Plos One Un rapide apercu (adaptation avec reorganisation des images
augmentée d’encarts explicatifs supplémentaires ; P Bénit & P Rustin)

Cette étude scientifique, qui porte sur les SDHI, les Inhibiteurs
de la Succinate DésHydrogénase (la SDH ou complexe I, une
enzyme des mitochondries, impliguée dans la respiration des
cellules),

e Confirme, en I’étendant a 8 des SDHI utilisés en France, le
caractere géneral de I’effet des SDHI : quelques soient les
espéces ou ont été testée les SDHI, la SDH a été inhibée ;

e Dévoile une cible nouvelle des SDHI de derniére génération, le
complexe 1 ;

e Montre la toxicité des SDHI sur des cellules humaines en
culture, toxicité masquée par les conditions utilisées dans les
tests réglementaires;

e Montre la capacité des SDHI a induire un stress oxydatif dans les
cellules humaines ;

e Souligne I’hypersensibilité des cellules de malades dont les
mitochondries fonctionnent déja mal soit du fait d’une maladie
causeée par un déficit partiel de la SDH, soit d’'une maladie
neurologique (ataxie  de Friedreich) ou encore
neurodégenératives (maladie d’Alzheimer)

Dans la conclusion, les auteurs soulignent que I’usage
immodéré, préventif, de produits sans aucune spécificité comme
les SDHI en font des candidats de premier plan dans la perte de
biodiversité désormais constatée.

Ils indiquent également la menace que cet usage fait peser
sur I’lhomme dans 10, 20 ans (délais d’expression des maladies
mitochondriales) cela pour un bénéfice/ risque nullement établi.
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Résumé

Les Inhibiteurs de la Succinate DésHydrogénase (SDH) (SDHI) sont utilisés dans le monde entier pour
limiter la prolifération de moisissures sur les plantes et leurs produits. Toutefois, la SDH, également
appelé complexe Il de la chaine respiratoire, est un composant universel des mitochondries qui sont
présentes dans quasi tous les organismes vivants. La SDH est restée particulierement conservée au cours
de I’évolution, et I’on peut légitimement s’interroger sur la spécificité des SDHI vis-a-vis des seules
moisissures. Ici, nous établissons d’abord que la SDH de I’homme, de I’abeille domestique, du ver de terre
et des champignons sont toutes sensibles aux huit SDHI testés, avec toutefois des valeurs d’1Cs, variables,
généralement de I’ordre du micro-molaire. Nous avons ensuite observé que cing des SDHI, principalement
de la derniére genération, inhibent, outre la SDH, I'activité du complexe Il de la chaine respiratoire. Puis,
nous montrons que le glucose présent dans les milieux de culture cellulaire masque totalement I'effet
délétere des SDHI. En effet, le glucose métabolisé par la glycolyse va fournir suffisamment d'ATP et de
pouvoir réducteur (NADPH) pour les enzymes antioxydantes et ainsi permettre la croissance de cellules
déficientes en chaine respiratoire. En revanche, lorsque la glutamine est la principale source de carbone au
lieu du glucose, la présence de SDHI entraine une mort cellulaire dépendante du temps. Ce processus est
considérablement accéléré pour des fibroblastes provenant de patients atteints de maladies neurologiques
ou neurodégénératives dues a une altération de la chaine respiratoire (encéphalopathie due a un déficit
partiel de SDH) et/ou a une hypersensibilité aux stress oxydatifs (ataxie de Friedreich, forme héréditaire
de la maladie d'Alzheimer).

Introduction

La succinate déshydrogénase (SDH; EC 1.3.5.1),
également appelée complexe Il (CllI) de la chaine
de transport d'électrons, est un composant
universel et clé de la chaine respiratoire
mitochondriale de tous les organismes vivants
(encadrés 1) [1]. Cette protéine transfére les
électrons issus de l'oxydation du succinate en
fumarate a un pool dédié d'ubiquinone, cela sans

extrusion concomitante de protons. Le complexe
SDH est composé de quatre protéines (SDHA-D)
largement conservées au cours de I'évolution
(encadré 2) [2]. Dans le cycle de Krebs (Fig 1 et
Fig 1 suppl), la SDH est la seule enzyme des
mitochondries a ne pas avoir d'équivalent dans
aucun autre compartiment cellulaire ni de cofacteur
rédox soluble, tel que NAD+/NADH, qui puisse
étre éventuellement compensée par l'activité
d'autres déshydrogénases; ainsi, la SDH est unique
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Encadré 2. La Succinate déshydrogénase (formée de 4
protéines A-D) extrait 2 électrons du succinate qui est
transformé en fumarate. Les électrons sont cédés 1 par
1 jusqu’a I'ubiquinone (Q) ou ils forment de nouveau
une paire (2 e-). Lorsqu’ils sont monovalent (1 e-) les
transporteurs - en particuliers les centres Fer-Soufre
(FeS) réagissent vite avec I’oxygéne (O2) pour donner
des superoxydes (O2-*), tres dangereux.

et irremplagable dans le métabolisme cellulaire et
mitochondrial (Fig 1 et Fig 1 suppl). En
conséquence, tout blocage, méme partiel, de
l'activité de la SDH peut entrainer des
modifications du métabolome cellulaire

(Pensemble des métabolites) et avoir des
conséquences néfastes pour la cellule [3]. Associée
a son réle dans le transfert d'électrons, I'enzyme est
également caractérisée dans la chaine respiratoire
par des réactions impliquant un électron dans ses
centres fer-soufre (FeS), ce qui peut donner lieu a
la génération de superoxydes délétéres, en
particulier en présence d'inhibiteurs en aval de la
SDH (encadré 2) [4, 5,6].

Chez I'hnomme, des mutations dans les genes
codant pour la SDH conduisent a des déficits plus
ou moins prononcés de l'activité de la SDH
donnant lieu a un large spectre de maladies avec
des atteintes neurologiques fréquentes [3].
L'abolition compléte de l'activité SDH entraine une
modification profonde du métabolome, du
transcriptome et de I'épigénome, ainsi que le
développement de diverses tumeurs et cancers
[3,7]. De maniére générale, un dysfonctionnement
mitochondrial est désormais reconnu comme un
facteur pouvant étre a I’origine, ou contribuer a, de
multiples affections humaines, y compris aux
principales maladies neurodégénératives [8]. Ceci
correspond au réle des mitochondries dans la
libération d'énergie sous forme de chaleur ou
d'ATP [9], dans la régulation du métabolisme
cellulaire [10,11], dans I'noméostasie énergétique



[12], dans la réponse au stress [13] et dans le destin
des cellules [14].

Ciblant la SDH, les SDHI sont maintenant
largement utilisés dans I'agriculture a travers le
monde pour lutter contre la prolifération des
moisissures [15]. Ces composés sont utilisés sur les
cultures de céréales; pour la conservation des
fruits, des légumes et des graines, pour I'entretien
des pelouses des terrains de sport et des golfs.
Toutefois, en raison de la fonction quasi
universelle de la SDH dans la respiration cellulaire
et le métabolisme mitochondrial, on peut supposer
gue tout organisme vivant exposé a ces substances
pourrait également étre affecté. De fait, I'exposition
aux SDHI sur les organismes non ciblés pourrait se
révéler un probléme majeur, et parmi d’autres
facteurs, jouer un réle capital dans la perte de
biodiversité déja constatable dans une grande
partie du monde. De tels effets vont dépendre de la
sensibilité de la SDH aux SDHI, qui peut varier
légérement en fonction des SDHI et des espéces.
Le moment, la fréquence, la durée de I'exposition
au SDHI, leur absorption et leur métabolisation
ainsi que l'utilisation éventuelle de substances
toxiques supplémentaires sont des facteurs
évidents a prendre en compte, outre la dose
proprement dite, bien souvent seule considérée
(dose journaliére admise ; DJA).

Le qualificatif de fongicides, associé aux SDHI,
sous-entend un certain degré de spécificité vis-a-
vis des moisissures. En réalité, cette prétendue
specificité, quasiment jamais évoquée, n’est pas
confirmée dans les bases d'informations
scientifigues.  Seule  donnée, l'action du
prédécesseur des SDHI (la carboxine) a été
montrée extrémement violente sur les SDH d'autres
especes, y compris des mammiféres [16]. Cette
lacune nous a incité a étudier les effets de huit
différents SDHI, y compris de la derniére
génération de molécules, sur l'activité de la SDH.

Matériel et méthodes
Materiel biologique

Quatre types de matériels biologiques, a savoir le
champignon Botrytis cinerea, [I’abeille Apis
mellifera, le ver de terre Lumbricus terrestris, et
des cellules humaines en culture ont été utilisés
pour tester l'effet des SDHI sur la chaine

et, plus généralement, sur les activités de la chaine
respiratoire mitochondriale chez quatre especes
différentes: Botrytis Clnerea, en tant qu'organisme
cible, Homo sapiens, Lumbricus terrestris et Apis
mellifera, toutes espéces non ciblées. Outre I'effet
général, quoique variable, des SDHI testés sur les
SDH de différentes especes, nous avons observé
que plusieurs des SDHI de derniere génération
inhibaient également le complexe Il (CIlI) de la
chaine respiratoire en plus de la SDH (ClI),
indiquant la liaison potentielle de ces SDHI a
d'autres sites de liaison des quinones dans la
cellule. Nous avons finalement montré que, dans
des conditions de culture non permissives pour les
cellules déficientes en chaine respiratoire, ces
inhibiteurs altéraient et la croissance et, finalement,
la survie des cellules humaines, lorsque celles-ci
sont traitées avec des SDHI, probablement a cause
du stress oxydatif engendré par ces SDHI.
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Figure 1. Une vue extrémement synthétique de la place
de la SDH (complexe I1) dans le fonctionnement de la
cellule. I, T, 1, 1V, V : les différents complexes de la
chaine respiratoire de la mitochondrie (en jaune).

respiratoire  mitochondriale. Afin d'éviter toute
interférence  avec  d’éventuelles  activités
contaminantes et de maintenir des conditions
expérimentales similaires pour la mesure des
activités de la chaine respiratoire, différentes
méthodes de préparation ont di étre utilisées pour
les cellules en culture, les organismes entiers et les
tissus [17].



Botrytis cinerea

La population mixte de B. cinerea utilisée dans
cette étude a été gracieusement fournie par Joelle
Dupont (Musée National d’Histoire Naturelle,
Paris, France). Les conidies de B. cinerea ont été
obtenues & partir d'une culture sur plaques de
gélose additionnée de malt (15 a 30 jours). Des
colonies mycéliennes ont été préparees, a partir de
10 colonies, en milieu liquide (10 g glucose, 2 g
KH2PO4, 0,5 g MgSO47HZO, 1 g (NH4) 2804, 2 g
d’extrait de levure et de I’eau déionisée jusqu’a 1 1,
pH 6,2). L'incubation a été réalisée & 23°C jusqu'a
ce que les hyphes recouvrent totalement la surface
de la bouteille. Les hyphes (disques de 9 cm de
diamétre) ont été récoltés, lavés deux fois avec de
I’eau distillée réfrigérée et enfin avec un milieu
d’extraction des mitochondries contenant du Tris
20 mM (pH 7,2), du saccharose 0,25 M, du KCI 40
mM, de PEGTA 2 mM, 1 mg/ml BSA, sans
cystéine. Les hyphes ont été suspendus dans 150
ml de milieu d'extraction, coupés en petits
morceaux (1 cm?), puis homogénéisés a grande
vitesse pour 1x2 sec et a basse vitesse pour 2x3 sec
a l'aide d'un mixeur MultiMoulinex (Moulinex,
France). L’homogénat a ensuite été filtré a travers
deux couches de tissu de nylon (mailles 150 pm).
Le tissu a eté lavé avec 50 ml de milieu
d'extraction. Aprés centrifugation a basse vitesse
(700 g x 15 min), les mitochondries ont été
recueillies & 10 000 g x 20 min. Le culot a été
remis en suspension dans 250 pl de milieu
d'extraction (aliquotes 30 ul) et maintenu congelé
a -80°C.

Apis mellifera

Les abeilles (Apis mellifera; n=5) ont été
amicalement offertes par Jacques Kemp
(apiculteur; Saint-Rémy-lés-Chevreuse, Yvelines,
France). Les corps entiers, congelés au contact de
glace carbonique, a l'exception des tétes, ont été
homogénéisés a l'aide d'un Potter-Elvehjem en
verre de 1 ml dans un milieu glacé constitué de
Tris 20 mM (pH 7,2), saccharose 0,25 M, KCI 40
mM, 2 MM EGTA, 1 mg/ml de BSA. L'homogénat
a été centrifugé a 1500 g x 5 min. Les
mitochondries contenues dans le surnageant ont été
centrifugées a 10 000 g x 10 min. Le culot de
mitochondries brutes a été aliquoté (20 pl) et
maintenus congelées & -80°C.

