) (Decottignies et al., 1999). Les auteurs de cette

dernière étude suggèrent que la phosphorylation de Pdr5p serait impliquée dans la

localisation à la membrane ou dans le recyclage protéolytique de cette protéine. Snq2p et

Pdr5p peuvent moduler la sensibilité de la levure à différents cations (Na, Li et Mn2)

(Miyahara et al., 1996), dont notamment le calcium (Tutulan-Cunita et al., 2005b), mais le

transport direct de ces ions via les deux protéines reste à être démontré. Ces deux

transporteurs sont également responsables de la détoxification de la levure face à la

diazaborine (Wehrschutz-Sigl et al., 2004).

D’autres homologues de FDR5 sont également recensés dans le génome de S.

cerevisiœ, notamment FDR]O, PDR]2 et FDR]5, qui seraient aussi régulés par PDR] et

PDR3 (Wolfger et al., 1997; Decottignies et al., 1998; Piper et al., 1998). Cependant

l’implication de ces derniers dans la résistance multiple aux agents antifongiques n’est pas

aussi importante que celle de Pdr5p et Snq2p. Pdrl2p peut conférer la résistance aux acides

organiques faibles et sa transcription est induite par ces mêmes composés via le facteur de

transcription de type zinc finger Warlp et la kinase Cmklp (Holyoak et al., 2000; Kren et

al., 2003). Contrairement à FDR5 qui est transcrit activement au début de la phase

exponentielle de croissance (Mamnun et al., 2004), FDRJS serait activé après cette phase et

serait responsable en partie de la détoxification de la cellule suite à des conditions de stress,

C
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comme l’augmentation de température, de pression osmotique ou de l’acidité du milieu

(Wolfger et al., 2004).

YOR] (Yeast Oligomycin Resistance 1) est un autre transporteur ABC de la levure

S. cerevisiœ. Cette pompe a été identifiée par des criblages génétiques ciblant les gènes qui

affectent la résistance à l’oligomycine et la révéromycine A (Katzmann et al., 1995; Cui et

al., 1996). Comme YOR], YCf] (Yeast Cadmium Factor 1) appartient au sous-groupe des

MRP (ABCC), qui comprend MRP1 et CFTR chez l’humain. Ce transporteur ABC confère

la résistance au cadmium, à différents métaux et médicaments anioniques qui doivent être

conjuguées au glutathion en collaboration avec un autre transporteur homologue, BPT]

(Wemmie et cil., 1994; Li et al., 1996; Petrovic et al., 2000; Klein et al., 2002). En tant

qu’orthologues de CFTR, ces deux transporteurs de levure sont utilisés dans des études de

mutagénèse afin d’obtenir de l’information sur les mutations fréquentes retrouvées chez les

patients atteints de fibrose kystique (Wemmie et Moye-Rowley, 1997; Katzmann et al.,

1999). Contrairement à Yorlp, qui est localisé à la membrane plasmique et qui est contrôlé

C au niveau transcriptionnel par le réseau PDR, Ycflp est localisé à la vacuole (comme

Bptlp) et est sous l’influence du réseau YAP (Wemmie et al., 1994; Sharma et al., 2002).

Yaplp est un facteur de transcription de la famille bZip (basic leucine zipper) qui

active non seulement YCf], mais aussi les faciÏitateurs fLR] (Alarco et cil., 1997) et AIR]

(Coleman et aÏ., 1997) impliqués dans la résistance au fluconazole et au cycloheximide

(Coleman et aÏ., 1999). La plupart des gènes ciblés par Yaplp affectent la tolérance des

cellules au stress oxydatif (Nguyen et al., 2001; Moye-Rowley, 2003). Le contrôle de

l’activité de Yaplp se ferait au niveau du transport entre le cytoplasme et le noyau via

l’exportine Crmlp (Yan et al., 199$). Finalement, il semblerait y avoir une interaction

croisée entre les réseaux FDR]/3 et YAFJ (Wendler et al., 1997; Wehrschutz-Sigl et al.,

2004).

o
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3. Le réseau PDRICDR chez C. atbicans

Des travaux effectués dans notre laboratoire ont permis d’identifier des facteurs de

transcription impliqués dans la résistance aux agents antifongiques chez C. aÏbicans.

Premièrement, le facteur bZip CAP] (Candida AP-1) a été isolé à partir d’une banque

génomique de C. albicans par sa capacité à conférer la résistance au FLC lorsque

surexprimé chez S. cerevisiœ (Alarco et aI.. 1997). La surexpression de Yaplp cause la

résistance au FLC grâce, entre autres, à la transactivation du gène FLR], un transporteur

MFS. Chez S. cerevisiœ, l’espression hétérologue de Caplp active également la

transcription de FLR] (Alarco et al., 1997). Chez C. atbicans, l’orthologue du facilitateur

fLR] est MDR1/BEN’ (Ben-Yaacov et aÏ., 1994). CAP] est également impliqué dans le

phénotype MDR et la réponse au stress oxydatif chez C. aÏbicans (Alarco et Raymond,

1999). CAP] agit comme régulateur négatif de MDR], puisque sa délétion chez la souche

clinique C. albicans FR2 entraîne une augmentation des niveaux d’ARNm de MDRJ.

D’autre part, l’introduction d’une version tronquée de CAP] chez une souche de laboratoire

CJD2 1 (cap] homozygote) entraine la résistance à plusieurs composés toxiques et corrèle

avec la surexpression de certains de ses gènes cibles, soit MDR], le transporteur ABC

CaYCF], ainsi que CaGLR] (une glutathion réductase) et CaTRR] (une thioredoxine

réductase; voir Figure 1-10) (Alarco et Raymond, 1999). Le transfert de CAP] entre le

cytoplasme et le noyau serait un des mécanismes contrôlant l’activité de CAP] dans la

réponse au stress oxydatif (Zhang et al., 2000), mais les détails de son activité et la cause

de la surexpression de MDRJ dans certaines souches cliniques résistantes doivent être

éclaircis (Wirsching et al., 2000a).

En deuxième lieu, notre laboratoire a mis en évidence trois autres facteurs de

transcription (FCR]-3; fluconazole Rcsistance 1 à 3) qui ont la capacité de complémenter

la résistance au FLC d’une souche de S. cerevisiœ contenant la délétion double pdrl pdr3

(Talibi et Raymond, 1999). fCR] contient un motif «zinc cluster» similaire à ceux

retrouvés chez PDR] et PDR3. Alors que fCR] stimule l’expression du transporteur ABC

PDR5 lorsque surexprimé de façon hétérologue chez S. cerevisiœ, la délétion de FCR] chez

C. aÏbicans résulte en une augmentation de la résistance MDR, indiquant ainsi que la forme

sauvage de FCR], comme CAP], agirait comme régulateur négatif de la résistance aux
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Ç
antifongiques chez C. aÏbicans (Figure 1-10) (Talibi et Raymond, 1999). La caractérisation

de fCR3 a établi que celui-ci appartient à la famille de facteurs bZip, est homologue à

YAF3 de S. cerevisiœ et peut activer l’expression de FDRS lorsqu’exprimé chez S.

cerevisiœ et autres gènes impliqués dans la résistance au 4-NQO, comme possiblement

Snq2 (Yang et al., 2001). Cependant. les rôles de FCR3 et FCR2 n’ont pas été déterminés

chez C. albicans.

Le premier gène qui a été identifié chez C. albicans comme effecteur de la

résistance clinique aux agents antifongiques fut BENR, la pompe de type MFS (Fling et aï.,

1991) qui a été renommée MDR] par la suite (à ne pas confondre avec le gène MDR1

humain encodant le transporteur ABC nommé P-gp). Fonctionnant comme «antiporteur »,

cette pompe membranaire utilise l’énergie dérivée de l’import d’un proton pour expulser un

spectre limité de composés à l’extérieur de la cellule, soit le FLC, le bénornyl, le

méthotrexate, le cycloheximide et le suiphométhuron méthyle et le 4-NQO (Fling et al.,

1991; Ben-Yaacov et aï., 1994; Kohli et aï., 2001). Une levure mutante rndr] est

hypersensible à certains de ces composés, mais pas au bénomyl, le médicament

antifongique ayant permis la découverte de ce facilitateur (Goldway et aï., 1995). Ainsi,

d’autres gènes seraient également impliqués dans la résistance au bénomyl chez C.

aÏbicans. La délétion de MDR] dans une souche clinique qui surexpnmait ce transporteur a

établi que ce facilitateur joue un rôle important dans l’acquisition de la résistance au FLC

(Wirsching et al., 20005), mais il semblerait selon plusieurs études, que la surexpression

des transporteurs ABC CDR] et CDR2 serait le mécanisme prépondérant au niveau de

l’intensité de la résistance, du spectre d’activité et de la représentation de ce mécanisme

parmi les souches résistantes rencontrées en clinique (Sanglard et al., 1996; White, 1997;

Perea et al., 2001; Maebashi et al., 2001; White et al., 2002; Chau et al., 2004). Notons

finalement qu’un homologue de MDR], le facilitateur FLU], a été décrit chez C. albicans

par sa capacité à complémenter la résistance au FLC et au cycloheximide d’un mutant S.

cerevisiœ pdr5 (Calabrese et aÏ., 2000). Toutefois, son niveau en ARNm ne corrèle pas

avec les niveaux de résistance parmi une collection restreinte de souches cliniques (White

et al., 2002).

C
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Le contrôle transcriptionnel de CDRJ et CDR2 chez C. aÏbicans est demeuré

mystérieux jusqu’à tout récemment. CDR] est exprimé durant toutes les phases de

croissance, mais son niveau diminue de moitié à la fin de la phase exponentielle

(Krishnamurthy et al., 1 998b). Il était connu qu’une fusion CDRJ-GfF pouvait être induite

par différents stress, comme la température élevée, la présence de stéroïdes et certains

agents antifongiques comme le miconazole et le FLC (Hemaez et al., 199$; Krishnamurthy

et al., 1998b). Une analyse de la séquence promotrice en amont de CDRJ a dévoilé la

présence de quatre éléments activateurs et quatre éléments répresseurs (Puri et al., 1999).

De Micheli et collaborateurs ont par la suite identifié un élément commun de réponse aux

drogues et aux stéroïdes, contenant une répétition du triplet CGG, qu’ils ont nommé DRE

(Drug/steroid Responsive Element) (de Micheli et aÏ., 2002). Dans leur étude, ces auteurs

ont toutefois démontré que le FLC ne stimule pas l’expression de CDRJ in vivo. Cette

étude a également montré la présence d’un élément responsable de l’expression de base de

CDR] (de Micheli et al., 2002). En effet, alors que CDR] est exprimé faiblement dans les

souches de C. albicans utilisées en laboratoire et les souches cliniques sensibles aux azoles,

CDR2 n’est pas exprimé de façon basale (Sanglard et al., 1997). Par contre, suite à un

stimulus (exposition aux stéroïdes ou certains médicaments antifongiques tel la

fluphenazine ou I’amoroÏfine) ou bien suite à une mutation dans un facteur agissant en

trans, les gènes se retrouvent co-régulés et démontrent alors une forte augmentation de leur

niveau d’expression, causant alors le phénotype MDR (de Micheli et al., 2002). Cette

différence dans la régulation de l’expression basale de CDRJ et CDR2 est importante et

sera discutée plus en détail dans les chapitres 2 et 4. Le groupe du Dr Prasad a récemment

identifié d’autres éléments responsables du contrôle de l’expression basale de CDRJ et de

sa réponse aux stéroïdes (Kamani et al., 2004; Gaur et al., 2004; Gaur et al., 2005b).

Une importante découverte fut rapportée récemment. Il s’agit de l’identification de

TAC], un facteur de transcription de type zinc cluster qui est responsable de l’activation de

CDR] et CDR2 et autres gènes contenant des répétitions CGG dans leurs promoteurs

(éléments DRE) (Coste et aÏ., 2004). Le gène TAC] se retrouve au milieu de deux autres

gènes fortement homologues à proximité d’un locus important pour la conjugaison des

(J levures (« mating type »), ce qui est en accord avec l’observation que le caractère
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homozygote du locus responsable du «mating type» corrèle avec la résistance aux azoles

(Rustad et al., 2002). La délétion de TAC] entraîne une diminution de la résistance croisée

aux substrats connus de Cdrlp et Cdr2p, alors que l’introduction dans une souche sensible

d’un allèle mutant de TAC] provenant d’une souche clinique résistante induit une forte

résistance à ces antifongiques.

Un autre facteur de transcription, CaNDT8O, dont le domaine de liaison à l’ADN

serait homologue à celui de $cNDT8O impliqué dans la méïose (Chu et Herskowitz, 1998),

a été isolé à partir d’une banque génomique de C. albicans par sa capacité à activer le

promoteur de CDRJ couplé au gène rapporteur LacZ (Chen et al., 2004a). La délétion de

NDT8O chez C. albicans réduit le niveau d’expression de CDRJ et la résistance aux agents

antifongiques (Chen et aï., 2004a).

D’autres études suggèrent un lien possible entre la régulation du calcium, l’activité

de la phosphatase calcineurine (CNAJ-CNBJ) ou la kinase CK2 et les niveaux de résistance

aux agents antifongiques chez C. albicans (Cruz et al., 2002; Sanglard et aï., 2003a; Bruno

et Mitchell, 2005). Cependant, la relation entre ces découvertes et la transcription ou

l’activité de CDR] et CDR2 n’est pas claire et sera discutée en profondeur au Chapitre 4.

En résumé, ces découvertes démontrent bien le caractère complexe et multifactoriel de la

résistance aux azoles au niveau moléculaire chez C. aÏbicans. Comme chez S. cerevisiœ,

plusieurs gènes régulateurs et effecteurs sont impliqués dans le phénomène MDR, sans

mentionner les interactions hôte-pathogène, ni l’impact du système immunitaire lors d’une

infection de C. albicans.

C. Les transporteurs CDR de C. atbicans

Nous avons vu précédemment que les transporteurs ABC Cdrlp et Cdr2p jouent un

rôle important dans la résistance aux azoles chez C. albicans. Dans les prochaines sections,

je décrirai l’état des connaissances à propos de ces protéines jusqu’au moment où a débuté

mon projet de doctorat.

C
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(N 1. L’identification et la caractérisation des gènes CDR

Le gène CDR] (Candida Drug Resistance 1) a été identifié à partir d’une banque

d’ADN génomique de C. aÏbicans grâce à sa capacité à rétablir la résistance au

cycloheximide lorsqu’introduit dans une souche S. cerevisice pdr5 (Prasad et al., 1995).

Une stratégie similaire a permis de cloner le gène CDR2 (Sanglard et al., 1997). L’analyse

des séquences de CDRJ et CDR2 montrent que ces deux transporteurs ABC sont fortement

homologues entre eux (84% identiques et 92% similaires en acides aminés) et sont des

orthologues de PDR5 retrouvé chez S. cerevisice (Prasad et al., 1995; Sanglard et al., 1997).

CDRJ et CDR2 encodent des protéines de 1501 et 1499 acides aminés, ayant toutes les

deux une masse moléculaire théorique d’environ 169 kDa. Ils présentent la configuration

[NBD-TMD]2 (Figure 1-4 3 et Tableau 1-4) ce qui les classe parmi le sous-groupe PDR,

selon Bauer et cou. (Bauer et al., 1999) (ou le sous-groupe 1.1, selon Decottignies et coïl.;

(Decottignies et Goffeau, 1997)).

CDR] et CDR2 confèrent une résistance croisée à divers médicaments et agents

G antifongiques lorsqu’exprimés de façon hétérologue dans une souche hypersensible S.

cerevisice pdr5, avec un spectre d’activité similaire, mais distinct de celui conféré par le

facilitateur MDRJ (Prasad et al., 1995; Sanglard et al., 1995; Sanglard et al., 1997). CDRJ

avait été cloné indépendamment par le groupe du Dr Sanglard. qui a présenté pour la

première fois une corrélation entre l’augmentation des niveaux d’ARNm de CDR]/CDR2

et l’acquisition de la résistance aux antifongiques azolés chez des souches cliniques de C.

aÏbicans (Sanglard et aÏ., 1995). En parallèle, ces souches résistantes montraient une

diminution importante dans l’accumulation de [3H]-fluconazole par rapport aux souches

sensibles isolées chez le même patient (Sanglard et aÏ., 1995). L’ajout d’une concentration

sub-inhibitrice d’azide de sodium (NaN3), un agent qui interfère avec la production d’ATP

par les mitochondries, rétablissait les niveaux intracellulaire de [3H]-fluconazole chez ces

souches résistantes qui surexpriment CDR] et CDR2, suggérant ainsi que ces deux

transporteurs ABC utilisent l’énergie provenant de la liaison et de l’hydrolyse de l’ATP

afin d’expulser leurs substrats à l’extérieur de la levure (Sanglard et aÏ., 1995).

o
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Tableau 1-4 La famille des gènes CDR de C. albicans

n

Gène Topologie # a.a.
Phénotype de Phénotype de Orthologue chez

Réf.délétion surexpression S. cerevisiae

CDRI (NBD-TMD)2 1501
Viable; hypersensible Résistance croisée aux PDR5 (55% ident.

(Prasad et aI., 1995)aux drogues drogues ena.a.)

Viable; hypersensible
Résistance croiséeCDR2 (NBD-TMD)2 1499 aux drogues (cdrf PDR5 (54%) (Sanglard et aI., 1997)droguescdr2)

Aucun découvert;

CDR3 (NBD-TMD)2 1501
Viable; aucun surexpnmé

PDRS (50%) (Balan etal., 1997)découvert naturellement dans les
cellules opaques

CDR4 (NBD-TMD)2 1490 Viable; aucun
N/D PDR5 (54%) (Franz et aI., 1998)découvert

CDR5/CDRI 7/
(NBD-TMD)2 1513 NID NID PDR5 (53%)CDR99

SNQ2 (NBD-TMD)2 1495
Viable; croissance

N/D SNQ2 (52%) (UhI et al. 2003)filamenteuse anormale

orfl9.4531 /
(NBD-TMD)2 1274 N/D N/D YOLO75c (36%)1PF7530

YOLO75c (28%orfl9.3120 /
NDD-TMD 579 N/D N/D ident. à la partie NIPF12300

terminale)

ADP7 TM2-NBD-TMD 1038 N/D NID ADPI (51%)

La délétion du gène CDRJ dans une souche de laboratoire entraîne une

hypersensibilité du C. albicans aux médicaments azolés ainsi qu’à plusieurs autres

composés antifongiques (Tableau l-4) (Sanglard et al., 1996). De plus, les cellules cdr]

accumulent 2.7 fois plus de [3H]-fluconazole que la souche de référence (sauvage). Cette

expérience confirmait alors le rôle important de CDR] dans la résistance à plusieurs agents

antifongiques et que ceux-ci étaient probablement des substrats pour cette pompe

membranaire. Le phénotype de la délétion de CDR2 dans cette même souche de laboratoire

(CAF2-1) était imperceptible, fort probablement à cause du très faible niveau d’expression

basale de CDR2 dans les souches sensibles aux azoles (Sanglard et al., 1997). Néanmoins,

il est possible d’observer un phénotype d’hypersensibilité lorsque le CDR2 est retiré du

génome d’une souche mutante cdr] (Tableau 1-4) (Sanglard et al., 1997). Ainsi, CDR2

joue également un rôle dans la résistance du C. aÏbicans aux azoles et autres agents

antifongiques. La preuve formelle de l’implication de CDR] et de CDR2 dans l’acquisition
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de la résistance secondaire aux azoles nécessiterait d’effectuer la délétion combinée de ces

deux gènes chez une souche clinique résistante aux azoles. Les outils génétiques permettant

une telle démonstration sont maintenant disponibles (Wirsching et aï., 2000b). Considérant

les données obtenues jusqu’à maintenant, nous pouvons envisager le mécanisme suivant.

Lorsqu’une infection à Candida est traitée sur une longue période, particulièrement chez

une personne immunodéficiente et/ou avec un agent fongistatique comme le fluconazole, il

est postulé qu’une souche ayant acquise une mutation dans un facteur de transcription (par

exemple TAC]) sera sélectionnée et se propagera ensuite malgré le traitement antifongique.

Dans ce type de souche résistante, les gènes CDI?] et CDR2 deviennent alors co-régulés et

leurs niveaux d’expression se retrouvent fortement augmentés, généralement en quantité

similaires et de façon non-réversible (White et al., 2002; de Micheli et aÏ., 2002). Ce

mécanisme de résistance n’exclu pas les autres décrits à la section I.D.2, ni la possibilité

que différents allèles de CDI?] et CDR2 ayant des capacités supérieures à expulser les

médicaments antifongiques puissent être sélectionnés durant un traitement.

Ç Chez S. cerevisiœ, le sous-groupe PDR contient 8 gènes pleine-longueur,

homologues à PDRS (Decottignies et Goffeau, 1997). Ainsi, il était prédit que d’autres

transporteurs CDI? se retrouvent dans le génome de C. albicans. En effet, deux autres

membres ont été caractérisés, soit CDR3 et CDR4. Cependant, il ne semblerait pas que ces

derniers soient impliqués dans le phénomène MDR, même s’ils sont fortement homologues

à CDI?] (Cdr3p et Cdr4p sont 74% et 70% similaires à Cdrlp, respectivement). Ni la

délétion homozygote de CDR3, ni celle de CDR4 n’affecte les niveaux de résistance aux

drogues antifongiques (Tableau l-4) (Balan et al., 1997; Franz et al., l998b). Une

surexpression constitutive de CDR3 dans la souche C. aÏbicans cdr3 ne confère pas de

phénotype de résistance (Balan et aÏ., 1997). Il est intéressant de noter cependant que

CDR3 est régulé de façon phase-spécifique; n’étant pas exprimé dans une souche de

laboratoire (CAI4), ni dans la phase «white» des cellules WO-1, l’ARNm de CDR3 se

retrouve en forte quantité lorsque cette souche WO-1 est en phase «opaque» (Balan et al.,

1997). CDR4, quant à lui, est exprimé dans les souches cliniques de C. albicans, mais son

niveau d’expression ne corrèle pas avec le niveau de résistance aux azoles (Franz et aï.,

1 998b; Lyons et White, 2000). La séquence complète du génome de C. albicans, son
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( assemblage et son annotation ont été publiés récemment et sont disponibles dans plusieurs

banques de données, dont www.candidagenome.org (Jones et aÏ., 2004; Braun et aï., 2005).

Il a été établi par des recherches bioinformatiques que 27 à 2$ gènes encodent des protéines

de la superfamille ABC (Braun et cii., 2005; Gaur et aï., 2005a). De celles-ci, neuf

appartiennent au sous-groupe PDRICDR, dont six ayant la topologie pleine-longueur de

PDR5, alors que trois présentent des topologies atypiques, semblable à celles de YOLO75c

et ADP] de S. cerevisiœ, pour lesquels très peu d’information est disponible (Tableau l-4).

Ainsi, à part les gènes CDR]-4 déjà caractérisés, C. aÏbicans possède aussi un homologue

de ScSNQ2 et un cinquième gène CDR (nommé CDR5/CDRJ]/CDR99 selon les différentes

banque de données). CDR5 n’a pas encore été caractérisé. Une inactivation de CaSNQ2 par

insertion de transposon cause une croissance ralentie du C. aÏbicans lorsque sous forme

filamenteuse (Uhi et al., 2003). Les deux membres du sous-groupe MRP qui peuvent

théoriquement influencer la résistance aux médicaments, CaYOR] et CaYCFJ, ont été

identifiés dans le génome de C. aibicans (Ogawa et al., 1998; Braun et al., 2005), mais

leurs fonctions n’ont pas encore été caractérisées. À noter également que l’homologue

structural de la P-gp humaine chez la levure, STE6 et son orthologue chez Candida, HST6,

ne sont pas impliqués dans la résistance aux antifongiques, mais bien dans le transport

d’une phéromone essentielle au processus de conjugaison chez les levures (Rayrnond et aï.,

1992; Raymond et aï., 199$).

Au moment de leur découverte, un trait étonnant au niveau de la séquence des

transporteurs du sous-groupe PDR chez les levures était cette configuration «inversée»

([TMD-NBD]2) par rapport à celle des transporteurs ABC qui causent la résistance multiple

aux médicaments chez les mammifères (P-gp: [TMD-NBD]2, MRP1 TMD-[TMD

NBDJ2). En effet à cette période (1994-1997), on ne connaissait cette topologie inversée

que chez les demi-transporteurs white, brown et scarÏet, responsable du transport des acides

aminés précurseurs de la pigmentation des yeux chez la drosophile (Higgins, 1992).

Cependant, une grande quantité de transporteurs de type PDR pleine-longueur furent

découverts par la suite, notamment grâce aux projets de séquençage des génomes de

Plantes, dc Mycètes et de Protozoaires (Decottignies et Goffeau, 1997; Anjard et Loomis,

( 2002; Garcia et al., 2004). Ceux-ci seraient probablement le résultat d’un événement de
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( fusion génétique. Selon les séquences disponibles actuellement, aucun gène PDR pleine-

longueur (fusionné) ne se retrouve chez les Bactéries, Archéobactéries ou chez les

Animaux (le sous-groupe ABCG des mammifères ne contenant que des demi-transporteurs)

(Dean et al., 2001). Tel que mentionné pour Pdr5p à la section 11.3.2, la dégénérescence

des motifs Walker A et signature ABC dans les NBD N- (NBD1) et C-terminaux (NBD2),

respectivement est un autre trait des transporteurs PDR!CDR qui a une importance

indéniable (figure 1-1 1). Il a été démontré, en effet, que la mutation dans un seul NBD de

la lysine très fortement conservée du motif Walker A entraîne inévitablement une perte

totale de l’activité du transporteur (Azzaria et al., 1989; Berkower et Michaelis, 1991; van

Veen et al., 1998).

D’autres implications génétiques par rapport aux CDR sont aussi intéressantes à

considérer. En effet, alors que CDR3 et CDR4 se trouvent sur les chromosomes 4 et 1,

respectivement, CDRJ et CDR2 se retrouvent dans la même orientation et sur le même

«contig» dans le chromosome 3, à 94 Kb de distance l’un de l’autre. Étant donné que le

plus proche homologue à la fois de CDRJ et de CDR2 est FDR5 chez S. cerevisiœ, on peut

interpréter que ces deux transporteurs seraient issus d’une duplication du gène ancestral

ayant donné les orthologues de FDR5 chez les mycètes. Chez d’autres espèces de Candida,

on retrouve également plus d’un homologue FDR5, par exemple CdCDR] et CdCDR2 de

C. dubliniensis (Moran et al., 1998), CgCDRJ et CgFDH] de C. gtabrata (Miyazaki et al.,

1998; Sanglard et al., 1999), CkABCJ et CkABC2 de C. krusei (Katiyar et Edlind, 2001).

CDR5 quant à lui se présente sous deux ORF adjacents, plus loin sur le chromosome 3, ce

qui pourrait être le résultat d’une erreur de séquence.

o



Cdrlp

Cdr2p

Cdr3p

Cdr4p

Cdr5p

Snq2p

IPF7 530

1PF12300

Adplp

Walker A

187- GR?GAGCS

185- GRPGAGCS

178- GRPGAGCS
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Figure 1-11 : Motifs conservés dans les NBD des transporteurs Cdrp. «x» signifie n’importe quel acide

aminé (a.a.), alors que «h» signifie n’importe quel a.a. hydrophobe. Ces motifs impliqués dans la liaison et

l’hydrolyse de l’ATP sont décrits à la section II.A.2. Les a.a. indiqués en caractères gras sont ceux qui dévient

des séquences consensus.

2. La caractérisation fonctionnelle des transporteurs CDR

La comparaison initiale des spectres de résistance attribués à CDRJ et CDR2 n’a

montré que des différences subtiles. En effet, une souche S. cerevisiœ pdr5 (YIUKB- 13) qui

est transformée avec un fragment génomique contenant CDRJ devient résistante à

différents composés toxiques, notamment le FLC, l’ITC, le cycloheximide, la terbinafine,

l’amorolfine, le sulfométhuron méthyle, ainsi que la Rh6G (Sanglard et al., 1997). De son

côté, un fragment génomique contenant CDR2 transformé dans la même souche entraîne
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une résistance moins forte à ces composés, selon l’évaluation de la croissance des
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transformants sur milieu solide. Aussi, les transforrnants CDR2 montrent une résistance

similaires aux transformants CDR] pour le KTC, la fluphénazine, la cérulénine et la

bréfeldine A. Notamment, CDR2 confère la résistance au crystal violet, alors que

l’expression de CDR] n’apporte aucun effet face à ce composé (Sanglard et al., 1997).

Cependant, sachant que les niveaux de résistance dépendent fortement du niveau

d’expression du (des) transporteurs et puisqu’aucun immunobuvardage n’est présenté dans

cette étude, il est impossible de tirer une conclusion définitive quant aux différences de

spécificité entre Cdrlp et Cdr2p (voir Discussion; Chapitre 4).

La localisation de Cdrlp à la membrane plasmique a été montrée initialement par

une fusion CDRJ-GFF (Hernaez et aÏ., 1998), ce qui a été confirmé subséquemment par

d’autres groupes de recherches utilisant une technique similaire (Shukla et al., 2003;

Schuetzer-Muehlbauer et al.. 2003b). En plus de réduire l’accumulation intracellulaire de

fluconazole radioactif (Sanglard et al., 1995), Cdrlp affecte également l’accumulation du

[3H1-r3-estradiol et du [3H]-corticostérone, suggérant que Cdrlp est capable de transporter

directement ces hormones stéroïdiennes (Krislmamurthy et al., 1 998c). Cet effet est réduit

par un excès d’ergostérol, de dexaméthasone, de cycloheximide, fluconazole et d’autres

composés, et est aboli par l’ajout d’azide de sodium, le carbonyl cyanide in

chlorophénylhydrazone et autres inhibiteurs métaboliques (Krishnamurthy et al., 1998c).

Les mêmes auteurs ont également découvert que la délétion i 12lème segment

transmembranaire (TM12) entraînait une modification dans la spécificité de Cdrlp pour

différents substrats. Dans cet article, il a été montré que des préparations de membranes

plasmiques provenant d’une levure ou des cellules d’insecte transformées avec CDR]

libérent plus de phosphate inorganique que les membranes provenant de souches contrôles,

indiquant une activité ATPase possible pour Cdrlp (Krishnamurthy et aï., 1998a). En

utilisant deux sondes moléculaires différentes, il a été démontré que CDRJ affecte les

niveaux de phosphatidyléthanolamine dans le feuillet externe de la membrane plasmique,

que ce soit avec une souche C. albicans cdrl ou une souche de S. cerevisiœ pdr5

transformée avec CDRJ (Dogra et al., 1999). Ces auteurs ont alors suggéré que Cdrlp

affecte la distribution asymétrique des phospholipides et inversement, que la fluidité de la

membrane influence l’activité de Cdrlp (Smnti et al., 1999).
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C
Le mutant S. cerevisiœ SY1 (sec6-4) peut être très utile pour étudier les protéines

membranaires, comme les transporteurs ABC (Ruetz et Gros, 1994). En effet, dans cette

souche, la fusion des vésicules de sécrétion avec la membrane plasmique est inhibée de

façon température-dépendante. Compte tenu que 100% des transporteurs sont

topologiquement inversés dans ces vésicules (partie cytoplasmique à l’extérieur), cette

approche permet une caractérisation très fine du fonctionnement de ce type de protéines,

notamment l’activité ATPase et la cinétique de transport de substrats radioactifs. Un tel

système d’expression a été développé pour Cdrlp, mais très peu d’information quant aux

propriétés de Cdrlp n’en a été tiré (Caimon et al., 1998; Lamping et aÏ., 2005).