Lumbricus terrestris

Des lombrics, Lumbricus terrestris ont été
collectés (n=5) dans un compost domestique a
Epernon (France 28230) et identifiés par la
lombricultrice (Paule Bénit) chargée de ce
compost. Avant utilisation, les vers ont été lavés 5
fois avec une solution 1x de phosphate salin,
tamponnée. Un homogénat frais a été préparé a
partir des segments situés entre le prostomium et le
clitellum des 5 individus. Les tissus ont été placés
dans 500 ul d'un milieu glacé constitué de Tris 20
mM (pH 7,2), de saccharose 0,25 M, de KCI 40
mM, dEGTA 2 mM et de 1 mg/ml de BSA, et
homogénéisés a l'aide d'un homogénéisateur
Potter-Elvehjem en wverre de 1 ml. Une
centrifugation a basse vitesse a 1500 g x 5 min a
permis d'éliminer les débris lourds. Le surnageant a
été distribué en aliquotes de 50 pl et maintenu
congelé a -80°C.

Cultures de fibroblastes humains et cellules
HEK

Les fibroblastes cutanés sont issus de biopsies de
I’avant-bras obtenues avec le consentement éclairé
de contrbles sains et de trois patients présentant
soit une encéphalopathie due a un déficit en SDH,
soit une ataxie de Friedreich (FRDA), soit une
maladie familiale d’Alzheimer (FAD). Le patient
déficitaire en SDH présentait un syndrome de
Leigh résultant d'une mutation homozygote de la
sous-unité flavoprotéique de la SDH (mutation
R554W de la SDHA) (encadré 2) [18]. Les
fibroblastes FRDA provenaient d'une patiente
présentant une longue expansion bi allélique de
triplets GAA (> 2,6 kb) dans le géne de la frataxine
(FXN) (patient FRDA4 ; [19]). Cette expansion
entraine l'inactivation des genes FXN et PIP5K1B
[20]. La perte de fonction de pip5k1p entraine une
diminution des niveaux de PI(4,5)P2. Ceci résulte
en une déstabilisation du réseau d'actine et une
altération de la signalisation de la superoxyde
dismutase (SOD) par la voie Keap1-Nrf2 [19,21] et
finalement I’incapacité d’éliminer normalement les
superoxydes [21,22]. Les fibroblastes FAD
proviennent d'un patient de sexe masculin
cliniquement affecté par le syndrome FAD (origine
Coriell Institute; AG08064). Ces fibroblastes FAD
présentent également des anomalies dans la voie
Nrf2 contrélant la signalisation de la SOD [23] et



sont aussi tres sensibles aux agressions oxydatives
[24,25].

Les cellules ont été cultivées dans des flacons T75
en utilisant 10 ml de milieu DMEM contenant 1 ou
4,5 g/l de glucose, 4 mM de glutamine (Glutamax;
Gibco Thermo Fisher Scientific, MA), 2 mM de
pyruvate et 200 uM d’uridine (ci-apres dénomme
milieu permissif GlucoMax) ou sans glucose,
pyruvate et uridine, mais contenant 4 mM de
glutamine (ci-aprés dénommé milieu non permissif
MitoMax ; tableau 1). Tous les milieux ont été
supplémentés avec du sérum de veau feetal 10% et
100 U/mL de pénicilline et de streptomycine. Les
cellules rénales embryonnaires humaines HEK293
ont été cultivées dans du DMEM contenant 4,5 g/l
de glucose, 4 mM de glutamine, 10% de sérum de
veau feetal, 200 uM d'uridine, 2 mM de pyruvate et
100 U/mL de pénicilline et de streptomycine [9].
Les culots cellulaires (1500 g x 5 min) ont été
conservés congelés (-80°C) et, pour les études
biochimiques, les cellules ont été perméabilisés par
deux cycles de congélation-décongélation avant les
dosages enzymatiques (Bénit et al. 2006).

Pour tester I’action des SDHI sur les fibroblastes

cutanés en croissance, des cellules ont été
ensemencées dans des boites (4 x 75 cm?:
(confluence entre 20 et 25%) contenant du milieu
GlucoMax (tableau 1). Aprés avoir laissé la culture
reposer pendant une nuit, le milieu a été remplacé
par les conditions souhaitées, a savoir le milieu
GlucoMax ou le milieu MitoMax, complété par la
quantité choisie de SDHI (conditions controles
compensées pour le DMSO amené par la solution
de SDHI; soit 14 mM au maximum). Le nombre de
cellules a été estimé a partir d'images aléatoires
(programme de traitement ImageJ) sans changer de
milieu pendant 15 & 20 jours (une exposition a une
dose unique de SDHI).

Mesures enzymatiques et effets potentiels des
SDHI

Les activités des enzymes de la chaine respiratoire
ont été mesurées par spectrophotométrie a l'aide
d'un spectrophotométre a pseudo-double longueur
d'onde (Cary 60, Agilent). La succinate quinone
dichlorophénolindophénol  (DCPIP)  réductase
(SQDR) sensible au malonate, une mesure de
I’activité de I’enzyme SDH isolée (Cll isolée) et de

la glycérol-3-phosphate quinone DCPIP réductase
(GQDR), mesurant I’activité de la glycérol-3-
phosphate déshydrogénase isolée (G3PDH) ont été
dosées comme décrit précédemment [17]. Pour
étudier I'effet des SDHI sur la chaine respiratoire,
nous avons dd prendre en compte le fait que ces
inhibiteurs agissent en se liant aux sites de liaison
des quinones sur les complexes de la chaine
respiratoire. En conséquence, nous avons observé
gue l'amplitude des effets inhibiteurs de ces
substances variait avec l'addition de quinones
exogeénes (Fig 2). Lorsque cela était possible, les
effets potentiels des SDHI sur les enzymes ont
donc été étudiés dans des conditions
expérimentales ne nécessitant pas I'ajout de
quinones exogeénes. Dans ce but, nous avons
mesuré la succinate cytochrome ¢ réductase
sensible au malonate (SDH + CIII), la glycérol-3-
phosphate cytochrome c réductase (G3PDH + ClII)
et la decylubiquinol cytochrome ¢ réductase
sensible a [I’antimycine (CIII) comme décrit
précédemment [26]. Les effets de huit différents
SDHI ont été étudiés, a savoir le flutolanil, le
fluopyram, le boscalid, le fluxapyroxad, le
penflufen, le penthiopyrad, l'isopyrazam et le
bixafen (Fig 3), qui sont tous connus pour se lier
au site de liaison des quinones de la SDH (S3 Fig).
Enfin, comme le DMSO, le solvant utilisé pour les
SDHI et les quinones, tend a réduire lI'activité de la
plupart des enzymes de la chaine respiratoire, il a
été ajouté dans les conditions contréles pour

Tableau 1. Milieux de culture permissifs GlucoMax et
non permissifs MitoMax pour les cellules humaines
déficientes en chaine respiratoire mitochondriale.

GlucoMax MitoMax
4 Dulbecco modified Eagle’s 1
+ minimum essential medium +
(DMEM)

+ Glucose 4.5 g/l -
+ Glutamine 4 mM +
+ Uridine 200 pM -
+ Pyruvate 2 mM -
+ Pénicilline 100 U/ml +
+ Streptomycine 100 U/ml +
+ Sérum de veau foetal 10% +
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Figure 2. Effet d’'un SDHI (bixafen) sur la chaine respiratoire en fonction de la concentration en quinone
(décylubiquinone, DcQ) oxydée (A,B) ou réduite (décylubiquinol, DcQH,)

A, activité SDH de I’abeille mesurée par spectrophotométrie en suivant la réduction du DCPIP en présence de
succinate et de quinones exogenes (SQDR). L'activité est mesurée avant et apres I'ajout de décylubiquinone exogene
(80 uM) en présence de bixafen (100 uM; trace b) ou de DMSO (trace a: condition témoin). Le pourcentage
d'inhibition fait référence a I'effet du bixafen en I'absence ou en présence de décylubiquinone. B, la succinate
cytochrome ¢ réductase (SCCR) de cellules HEK congelées-décongelées mesurée en présence de DMSO (trace a;
condition contr6le), de bixafen (trace b) ou de malonate (trace c). Le pourcentage d'inhibition correspond a I'effet du
bixafen (0,5 uM) mesuré avant ou aprés I'addition de décylubiquinone (80 uM) sur la réduction du cytochrome ¢
sensible au malonate. C, Modulation par le décylubiquinol de I'inhibition du complexe 111 par le SDHI. La séquence
d'additions sélectionnée permet de mesurer la SCCR sensible au malonate, la glycérol-3-phosphate cytochrome ¢
réductase (GCCR) et la décylubiquinol cytochrome ¢ réductase sensible a I'antimycine (QCCR) des cellules HEK.
L’effet du bixafen (20 uM; traces b, d, f) sur chacune des trois activités a été observé en comparant les vitesses a
celles mesurées dans des conditions de contrdle (DMSO) et en présence de différentes quantités de décylubiquinol:
25 UM (a, b), 50 pM (c, d) et 100 uM (e, f). Le pourcentage d'inhibition fait référence a I'effet du bixafen sur la
décylubiquinol  cytochrome ¢ réductase (CIIl) sensible a [Il'antimycine. Aa, antimycine; DCPIP
(dichlorophénolindophénol); DcQ et DcQH,, les formes oxydée et réduite de la décylubiquinone, respectivement;
G3P, glycérol-3-phosphate.
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respiratoire. Boscalid (DJA: 0,04 mg/kg/j) introduit en 2003 aux Etats-Unis par BASF, fluopyram (DJA: 0,012
mg/kg/j) en 2010 aux Etats-Unis par Bayer, flutolanil (0,09 mg/kg/j) dans 1981 aux Etats-Unis par Nichino America,
penflufen (DJA: 0,04 mg/kg/j) en 2012 aux Etats-Unis par Bayer, isopyrazam (DJA: 0,03 mg/kg/j) en 2010 en
Angleterre par Syngenta, penthiopyrad (DJA: 0.1 mg/kg/j) en 2011 aux Etats-Unis par Dupont-Fontelis,
fluxapyroxad (DJA: 0,02 mg/kg/j) en 2011 en France par BASF, et bixafen (DJA: 0,02 mg/kg/j) en 2011 en
Angleterre par Bayer. DJA; Dose Journaliére Acceptable, conformément a la réglementation européenne.



compenser le DMSO apporté avec les SDHI
(toujours inférieure a 25 pl/ml, soit un maximum
de 352 mM).

L'activité de la SOD totale a été mesurée dans des
lysats de cellules congelés-décongelés remis en
suspension dans du KH,PO, 50 mM (pH 7,8).
L'activitt a été déterminée en suivant
l'autoxydation du pyrogallol a 420 nm et exprimée
en Ul/mg de protéine [27].

La concentration en protéines a été estimée a l'aide
du dosage de Bradford.

Détermination des 1Cs, pour les SDHI

Les effets de huit SDHI différents (0-500 uM; Fig
3) ont été déterminés sur quatre matériels
biologiques. Les valeurs d’ICs étant affectées par
I'activité absolue réelle de I'enzyme testée, les ICs
ont été quantifiées en utilisant des niveaux
d’activités SDH approximativement similaires au
cours du test. Les wvaleurs d’ICs, ont été
déterminées a l'aide de l'outil de calcul AAT
Bioquest 1Cs, (https://www.aatbio.com/tools/ic50-
calculator).

Statistiques

Les données, moyennes + écarts types, sont
présentées pour toutes les expériences. La
signification statistique a été calculée par test t
standard non apparié ou par ANOVA
unidirectionnelle avec correction post-test de
Bonferroni pour plus de deux conditions. Un
p<0,05 a été considéré statistiquement significatif
(GraphPad Prism).