Un test de transport de la Rh6G, similaire à celui utilisé pour caractériser l’activité

de transport de Pdr5p (Kolaczkowski et al., 1996), a été développé pour démontrer que des

souches cliniques de C. albicans résistantes aux traitements antifongiques accumulent

moins de Rh6G que les souches sensibles. Cette activité de transport est directement

C proportionnelle aux niveaux d’expression de CDRI et MDRJ (Maesaki et al., 1999). Ces

mêmes auteurs ont découvert que le tacrolimus (FK506), un agent immunosuppreseur

connu comme modulateur de l’activité de la P-gp (Saeki et al., 1993), a pour effet

d’abroger le transport des azoles radioactifs par des levures surexprimant CDR] (Maesaki

et al., 1998). Ce composé est également capable d’inhiber la résistance multiple conférée

par Pdr5p. Une mutagénèse aléatoire a permis d’identifier un résidue important dans le

TM1O dc Pdr5p (S1360) qui modifie la spécificité de ce transporteur de levure lorsque

muté et affecte sa sensibilité vis-à-vis l’inhibiteur FK506 (Egner et al., 1998). Finalement,

un autre type d’interaction entre les substrats de Cdrlp et Cdr2p a été mis en évidence. Il

s’agit de la découverte de l’induction de l’expression de CDRJ et CDR2 par la

fluphénazine, qui permet à une souche standard de C. atbicans de croître malgré la

présence de FLC (effet antagoniste) (Henry et al., 1999). Cependant, à plus forte

concentration de FLC, l’ajout de fluphénazine produit un effet contraire (synergique ou

additif), probablement parce que ce dernier est un substrat pour Cdrlp et Cdr2p, qu’il entre

en compétition avec le FLC pour le transport et qu’il possède une faible activité

C antifongique intrinsèque (Henry et al., 1999).
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III.Les objectifs de mon projet

Compte tenu de l’importance des transporteurs ABC Cdrlp et Cdr2p dans

l’acquisition de la résistance aux traitements antifongiques chez C. atbicans et du peu

d’information disponible quant à leur propriétés et les mécanismes moléculaires sous

jacents à leur fonctionnement, une étude structure-fonction s’imposait. L’objectif principal

de mon projet de doctorat était donc de caractériser plus en détails Cdrlp et Cdr2p, de

répertorier des différences fonctionnelles entre ces deux protéines membranaires pouvant

nous donner des indices quant à leurs fonctions et aux méthodes envisageables pour

contrecarrer leur fonctionnement. Comme pour les autres transporteurs ABC de type MDR,

plusieurs aspects demeurent mystérieux. Par exemple, comment ces protéines peuvent-elles

reconnaître une si grande diversité de substrats ? Quelle est la composition (localisation et

quantité) des sites de liaison aux substrats ? Comment la liaison et l’hydrolyse de l’ATP

sont-elles couplées au transport des substrats?

C
Mon étude s’est déroulée en deux phases. Dans la première partie, j’ai mis au point

un système d’expression hétérologue chez S. cerevisiœ. Au moment où j’ai débuté mon

doctorat, les outils génétiques et biochimiques pour C. albicans étaient limités. De plus, un

système hétérologue permet la surexpression de la protéine d’intérêt, tout en contrôlant les

effets attribuables à des protéines homologues. Ce système m’a permis de mettre en

évidence des similitudes, mais surtout, des différences fonctionnelles majeures entre Cdrlp

et Cdr2p dans leurs interactions avec les substrats antifongiques (Chapitre 2).

Dans la deuxième partie, j’ai caractérisé les propriétés des domaines de liaison à

l’ATP (NBD) et étudié les conséquences fonctionnelles du motif atypique dans le NBD1

des transporteurs PDR/CDR. Pour ce projet, j’ai utilisé Cdr2p comme transporteur modèle,

en le soumettant à une mutagénèse dirigée (Chapitre 3).

o
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CHAPITRE 2

FUNCTIONAL SIMILARITIES AND DIFFERENCES BITWEEN

CANDIDA ALBICANS CDR1 AND CDR2 TRANSPORTERS
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I. Abstract

The Candida albicans CDR] and CDR2 genes code for highly homologous ATP

binding cassette (ABC) transporters, which are overexpressed in azole-resistant clinical

isolates and which confer resistance to multiple drugs by actively transporting their

substrates out of the celis. These transporters are formed by two homologous halves, each

with an intracellular domain containing an ATP-binding site followed by a membrane

associated domain. We have expressed Cdrlp and Cdr2p in Saccharornvces cerevisiœ to

investÏgate their functions. The two proteins were properly expressed and functional, as

determined by Western blotting, drng susceptibility assays, and rhodamine efflux. Using

total membrane proteins from these transformants, we showed that Cdrlp and Cdr2p bind

to the photoreactive analogue of rhodamine 123, [1251] iodoaryl-azido-rhodamine 123

(IAARh123). IAARh123 photoaffinity labeling of membranes prepared from cells

expressing either the N haif or the C haïf of Cdr2p, or both, demonstrated that both halves

contribute to rhodamine binding and can bind to rhodamine independently. Interestingly,

Cdrlp was found to confer hypersusceptibility to FK520, an immunosuppressant and

antifungal agent, whereas Cdr2p conferred resistance to this compound, uncovering a major

functional difference between the two transporters. furtherrnore, when administered in

combination with azoles, FK520 sensitized celis expressing CDR] but not those expressing

CDR2. finally, we showed that Cdr2p confers hypersusceptibility to hydrogen peroxide

and resistance to diamide, while Cdrlp has no effect against these oxidative agents. Taken

together, our results demonstrate that, despite a high level of structural conservation, Cdrlp

and Cdr2p exhibit major functional differences, suggesting distinct biological functions.

o
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C II. Introduction

Multidrug resistance (MDR) or pleiotropic drug resistance (PDR) is characterized

by cellular cross-resistance to a broad spectrum of structurally and functionally unrelated

cytotoxic compounds. It operates in a wide variety of celi types and involves the

overexpression of membrane-associated transporters functioning as drug efflux pumps.

Many of these transporters belong to the ATP-binding cassette (ABC) superfamily and

contain highly conserved consensus sequences for ATP binding and hydrolysis (Higgins,

1992). Well-characterized ABC transporters involved in MDR in mammalian celis include

P glycoprotein type 1 (P-gpl) and the MDR-associated protein type 1 (MRP1), whose

overexpression causes resistance to several anticancer drugs (Ambudkar et al., 1999;

Hipfher et al., 1999). In the yeast Saccharornyces cerevisiae, overexpression of the ABC

transporters Pdr5p and Snq2p has been shown to confer resistance to several different

compounds with antiftmgal activities (Bauer et aÏ., 1999). Pdr5p and Snq2p are

homologous proteins formed by two similar halves, each with an N-terminal hydrophilic

C domain that contains the ABC motif followed by a C-terminal hydrophobic domain with six

predicted transmembrane (TM) segments, a structure characteristic of the PDR subfamily

of ABC transporters ([ABC-TM]2) (Decottignies et Goffeau. 1997; Taglicht et Michaelis,

1998). Both proteins have nucleotide triphosphatase activities and can transport steroids in

vivo, suggesting that steroids or related membrane lipids represent endogenous substrates

for these transporters (Mahe et aÏ., 1 996a). Ceils lacking the FDR5 gene but not the SNQ2

gene display an increase in phosphatidylethanolamine (PE) accumulation, and it bas been

proposed that Pdr5p functions as a PE translocator (Decottignies et aï., 199$).

The yeast Candida albicans is an opportunistic human pathogen that causes severe

infections in immunocompromised individuals (Dixon et aÏ., 1996). Azole derivatives such

as fluconazole (FLC) are commonly used to treat Candida infections. However, resistant

strains often emerge dunng long-term or prophylactic treatment (White et aÏ., 1998). Two

major mechanisms of FLC resistance have been identified so far in these strains: (j)

alterations in the drug target (14-Œ-sterol demethylase, the product of the ERG]] gene),

which results in an increascd level of production of the enzyme or in its reduced binding
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affinity for FLC, and (ii) a reduced level of intracellular FLC accumulation, which

correlates with the overexpression of the CDRJ and CDR2 (Candida drug resistance) genes

encoding transporters of the ABC farnily and of the CaMDRJ gene coding for a major

facilitator (for a review, see reference (White et al., 199$)). These different mechanisms of

azole resistance can coexist in different subpopulations of C. albicans celis within a given

patient as well as within the same celi, contributing to the stepwise development of azole

resistance in the clinical setting (Albertson et al., 1996; White, 1997; Franz et al., 199$a;

Lopez-Ribot et al., 1999).

CDR] and CDR2 were cloned by ftinctionaÏ complementation of an L cerevisiae

pdr5 mutant and were found to code for ABC transporters displaying extensive sequence

homology with each other (84% identity, 92% similarity) and with S. cerevisiae Pdr5p and

Snq2p (Prasad et al., 1995; Sanglard et aÏ., 1997). $ince clinical isolates overexpressing

C’DR] and C’DR2 display energy-dependent reductions in their levels of intracellular FLC

accumulation compared to those of their azole-susceptible counterparts, it was suggested

that Cdrlp and Cdr2p mediate azole resistance by causing active extrusion of the drug out

ofthe celis (Sanglard et al., 1995; Sanglard et al., 1997). Heterologous expression systems

in S. cerevisiae have recently been used to confirm this hypothesis for Cdrlp and to

demonstrate that Cdrlp and Cdr2p function as general phospholipid transiocators and

possess nucleotide tnphosphatase activities (Nakamura et al., 2001; Smriti et aÏ., 2002).

In the present study, we expressed the CDR] and CDR2 genes in drug

hypersusceptible S. cerevisiae strain TY3IO (Talibi et Raymond, 1999) and generated

polyclonal antibodies against the Cdrlp and Cdr2p transporters. Using these tools, we show

that Cdrlp and Cdr2p bind to a photoreactive analogue of rhodamine (Rh) 123,

[‘251]iodoaryl azido-rhodamine 123 (IAARh123) and that both halves of Cdr2p participate

in IAARh1 23 binding. We also present experimental evidence demonstrating that, despite a

high level of structural conservation, Cdrlp and Cdr2p exhibit major functional differences

and probably possess distinct biological functions.

C
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III.Materials and Methods

Strain and culture conditions

S. cerevisiae strain TY3 10 (MA 1h pdr] pdr3:: URA3 pdr5z.: TRP] ura3-52 ade2-

10] trp-81 lys2-80] his3- 11200 Ïeu2::PET56) was used throughoutthis study and has been

described elsewhere (Talibi et Raymond, 1999). Celis were grown in yeast peptone

dextrose (YPD) medium or in synthetic dextrose (SD) medium lacking leucine (SD -leu) or

lacking leucine and histidine (SD -leu -his) for plasmid selection (Sherman, 1991). CelI

transformation was performed by the lithium acetate procedure (Ito et al., 1983). Isolated

clones were selected and used throughout the study. C. aÏbicans clinical strains 5457 and

5674 were obtained from the Laboratoire de Santé Publique du Québec and will 5e

described eÏsewhere (S. Saidane, S. Weber, X. De Deken, G. St-Germain, T. Parkinson, C.

A. Hitchcock, and M. Raymond, unpublished data). Cultures were routinely grown at 30°C.

Plasmid construction

A 4.5-kb DNA fragment comprising the entire CDR] gene (positions -10 to +4506

with respect to the A of the initiation codon set at +1 (Prasad et aÏ., 1995)) was amplified

by PCR with C. albicans 1006 genomic DNA as the template (Goshom et Scherer, 1989),

high-fidelity Ffu DNA polymerase (Stratagene), and oligonucleotides 51-

GGACTAGTGAAAAAAATTATGTCAGATTCTAAG (forward) and 5’-

GGACTAGTTTATTTCTTATTTTTTTTCTCTCTG (reverse). into both of which an SpeI

site (underlined) was incorporated. A 4.6-kb fragment corresponding to positions -12 to

+466$ in CDR2 (Sanglard et al., 1997) was amplified by PCR with C. albicans CAI4

genomic DNA as the template (Fonzi et Irwin, 1993), Ffu DNA polymerase, and the

oligonucleotides 5 ‘-GGACTAGTCAATAAAAACATATGAGTACTGC (forward) and 5’-

GGACTAGTCTACTACAACAACCAATACAGATC (reverse), into both ofwhich an SpeI

site (underlined) was incorporated. Thc CDR] and CDR2 PCR fragments were gel purified

and digested with SpeI for cloning into the SpeI-digested LEU2-based vector p425GPD

(kindly provided by Martin Funk, Institut fur Molekularbiologie und Tumorforschung,

Marburg, Germany) (Mumberg et al., 1995), yielding plasmids p425GPD-CDR1 and
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p425GPD-CDR2’, respectively (sec below for an explanation of the plasmid

nomenclature). Sequencing of the inserts was performed with a CEQ 2000 automated

sequencer (Beckman Coulter, Fullerton, Calif.) and a series of internai primers. Finally, the

insert ofp425GPD-CDR1 was released by digestion with $pel, gel purified, and cloned into

the HIS3-based vector p423GPD at the Spel site (Mumberg et aÏ., 1995) for coexpression

experiments.

The two CTG codons in CDR2 (positions +61 and +1894 with respect to the

initiation codon) were mutated to TCT by the QuikChange PCR-based site-directed

mutagenesis technique (Stratagene). The 0.8-kb NdeI and 2.8-kb PstI fragments

(overlapping the first and second CTG codons, respectively) were isolated from p425GPD-

CDR2’ and cloned into pGEM-5Zf (Promega), yielding plasmids pGEM/NdeI-0.8 and

pGEM/PstI-2.8, respectively. These two plasmids were submitted to separate PCRs with

Ffu Turbo DNA polymerase (Stratagene) and a mutagenic pair of oligonucleotides, 5’-

GCCATGGGTGGATGCATCTGACAATTCATCAGTTC and 5’-

GAACTGATGAATTGTCAGATGCATCCACCCATGGC or 5’-

GGTTAATGTGTGCATCTTGCACTTTGGTAATGTCCC and 5’-

GGGACATTACCAAAGTGCAAGATGCACACATTAACC, which incorporate the

mutations 61CTG to TCT and ‘894CTG to TCT (underlined) in pGEM/NdeI-0.8 and

pGEM/FstI-2.8, respectively. Sequencing of the resulting inserts confirmed the codon

changes and the absence of additional mutations. The mutated 2.8-kb FstI fragment was

excised from the pGEM backbone and used to replace the corresponding fragment in
p425GPDCDR2L eut with PstI, generating plasmid p425GPDCDR2L632s. The mutated

0.8-kb NdeI fragment was then used to replace the corresponding fragment in p425GPD-

CDR2’6325 eut with NdeI, yielding plasmid p425GPD-CDR26325, abbreviated

p425GPD-CDR2.

The following cloning strategy was used to express Cdr2p as two separate halves.

An SpeI restriction site was inserted in the linker region of CDR2 (between nucleotide

positions +2565 and +2566), along with proper stop and start codons, by PCR with Pfu

C polymerase, p425GPD-CDR2’ as the template, and primer pair 5’-
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CGGTAGGTATTGATTGTAATTC (forward) and 5’-

GACTAGTCTTATTCACGGTTTTCTGGG (reverse) or primer pair5’-

GACTAGTCATGATATTTTTCTGGAGAG (forward) and 5’-

CAGGTTGTCTAACTCCTTCC (reverse) to amplify the N- and C-terminal halves,

respectively (the Spel sites are underlined, and the stop and start codons are shown in

boldface). The resulting PCR products were gel purified, digested with SpeI, and cloned

into p425GPD and p423GPD cut with SpeI, yielding plasmids p425GPD-CDR2’855and

p423GPD-CDR2856’499, respectively. The inserts were entirely sequenced, ruling out the

presence of mutations introduced by PCR. These plasmids were transformed in different

combinations in TY3 10 cells by using SD -leu -his selective medium.

Preparation of antisera

The generic anti-Cdrp polyclonal antibody was raised against a multiple-antigen

peptide (P13-MAP) consisting of a 13-amino-acid (aa) synthetic peptide

(DSSFQRSIGYVQQ) linked to a polylysine core (Sheldon Biotechnology Center, McGill

University, Montreal, Quebec, Canada). To generate the anti-Cdr2p antibody, a CDR2 PCR

fragment overlapping nucleotide positions +9 to +302 ofthe CDR2 gene and cloned blunt

into the 5maI site of pUCI9 was excised from this plasmid by an EcoRI-SatI double

digestion, blunt ended with T4 DNA polymerase, and cloned into the 5maI site of plasmid

pGEX-4T-2 (Pharmacia), yielding plasmid pGEX-CDR2. The resulting Gst-Cdr2p fusion

protein contains 97 aa from the NH2 terminus of Cdr2p (amino acid positions 4 to 101).

Escherichia cou DH5a ceils transformed with pGEX-CDR2 were treated with isopropyl-B

D-thiogalactopyranoside (0.1 mM) for 4 h at 30°C to induce expression of Gst-Cdr2p. The

resulting fusion protein was soluble in aqueous solution and was thus purified from a crude

bacterial lysate by affinity chromatography on immobilized glutathione (Smith et Johnson,

1988). The synthetic Pi 3-MAP peptide and the purified Gst-Cdr2p fusion protein were

used to raise polyclonal antisera in New Zealand White rabbits by standard immunization

protocols (Harlow et Lane, 198$). One anti-Pl3mer (RXb) and two anti-Cdr2p (R2a and

R2b) antisera ofhigh titers were obtained and used without any further purification.
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C» Protein preparation and Western blot analysi s

Total membrane proteins were prepared as described previously (Raymond et al.,

1992) with the following modifications. Concentrated yeast cells were passed twice through

a French press (SLM Instruments Inc., Rochester, N.Y.) at 20,000 lb/in2. Afier

solubilization ofthe crude membranes in coid TNE buffer (10 mM Tris [pH 7.0], 150 mM

NaC1, 1 mM EDTA) followed by a quick spin in a microcentrifuge to remove insoluble

material, the membranes were centrifuged in a TLA100.3 ultramicrocentrifuge rotor

(Beckrnan) at 50,000 rpm for 45 min at 4°C. The membrane pellets were resuspended in

cold TS buffer (5 mM Tris [pH 7.4], 250 mM sucrose) by using 1-ml syringes and 21G12-

gauge needles (Becton Dickinson). The membranes were aliquoted and stored at -80°C. Ail

experimental steps for protein preparation were carried out in the presence of the protease

inhibitors phenylmethylsulfonyl fluoride (Sigma) at 1 mM and leupeptin, pepstatin, and

aprotinin (Roche Diagnostics), each at 5 »tg/ml. The protein concentration was determined

by the method described by Bradford (Bradford, 1976). Proteins from total membrane

extracts (25 to 50 tg) were solubilized for 15 min at room temperature in Laemmli buffer

and werc separated by sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis

(PAGE) on 7.5% polyacrylamide gels (Laemmli, 1970). The proteins were transferred to

nitrocellulose membranes with a Trans Blot SD Semi-Dry transfer apparatus (Bio-Rad).

The anti-Cdr2p (R2a) polyclonal antibody was used at a 1:4,000 dilution, whiie the genenc

polyclonal anti-Cdrp (RXb) antibody was used at a 1:1,000 dilution. Immune complexes

were revealed by incubation with goat anti-rabbit immunoglobulin G antibodies coupled to

aikaline phosphatase (Bio-Rad) and developed with 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate

p-toluidine sait and nitroblue tetrazolium chroride substrates, as recommended by the

manufacturer (Bio-Rad).

Antifungal compounds and susceptibiity testïng

Stock solutions of FLC (a gifi from Pfizer Canada Inc.) were prepared at a

concentration of 5 mg/ml in water. Itraconazole (ITC; Janssen Pharmaceuticals) and

ketoconazole (KTC; Medisca. Montreal, Canada) were solubilized in dimethyl sulfoxide

(DMSO) at concentrations of 10 and 5 mg/mi, respectively. Rh 6G (Sigma) was dissolved

at 20 mM in ethanol. FK520 (a gift from Merck Sharp & Dohme Research Laboratories,
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Rahway, N.J.) was prepared at a concentration of 10 mg/ml in methanol. Stock solutions of

1 M diamide (Sigma) were prepared in DMSO. Hydrogen peroxide (30%) was purchased

from Aldrich Chernical Company Inc. For dmg resistance assays in liquid medium, celis

were grown ovemight on selective plates (SD -leu or SD -leu -lis) and diluted in selective

liquid medium to an optical density at 600 nm (0D600) of 0.1, followed by a second 1:100

dilution in the same medium. Fffly microliters of this dilution was added to 50 pi of a drug

solution concentrated two times or drug-free medium in 96-well microtiter plates. The

ranges of drug concentrations tested were 0.1 to 250 jig/ml for fLC, 0.005 to 10 ig/ml for

ITC, 0.05 to 50 rg/ml for KTC, and 0.5 to 200 ig/ml for Rh 6G. Growth was measured

spectrophotometrically at an 0D595 afier 2 days of incubation at 30°C in a hurnid chamber.

The relative growth was calculated as the percentage of growth in drug-containing medium

relative to the control growth in drug-free medium containing the solvent that was used to

dissolve the drug. for the FK520-azole synergy experiments, 10 ig of fK520 per ml (a

non-toxic concentration for the p425GPD, p425GPD-CDR1, and p425GPD-CDR2

transformants) was added to fLC or KTC under the conditions described above. The

(J concentrations of azoles selected for use in the experiments whose resuits are presented in

Fig. 2-5 were 10 1g/ml for fLC and 0.5 p.g/ml for KTC, which correspond to the respective

MICs of these azoles for control TY3 10 celis transformed with p425GPD. for spot assays,

celis were grown overnight on plates with selective (TY3 10 transformants) or YPD (C.

albicans clinical isolates) medium and suspended in sterile water to an 0D600 of 0.1. Three

microliters of fivefold serial dilutions of each strain were spotted onto YPD medium plates

supplemented with the indicated concentrations of the antifungal compounds or

supplemented with the solvent alone. The ranges of concentrations tested were 20 to $0

jig/ml for FK520, 0.2 to 1 .2 mM (TY3 10 transformants) or 1 to 5 mM (C. aÏbicans isolates)

for diamide, and 0.5 to 3 mM (TY3 10 transformants) or I to 5 mM (C. atbicans isolates)

for H202. The plates were incubated for 2 days at 3 0°C.

Rh efflux

Cells were grown in SD -leu medium and harvested in the early logarithmic phase

(0D600 = 0.7 to 1.0). Two 0D600 U of cells were collected by centrifugation in 1.5-ml

microcentrifuge tubes (4,700 x g for 1 min at room temperature). The cdl pellets were
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washed four times with 1 ml of phosphate-buffered saline (PBS), resuspended in 1 ml

HEPES-buffered saline (pH 7.0; without dextrose)-10 mM 2-deoxy-n-glucose (Sigma)-5

jiM Rh 6G, and incubated for 3 h at room temperature in the dark. The ceils were washed

once with 1 ml of PBS, spun again, ami resuspended in 1 ml of prewanned PBS containing

1% glucose (Sigma). Afier 14 min at 30°C in the dark, the tubes were spun for I min at

room temperature (for a total incubation period of 15 mm) and placed in an ice-water bath

(0°C) to stop the efflux activity (a 15-min time point was chosen since it was the optimal

condition for discrimination of the different transformants; a 10-min incubation was too

short to measure significant Cdrlp activity above that for the control values, whereas longer

incubation times were in the plateau phase for Cdr2p). Six aliquots (100 pi each) of sample

supematant and of PBS with 1% glucose (blank) each were placed in a Dynex Microfluor

microplate, and Rh fluorescence was measured by spectrofluorometry (LS-50B; Perkin

Elmer). Excitation and emission wavelengths were set at 529 nm (sut 2.5 nm) and 553 nm

(sut 2.5 nm), respectively. A 51 5-nm band-pass filter was applied, the photomultiplier tube

voltage was autornatically set, and the acquisition time was 0.1 s. To normalize the Rh

efflux activity with respect to the number of ceils present in each sample, the remaining

supematant was removed, the celis were resuspended in 1 ml of cold PBS, and the 0D600

was measured. The efflux activity was calculated as follows: (sample mean fluorescence

units - blank mean fluorescence units)/0D600.

Photoaffiuity labeling and immunoprecipitation

Total membrane proteins in TS buffer (50 jig for direct labeling or 300 ig for

immunoprecipitation, in a final volume of 20 pi) were incubated with 0.5 to 1.0 M

IAARh123 (Nare et al.. 1994) for 30 min at room temperature under subdued light

conditions. The samples were further incubated for 10 min on ice, followed by UV

irradiation at 254 nm (1800 UV cross-linker; Stratagene, La Jolla, Calif.) for 10 min on ice.

All the photoaffinity labeling and immunoprecipitation steps were performed in the

presence of the four protease inhibitors described above in the membrane protein extraction

procedure. S amples that were flot subjected to immunoprecipitation were solubilized for 15

min at room temperature in Laemmli buffer and separated by SDS-PAGE on a 7.5%

C polyacrylamide gel (Laemmli, 1970). For immunoprecipitation, the samples were incubated
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for 15 min on ice in lysis buffer A (1% SDS, 50 mM Tris [pH 7.4]) and then diluted to 420

il with lysis buffer B (1.25% Triton x-100, 190 mM NaC1, 50 mM Tris [pH 7.4]). After

incubation for 1 h on ice, the polyclonal antibody (anti-Cdrp or anti-Cdr2p) was added at a

1:100 dilution and the tubes were placed on a rotating wheel at 4°C overnight. A protein A

$epharose CL-4B (Amersham Pharmacia) suspension (100 pi) was added to each sample.

followed by another incubation on the rotating wheel at 4°C for 3 h. The beads were

washed four times with wash A buffer (0.1% Triton X-100, 0.05% SDS, 150 mM NaC1, 50

mM Tris [pH 7.5], 5 mlvi EDTA) and two times with detergent-free wash B buffer (150

mM NaC1, 50 mM Tris [pH 7.5], 5 mM EDTA). The immune complexes were solubilized

in Laemmli buffer for 20 min at room temperature, followed by a 2 min incubation at 3 7°C,

and were resolved by SDS-PAGE on 7.5% polyacrylamide gels. The gels were fixed, dried,

and exposed to Kodak BioMax MS films with two BioMax MS intensifying screens at -

80°C.
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IV. Resuits

Expression of CDR1 and CDR2 in S. cerevisiae

CDR] and CDR2 expression plasmids were constructed by isolating the coding

region of each CD]? gene by PCR amplification and cloning them under the control of the

strong constitutive glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GPD) promoter in the

multicopy vector p425GPD (Mumberg et aÏ., 1995). DNA sequencing indicated that there

was no difference between the nucleotide sequence of the amplified CDR] gene and the

published sequence of CDRJ (Prasad et al., 1995). The sequence of the amplified CDR2

gene had three nucleotide differences (C946G, G2325C, and C3263A; the PCR-amplified

CDR2 sequence is underlined) that caused three amino acid changes (Ni 5K, G475A, and

L788M) compared to the published CDR2 sequence (Sanglard et al., 1997). However, our

sequence was identical to that in the Stanford C. atbicans genome sequence database and

probably corresponds to the second allele of CDR2. Since C. albicans uses an alternative

genetic code, in which the CTG codon is decoded as a serine instead of a leucine, the

product of a C. albicans gene containing such codons contains leucine rather than serine

residues at the conesponding positions when it is expressed in S. cerevisiae (Santos et

Tuite, 1995). Sequence analysis indicated that CDR] had no CTG codons, while our cloned

allele of CDR2 had two (at amino acid positions 21 and 632) and was designated CDR2L.

By using site-directed mutagenesis, the two CTG codons in CDR2’ were replaced by TCT

codons specifying sennes. The resulting piasmids, designated p425GPD-CDRÏ, p425GPD-
CDR2L, and p425GPD-CDR2 632S (abbreviated p425GPD-CDR2), as well as p425GPD

as a control, were transformed into S. cerevisiae strain TY3 10, which harbors a triple pdr]

pdr3 pdr5 mutation that renders the ceils hypersusceptible to many drugs (Talibi et

Raymond, 1999). TY31O celis transformed with p425GPD-CDR2 or p425GPDCDR2L

displayed similar drug resistance profiles (data not shown), indicating that the presence of

leucines rather than serines at positions 21 and 632 does not significantly alter the activity

of Cdr2p. Plasmid p425GPD-CDR2 was used throughout this study except where

mentioned otherwise.

C
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To examine the expression of the Cdrlp and Cdr2p proteins in the TY31O

transforrnants, total membranes were prepared and analyzed by Western blotting with two

different polyclonal antibodies (Fig. 2-1). First, we used an anti-Cdrp antibody raised

against a 1 3-aa synthetic peptide whose sequence, located downstream of the C-terminal

Walker A motif (Fig. 2-lA), is perfectly conserved between the two proteins

(DSSFQRSIGYVQQ; amino acid positions 930 to 942 in Cdrlp and 928 to 940 in Cdr2p)

(Prasad et al., 1995; Sanglard et al., 1997). This antibody detected a protein of high

molecular weight in membranes ftom the CDR] or the CDR2 transformants but flot in

membranes from the control celis, indicating that these two proteins correspond to Cdrlp

and Cdr2p, respectively (Fig. 2-lB, lefi panel). This antibody also detects an endogenous S.

cerevisiae protein of high molecular weight which can be used as an internaI control for

protein loading (Fig. 2-lB, lefi panel). This experiment demonstrated that Cdrlp and Cdr2p

are properly expressed in the TY3 10 transformants, with about 1.5- to 2.0-fold more Cdr2p

than Cdrlp, but the reason for this difference is unclear (Fig. 2-lB, lefi panel). We alsoused

an anti-Cdr2p antibody raised against the NH2-terminal domain of Cdr2p (Fig. 2-lA), a

region where the level of amino acid sequence homology between Cdrlp and Cdr2p is the

lowest. This antibody recognized a protein of high molecular weight only in membranes

prepared from the CDR2 transformants, confirming that this protein corresponds to Cdr2p

and demonstrating the isoform specificity of the antibody (Fig. 2-13, right panel). As

determined by indirect immunofluorescence, cells expressing CDRJ and CDR2 exhibited

predominantly intracellular staining which was flot detected in the control transformants

(data flot shown), indicating that the two proteins are sirnilarly located in internai

membranes of the TY3 10 transformants, probably as a consequence of the high level of

expression achieved with the p425GPD vector.
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Figure 2-1 : Expression of Cdrlp and Cdr2p in S. cerevisiae TY3IO. (A) Schematic representation of the

Cdrp proteins. Shaded boxes represent the nucleotide-binding domains (NBD 1 and NBD2), and striped boxes

correspond to the predicted TM domains (1M 1 to 6 and TM 7 to 12). The protein segments used as antigens

to generate the generic anti-Cdrp (P 13) and anti-Cdr2p polyclonal antibodies are indicated by the fihled boxes.

(B) Inrmunodetection of Cdrlp and Cdr2p. Total membrane proteins (25 .tg) prepared from 1Y310 celis

transformed with p425GPD (control [CIL]), p425GPD-CDR1 (CDRI), or p425GPD-CDR2 (CDR2) were

separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes, and analyzed with the indicated

antibodies. The positions of the molecular mass standards (in kilodaltons) are shown on the left. (C) Azole

resistance profiles of the CDRJ and CDR2 transformants. TY31O celis transformed with plasmid p425GPD-

CDR1 (squares), p42SGPD-CDR2 (circles), or p425GPD (triangles) were analyzed by liquid microdilution

assay for their ability to grow in medium containing the indicated azoles. Ceil growth is presented as the

percentage of growth in azole-containing medium relative to the growth in azole-free (control) medium

containing the solvent alone. Values represent the means ± standard deviations of three independent

experiments performed in duplicate.
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Analysis of the azole resistance profiles of these transformants by a microtiter plate

assay showed that CDRJ- and CDR2-expressing ceils were more resistant than control cells

to the three azoles tested: fLC, ITC, and KTC (Fig. 2-1C). The p425GPD-CDR1

transformants were able to withstand higher concentrations of fLC and ITC than the

p425GPD-CDR2 transformants, suggesting that Cdrlp is more active than Cdr2p at

effluxing FLC and ITC (fig. 2-1 C). Conversely, the p425GPD-CDR2 transformants were

able to grow in the presence of higher concentrations of KTC than the p425GPD-CDR1

transformants, although this difference could be attributed to the higher levels of Cdr2p

expression compared to those of Cdrlp expression (Fig. 2-Ï B, lefi panel). Taken together,

these resuits demonstrate that Cdrlp and Cdr2p are functionally expressed in S. cerevisiae

TY3IO.