Résultats

Effets des SDHI sur la chaine respiratoire
mitochondriale

Nous avons déterminé les effets de huit différents
SDHI sur les activités de la chaine respiratoire
mitochondriale dans des cellules HEK congelées-
décongelées, des vers de terre, des abeilles
domestiques et des champignons B. cinerea (Fig 4
et Tableau 2). Les valeurs d’ICsy des différents
SDHI ont d'abord été estimées a partir de l'activité
de la succinate cytochrome c réductase (SCCR)
(Fig 2). Tous les SDHI testés se sont avérés

exercer un effet inhibiteur sur la SDH, quelle que
soit l'origine biologique de I'enzyme, bien qu'a des
degrés divers. A titre de référence, la capacité des
SDHI & bloquer I'activité de la SDH a été étudiee
sur I'enzyme de B. cinerea, l'organisme cible. Elle
varie en fonction des SDHI, le flutolanil présentant
une inefficacité relative (Fig 4, tableau 2). La SDH
montre une sensibilité trés prononcée pour les
SDHI de derniére génération, avec une ICs
inférieure 2 0,1 uM pour I'enzyme fongique.

La SDH humaine se révéle relativement moins
sensible au fluopyram (ICs> 150 pM) qu'au
flutolanil, au boscalid, au penthiopyrad et au
fluxapyroxad (valeurs des 1Csy comprises entre
18,6 et 2,1 uM). L'enzyme du ver de terre semble
étre particulierement sensible au boscalid, au
flutolanil et au fluxapyroxad, alors que I'enzyme de
I'abeille domestique est plus sensible au flutolanil
et au fluopyram que les enzymes d'autres
organismes non ciblés. Les SDHI de derniere
génération (Fig 3) sont particulierement efficaces
pour bloquer I'enzyme humaine. Les valeurs d’ICs
calculées pour le penflufen, l'isopyrazam et le
bixafen sont toutes de I'ordre de 1 UM ou moins.
Une variabilité similaire entre les effets des
différents SDHI a été observée pour la SDH des
vers de terre et des abeilles domestiques, qui
présentaient  respectivement une  sensibilité
similaire et plus élevée aux SDHI de derniére
génération. Pour la plupart des SDHI, les valeurs
des ICs, etaient plus basses pour l'enzyme de B.
cinerea, a l'exception notable du flutolanil, qui se
réveéle particulierement actif contre les enzymes du
ver de terre et de Il'abeille domestique. Fait
troublant, I’étude de la sensibilit¢ aux SDHI des
enzymes SDH de seulement 4 espéces a suffi a
révéler qu’au minimum une de ces especes était
tres sensible a au moins I’une de ces SDHI (Fig 4).

Nous avons ensuite étudié I'effet des SDHI sur
d'autres activités de la chaine respiratoire
dépendantes du coenzyme Q, telles que les
activités de la glycérol-3-phosphate cytochrome ¢
réductase (GCCR) et de l'ubiquinol cytochrome c
réductase (QCCR), cette derniére reflétant
I’activité complexe Il (CHI). Il est intéressant de
noter que l'isopyrazam et, de maniére encore plus
efficace, le bixafen inhibent également l'activité de
la GCCR humain (ICs 21,1 pM) (Tableau 2).
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Figure 4. Valeurs des ICs, des SDHI sur la succinate cytochrome c réductase (SCCR) d'Homo sapiens, de Lombricus

terrestris, d'Apis mellifera et de Botrytis cinerea.

A-H, ICs, (n23): boscalid (A), penflufen (B), flutolanil (C), fluopyram (D), isopyrazam (E), penthiopyrad (F),

fluxapyroxad (G) et bixafen (H) sur la SCCR d’H. sapiens (vert), L. terrestris (violet), A. mellifera (rouge) et B. cinerea

(noir). Notez les différences dans les échelles Y. SCCR, succinate cytochrome c réductase.



Tableau 2. Effets inhibiteurs (valeurs 1Cs) de huit SDHI sur les activités de la chaine respiratoire de
guatre espéces différentes. SCCR, succinate cytochrome ¢ réductase; GCCR, glycérol-3-phosphate
cytochrome ¢ réductase ; QCCR, quinol cytochrome c réductase.

Homo sapiens

Lumbricus terrestrix.

Apis mellifera

Botrytis cinerea

Flutolanil SCCR: 18.743.5uM  SCCR: 0.36+0.02 uM SCCR: 0.8+t0.5uM SCCR: 8.6+4.5 uM
GCCR > 500 uM GCCR: 45070 pM  GCCR > 500 uM GCCR > 500 uM
QCCR > 500 uM QCCR > 500 uM GCCR > 500 uM QCCR > 500 uM

Fluopyram  SCCR 160+40 uM SCCR 30.6x7.6 uM SCCR 3.8£0.3 uM  SCCR 0.2+0.1 uM
GCCR > 500 uM GCCR > 500 uM GCCR > 500 uM GCCR > 500 uM
QCCR > 500 uM QCCR > 500 uM QCCR > 500 uM QCCR > 500 uM

Boscalid SCCR 4.8+£0.2 uM SCCR 0.5£0.3 uM SCCR 76.746.0 uM SCCR 0.8+1.1 uM
GCCR > 500 uM GCCR > 500 uM GCCR > 500 uM GCCR > 500 uM
QCCR > 500 uM QCCR > 500 uM QCCR > 500 uM QCCR > 500 uM

Fluxapyroxad SCCR 2.1+0.7 uM

SCCR 0.71+0.07 puM

SCCR 11.7+3.4 uM

SCCR 0.095+0.008 puM

GCCR > 500 uM GCCR > 500 uM GCCR 205+34 uM  GCCR 60456 uM
QCCR > 500 pm QCCR > 500 pm QCCR 30045 uM QCCR 67£53 uM
Penflufen SCCR 1.3£0.3 uM SCCR 1.13+0.16 hM  SCCR 7.5£0.7 uM  SCCR 0.13+0.06 uM
GCCR > 500 uM GCCR > 500 uM GCCR > 500 uM GCCR 80 57 uM
QCCR > 500 uM QCCR > 500 uM QCCR > 500 uM QCCR 433458 uM
Penthiopyrad SCCR 3.7£1.1 uM SCCR 0.70+0.01 uM  SCCR 10+2 pM SCCR 0.045+0.023 uM

GCCR 211+15 uM

GCCR 254265 pM

GCCR 25175 puM

GCCR 93.5+47 pM

QCCR 349+72 uM QCCR 29744 uM QCCR 268444 uM  QCCR 105+7.1 pM
Isopyrazam SCCR 0.63x0.18 uM  SCCR 0.46+0.17 uM SCCR 5.1+2.3uM  SCCR 0.023+0.004 uM

GCCR 51.3t5.8 uM  GCCR 8315 uM GCCR 9749 uM GCCR 27.9+£10.6 puM

QCCR 125435 uM QCCR 76+21 uM QCCR 87+18 uM QCCR 14.245.6 pM
Bixafen SCCR 0.34+0.12 pM  SCCR 6.0£3.6 pM SCCR 3.3£0.33 uM  SCCR 0.07£0.06 pM

GCCR 21.1+9.3 uM  GCCR 45071 uM GCCR 24.1+£11.4 pM GCCR 22.5£3.5 pM

QCCR 15.5%£13.4 uM

QCCR > 500 pM

QCCR5.745.3 UM QCCR 22.2+14.4 uM

Dans nos conditions expérimentales, aucun effet
inhibiteur du bixafen (jusqu'a 500 puM) n'a été
détecté sur la glycérol 3-phosphate quinone-DCPIP
réductase (non montrée), alors que la molécule
inhibait fortement l'activité du CIII (ICsy 15,5 uM),
bien que moins efficacement que la SCCR (ICx
0,34 pM) (Tableau 2). L'effet des SDHI ne se
limite pas au CIHI humain et est également observé
avec le fluxapyroxad, le penflufen, le
penthiopyrad, I'isopyrazam et le bixafen sur le CllII

de Botrytis et par le penthiopyram, I'isopyrazam et
le bixafen sur le ClIlI des 4 especes. Cet effet
inhibiteur non rapporté de plusieurs SDHI sur le
CIHIl est modulé par la quantité de quinones
exogenes (DcQH,) utilisée pour mesurer l'activité
du CIlII, avec une diminution de I’inhibition de 60
a 40% observée lors de l'augmentation du DcQH,
de 25 a 100 uM (Fig 2). Notamment, comme
I'ajout de quinones réduites (substrat de la réaction)
est nécessaire pour mesurer le CIII, les valeurs des



ICso mesurées pour le CIII ne sont gu'indicatives.
Comme prévu, en cas d'inhibition du CIII et de
maniere similaire a la GCCR (tableau 2), l'activité
de la NADH oxydase était également inhibée (non
représentée), comme cela aurait été observe apres
un traitement a la roténone ou au paraquat (Fig 5).

Le site de liaison des SDHI est hautement

conservé au cours de I'évolution

Nous avons ensuite examiné les bases moléculaires
qui pourraient rendre compte de I'effet non
specifique des SDHI sur la SDH des différentes
espéeces étudiées. Dans ce but, nous avons aligné
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Figure 5. Le bixafen diminue I’oxydation du NADH
par un homogénat de foie de souris.
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Figure 6. Les acides aminés impliqués dans le site de liaison des quinones (CoQ) a la SDH et les mutations

conférant une résistance aux SDHI.

A, Structure cristalline du site de liaison de I’'ubiquinone (CoQ) a la SDH mitochondrial du cceur de porc (Sus
scrofa) (EC 1.3.5.1), établie a partir des informations des archives de la banque de données sur les protéines. Les
acides aminés sont numérotés en fonction de la séquence porcine (caractéres latins), tandis que les caractéres en
italique situés en dehors de la figure correspondent a la numérotation de la séquence de Botrytis cinerea. B,
Représentation schématique du site de liaison du CoQ;o (I’'ubiquinone) de la SDH, comprenant certains des acides
aminés censés favoriser la résistance des champignons aux SDHI (Sierotzki et Scalliet 2013). Encerclée par le
pointillé, une représentation simplifiée des SDHI montre en jaune la partie des SDHI localisée dans la cavité polaire
du site de liaison a I'ubiquinone de la SDH; la partie logée par la poche hydrophobe est représentée en bleu.

les séquences d'acides aminés des trois sous-unités
SDH (B, C, D) impliquées dans le site de liaison
aux SDHI ou aux quinones de la SDH (Fig 6) en
utilisant les séquences disponibles au NCBI de 22
organismes. En examinant les séquences de ces 22
organismes, sélectionnés pour la couverture qu'ils

fournissent en termes d'évolution et/ou de
sensibilité a lI'exposition aux SDHI dans la nature,
une idee assez précise peut étre obtenue quant a la
probabilité d'interaction des SDHI avec la SDH.
Nous avons utilisé I'outil d'alignement Cobalt pour
fournir une estimation de I'état de conservation de



chaque acide aminé [28]. Un examen général
révele un degré élevé de conservation d'une grande
partie des séquences de la SDH parmi les 22
organismes, quelle que soit la sous-unité
considérée (Fig 6 et fig 2 suppl.). Ce résultat est
encore plus évident lorsqu'on limite la comparaison
aux acides aminés connus pour jouer un role
important dans l'interaction des quinones avec la
SDH ou qui se sont révélés étre la source de la
résistance aux SDHI en cas de mutation [29] (S3
Fig). . Selon cette analyse (tableau 2), une identité
de 100% parmi les 22 organismes a €té observée
pour plus de la moitié des 15 acides aminés
considérés, alors gque tous ces résidus sont annotés
résidus conservés par l'outil Cobalt [28].

SDHI
culture

et viabilité des cellules humaines en

Etant donné I’effet spectaculaire des SDHI sur
I’activité de la SDH humaine, nous avons ensuite
évalué les effets de ces composés sur la viabilité de
cellules humaines en culture (fibroblastes
primaires de peau) (Figs 7, 8, et 9). Il est a noter
gue la demi-vie des SDHI, connus pour étre
extrémement stables, dépasse des mois, ce qui
réduit le nombre et la fréquence nécessaires a leur
application sur les cultures (1 ou 2 par an selon les
distributeurs).  Nous avons  précédemment
démontré en utilisant des fibroblastes de patients
affectés par un déficit de la chaine respiratoire que
la quantité de glucose utilisée dans des conditions
de croissance standard (1 a 4,5 g/l) rend les
fonctions mitochondriales non essentielles pour de
longues durées [30]. De fait, nous avons observé
que, malgré la présence de bixafen 1 uM, voire 20
UM, les cellules se développent activement
pendant au moins 10 jours dans un milieu de
culture contenant 1 g/l (5,5 mM) de glucose (Fig
7A, B, C). Un jaunissement accéléré du milieu
GlucoMax a néanmoins été observé apres 18 jours
en présence de 20 pM bixafen, indiquant une
acidification accrue probablement due a une
accumulation anormale de lactate [31]. Cette
accumulation lactique est I’une des conséquences
délétére fréqguemment observée chez les patients

présentant des anomalies de la chaine respiratoire
mitochondriale et a été incriminée dans les
dysfonctionnements cérébraux [32]. Il est a retenir
gu’un changement régulier du milieu de culture
cellulaire  réduit artificiellement l'incidence de
I'accumulation de lactate, comme celui résultant de
I'effet des SDHI sur les cellules. Dans les cellules
cultivées en présence de 20 uM bixafen, l'activité
de la SCCR s'est avérée étre inhibée a 80%, malgré
deux lavages avec 10 ml de PBS, une
trypsinisation (2 ml), puis 10 ml supplémentaires
pour arréter I’action de la trypsine le tout suivi
d'une centrifugation cellulaire et d'un dernier
lavage dans 50 ml de PBS. Simultanément, nous
avons observé un doublement significatif de
I'activité totale de la SOD aprés 13 jours de culture
en présence de 1 pM bixafen ou 1 pM
fluxapyroxad dans un milieu permissif (glucose 1
g/l) (Fig 8C). Une telle induction de I'activité de la
SOD est connue pour refléter spécifiguement
l'augmentation de la production de superoxydes
[33]. Cette augmentation pourrait expliquer I'effet
génotoxique du bixafen [34]. Elle peut intervenir
en présence d'inhibiteurs de la SDH [6].

Les fibroblastes témoins ont ensuite été cultivés
dans un milieu additionné de glutamine (4 mM)
comme unique source de carbone (Fig 7 D-F).
Dans ce milieu non-permissif (MitoMax), le
métabolisme  énergétique devient totalement
dépendant de I'activité mitochondriale. Ceci permet
de détecter un éventuel effet de l'inhibition de la
SDH par le bixafen. Dans ces conditions, en
utilisant 1 pM bixafen pendant 10 jours, nous
avons observé une réduction significative du
nombre de cellules, accompagnée de I’apparition
de nombreuses cellules mortes (apparaissant en
blanc au microscope optique). Une durée similaire
(10 jours) d'exposition a 5 UM bixafen entraine la
mort de presque toutes les cellules (Fig 7 F).

Nous avons ensuite encore enrichi le milieu en
glucose, pasant de 1 & 5 g/l, le rendant encore plus
favorable a la croissance des cellules dont la chaine
respiratoire est déficiente et en ajoutant du
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Figure 7. Masquées par le glucose, les conséquences de I'inhibition de la SDH par les SDHI dans des cellules
humaines en culture.

A, D, Fibroblastes témoins cultivés pendant dix jours en présence (A) ou en I'absence (D) de glucose, la glutamine
étant l'unique source de carbone dans cette derniere condition. Le milieu de culture n'a pas été changé pendant la
durée de I'expérience. B, E, Les cellules ont été cultivées pendant une durée similaire (dix jours) sans changer de
milieu cette fois en présence de bixafen 1 pM. Notez la présence de nombreuses taches blanches en I'absence de
glucose (E), taches indicatrices de la présence de cellules mortes dans la culture. C, F, Malgré la présence de
bixafen 20 pM, aprés 10 jours de culture, aucun signe de souffrance cellulaire n’a été observé en présence de
glucose (C). Une expérience en miroir réalisée en I'absence de glucose (F) a entrainé une mort cellulaire massive
avec une concentration de bixafen aussi faible que 5 pM. Sur chaque figure, la barre noire représente 200 pum.
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Figure 8. Mortalité induite par les SDHI de cellules contrdles et de cellules déficientes en SDH dans les milieux
permissifs GlucoMax et non permissifs MitoMax.

A, Cellules controle provenant de trois individus différents cultivées sur milieu GlucoMax ou MitoMax (voir le
tableau S2). Outre le glucose (4,5 g/l ; hyperglycémique), le milieu permissif contient de la glutamine 4 mM, du
pyruvate 2 mM et de l'uridine 200 M, un acide aminé éventuellement en quantité insuffisante lorsqu'un défaut
profond touche la partie terminale de la chaine respiratoire (CIlI ou CIV; S1 Fig) [35]. B, SDHI (1 uM) ont été
testés (n = 3) dans des milieux permissifs et non permissifs. Le bixafen et le fluxapyroxad ont tous deux entrainé une
mort cellulaire massive aprés 14 jours de culture dans des conditions non permissives. Il est a noter que des
tentatives similaires pour tester I'effet du boscalid a une concentration efficace (calculée a partir de la détermination
de la ICs sur la SDH humaine, Fig. 2) ont été vaines en raison de la formation d'un précipité dans le milieu de
culture. C, Activité superoxyde dismutase de fibroblastes contréles (n = 4) cultivés dans des conditions permissives
(glucose 1 g/l) en I'absence (contréle DMSO) ou en présence de bixafen 1 M ou de fluxapyroxad 1 uM. D, effet du
bixafen et du fluxapyroxad sur les fibroblastes présentant une activité résiduelle de 60% de la SDH [18]. En milieu
non permissif, une mort cellulaire massive a été observée a 4 jours de culture en présence de bixafen a 0,5 UM et a 6
jours a la méme concentration de fluxapyroxad. Il est a noter que la concentration en SDHI utilisée (0,5 uM) est
inférieure a la DJA pour chacune de ces molécules (0,58 uM) (S2 Fig). Les milieux de culture n'ont pas été modifiés
pendant la durée de I'expérience (n = 3).
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pyruvate a 2 mM et de l'uridine a 200 uM (milieu
permissif, GlucoMax). ) (Tableau 1). Lors de la
culture dans ce milieu aussi favorable a la
croissance de cellules déficientes en
mitochondries, les fibroblastes peuvent faire face a
la plupart des types de déficit ou d'inhibition de la
chaine respiratoire, y compris a des effets non
spécifiques des SDHI ciblant le CIIl. On notera
gue la croissance des fibroblastes contréles est
similaire dans le milieu GlucoMax et dans le
milieu MitoMax, dépourvus de pyruvate et
d'uridine mais contenant de la glutamine comme
seule source de carbone (milieu exigeant des
mitochondries actives) (Fig 8A). Comme attendu,
la présence de bixafen n'affecte pas la croissance
des cellules dans le milieu permissif GlucoMax. A
I’opposé, le bixafen cause la mort de quasi toutes
les cellules aprés 14 jours de culture dans le milieu
MitoMax (Fig 8B, 9A). L'effet observé n'est pas
limité au bixafen, qui inhibe a la fois la SDH (CII)
et le ClIl (Tableau 2). Il est également observé
avec le fluxapyroxad, un autre SDHI de nouvelle
génération (Fig 8B) qui n'inhibe pas le ClII dans
les cellules humaines (tableau 2)

Les SDHI affectent particulierement des cellules
humaines dont les mitochondries sont
défectueuses

Nous avons ensuite étudié I'effet des SDHI sur des
fibroblastes cutanés en culture provenant de
patients présentant des anomalies mitochondriales
liées a un déficit partiel en SDH [18] ou a une
hypersensibilité aux stress oxydatifs en raison
d'une signalisation altérée de la superoxyde
dismutase (SOD) du fait d'une translocation
nucléaire défectueuse du facteur Nrf2 [21,23,36].

Le patient déficitaire en SDH présente un
syndrome de Leigh [18] avec 60% d'activité SCCR
résiduelle (1,8 £ 0,3 nmol/min/mg prot; controle
3,0 £ 0,3 nmol/min/mg prot, n=4) dans les
fibroblastes. Nous avons d’abord comparé la
croissance de ces cellules déficientes en SDH dans
les milieux GlucoMax et MitoMax (Fig 8D). Dans
le milieu MitoMax, la faible vitesse de croissance
initiale est suivie par la mort cellulaire entraine la
perte des cellules en 12 jours. En présence de 0,5
UM bixafen, une perte cellulaire totale est observée
apres juste 4 jours de culture (Fig 4D). En présence
de 0,5 uM fluxapyroxad, la mort cellulaire totale
est observée apres 6 jours.

Nous avons ensuite étudié l'effet du bixafen sur des
fibroblastes connus pour leur hypersensibilité aux
stress oxydatifs, fibroblastes provenant de patients
atteints soit de FRDA [33] soit de FDA [24] [37]
(Fig 9). Comparativement aux fibroblastes témoins
(Fig 9A), les fibroblastes FRDA présentent une
mort cellulaire accélérée, particulierement marquée
a la plus forte concentration de bixafen (1 puM)
pour les cellules cultivées dans du milieu MitoMax
(Fig 9B). Un phénoméne identique, bien que moins
marqué, a été observé pour les cellules FAD (Fig
9C). Apres 4 jours de croissance dans le milieu
MitoMax, ces cellules montrent une sensibilité a 1
UM de bixafen (Fig 9C), tandis que les cellules
témoins (Fig 9A) sont restées parfaitement viables.
Ainsi, une anomalie dans le fonctionnement des
mitochondries qui affecte soit directement la
chaine respiratoire (activité SDH défectueuse) soit
la capacité a répondre a un stress oxydatif
(induction SOD défectueuse) conduit a une
hypersensibilité a I'effet inhibiteur des SDHI.
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A, Cellules contréles (n=3) dans les milieux GlucoMax ou MitoMax, (voir le tableau 2), respectivement en I'absence
ou en présence de bixafen 0,5 UM ou 1 uM. Une expérience similaire réalisée sur des fibroblastes provenant d’un
patient atteint d’ataxie de Friedreich (fibroblastes FRDA) (B) et d’un patient atteint de la maladie familiale
d’Alzheimer (FAD) (C). Les milieux de culture n’ont pas été changés pendant la durée de I'expérience (n=3).

Discussion

Les données réunies établissent les effets
inhibiteurs de huit SDHI sur la SDH de quatre
espéces biologiques, a savoir le champignon B.
cinerea, le ver de terre L. terrestris, l'abeille
domestique A. mellifera et les humains (H.
sapiens), avec des inhibitions variables. Cette
observation refléte I’extréme conservation des
sous-unités SDH B,C,D constituant le site de
réduction et de fixation de l'ubiquinone sur la SDH
(Fig 2 suppl). L'absence de spécificité d'espece de
la carboxine, le premier SDHI, a été reconnue dés
1976 [16], lorsque les auteurs ont noté la trés
grande affinité de la carboxine pour la SDH des
mammiferes [38]. La carboxine a été un temps
largement pulvérisée comme fongicide sur le blé
canadien, a des doses similaires a celles utilisées
pour les SDHI qui en dérivent, représentant un
risque environnemental majeur en raison de cette
non spécificité [38]. Dans ce travail, nous avons
étendu cette observation a une série de SDHI
dérivés de la carboxine, avec laquelle ils partagent
un mode d'action commun pour l'inhibition de la
SDH. Les fabricants de produits agrochimiques
connaissent en réalité cette absence de spécificité
d'espece. Ainsi une partie des SDHI est vendue
comme efficace pour tuer les nématodes [39]. De
méme, le danger représenté par les SDHI pour les
organismes aquatiques est reconnu depuis
longtemps, comme I’indiquent les fiches
techniques, et se trouve amplement confirmé par
les données récentes obtenues pour le poisson
Danio rerio avec le boscalid ou le penthiopyrad
[40,41] et pour les embryons du batracien Xenopus
tropicalis avec I’isopyrazam ou le bixafen [42].
Simultanément, il a été démontré que les effets
toxiques du boscalid sur les abeilles sont
observables pour peu que la durée d'exposition soit
suffisante [43]. L'effet inhibiteur des SDHI s'étend
vraisemblablement a la plupart des organismes
vivants, modulé par la propension de chaque
organisme & absorber, métaboliser et/ou excréter
chacun des SDHI. Ainsi, les plantes dont les
feuilles présentent une mauvaise absorption des

SDHI seront épargnées tant que le pesticide
n'‘entrera pas en contact avec les racines, lesquelles
sont susceptibles d'absorber les SDHI. Enfin, les
interactions toxicologiques résultant de I’utilisation
fréquente d’un mélange de pesticides ont été
largement ignorées. En particulier les SDHI sont
fréguemment associés a des inhibiteurs du CIHII
(par exemple, la strobilurine), dans les préparations
commerciales de SDHI (encadré 4) [42]. Les effets
toxiques d'agents de perméabilisation
supplémentaires sur la faune que l'on trouve dans
plusieurs mélanges SDHI sont également
largement ignorés. Bien sdr, il est extrémement
dangereux de comparer les valeurs de ICs
obtenues in vitro dans des conditions de laboratoire
avec les concentrations de SDHI pouvant résulter
de l'application de ces pesticides sur des cultures.
On peut cependant déterminer de maniére fiable la
concentration de SDHI & la sortie des buses de
diffusion. Dans le cas du bixafen, elle est d’environ
06 a 18 mM selon les recommandations
distribuées aux agriculteurs, ce qui correspond a un
nuage de nebulisation de 75-125 g/ ha de bixafen.
L’exposition finale dépend de nombreux facteurs
difficiles a maitriser, notamment les conditions
d’épandage, la nature du sol, son couvert végétal,
etc. Du point de vue réglementaire, la DJA, par
exemple pour le boscalid et le bixafen, est de 0,04
et 0,02 mg / kg / jour, respectivement (voir Iégende
Fig 3). Pour un adulte moyen (60 kg / volume
sanguin 5 1), cela correspond a une concentration
sanguine d'environ 1,40 et 0,58 uM.