Photoaffinîty labding of Cdrlp and Cdr2p with IAARh123

Rh, a cationic fluorescent dye with antifungal activity, is a substrate for several

ABC transporters, including Cdrlp and Cdr2p (Nakamura et al., 2001; Smriti et aÏ., 2002).

As anticipated, TY3 10 celis transformed with p425GPD-CDR1 or p425GPD-CDR2 were

more resistant to Rh 6G and displayed increased levels of efflux of this compound

compared to control celis (Fig. 2-2A and B). Ceils expressing Cdr2p grew in the presence

of higher concentrations of Rh 6G (Fig. 2-2A) and effluxed more Rh 6G than those

expressing Cdrlp (fig. 2-2B), although these differences were not significant when the

resuits were normalized for protein content (Fig. 2-lB). Given the abilities of Cdrlp and

Cdr2p to confer Rh resistance and to mediate its efflux, it was of interest to investigate the

abilities of the two proteins to bind to this compound. To this end, we performed cross

linking experiments with the photoreactive-iodinated analogue of Rh 123, IAARh123,

which was previously used to demonstrate binding of Rh to P-gpl and MRPÏ (Nare et aï.,

1994; Daoud et al., 2000). Membranes from the TY3 10 transformants were incubated with

IAARh123, UV cross-linked, and resolved by SDS-PAGE (Fig. 2-2C, lefi panel). A high

molecular-weight protein was specifically photolabeled with IAARhÏ23 in total membranes

isolated from the p425GPD-CDR1 or the p425GPD-CDR2 transformants but not from the

p425GPD transformants (control), suggesting that the labeled proteins correspond to Cdrlp

C and Cdr2p. This was confirmed by immunoprecipitation of the photolabeled membranes
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with the generic anti-Cdrp polyclonal antibody (Fig. 2-2C, right panel). When normalized

for the amount of Cdrlp and Cdr2p proteins present in the membrane samples (fig. 2-lB),

the levels of photolabeling of Cdrlp and Cdr2p were roughly equivalent. Taken together,

our results demonstrate that Cdrlp and Cdr2p can be photoaffinity labeled with IAARh 123

and that this compound may be used to characterize the Rh 123 binding site(s) in the Cdrp

transporters.
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As a first step in that direction, we used a coexpression system to determine

whether both halves of Cdr2p bind to Rh123. Plasmids expressing the N- or the C-terminal

haif of Cdr2p (p425GPD-CDR2855 and p423GPD-CDR28’6’499, respectively; Fig. 2-

3A) were transformed independently or simultaneously into TY31O celis, along with the

appropriate control vectors. Analysis of the drug resistance profiles of the resulting

transformants showed that cells coexpressing the two halves of Cdr2p were significantly

resistant to FLC and Rh 6G, with about 50% resistance compared to the level of resistance

of ceils expressing full-length Cdr2p, whule celis expressing each haif alone were as

susceptible to FLC and Rh 6G as the control ceils transformed with the empty vectors (Fig.

2-3B). These results demonstrate that each half of Cdr2p is unable to confer resistance by

itself and that coexpression of the two halves is necessary to reconstitute a functional

transporter. Western blot analysis of total membrane extracts by use of the N-terminal

specific anti-Cdr2p antibody or the C-terminal-specific anti-Cdrp antibody (Fig. 2-3A)

conflrmed that the two halves are properly expressed in the TY3 10 transformants. The N

terminal haif migrates at a position conesponding to its predicted molecular mass of 96

kDa (Fig. 2-3 C, upper panel) and is detected as a doublet, possibly due to posttranslational

modifications such as glycosylation, ubiquitination, or phosphorylation (16, 22). The C-

terminal haif appears as a single band migrating approximately 10 kDa lower than its

calculated molecular mass of 73 kDa (Fig. 2-3C, lower panel). The reason for this

difference is unclear, but expression of the C-terminal haif of the yeast ABC transporter

$te6p also gives rise to a similar discrepancy between its calculated and apparent molecular

masses (8). Taken together, these resuits indicate that both halves of Cdr2p are properly

expressed in S. cerevisiae, thus providing a system that can be used to evaluatc the ability

of each haif to bind to Rh within the context of a functionally reconstituted transporter.

Photoaffinity labeling with IAARh123 was performed by using total membrane extracts

from the different transformants, followed by immunoprecipitation with either the anti

Cdr2p antibody (Fig. 2-3D, upper panel) or the anti-Cdrp antibody (Fig. 2-3D, lower

panel). Figure 2-3 shows that each haif of Cdr2p can be photolabeled with IAARhÎ23

when it is expressed either alone or in combination with the other half (Fig. 2-3D, lanes N,

C, and N + C). These results demonstrate the presence of at least one Rh-binding site in

each haif of Cdr2p and suggest that each half is involved in Rh recognition.
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Figure 2-3 : Photoaffinity labeling of the N- and C-terminal halves of Cdr2p by IAÀRh123. (A) Schematic

representation of Cdr2p showing the positions of the cleavage site and of the epitopes recognized by the anti

Cdr2p and anti-Cdrp polyclonal antibodies. (B) Drug resistance profiles of TY3 10 cells cotransformed with

p425GPD-CDR2’ and p423 GPD (squares), p425GPD-CDR2’855 and p423 GPD-CDR2t856-’499 (circles),
p425GPDCDR2L855) and p423GPD (triangles), p425GPD and p423GPD-CDR2856’499 (diamonds), as well

as p425GPD and p423GPD (x), as determined by liquid microdilution assay. (C) Immunodetection of the

halves of Cdr2p expressed in S. cerevisiae TY3 10. Total membrane proteins (50 ig) from TY3 10 ceils

cotransformed with p425GPDCDR2L and p423GPD (lane FL. for full-length cDR2), p425GPDCDR2Lts5s)

and p423GPD (lane N), p425GPD and p423GPD-CDR256’499 (lane C), p425GPDCDR2Lt8s5) and

p423GPD-CDR2854 (lane N + C), as well as p425GPD and p423GPD (control [CTL]) were separated by

SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes, and analyzed with the anti-Cdr2p (upper panel) or the

anti-Cdrp (lower panel) polyclonal antibody. The positions of the N- and C-terminal halves are indicated by

arrowheads. (D) Photoaffinity labeling of the two hatves of Cdr2p by IAARh123. Total membrane proteins

(300 tg) from the cotransformants for which the resuits are shown in panel C were incubated with I iM

IAARhI23, UV cross-linked, and immunoprecipïtated (IP) with either the anti-Cdr2p (upper panel) or the

anti-Cdrp (lower panel) antibody. The immune complexes were separated by SDS-PAGE. The gels were
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dried and exposed to Kodak BioMax MS films with two intensifying screens at -80°C for 5 days. The

positions ofthe molecular mass standards (in kilodaltons) are indicated on the lefi.

They also show that the inability of individual halves to confer Rh resistance is flot

due to impaired Rh binding. Finally, they indicate that the presence of leucines rather than

serines at positions 21 and 632 in Cdr2p does flot affect the binding ofRh to the transporter

(compare Fig. 2-3D, lane FL, and Fig. 2-2C, lane CDR2).

Differential actïvity of Cdrlp or Cdr2p agahist FK520

FK506 (tacrolimus) and fK520 (ascomycin; an FK506 derivative in which the C-21

allyl group is replaced by an ethyl group (Hatanaka et al., 1988)) are macrolide compounds

with potent immunosuppressive and antimicrobial activities (Arndt et al., 1999; Dumont,

2000). They exert their action by forming a complex with FKBP12, a peptidyl-prolyl

isomerase, and inhibiting the calmodulin-dependent protein phosphatase calcineurin, which

is involved in signal transduction and regulation of gene expression (Hemenway et

Heitman, 1999; Caneras et al., 2001). In addition, they function as modulators of P-gpl

mediated MDR in mammalian celis: FK506 has been shown to compete with anticancer

drugs for binding and transport by P-gpl and both compounds stimulate P-gpl ATPase

activity with high efficiencies (Arceci et ai., 1992; Saeki et aÏ., 1993; Rao et Scarborough,

1994). Also, P-gp encoded by the mouse rndr3 gene confers resistance to both compounds

when it is expressed in S. cerevisiae (Rayrnond et al., 1994; Urbatsch et al., 2000). FinaÏly,

FK506 has been shown to inhibit the transport of drugs and steroids by Pdr5p, suggesting a

potential clinical role for this compound as an agent that can be used to reverse azole

resistance (KraIli et Yamarnoto, 1996; Egner et al., 1998). It was therefore of interest to

determine whether Cdrl p and Cdr2p expression in S. cerevisiae affects the tolerance of

celis to this class of compounds. Using a spot assay, we compared the ability of TY3 10

celis transformed with p425GPD. p425GPD-CDR1, or p425GPD-CDR2 to grow in the

presence of increasing concentrations of FK520. Interestingly, we found that CDRJ

expression and CDR2 expression have opposite effects: Cdrlp conferred

hypersusceptibility to FK520, whereas Cdr2p confened resistance to this compound (Fig.

C 2-4A), uncovering a major functional difference between the two transporters.
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days. CTL, control.
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Since azole-resistant C. albicans strains overexpress both CD]?] and CDR2, we

investigated the functional consequences of CD]?] and CDR2 coexpression on cellular

resistance to FLC and FK520. To this end, we cloned CD]?] into p423GPD and generated

the appropriate sets of double transformants by transforming TY3 1 0/p425GPD-CDR2’

ceils with p423GPD-CDR1 for CD]?] and CD]?2 coexpression, TY3 1 0/p423GPD-CDR1

with p425GPD and TY3 10/p425GPDCDR2L with p423GPD for the individual expression

of CD]?] and CDR2, respectively, and TY3 1 0/p425GPD ceils with p423GPD as a control.

Western blot analysis of the resulting Leu FIis clones was performed, confirming that

Cdrlp and Cdr2p are properly expressed in the single-gene transformants as welÏ as in the

double-gene transformants (data flot shown). We first analyzed these clones for their

resistance to FLC by spot assay. At a concentration of 25 jig/ml, CD]?]- and CDR2-

expressing celis displayed moderate and low levels of FLC resistance, respectively,

compared to the level of resistance of control ceils (f ig. 2-4B). Celis coexpressing CD]?]

and CDR2 were more resistant to fLC than each single-gene transformant. These resuits

demonstrate that Cdrlp and Cdr2p have additive activities against FLC, suggesting that the

concomitant overexpression of CDR] and CD]?2 observed in rnany azole-resistant C.

albicans strains helps to confer high levels of resistance in these ceils. We then analyzed

these transformants for their levels of resistance to FK520 (fig. 2-4C). As expected, CDRJ

and CDR2-overexpressing celis were hypersusceptible and resistant to fK520, respectively,

compared to the susceptibilities of control ceils. However, cells coexpressing CD]?] and

CDR2 were more susceptible to fK520 than CDR2-expressing celis but more resistant than

CDR1-expressing ceils, demonstrating that Cdrlp and Cdr2p additivity also applies to

susceptibilities to compounds against which the two transporters have opposite activities.

These resuits further substantiate that CD]?] and CDR2 have similar but also distinct

cellular functions.

Previous studies have shown that FK506 has synergistic activity with fLC against

C. aÏbicans and other pathogenic fungi (Maesaki et aÏ., 1998; Del Poeta et aÏ., 2000; Cruz

et aÏ., 2002). It has been proposed that this synergy could be due to the ability of FK506 to

C inhibit multidrng transporters, resulting in increased levels of intracellular FLC
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accumulation and thus increased FLC susceptibility (Maesaki et al., 199$; De! Poeta et al.,

2000). We therefore used our expression system to examine possible functional interactions

between this class of compounds and the azole resistance activities ofthe Cdrlp and Cdr2p

transporters. TY3 10 ceils transformed with p425GPD, p425GPD-CDR1, or p425GPD-

CDR2 were grown in the presence or in the absence of a nontoxic concentration of fK520

(10 ig/m1) in combination with fLC (Fig. 2-5A) or KTC (fig. 2-53) in microtiter plate

assays. Again, an important difference was observed between ceils expressing Cdrlp or

Cdr2p: while the addition of FK520 had no effcct on the growth of the p425GPD (control)

or the p425GPD-CDR2 transformants in the presence of azoles, it strongly inhibited the

growth of the p425GPD-CDR1 transformants in the presence of the two azoles tested (fig.

2-5A and 3). This finding highlights yet another functional difference between Cdrlp and

Cdr2p which has important clinical implications (see Discussion).
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Functional consequences of CDR1 and CDR2 expression on ceil response to

oxidants

We have observed that the acquisition of azole resistance in C. atbicans clinical

isolates is accompanied by an altered susceptibility of the celis to oxidative agents. For

example, an azole-resistant C. albicans isolate (isolate 5674) overexpressing CDR1 and

CDR2 but not CaMDRJ is resistant to diamide and hypersusceptible to hydrogen peroxide

compared to the susceptibulity of its matched parental azole-susceptible isolate (isolate

5457) (Fig. 2-6A), suggesting that CDRJ and/or CDR2 overexpression could be responsible

for the phenotypes observed. However, molecular changes other than transporter

overexpression may have taken place in these celis during the acquisition of azole

resistance. To directly investigate this question, we analyzed the p425GPD-CDR1 and

p425GPD-CDR2 transformants for their abilities to grow in the presence of increasing

concentrations of these oxidants by spot assay. This experirnent showed that Cdr2p

expression causes hypersusceptibility to H202 and resistance to diamide, while Cdrlp

expression has no effect on the susceptibilities to these two compounds (Fig. 2-63). The

inability of Cdrlp to generate these phenotypes confirms that they specifically resuit from

the expression of CDR2 and not simply from high levels of expression of a polytopic

membrane protein in a heterologous host. These resuits fiirther demonstrate that CdrÏp and

Cdr2p possess distinct activities. They also indicate that the altered susceptibilities to

oxidative agents observed in azole-resistant C. albicans clinical isolates overexpressing

CDRJ and CDR2 are likely to be a consequence of CDR2 overexpression and that ABC

transporters like Cdr2p can influence ccli response to oxidative stress.

o
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Figure 2-6 Functional consequences of CDRI and CDR2 expression on cellular responses to oxidants. (A)

C. albicajis isolates 5457 and 5674 were spotted on YPD plates containing diamide (1 mM) or F120, (3 mM).

(B) TY31O ceils transformed with p425GPD (control), p425GPD-CDRI (CDRI), or p425GPD-CDR2

(CDR2) were spotted on YPD plates containing diamide (0.75 mM) or H202 (2 mM). Control growth in the

absence of oxidants is also shown (YPD and YPD + DMSO). The plates were incubated at 30°C for 2 days.
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C V. Discussion

Transporter-mediated azole resistance represents an important clinical problem for

the treatment of C. albicans infections. The molecular characterization of several azole

resistant clinical isolates has shown that a large proportion of these strains overexpress the

CDR] and CDR2 genes (White et al., 1998). This overexpression is stable and probably the

consequence of mutations in a trans-acting factor coregulating the expression of both

genes. Indeed, several studies have shown that the transcription of CDRJ and CDR2 is

similarly regulated; i.e., both genes can be induced upon treatment of celis with different

steroids and antifiingal agents through a drug response element present in their promoters

(Krishnamurthy et al., 199$b; Henry et aÏ., 1999; de Micheli et aÏ., 2002). In addition,

studies performed so far have shown that Cdrlp and Cdr2p perform similar functions: both

transporters confer resistance to multiple antifungal compounds, including azoles, Rh, and

other drugs (although to various degrees) and function as phospholipid transiocators

(Sanglard et al., 1997; Srnriti et al., 2002). In the present study, we have used a

heterologous expression system in S. cerevisiae to compare the activities of these two

transporters. Our system uses multicopy vectors containing a strong constitutive promoter, a

situation mimicking the stable overexpression observed in azole-resistant clinical isolates.

We have also generated and characterized polyclonal antibodies recognizing different

epitopes in these transporters. These antibodies are advantageous since they permit (i)

normalization of the activities of the transporters with respect to their expression levels, (ii)

specific detection of different domains of the transporters, and (iii) analysis of these

transporters without the use of tags that may impair their function. Using this well

characterized system, we were able to identify different phenotypes specifically associated

with the expression of Cdrlp or Cdr2p, unraveling fundamental functional differences

between the two transporters. In particular, we show that CDR2 confers resistance to

FK520 and diamide but hypersusceptibility to H202, whereas CDRJ confers

hypersusceptibility to FK520 but does flot affect the tolerance of ceils to oxidative agents.

Since Cdrlp and Cdr2p display very high levels of structural conservation, these fiinctional

differences are possibly encoded by a limited number of amino acid residues. Altematively,

C different subcellular localizations, half-lives, and/or phosphorylation status could account
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for the differences between the two transporters. The availability of a ftinctional expression

system in S. cei-evisiae together with well-characterized antibodies now allows us to dissect

the molecular mechanisms underlying these functional dissimilarities.

Although Cdrlp. Cdr2p, P-gpl, and MRPI ail function as MDR pumps, Cdrlp and

Cdr2p are structurally different from the mammalian P-gpl ami MRP1 transporters. They

possess an inverted domain organization ({ABC-TM]2) compared to those of P-gpl and

MRP1 ([TM-ABC]2). They also display a low level of sequence identity with P-gpl and

MRP1 (<17%) outside of the conserved ABC domains. Despite these differences, the

results of our photoaffinity labeling analyses demonstrate that Cdrlp and Cdr2p have a

number of characteristics in common with P-gpl and MRP1 with respect to substrate

binding. First, we show that, like P-gpl and MRP1, Cdrlp and Cdr2p bind to IAARh123

(Fig. 2-2C) (Nare et al.. 1994; Daoud et aÏ., 2000), indicating that the Cdrp transporters

share sites for binding to this compound with the mammalian transporters. Second, we

found that Cdrlp and Cdr2p also bind to the photoactive dihydropyridine analog

t3H]azidopine (data flot shown), a well-characterized MDR modulator which inhibits drug

binding on P-gpl and which is exported by this transporter (Safa et aÏ., 1987; Tamai et

Safa, 1991). These data further demonstrate that the proteins Cdrp and P-gpl recognize

similar substrates and suggest that dihydropyndine may function as an inhibitor of Cdrp

activity and, thus, of Cdrp-mediated azole resistance. Finally, we show that each haif of

Cdr2p can be photolabeled by IAARh123 (Fig. 2-3D), indicating the presence of at Ïeast

one substrate-binding site in each haif of the transporter, as demonstrated for P-gp 1 and

MRPI (Dey et al., 1998; Greenberger, 1998; Safa, 1998; Daoud et aÏ., 2001). Interestingly,

our resuits show that each haif of Cdr2p, although unable by itself to confer Rh resistance

(Fig. 2-3B), can be independently photolabeled by IAARhÏ23 (f ig. 2-3D). To our

knowledge, this is the first demonstration that each haif of an ABC transporter, expressed

alone, can bind to a substrate independently of the other haif. These resuits demonstrate that

each haif of Cdr2p contains ail the structural determinants necessary for Rh binding. They

also suggest that the inability of individual haïves of Cdr2p to confer Rh resistance is not

due to impaired Rh binding but rather to impaired Rh transiocation. This hypothesis is

C supported by the recent demonstration that the two ABC domains of an ABC transporter
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cooperate to form the catalytic pockets involved in ATP binding and hydrolysis and, thus,

are required to provide the energy necessary for substrate transiocation (Smith et al., 2002;

Fetsch et Davidson, 2002). Our coexpression system will be useful for investigation not

only of the substrate binding sites in Cdr2p but also of the functions of its ABC domains in

substrate transiocation.

One question that remains to be answered is whether the IAARhÎ23-binding sites in

Cdrlp and Cdr2p overlap with those for azoles or other known Cdrp substrates (e.g.,

steroids and phospholipids) and, thus, whether they are clinically and/or physiologically

relevant. Experimental evidence suggests that that should be the case. On the one hand,

IAARh123 binding by P-gpl and MRP1 is efficientlycompeted by anticancer drugs, MDR

modulators, and physiological substrates, demonstrating the relevance of IAARh 123 in

studying the drug-binding sites on the mammalian transporters (Nare et aÏ., 1994; Daoud et

al., 2000). On the other hand, azoles such as ITC and KTC have been shown to inhibit the

P-gpl-mediated transport of Rh123 and anticancer drugs (Wang et aÏ., 2002), suggesting

that Rh123 and these azoles have the same or an overlapping binding site(s) in P-gpl. On

the basis of this evidence, we predict that IAARh 123 should prove useful in characterizing

the Cdrlp and Cdr2p substrate-binding sites and in exploring the molecular basis of

substrate specificity in the Cdrp subfamily of ABC transporters, a question that we are

addressing through competition experiments.

Our study with FK520 revealed that CDR2 confers resistance to fK520, whereas

CDR] confers hypersusceptibility to this compound (Fig. 2-4A). It also showed that CDRJ

expression together with CDR2 expression decreases the ability of the CDR2-expressing

ceils to grow in the presence of FK520, demonstrating that these opposite phenotypes are

additive and can take place in the same ccli (Fig. 2-4B). These resuits are important because

(i) FK520 is the only compound identified so far against which Cdrlp and Cdr2p have

opposite activities and (ii) they underscore the major functional differences between Cdrlp

and Cdr2p, despite the very high level of structural conservation between the two

transporters. What are the molecular mechanisms underlying these opposite phenotypes? It

is possible that Cdr2p confers resistance to fK520 by directly exporting this compound out
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of the celis, as previously shown for P-gpl (Saeki et al., 1993; Ruetz, 1998), although

indirect mechanisms such as decreased membrane permeability or activation of another

transporter are also conceivable. The mechanism by which Cdrlp confers

hypersusceptibility is less clear but could weÏl be related to that recently reported for the

Cdrlp-mediated hypersusceptibility of S. cerevisiae celis to FMDP [N3-(4-

methoxyfumaroyl)-c-2,3-diaminopropanoic acid] antifungal peptides (Milewski et aï.,

2001). This study showed that a proton motive force generated by Cdrlp stimulates uptake

ofthese peptides, giving rise to the observed hypersusceptibility (Milewski et al., 2001). It

is therefore possible that Cdrlp mediates hypersusceptibility to FK520 by promoting its

cellular uptake directly or indirectly.

The mechanisms underlying the azole-FK506 synergy are flot ftilly understood and

appear to vary among different fungi. On the one hand, Del Poeta et al. (Del Poeta et aï.,

2000) have shown that this synergy is independent of FKBPI2 and calcineurin in

Cryptococcus neoformans and suggested that direct inhibition of azole-exporting

transporters by FK506 might cause increased levels of intracellular accumulation of azoles

and, thus, increased azole susceptibility. On the other hand, Cruz et al. have shown that the

azole-FK506 synergy depends upon FKBP12 and calcineurin in C. atbicans and concluded

that there was no need to consider an additional effect of FK506 on MDR transporters to

explain the synergy in this fimgus (Cruz et al., 2002). Our resuits showing (i) that FK520 in

combination with azoles strongly inhibits the growth of S. cerevisiae celis expressing CD]?]

(Fig. 2-5) and (ii) that CDRJ confers hypersusceptibility to FK520 and CDR2 confers

resistance to this compound (Fig. 2-4A) indicate that the Cdrlp and Cdr2p transporters can

affect cdl tolerance to FK520 and suggest a possible involvement ofthese transporters in

the azole-FK506 synergy in C. albicans. Interestingly, it has been shown that exposure of

C. albicans celis to FLC promotes the intracellular accumulation of FK506 by about 20-

fold, potentially through an increase in levels of uptake or a decrease in levels of export

(Cruz et al., 2002). It is thus possible that Cdrlp could function as the (or one of the)

determinant(s) mediating the FLC-triggered accumulation of FK506 in C. atbicans, with

FKBP12 and calcineurin being further required to mediate the toxic effect of the

(J intracellular FK506. Since normal (azole-susceptible) ceils express only CD]?] (Sanglard et
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al., 1995; Sanglard et al., 1997), there would be no involvement of Cdr2p in the observed

phenotype. In azole-resistant isolates overexpressing CDRJ and CDR2, the function of

CDR2 would add to that of CDRY in conferring azole resistance but would partly overcome

the CDRJ-mediated susceptibiÏity of the ceils to FK506, as suggested by the resuits of our

CDR]-CDR2 coexpression experiment with g cerevisiae (Fig. 2-43). CDR2 expression

would reduce, to some extent, the effect of a CDRJ-mediated azole-FK506 synergy, a

hypothesis consistent with the dernonstration that clinical isolates overexpressing CDRJ

and CDR2 are slightly more resistant to the FLC-FK506 combination than their parental

isolates which express only CDR1 (Cruz et al., 2002). Indeed, this model is stiil tentative

and rernains to be tested in C. aÏbicans with CDR]- and CDR2-overexpressing strains and

strains with CDR] and CDR2 deletions. Understanding the molecular basis of the different

behaviors of Cdrlp and Cdr2p toward FK520 is important, since it has clinical implications

for the design of strategies aimed at overcoming azole resistance in C. albicaris with

inhibitors ofboth efflux pumps and drugs that act synergistically with azoles.

(J We observed that an azole-resistant C. albicaris clinical isolate overexpressing

CDRJ and CDR2 (but not CaMDRJ) displays altered sensitivities to compounds which

induce oxidative stress, namely, resistance to diamide and hypersusceptibility to H202 (Fig.

2-6A). Likewise, we have found that FR2, an azole-resistant strain that was derived from

azole-susceptible strain SGY243 by stepwise selection with F LC and that overexpresses

CDR], CDR2, and CaMDRJ (Albertson et al., 1996), is also resistant to diamide and

hypersusceptible to H202 compared to the susceptibility of SGY243 (unpublished data),

demonstrating that our observation also applies to other azole-resistant strains. Our results

showing that the heterologous expression of CDR2 in S. cerevisiae sensitizes the celis to

hydrogen peroxide and confers resistance to diamide (Fig. 2-6B) suggest that the altered

susceptibilities of these azole-resistant C. albicans strains to oxidative agents may resuit

from the overexpression of CDR2. On the one hand, Cdr2p may confer resistance to

diamide by directly exporting this compound, either in an unmodified form or with diamide

coupled to glutathione (Kosower et Kosower, 1995), or by an indirect mechanism, as

postulated for FK520. On the other hand, the increased susceptibilities to H202 of celis

C expressing Cdr2p could be the consequence of changes in the plasma membrane
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composition induced by the activity of this transporter with respect to phospholipid

translocation and/or sterol transport (Kontoyiannis, 2000; Smnti et al., 2002). These

changes would alter the fluidity ofthe membrane and thereforethe diffusion ofthe different

oxidative agents. lndeed, it has been shown that the acquisition of CDRJ- and CDR2-

mediated azole resistance in C. atbicans is accompanied by changes in membrane fluidity

and asymmetry (Kohli et aÏ., 2002). InterestingÏy, such phenotypes are flot restncted to

CDR2. We have shown that overexpression of the S. cerevisiae fLRJ gene, which codes for

a major facilitatorhomologous to C. albicans CaMdrlp, also confers diamide resistance and

H202 hypersusceptibility (Nguyen et al., 2001). Taken together, our flndings suggest that

the acquisition of azole resistance in C. albicans through the upregulation of transporter

encoding genes such as CDR2 may be accompanied by an altered susceptibility of the celis

to oxidative stress.

Since the production of reactive oxygen species by human phagocytic neutrophuls is

a major une of defense against fungal infections (Murphy, 1991), the ability of Cdr2p to

elicit H202 hypersusceptibility suggests that the acquisition of azole resistance through

CDR2 upregulation in C. aÏbicans could be achieved at the expense of the capacity of the

celis to counteract the host immune response. Studies ofthe virulence of C. albicans strains

have been performed in a murine mode! of systemic candidiasis and agree to some extent

with this prediction. Graybili and colleagues (Graybili et al., 1998) have shown that azo!e

resistant strains iso!ated from two different patients and overexpressing CDRJ and CDR2

displayed reduced virulence compared to the virulence of their matched azole-susceptible

isolates and suggested that the observed !ink between FLC resistance and decreased

virulence may relate to the overexpression of a pump of the CDR family in these strains.

However, those investigators a!so reported that an azole-resistant strain that was isolated

from a third patient and that showed no overexpression of the CDR genes also displayed

reduced virulence, demonstrating that the interaction between C. aÏbicans and its host is

comp!ex and probably involves many different factors besides transporter overexpression

(Graybi!! et al., 1998). A!so, the interaction between the immune system and MDR

transporters in C. albicans may also extend to transporters of the major facilitator

(J superfamily, since deletion of the CaYDR1 gene in C. albicans has been shown to resu!t in
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reduced virulence (Becker et al., 1995). finally, other studies have shown that the virulence

of C. albicans strains does flot appear to be related to their azole resistance status (Barchiesi

et al., 1996; Taylor et al., 2000), although the molecular mechanism of azole resistance in

these strains was flot identified. It will be important to determine the capacity of multidrug

transporters to modulate C. albicans virulence in animal models by using we11

characterized strains engineered to overexpress such transporters individually or in

combination in otherwise identical genetic backgrounds.

In conclusion, the heterologous expression system for Cdrlp and Cdr2p presented

here has allowed us to make novel and important observations pertaining to the functions of

these transporters. This system will be useful for the identification of the drug-binding sites

in Cdrlp and Cdr2p and to address the molecular basis oftheir substrate specificities. It will

also permit the dissection of the molecular determinants underlying the functional

similarities and the differences between these two clinically important multidrug

transporters.

C
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C
I. Abstract

ATP-binding cassette (ABC) transporters typically contain two nucleotide-binding

domains (NBDs) and two membrane-spanning regions. The NBDs have a highly conserved

Walker A motif (GX4GKS/T) which is important for ATP interaction. Fungal ABC

transporters of the FDR/CDR subgroup possess an atypical Walker A motif in NBD1

(GX4GCS/T). To charactenze the ATP binding and hydrolysis properties of transporters

from this subgroup and to determine the functional consequences of the Lys to Cys

substitution, we performed a mutational analysis of Candida albicans CDR2, which

encodes a rnultidrug efflux pump. We functionally expressed Cdr2p in S. cerevisiœ as a

full-length transporter or as two separate halves. Both NBDs werc photolabeled by the ATP

analog [Œ-32P]$N3ATP. The labeling of NBD1 was much stronger than that of NBD2,

indicating a higher affinity for nucleotides at the divergent ATP binding site. Furthermore,

a C 191 K mutation that restores the consensus Walker A motif in NBD 1 increased [a

C 32P]8N3ATP binding, whule the C191A replacement did flot produce this effect. These

mutations had no significant impact on ATPase activity or rhodamine 6G intracellular

accumulation. Corresponding mutations in NBD2 (K899C or K899A) abolished Cdr2p

transporter activity, showing that, in contrast to NBD 1, the conserved Walker A Lys in

NBD2 is essential for function. Since the atypical Cysl9l of NBD1 is not essential for

Cdr2p fiinction, our resuits highlight a strong functional asymmetry for the NBDs of this

medically important ABC transporter.

o
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Ç II. Introduction

ATP-binding cassette (ABC) transporters are membrane-associated proteins that

mediate the active import or export of small molecules across biological membranes

(Higgins, 1992). ABC transporters have a wide array of substrates, ranging from ions to

polypeptides, with either extremely tight or very loose specificity (Higgins, 1992). A

typical ABC transporter consists of four domains: two highly hydrophobic membrane

spanning domains (TMDs) which contain the substrate-binding sites and form the

transiocation pathway and two hydrophilic ABCs, also called nucleotide-binding domains

(NBDs), that couple ATP binding/hydrolysis to the transport process (Davidson et Chen,

2004; Jones et George, 2004). The NBDs contain highly conserved consensus sequences

for ATP binding and hydrolysis: the “Walker A” (or P-loop) and “Walker B” motifs

(Walker et al., 1982) as well as the “ABC signature” (or LSGGQ) motif (Holland et Blight,

1999). Biochemical and structural analyses of various ABC proteins have revealed that the

two L-shaped NBDs of an ABC transporter adopt, following ATP binding, a head-to-tail

“nucleotide-sandwich” dimer configuration in which the ABC signature from one NBD

completes the ATP-binding site of the opposing NBD (Smith et al., 2002; Higgins et

Linton, 2004). The TMDs and NBDs can be expressed as separate polypeptides or fused

under different configurations into larger multifunctional polypeptides. Sorne ABC

transporters, referred to as “half-size” transporters, have either a {TMD-NBD] or a [NBD

TMD] configuration and function either as homo- or hetero-dimers (Holland et Blight,

1999). Finally, many eukaryotic ABC transporters have a duplicated intramolecular

structure with either a [TMD-NBD]2 or [NBD-TMD]2 configuration (Holland et Blight,

1999).