A ce jour, il a été rapporté que les SDHI inhibaient
puissamment l'activité de la SDH, mais leurs effets
sur d'autres sites de la chaine respiratoire, n‘ont pas
été décrits. Nous montrons ici que plusieurs des
SDHI de derniere génération inhibent le CIlIl en
plus de la SDH, augmentant ainsi a la fois leur
activité fongicide et leur toxicité vis-a-vis d’autres
organismes. A ce jour, cet effet supplémentaire n'a
pas été pris en compte dans la commercialisation
d'aucune de ces molécules. Il est intéressant de
noter que I’existence d’un site additionnel autre
que la SDH a été récemment décrit, suggérant
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Encadré 3. Bloquer les mitochondries avec des mitochondriotoxiques une longue histoire de catastrophes
environnementales et sanitaires. Strob., la strobilurine souvent employée avec les SDHI.

Dihydro-orotate H H' H+  H
Glycerol 3-P l H* H* H*

Succinate

Fatty acyl-CoA .
NADH Pi+
AD

matrice mitochondriale Al

Encadré 4. Les interactions compliquées dans la chaine respiratoire mitochondriale : un ensemble de protéines
organisées en structures rigides appelés complexes (notés de | a V). La SDH constitue le complexe Il, avec les
SDHI une sourde de superoxydes en rouge. Ces complexes sont plus ou moins associés, formant des
supercomplexes. S’y ajoute d’autres protéines, des déshydrogénases (G3Pdh; Glycerol 3 phosphate
déshydrogénase ; Ddh, Dihydro orotate déshydrogénase ; ETF, Electron Transfer flavoprotéine). Il en résulte un
mélange de compétition et de coopération a travers des pools de composés localisés (UQ, ubiquinone) qui
s’échangent les électrons provenant de I’oxydation des substrats.
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L’existence d’au moins un deuxiéme site d'action
des SDHI [44].

Les effets de l'inhibition de la chaine respiratoire
sur la croissance des cellules humaines en culture
dépendent grandement de [I'équilibre entre la
glycolyse et l'activité mitochondriale. Ainsi, les
cellules  dites  rho°,  dépourvues d'ADN
mitochondrial et donc d'activités de la chaine
respiratoire, sont auxotrophes pour l'uridine mais
peuvent générer de I'ATP a partir du glucose
disponible par le biais de la glycolyse [45],
produisant une grande quantité de lactate (Fig 1 et
Fig 1 suppl). L’auxotrophie pour Iuridine a pour
origine la rupture compléte de la partie terminale
de la chaine respiratoire (CIlI, CIV) qui entraine le
blocage de la dihydroorotate déshydrogénase [46].
Cette derniére enzyme produit normalement
I’orotate nécessaire a la synthése des pyrimidines,
indispensable a la prolifération cellulaire (Fig 1
suppl), rendant nécessaire une supplémentation en
uridine pour la croissance de cellules présentant
soit un déficit spécifique de I’activité du ClIl ou du
CIV [46] soit un déficit généralisé lié a I’absence
d’ADN mitochondrial et donc sans chaine
respiratoire fonctionnelle [45]. Ceci est illustré ici
par comparaison des croissances cellulaires en
milieu permissif GlucoMax et en milieu non
permissif MitoMax, ce dernier seul permettant la
détection de cellules hébergeant des mitochondries
avec des chaines respiratoires déficientes.
L’utilisation de ce milieu MitoMax non permissif
n’est pas destinée a représenter une situation
physiologique mais a permettre de détecter un
éventuel effet délétére d’une substance donnée sur
les mitochondries. Ce milieu MitoMax devrait
désormais étre utilisé pour tester en culture
cellulaire toute substance ciblant les mitochondries
ceci dans le contexte de I’évaluation des risques
liés aux organismes non ciblés.

Dans cette étude, nous avons montré une
application efficace de cette stratégie pour les
cellules traitées par SDHI. En effet, I'utilisation
d'un milieu standard contenant du glucose rend
impossible la détection d'un blocage méme grave
de la SDH dans les cellules humaines. Ces
expériences suggerent la nécessité de reéévaluer la

toxicité des SDHI dans des cellules humaines en
culture en utilisant un milieu type MitoMax
stimulant les mitochondries et contenant de la
glutamine comme seule source de carbone. Quoi
qu’il en soit, étant donné la complexité des

phénoménes pouvant résulter d’un  stress
mitochondrial (surproduction de superoxydes,
accumulation de lactate, manque d’ATP,

déséquilibre métabolique, etc.), il est essentiel de
respecter une durée suffisante (> 15 jours) pour ces
évaluations, ceci en fonction de la concentration de
I'inhibiteur utilisé Un autre aspect montré par cette
étude est l'augmentation de la sensibilité aux SDHI
des cellules humaines abritant des mitochondries
défectueuses. Cette constatation est valable quelle
que soit la nature du défaut mitochondrial, soit
qu’il résulte directement d’un déficit partiel de la
chaine respiratoire et/ou d’une hypersensibilité au
stress oxydatif due a une mauvaise induction de la
SOD (encadré 4). Les anomalies de la SDH,
partielles et isolées, sont des pathologies humaines
rares généralement associées a des phénotypes
neurologiques ou cardiaques [3]. Cependant,
s’ajoutent aux défauts profonds de la SDH mis en.
paragangliomes ou certaines tumeurs gastro-
intestinales de patients porteurs de mutations dans
les génes SDH suppresseurs de tumeur
[47,48,49,50], les déficits partiels en SDH observé
dans des maladies humaines affectant différents
organes, telles que FRDA [51], syndrome de Barth
[52], leucoencéphalopathies diverses [53] [54]
[55], infertilitt  masculine liée a une
asthénozoospermie [56], myopathie [57], de rare
évidence dans les phéochromocytomes et les
syndromes  d’hémolyse  urémique et de
rhabdomyolyse [58]. Cette hypersensibilité définit
une  sous-population  qui  pourrait  étre
particuliérement a risque lorsqu’elle est en contact
avec des SDHI. Nos résultats suggérent que, dans
cette sous-population et également dans des
populations atteintes de FRDA ou de la maladie
d’Alzheimer, connues pour présenter une
susceptibilit¢ accrue au stress oxydatif, une
caractéristique tres courante des maladies
humaines, les SDHI pourraient contribuer a une
progression accélérée de la maladie.
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encéphalopathie, ataxie,
dystonie, épilepsie,
hypotonie, leucodystrophie,
Paraplégie spastique, MERRF,
MELAS, Kearns-Sayre,

Leigh, Ataxie de Friedeich,
Parkinson, Alzheimer

ophtalmoplégie, atrophie optique,
ptosis, cataracte, rétinite
pigmentaire, LHON
hypothyroidie,
hypoparathyroidie

insuffisance
hépatocellulaire,
Alpers

tubulopathie
proximale, néphrite
tubulointerstitielle,
syndrome néphrotique,
insuffisance rénale

dysfonction
des gonades

myopathie,
hypotonie,
rhabdomyolyse

neuropathie
périphérique
retard de
croissance

trichothiodystrophie

déficit en hormone

de croissance

surdité neurosensorielle,
sensibilité aux
aminosides

paragangliomes

v

sclérose latérale amyotrophique
cardiomyopathie
hypertrophique, bloc
auriculoventriculaire
diabéte sucré,
insuffisance
pancréatique exocrine

Diarrhée, atrophie
villositaire,
POIC, MNGIE

anémie sidéroblastique,
pancytopénie, Pearson

acidose lactique,
hypoglycémie

Encadré 5. Chez I’homme, quand les mitochondries ne marchent pas, mal, ou gerent mal le
stress oxydatif, les maladies mitochondriales peuvent apparaitre a tous les ages de la vie, affecter
tous les organes, elles présentent une susceptibilité individuelle marquée et une évolution tres
imprévisible, un nombre important de questions sans réponses, symbolisé au mieux par I’iceberg

Conclusions

Tout d'abord, ces travaux établissent que, a l'instar
de la molécule précédente, la carboxine [16], tout
les SDHI testés inhibent la SDH et cela chez toutes
les especes étudiées, mais avec une efficacité
variable. De plus, les SDHI de nouvelle génération
contenant un fragment méthyl-pyrazol (Fig 3)
inhibent également le complexe Ill de la chaine
respiratoire. Ce manque de spécificité constitue un
probléme majeur compte tenu de [l'utilisation
généralisée actuelle de ces SDHI. Bien que ce

mangue de sélectivité (CIl + CIII) puisse étre la
source de [lefficacité des SDHI de derniére
génération, il pourrait également constituer un
risque supplémentaire pour les organismes
exposés. Notre étude a ensuite établi que les
conditions standards utilisées pour tester la toxicité
éventuelle des SDHI (ainsi que de tout autre
pesticide ciblant les  mitochondries, les
mitochondriotoxiques) peuvent masquer un effet
toxiqgue potentiel. Par  conséquent, nous
recommandons de modifier d’urgence les tests
réglementaires pour la détermination de la toxicité
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des molécules et [’utilisation du milieu de
croissance MitoMax dans lequel la glutamine est la
seule source de carbone.

Enfin, nous montrons qu'un défaut mitochondrial
préexistant, tel qu'un dysfonctionnement partiel de
la SDH ou une hypersensibilité aux attaques
oxydatives (FRDA, FAD), augmente la sensibilité
aux SDHI, suggérant un risque particulier pour les
individus présentant un tel dysfonctionnement.
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Supplément Figure 1. L’intrication toujours trés simplifiée et schématique de la succinate déshydrogénase dans la chaine
respiratoire et le métabolisme mitochondrial (Pour les biochimistes...).

La partie supérieure présente une vue schématisée d'un fragment de la membrane interne mitochondriale, avec de gauche a
droite la succinate déshydrogénase (SDH; CII) avec ses quatre sous-unités (A-D) et le site de liaison a l'ubiquinone (Q). Les
électrons libérés au cours de I'oxydation du succinate en fumarate (ligne verte) vont du FAD™ lié & la sous-unité A jusqu’au site
de liaison de I’ubiquinone (Q) pour étre délivrés au ClII. Au sein du respirasome, constitué de I’association des CI-I1I-1V dans
diverses proportions, le cycle Q permet le transfert simultané d'électrons vers le cytochrome c et I'extrusion de protons.
L'oxydation du cytochrome c par la cytochrome c oxydase terminale permet la réduction simultanée de I'oxygéne en eau et une
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extrusion supplémentaire de protons. Les protons s’écoulent ensuite (ligne bleue) vers I’ATPasome ou ils sont renvoyés vers la
matrice mitochondriale, ce qui permet a I’ATPase (CV) de générer de I’ATP. Couplée au flux d'électrons dans la chaine

respiratoire, I'oxydation du succinate en fumarate alimente le bicycle de Krebs, a chaque sous-cycle sa vitesse

(partie

inférieure). De maniére notable, le cycle peut étre alimenté a la fois par le pyruvate produit par glycolyse et par la glutamine si
elle est présente dans le cytosol des cellules. 1. Citrate synthase, 2. Aconitase; 3. Isocitrate déshydrogénase; 4. o-Cétoglutarate
déshydrogénase; 5. SuccinylCoA synthase; 6. Succinate déshydrogénase; 7. Fumarase; 8. Malate déshydrogénase; 9. Pyruvate
déshydrogénase; 10. Lactate déshydrogénase; 11. Glutamate déshydrogénase; 12. Glutaminase; 13. Glycérol-3-phosphate

déshydrogénase; 14. Dihydroorotate déshydrogénase

Supplément Figure 2A — Les 22 organismes choisis pour aligner les protéines SDH B, C, D.