ABC transporters are implicated in multidrug resistance of cancer ceils (MDR)

(Borst et Elferink, 2002). This MDR phenomenon is also observed in microbial pathogens

where it is ofien linked to the overexpression of MDR-type ABC transporters. In the

opportunistic yeast pathogen Candida albicans, CDRJ and CDR2 (Candida Drug

Resistance Ï and 2) encode two ABC transporter genes that are frequently overexpressed in

antifungal resistant clinical isolates (Prasad et al., 1995; Sanglard et al., 1997; White et al.,
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1998). They are homologous to Saccharomyces cerevisiœ FDRS, which is the primary

effector of tolerance to xenobiotic compounds in the budding yeast (Baizi et aÏ., 1994;

Decottignies et Goffeau, 1997). These are full-length ABC transporters of the [NBD

TMD]2 topology. Cdrlp and Cdr2p have been shown to localize at the plasma membrane

(Schuetzer-Muehlbauer et al., 2003b) and their drug resistance phenotype correlates with

active drug extrusion from Cdrlp-/Cdr2p-expressing cells (Nakamura et al., 2001; Gauthier

et aÏ., 2003).

An intriguing feature of yeast FDR/CDR multidrug ABC transporters (subcluster 1.1

in (Decottignies et Goffeau, 1997)) is the atypical Walker A motif of the N-terminal NBD

(NBD1). Unlike in NBD2, the highly conserved lysine (Lys) residue involved in ATP

binding (GXGKS/T) is replaced by a cysteine (Cys) in the NBD1 of FDR/CDR proteins

(GX4GCS/T). This substitution is surprising since it had been shown in several prokaryotic

and eukaryotic ABC transporters that mutations of this key Lys residue lead to severely

impaired ATPase activity and transporter function (Azzaria et al., 1989; Berkower et

Michaelis, 1991; Muller et al., 1996; Davidson et Sharma, 1997; Urbatsch et al., 1998; Gao

et al., 2000; van Veen et al., 2000; Vergani et al., 2003). Crystallographic studies of

various P-loop-containing proteins and purified NBDs have shown that the Walker A Lys

forms hydrogen bonds with the f3- and ‘y-phosphates of the bound nucleotide (Kerr, 2002).

At least three essential roles have been identified for the invariant Lys: i) to orient the

nucleotide triphosphate side-chain in a proper conformation for catalysis, ii) to stabilize the

reaction transition state and iii) to maintain the conformation of the P-loop (Byeon et al.,

1995; Krell et al., 2001). Thus, the structural and catalytic importance ofthis residue raised

questions conceming the functional status of the deviant Walker A motif in the N-terminal

NBD of fungal PDR/CDR transporters (1 85-GRPGAGCS instead of GX4GKS/T). Still,

FDR/CDR efflux pumps are not inactive since they can confer MDR when expressed alone

in heterologous systems and they possess nucleotide triphosphatase activities (Decottignies

et al., 1994; Nakamura et al., 2001; Smriti et al., 2002).

Interestingly, a mutagenesis screen of Pdr5p showed that a Cys to Tyr replacement

C in the divergent Walker A motif of NBD 1 did not affect the multidrug resistance profile



124

(Egner et aï., 1998). A recent study using C. atbicans Cdrlp lias shown that both the

CÏ93K and K9O1C mutations, in the P-loops of NBD1 and NBD2 respectively, cause

severe defects in ATPase activity (Jha et al., 2004). However, these two substitutions have

differential effects on antifungal drug resistance and rhodamine efflux by Cdrlp; the

mutation of the conserved NBD2 Lys being the most deleterious. These resuits indicated an

asymmetric contribution of NBDÏ and NBD2 to Cdrlp function (Jha et al., 2004).

Although Cdrlp and Cdr2p are 84% identical at the amino acid level and cause overlapping

resistance to azole antifiingal agents (Sanglard et al., 1997), we and others have shown that

the two efflux pumps have distinct and even opposite activities regarding oxidative agents

and some drugs like FK520 or caspofungin (Gauthier et al., 2003; Schuetzer-Muehlbauer et

al., 2003b). It is therefore possible that Cdrlp and Cdr2p differ in their cataÏytic

mechanisms. In the present paper, we investigated the ATP binding and hydrolysis

properties of C. atbicans Cdr2p, using a heterologous expression system that enables to

assess the separate ATP binding capabilities of NBD1 and NBD2. We also assessed the

roles ofthe Walker A motif Cysl9l and Lys899 residues by site directed mutagenesis.

o
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C III.Experimental

Straïns, culture conditions and reagents

The L cerevisiœ strain TY3 10 was used throughout this study (MA Ta pdrl

pdr3:: URA3 pdr5z:: TRPJ ura3-52 ade2-]0] trpl-81 lys2-801 his3-A200 leu2.:PET56)

and has been described elsewhere (Talibi et Raymond, 1999). Yeast transformation was

performed by the lithium acetate procedure. Transformants were grown in synthetic

dextrose (SD) medium lacking leucine (SD -Leu) or lacking leucine and histidine (SD —Leu

—His) for plasmid selection. Isolated clones were used throughout this study. Yeast cultures

were routinely grown at 30 °C. EscÏzerichia cou strain MC1O61 was used for plasmid

propagation, while strain XL1 Blue (Stratagene, La Joua, CA) was used in the site-directed

mutagenesis procedure. Standard Luna-Bertani medium was used for bacterial cultures,

which were grown at 37 °c. One hundred tg!ml of ampicillin was used for plasmid

selection in bacterial strains. Unless otherwise noted, all reagents were of analytical grade

and purchased from Sigma-Aldrich Canada (Oakville, ON). 8-azido-[a-32P]adenosine

C triphosphate ([a-32P]8N3ATP; 4—12 Ci/mmol) was purchased from Affinity Labeling

Technologies (Lexington, KY).

Plasnud construction and site-directed mutagenesis of CDR2

Plasmids p423GPD and p425GPD have been descnbed elsewhere (Funk et al.,

2002) and were kindly provided by Dr. Martin Funk (Institut fur Molekularbiologie und

Tumorforschung, Marburg, Germany). Construction of the expression vector p425GPD-

CDR2 has been described elsewhere (Gauthier et al., 2003). In the alternative genetic code

of C. albicans, CTG codons are decoded as serine instead of leucine. We previously

mutated the CTG codons at positions +61 and +1894 of our cloned allele of CDR2 to TCT

codons, which specify serines in S. cerevisiœ, and found no significant differences between

the serine and leucine Cdr2p variants (Gauthier et al., 2003). We used the leucine Cdr2p

variant (L21/L632) throughout this paper. The C191K and K899C mutations were

generated using the Quikchange® PCR-based site-directed mutagenesis procedure

(Stratagene). The pGEM/NdeI-0.8 and pGEM/FstI-2.8 templates used in the mutagenic

C PCR reactions were described previously (Gauthier et al., 2003). These two plasmids
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containing the 0.8-kb NdeI and 2.8-kb PstI fragments comprising the N- and C-terminal

Walker A motifs of CDR2, respectively, were submitted to separate PCR reactions using

Ffu Turbo DNA polymerase (Stratagene) and the mutagenic pairs of oligonucleotides: 5’-

GGGGAGACCCGGTGCTGGTAAATCCACATTGTTAAAGACC-3’ and 5’-

GGTCTTTAACAATGTGGATTTACCAGCACCGGGTCTCCCC-3’ or 5’-

GATGGGAGCATCTGGTGCTGGTTGTACCACATTATTGAATTGTTTATC-3’ and 5’-

GATAAACAATTCAATAATGTGGTACAACCAGCACCAGATGCTCCCATC-3’,

which incorporate the mutations 571TGT (Cys 191) to AAA (Lys) and 2695AAG (Lys 899)

to TGT (Cys). The mutated 0.8-kb NdeI and 2.8-kb PstI fragments were excised from the

pGEM backbone and used to replace the corresponding fragment in p425GPD-CDR2 cut

with NdeI or PstI, generating plasmids p425GPDCDR2cl9tK and p425GPDCDR2K$99c,

respectively. The C191K/K899C double mutant was generated by replacing the 2.8-kb FstI

wild-type fragment of p425GPDCDR2Ct9l4 with the mutated fragment from pGEM/PstI
28K899C, yielding p425GPDCDR2Cl9S99C. The C19IA and K899A mutants were also

generated by the QuikChange® PCR-based strategy, but using the complete p425GPD-

CDR2 expression plasmid as template. The primers used were 5’-

GGGGAGACCCGGTGCTGGTGCTTCCACATTGTTAAAGACC-3’ and 5’-

GGTCTTTAACAATGTGGAAGCACCAGCACCGGGTCTCCCC-3’ for the Cl 91 A

mutation or 5’-

GATGGGAGCATCTGGTGCTGGTGCTACTACATTGTTGAATTGTTTATC-3’ and 5’-

GATAAACAATTCAACAATGTAGTAGCACCAGCACCAGATGCTCCCATC-3’ for

the K899A mutation. The latter primer set was based on the CDRI gene sequence and

therefore introduces two silent codon changes (2698ACC to ACT and 2704TTA to TTG).

Automated sequencing of the inserts was performed using a series of intemal pnmers to

confinu the codon changes and the absence of additional mutations.

The cloning strategy used to express Cdr2p as two separate halves (plasmid

p425GPD-CDR2’855 encodes the N-terminal haif; p423GPD-CDR2856’499 encodes the C

terminal half) has been described previously (Gauthier et al., 2003). The C19IK- and

K899C-mutated halves were constructed by amplifying p425GPDCDR2dl9lK with primers

5’- CGGTAGGTATTGATTGTAATTC-3’ and 5’-
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GACTAGTCTTATTCACGGTTTTCTGGG-3’. and by amplifying p425GPDCDR2K899c

with pnmers 5’- GACTAGTCATGATATTTTTCTGGAGAG-3’ and 5’-

CAGGTTGTCTAACTCCTTCC-3’, to obtain the N- and C-halves from the mutated

templates (the introduced SpeI sites are underlined and the stop and start codons are shown

in bold). The resulting PCR products were gel-purified, digested with SpeI, and cloned into

the SpeI site ofp425GPD and p423GPD, yielding piasmids p425GPD-CDR2855’9 and

p423GPDCDR2($5649999C. The C191A- and K899A-mutated halves were obtained by

amplifying p425GPD-CDR2’855 or p423GPD-CDR2856’499 with the primer sets described

above for the full-length CDR2 C191A and K899A mutants. The inserts were entirely

sequenced, ruling out the presence of mutations introduced by PCR. The TY3 10 yeast

strain was transformed with different combinations of these plasrnids and cultured in SD -

Leu -His selective medium. Clones from isolated single colonies were selected based on

their expression leveis of full-length Cdr2p or haif-proteins.

Membrane extraction and immunodetection

C Total (crude) membrane proteins were prepared as previously described except that

GTED-20 buffer (20 % glycerol, 10 mM Tris pH 7.5, 0.5 mM EDTA) was used to

solubilize the final crude membrane pellets (Gauthier et al., 2003). Ail experimental steps

for protein preparation were carried out at 2-4 °C and in the presence of the protease

inhibitors phenylmethylsulfonyl fluonde (Sigma) at 1 mM, leupeptin, pepstatin, and

aprotinin (Roche Diagnostics), each at 1 tg/m1. Cdr2p-enriched fractions were obtained by

sucrose gradient centrifugation by adapting a previously described method (Losko et al.,

2001). The gradients were prepared in SW41Ti tubes by gentÏy layering 3.6 ml of$TED-55

(55% sucrose in 10 mM Tris pH 7.5, 0.5 mM EDTA), STED-40 (40% sucrose) and STED

30 (30% sucrose). The tubes were capped and slowly tilted horizontally. After 3-5 h of

diffusion at 4 °C, the tubes were slowly tumed upright and loaded with 5 mg of crude

membrane preparations diluted to 750 j.tl with STED-20. The gradients were spun at 35 000

rpm (151 000 x g) for 15-17h in a Beckman SW41Ti rotor with slow

accelerationldeceÏeration settings. The first 10.5 ml were discarded, while the 1 ml fraction

located at the bottom of the tube was diluted 1:4 with 3 ml ofcold TE buffer (10 mM Tris

pH 7.5, 0.5 mM EDTA) and spun at 57 000 rpm (200 000 x g) for 45 min in a Sorvali
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RP$OAT rotor. The Cdr2p-enriched fractions were resuspended in GTED-20. Western

blotting with the anti-Cdr2p (R2a) or the generic anti-Cdrp (RXb) polyclonal antibodies

was performed as described (Gauthier et al., 2003). The Coomassie stains and Western

blots shown in this report are representative of at least three independent experiments using

different batches of membrane extracts.

Antifungal compounds and susceptibilïty testing

Fluconazole (fLC, a gifi from Pfizer Canada, Montreal, QC) was dissolved in water

at 5 mg/ml (1 6.3 mM). Rhodamine 6G (Rh6G) was dissolved at 9.58 mg/ml (20 mM) in

ethanol. The drug resistance assays were performed in liquid medium as previousÏy

described (Gauthier et al., 2003). The microtiter plates were incubated at 30 oc in a humid

chamber for 4$ h for ceils expressing full-length cdr2p (in SD -Leu medium) or 72 h for

celis co-expressing the cdr2p haïves (in SD —Leu —His).

Rhodamine accumulation

Overnight cultures were diluted 1:5 with selective medium (final volume of 25 ml)

and incubated 3-4 h at 30 oc in a shaker. The volume required for one O.D.600 (optical

density unit at 600 nm) of cells was centrifuged in 15 ml Falcon tubes (5 min at 3000 rpm

in a Sorvali Hi 0003 rotor) and the resulting pellets were resuspended in 1 ml of filtered

selective medium containing 2.5 jig!ml Rh6G. Afier 1 h of incubation in the dark in a

rotating shaker, the samples were briefly vortexed and diluted 1:50 in ice-cold filtered PBS.

The intracellular rhodamine fluorescence was quantified by a fACScan flow cytometer

(BD Biosciences, San Jose CA) with the FL1 detector set at 497 volt and the amplifier gain

at 1.00 in logarithmic mode. The values presented for each sample are the mean

fluorescence intensities (arbitrary units) from 10 000 events.

Photoaffmity labeling with (Œ-32PJ $N3ATP and immunoprecipitation (IP)

Crnde membrane proteins (25 tg) were incubated with [Œ-32P]8N3ATP in 25 jil of

labeling buffer (50 mM Tris-HC1 pH 7.5, 5 mM MgCI2 and the four protease inhibitors

listed above) for 5 min on ice-water (2 °C). The samples were UV-irradiated at 254 nm

(1800 UV Stratalinker, Stratagene) for 5 min on ice. Un-incorporated [32PJ nucleotides



129

were removed by centrifuging the samples in a TLA12O.1 rotor (Beckman) at 245,000 X g

for 25 min (3 °C) and gently washing the membrane pellets with 100 j;l of ice-cold labeling

buffer. The samples were solubilized with 20 j;1 of Laemmli buffer (2x) and separated by

SDS-PAGE using 7.5% gels. The gels were fixed, dried and exposed to a Phosphorlmager

cassette (Molecular Dynamics) and autoradiographed using BioMax MS films (Kodak)

with two intensifying screens at -$0 °C.

for photolabeling followed by IP, 250 jig of cmde membrane proteins were

incubated with 15 j;M [Œ-32P]8N3ATP in 50 j;l oflabeling buffer. After a 5 min incubation

in the dark at 2 oc and 5 min ofUV cross-linking on ice, the samples were incubated for 15

min on ice in 200 j;1 oflysis buffer A (1% SDS, 50 mM Tris pH 7.4) and then diluted with

750 pi oflysis buffer B (1.25% Triton X-100, 190 mM Naci, 50 mM Tris pH 7.4). The

remaining steps were performed as described elsewhere (Gauthier et aÏ., 2003). Immune

complexes were separated by SDS-PAGE and the dried gels were autoradiographed as

mentioned above.o
Colorïmetric ATPase assay

The ATPase activity of Cdr2p was measured as the oligomycin-sensitive release of

inorganic phosphate, using a protocol described elsewhere (Nakamura et aÏ., 2001). Briefly,

5 j;g of Cdr2p-enriched fractions were pre-incubated in 47.5 j;l of ATPase assay buffer (75

mM MES-Tris pH 7.5, 75 mM KNO3, 0.3 mM ammonium molybdate, 7.5 mM NaN3) for 1

min at 37 °C, with or without 20 jiM oligomycin, in microtiter plates. The assay was

performed at 37 °c, which corresponds to the normal operating temperature for Cdr2p in C.

albicans cells. The reaction was started by the addition of MgATP (12.5 pi of 28.8 mM

sodium ATP and 33.6 mM MgSO4, yielding final concentrations of 6 and 7 mM

respectively) and allowed to proceed for 30 min at 37 °c. The reaction was stopped with 65

pi of fteshly prepared developing reagent (1.6% ascorbic acid, 1% SDS, 1.2% ammonium

molybdate). Ammonium molybdate was prepared as a 12 % (w/v) solution in 6M H2504.

Afier 10 min of color development at R°T, the absorbance at 750 nm was read. Potassium

phosphate diluted in ATPase assay buffer (0.025-2 mM) was used as a standard for

inorganic phosphate. In each experiment, the samples were assayed in dupÏicate. Values
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shown are the difference between the ATPase activities in the presence and absence of

oligomycin. The quantity of inorganic phosphate at the O min time point is also subtracted

from the given values.

C
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C IV.

Expression and functional analysis of wild-type (WT) and mutant Cdr2p in S.

cerevisiœ

We used our previously described heterologous expression system in yeast to

perform a structure-function analysis of the C. aÏbicans Cdr2p ABC transporter (Gauthier

et al., 2003). The atypical Cysl9l ofthe NBD1 Walker A motif was changed to Lys or Ala

by site-directed mutagenesis, yielding mutants Cl 91K and C 191 A. In addition, we mutated

the conserved Lys899 of the NBD2 Walker A motif to Cys or Ala, yielding mutants K$99C

and K899A. We also constructed the double mutant C19ÏK!K$99C. The WT and mutant

CDR2 genes were cloned under the control of the strong constitutive glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (GFD) promoter in the multicopy vector p425GPD (Funk et aï.,

2002). The drug-hypersensitive pdr5 knockout S. cerevisiœ TY31O strain (Talibi et

Raymond, 1999) was transformed with the resulting constructs. The levels of WT and

mutant Cdr2p were determined in crude membranes by Coomassie staining (Figure 3-lA)

and immunoblotting, using a Cdr2p-specific antibody (data not shown). The membranes

from TY3 10 celis transformed with the empty vector were used as a negative control

(CTL). Similar levels of WT, single and double mutant Cdr2p proteins were detected in

total membranes, with the exception of the C 191 A mutant, which was expressed at twice

the amount of WT Cdr2p (Figure 3-lA). An indirect immunofluorescence analysis was

performed using confocal microscopy and demonstrated that WT and mutant Cdr2p were

located at the celi periphery (data flot shown). These resuits indicated that the introduced

mutations do not affect the expression level or the sub-cellular localization of Cdr2p and

that these single and double mutants could be compared to the WT protein in functional

assays.

o
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figure 3-1 Expression of wild-type (WT) and mutant

C. albicans cDR2 in S. cerevisiœ and evaluation of

Cdr2p activity in the transformed yeast ceils. (A) Crude

membranes (20 tg of protein) prepared from S.

cerevisiœ TY310 celis transformed with p425GPD

(empty vector control, CTL), p425GPD-CDR2 (WT) or

p425GPD-CDR2 containing the C191K, CI91A,

K899C and K899A mutations were separated by SDS

PAGE and stained with Coomassie Blue. An arrowhead

indicates the position of the Cdr2p band which identity

was confirmed by Western blotting (data not shown).

Molecular mass markers are shown (in kDa) on the left.

(B) Dmg resistance assay. Yeast transformants

described in A; CTL (X), WT C’DR2 (.), CI9ÏK (.),

C191A (À). K899C (E), K899A (o) or the double

mutant C191K1K899C (A) were analyzed by liquid

microdilution assay for their ability to grow in the

presence of increasing concentrations of fluconazole or

rhodamine 6G (Rh6G) following a 48 h incubation. Celi

growth is presented as the percentage of growth in

drug-containing medium relative to the growth in dmg

100
free (control) medium. Values represent the means +

standard deviations (S.D.) of four independent

experiments performed in duplicate. (C) Rhodamine

accumulation assay. Exponentially growing cultures of

the transformants described in A were incubated for 1 h

in synthetic dextrose (-Leu) medium containing 2.5

.tgImI ofRh6G. The ceils were diluted in cold PBS and

intracellular rhodamine fluorescence was quantified by

flow cytometry. Values represent the means + S.D. ofat

least four independent experiments.
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The expression of CDR2 in TY3 10 ceils resuits in an MDR phenotype, which can

be quantified by measuring cellular growth afier prolonged exposure to antifungal drugs. A

liquid microdilution assay was therefore used to assess the in vivo consequences of the

introduced mutations on the drug resistance activity of Cdr2p. The Cl 91K mutant was less

resistant to fluconazole than WT Cdr2p, while it was as resistant as the WT to rhodamine

6G (Figure 3-lB). Inversely, the C191A mutant showed a level ofresistance to fluconazole

that was comparable to the WT strain, when the slightly higher expression level of the

Cdr2p C19IA strain is taken into account. This C191A mutation has a negative impact on

Rh6G resistance, thus showing a drug-specific effect of these mutations at Cys 191. In sharp

contrast, mutations of the conserved Walker A Lys899 completely abolished drug

resistance. In addition, Cdr2p cannot function with the Cys and Lys residues swapped from

one NBD to the other, as the double mutant Cl 91 K/K$99C is inactive. Celis carrying

single or double Cdr2p Lys899 mutant variants showed a slight but significant

hypersensitivity to Rh6G when compared to the empty vector (CTL) strain.

In addition to the drug resistance assay, Rh6G can be used in a simple accumulation

assay as an alternate way ofmeasuring the activity of Cdr2p in vivo. When normalized for

protein levels (f igure 3-lA), yeast ceils expressing WT, C19ÏK or C19YA CDR2 showed

similar Rh6G pumping activities (a five-fold decrease in fluorescence as compared to

control celis; Figure 3-1C). This decreased Rh6G accumulation in CDR2 WT and C191K

mutant cells correlates with their Rh6G resistance phenotype (Figure 3-lB), while the

reduced Rh6G resistance of the C191A mutant observed in the microdilution test was not

reflected in the accumulation assay with the tested conditions. This discrepancy could be

explained by the following facts: j) the two assays differ significantly with respect to the

duration of drug exposure (48h vs 1h), ii) they measure very different outcomes (inhibition

of cellular growth vs drug efflux) and iii) 80% of the Cl 91 A mutant ceils survived the two

day incubation with 2.5 ig/ml of Rh6G, the concentration used in the Rh6G accumulation

assay. Ceils expressing either the single K899C, K899A or double C191K/K$99C mutant

showed increased Rh6G accumulation as compared to CTL ceils (Figure 3-1C), which

correlates with their hypersensivity to Rh6G (Figure 3-13). Thus, a considerable difference



134

is observed between the effects ofmutating Cysl9l in NBD1 or Lys899 in NBD2, with the

Cdr2p NBD1 mutants being stili active and the NBD2 mutants being totally inactive.

ATP binding by WT and mutant Cdr2p

Photoaffinity labeling with the ATP analog [c-32P]$N3ATP lias been extensively

used to evaluate the nucleotide binding capabilities of different ABC proteins, including

Cdrlp (Urbatsch et al., 199$; Gao et al., 2000; Orelle et al., 2003; Shukia et al., 2003). We

used this approach to characterize ATP binding by Cdr2p under non-hydrolyzing

conditions. Crude membrane extracts were incubated with increasing concentrations of [Œ

32P]$N3ATP for 5 min on ice-water, UV cross-linked, washed and separated by gel

electrophoresis. figure 3-2A shows that Cdr2p binds this photoactive analogue of ATP.

The binding of [Œ-32P]8N3ATP was i) saturated at 5 jiM and above, ii) competed by the

addition of a 1 0-fold molar excess of non-radioactive ATP (Figure 3-2A, lane 6), iii)

dependent upon Mg2 and iv) occurred to a lesser extent in the presence of Mn2, Co2, Ni2

and Zn2, but flot with Ca2 or Cu2 (data not shown).

C
To assess the effect of the Walker A mutations on ATP binding by Cdr2p, we tested

the Cdr2p mutants under the same conditions as for the WT protein. We found that at sub

saturating concentrations of [Œ-32P]8N3ATP, the CY9YK mutation increased the binding of

[u-32P] $N3ATP by approximately two-fold as compared to the WT protein, even in the

context ofthe double C191K/K$99C mutant (f igure 3-2B and 2C). Labeling of the K$99C

mutant was similar to that observed for the WT protein while the levels of [a-32P]$N3ATP

binding were slightly reduced for the C191A and K$99A mutants. These results indicate

that j) Cdr2p can bind an ATP analog; ii) mutation of the Cysl9l to Lys or Ala in NBD1

show different, but modest effects on [Œ-32P]$N3ATP binding by Cdr2p; and iii) mutations

of the conserved Lys899 which abrogate Cdr2p activity (K899C, K899A) have no striking

effect on [Œ-32P]$N3ATP binding. The fact that nucleotide binding is preserved in the

mutant proteins suggests that their global structure is not altered and that the loss of

substrate transport by the Lys899 mutants is attributable to impaired catalytic step(s)

subsequent to nucleotide binding.
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Figure 3-2 : ATP binding by WT and mutant Cdr2p. (A) Cmde membranes (25 jg) were incubated for 5 min

at 2 °C (ice-water mix) with increasing concentrations of [Œ-32P]8N3ATP (0.2, 0.5, 1 and 2 iM), then UV

cross-Iinked and separated by SDS-PAGE. In lane 6, the membrane sample containing WI Cdr2p was pre

incubated for 3 min at 2 oc with 20 .tM ATP. The protein extracts from the c 19 lA strain were diluted 1:1

with extracts from the CTL strain to normalize for cdr2p content. An autoradiograph of the dried gel is

shown. Molecular mass markers are shown (in kDa) on the left. The arrowhead indicates the position of

cdr2p. Similar resuits were obtained in three independent experiments. (B) cmde membrane samples were

photolabeled as in (A), but with [Œ-32P]8N3ATP concentrations of 0.2, 0.5, 1, 2 and 5 iM (grey triangles). (C)

Quantification of the radioactivity incoorated in the Cdr2p bands, labeled with 0.5 iM [Œ-32P]8NATP,



136

(‘
using the Phosphorlmager system and IrnageQuant software. Resuits show-n are the mean intensities + S.D. of

three independent experiments, expressed as a percentage ofthe signal from WT Cdr2p (set at 100%).

Characterization of the Walker A mutations in co-expressed Cdr2p haif

transporters

We previously showed that co-expression of the CDR2 N- and C-terminal halves

(amino acids 1-$55 and $56-1499, respectively) reconstitutes an active transporter, with

approximately 50% drug resistance activity as compared to the full-length Cdr2p whereas

the two halves are unable to confer multidrug resistance when expressed individually

(Gauthier et al., 2003). We exploited this co-expression system to evaluate the relative

contributions of each WT NBD to ATP binding by Cdr2p and to assess the consequences

of the introduced mutations on the ATP binding by each NBD. A Western blot analysis

using the polyclonal antisera R2a and RXb that specifically detect the N- and C-halves,

respectively, revealed similar protein levels for the co-expressed WT or mutant Cdr2p

halves in crude membranes of S. cerevisiœ celis (Figure 3-3A). The N-half migrated as a

doublet, perhaps due to post-translational modifications. The drug resistance phenotypes of

the co-expressed CDR2 halves carrying the different mutations were roughly similar to

those observed with the same mutations in full-length CDR2: C191K reduced the

fluconazole resistance by about haif while the K$99C and K$99A mutations rendered the

transporter inactive and even caused drug hypersensitivity, for unknown reasons (Figure 3-

3B). Altogether, these findings indicated that this co-expression system was appropriate to

study ATP binding by each NBD and to assess more precisely the effects of the Walker A

mutations on each NBD.

o
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proteins. (A) Cmde membrane proteins (12.5 fig) from TY31O celis transformed with either the full-length

CDR2 gene (CDR2) or co-transformed with the WT or mutated N- and C-terminal halves (N + C) were

analyzed by Western blotting using the N-terminal specific R2a (upper panel) or the C-terminal specific RXb

(lower panel) polyclonal antibodies. Arrowheads indicate the positions of the N- and C-halves. Molecular

mass markers are shown (in kDa) on the left. (B) The yeast transformants shown in A; CTL (x), N + C (.),
N9+ C (.), NslA+ C (À), N + CK899C (j and N + CK89s (o) were incubated for 72 h with increasing

amounts of fluconazole. Celi growth is presented as the percentage of growth in dmg-containing medium

relative to the growth in drug-free (control) medium. Values represent the means ± S.D. of three independent

experiments performed in duplicate.
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() ATP bindmg by the WT and mutant Cdr2p-halves

Photoaffinity labeling 0f crude membrane extracts from TY3 10 celis expressing the

Cdr2p-halves (or the full-Ïength protein as a control) was performed under non-hydrolyzing

conditions, using [Œ-32P]8N3ATP followed by IP with either the R2a or RXb antibodies

(Figure 3-4). Both antibodies have a similar capacity to immunoprecipitate their target

polypeptides, as judged by the intensities of [a-32P]8N3ATP-labeled full-length Cdr2p

(compare Figures 3-4A and 43, lane CDR2). Our resuits showed that the WT N-half of

Cdr2p binds [Œ-32P]8N3ATP (lane N + C; Figure 3-4A). Importantly, the C191K mutation

strongly enhanced photolabeling of the N-half, by about four-fold. These resuits show that

the increased [Œ-32P]8N3ATP binding by the C19IK mutant fuÏl-length transporter (Figure

3-2B) occurs pnmarily at the mutated NBD1. Neither the CÏ91A mutation nor the NBD2

mutations significantly affected [Œ-32P] 8N3ATP binding by NBD 1. In ail the samples, the

C-half (NBD2) of Cdr2p showed very low levels of photolabeling with [Œ-32PJ8N3ATP

(Figure 3-43). This weak binding by NBD2 was not significantly modulated by mutations

at Lys$99, but the C191K mutation in NBDI caused a slight positive allosteric effect on

[Œ-32P]8N3ATP binding by NBD2 (lane N9lK + C; Figure 3-43). In summary, these

resuits indicate that the NBDY of Cdr2p can bind ATP despite its divergent Walker A

motif. The weak labeling ofNBD2 can be interpreted in three different ways: ï) NBD2 bas

a very low affinity for ATP, ii) NBD2 cannot be photolabeled by the 8-azido-ATP analog,

or iii) NBD2 binds ATP, but the turnover rate is very rapid and it is not slowed down by the

incubation on ice-water mix (2°C). We believe that the two first possibilities are unlikely

since the K899C mutation abrogates the activity of this ABC transporter and because [Œ

32P]8N3ATP has been used to photolabel many ABC transporters, including Cdrlp (Shukia

et aÏ., 2003).

(3
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figure 3-4 : ATP binding by the Cdr2p half-proteins. Crude membranes (250 jig) were incubated for 5 min at

2 C with 15 iM [Œ-32P]8N3ATP. Ihe samples were UV cross-linked and immunoprecipitated (IP) with

either the R2a (A) or the RXb (3) antibodies. The immune complexes were separated by SDS-PAGE. The

dried gels were autoradiographed for 2 days. Arrowheads indicate the positions of full-length Cdr2p, the N-

or the C-half. Similar resuits were obtained in two independent experiments. Molecular mass markers are

shown (in kDa) on the lefi.
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ATPase activity of Cdr2p and the effects of the Walker A mutations on ATP

hydrolysis

To evaluate the effects of the Walker A mutations on the ATPase activity of Cdr2p,

we measured the oligomycin-sensitive release of inorganic phosphate by a colorimetric

method. Crude membrane extracts contain many contaminating L cerevisiœ ATPases. In

order to specifically measure the ATPase activity of Cdr2p, we performed a sucrose

gradient fractionation ofthe crude membrane extracts. The fraction located at the bottom of

the gradient was highly enriched in Cdr2p and an S. cerevisiœ protein migrating at about

110 kDa, most likely corresponding to the plasma membrane proton ATPase Pmalp

(Figure 3-5A). The assay was performed at pH 7.5, to minimize the activity of Pmalp

(optimal pH of 6.0) and because it is the optimal pH for assessing the ATPase activities of

other transporters of the yeast FDR/CDR family (Decottignies et aÏ., 1994; Nakamura et

aÏ., 2001; Wada et aÏ., 2002). Wc measurcd the release of inorganic phosphate in this

fraction afler 30 min of incubation at 37 °C, in the absence versus the presence of

oligomycin, a compound that does not affect the ATPase activity of Pmalp and that was

shown to be a specific inhibitor of Pdr5p and Cdrlp (Decottignies et al., 1994; Nakamura

et al., 2001). Cdr2p-eiched fractions showed a four-fold higher oligomycin-sensitive

ATPase activity as compared to fractions from control celis (Figure 3-5B). This resuit

confirms that cdr2p can hydrolyze ATP. When subtracting the activity from control

fractions, the deduced basal ATPase activity of cdr2p is 61 nmol Pi/minlmg, which is

comparable to that of C. aÏbicans Cdrlp overexpressed in a similar heterologous system

(about 40 nmol Pi/min/mg) (Nakamura et aÏ., 2001). The C191K and C19ÏA mutants

showed ATPase activities comparable to the WT protein (88 and 89 nmol Pi/minlmg,

respectively), while the K$99C and K899A mutations abolished ATP hydrolysis (Figure 3-

5B). This latter result correlates with the complete loss of drug resistance activity displayed

by these mutants (figure 3-lB) and confirms that this conserved lysine in NBD2 plays a

critical role in nucleotide hydrolysis.
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frcm the Cl 91 A strain were diluted 1:1 with fractions frcm the CTL strain. Values shown are the means +

S.D. cf at least three independent experiments.
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V. Discussion

NBD1 and NBD2 of fungal PDR/CDR transporters are functionally and

structurally asymmetric

In this report, we provide evidence that the two NBDs of C. aÏbicans Cdr2p

contribute positively, but asymmetncally to transporter function. We had previously shown

that co-expression of both the N- and C-halves of Cdr2p is required for antifungal dmg

resistance although each haif can bind substrates independently, suggesting that the two

halves possess unique molecular properties and that their interaction is required for

efficient catalysis and drug transiocation (Gauthier et al., 2003). Here, we dernonstrate that

each haif binds {Œ-32P]SN3ATP, albeit to different extents, indicating that a functional

nucleotide-binding site is present in each haif, despite the divergent N-terminal Walker A

Ioop. Like what lias been observed with many ABC transporters, mutation of the conserved

Walker A Lys (in NBD2 of Cdr2p) had a drastic effect. Indeed, the ATPase and dmg

resistance activities were abolislied in the K899C and K$99A mutants, whule the capacity

to bind [x-32P] 8N3ATP was maintained, regardless of the presence of a Cys or Lys at

position 191. The conserved Lys residue in NBD2 is therefore essential for hydrolysis and

drug efflux (as monitored indirectly by the rhodamine accumulation and drug resistance

assays). The inactivity of the double mutant CÏ91KJK$99C clearly shows that the atypical

Cysl9l of NBDI and the typical Lys$99 of NBD2 are not functionally interchangeable.

Since Cdr2p is functional with a Cys, Lys or Ala at position 191 in NBD 1, we can conclude

that this fungal ABC transporter has a loose requirement for amino acids at that position in

the N-terminal ATP-binding loop. This proposition is supported by the finding that the

divergent NBDI Cys of Pdr5p can be mutated to Tyr without loss offunction (Egner et al..

1998). However, the C191K and C191A mutations significantly lowered the level of

resistance to fluconazole and rhodamine, respectively, indicating that Cysl9l is not

essential for Cdr2p-mediated drug resistance, but yields an optimal MDR phenotype. At the

molecular level, the Cl 91K mutation, which restores the consensus Walker A motif in

NBD1, increased the binding of [a-32P]8N3ATP by NBDÏ, but had no major impact on

ATP hydrolysis or rhodamine accumulation. Taken together, our mutagenesis study of the
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( divergent Cysl9l in NBD1 and the typical Lys$99 at the corresponding position in NBD2

confirmed a functional asymmetry for the NBDs of fungal FDR/CDR efflux pumps.

In contrast to NBD1, NBD2 showed a very weak photolabeling with [cx

32PJ8N3ATP (figure 3-43) that was flot affected by the presence or absence of the N-haÏf

(data flot shown). This novel finding can be attributed to a low affinity ofNBD2 for ATP or

to a peculiar structure of the NBD2 ATP binding pocket that does flot allow efficient UV

crosslinking wïth 8-azido-ATP. for the reasons outlined in the “Resuits” section, we rather

believe that NBD2 possess a high turnover rate, even in cold temperature, which lowers the

active site occupancy and therefore causes the weak photolabeling of the C-half. The fact

that mutations of Lys899 completely inactivate Cdr2p indicates that NBDI cannot power

drug transport when the integrity of NBD2 is compromised, although the isolated NBD1

shows intrinsic ATPase activity in vitro (Jha et aï.. 2003a). This outiines a communication

between the two NBDs and suggests they probably associate according to the “ATP

sandwich” dimer model (Smith et al., 2002). More experiments are needed to resolve the

C issue ofthe weak binding of [a-32P]$N3ATP by NBD2. In either case, our resuits highlight

important structural differences between the active sites ofNBDl and NBD2 ofCdr2p.

Comparison of our resuits with those from other studies

An analogous mutagenesis study of C. aïbicans Cdrlp was published (Jha et aï.,

2004). Using a GFP-tagged Cdrlp variant, these authors found that mutating the NBD2 Lys

to Cys inactivated Cdrlp, like what we observed for Cdr2p. This finding confirms that in

the CDR subgroup, an intact Walker A motif in NBD2 is critical for transporter activity.

Similar to our resuits with the Cdr2p C19IK mutant, the C193K mutation Iowered the

antifungal drug resistance activity of Cdrlp against fluconazole and other azoles. However,

the Cdrlp C193K mutant had strongly diminished ATPase activity (22% of WT). This

resuit is surpnsing since the authors show that the same mutant is stiil active in a

rhodamine efflux assay. Our Cdr2p C191K mutant showed a similar level of ATPase

activity than WT Cdr2p. Along with the major functional differences between Cdrlp and

Cdr2p we have described in a previous paper (Gauthier et al., 2003), other possible

explanations for the discrepancies between our results and those Jha and cou. include the



144

C use of a totally different S. cerevisiœ expression system and the presence of a GFP tag

which is known to affect the substrate specificity of Cdr 1 p (Schuetzer-Muehlbauer et al.,

2003b).

In human MDR1/P-glycoprotein (P-gp), it was fourni that either the K433C or

K1076C single mutants had a very weak drug-stimulated ATPase activity (12% of WT)

(Loo et al., 2002). The two NBDs of P-gp are much more symmetrical in predicted

structure (60% amino acid identity) than the C. albicans Cdr2p NBDs (26% identity).

Therefore, it appears that Lys and Cys cannot perform equivalent functions in the Walker A

loop of ABC transporters that contain structurally similar NBDs.

Evolutionary aspects and molecular modeling of the asymmetric Cdr2p NBDs

The P-loop Lys to Cys substitution is uniquely found in the N-terminal NBD of full

length FDR/CDR-type ABC proteins from fungal organisms belonging to the Ascomycota

phylum and in Dictyosteliwn, belonging to the Mycetozoa group. Anjard and Loomis

suggested that the ancestor of crown organisms carried two homologous full-length PDR

genes; the one carrying this mutation was retained in fungi, while the other was kept in

plants (Anjard et Loomis, 2002). Both types were retained in Dictvostelittm. PDR-type

ABC transporters are absent in bacteria and only half-size FDR genes are found in the

animal lineage (the ABCG subgroup). The uncommon Walker A motif Cys is accompanied

by other substitutions in the Walker B, Q- and His-loop motifs of NBD1 and with an

atypical ABC signature motif in NBD2. This observation guided an early proposition ofthe

NBD head-to-tail dimerization model (Jones et George, 1999). The functional differences

between NBD1 and NBD2 of Cdr2p are further supported by our homology modeling

analysis of a predicted NBD 1 •NBD2 dimer with two ATP molecules bound at the dimer

interface (data flot shown). In this model, the side-chain amino group of the conserved

Lys899 contacts the 7-phosphate of the bound nucleotide in NBD2 while the side-chain of

Cysl9l points away from the bound nucleotide in NBDÏ. In agreement with the “ATP

sandwich dimer” model (Smith et aÏ., 2002), the ABC signature sequence of NBD2 (999-

LNVEQ), which considerably deviates from the consensus “LSGGQ” signature sequence,

C makes important stabilizing contacts with the ATP bound by the divergent Walker A loop
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of NBD1. In our cornputer-generated model, the NBDÏ signature sequence (301-VSGGE)

does flot contact the NBD2-bound ATP. Thus, it is likely that afier an initial deleterious

mutation, intragenic compensatory substitutions have been selected during evolution to

maintain the capacity of NBD 1 to bind nucleotides. Stiil, for this subgroup of medically

important ABC transporters, the relative contributions of NBD1 and NBD2 in the catalytic

mechanism remain elusive.
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C I. La caractérisation du fonctionnement des transporteurs ABC CdrÏp et

Cdr2p de C. albicans

A. La spécificité des transporteurs Cdrp pour les agents antifongiques,

tel que définie par la résistance cellulaire

Jusqu’à maintenant, quatre transporteurs ABC appartenant au sous-groupe PDR ont

été décrits chez C. albicans (Cdrlp — Cdr4p) (Prasad et aÏ., 1995; Sanglard et aÏ., 1997;

Balan et aÏ., 1997; Franz et aï., 199$b). Bien que ceux-ci soient étonnamment semblables

entre eux au niveau de la séquence et de la stmcture prédite (54 à 84% identiques en acides

aminés; a.a.), seuls Cdrlp et Cdr2p sont impliqués dans la résistance aux médicaments

antifongiques et autres composés cytotoxiques. La régulation transcriptionnelle diffère

beaucoup entre ces quatre gènes et contribue de façon importante aux différences

fonctionnelles observées (Lyons et White, 2000). Sachant que Cdr4p ne contribue pas à la

résistance, mais ce transporteur est tout de même exprimé chez certaines souches

résistantes (Franz et aï., 199$b; Lyons et White, 2000; Maebashi et aÏ., 2001) et

considérant les différences fonctionnelles entre Cdrlp et Cdr2p (Chapitre 2), nous pouvons

alors supposer que la capacité de conférer le phénotype MDR et la spécificité pour les

substrats sont des propriétés qui sont encodées par un nombre limité d’a.a. Les

transporteurs Cdrp sont formés d’environ 1500 a.a. et leur séquence primaire diverge

surtout dans les 100 premiers a.a. (portion N-terminale précédant le NBD 1; 40% d’identité

entre Cdrlp et Cdr2p, 20% entre Cdr4p et Snq2p). Cependant, à part un signal «RGD»

d’attachement à la membrane, aucun motif connu ne peut être repéré dans cette portion de

la protéine. La fonction de cette portion N-terminale est donc inconnue. Les hélices

transmembranaires formant les TMD sont connues comme étant impliquées dans la

reconnaissance et la liaison des substrats chez les transporteurs ABC (Chap. 1, section

II.A.2). En comparant les TMD des transporteurs Cdrp, on trouve un niveau d’homologie

assez variable mais beaucoup plus bas que celui des NBD (66 à 99%). Par exemple, le

TMD1 (comprenant les six premiers segments transmembranaires) de Cdr2p est 73%

identique à celui de Cdrlp, alors que celui de Cdr3p l’est à 49% (données non-publiées).

Ces différences en a.a. affecteraient l’activité de transport non seulement via une
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modification de l’affinité des TMD pour les substrats, mais également la localisation

subcellulaire du transporteur, ses modifications post-traductionnelles (ex : phosphorylation,

glycosylation) et sa dégradation via endocytose suite à une ubiquitination. Je discuterai des

modifications post-traductionnelles chez les transporteurs Cdrp un peu plus loin dans ce

chapitre (section I.E).

Deux types de méthodes peuvent être utilisées pour évaluer le spectre d’activité des

transporteurs Cdrp vis-à-vis les composés antifongiques; soit les méthodes directes et

indirectes. Les méthodes directes incluent: i) les tests de liaison par photomarquage

d’extraits protéiques contenant des niveaux élevés du transporteur avec des substrats

photoactivables et radioactifs, suivi d’une séparation des protéines marquées par

électrophorèse, ii) les tests de liaison de substrat en utilisant un transporteur purifié suivi

d’une mesure du changement de fluorescence, soit la fluorescence intrinsèque du

transporteur ou celle du substrat, iii) les tests de transport de substrats radioactifs ou

fluorescents par des transporteurs purifiés et reconstitués dans des vésicules lipidiques, et

(J iv) la cristallisation du transporteur en présence d’un substrat, suivi de la détermination de

la structure tridimensionnelle. Ces méthodes directes permettent une quantification précise

des paramètres biochimiques de l’interaction protéine-substrat et peuvent révéler la

composition des sites de liaison aux substrats. Cependant, la purification de protéines

membranaires est laborieuse et les tests de liaison sont restreints à un nombre limité de

substrats photoactivables, radioactifs ou fluorescents. L’application des méthodes directes

pour caractériser la spécificité des transporteurs Cdrp est le sujet de la section suivante

(1.3).

Les méthodes indirectes se basent principalement sur des tests de

sensibilité/résistance cellulaire de souches manipulées génétiquement face à différents

composés cytotoxiques. Lorsque la délétion ou la surexpression d’un transporteur entraîne

un changement de sensibilité de la levure modifiée face à un composé toxique par rapport à

la souche parentale non modifiée, on émet alors l’hypothèse que le transporteur a modifié

la concentration intracellulaire du composé et donc, que ce dernier est un substrat pour

cette pompe (Sanglard et ai., 1996). Sans données additionnelles, il faut aussi considérer
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que l’effet puisse être indirect, c’est-à-dire que la délétion ou la surexpression du

transporteur affecte l’activité d’un autre déterminant de sensibilité au composé en question.

La méthode de délétion des transporteurs CDR, un-à-un ou en combinaison, suivi d’une

évaluation des niveaux de sensibilité aux antifongiques des souches mutantes a été utilisée

précédemment. Les résultats qui en ont découlés sont décrits au Chapitre 1, section II.C.

Cette technique permet d’évaluer la spécificité duldes transporteur(s) pour un grand

nombre de composés, mais elle est limitée par i) l’absence de phénotype suite à la délétion

de CDR2, puisque ce gène n’est pas exprimé chez les souches de laboratoire sensibles aux

azoles (Sanglard et al., 1997) et ii) l’atténuation du phénotype de sensibilité à cause de la

présence d’effecteurs de résistance qui complémentent l’absence des transporteurs Cdrlp et

Cdr2p, tel que CaMdrlp (BenR) (Sanglard et aÏ., 1996). Une deuxième approche consiste à

exprimer ces transporteurs de manière hétérologue chez S. cerevisiœ et à quantifier la

résistance cellulaire qui en découle. Le génome haploïde et la disponibilité des outils

génétiques pour cet organisme modèle (ex: génome entièrement séquencé et annoté depuis

1997, banques de mutants de délétion, auxotrophies multiples, grande variété de vecteurs

(J d’expression, etc...) facilitent grandement les manipulations moléculaires et permettent un

meilleur contrôle des paramètres génétiques. La définition de la spécificité des

transporteurs par des tests de résistance est aussi limitée par les composés présentant une

toxicité cellulaire aux concentrations inférieures à leur limite de solubilité. La rhodamine

123, par exemple, est un substrat connu des transporteurs Cdrlp et Cdr2p, mais dont la

toxicité est trop faible pour être utilisé dans les tests de résistance (Chapitre 2 et (Clark et

aÏ., 1996)). Ces problèmes peuvent être palliés par l’utilisation des méthodes directes de

transport ou de liaison, décrites au paragraphe précédant. Il est à noter que les tests de

transport (accumulation ou expulsion) effectués in vivo avec des cellules entières doivent

aussi être considérés comme des méthodes indirectes, puisqu’ils ne démontrent pas

nécessairement une interaction physique entre le transporteur et le substrat.

L’identification de CDR] et CDR2 a été possible grâce à la complémentation

fonctionnelle d’une mutation pdr5 chez S. cerevisiœ (Prasad et al., 1995; Sanglard et al.,

1997). Une évaluation initiale de la spécificité des deux transporteurs pour les agents

Ç antifongiques avaient été présentée dans cette dernière étude et faisait usage de tests de
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C résistance (Sanglard et al., 1997). Mais tel que mentionné au Chapitre 1 (sections I.D.2 et

II.C), les niveaux de résistance sont fortement dépendants de la quantité de protéine

exprimée, et dans cette étude, les niveaux de Cdrlp et Cdr2p n’avaient pas été quantifiés

par ces auteurs, ce qui rendait impossible la comparaison des spectres d’activité.

Néanmoins, un fait intéressant ressort de cette étude; alors que l’ARNm de CDR2 n’est pas

détectable chez les souches de laboratoire de C. atbicans sensibles aux azoles (ex: CAF2-

1), la transformation de S. cerevisiœ avec un plasmide multi-copie Yep24 comprenant un

fragment génomique qui inclut l’ORF de CDR2 (issu du C. albicans SC5314, souche

parentale de CAF2-1) avec ses éléments régulateurs environnants (3 Kb en amont plus 2

Kb en aval) entraîne un phénotype MDR (Sanglard et al., 1997). Ceci indique que le

promoteur de CDR2, peut être activé par un régulateur de S. cerevisiœ.

Afin de pouvoir étudier ces transporteurs biochimiquement et comparer précisément

leurs différentes spécificités, il était nécessaire d’élaborer un système d’expression

hétérologue qui produit des niveaux élevés de la protéine d’intérêt et qui minimise la

(J présence de transporteurs ABC homologues. Nous avons alors choisi des plasmides

épisomaux et multicopies, pouvant être répliqués autant chez E. cou que S. cerevisiœ, et qui

contiennent un promoteur fort et constitutif chez la levure, celui de la glycéraldéhyde-3-

phosphate déshydrogénase (GPD) (Mumberg et al., 1995). Les régions codantes de CDRJ

et CDR2 ont été insérées dans ces vecteurs. Ceux-ci peuvent contenir différents marqueurs

d’auxotrophie, permettant ainsi des études de co-expression. Nous avons utilisé la souche

S. cerevisiœ (TY31O) qui a été construite dans notre laboratoire et dans laquelle le

transporteur ABC FDR5 a été éliminé par remplacement allélique (Talibi et Raymond,

1999). Les régulateurs clés du réseau PDR, FDR] et FDR3, sont également inactivés dans

cette souche, réduisant ainsi substantiellement l’expression d’autres transporteurs ABC et

effecteurs de la résistance multiple aux drogues (figure l-10). Un anticorps générique anti

Cdrp (RXb) a été développé par notre laboratoire afin de quantifier et de comparer les

niveaux de protéines Cdrlp et Cdr2p exprimées. Ces outils m’ont donc permis de

déterminer, à l’aide de tests de résistance, que CdrÏp possède une plus grande capacité que

Cdr2p à transporter le fluconazole (fLC) et l’itraconazole (ITC; figure 2-1). Cependant,

Cdr2p présente un niveau d’activité similaire à celui de Cdrlp face au kétoconazole (KTC)
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C et à la rhodamine 6G (Rh6G). Des découvertes importantes ont été réalisées avec ce

système hétérologue. Entre autres, Cdr2p module la sensibilité des cellules à différents

agents oxydatifs (hypersensibilité au H202 et résistance au diamide), alors que Cdrlp n’a

aucun effet quantifiable face à ces composés (voir section I.E). Aussi, l’expression de

Cdrlp et de Cdr2p entraîne des effets opposés face à un agent immunosuppresseur, le

FK520, qui inhibe l’activité de Cdrlp, mais pas celle de Cdr2p (voir section I.D). Par

contre, l’expression forcée des formes actives de CDRJ ou de CDR2 dans la souche TY310

induit une toxicité cellulaire, ce qui nous oblige à sélectionner des clones qui survivent

malgré une charge abondante de transporteurs membranaires. Des résultats préliminaires

indiquent que le vecteur d’expression serait intégré au génome chez ces clones. Aussi,

malgré la triple mutation pdrl pdr3 pdr5 de la souche TY3 10, on ne peut exclure que

d’autres effecteurs de résistance et/ou d’autres transporteurs ABC puisse avoir un effet sur

les phénotypes que nous avons mesurés. En effet, la toxicité provoquée par l’expression de

CDR] et de CDR2 témoigne probablement qu’une voie de réponse au stress pourrait être

activée chez ces transformants.

C
Parallèlement, d’autres systèmes d’expression ont été développés pour étudier les

transporteurs Cdrp. Plusieurs groupes de recherche utilisent une souche S. cerevisiœ

nommée «AD12345678 », «AD1-8ï» ou simplement «AD» et qui contient un allèle

hyperactif du facteur FDR] (pdr]-3) qui cause une forte induction du promoteur de PDR5,

menant à la surexpression de ce transporteur à la membrane plasmique (Decottignies et al.,

1994; Decottignies et aÏ., 1998). Cependant, FDR5 et six autres transporteurs ABC ont été

retirés du génome de cette souche, soit PDRJO, FDRJJ, PDR]5, SNQ2, YORJ, YCFI, ainsi

que le facteur de transcription PDR3 (Decottignies et al., 199$). Ainsi, en intégrant une

copie du gène CDR] au locus de PDR5 dans cette souche, Nakamura et coll. ont pu obtenir

une expression élevée de Cdrlp à la membrane, et donc caractériser la spécificité pour les

antifongiques, l’activité NTPase et le transport du [3HJ-FLC et du Rh6G pour cette pompe

de C. aÏbicans, tout en minimisant la contribution des protéines ABC endogènes de S.

cerevisiœ (Nakamura et al., 2001). De plus, cette étude démontrait que la surexpression de

CDRJ était suffisante pour obtenir un phénotype MDR. L’équipe du Dr Prasad utilise aussi

cette souche AD, mais en insérant le gène CDRJ couplé au marqueur GfF dans un
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C plasmide centromérique, avec le promoteur de PDR5 en amont (Shukia et al., 2003). Les

résultats de cette étude sont discutés dans les paragraphes suivants. Les avantages du

système «AD» par rapport au nôtre sont: i) l’élimination de la possibilité d’interférence

par les transporteurs ABC endogènes de S. cerevisiœ et ii) l’absence de toxicité causée par

la surexpression de CDRJ ou de CDR2 (Tsao S., communication personnelle), ce qui

provient probablement du fait que l’allèle pdrl-3 est accompagné de modifications

génétiques qui atténuent les effets négatifs de la surexpression d’un transporteur

membranaire actif sur la viabilité des cellules.

Une autre équipe a développé une souche similaire à la souche «AD ». Cette

souche L cerevisiœ YMM-ABC8 comporte des délétions pour huit transporteurs ABC de

type PDR ou reconnus comme étant impliqués dans la résistance, soit pdr5 pdrlO pdrl]

pdr]2 pdrl5 snq2 ynrO7Ov yorl (Schuetzer-Muehlbauer et aï., 2003a). Elle est dérivée

d’une souche de laboratoire (YPH499) qui ne possède pas l’allèle pdrl-3. Ces auteurs ont

utilisé les plasmides pDS243 et pDS246 (Sanglard et aÏ., 1997) qui contiennent

respectivement les gènes CDR] et CDR2, sous le contrôle de leur propre promoteur, et ils

ont ajouté la protéine fluorescente GFP en position C-terminale des deux gènes. Ce groupe

a déterminé pour la première fois que les spectres d’activité de Cdrlp et Cdr2p incluent le

voriconazole et que Cdr2p est localisé à la membrane plasmique (comme Cdrlp)

(Schuetzer-Muehlbauer et al., 2003a). Une seconde étude montre que Cdr2p cause la

résistance à la caspofungine, avec une efficacité beaucoup plus grande que Cdrlp, et que

cette activité de Cdr2p peut être observée autant avec un système hétérologue (S. cerevisiœ

YYM4; pdr5 snq2) qu’avec des souches cliniques de C. atbicans (Schuetzer-Muehlbauer et

al., 2003b). Cette découverte est importante puisque la caspofungine représente une

nouvelle classe d’agent fongicide, destinée à une utilisation de plus en plus fréquente en

milieu clinique. Par contre, une étude récente indique que cette activité de Cdr2p vis-à-vis

la caspofungine est variable selon la méthode de détection (milieu solide versus liquide) et

selon l’espèce de levure évaluée (S. cerevisiœ versus C. aÏbicans) (Niimi et al., 2006).

Finalement, l’expression contrôlée des transporteurs Cdrp chez C. atbicans est également

possible et a été utilisée pour étudier Cdrlp et Cdr3p (Balan et al., 1997; Niimi et al.,

C 2004b). Brièvement, la souche hôte doit comporter la délétion du gène à l’étude et le
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vecteur d’expression contient soit un promoteur fort et constitutif (tel que celui de l’alcool

déshydrogénase, ADR) ou un promoteur contrôlable selon la source carbone (ex: GAL],

HEX]).

Le mécanisme de reconnaissance des substrats chez les transporteurs ABC est un

sujet particulièrement intéressant. Les études portant sur la P-gp des mammifères et sur

Pdr5p, l’homologue de Cdrlp et Cdr2p chez S. cerevisiœ, apportent des éléments de

réponse face à la spécificité extrêmement large des transporteurs de type MDR.

Notamment, des mutations ponctuelles localisées principalement (mais pas exclusivement)

dans les TMD ainsi que dans les boucles intra-/extra-cytoplasmiques des transporteurs

ABC modulent leur affinité vis-à-vis un ou plusieurs substrats (Ambudkar et aÏ., 1999;

Tutulan-Cunita et al., 2005a; frelet et Klein, 2006). Ainsi, il est prédit que le mécanisme de

transport implique une interaction directe protéine-ligand (Langton et al., 2005). En se

basant sur la similarité de séquence avec P-gp et Pdr5p et sur une étude de mutagénèse

aléatoire portant sur Pdr5p (Egner et aï., 199$), Shukla et cou, ont effectué plusieurs

C mutations dans Cdrlp qui affectent son fonctionnement (Shukla et al., 2003; Shukla et al.,

2004a). Par exemple, l’élimination de la Phe774 (SF774) du TM6 entraîne une perte

générale de résistance face à différents antifongiques, corrélée avec une rétention

intracellulaire de Cdrlp, qui peut être corrigée par l’ajout de substrats dans le milieu de

culture (Shukla et al., 2003). Parallèlement, la mutation de cet a.a. pour une alanine

(F774A) résulte en une diminution sélective d’activité pour le FLC, le cycloheximide et le

nystatin (Shukia et al., 2003). Aussi, la mutation de la Thr1351 (T1351F), localisée dans le

TM11, entraîne une réduction globale de la résistance de Cdrlp et affecte plus

spécifiquement la synergie entre le FLC et un inhibiteur (FK520) (Shukia et aï., 2004a).

Cette mutation, calquée sur celle effectuée précédemment dans Pdr5p (Egner et aÏ., 1998;

Egner et al., 2000), n’affecte cependant ni la localisation de Cdrlp, ni son activité ATPase,

ni la liaison du dérivé de 1’ATP [a-32P]$N3ATP ou autres composés photoactivables

pouvant agir comme substrats (Shukia et al., 2004a). Finalement, une analyse par

substitution d’alanine du TM1 1 de Cdrlp a dévoilé que les mutations de sept résidus dans

ce segment affectent de manière différentielle la résistance face à certains substrats (Saini

C et al., 2005). Ces découvertes impliquent donc que les segments transmembranaires des
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transporteurs Cdrp, et plus particulièrement les TM6 et TM li, sont impliqués dans la

détermination de la spécificité pour les substrats. Le TM6 et les résidus adjacents sont

fortement conservés chez les transporteurs fongiques PDR!CDR, à un tel point que cette

région est utilisée dans la banque Pfam pour définir ce sous-groupe de transporteurs ABC

(http://www.sanger.ac.uk/cgi-binlPfamlgetacc?PF06422). Il est important de noter que les

études de Shukia et Saini sur Cdrlp ont été effectuées avec une fusion Cdrlp-GFP. Bien

que la GfP permette de localiser facilement le transporteur par microscopie confocale, les

résultats obtenus avec une telle protéine chimérique doivent être considérés avec

précaution. En effet, Schuetzer-Muehlbauer et coll. ont démontré que l’ajout de la GFP

modifie la capacité de Cdrlp à conférer la résistance à la caspofungine, mais n’altère pas

ses propriétés face aux azoles ou à la terbinafine (Schuetzer-Muehlbauer et al., 2003b).

La construction de protéines chimériques a été utilisée par l’équipe du Dr Prasad,

qui a déterminé que le TMY2 de Cdrlp peut être échangé avec celui de Cdr3p, sans aucune

perte de fonction (Saini et aÏ., 2006). On peut interpréter ce résultat de deux façons; soit

que le TM12 n’est pas responsable des différences fonctionnelles entre Cdrlp et Cdr3p, ou

bien que le TMY2 de Cdr3p possède la capacité de reconnaître/lier les substrats de Cdrlp,

mais que d’autres aspects structuraux de Cdr3p empêchent celui-ci d’expulser les

médicaments antifongiques. Cette approche est donc peu informative. Les chimères

résultantes doivent être correctement localisées dans la cellule, sans être dégradées

prématurément, et ce type d’étude doit être complété par une mutagénèse dirigée, couplé

avec une modélisation moléculaire.

En conclusion, l’évaluation de la résistance cellulaire conférée par l’expression de

Cdrlp ou de Cdr2p dans un système hétérologue est une façon indirecte, mais très sensible

de déterminer la spécificité du transporteur face à différents xénobiotiques. La mutagénèse

(aléatoire ou dirigée) des transporteurs Cdrp exprimés dans des systèmes hétérologues,

couplée à des tests de résistance, continuera de fournir de l’information quant à

l’interaction de ces protéines avec les médicaments antifongiques et autres substrats

biologiques.