Organism SDHB SDHC SDHD
1. Champignon mycorhizien ayant des relations Glomeromycota | EXX77477 PKY26074 | EXX77069.1
symbiotiques avec les racines des plantes Rhizophagus

irregularis
2. Champignon nécrotrophe affectant de nombreuses Botrytis cinerea | ALK82288.1 | ACT83441 | ACT83439.1
espéces de plantes 1
3. Une bactérie impliquée dans une relation Rhizobium OBY07352.1 | PUB61560 | AIC29272.1
symbiotique mutualiste avec les légumineuses leguminosarum 1
4. Champignon causant la septoria tritici, taches Zymoseptoria AER08706.1 | AFV73771 | AFV73750.1
nécrotiques sur le feuillage du blé tritici 1
5. Une espéce de corail acroporide Acropora XP_0157542 | XP_01575 | XP_0157557
digitifera 11.1 5780.1 81.1

6. Laluzerne tronquée, une petite [égumineuse Medicago KEH43401.1 | AES88117 | AES71543.2
annuelle trunculata 1
7. La mouche du vinaigre, un outil génétique Drosophila AAF57396 | NP_00126 | NP_651181.
irremplacable melanogaster 2472.1 1
8. L'araignée-banane, indigene d'Amérique du Nord et Nephila PRD39438.1 | PRD21447 | PRD34935.1
d'Amérique du Sud clavipes 1
9. Le petit blanc, une espéce de papillon de petite a Pieris rapae XP_0221209 | XP_02212 | XP_0221269
moyenne taille 23.1 7716.1 97.1
10. Nématode, transparent, vivant librement, Caenorhabditis | BAA23717.1 | CAA82572 | CTQ86584.1
largement utilisé comme organisme modele elegans 1
11. L'abeille européenne, la plus répandue parmi les 7- Apis mellifera XP_0262951 | XP_00656 | XP_0011204
12 espéces d'abeilles domestiques du monde 771 4913.1 12.2
12. Grenouille africaine a griffes, dans le sud-est de Xenopus laevis NP_001080 | XP_01808 | NP_001087
I'Afrique subsaharienne 247.1 9012.1 943.1
13. Le poisson zébre, un poisson d'eau douce originaire Danio rerio AAI42800.1 | AAH7830 | AAH79507.1
de la région himalayenne, un organisme modeéle tres 6.1
étudié
14. Le brochet du Nord, un poisson carnivore trouvé Esox lucius XP_0108797 | ACO14487 | XP_0108919
dans les eaux douces de I'hémisphére Nord 58.1 1 78.1
15. La musaraigne, I'un des mammiféres les plus Sorex araneus | XP_0046034 | XP_00461 | XP_0046047
communs, dans toute I'Europe du Nord, absente 331 3949 49.1
d’Irlande
16. Le lapin européen originaire du sud-ouest de Oryctolagus ABD77138.1 | XP_00826 | XP_0027084
I'Europe et du nord-ouest de I'Afrique cuniculus 2407.1 82.1
17. Principal ancétre du poulet domestique, Gallus gallus NP_001074 | XP_02499 | NP_001006
domestiqué il y a au moins 5000 ans en Asie 344.2 9418.1 3211
18. Le chat domestique, la seule espece domestiquée Felis catus XP_0039895 | XP_00399 | XP_0039924
de la famille des félidés 721 9607.1 03.1
19. Le dingo, un chien originaire d'Australie Canis lupus XP_0253031 | XP_02527 | XP_0253213
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dingo 86.1 6630.1 30.1

20. Le mouton domestique généralement élevé comme Ovis aries XP_0120216 | XP_01202 | XP_0120169
bétail dans la majorité du monde habité 66.1 3495.1 40.1
21. Le sanglier, porc sauvage ou cochon sauvage, Sus scrofa ABJ09403.1 | XP_00312 | NP_001090
originaire d'une grande partie de I'Eurasie, de I'Afrique 5707.2 985.1
du Nord et des fles Sunda

22. Al'origine de l'usage suicidaire des SDHI, Homo sapiens | NP_002991. | CAG33383 | CAG33213.1
néanmoins appelé sapiens 2 1

Supplément Figure 2B - les acides aminés de la sous-unité SDHB
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221

MAAV-VGV SLKR---RFPAAALGG  ACLQACR  GA  QTAAA---—-T---APRIKKFAIYRWDPDKTGDKP
MAAV-VAL SLRR---RFPAAALGG  ARLQACR GA  QTAAA----A---APRIKKFAIYRWDPDKTGDKP
MAAV-VAV SLKR---WFPATTLGG  ACLQACR  GA  QTAAA----T---APRIKKFAIYRWDPDKTGDKP
MAAV-VAL SLRR---RLPATTLGG  ACLQASR  GA  QTAAA----T---APRIKKFAIYRWDPDKAGDKP

RLQQYKVDLNT-CGPMVLDAL IKIKNEQDATLTFRRSCREGICGSCAMNINGTNTLACICKID---RLDTKIY--PLPHM
RMQSYTLDLNK-TGPMMLDALIRIKNEVDPTLTFRRSCREGICGSCAMNIDGVNTLACLCRIPRDAKHETKIY--PLPHT
SIDTFYIDVDD-CGPMVLDGLLY IKNKIDPTLTLRRSCREGICGSCAMNIDGTNTLACTKGLD-DIKGAVKIY--PLPHL
RMQSYTLDLNK-TGPMMLDAL IRIKNEVDPTLTFRRSCREGICGSCAMNIDGVNTLACLCRIPTDTAKETRIY--PLPHT
-MQTYEVDLNR-CGPMVLDAL IKIKNEIDPTLTFRRSCREGICGSCAMNIGGTNTLACISRINPDENKKTKI1Y--PLPHM
ELKEYEINLKE-CGPMVLDALIKIKND IDPSLTFRRSCREGICGSCAMNIDGCNGLACLTKIP-DAGMDST I T--PLPHM
YMQTYEVDLRE-CGPMVLDAL IKIKNEMDPTLTFRRSCREGICGSCAMNIGGTNTLACISKIDINTSKSLKVY--PLPHM
RMQDYTLDNPEgQRDMMVLDALLKLK-EQDPTLSFRRSCREGVCGSDGLNMNGKNGLACITPLSAVGLKGGKIVIrPLPGL
EMKNYDLDVST-CGKMVLDAL IKIK-DMDPTLAFRRSCREG ICGSCAVNLQGKNCLACITEIPPD--KKIT1Y--PI1PHM
TVQKFDVDLDQ-CGTMILDAL IKIKNEVDPTLTFRRSCREGICGSCAMNIGGQNTLACICKIDSDTSKSTKIY--PLPHM
YMQQFSVDLNKCTGTMVLDVLALIKAEYDPTLSYRKSCREGICGCCAMNINGVNNLACITKA-LESSKPIVIY--PLPHS
RMQTYEVDLNT-CGPMVLDAL IKIKNEVDPTLTFRRSCREGICGSCAMNINGGNTLACTVRIDTNLSKVSKI1Y--PLPHM
RMQTYEIDLNT-CGPMVLDAL IKIKNEMDSTLTFRRSCREGICGSCAMNINGGNTLACLNKIDTNTSKVTKI1Y--PLPHM
RMQTFEIDLNT-CGPMILDALIKIKNEMDGTLTFRRSCREG ICGSCAMNINGGNTLACLNKIDTNTSKVTKI1Y--PLPHM
RMQTYEVDLNK-CGPMVLDAL IKIKNEIDSTLTFRRSCREGICGSCAMNINGGNTLACTRRIDTNLNKVSKI1Y--PLPHM
RMQTYEVDLNK-CGPMVLDALIKIKNEIDSTLTFRRSCREGICGSCAMNINGGNTLACTRRIDTNLDKVSKI1Y--PLPHM
RMQTYEVDLNK-CGPMVLDAL IKIKNELDSTLTFRRSCREGICGSCAMNIAGGNTLACTKKIDPDLSKTTKI1Y--PLPHM
RMQTYE IDLNK-CGPMVLDALIKIKNEIDSTLTFRRSCREGICGSCAMNINGGNTLACTRRIDTNLSKVSK1Y--PLPHM
HMQTYE IDLNK-CGPMVLDALIKIKNEIDSTLTFRRSCREGICGSCAMNINGGNTLACTRRIDTNLSKVSKIY--PLPHM
HMQTYE IDLNN-CGPMVLDALIKIKNEIDSTLTFRRSCREGICGSCAMNINGGNTLACTRRIDTNLSKVSKIY--PLPHM
HMQTYE IDLNN-CGPMVLDAL IKIKNEIDSTLTFRRSCREGICGSCAMNINGGNTLACTRRIDTNLDKVSKIY--PLPHM
HMQTYEVDLNK-CGPMVLDAL IKIKNEVDSTLTFRRSCREGICGSCAMNINGGNTLACTRRIDTNLNKVSK1Y--PLPHM

YVIKDLVPDLTHFYKQYKSIEPYLKKKNVP--KDGDRENLQS TADRKKLDGLYECILCACCSTSC
YVVKDIVPDLTQFYKQYKSIKPYLQHTDPAp--EGK-EYLQSKEDRKKLDGLYECILCACCSTSC
PVVKDLVPDLTNFYAQHRS IEPWLKTVSPAp----AKEWKQSHEDRQKLDGLYECILCACCSTSC
YVVKDLVPDMTQFYKQYKSIKPYLQRDTAPp--DGK-ENRQSVADRKKLDGLYECILCACCSTSC
YVVKDLVPDMTNFYEQYRSIEPYLKKKTEV--EYGKEQYLQSIEDRKKLDGLYECILCACCSTSC
FVIKDLVVDMTNFYNQYKS I EPWLKRKSPAe--EDGKE IKQSKKDRAKLDGMYECILCACCSTSC
YVVRDLVPDMNNFYEQYRN IQPWLQRKNEAgeKKGKAQYLQSVEDRSKLDGLYECILCACCSTSC AEKYLGPAV
PVIRDLVVDMSQFYTQYEKVKPYL INDSKLp---PAGEFLQSPEERAKLDGLYECILCACCSTSC PDKFIGPAG
YVIRDLVVDMTHFFENGYDSIRPYL IRHDRQK-KLGSHQYAQS I EDNNKLVGLYECVLCACCSTSC GRRFLGPAT
FVVKDLVPDMNLFYAQYASI1QPWIQKKTPL--TLGEKQMHQSVAERDRLDGLYECILCACCSTSC ADKYLGPAV
YVIRDLVTDLEQYLKQYKNIEPFLKRTGEDN-YVGLRQILQSPRDRDKLNGLYECILCGCCTFAC GDKFLGPST
YVVKDLVPDLSNFYAQYKSIEPYLKKKDKS--QQGKEQYLQSIEDRDKLDGLYECILCACCSTSC ADKYLGPAV
YVVKDLVPDMSNFYAQYKSIEPYLKKKDES--QQGKQQYLQSVEDRQKLDGLYECILCACCSTSC ADKYLGPAV
YVVKDLVPDMSNFYAQYKSIEPYLKKKDET--NEGKEQYHQTVEDRQKLDGLYECILCACCSTSC GDKYLGPAV
YVIKDLVPDLNNFYAQYKSIEPYLKKKDES--QEGKKQYLQSIEDREKLDGLYECILCACCSTSC GDKYLGPAV
YVIKDLVPDLSNFYAQYKSIEPYLKKKDES--QGGKQQYLQSIEEREKLDGLYECILCACCSTSC GDKYLGPAV
YVVKDLVPDLSNFYAQYKSIEPYLKKKDES--KQGKEQYLQSIEDRQKLDGLYECILCACCSTSC GDKYLGPAV
YVIKDLVPDLSNFYAQYKSIEPYLKKKDES--QEGKQQYLQSIEDREKLDGLYECILCACCSTSC GDKYLGPAV
YVIKDLVPDLSNFYAQYKSIEPYLKKKDES--QEGKQQYLQSIEDREKLDGLYECILCACCSTSC GDKYLGPAV
YVIKDLVPDLSNFYAQYKSIEPYLKKKDES--QGGKEQYLQSIEDREKLDGLYECILCACCSTSC GDKYLGPAV
YVIKDLVPDLSNFYAQYKSIEPYLKKKDES--QEGKQQYLQSIEEREKLDGLYECILCACCSTSC GDKYLGPAV
YVIKDLVPDLSNFYAQYKSIEPYLKKKDES--QEGKQQYLQSIEEREKLDGLYECILCACCSTSC GDKYLGPAV