C
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B. Caractérisation des sites de liaison aux substrats chez les

transporteurs Cdrp et considérations structurales

Afin de caractériser plus précisément l’interaction physique des transporteurs Cdrp

avec les drogues antifongiques, nous avons évalué la capacité de Cdrlp et Cdr2p à être

photomarqués par le [‘251]iodoaryl azido-rhodaminel23 (IAARh123 ; fig. 2-2 et 2-3). Nous

avions également déterminé que Cdrlp et Cdr2p peuvent lier l’[3H]azidopine, une

dihydropyridine analogue au vérapamil, un modulateur de la P-gp. L’azidopine et le

IAARh 123 avaient été utilisés précédemment pour caractériser les sites de liaison aux

substrats chez les transporteurs humains P-gp et MRP 1, ainsi que le transporteur bactérien

LmrA (Bruggemann et al., 1992; Nare et al., 1994; Daoud et al., 2000; Alqawi et al.,

2003). On peut ainsi déduire que l’aptitude à lier ces deux composés a été maintenue au

cours de l’évolution chez les transporteurs ABC de type MDR. Par contre, la pré-

incubation de P-gp ou de LmrA avec un excès molaire de certains composés anticancer et

modulateurs de P-gp révèle des différences dans la composition de leur site de liaison au

IAARh123 (Alqawi et al., 2003). Par exemple, l’inhibition du photomarquage à

1’IAARhI23 par la Rh6G est plus marquée chez LmrA que P-gp, tandis que la cyclosporine

A, la réserpine et la quinine sont tous plus efficaces à prévenir la liaison de 1’IAARh123

par P-gp que par LmrA. J’ai utilisé une approche similaire de compétition du

photomarquage au IAARh123 par différents substrats connus de Cdrlp et de Cdr2p (Figure

4-1 ; données non-publiées). Il est intéressant de constater que certains composés

préviennent efficacement la liaison du IAARh123 (CV, ITC, KTC, Rh6G et Rh123), alors

que d’autres substrats connus de Cdrlp/Cdr2p semblent inefficaces (17f3-estradiol, FK520,

FPZ et FLC). De plus, les azoles lipophules ITC et KTC présentent des différences

significatives dans leur inhibition du photomarquage de Cdrlp versus Cdr2p, indiquant des

différences subtiles dans l’interaction ces deux protéines avec I’ITC et le KTC (Figure 4-1).

Shukla et cou, ont confirmé que Cdrlp (et Cdrlp-GfP) pouvait lier l’[3H]azidopinc, en

plus d’un autre composé qui agit comme substrat pour la P-gp, le {‘251]iodoaryl azido

prazosin (IAAP) (Shukia et aÏ., 2003). Alors que le photomarquage par l’[3H]azidopine est

inhibé par l’ajout de miconazole, la liaison du IAAP est spécifiquement inhibée par le

nystatin. Ni le cycloheximide, ni l’anisomycine ne peuvent entrer en compétition avec la

liaison de ces deux composés photoactivables (Shukia et aÏ., 2003). Ces résultats, combinés
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Figure 4-1 : Compétition de la liaison du IAARh123 par Cdrlp et Cdr2p avec différents composés. 50 .tg

d’extraits membranaires totaux provenant des transformants S.c. TY31O CDR] ou CDR2 ont été incubés

pendant 30 min à température de la pièce (T°P) avec 200 1.tM de compétiteur. Par la suite, 0.1 iM de

IAÀPJi123 a été ajouté et l’incubation a été poursuivie pour 30 min à T°P et à l’obscurité. Après avoir

refroidi la réaction pendant 10 min sur glace, les échantillons ont été irradiés aux rayons UV pendant 10 min

sur glace. Les échantillons ont été solubilisés et séparés par SDS-PAGE. La radioactivité incorporée dans les

gels séchés a été quantifiée par Phospholmager. Une diminution d’intensité de photomarquage de moins de

20% est considérée conmie non-spécifique, suite à la quantification de la radioactivité provenant d’une

protéine non-identifiée de S. cerevisiœ (environ 55 kDa). Les résultats présentés sont les moyennes ± écart-

type de deux à quatre expériences indépendantes. Abbréviations: crystal violet (CV), fluphénazine (fPZ),

diméthyl sulphoxide (DMSO; solvantlcontrôle négatif).
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avec ceux mentionnés à la section précédente et dans les paragraphes qui suivent,

renforcent l’idée que Cdrlp et Cdr2p possèderaient plus d’un site de liaison aux substrats,

tel que déterminé pour Pdr5p.
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C
Il était connu que le photomarquage d’un transporteur ABC entier suivi d’un

clivage chimique ou protéolytique partiel résultait en deux fragments marqués,

correspondant aux deux moitiés de la protéine (Bruggemann et al., 1992; Daoud et aï.,

2000). En utilisant une digestion protéolytique plus poussée et une identification

immunologique des fragments marqués, il a été possible de délimiter les sites de liaison à

l’IAAP et à l’(3H]azidopine chez la P-gp dans les environs du TM5, TM6, TM1 1 et TMÎ2

(Greenberger, 1998; Safa, 1999). Les segments transmembranaires correspondants de

MRPI participent à la liaison du IAARh123 (Daoud et aÏ., 2001). Il avait également été

démontré que les deux TMD de la P-gp peuvent interagir avec les substrats en absence des

NBD (Loo et Clarke, 1999). Notre démonstration de la contribution indépendante des deux

moitiés de Cdr2p à la liaison de l’JAARh123 (Figure 2-3) présente des répercussions

importantes à la compréhension du mécanisme de reconnaissance des substrats chez les

transporteurs ABC. En effet, ce résultat, couplé à ceux mentionnés plus haut pour P-gp et

MRP 1, indique que chaque TMD d’un transporteur de type MDR peut reconnaître et lier un

C substrat d’une manière indépendante de l’autre TMD (et des NBD), et donc, qu’il contient

tous les déterminants moléculaires nécessaires à la liaison des substrats.

Les recherches de John Golin ont été très informatives quant aux caractéristiques

des molécules qui déterminent leur probabilité d’être reconnues comme substrats pour

Pdr5p (Golin et al., 2000; Golin et al., 2003; Hanson et aï., 2005). En utilisant des

molécules simples aux propriétés déterminées, ces auteurs ont établi que la taille d’une

molécule est un facteur beaucoup plus important que son hydrophobicité ou sa charge

électrique en vue d’une reconnaissance par Pdr5p. Le volume optimal d’un substrat est

d’environ 200 Â3 (Golin et al., 2003). Ces auteurs déduisent également que Pdr5p possède

trois sites de liaison aux substrats, possédant des caractéristiques qui leurs sont propres. Le

chloramphénicol, le clotrirnazole, la rhodamine 6G et l’IAAP interagissent au site « 1 »,

tandis que le tritylimidazole et les chlorures de trialkylétain partagent le site «2 » (Golin et

aÏ., 2003; Hanson et al., 2005). Il a été déterminé qu’une propriété commune aux molécules

interagissant au site « 1 » serait la présence de trois groupements électronégatifs

C «accepteurs» de pont hydrogène, alors que les substrats du site «2 » possèdent au moins
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un groupement électronégatif (Hanson et aÏ., 2005). Le site «3 » de Pdr5p est défini par

l’interaction du tetrapropylétain, probablement via des interactions hydrophobes (Golin et

aÏ., 2003). Par contre, l’arrangement spatial de ces sites et leur localisation dans le

transporteur ne sont pas encore déterminés. Nos résultats de la liaison de l’IAARh123 par

les deux moitiés de Cdr2p de manière indépendante l’une de l’autre suggèrent la présence

de deux sites de type « ï », puisque ce composé est un analogue de la rhodamine possédant

au moins trois groupements électronégatifs (Nare et al., 1994). L’identification des régions

de Cdr2p contribuant à ces sites pourrait se faire de façon similaire à celle décrite au

paragraphe précédant, c’est-à-dire par immunodétection ou spectrométrie de masse des

fragments peptidiques radioactifs obtenus suite à une protéolyse du Cdr2p marqué à

I’ IAARh 123.

Une étape importante vient d’être franchie dernièrement avec la publication de la

structure 3D d’un transporteur ABC avec son substrat naturel, soit S. thyphiinurium MsbA

avec le lipopolysaccharide (LPS) (Reyes et Chang, 2005). Notre observation que chaque

C moitié de Cdr2p lie une molécule d’IAARh123 corrèle très bien avec cette structure du

demi-transporteur MsbA en état «post-hydrolytique », puisque le dimère MsbA est

complexé avec deux molécules de LPS, chacune étant attachée à la face externe d’un TMD

(figure 1-7e). Les auteurs proposent un modèle de « substrate flipping» selon lequel la tête

polaire de la molécule (le sucre) serait reconnue par MsbA et emprisonnée par les TMD

dans une cavité interne. La partie hydrophobe du LPS (la queue lipidique) serait ensuite

pivotée, en étant traînée à travers la bicouche de la membrane pour se retrouver au niveau

du feuillet externe de la membrane dans la conformation cristallisée, soit une position

inversée du LPS, maintenue par la face extérieure des TMD et les boucles extracellulaires

(Reyes et Chang, 2005). Ce modèle est fort intéressant et en accord avec l’activité de

translocation des phospholipides attribuée à la P-gp (Borst et aÏ., 2000), l’homologue de

MsbA chez les eucaryotes. Ce modèle devra cependant être validé expérimentalement. Les

données structurales à moyenne résolution obtenues récemment pour la P-gp indique un

arrangement des TMD qui est différent, mais pas totalement contradictoire, par rapport à

celui de MsbA (Rosenberg et al., 2005). Ainsi, les prochaines études cristallographiques de

transporteurs ABC seront particulièrement intéressantes, surtout celles qui seront effectuées
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sur des transporteurs complets, en présence de lipides et de substrats. La description récente

du processus de purification pour Cdrlp sera assurément fort utile pour la caractérisation

future du fonctionnement et de la structure chez ce sous-groupe de transporteurs, autant par

des techniques spectroscopiques (fluorescence, infrarouge ou résonance magnétique

nucléaire) que par la cristallisation (Shukla et aÏ., 2006).

Il avait été observé précédemment par microscopie électronique qu’en absence de

nucléotides, les TMD de P-gp et de CfTR sont disposés chacun en demi-cercle, produisant

une cavité centrale à double pore (Rosenberg et al., 2003; Rosenberg et al., 2004). La

possibilité qu’une cavité centrale puisse être responsable du paradoxe de la semi-spécificité

des transporteurs ABC de type MDR doit aussi être coonsidérée. En effet, l’étude

cristallographique de la portion C-terminale de BmrR, le régulateur d’une pompe MFS de

B. subtilis, montre que des liens électrostatiques et van der Waals spécifiques à chaque

ligand sont effectués à l’intérieur d’une cavité unique, qui peut elle-même démontrer une

certaine flexibilité dans sa conformation (Zheleznova et aÏ., 1999). Un résidu acide, chargé

négativement (Glu), est également important pour la reconnaissance générale des substrats

cationiques (Neyfakh, 2001). Les transporteurs ABC fongiques du sous-groupe PDR/CDR

possèdent également des résidus Glu et Asp conservés dans les TM2, TM3, TM6, TM9

ainsi que dans les boucles extracellulaires entre les TM5-6 et TM11-12. L’implication de

ces résidus dans la liaison des substrats cationiques serait donc à vérifier, notamment par

mutagénèse dirigée.

Récemment, une analyse par microscopie électronique de particules contenant une

forme hautement purifiée de Pdr5p reconstituée dans des liposomes a dévoilé pour la

première fois une image tridimensionnelle d’un transporteur ABC de levure (ferreira

Pereira et aÏ., 2003). Cependant, la faible résolution (25-Â) n’a permis d’avoir qu’une

image globale de la forme du transporteur, qui se compare toutefois très bien à celles des

demi-transporteurs ABC YvcC de Bacillus subtilis et MsbA d’E.coli (Chang et Roth, 2001;

Chami et al., 2002). Les observations importantes de cette structure sont: j) l’orientation

perpendiculaire adoptée par les deux lobes correspondants aux NBD qui sont disposés

assez près l’un de l’autre, sans toutefois se toucher, et ii) Pdr5p aurait tendance à se
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(r diménser lors de sa purification (Ferreira-Pereira et al., 2003). Ce dernier effet peut être

simplement dû à des interactions protéines-protéines plus favorables pour cet agencement

lors du processus de reconstitution. Néanmoins, un criblage par la techniques du «double

hybride» a dévoilé que la portion N-terminale de Pdr5p (comprenant le NBD1) pouvait

interagir physiquement avec elle-même (Subba et ut., 2002). Tel qu’expliqué dans

l’Introduction, nous savons qu’un NBD purifié et inactivé par mutagénèse va avoir

tendance à se dimériser en présence d’ATP (Smith et al., 2002). Donc, si on émet

l’hypothèse que le NBD1 des transporteurs PDR/CDR possède une faible activité ATPase

(voir section II), il est logique d’entrevoir que l’expression forcée du NBD1 de Pdr5p dans

une cellule (où l’ATP est présent) pourrait provoquer une association NBDÏNBD1.

D’autre part, il est intéressant de noter que l’homologue de Pdr5p chez l’humain en terme

structural et fonctionnel, le demi-transporteur ABCG2, est aussi connu pour se retrouver en

état de tétramère in vivo, ce qui est équivalent à une forme d’homodimère pour Pdr5p (Xu

et al., 2004; Bhatia et aÏ., 2005). 11 serait alors important de vérifier si les transporteurs

fongiques de type PDR/CDR forment effectivement des homo- ou hétérodimères in vivo

par des techniques d’électrophorèse ou de filtration par gel en conditions non-dénaturantes

et/ou par co-immunoprécipitation en ajoutant des épitopes distincts à un même transporteur

ou à des transporteurs différents. Une autre technique permettant de déterminer

l’interaction physique de protéines ou de domaines protéiques est le transfert d’énergie par

résonance, que ce soit en utilisant des sonde fluorescentes (FRET) ou enzymatiques

(BRET) (Boute et aÏ., 2002). La détermination de la structure quaternaire des transporteurs

PDR/CDR permettra, entre autres, de mieux comprendre la composition du site de liaison

aux substrats.

C. L’interaction des transporteurs Cdrp avec les lipides

Il existe une interaction étroite entre les transporteurs ABC causant le phénotype

MDR et les différents lipides contenus dans la membrane plasmique (Borst et al., 2000;

Ferte, 2000). D’un côté, ces protéines membranaires doivent fonctionner in vivo dans cet

environnement lipidique qui est très dynamique. La P-gp serait notamment localisée dans

des micro-domaines membranaires distincts des radeaux lipidiques et cavéoles classiques
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(Demeule et aÏ., 2000; Radeva et aÏ., 2005). D’un autre côté, la plupart des composés

cytotoxiques expulsés par les transporteurs ABC sont hydrophobes et les variations dans la

fluidité de la membrane affectent assurément la diffusion passive, donc la sensibilité de la

cellule, à ces composés. La situation devient encore plus complexe chez les levures

lorsqu’on considère que j) les transporteurs ABC du sous-groupe PDR!CDR pourraient agir

in vivo comme translocateurs de phospholipides (Decottignies et al., 1998; Dogra et aï.,

1999; Smriti et al., 2002), ii) des souches cliniques de C. atbicans résistantes aux azoles

démontrent une composition lipidique altérée par rapport aux souches sensibles (Loffler et

al., 2000; Kohui et aÏ., 2002), iii) les antifongiques azolés ciblent une enzyme principale

dans la synthèse de l’ergostérol (un analogue du cholestérol) et iv) un des mécanismes de

résistance dont l’action peut s’ajouter à celle des transporteur est la modification de la voie

de synthèse de l’ergostérol (Chap. 1, section I.D.2.b).

Dans un premier temps, il a été établi que 96% du phosphatidyléthanolamine (PE)

est localisé dans le feuillet interne de la membrane plasmique chez C. albicans et que la

délétion homozygote de CDR] (et de CDR2) augmente cette distribution asymétrique

(Dogra et aÏ., 1999). Ce groupe de recherche a ensuite présenté des résultats indiquant que

Cdrlp, Cdr2p et Cdr3p agissent comme transiocateurs généraux de phospholipides et ce,

d’une façon énergie-dépendante, autant dans un système d’expression hétérologue (S.

cerevisiœ), qu’avec des mutants de délétion C. albicans cdrl, cdr]/cdr2 ou cdr3 (Smnti et

al., 2002). Les trois transporteurs diffèrent dans la direction du mouvement des lipides

qu’ils entraînent. Ainsi, alors que Cdrlp et Cdr2p transfèrent les trois types principaux de

phospholipides (PE, phosphatidylsérine et phospliatidylcholine) du feuillet interne au

feuillet externe (activité « floppase »), Cdr3p dirigerait ces phospholipides dans le sens

inverse (externe à interne; «flippase ») (Smriti et al., 2002). De plus, l’activité floppase de

Cdrlp (mais pas l’activité flippase de Cdr3p) est affectée négativement par trois

médicaments antifongiques. Il y aurait donc une corrélation entre l’activité floppase

(interne-à-externe) de Cdrlp/Cdr2p et leur capacité d’expulser les drogues antifongiques à

l’extérieur de la cellule (Smriti et aÏ., 2002). Il faut cependant considérer que ces auteurs

ont fait usage d’analogues de phospholipides marqués avec une sonde fluorescente (le 7-

nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole-4-yl). Or, il est connu que Pdr5p confère la résistance à ce
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C marqueur fluorescent (Kolaczkowski et al., 1998) et donc, que ce composé peut en soi être

un substrat pour les pompes PDR/CDR. Ceci jette alors un doute sur la capacité des

protéines Cdrp à effectuer le «flip-flop» des phospholipides, puisque ces transporteurs

exprimés de manière hétérologue pourraient interagir uniquement avec la sonde

fluorescente et non pas la portion lipidique.

Il est connu que l’augmentation de la fluidité de la membrane chez des mutants erg

de S. cerevisiœ entraînent une augmentation de la diffusion des drogues antifongiques

(Mukhopadhyay et aÏ., 2002). Il faut remarquer que chez S. cerevisiœ, cette diffusion

passive peut aussi être altérée par d’autres facteurs comme Pdrl6p et Pdrl7p, des protéines

de transfert du phosphatidylinositol (PITP) homologues à Secl4p (van den Hazel et al.,

1999). PDR]6 chez C. albicans est co-régulé positivement avec CDRJ et CDR2 et son rôle

dans la résistance aux azoles est présentement à l’étude dans notre laboratoire (De Deken et

Raymond, 2004; Saidane et aÏ., 2006). Mukhopadhyay et cou, ont ensuite déterminé que

ces changements dans la composition et la fluidité de la membrane du C. albicans, plus

spécifiquement les proportions de sphingolipide et d’ergostérol, peuvent affecter le

fonctionnement de Cdrlp via une mauvaise localisation subcellulaire (Mukhopadhyay et

al., 2004; Prasad et al., 2005). Sachant que i) la tête polaire de certains sphingolipides de

levures est constituée de phosphatidylinositol, le substrat de Pdrl 6p, ii) les radeaux

lipidiques et autres micro-domaines membranaires spécialisés du C. albicans sont

principalement formés de sphingolipides et d’ergostérol (Martin et Konopka, 2004), et que

iii) Cdrlp pourrait être préférentiellement localisé dans ces microdomaines (Pasrija et al.,

2005), on peut donc proposer un lien entre l’activité de Pdrl6p et Cdrlp. Par exemple,

l’activation transcnptionnelle de FDR]6, observée en parallèle avec celle de CDR] et

CDR2 dans une souche ayant acquise une mutation dans le régulateur TAC] (Coste et aï.,

2006), pourrait avoir comme conséquence d’augmenter la quantité et/ou la qualité des

micro-domaines hébergeant la quantité accrue de Cdrlp/Cdr2p. Une hypothèse similaire a

déjà été présentée pour le cas des cellules cancéreuses surexprimant P-gp (Lavie et

Liscovitch, 2000). Cependant, ce modèle est très simpliste. En effet, les mécanismes par

lesquels les PITP, comme Pdrl6p, modulent le transport membranaire et la signalisation

C par les lipides sont encore mal définis (Phillips et al., 2006).
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D’autres membres du sous-groupe PDR chez la levure (Auslp et Pdrl lp) ainsi que

les homologues structuraux des PDRJCDR chez l’humain (ABCG1, -G2, -G4, -G5 et -G8)

sont vraisemblablement impliqués dans le transport des stérols (Li et Prinz, 2004; Wang et

al., 2004). ABCG2 est reconnu principalement pour son rôle dans le phénotype MDR dans

différents cancers (Ste&ova et aÏ., 2004), mais il peut aussi interagir avec le

phosphatidylsérine, les honriones stéroïdiennes et le cholestérol (Woehlecke et al., 2003;

Janvilisn et aÏ., 2003). Tel que mentionné au début de cette section, un lien étroit semble

exister chez certains transporteurs ABC entre leur capacité à conférer le phénotype MDR et

à transporter des molécules lipidiques. Avec les données dont nous disposons

présentement, on ne peut pas réfuter l’hypothèse que certains transporteurs MDR (P-gp,

Pdr5p, Cdrlp, etc...) soient à l’origine des transiocateurs de lipides. Ainsi, ces

transporteurs MDR qui semblent dédiés à la détoxification cellulaire pourrait tout

simplement confondre des xénobiotiques hydrophobes pour des lipides naturels (Borst et

al., 2000; Taimert et al., 2003). Le fait que la délétion de ces gènes ne modifie pas

grandement la croissance cellulaire (en absence de produits toxiques) indique que leur

activité «flip-flop» serait redondante avec d’autres transporteurs de lipides ou que cette

activité n’est pas essentielle à la survie des cellules.

D. L’interaction des transporteurs Cdrp avec les agents

immunosuppresseurs et la voie de signalisation du calcium

Les molécules immunosuppressives tacrolimus (FK506), ascomycine (fK520) et la

cyclosporine A (CsA) peuvent non seulement agir comme substrats de la P-gp et de Pdr5p,

mais peuvent aussi interférer avec l’activité de ces transporteurs (Arceci et aÏ., 1992; Saeki

et al., 1993; Raymond et al., 1994; Rao et Scarborough, 1994; Kralli et Yamarnoto, 1996;

Egner et aÏ., 1998; Demeule et al., 199$; Egner et al., 2000). Maesaki et coli. ont démontré

que le fK506 présentait une synergie avec l’itraconazole pour inhiber la croissance d’une

souche clinique de C. albicans qui surexprime CDR] et que cet effet était corrélé avec une

augmentation considérable de l’accumulation intracellulaire d’itraconazole en présence du

FK506 (Maesaki et al., 1998). Selon Marchetti et coll., le FK506 ou la cyclosporine
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peuvent rendre le FLC fongicide contre C. albicans, plutôt que fongistatique (Marchetti et

al., 2000). Notre étude, présentée au Chapitre 2, confirme effectivement qu’un analogue du

FK506 (le FK520) démontre une synergie antifongique lorsque combiné avec les azoles ou

même avec la rhodamine 6G, chez des transformants de S. cerevisiœ qui surexpriment

CDRI (figures 2-5 et données non-publiées). Globalement, ces études suggéraient une

inhibition par le FK506/520 du transport des azoles par Cdrlp. Toutefois, j’ai démontré que

CDR2 n’est pas affecté par cette combinaison. L’insensibilité de Cdr2p à l’inhibition par le

FK506 a été confirmée avec un système d’expression hétérologue différent (Schuetzer

Muehlbauer et al., 2003a). Sachant que CDR2 est toujours surexprimé avec CDRJ chez les

souches résistantes de Candida spp., cette découverte pose donc une mise en garde aux

stratégies visant à combiner des analogues non-immunosuppressifs du FK506 ou de la CsA

avec des médicaments azolés pour le traitement d’infections fongiques (Odom et aÏ., 1997;

Cardenas et al., 1999; Cruz et aÏ., 2000).

Des études mettent toutefois en doute l’interaction directe entre les transporteurs

fongiques PDR!CDR et le fK506 ou la cyclosporine (et leurs dérivés). Il était en effet

connu que, chez les cellules de mammifères, le fK506 et la CsA sont liés respectivement

par une peptidyl-prolyl isomérase (fK506 Binding Protein; FKBP) et par une cyclophiline,

les complexes résultants étant ensuite responsables de l’inhibition de la calcineurine (Liu et

aÏ., 1991). La calcineunne est une phosphatase fortement conservée chez les eucaryotes. Sa

fonction dépend de la calmoduline (protéine qui lie le calcium) et elle est une composante

clé dans la voie d’homéostasie du calcium et de la réponse immunitaire chez les

mammifères (Hemenway et Heitman, 1999). Une étude génétique élégante a permis de

définir un modèle pour la voie de signalisation du calcium chez S. cerevisiœ, de l’effet des

antagonistes de la caîcineunne (ex: FK506, CsA) ou de la calmoduline (ex: fluphénazine)

sur cette voie et sur la tolérance aux agents fongistatiques (Edlind et al., 2002). La

«tolérance» à un agent antifongique se distingue de la résistance par la capacité des

levures désignées comme sensibles face à ce composé à poursuivre leur croissance à un

rythme lent, mais constant, sur une période prolongée en présence d’une concentration

d’antifongique supérieure à la concentration minimale inhibitrice (MIC). Ce phénomène

(J s’appelle «trailing growth» en anglais. Le modèle élaboré dans cette étude se décrit de la
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façon suivante: une perturbation de la membrane plasmique ou des membranes internes

(par exemple via l’inhibition de la synthèse de l’ergostéroÏ par un traitement aux azoles ou

à la terbinafine) entraîne un influx du calcium dans la cellule provenant de sources

extracellulaires ou de réserves intracellulaires. Suite à la liaison au calcium, la calmoduline

active la calcineurine. Cette dernière serait responsable entre autres de la déphosphorylation

du facteur de transcription Crzlp, qui est alors transféré au noyau pour activer la

transcription de ses gène-cibles incluant la glucane synthase Fks2p et les perméases de

calcium Pmclp et Pmrlp localisées au Golgi (Ediind et aÏ., 2002). L’implication de cette

voie de signalisation dans la survie du C. albicans, C. glabrata et du C. neoformans après

un stress à la membrane à été confirmée par différents groupes (Fox et al., 2001; Crnz et

aÏ., 2002; Sanglard et aï., 2003a; Kaur et al., 2004). Cependant, il n’est pas clair comment

l’activation de la calcineurine entraîne la tolérance aux azoles et autre inhibiteurs de la

synthèse de l’ergostérol, car ni CRZ] ni CRZ2 sont impliqués dans ces phénotypes chez C.

aÏbicans et les gènes effecteurs situés en aval de cette voie ne sont pas connus (Karababa et

aÏ., 2006). Certains chercheurs soutiennent que les transporteurs ABC Pdr5p, Cdrlp ou

Cdr2p n’interviennent pas ou n’auraient tout au plus qu’un rôle mineur dans la synergie

entre les inhibiteurs de la calcineurine (FK506/CsA) et les inhibiteurs de l’ergostérol,

puisque cette synergie n’est pas abolie chez les levures dans lesquelles les gènes encodant

ces transporteurs sont délétés (Edlind et aÏ., 2002; Marchetti et al., 2003). Les effets de

mutations inactivatrices de la calcineurine sont beaucoup plus prononcés sur cette synergie

que la délétion des transporteurs ABC (Crnz et aÏ., 2002; Ediind et al., 2002; Sanglard et

aï., 2003a).

La discussion au Chapitre 2 du présent ouvrage explique clairement notre opinion

sur cette controverse (Gauthier et al., 2003). Aux points énumérés, se rajoutent les

observations récentes de Shukla et Saini démontrant que certaines mutations ponctuelles

(T1351F, T1355A, L1358A et G1362A) localisées dans le TM1 1 de Cdrlp ont pour effet

d’annuler la synergie du FK520 avec le FLC (Shukla et al., 2004a; Saini et al., 2005). La

mutation T1351F annule également la synergie du FK520 avec le cycloheximide, un autre

substrat de Cdrlp dont le mode d’action (inhibition de la synthèse protéique) n’est pas

prédit d’avoir un impact rapide sur l’intégrité de la membrane, causant un influx de calcium
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( qui activerait la calcineurine. Enfin, le fK506/520 interfère efficacement avec l’efflux du

Rh6G par Cdrlp (Schuetzer-Muehlbauer et al., 2003a; Shukla et al., 2004a). Nous ne

remettons pas en question que la synergie antifongique des azoles avec les inhibiteurs de

calcineurine s’explique par une interférence de l’activation de la voie de signalisation du

calcium en réponse à un stress membranaire. Par contre, nos résultats et ceux mentionnés

ci-haut suggèrent que le FK506/520 pourrait agir comme substrat de Cdrlp et Cdr2p, et que

la surexpression de ces deux transporteurs dans les souches cliniques de C. atbicans

module l’efficacité de cette synergie azole+FK506/520. Alternativement, l’inhibition de

Cdrlp par le FK506/520 pourrait être un effet indirect, si l’on considère que chez la plante

Arabidopsis thatiana, une protéine de liaison au FK506, l’immunophiline FKBP42

(TWD 1), s’associe physiquement avec la portion C-terminale de certains transporteurs

ABC de type P-gp et MRP et est capable de moduler leur activité (Geisler et al., 2004).

L’interaction entre le FK520 et les transporteurs Cdrïp/Cdr2p s’est complexifiée

d’un cran lorsque nous avons présenté d’une part que l’expression de CDR] dans S.

cerevisiœ entraîne une hypersensibilité au fK520 et d’autre part, que CDR2 confère la

résistance à ce composé (Figure 2-4). Ce résultat montrait pour la première fois que malgré

la grande similarité entre ces deux transporteurs ABC, ceux-ci peuvent avoir une activité

opposée face à un même composé. Nous avons par la suite testé un transformant S.

cerevisiœ qui exprime un mutant inactif de Cdrlp (K9O1A). Celui-ci est toujours

hypersensible au FK506, indiquant que l’hypersensibilité aux inhibiteurs de calcineurine

dépend de la présence de Cdrlp, mais n’est pas couplée à son activité ATPase (données

non-publiées). Une étude récente propose que Pdr5p pourrait affecter indirectement

l’homéostasie du calcium chez S. cerevisiœ, probablement via une modification du contenu

lipidique de la membrane ou une interaction avec un autre facteur affectant importlexport

du calcium (Tutulan-Cunita et al., 20055). Aussi, il avait été observé que l’expression de

Cdrlp par S. cerevisiœ entraîne une hypersensibilité à un peptide antifongique, cet effet

étant corrélé avec une augmentation d’échange de proton par le transformant CDRJ

(Milewski et al., 2001). Finalement, il est connu que la délétion du NBD de LmrA, une

pompe à efflux de Lactococcus lactis similaire à la P-gp, occasionne un renversement de la

L direction de transport du bromure d’ethidium (EtBr; import au lieu d’export), transformant
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C cette protéine ABC en un symporteur à proton (Venter et al., 2003). L’inversion du

transport par LmrA peut également survenir avec la protéine pleine longueur si la cellule

est dépourvue d’ATP intracellulaire et si la concentration externe d’EtBr est augmentée. En

pareilles conditions, l’import du EtBr se fait en conjonction avec une synthèse nette d’ATP

par LmrA (Balakrishnan et aÏ., 2004). Nous pouvons donc proposer ce mécanisme

hypothétique pour expliquer l’hypersensibilité des transformants CDR] la présence du

FK520 dans la levure occasionne directement ou indirectement un blocage de l’activité

hydrolytique de Cdrlp, ce qui inverse alors la direction du transport de cette protéine,

entraînant alors une augmentation de la concentration intracellulaire de ce composé

(considérant que le FK520 est un substrat de Cdrlp), à un niveau qui devient toxique pour

S. cerevisiœ. Il est évident que ce phénomène, fort complexe, mérite d’être confirmé chez

C. albicans, notamment par des tests d’accumulation intracellulaire à l’aide d’un dérivé

radioactif du FK506 (ex: [3H]-FK506 ou [3H]-FK520), effectués avec une souche mutante

cdr2 qui surexprime CDRJ.

E. Autres caractéristiques et rôles biologiques potentiels des

transporteurs Cdrp de C. albicans

Les quatre gènes CDR caractérisés à ce jour sont tous plus similaires entre eux

qu’aux autres membres du sous-groupe PDR!CDR chez les mycètes. Ils sont également

tous plus similaires à PDR5 qu’aux autres gènes PDR de S. cerevisiœ. On peut donc

déduire que les transporteurs CDRJ-4 sont issus du même gène ancestral, suivi de plusieurs

duplications et une dérive évolutive. Leur maintient dans le génome de C. albicans de

quatre homologues distincts de FDR5 suggère qu’ils jouent des rôles différents ou du

moins, partiellement redondants lorsqu’il est question de Cdrlp et de Cdr2p. Alors qu’il

peut paraître évident que Cdrl p et Cdr2p fonctionnent in vivo chez C. aÏbicans comme

«détoxificateurs» d’une manière analogue à Pdr5p, les résultats présentés au Chapitre 2

laissent présager qu’ils puissent avoir des fonctions biologiques additionnelles et

différentes l’un de l’autre. II suffit de considérer les différences importantes dans leur

régulation basale de CDRJ et CDR2 (Sanglard et aÏ., 1997), leur activité différentielle face
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au FK506/520 et aux agents oxydatifs (Chapitre 2) et leur activité potentielle de

transiocateurs de phospholipides (floppases) (Smriti et al., 2002).

Il existe très peu d’information sur les rôles de Cdr3p et Cdr4p (Balan et aÏ., 1997;

franz et al., 199$b). Tel que mentionné plus haut et dans l’Introduction, ces deux

transporteurs ne semblent pas impliqués dans la résistance aux antifongiques et Cdr3p

pourrait agir comme flippase de phospholipides (Smriti et aÏ., 2002). Nous avions

initialement inclus CDR3 dans l’étude présentée au Chapitre 2, mais l’avons retiré des

analyses puisqu’un important fragment protéolytique provenant de la portion N-terminale

de Cdr3p (environ 67 kDa) était régulièrement détecté dans notre système hétérologue

(données non-publiées). De plus, une fusion CDR3-GfP exprimée dans L cerevisiœ a

permis de déterminer que Cdr3p n’est pas localisé à la membrane plasmique, mais se

retrouve diffus dans le cytoplasme (R. Prasad, communication personnelle). La localisation

intracellulaire de Cdr3p chez C. albicans n’a d’ailleurs pas encore été déterminée. Il est

intéressant de remarquer que malgré le clivage d’une importante portion, Cdr3p pouvait lier

le IAARhÏ23 et l’[3H]azidopine, avec une efficacité similaire à celles de Cdrlp et de

Cdr2p, indiquant que la capacité de fonctionner comme pompe à efflux n’est pas

uniquement déterminée par la capacité de reconnaître et de lier les composés cytotoxiques

(données non-publiées). Grâce à un alignement de séquence avec les autres membres de la

famille Cdrp, Cdr3p se distingue par une extension de 17 a.a. en position C-terminale.

Cependant, aucun motif connu ne se retrouve dans cette extension (données non-publiées).

L’expression spécifique aux cellules opaques de CDR3, tel qu’observé chez la souche WO

1 (Balan et al., 1997), suggère que ce transporteur pourrait avoir un rôle à jouer dans cette

transition phénotypique, ou alors fonctionner comme transporteur d’une molécule encore

inconnue, qui est spécifique aux cellules opaques (Lockhart et al., 2003). La transition

phénotypique «white-opaque» étant nécessaire à la conjugaison (« mating »), CDR3 et

CDR4 pourraient donc avoir une influence sur ces processus se déroulant à faible

température, par exemple chez les cellules de C. aÏbicans colonisant la peau (Magee et

Magee, 2004; Soll, 2004). Cette hypothèse sera assurément analysée en détail dans les

années à venir et nécessite la délétion de CDR3 et/ou CDR4 chez des souches capables

C d’effectuer cette transition phénotypique.
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Le séquençage du génome entier de C. aÏbicans a permis de déterminer la présence

de 9 transporteurs ABC appartenant au sous-groupe PDRJCDR (Braun et al., 2005; Gaur et

aï., 2005a). CDR5 (CDR]]/CDR99) est encodé par deux ORF interrompus. En fusionnant

les séquences en a.a. de ces deux ORF, on obtient un transporteur qui est encore plus

similaire à Cdrl p et Cdr2p que Cdr3p ou Cdr4p (données non-publiées; voir Tableau 1-4 et

Chap.1 section II.C.1). Ainsi, il serait important d’analyser l’implication de CDR5, et aussi

celles de CaSNQ2 et des deux homologues de ScYOLO75c dans la résistance multiple aux

agents antifongiques.

Un domaine encore relativement inexploré est l’analyse des différentes

modifications post-traductionnelles chez les transporteurs Cdrp et la possibilité d’une

régulation différentielle à ce niveau. La migration sur gel et l’immunodétection de Cdrlp et

Cdr2p provenant d’extraits membranaires de C. albicans démontrent généralement

plusieurs bandes, pouvant être attribuées à diverses modifications post-traductionnelles.

C Ceci est particulièrement évident pour la moitié N-terminale de Cdr2p (Figures 2-3, 3-3 et

3-4). Il a été déterminé que la phosphorylation de Cdrlp et Pdhlp de C. gtabrata par la

protéine kinase A est importante pour leur activité (Wada et aÏ., 2002). Notamment, la

déphosphorylation et la mutation de sites consensus de phosphorylation dans le NBD1

présentaient des effets différentiels sur CgCdrlp et CgPdhlp (Wada et al., 2005). 11 est

donc permis de supposer un impact similaire de la phosphorylation sur les activités

d’hydrolyse et dc transport pour CaCdrlp et CaCdr2p chez C. albicans. Pdr5p est

également phosphorylé par la caséine kinase I (Decottignies et aï., 1999). Des résultats

obtenus avec Pdr5p de Kluyverornyces lactis laissent supposer que sa déphosphorylation

puisse être effectuée par la phosphatase Sit4p (Chen, 2001). SIT4 est impliqué dans les

changements phénotypiques et la virulence chez C. albicans (Lee et aï., 2004), ainsi que

dans le système ubiquitine-protéasorne chez S. cerevisiœ (Singer et aï., 2003). Sachant que

la dégradation et le recyclage de Pdr5p sont contrôlés entre autres par ce système

phylogénétiquement conservé, on peut alors penser qu’une régulation similaire s’effectue

chez C. aÏbicans (Plemper et aï., 1998; Moye-Rowley, 2005). Une autre modification

L courante pour les protéines membranaires est la glycosylation. Alors que Cdrlp possède
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deux sites consensus de N-glycosylation dans les boucles extracellulaires entre les TM5-6

et les TM11-12, ces sites sont absents de Cdr2p. Par contre, il a été démontré chez la P-gp

des mammifères que la mutation des sites de glycosylation n’affecte pas l’activité du

transporteur (Urbatsch et al., 2001), ce qui jette un doute sur l’importance de cette

différence entre Cdrlp et Cdr2p.

Les rôles de Cdrlp et de Cdr2p dans la formation des biofiims et la résistance de ces

structures aux agents antifongiques sont encore mal compris (voir Chap. 1 section I.D.3).

Ce sujet a été discuté en détail dans la revue suivante; (Mukherjee et al., 2005a). En

résumé, il est probable qu’une augmentation de la transcription de CDRJ et CDR2 joue un

rôle dans la phase initiale de la formation du biofiim, soit lors de l’adhérence des cellules à

la matrice. Cependant, d’autres mécanismes doivent être avancés pour expliquer le

maintient des niveaux élevés de résistance dans le biofilm mature, par exemple la

modification du contenu en ergostérol. Récemment, il a été déterminé que la transcription

de CDRJ et CDR2 est activée par le famésol (Enjalbert et Whiteway, 2005). Cette molécule

C de signalisation agit dans le système de «quorum-sensing» afin de contrôler la

prolifération des cellules selon la densité de la population. Il faut rappeler qu’une molécule

qui active la transcription d’un gène ABC n’est pas nécessairement un substrat pour ce

transporteur. Donc même si le famésol n’est pas un substrat pour Cdrlp ou Cdr2p,

l’activation des deux gènes (CDR]/CDR2) par cette molécule suggère un lien étroit entre

les deux transporteurs, le quorum-sensing et la formation de biofilm par C. aÏbicans

(Hogan, 2006). Cdrlp et Cdr2p peuvent également transporter des hormones stéroïdiennes

(Krishnamurthy et al., 1998c). Les niveaux de transcription de CDR1 et CDR2, ainsi que

leur homologue humain ABCG2, peuvent être modulés par l’estrogène (Cheng et al., 2006;

Krishnamurthy et Schuetz, 2006). Ceci pourrait suggérer un rôle de ces transporteurs dans

la réaction du C. aÏbicans aux variations hormonales de son hôte naturel, soit les

mammifères.

Au Chapitre 2, nous avons également proposé un impact de l’activité de Cdr2p sur

la réponse au stress oxydatif, qui est causé in vivo suite à la phagocytose du C. albicans ou

à. la libération de cytokines par les cellules du système immunitaire. Notons que des
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résultats préliminaires dans notre laboratoire suggèrent une communication croisée possible

entre les voies de signalisation dirigée par Caplp et Taclp. Caplp est l’homologue de

Yaplp chez C. albicans et ces facteurs sont connus pour leur implication dans la réponse au

stress oxydatif (Alarco et Raymond, 1999; Wang et aÏ., 2006), alors que Taclp est le

facteur dominant dans le contrôle transcriptionnel de CDRJ et CDR2 (Coste et al., 2004). 11

reste à déterminer si des molécules telles que le H202 et le diamide peuvent être

directement transportées par Cdr2p. Des données non-publiées avec les mutants CÏ9YK et

K899C indiquent que la résistance au diamide dépend de l’activité ATPase de Cdr2p,

tandis que l’hypersensibilité au H202 conférée par CDR2 est indépendante de cette activité.

Il est donc plausible que le diamide soit un substrat reconnu et transporté directement par

Cdr2p, tandis que le phénotype d’hypersensibilité au H202 serait un effet indirect. En fait,

l’implication des transporteurs dans la réaction du C. albicans au stress oxydatif est un

sujet encore inexploré (Lorenz et aÏ., 2004; Fradin et al., 2005). Ici encore, un lien pourrait

exister entre la résistance au stress oxydatif et le « quorum-sensing» (Westwater et aï.,

2005), ce qui rend encore plus intéressante l’analyse de la contribution des transporteurs

r ABC dans ces processus.

II. La caractérisation des NBD de Cdrlp et Cdr2p et les conséquences de la

divergence de leurs motifs de liaison à l’ATP

L’énergie nécessaire à la translocation des substrats chez les transporteurs ABC

provient de l’hydrolyse de l’ATP par les domaines de liaison des nucléotides (NBD)

cytoplasmiques. La première structure à haute résolution d’un NBD (HisP) a été publiée en

1998 et nous a montré une architecture bilobée (Hung et al., 1998). Le lobe I est formé de

feuillets f3 et contient le site de liaison à l’ATP, alors que le lobe II est formé

essentiellement d’hélices a (Figure 1-5). Au cours des années subséquentes, cet

agencement tridimensionnel fut confirmé par au moins dix-huit structures de NBD de

protéines ABC différentes, provenant autant d’organismes bactériens qu’eucaryotiques

(figure 4-2). Cette forte conservation au niveau de la structure de ce domaine indique que

son rôle et son fonctionnement auraient également été conservés au cours de l’évolution.

L De plus, le mécanisme hydrolytique des NBD serait non seulement conservé chez les
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Q,, transporteurs ABC, mais il serait aussi similaire à celui opérant chez plusieurs hélicases

telles que RecA, l’hélicase T7 et le facteur d’élongation elF4A (Geourjon et aï., 2001). On

peut ainsi postuler que cette conservation de relations structure-fonction devrait s’appliquer

également aux NBD des transporteurs Cdrp de C. albicans.

Au niveau de la séquence primaire, trois motifs consensus définissent

l’appartenance à la superfamille des protéines ABC, soit la boucle de liaison aux

phosphates nommée Walker A ou P-loop (GxxxxGKS/T), le motif Walker B ((p(p(pipDE; (p

représentant n’importe quel a.a. hydrophobe) (Walker et al., 1982) et la « signature ABC»

(LSGGQ) (Hyde et aï., 1990; Schneider et Hunke, 1998). Deux acides aminés sont

également fortement conservés chez les protéines de la superfamille ABC, soit une

glutamine située à mi-chemin entre les motifs Walker A et signature, ainsi qu’une histidine

située en aval du motif Walker B, formant respectivement la boucle glutamine (Q-loop) et

la boucle histidine (H-loop) (Linton et Higgins, 1998; Hopfner et al., 2000). Les fonctions

jouées par ces motifs sont décrits au Chapitre 1, section II.A.2 (voir Figures 1-5 et 1-6).

Brièvement, le motif Walker A forme une boucle de liaison aux phosphates typique (P

loop), nécessaire à la stabilisation et l’orientation de la chaîne triphosphate de l’ATP via

Figure 4-2: Conservation de la structure tertiaire des NBD. La structure du NBD HisP (à gauche; PDB #

ibOu) de l’importeur de l’histidine chez Saïmonella thyphimurium est fortement similaire à celle du NBD de

TAPi (à gauche; PDB # ljj7) qui forme avec TAP2 l’exporteur des peptides antigéniques chez Homo

sapiens. figure produite avec le logiciel PyMOL v.O.98 (DeLano Scientific LLC).

G

C



174

une série de ponts hydrogènes, alors que l’acide aspartique du motif Walker B coordonne la

position d’un ion Mg, cofacteur essentiel à l’hydrolyse de l’ATP (Davidson et Chen,

2004). La forme spatiale du P-loop et ses interactions moléculaires avec les phosphates du

trinucléotide sont étonnamment bien conservées chez une grande diversité d’ATPases,

GTPases et kinases (Saraste et al., 1990; Smith et Rayment, 1996; Leipe et aï., 2002;

Ramakrishnan et cii., 2002; Leipe et aÏ., 2003)

A. Origine évolutive des gènes CDR et de la cystéine atypique

Chez les transporteurs ABC de levures impliqués dans la résistance aux agents

antifongiques, comme Pdr5p, Cdrlp et Cdr2p, la lysine du motif Walker A est remplacée

par une cystéine dans le NBDÏ (Figure 1-11) (Balzi et al., 1994; Prasad et aÏ., 1995;

Sanglard et al., 1997). Cette substitution est intrigante puisque des mutations conservatives

et non-conseiwatives de cette lysine réduisent considérablement ou abolissent les activités

ATPase et de transport de plusieurs protéines ABC (Azzaria et aÏ., 1989; Berkower et

Michaelis, 1991; Muller et ai., 1996; Davidson et Sharma, 1997; Urbatsch et aï., 1998; Gao

et ai., 2000; van Veen et al., 2000; Vergani et al., 2003).

La substitution de la lysine du motif Walker A pour une cystéine semble présente

uniquement chez deux types d’organismes, soit les levures du phylum des Ascomycètes et

le protozoaire amibien Dictyosteiium discoideum. Chez ces organismes, la substitution est

toujours positionnée dans le NBD situé en position N-terminale (NBD1; Figure l-11) et

elle se retrouve seulement dans les transporteurs pleine-longueur. Chez D. disco ideum, il y

a 21 gènes ABC de type PDR (ABCG), dont 15 sont des transporteurs pleine-longueur

(Anjard et Loomis, 2002). Ceux-ci peuvent être séparés en deux groupes distincts. Le

groupe 1 contient les gènes PDR qui s’apparentent à ceux des plantes, tandis que le groupe

2 rassemble les homologues des PDR de levures, ces derniers contenant la cystéine

atypique dans le NBD1. Enfin, les demi-transporteurs ABCG de D. discoideum (groupe 3)

sont semblables à ceux retrouvés chez les Animaux et les Plantes. Ainsi, il est possible que

l’ancêtre commun aux Eucaryotes ait possédé les trois types de transporteurs PDRJABCG,

tout con-m-ie la situation actuelle chez D. discoideum. Cependant, au cours de l’évolution,
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les gènes PDR du groupe 2 (pleine-longueur, cystéine atypique) n’ont été maintenus que

chez les Ascomycètes et certaines amibes. Les Animaux n’auraient conservés que les demi-

transporteurs. Alternativement, si l’on tient compte des faits suivants; j) DictyosteÏium est

phylogénétiquement plus éloigné des levures que les Animaux (Baldauf et Palmer, 1993;

Baldauf et al., 2000), et ii) d’autres substitutions pour cette lysine (Arg ou Gln) sont

également apparues chez des transporteurs ABC bactériens (perméases spécialisées dans

l’import de sucres) (Jones et George, 1999), il est également possible que cette mutation

Lys (codon AAA ou AAG) à Cys (codon UGU ou UGC) soit apparue indépendamment au

moins deux fois au cours de l’évolution. Quant à la configuration génétique dite

«inversée» des PDRICDR pleine-longueur, des analyses de séquence laissent supposer

qu’elle serait apparue suite à la copie de la région centrale d’un transporteur complet de

type ABCA (TMD1-NBD1-TMD2-NBD2), suivi d’une fusion de deux copies de ce gène

ancestral (Dean et al., 2001; Anjard et Loomis, 2002). Une analyse phylogénétique plus

fine serait nécessaire afin de déterminer de quelle façon et à quel moment sont apparues les

substitutions de Lys à Cys au cours de l’évolution.

o
B. Asymétrie fonctionnelle des NBD

Nous avons donc évalué les conséquences fonctionnelles de cette substitution chez

le transporteur Cdr2p (Chapitre 3). Notre étude de mutagénèse a dévoilé que les deux NBD

de Cdr2p contribuent positivement au fonctionnement du transporteur, mais avec une forte

asymétrie. Nous avons montré que, malgré cette Cys 191 atypique du motif Walker A, le

NBDÏ de Cdr2p est capable de lier un dérivé photoactivable de 1’ATP ([Œ-32P]8N3ATP).

Étonnamment, le NBD2, qui possède les séquences consensus Walker A et B, n’est pas

photomarqué de manière efficace par ce dérivé de l’ATP. Ce résultat sous-tend une

différence structurale importante entre les deux NBD de ce transporteur. Cependant, un

résultat préliminaire de fractionnement des extraits membranaires par gradient de sucrose

nous indiquait que seulement une faible proportion de la moitié C-terminale de Cdr2p

(NBD2+TMD2) migrait dans la fraction au fond du gradient, soit celle où on retrouve la

plus grande quantité de la moitié N-terminale ou la protéine pleine-longueur. Ce

t phénomène se produit également chez les cellules qui co-expriment la moitié N-terminale
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avec la moitié C-terminale. Par contre, un marquage métabolique, suivi d’une co

immunoprécipitation dévoile sans aucun doute une interaction physique entre les moitiés

N- et C-terminales (données non-publiées). Ceci suggère que seulement une portion de la

moitié C-terminale de Cdr2p qui est synthétisée dans les cellules S. cerevisiœ TY3 10 serait

adéquatement localisée à la membrane plasmique. Malheureusement, des expériences

d’immunofluorescence indirecte utilisant l’anticorps générique RXb, qui est dirigé contre la

portion C-terminale de Cdr2p, n’ont pas été concluantes. Le fait qu’une fraction des demi-

protéines C-terminales synthétisées ait acquis la conformation tertiaire appropriée est

appuyé par sa capacité à lier le substrat IAARh123 et par la capacité du transporteur

reconstitué (N+C) à conférer la résistance, avec la même spécificité pour les antifongiques

que le transporteur entier (Figure 2-3). Ainsi, la faible capacité du NBD2 à être

photomarqué par le [a-32P]8N3ATP peut non seulement être interprétée comme étant le

reflet d’une faible affinité pour ce dérivé, mais également comme le résultat du

photomarquage efficace d’une très faible proportion des moitiés C-terminale produites par

la cellule.

C
L’étude présentée au Chapitre 3 montre que la mutation de la lysine conservée du

NBD2 pour une cystéine (K899C) a pour effet d’abolir la résistance aux composés

antifongiques et l’activité ATPase de Cdr2p, sans toutefois affecter la liaison du [a

32P]8N3ATP, dans le contexte de la protéine pleine-longueur. Ce résultat indique une

communication allostérique et une forte coopération entre les deux NBD, puisque le NBD1

intact de ce mutant K899C n’est pas suffisant pour activer le transport des substrats. Cette

conclusion a été initialement déduite grâce à la mutagénèse des lysines conservées

présentent dans les motifs Walker A de la P-gp (Azzaria et al., 1989) et a été validée par la

suite avec différents transporteurs ABC (voir la section précédente). Par contre, les

mutations Ala et Lys de la cystéine atypique du NBD1 (C191A et CI9IK) n’entraîne pas

de perte d’activité appréciable chez Cdr2p. Ceci indique que les deux domaines de liaison à

l’ATP de Cdr2p possèdent des éléments structuraux qui sont non seulement distincts l’un

de l’autre, mais aussi de la plupart des NBD des transporteurs ABC ayant été étudiés à ce

jour. De plus, Pdr5p et Cdrlp diffèrent des autres transporteurs ABC par le fait que leur

L activité hydrolique n’est pas stimulée par la présence de substrat (Decoffiguies et al.,
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1994; Nakamura et al., 2001; Shukla et al., 2003). Par contre, dans ces études, Pdr5p et

Cdrlp étaient en présence de molécules lipidiques et celles-ci pourraient agir comme

substrats pouvant activer l’hydrolyse (voir section I.C). Ainsi, même s’il est prédit que le

cycle catalytique des transporteurs Cdrp diverge de modèle général «ATP switch » (figure

1-9 et (Higgins et Linton, 2004)), deux de nos observations avec Cdr2p indiquent

néanmoins que son fonctionnement procède selon les prinçipes fondamentaux de ce

modèle, soit l’interdépendance des deux NBD de Cdr2p (mise en évidence par la mutation

K$99C et la co-expression des moitiés qui est nécessaire à la formation d’un transporteur

actif) ainsi que la liaison du substrat par chaque moitié de Cdr2p (exprimées

indépendamment, donc inactives), indiquant que la liaison du substrat ne nécessite pas, et

peut donc précéder, l’interaction entre les deux NBD et l’hydrolyse subséquente de l’ATP.

Deux méthodes sont couramment utilisées pour évaluer l’activité ATPase des

transporteurs ABC. La première méthode, nommée «test colorimétriquc », est basée sur la

quantification du phosphate inorganique relâché par le transporteur ABC (purifié ou

présent en grande quantité dans un extrait protéique), suite à une réaction d’hydrolyse en

utilisant le Mg•ATP comme substrat. La détection du phosphate s’effectue par une réaction

colonmétrique (voir les sections «Experimental» et «Results» du Chap. 3). Lorsque le

transporteur ABC n’est pas purifié, un inhibiteur spécifique est ajouté à certains

échantillons afin de distinguer l’activité du transporteur des protéines ATPases

contaminantes. La différence d’activité ATPase en absence versus en présence de cet

inhibiteur est considérée comme l’activité spécifique du transporteur. Le phosphate

initialement présent dans les solutions ou l’extrait protéique est quantifié au temps «0

mm» et est soustrait de l’activité spécifique du transporteur. L’orthovanadate de sodium

(Na3VO4) est souvent utilisé comme inhibiteur d’ATPase chez les transporteurs ABC

(Urbatsch et al., 1995). Cependant, il a été déterminé que même si les activités ATPases de

Pdr5p et Cdrlp sont partiellement sensibles au vanadate, l’oligomycine est aussi un

inhibiteur efficace et très spécifique à ce type de protéine, résultant en une meilleure

discrimination avec l’activité ATPase de la pompe à proton membranaire Pmalp

(Decottignies et al., 1994; Nakamura et al., 2001). L’oligomycine est un antibiotique de

type macrolide (peptide cyclique) qui se lie à 1’ATP synthétase, ce qui bloque le
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(F métabolisme mitochondrial. Ce composé inhibe de manière compétitive le transport de la

Rh6G par Pdr5p, ce qui suggère une interaction directe avec ce transporteur ABC

(Kolaczkowski et al., 1996). En utilisant le protocole développé pour Cdrlp, nous avons

découvert une activité ATPase oligomycine-dépendante pour Cdr2p, dont l’intensité est

similaire à celle rapportée pour Cdrlp (figure 3-5) (Nakamura et al., 2001). Ainsi, comme

Pdr5p et Cdrlp, Cdr2p est également une ATPase active, malgré la présence de résidus

atypiques dans ses deux NBD (figure 1-1 1). De plus, nos résultats indiquent que la Cysl9l

n’est pas essentielle à l’activité hydrolytique de Cdr2p, puisque les mutants CI91K et

C19ÏA hydrolysent l’ATP aussi efficacement que le Cdr2p sauvage. Il n’a pas été possible,

avec ce test colorimétnque, de quantifier l’activité ATPase chez des extraits de membranes

contenant les moitiés de Cdr2p, qu’elles soient exprimées seules ou en combinaison. Ainsi,

avec les conditions actuelles, ce test ne nous permet pas de déterminer la contribution

relative de chaque NBD à l’activité ATPase de Cdr2p.

Une deuxième méthode permettant de mesurer l’activité hydrolytique d’un

transporteur ABC est le test de blocage des nucléotides (nucleotide-trapping). Le vanadate

est utilisé régulièrement dans ce genre de test (Urbatsch et al., 1995). Par contre, le fluorure

de béryllium (Befx) s’est montré supérieur au vanadate dans le cas de Cdr2p (données non-

publiées). Le Befx est un analogue chimique du phosphate, et tout comme l’ion vanadate,

il prend la position du 7-phosphate relâché suite à l’hydrolyse de l’ATP et a pour effet de

stabiliser l’ADP dans le site actif (Sankaran et al., 1997). Ce test s’effectue en conditions

d’hydrolyse avec le dérivé photoactivable [a-32P]XN3ATP comme substrat. Les complexes

stabilisés protéine [a-32P] 8N3ADPBefx subissent un lavage par centrifugation, suivi d’un

photomarquage aux rayons UV et d’une migration sur gel. En absence de Befx, le [a

32P]8N3ADP se dissocie plus rapidement de l’ATPase, ce qui cause un signal radioactif

moins intense. Ce test de nucleotide-trapping est très sensible, puisque qu’en théorie, il

permet de détecter un seul événement d’hydrolyse et il bloque le transporteur dans un état

post-hydrolytique, ce qui peut être utile pour vérifier d’autres paramètres biochimiques

durant cette étape précise du cycle catalytique (ex: la liaison des substrats). Aussi, la

séparation sur gel permet de visualiser l’activité hydrolytique de la protéine d’intérêt, sans

L avoir recours à sa purification. Nous avons déterminé que le Cdr2p sauvage possède une
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activité de nucleotide-trapping (à 37°C) qui est dépendante du BeFx et du Mg, et qui est

diminuée à 4°C ou en présence d’oligomycinc (données non-publiées). Cependant, les

différents mutants Cdr2p qui sont inactifs selon les tests de résistance, d’accumulation de

Rh6G ou le test d’ATPase colorimétrique (K899C, K899A) possèdent également une

activité de nucleotide/BeFx-trapping qui est similaire au Cdr2p sauvage (de 70+20% à plus

de 100%). Une telle disparité a été observée auparavant avec des mutants inactifs de la P

gp qui possèdent une activité en nucleotide-trapping. Deux hypothèses ont été avancées

pour expliquer ce phénomène; i) une étape du cycle catalytique subséquente à l’hydrolyse

est déficiente chez ces mutants, par exemple une capacité réduite à relâcher le nucléotide

diphosphate, ou ii) ces mutants peuvent effectuer un premier cycle catalytique, mais ne

peuvent entrer dans un deuxième cycle, réduisant ainsi grandement l’activité ATPase et le

transport des substrats (Sauna et al., 2002; Carrier et al., 2003). Dans notre cas, en

considérant que j) le NBD2 de Cdr2p ne puisse être photomarqué efficacement par le [a

32P]SN3ATP, malgré des motifs traditionnels de liaison aux nucléotides et ii) des mutations

de la Lys899 conservée du NBD2 inactivent le transporteur, nous suggérons que même si

C ce dérivé peut être utilisé par Cdr2p, il ne représente pas adéquatement les interactions

moléculaires entre l’ATP naturel et Cdr2p. Une hypothèse alternative serait que le NBD2

possède une très forte activité ATPase qui n’est pas ralentie de façon significative à 4°C ou

par le BeFx.

Malgré les limites du test de nucleotide-trapping pour étudier l’hydrolyse de l’ATP

par Cdr2p, l’intérêt principal de cette technique est sa capacité d’évaluer indépendamment

les deux moitiés de Cdr2p, ces dernières ayant des poids moléculaires différents. La Figure

4-3A montre que la co-expression des deux-moitiés est nécessaire pour détecter le blocage

du [Œ-32P]$N3ADP au NBD1 (colonnes N vs N+C; données non-publiées). Ce résultat

suggère que le NBD1 sauvage possède une activité ATPase qui est dépendante de la

présence du NBD2. La faible efficacité du photomarquage de la moitié C-terminale par le

[Œ-32PI8N3ATP rendait impossible la visualisation de l’hydrolyse au NBD2 par cette

technique (Figure 4-3 B). Ce test de nucleotide-trapping dévoile aussi une conséquence

intéressante de la mutation C191K au niveau moléculaire. En effet, cette mutation, qui

C rétabli la séquence consensus du motif Walker A, cause une rétention du nucléotide
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radioactif au NBD1 de manière indépendante du BeFx, autant dans le contexte d’une

mutation simple ou double (Figure 4-3A, colonnes N*+C et N*+C*,
- BeFx). La mutation

C191A ne cause pas cet effet (données non publiées). Un phénomène similaire avait été

observé précédemment avec des variantes mutées de P-gp, MRP 1 et BmrA, chez lesquelles

le résidu Glu suivant le motif Walker B est muté pour Gin ou Asp (Sauna et al., 2002;

Carrier et al., 2003; Orelle et al., 2003; Payen et al., 2003). Une étude plus poussée de ces

mutations chez P-gp démontre que celles-ci ont plutôt tendance à affecter la formation de

l’interface normale entre les deux NBD, ce qui réduit la cinétique (turnover) de l’activité

ATPase (Tombline et al., 2004a; Tombline et al., 2004b). Alors que le double mutant

C191K1K899C est totalement inactivé (ATPase, accumulation de Rh6G et résistance), la

mutation simple C191K au NBD1 n’entraîne pas de perte importante d’activité ATPase, ni

de transport de Rh6G, mais affecte partiellement la résistance au fluconazole (Figures 3-l

et 3-5). Même si nous n’avons pas déterminé expérimentalement si le nucléotide retenu a

été hydrolysé ou non ([a-32P]8N3ADP ou [Œ-32P]8N3ATP), nous pouvons néanmoins

conclure que î) la rétention constitutive de nucléotide par le NBD1 C191K n’explique pas à

elle seule la perte d’activité du Cdr2p C191K/K899C et ii) un changement d’affinité pour

les nucléotides aux NBD1 (augmentation par la mutation C19IK et diminution pour

CÏ91A) entraîne une modification dans l’interaction de Cdr2p avec ses substrats,

probablement via un changement dans la communication NBD-TMD. La mutation K$99C

semble affecter négativement le « trapping» au NBD1 sauvage (Figure 4-3A, colonne
N+C*). Cependant, compte tenu que les niveaux de trapping au NBD1 ne corrèlent pas

avec l’activité ATPase de Cdr2p tel que quantifiée par le test colorimétnque avec l’ATP

naturel, il serait hasardeux d’utiliser ce résultat pour expliquer la perte totale d’activité

causée par la mutation K899C au NBD2.

o
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52.2-

B
FL C C* N+C N*+C N+C* N*+C*

BeFx:- + - + -+ -+ -+ -+ - +

207-
4FL

119-

98.5-

56.7-

IP: RXb

Figure 4-3: Blocage des nucléotides di-phosphates par le béryllium fluoride (Befx-trapping). Une

augmentation du signal en présence de Befx indique une hydrolyse du [Œ-32Pj8N3ATP en [x-32P]8N3ADP

par la protéine marquée. (A) BeFx-trapping à la moitié N-terminale de Cdr2p. Des extraits de membranes

totales (25 jig) provenant de la souche contrôle (CTL), de cellules exprimant le Cdr2p sauvage pleine-

longueur (FL) ou les moitiés N- etlou C-terminales (N* contient la mutation C191K: C contient la mutation

K899C) ont été pré-incubés dans une solution de marquage avec (-I-) ou sans (-) Befx pendant 3 min à 37 oc.