SDEYLGPAV
SEEYLGPAI
GDRYLGPAV
SEEYLGPAV
GDKYLGPAV
PESYLGPAA

LLQAYRWMIDSRDDYSSERREAL-QNPFSVYRCHT IMNCANTCPKGLNPGHAIAMIKRDMALD--—-----
LLQSYRWLADSRDQKKEERKAAL-DNSMSLYRCHT I LNCSRTCPKGLNPGLAIAEIKKEMAF---—--—-
LLQAYRWL IDSRDEATGERLDNL-EDPFRLYRCHT IMNCAQTCPKGLNPAKATAE IKKMMVERRV —----
LLQSYRWINDSRDEKTAQRKDAL-NNSMSLYRCHT I LNCSRTCPKGLNPALAITAEIKKSMAFTG=-—--—-
LMQAYRWMIDSRDDYTEERLEKLASDPFKVYRCHT IMNCTKTCPKGLNPGKAIGEITKKMLASYQSKKAATL 1]
LLHANRWISDSRDEYTKERLEAI-NDEFKLYRCHT I LNCARACPKGLNPGKQ IAHIKSLQPKA--—--—-
LMQAYRWI IDSRDENSAERLNKL-KDPFSVYRCHT IMNCTRTCPKGLNPGRAITAEIKKLLSGLASKPAPKL 8]
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176
197
225
253
214
211
214
212
203
222
213
212
212
212
212

LLHAYRFLADSRDTATEQRLNDL-DDAFSVFRCHG IMNCVNVCPKGLNPTKATGQ IKSMLLNRAL-—-—-
LLHAYRWI IDSRDQDSEARLYDL-KDDFAVFRCHT IMNCTLACPKGLAPHDY IARLKHL ISRISKKPQPS[11]
LMQAYRWV IDSRDDYATERLHRM-HDSFSAFKCHT IMNCTKTCPKHLNPAKAIGE IKSLLTGFTSKPAAEL 4]
LLQAYRWI IDSRDMGHKERLTKL-RDYYSVYRCHT I FNCTKTCPKGLNPGKAVAQ IKRLLAGLAKKDRPD[20]
LMQAYRWMIDSRDDFTEERLSKL-QDPFSLYRCHT IMNCTRTCPKGLNPGKATAE IKKMMAMYKERAVSA
LMQAYRWMIDSRDDFTEDRLSKL-QDPFSLYRCHT IMNCTRTCPKGLNPGKATAE IKKMMVTYKQKDAVAL 1]
LMQAYRWMIDSRDEFTEERLSQL-QDPFSLYRCHT IMNCTRTCPKGLNPGLATAE IKKMMAMYKEKRAAA
LMQAYRWMIDSRDDFTEERLAKL-QDPFSLYRCHT IMNCTKTCPKGLNPGKATAE IKKMMATYKEKKASA
LMQAYRWMIDSRDDFTEERLAKL-QDPFSLYRCHT IMNCTRTCPKG-========—=—————————————
LMQAYRWMIDSRDDYTEERLAQL-QDPFSLYRCHT IMNCTRTCPKGLNPGKATAE IKKMMATYKEKAAAA
LMQAYRWMIDSRDDFTEERLAKL-QDPFSLYRCHT IMNCTRTCPKGLNPGKATAE I KKMMATYKGKKASYV
LMQAYRWMIDSRDDFTEERLAKL-QDPFSLYRCHT IMNCTRTCPKGLNPGKATAE IKKMMATYKGKKASYV
LMQAYRWMIDSRDDFTEERLAKL-QDPFSLYRCHT IMNCTRTCPKGLNPGKATAE IKKMMATYKEKQASA
LMQAYRWMIDSRDDFTEERLAKL-QDPFSLYRCHT IMNCTGTCPKGLNPGKATAE IKKMMATYKEKKASA
LMQAYRWMIDSRDDFTEERLAKL—QDPFSLYRC%TIMNCTRTCPKGLNPGKAIAEIKKMMATYKEKKASV

Supplément Figure 2C - les acides aminés de la sous-unité SDHC
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—_— - -l — - - . Oryctolagus cuniculus
- —— - -I— . | - .- Gallus gallus
—_— - -l —EE— - . Felis catus
- -l —— - . Canis lupus dingo
- -l —— - . Ovis aries
- -l —— - - . Sus scrofa
- - l—— - - .. Homo sapiens
v v
[19]-RTSMTRNGVF SILKRN- --TRQDTTSATSQGTSQEEI-- -LVSQR-AK RPLSPFEM-1YQPQ
[22] SQLAMRKLAAP AAIGAS- MQTRPVATQKLTPKDSYN-1-- -LVEQR-KL RPVAPHLT 1YQPQ
———————————————————————————————————————— —--MANVTNN RPLSPHLQ I'YKP(I
[21]----—-- RFATP AATALGN[4]1QQRRQVTAAAVSESHARNEI -- -LAKQR-LN RPVAPHLAITYKPQ
[20]SSVLTRRCLRP SCLLMRS ——=TTITTSSLV----RSEE--[1]FWSKNSRLK RPMSPHLTVYKPQ
[22] TFSSIPRSTGS[48INSLRYQA[4]TNVLAGARYGTQVSGTKSPMLL[4]JLMARNIERG[30]RPLSPHLPVYQPQ
[ 9]RSPA-LRQGLQ MAAASRP -—-VSMKVVSVA--ETQKDE--[1]FFEKNERLG RELSPHLT 1YQPQ
———————— MSA FLILSSH -—-LPVTTSAAR----VATE--[1]FFEKNERLK RPLSPHLS 1 YKLQ
[15]GSVAKLRPALR TAQYASS ---ATVPKISFKPYEPPKDE--[1]FDVKNERLN RPMSPHLT I YKPQ
[ 8]----LCRLGAR SSISRS- ————- FGTSIVTKSEAKTPIQK[4]YLLKQRSKN RPIAPHLTVYQPQ
[ 9]1SRRCIDPCTFR NFYTCSS —-——-RNITAVSKPLFKETTICE--[1]HDEKNLRLK RPLSPHLTIYQIQ
MAALFLRHAGR QCLRTQL SPLLGARHVVPMGTTAQQEMER FWNKNNRLS RPLSPHMTVY KWS
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78
21
78
75
171
65
47
74
65
68
63
38
63
61
63
82
63
63
63
63
63

141
151
89

151
145
241
135
117
144
135
138
133
108
133
131
133
184
133
133
133
133
133

-—-MLFQ----WGLHLMRKWTS

FGQKNTRLN RPMSPHMT I'YKWS

MALFLRSLTRQ GTCLSRS  QFGVLYRHAVPMGTTAKEEMNK FWAKNNKLN RPMSPHMTVYKWS
--VLSCRHVGR HCLRAHV  GPRLCIQNAAAMGTTAKEEMER FWRKNMGSN RPMSPHET 1 YSWS
MAALLLRHVGR HCLRAHL SPQLCIRNAVPLGTTAKEEMER FWNKNTSSN RPLSPHET 1YSWS
[19]VQRDELRCVAR RCLLARL SPGPSVHHVVPMATTAKEEMAR FWEKNTKSS RPLSPHES 1 YKWS
MAALLLRQVGH HCLRAHL  SPQRCIRNAVPLGTTAKEEMER FWNKNAGLN RPLSPHET 1YSWS
MAALLSRHVGR HCLRAHL  SPQLCIRNAVPLGTTAKEEMER FWNKNTDLN RPLSPHET 1YSWS
MAALLLRHVGR HCLRAHL  SPQLCIRNAVPLGTTAKEEMER FWKKNTSSN RPLSPHES 1YSWS
MAALLLRHVGR HCLRAHL  SPQLCIRNAVPLGTTAKEEMER FWNKNLGSN RPLSPHET 1 YRWS
MAVLLLRHVGR HCLRAHF SPQLCIRNAVPLGTTAKEEMER FWNKNIGSN RPLSPHET 1 YSWS
vV VWV
LTWYMSEAHRATGAGLAAGLYGTI AA  YAFGGP DSDTLVAAVSTL--PPTLKLAGKFCISYAFTYHTFENGI
IPWIMSGENRITGCILSGGFYVFG AA  YLASPL[5]DTASMVAAFGAW--PLAAKFLAKFTLAMPFTYHSFNGL
PTMVMSEIVHRETGGALYVGTVLVA Ww LIAAAS[3]---SYD--WANWVLGSLLGKLVLLGYTWALLHHMLGGF
I TWYLSAENRVITGVAASGAFYAFG LL  YLAAPS[5]ESAALAASFGAW--PVLLQVLTKTILALPVTFHSLNGV
LTSMLSETHRGTGIAMTAVTVSFA LA ALALPG NFEHYLGLVKALEIPAWI IFSGKTVLAWPLSYHSFNGI
LSSTLSICNRIAGAFLAAVTLLFY[ 5]VG -—-LVG[1]---TFDPFYQFVFYSSKLHLLAIEISALAMSYHLYSAI
LTSMLSICHRGTGLALGVGVWGLG LG  ALISSH DISHYVTMVEGLQLSGATLTALKFI TAYPAGYHTANGI
ITIFLLSVTHRATGIVLSGGLYAFS 1G MLALPG HFPYYFEYFQTLHIAAP I IFSLKFALAWTTLYHSANGI
LTSLLSVITHRAAGMLLSGY ITALG VG  ALVLPN DVAHYVTMIEGLNLSPATIFLAKACLAAPLGYHFANGI
LTWMLSGEHRISGCVMAGTLLVGG 1G FAVLP-[1]DFTAFVDFIRSWNLPCAVTAVFKY 1 1AFPIIFHTLNGI
LTAFLSETHRTTGMILSSYAMLFG IG  TLLIPG GIPCLIEIISELGLSAPVLFVGKTLLALPATYHTENGL
LPMAMSEIHRGTGVAMSAGVSMFG LA ALVLPG DFASYLELVKSLSLGPALIYSAKFALAFPLAYHTWNGV
VPMAMSISHRGTGIALSSGISAFA LA ALVLPE  SYPYYLDLIHSLTFGPQFLAFSKFALAFPVVYHTYNGI
VPNMMS ISHRGTGLGLSAGVSAFA LL  ALVLPG SYPYYLDLIHSQSFGPALIGLAKFGIAFPLSYHTENGI
LPMMMSECHRGTGVALSAGVSLFG LS  ALLVPG NFESHLELLRSLSLGPAL IHSAKFALAFPLMYHTWNGV
LPMAMSEICHRGTGVALSAGVSLFG LS  ALLLPG NFESYLELVKSLSLGPALVHTAKFALVFPLMYHTWNGV

LPMAMSETHRGTGVALSLGVCTSG[27]VS[5]ALLLPE
LPMAMS ICHRGTGMALSAGVSLFG LS  ALLVPG

LPMAMSEICHRGTGVALSAGVSLFG LS  ALLVPG
LPMAMSICHRGTG I ALSAGVSLFG LS  ALLVPG
LPMAMSICHRGTG I ALSAGVSLFG LS  ALLLPG
LPMAMSICHRGTGIALSAGVSLFG MS  ALLLPG

A AAA AL

RHLIWDTGKALTIK-GVYGTGYAVLILSTLSSIVLSVI
RHLAWDMGKTFKNA-TVVKTGWTVVGLSVGSALALVAFL 1]
RHFMWDLGYGFGKE-FSTKLATANTIGSLCLTVLVWVI[ 6]
RHLVWDTASMITNK-QVQTTGWTVVGLSVASALGLAFL
RHLAWDLGYGFDIG-ILYKSGWFVFFGSILAAASLAYF[ 1]
RHLFl - === m e e
RHLLWDTGRFLKIK-EVYSTGYAMVATSFVLSAILALL
RHLPTSNCKLFL-====== === ———
RHLYWDTAKGLTIK-EVYSTGYAMLAGAVAISLFLAAL
RFLGFDLAKGVNNVQQIYKSGYLVSGLSAILALAIVFEN[10]
RHLAWDLGMFLTIK-EVYSTGYAVIALSAISAIALAAL
RHLIWDLGKGFKIP-QLYQSGITVLALTLITAVGLAAM
RHLAWDAGKGFKIP-EVYRSGYVVLGLTVLTSIGLAAM
RHLCWDSGKGFKIP-EVYGSGYTVIVLTVLTTIAAVAY[ 4]
RHLMWDLGKGLKIP-QLYQSGVAVLVLTVLTSAGLAAL
RHLMWDLGKGLKIP-QLYQSGVAVLVLTVLSSVGLAAM
RHLVWDMGKGFKLS-QVEQSGVVVLILTLLSSAATAAM
RHLMWDLGKGLKIP-QLYQSGVAVLVLTVLSSVGLAAM
RHLIWDLGKGLKIP-QLYQSGVAVLVLTVLSSVGLAAM
RHLMWDLGKGLTIS-QLHQSGVAVLVLTVLSSVGLAAM
RHLIWDLGKGLTIP-QLTQSGVVVLILTVLSSVGLAAM
RHLMWDLGKGLKIP-QLYQSGVVVLVLTVLSSIGLAAI