La réaction fut initiée par l’ajout de 10 1iM de {c-32P]$N3ATP, poursuivie pendant 10 min à 37 °C et stoppée

en plaçant les tubes sur eau-glace (2 °C). Les nucléotides radioactifs non-incorporés ont été retirés suite à une

centrifugation à haute vitesse. Les culots de protéines ont été nettoyés, puis solubilisés avec de la solution

fraîche et ensuite irradiés aux rayons UV. Les protéines marquées furent séparées par SDS-PAGE (gel 10%).

La flèche indique la position de la moitié N-terminale. Les étoiles indiquent des protéines ATPase endogènes

de S. cerevisiœ dont une qui migre à la position attendue pour la moitié C-terminale de Cdr2p (environ 73

kDa). (B) BeFx-trapping à la moitié C-terminale. Les échantillons ont été manipulés comme en A, mais avec

250 .tg de protéines membranaires et 15 iM [-32P]8N3ATP. Après lavage et photomarquage, les

échantillons ont été soumis à une immunoprécipitation (IP) avec l’anticorps RXb (anti-Cdrp générique,

reconnaissant la portion COOH de Cdr2p). Les complexes immuns ont été séparés par SDS-PAGE (gel

7.5%).

Q
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On sait que les NBD des transporteurs ABC sont identiques à plus de 30% des

bactéries jusqu’à l’homme (Figure 1-5 et 4-l). De plus, plusieurs transporteurs ABC

fonctionnent avec deux copies du même NBD (les deux sous-unités étant encodées par le

même polypeptide). Avec 26% d’identité en a.a., les deux NBD des protéines PDR/CDR

présentent un niveau d’homologie parmi les plus faibles dans la superfamille des

transporteurs ABC. En plus de la substitution Lys à Cys dans le motif A du NBD1, les

protéines fongiques PDRICDR possèdent d’autres déviations importantes dans le motif B

du même NBD1 (I2CWDN au lieu de pfpppDE; voir Figure l-11). La Gin étant un résidu

hydrophile et non hydrophobe, alors que l’Asn occupe la position d’un Glu fortement

conservé, qui serait impliqué dans la réaction catalytique (Orelle et aÏ., 2003; Tombline et

aï., 2004a). Parallèlement, le motif signature du NBD2 présente aussi d’importantes

substitutions (LNVEQ au lieu de LSGGQ), dont la deuxième glycine du motif consensus

qui est particulièrement importante, puisqu’invariablement conservée. La mutagénèse

dirigée de cette glycine occasionne une perte totale d’activité ATPase chez une variété de

protéines ABC (Schmees et al., 1999; Loo et al., 2002; Szentpetery et al., 2004; Chen et

C al., 2004b). Pourtant, les transporteurs PDR!CDR sont clairement actifs. Selon les

connaissances actuelles sur la structure et le fonctionnement des transporteurs ABC

(Oswald et aÏ., 2006), il est difficile de concevoir, d’un point de vue moléculaire, comment

s’effectue la liaison et l’hydrolyse des nucléotides chez ces pompes à efflux fongiques.

La présence de résidus atypiques dans les motifs impliqués dans l’interaction avec

l’ATP est surprenante, mais pas exceptionnelle. En effet, un petit groupe de transporteurs

ABC bactériens (importeurs de sucres, ex RbsA, AraG, XyIG) possède soit une glutamine

ou une arginine à la place de la lysine dans le motif Walker A du NBD situé en position C-

terminale (NBD2). Comme dans le cas des transporteurs ABC fongiques du sous-groupe

PDR’CDR, la dégénérescence des motifs A et B dans un NBD est invariablement associée

à des déviations importantes dans le motif signature de l’autre NBD du même transporteur.

Cette observation a mené à un premier modèle de diménsation des NBD (Jones et George,

1999), fort semblable à celui qui a été observé expérimentalement grâce aux structures 3D

de Rad5O et de MJ0796 (Hopffier et aÏ., 2000; Smith et aÏ., 2002). L’agencement des
f-

déviations dans les motifs importants pour l’interaction avec l’ATP chez ces transporteurs
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corrèle donc très bien avec la formation d’une dimérisation des deux NBD dans la

configuration «ATP sandwich» (Smith et al., 2002). Cette dimérisation dans laquelle le

motif signature (lobe II) vient compléter le site de liaison contenu dans le NBD adjacent

suite à la liaison de deux molécules d’ATP (voir figure l-6) a non seulement été observée

lors de la cristallisation de transporteurs ABC complets (Locher et aÏ., 2002; Chang, 2003),

mais elle est aussi supportée par des données biochimiques (Qu et Sharom, 2001; Fetsch et

Davidson, 2002; Loo et al., 2002). Cet agencement qu’adoptent les NBD lors du cycle

catalytique explique à la fois la nécessité pour un transporteur ABC d’avoir deux NBD

fonctionnels, ainsi que l’observation d’une forte coopérativité entre les deux NBD (Azzaria

et aÏ., 1989; Senior et Bhagat. 199$) et est en accord avec le postulat d’un mécanisme

catalytique fonctionnant en alternance (Senior et al., 1995; Higgins et Linton, 2004;

Tombline et al., 2005). Notre caractérisation de l’interaction de Cdr2p avec la rhodamine et

l’ATP, particulièrement dans le contexte de la co-expression de ses deux moitiés, indique

effectivement que les deux NBD coopèrent étroitement et que l’intégrité du motif A dans le

NBD2 est particulièrement importante pour l’activité enzymatique du transporteur.

C
C. Purification du NBD1 de CdrÏp et mutagénèse Cys/Lys chez Cdrlp

En utilisant une technique similaire à celle ayant permis la caractérisation de

l’activité hydrolytique de Pdr5p et de Yorlp (Decottignies et al., 1994; Decottignies et aï.,

1998), une activité NTPase a pu être démontrée pour Cdrlp lorsque cette protéine est

surexprimée de manière hétérologue dans la souche AD 1-8 de S. cerevisiœ dans laquelle

sept transporteurs ABC endogènes ont été délétés (Nakamura et aÏ., 2001). Comme pour

Pdr5p, l’activité NTPase de Cdrlp est maximale à pH 7.5 et est sensible à I’oligomycine.

Une publication du laboratoire du Dr Prasad présentait le résultat d’un test d’hydrolyse

d’ATP montrant une quantité plus importante de phosphate inorganique libérée par les

membranes de transformants CD]?], CDR2 et CDR3 par rapport aux membranes provenant

de la souche contrôle (Smriti et al., 2002). Cependant, les niveaux de protéines n’ont pas

été comparés, ce qui rend difficile la comparaison d’activité enzymatique entre ces trois

transporteurs. Alors que ces études confirmaient que les transporteurs Cdrp possèdent

effectivement une activité hydrolytique malgré un motif Walker A divergent, elles ne
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C fournissaient pas d’information quant aux contributions relatives des deux NBD à cette

activité et au processus de transport des agents antifongiques.

Durant la préparation du manuscrit présenté au Chapitre 3, le NBDI de Cdrlp a été

exprimé chez E. cou et purifié par le groupe du Dr Prasad. Les auteurs de cette étude ont

montré que ce domaine isolé (a.a. 2-512) peut lier un dérivé fluorescent de l’ATP (TNP

ATP) et peut hydrolyser l’ATP in vitro (Jha et al., 2003a). De plus, la mutation de la

Cys 193 (correspondant à la Cys 191 de Cdr2p) pour une alanine résulte en une perte quasi-

complète de l’ATPase (diminution de 95%), sans toutefois affecter la liaison du TNP-ATP.

Cette activité ATPase du NBD1 isolé, mesurée en absence des TMD et d’un environnement

lipidique, est de 2 à 3 fois plus faible que celle du transporteur Cdrlp complet. Cette

découverte entre en contradiction avec nos résultats de résistance aux antifongiques qui

indiquent que le NBD I et le NBD2 doivent être réunis pour que Cdr2p soit actif (Figure 2-

3), ainsi qu’avec notre test d’ATPase colorimétrique qui n’indique aucune activité

spécifique pour la moitié N-terminale de Cdr2p (données non-publiées). Si l’on tient

( compte du modèle de la dimérisation en «ATP sandwich », l’hydrolyse par le NBD1

purifié de Cdrlp impliquerait une homodimérisation de ce domaine (NBDINBD1). Cet

événement pourrait se produire artificiellement in vitro en absence des domaines

transmembranaires, mais pour que deux NBD1 puissent interagir in vivo, une dimérisation

du transporteur Cdrlp complet serait nécessaire. Cette possibilité a d’ailleurs été évoquée

pour Pdr5p (Subba et al., 2002; Ferreira-Pereira et aÏ., 2003) et ABCG2 (Xu et aÏ., 2004).

Une association Cdrlp•Cdr2p pourrait être possible, mais ne serait assurément pas

obligatoire, puisque i) l’expression hétérologue d’un seul gène est suffisante pour conférer

des niveaux élevés de résistance et ii) notre résultat de la co-expression CDR]+CDR2

(Figure 2-4b) montre un effet additif sur la résistance et non pas synergique. Il faut aussi

considérer que nos expériences ont été effectuées avec les moitiés N- et C-terminales de

Cdr2p et non pas avec les NBD isolés. Ainsi, la divergence des résultats obtenus avec le

NBDI isolé et le système de demi-transporteur (NBD1-TMDY) peut provenir d’un contrôle

allostérique par le TMD, qui n’intervient pas lorsque ce domaine est absent. Dans un article

suivant, Jha et cou, ont muté les cinq cystéines présentes dans le NBDI de Cdrlp pour

C démontrer que seule Cys193 est importante pour l’ATPase intrinsèque du domaine purifié
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et pour sa sensibilité au N-éthylmaléimide, un composé qui réagit spécifiquement avec les

cystéines (Jha et al., 20035). Une modélisation moléculaire de la structure du NBD1 de

Cdrlp a également été effectuée pour montrer que cette Cys193 se situerait à proximité de

l’ATP (2.8 et 4.6 À des f3- et y-phosphates, respectivement), indiquant que ce résidu

pourrait interagir avec le nucléotide (Jha et al., 2003b). Nous avons également effectué une

modélisation des NBD de Cdr2p et nos conclusions sont quelque peu différentes (voir la

section suivante).

Ces mêmes auteurs ont effectué une étude in vivo similaire à la nôtre, visant à

examiner la contribution relative des deux NBD à l’interaction avec l’ATP et au transport

dans la protéine Cdrlp complète (Jha et al., 2004). Ils ont utilisé une fusion Cdrlp-GFP

afin de caractériser les mutations C193K et K9O1C. Ces auteurs ont découvert, comme

nous avec les mutations équivalentes chez Cdr2p, que les deux NBD répondent de façon

asymétrique aux substitutions de ces résidus; la présence d’une cystéine dans le NBD2

(K9O1C) n’étant pas tolérée par Cdrlp. Tandis que cette conclusion générale supporte la

nôtre, des différences importantes ont été obtenues entre le mutant Cdrlp Cl 93K et Cdr2p

C191K. En effet, chez Cdrlp, la mutation C193K diminue d’au moins 75% la résistance

aux quatre composés testés (FLC, anisomycine, miconazole et cycloheximide) et diminue

de 78% l’activité ATPase du transporteur (Jha et al., 2004). En contraste, la mutation

correspondante chez Cdr2p (C19IK) n’affecte nullement l’activité ATPase (Figure 3-5) et

diminue la sensibilité au FLC de 50% tout au plus, sans toutefois affecter la résistance à la

Rh6G (Figure 3-1). Jha et coll. interprètent que la Cys193 est critique au fonctionnement de

Cdrlp, alors que nous postulons que cette cystéine atypique n’est pas essentielle pour le

transport des antifongiques chez le sous-groupe PDR!CDR (voir Discussion du Chapitre 3).

Cette affirmation est supportée non seulement par les mutants Cdr2p C 191 K et C 191 A, qui

conservent leur pleine capacité au niveau d’efflux de rhodamine et d’ATPase, mais

également par un mutant Pdr5p C199Y, qui conserve un phénotype MDR semblable au

Pdr5p sauvage (Egner et aÏ., 1998). Ainsi, soit Cdrlp et Cdr2p diffèrent dans leur mode de

fonctionnement, cette hypothèse étant plausible selon notre étude présentée au Chapitre 2,

soit la présence du marqueur GFP affecte les propriétés biochimiques de Cdrlp, tel que

C mentionné dans l’étude suivante (Schuetzer-Muehlbauer et al., 20035).
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C
D. Modélisation moléculaire

Des études spectroscopiques et cristallographiques ont permis d’attribuer trois rôles
essentiels à la lysine du motif Walker A, soit; j) d’orienter la chaîne triphosphate du
nucléotide dans une conformation permettant l’hydrolyse, ii) de stabiliser l’état transitoire
de la réaction et iii) de maintenir la conformation de cette boucle de liaison aux phosphates
(Byeon et aÏ., 1995; Krell et al., 2001). L’azote de la chaîne principale de cette lysine, de
même que le groupement amine de la chaîne latérale, établissent des interactions
électrostatiques avec les phosphates )3 et ‘ de l’ATP (Figure 1-6 et (Hung et aÏ., 1998;
Davidson et Chen, 2004)).

Pour obtenir une meilleure idée du rôle joué par la Cysl9l dans Cdr2p et pour avoir

un aperçu de la configuration des sites actifs aux niveau atomique, nous avons effectué une
modélisation moléculaire des deux NBD liant deux molécules d’ATP, dans un arrangement

dimérique similaire à celui du mutant E 171Q de M10796 (Figure 4-4). Cet exercice montre

que même si les structures du NBD1 et NBD2 de Cdr2p ont été modélisées à partir de la

même structure (soit HlyB; (Schmitt et al., 2003)), les variations de séquences entre les
deux domaines entraînent des différences majeures dans les interactions moléculaires au
niveau des deux sites actifs (Figure 4-5). En effet, la molécule d’ATP qui est liée au NBDÏ

(composé des motifs A, B et H-loop divergents) est stabilisée par plusieurs ponts

hydrogènes contribués par le motif signature divergent (LNVEQ) du NBD2, d’une façon

similaire à la structure illustrée à la Figure 1-6. D’un autre côté, la séquence signature

(VSSGE) du NBD1 semble trop éloignée pour interagir avec I’ATP lié par les résidus

typiques du NBD2.

o
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o

NBD1 NBD2

o

Figure 4-4: Modélisation moléculaire des deux NBD de Cdr2p. Les structures tertiaires du NBD1 et du

NBD2 ont chacune été modelées en utilisant le programme SYBYL v.6.9.1 (Tripos Assoc.) d’après les

coordonnées de la structure du NBD de E. cou H1yB (Protein Data Bank # lmtO; www.rcsb.org), à cause de

la similarité de séquence entre ce domaine et ceux de Cdr2p. La configuration quaternaire des deux NBD est

basée sur celui du mutant EI7IQ de Methanococcus jannashii MJ0796 (PDB # 112t). Une simulation

thermodynamique a été effectuée afin de s’assurer de la stabilité du modèle. Les résidus C191 et K899 sont

identifiés en rouge. Les deux molécules d’ATP sont colorées en vert. Les sphères grises représentent les

atomes de Na obtenus lors de la cristallisation de MJ0796, mais qui serait normalement des atomes de Mg

in vivo (Smith et ai., 2002). Cette modélisation et la figure ont été produites par Brian Wilkes (IRCM;

Laboratoire de biologie chimique et polypeptides, Dr Peter SchiUer).

o

L
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NBDI NBD2

Figure 4-5 : Les interactions moléculaires aux sites actifs du NBD1 et NBD2 et l’impact des mutations

C 191K et K899C. Seulement les résidus importants sont représentés. L’ATP est en vert et le cation agissant

comme cofacteur est en mauve (dans cette modélisation, un atome de Na*). Les lignes pointillées rouges

représentent les ponts hydrogènes.
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A première vue, il paraît étonnant que des liens électrostatiques typiques, tels que

décrits pour la plupart des NBD cristallisés (Davidson et Chen, 2004; Oswald et al., 2006),

soient coordonnés par les résidus atypiques du NBD1, conjointement avec la signature

divergente du NBD2, tandis que 1’ATP lié au NBD2 semble si peu stabilisé par les résidus

conservés qui forment ce site. Il ne faut pas oublier que sans purification de la protéine

d’intérêt, cette modélisation in silico est un exercice purement théorique et que même si

elle représente correctement la véritable structure tridimensionnelle des NBD des Cdr2p,

elle ne montre qu’un état statique parmi plusieurs états transitoires adoptés au cours du

cycle catalytique. Néanmoins, cette capacité du motif signature du NBD2 à stabiliser l’ATP

au NBD1 et inversement, le manque relatif d’interaction au site du NBD2, corrèlent bien

avec les résultats de photomarquage montrant une liaison plus forte du [Œ-32P]8N3ATP à la

moitié N-terminale (NBD1), par rapport à la moitié C-terminale (NBD2 ; figure 3-4). Il est

important de noter la proximité de la Tyr359 atypique du NBD1 avec les phosphates f3 et y.

Cette tyrosine, qui est présente uniquement chez les transporteurs fongiques PDR!CDR,

C occupe la position normalement attribuée à l’histidine fortement conservée du H-ioop. Un

modèle très récent propose que cette histidine conservée du H-loop serait le résidu le plus

important lors de l’hydrolyse de l’ATP, polarisant la molécule d’eau catalytique, alors que

le glutamate suivant le motif Walker B agirait comme plateforme pour coordonner la

position de l’histidine (Zaitseva et al., 2005b; Hanekop et al., 2006). Il est donc

particulièrement intéressant de voir que dans le NBD1 de notre modélisation de Cdr2p, les

résidus correspondants (Tyr359 et Asn326) semblent positionnés adéquatement pour

accomplir ces rôles, alors que ce n’est pas le cas pour ceux du NBD2 (His1057 et

Glu1026 ; figure 4-5).

Pour ce qui est du rôle joué par la Cysl9l atypique, notre modélisation ne fournit

pas d’explication claire, puisque la chaîne latérale de ce résidu pointe dans la direction

opposée aux phosphates de l’ATP (à plus de 90°). Les atomes de la chaîne principale de

cette cystéine seraient donc plus importants au maintient de la configuration du P-loop et à

la stabilisation de l’ATP que sa chaîne latérale et son groupement sulffiydrile. Ceci

apporterait donc une explication quant à la faible exigence pour les acides aminés à cette
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C position dans le NBD1 de ce type de transporteur ABC. Contrairement à la Cysl9l, la

chaîne latérale de la Lys899 est orientée près des phosphates de l’ATP au NBD2, d’une

manière semblable aux lysines conservées dans les diverses structures publiées. Sans

données biochimiques ou cristallographiques additionnelles, la raison de la perte

d’hydrolyse des mutants K899C et K899A demeure également nébuleuse. Néanmoins, il

est possible d’avancer l’explication suivante; alors que la Cysl9l n’aurait qu’un rôle

structural, la Lys899 conservée du NBD2 jouerait, en plus de son rôle structural, un rôle

catalytique, comme par exemple la stabilisation d’un état transitoire intermédiaire. Cette

hypothèse serait en accord avec l’étude cristallographique de Krell et cou, portant sur le

mutant Ki 5M de la shikimate kinase (Krell et al., 2001).

E. Mécanisme catalytique potentiel

Les informations acquises dans le cadre de mon étude des NBD de Cdr2p et celles

obtenues sur Cdrlp par l’équipe du Dr Prasad sont encore limitées et il est difficile, sur ces

fE bases, de proposer un modèle solide du fonctionnement de ces transporteurs fongiques.

Même pour la P-gp des mammifères, qui fait l’objet d’études biochimiques depuis plus de

20 ans, plusieurs aspects du modèle de transiocation des substrats et de l’hydrolyse de

l’ATP sont encore controversés (voir Chapitre 1, section II.A.3 et (Joncs et George, 2004;

Hïggins et Linton, 2004; Callaghan et al., 2006)). En effet, deux modèles d’association des

NBD et d’hydrolyse d’ATP s’affrontent présentement; soit celui des sites catalytiques

fonctionnant en alternance et celui de la «clampe processive ». Dans le premier modèle,

proposé initialement par (Senior et al., 1995) et confirmé par les résultats de (Tombline et

al., 2005), les deux NBD s’associent uniquement lorsque deux ATP sont liés aux sites

catalytiques. L’hydrolyse d’une première molécule d’ATP entraîne une dissociation

partielle des NBD et le relâchement de l’ADP. Les NBD se diménsent à nouveau suite à la

liaison d’une nouvelle molécule d’ATP pour hydrolyser l’ATP qui était lié à l’autre site

catalytique. La dissociation des NBD et l’échange de cet ADP pour l’ATP complètent le

cycle. Dans le modèle de la clampe processive, la liaison de deux ATP entraîne également

la dimérisation des NBD, mais ceux-ci restent en contact pendant l’hydrolyse séquentielle

des deux molécules d’ATP. Les NBD se dissocient ensuite, suivi de la dissociation des
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deux ADP. Ce deuxième modèle a été avancé par l’équipe du Dr Tampé (Janas et al., 2003;

Chen et aï., 2003b; van der et Tampe, 2004) et est aussi supporté par les données de

(Zaitseva et aï., 2005b). Ainsi, pour le moment, on ne peut que spéculer sur le mécanisme

catalytique de transporteurs ABC contenant des NBD fortement asymétriques et

comportant des motifs atypiques. De plus, l’observation que l’ajout de substrats aux

transporteurs PDR/CDR n’induit aucune stimulation significative d’activité ATPase

souligne vraisemblablement une divergence mécanistique importante vis-à-vis les autres

transporteurs ABC de type MDR (Decottignies et aÏ., 1994; Nakamura et al., 2001; Shukla

et al., 2006).

À l’heure actuelle, il nous est impossible de rejeter l’hypothèse qu’un des deux

NBD des transporteurs PDR]CDR soit catalytiquement inactif, du point de vue de

l’hydrolyse de l’ATP. Cette hypothèse étant basée sur les substitutions non-conservatives

des résidus reconnus comme essentiels au mécanisme catalytique (figure 1-11) (Jones et

George, 1999; OrelÏe et al., 2003; Zaitseva et al., 2005a). Naturellement, les auteurs de ces

publications pointent du doigt le NBD1 divergent. Par contre, mon étude de Cdr2p, montre

que le NBD1 possède la capacité de lier un dérivé photoactivable de l’ATP ({Œ

32P]$N3ATP) et qu’il possède la capacité d’hydrolyser le y-phosphate de ce dérivé selon le

test de «nucleotide-trapping ». D’autres chercheurs ont également montré une activité

ATPase pour le NBD1 isolé de Cdrlp (Jha et al., 2003a). D’un autre côté, il n’a pas été

possible de visualiser l’hydrolyse au NBD2, à cause de la difficulté à photomarquer ce
3” ,domaine avec le [a- P]8N3ATP. Ce resultat peut simplement provenir du positionnement

particulier des résidus dans ce domaine, qui empêche le groupement azido du dérivé

d’établir un lien covalent suite au rayonnement UV, mais peut également représenter une

véritable incapacité du NBD2 à lier l’ATP non-modifié (ou du moins, une affinité très

faible du NBD2 pour l’ATP). Pourtant, la mutation de la lysine conservée du NBD2

(Lys899) a pour effet d’abolir l’activité ATPase du transporteur complet. Ainsi, serait-il

possible que l’hydrolyse au NBD1 dépende uniquement de l’intégrité physique du NBD2 et

d’une association avec celui-ci, sans que le NBD2 n’ait à lier et/ou hydrolyser l’ATP ?

D’un autre côté, il se pourrait que le NBD1 doive lier fortement son nucléotide, afin de

permette l’association avec le NBD2 et subséquemment, une hydrolyse rapide au NBD2
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(qui n’est pas quantifiable avec le dérivé tŒ-32P]8N3ATP). Ce genre de modèle est

d’ailleurs avancé pour expliquer les observations d’une asymétrie structurale et

fonctionnelle chez les transporteurs humains MRP1 (Payen et aÏ., 2005), ABCG5/G8

(Zhang et al., 2005) et ABCA4 (ABCR) (Ahn et al., 2003). En effet, il a été déterminé pour

ces transporteurs que les deux NBD n’avaient pas la même affinité pour les nucléotides, ni

la même capacité à hydrolyser l’ATP. Également, la mutagénèse dirigée des motifs

importants chez ces transporteurs ABC fournit essentiellement des résultats similaires aux

nôtres, c’est-à-dire que les mutations de résidus conservés abolissent les activités d’ATPase

et de transport des substrats, tandis que les mutations des résidus atypiques n’affectent que

partiellement la fonction du transporteur (Zhang et aÏ., 2005; Payen et al., 2005). Il est alors

postulé, par exemple chez MRP 1, que le rôle du site catalytique formé par les motifs

atypiques (soit les motifs Walker A et B du NBD1, et complété par le motif signature du

NBD2) serait de lier fortement l’ATP afin de permette au NBD2 de lier, puis d’hydrolyser

un autre ATP. Quant à savoir si le NBD1 doit hydrolyser et relâcher son nucléotide, suite à

la libération de l’ADP et du P par le NBD2, pour redémarrer le cycle catalytique, cet

aspect demeure spéculatif (Deeley et al., 2006).

Un autre transporteur ABC humain dont les deux NBD sont fonctionnellement

asymétriques est CFTR. En effet, il a été démontré que le NBD1 de CFTR lie

préférentiellement le 8-azido-ATP (Szabo et al., 1999). La liaison du nucleotide s’effectue

au NBD1 en condition d’hydrolyse autant en présence qu’en absence de vanadate, alors que

le blocage de nucleotide au NBD2 apparaît plus faiblement et uniquement en présence de

vanadate. Ces observations ont été confirmées par d’autres chercheurs et un modèle

similaire à celui de MRPÏ a été élaboré pour CFTR, c’est-à-dire qu’une hydrolyse et un

échange rapide du nucléotide se produirait au NBD2, alors que le photomarquage plus

intense au NBD1 indique que l’activité hydrolytique à ce domaine serait négligeable

(Aleksandrov et al., 2002; Hanrahan et Wioland. 2004). Autant chez CFTR que les

transporteurs Cdrp, l’absence de résidus conservés dans le NBD1, notamment le résidu

carboxyl (Glu ou Asp) suivant le motif Walker B et l’histidine du «H-loop» pourrait

expliquer la faible activité ATPase au NBD1 (Zaitseva et aï., 2005b). Ainsi, l’activité

ATPase au NBD1 de CFTR ou de Cdrlp/Cdr2p qui est observée lorsque ce domaine est
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isolé (Duffieux et al., 2000; Jha et al., 2003a), pourrait être artéfactuelle, notamment via

une homodimérisation du NBD 1. On peut évidemment postuler que le cycle catalytique des

transporteurs Cdrp soit similaire à celui décrit pour MRP 1 et CFTR, mais les résultats

accumulés à jour pour ces protéines fongiques ne nous permettent pas de confirmer cette

hypothèse. De plus, la découverte récente indiquant que CFTR fonctionne comme une

adénylate kinase et non pas une ATPase (Gross et al., 2006) nous rappelle que l’étude des

transporteurs ABC peut nous dévoiler encore bien des surprises.

o
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C III.Implication clinique et conclusion générale

Depuis vingt-cinq ans, l’apparition du SIDA et certaines percées technologiques

médicales ont eu pour conséquence d’augmenter dramatiquement les cas d’infections

fongiques dues aux mycètes pathogènes et opportunistes, tels que le Candida spp. et

l’Aspergillus spp. (Richardson, 2005). La persistance de taux élevés de morbidité et de

mortalité associés aux infections fongiques systémiques, malgré l’introduction de nouveaux

médicaments antifongiques, indique une nécessité pour l’établissement de nouvelles

stratégies pour le traitement de ces infections. Une approche qui est présentement sous

étude consiste à combiner deux agents antifongiques ayant des modes d’action différents

(Mukherjee et al., 2005b). L’administration simple ou combinée de médicaments

antifongiques est malheureusement limitée par l’apparition de la résistance croisée (MDR)

(White et al., 1998; Sanglard et Odds, 2002). Bien que ce phénomène MDR soit de nature

multifactorielle, un mécanisme moléculaire causal prédominant est l’expulsion des

médicaments par l’action de certains transporteurs ABC. Ce mécanisme est fortement

conservé, autant chez les cellules microbiennes que les cellules cancéreuses qui résistent à

la chimiothérapie (Blackmore et al., 2001). Il est donc extrêmement important d’étudier ce

phénomène, afin de trouver des façons de l’interrompre ou de le contourner.

Mon étude des transporteurs ABC Cdrlp et Cdr2p de C. albicans a fait avancer les

connaissances au niveau de leur structure et de leur fonctionnement. Le système

d’expression hétérologue et les anticorps anti-Cdrp que notre laboratoire a développé m’ont

permis d’étudier l’interaction de ces transporteur ABC avec différents substrats et d’évaluer

la contribution de leurs différents domaines protéiques (TMD et NBD) au processus de

transport. Grâce à diverses méthodes biochimiques et une approche de mutagénèse dirigée,

j’ai pu établir l’existence de différences importantes autant dans le fonctionnement de

Cdrlp et Cdr2p (Chapitre 2), que dans celui des NBD de Cdr2p (Chapitre 3).

La grande divergence des transporteurs PDR!CDR par rapport à leurs homologues

humains indique que diverses stratégies d’inhibition sont envisageables. Celles-ci incluent

(j le blocage des sites de liaisons aux drogues, de l’interface NBD1/NBD2, de la
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communication NBD-TMD ou bien l’interférence avec les modifications post

traductionnelles qui déterminent l’activité et la dégradation de ces transporteurs ABC

fongiques. La mise au point de certaines techniques (ex: la co-expression des deux moitiés

de Cdr2p) et les résultats obtenus lors de mon analyse de ces transporteurs auront un impact

certain sur la dissection du mode d’action d’inhibiteurs ou de nouveaux agents

antifongiques. Plusieurs articles portant sur l’identification et la caractérisation

d’inhibiteurs de Pdr5p et Cdrlp ont été publiés dans les cinq dernières années (Conseil et

al., 2000; Conseil et al., 2003; Niimi et al., 2004a; Yamamoto et al., 2005; Fliraga et al.,

2005). De plus, de nouvelles propriétés applicables à la lutte aux infections fongiques (ex:

améliorer les propriétés antifongiques du fluconazole ou interférer avec le phénotype MDR

chez Candida) ont été découvertes pour différents médicaments établis, comme

l’ibuprofènc, le disulfirame et des dérivés du quinazolinone (Lemoine et al., 2004; Shukia

et al., 2004b; Pina-Vaz et aÏ., 2005). Ces études se basent sur l’hypothèse qu’une molécule

qui inhibe Pdr5p de S. cerevisiœ, ou Cdrlp de C. albicans, sera aussi efficace contre Cdr2p.

Cependant, mes résultats avec le FK520 (Chapitre 2) et ceux de Schuetzer-Muehlbauer

avec le FK506 et la propafénone GP382 montrent que Cdr2p échappe à une telle inhibition

et qu’il est donc impératif lors de la caractérisation d’un inhibiteur potentiel de vérifier si

Cdr2p est également affecté par la molécule (Schuetzer-Muehlbauer et al., 2003a).

L’importance médicale des transporteurs ABC est indéniable. Bien que nous soyons

encore loin d’une compréhension complète et exacte du fonctionnement et des rôles des

transporteurs CDR, les avancées récentes en génomique, protéomique et dans la

purificationlcristallisation de transporteurs ABC complets laissent présager des découvertes

importantes dans les années à venir.

o
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IV. Addenda

Lorsque cet ouvrage était en évaluation, l’équipe du Dr Geofftey Chang, du Scripps

Research Institute, a annoncé la rétraction des articles suivants

- Chang G, Roth CB. Science. 2001. 293(5536):1793-$00.

- Pornillos O, Chen YJ, Chen AP, Chang G. Science. 2005. 310(5756):1950-3.

- Reyes CL, Chang G. Science. 2005. 30$(5724):1028-31.

Ainsi, les structures tridimensionnelles de MsbA présentées à la Figure l-7, sont

incorrectes à cause d’une erreur de conception dans un logiciel ayant servi à la production

de ces modèles (Chang et aÏ., 2006). Cependant, cette retraction n’a aucun impact sur nos

résultats ou nos conclusions.
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