QFPHYVAVVKSLSLSPAL1YSAKFALVFPLSYHTWNGI
NFESHLELVKSLCLGPSLIYTAKFALVFPLMYHTWNGI
NFESHLELVKSLCLGPSLIYTAKFALVFPLMYHTWNGI
SFESHLEFVKSLCLGPALIHTAKFALVFPLMYHTWNGI
NFESHLELVKSLCLGPTLIYTAKFGIVFPLMYHTWNGI
NFESYLELVKSLCLGPALIHTAKFALVFPLMYHTWNGI
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Supplément Figure 2D - les acides aminés de la sous-unité SDHD

0 40 a0 120 160 200 240 280
f f f f f f f f f f f f f f | Glomeromycota
- - — = F —i-N - (/- (111 rhizophagus ireguloris
L x —_] —— — P e Botrytis cinereq
| 1- —illl - - NN 2N - Rhizobium leguminosarum
- - = 1 —i-a — IR e Zymoseptoria tritici
s = —m—=/ | —Il— I a Acropora digitifera
' 11 mHa - — /- rrm Medicago trunculata
L] _-— < —ilF— Il Il Drosophilo melanogaster
T - _— 4 F —Il— NEE e Nephila clavipes
1 — 1 F —EN-3— NEE MM - Piens ropae
H——M h [/ 111N Coenorhobditis elegans
=2 I- —Hll—— I Il Apis mellifera
tr— = ———- F —E— - Xenopus losvis
te= = ——| |- —-— - . Danio rerio
tr—- = =] |- —— I s Esox lucius
i — I F —iIl— I Il Sorex araneus
re= = —— F —I-— - Oryctologus cuniculus
o — - —El-E— I Gollus gallus
= = — - —INHE— .- 17 Felis catus
LN B B ' —ill—— I e Conis lupus dingo
tr= = —— | F —-— I . Ovis aries
Hi—— | F —E—— .- . sus serofa
H-i—i— FF—E—— .- Homo sapiens

--------------- MYSTS[6]AAGSSSLLRT ~ SMTRNGVFSILKRN[ 1]RQ[17]----SQRAKRPLSPFMIYQP

——MASF-i KPSVlquCLA[6]STKIPSSFPA[S]PAGRSTFVRDALPG[lZ]QS ILPPLPQS IDGTSNDAAAVP
--------------------------------------------------- MDMRTPLGKVRGL
——MASTAI-RPAAI rqLLTA[2]-TKRASTLPA[3]L--RTQFTQRS-—-[ 7]RP ILPPLPQV IRGGVNDPAPVK
—-MAAVMCaRLGF--rISRP  —————- LARS[3]PIFAPSSISSCPRV ~ QS VFF-——KKTIHSSANHNTEL
——MQSVAI-KLGK--rLSNS[5]RISPNFIAHA[6]PSPPSPP I SAAENA[12]AP[37]SLEGTGKAAIKVPPHTVAGY
mSLSLLL--RGAV---RCNA[4]KSARITPLKS[6]NVQRKAVVQPLAVA  KI VAPV--VRE I SVSAPRMA-S

--MIAVF--NVAR--nNNCRG[6]QSKAQSLSNG NLVAQKEIS-LLKQ KP TALFSTSHRLCAAAAAHD--
--MAFSMFFRAPA--—-CTG[5]QIMRLATKPV[6]1SSIMPLQTS-FRKS DT TPILNAVRSFRTSPALLHGE

--------------------------------------------------- M———————-LSG-
miLKSVAs--PSI¥hkVRQL[3]- SKTTLFANS[4]QFTRKSSNFAIFKQ[ll]QL LKFPTNTIILNTEITRKTST
—-MVTVL--RLSS---LCRA  --NRASAFKS  LLIRP--VPCLSQD  LH  TVQ---TSQIHTSQNHHA--

--MAALV--RISS---LCHR GVSPLLFRPS SLIRPLAVQQKDHD CS YLI---SARIHATPSNYAGS
--MAAIV--RISS---LCHR GVKPLFHRSS LLLRPLGVQQKDQD RP YQL---TARIHGSPSLYSGS
--MAVLW--RLGV---LCGA QGGRALLLRS QVVRPACVSAFLQD PS SVRYCGVQNIHLSPSRHA--
--MATLG--RLSV---LCGA QGSRAVFLRS LVVRPTHVAAFLQD RP SPGWCGVQH IHLSPSRHS--
--MAALV--LLRA--gLARP RGVPTALLRG TLLRHSAVLTAAAD RS APA---RQSHGGAPQGHG--
--MANLW--RLGV---LCRA QGGRALFLRI PVVRPAYVSAFLQD QP APGQCRTQHIHLSPNHHA--
--MASLW--RLSV---LCGA QGGRALFLRI PVVRPAHVSAFLQD QP APGWCRTQHIHLSPNHYS--
--MATLW--RLSV---LCGV REGRALLLRT PVVRPALVSAFLQG RP AQGWCGTQHIHLSPSHRS--
--MATLW--RLSV---LCGA RGGGALVLRT SVVRPAHVSAFLQD RH TPGWCGVQHIHLSPSHQA--
--MAVLW--RLSA---VCGA LGGRALLLRT PVVRPAHISAFLQD RP IPEWCGVQHIHLSPSHHS--
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72
67
14
70
57
122
69
64
71

82
51
57
57
58
58
56
58
58
58
58
58

154
136
98

139
121
196
135
128
137
82

148
113
119
119
120
120
118
120
120
120
120
120

q-—--LTWYMSFA

yvw
~HRATGAGLAAGLY[3]AAYAFGgpDS[16JAGKFCISYAFTYHTFNG IRHIZIWREGK [1]LTI

KpSPSHGSYHWT FERLIAVGLVPLTV ~ APFVSGSINP  ATDALLCAAILIRSHIGFESCITDYFP[3]VPK
g-SAKEGTSHFW  RQRLTAVSNIPLIL[7]AYAGAPY---[13]VVMGLMV ISGV IHMKLGMQV I EBYVH[ 2] FGK
epSPSHGSYHWT ~ MERLVSAALIPLTI  VPFAAGSINP  VLDGTFIGMIIIHSY IGFQSAI TDYFP[3]VPK
eiAPSQPSSHWK ~ FERYVSVAMLTLIP  TGIIYP--SA  AVDWALAVVVPIHNHWGVGQULTDYIH  GST

atAATAGEVDIK[13] TKREQLLKVTAAVP

LLLIYPnaYS[ 7]-———-———- IFWHINAGIEERLADYVH -

--AGSSHTLLWT VERIVSAGLLAVIP  AAFIAP--SQ VLDALMAISVVIHTHWGVEAMVVDYMR[4]1GNV
-——-HSHSRIWT AERFLSAALIGILP  AAVAFP--NP VLDYVLALSMTVHVHWG IEARVVDYVR[4]GAV
K—-—AHDHSKLWV IEKVTSAALVPLIP ICLMIP--NK LFDSVLAILITAHSFWGLEARAVDYVR[4]GPI

FHRISGCVMAGTLL[4]GFAVLPTAFTL17]VFKY 1 TAFP11FHTLNG IRFEGFDEAK[2INNV

t--ASDHVRMWI LEKIASAALPVIIP  VALTME--NV ICDGLMSLLIVIHMHWGLEANITDYAR[4]GPL
-—ASKAASLHWT SERALSVALLGLLP  AAYLYP--GA AVDYSLAAALTLHGHWGLGQMVTDYVH GDA
-—-GSKAATMHWT GERILSIALLSLAP  VAYFCP--SP AVDYSLAAALTLHGHWGLGQMVTDYVH GDA
-—GSKAASLHWT GERVVSVMLLALGP  AAYYIP--GP AIDYSLAAAITLHSHWGIGQVLTDYIH GES
-—GSKAASLHWT SERVVSVLLLGLLP  AAYLSP--CS AIDYSLAATLSLHSHWGLGQMVTDY\VP GAT
-—-GSKAASLHWT GERVVSVLLLGLLP AAYLNP--CS AMDYSLAAVLSLHSHWGLGQWVTDYVH GDA
—-—-SSKAASLHWT SERAVSALLLGLLP AAYLYP--GP AVDYSLAAALTLHGHWGLGQW I TDY\VH GDT
--GSKASSLHWT GERVVSVLLLGLIP AAYLNP--SS AMDYSLAAALTLHSHWGLGQWVTDY\VH GDA
-—-GSKAASLHWT GERVVSVLLLGLIP AAYLNP--GS AMDYSLAAALTLHSHWGLGQMUVTDY\VR GDG
-—-GSKAASLHWT GERVVSVLLLGLIP AAYLNP--CS AMDYSLAATLTLHSHWGIGQVUVTDY\VH GDA
—-—-SSKAASLHWT GERVVSVLLLGLLP AAYLNP--CS AMDYSLAAALTLHGHWGIGQUVTDY\VR GDA
--GSKAASLHWT SERVVSVLLLGLLP AAYLNP--CS GDA

KGVYGTGYAVLILSTLSSIVLSVI-———————————————
TKAFLWWGLRGATVLVGVGLYEFETNDVGVTEGIKR IWRA
-——1ALLMLNTFFAIVIAGLCLFAIL--KIAFVG--—---
TRKLADWANVAAVFLVGWGWYEFETNDIGLTAGIARVWTA[15]
MPKLAKGLWLAVSILQFIGLCYFNYTDVGICKAVCMIWHM
HEMTREFVLISLRLFLI TAIKDVFLNFVFV-==——————-
LPKVAHIALT I ISVATLGGLFYFIQNDVGLANGIKRFWAIL 8]
LSKAAVATVYALSVLTLGGLFYFENYTDVGLSQAIRMLWKL
IPKIATALVYLISIATLGGLFYLISNDVGMSNAIRQLWGVL 6]
GQIYKSGYLVSGLSAILALATVFNSCONKSNKTA-==—--
LPKLLHLSLIFLSAITLCGLFLLINNGPGVSKAIKEAWAI[14]
KIKLANTSLFALSALTFAGLCYFNYHDVG I CKAVAMLWSL
KIKMANAGLFVLSTVTFAGLCYFNYHDVG I CKAVALLWSK
KIKVANACLFLLSTVTFAGLCYFNHNDVG I CKAVALLWSK
TQKAAKAGVLALSALTFAGLCYFNYHDVG I CKAVAMLWKL
PQKAAKAGLLALSALTFAGLCYFNYHDVG I CKAVAMLWKL
PIKVANTGLYVLSAITFTGLCYFNYYDVGICKAVAMLWSI
LQKTAKAGVLALSALTFAGLCYFNYHDVG ICKAVAMLWKL
LQRAVKAGVLALSALTFAGLCYFNYHDVGICKAVAILWKL
VOQKAAKTGLLVLSAFTFAGLCYFNYHDVG I CKAVAMLWKL
LOKAAKAGLLALSAFTFAGLCYFNYHDVG I CKAVAMLWKL
LOKAAKAGLLALSALTFAGLCYFNYHDVG ICKAVAMLWKL

AMDYSLAAALTLHGHWGLGQWVTDYVH
A A

Supplément Figure 2. Analyse de la composition en acides aminés des sous-unités B, C et D de la succinate
déshydrogénase

A, Liste des 22 organismes sélectionnés pour I'alignement avec les références de chaque séquence de protéine telle que
déposée dans la base de données du NCBI. B, C, D, pour chaque sous-unité, la représentation graphique illustre la
conservation (indiquée en rouge) de la sous-unité parmi les 22 especes sélectionnées, suivie de I'alignement montrant les
acides aminés présents aux positions (fond gris / fleches noires) supposes impliqués dans la résistance des champignons aux
SDHI et/ou dans la liaison au Conzyme Q (Fig 6) [29]. L'alignement a été effectué a I'aide de I'outil d'alignement de séquences

multiples COBALT (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/re_cobalt.cgi).
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