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Résumé

Le fer et le manganése sont deux métaux de transition cssentiels pour la plupart
des organismes cellulaires, servant principalement de cofacteurs a de multiples enzymes.
Cependant, I’accumulation excessive de ces métaux peut engendrer différentes réactions
cytotoxiques. Dans les cellules eucaryotes, les protéines Nramp ou Slcll (“‘natural
resistance-macrophage protein ou Solute carrier family 11°") servent de perméases aux
cations divalents comme le Fe** et le Mn®". Cette famille de perméases est également
présente chez les bactéries. Chez les mammiféres, les homologues Nramp | et 2 sont
impliqués dans la défense contre différents pathogénes intracellulaires et dans
I’homéostasie du fer, respectivement. La caractérisation moléculaire de ces perméases
représente un défi de taille de par leur nature intégralement membranaire. Trés peu de
données sont connues & ce jour concernant leur structure en relation avec leur fonction.
Les homologues procaryotes se nomment MntH (transporteur de manganése dépendant
du proton (H¥)). Des analyses phylogénétiques détaillées ont permis de distinguer trois
groupes de séquences bactériennes, MntH A, B et C, le dernier étant subdivisé en sous-
groupes Cu, CB et Cy. Dans le cadre de ce doctorat, nous avons décidé d’étudier des
résidus transmembranaires pouvant Jouer un réle critique dans le mécanisme d’action des
protéines Nramp/MntH. Nous utilisons la protéine Mntl d’E. coli (EcoliA) comme
modéle car son activité est semblable aux homologues Nramp et sa topologie
transmembranaire est établie. De plus, nous avons démontré pour la premiére fois le

symport Me**/H" in vivo via un homologue bactérien appartenant a la famille Nramp.

Les résidus clés ont été identifiés a 1’aide d’une approche phylogénétique qui
consiste a prédire les sites de divergence fonctionnelle en comparant différents groupes
de séquences alignées d’homologues (outgroup et famille Nramp/MntH). Cing sites
permettent de discriminer les homologues de la famille Nramp des protéines appartenant
a Poutgroup (correspondant aux résidus d’EcoliA: D34, N37, H211, N250 et N401).
Chacun des résidus a été remplacé par celui présent dans I’outgroup et par d’autres
résidus aux propriétés a priori dites plus conservatives. L’étude du mécanisme d’action

d’EcoliA a été effectuée avec des préparations membranaires dans lesquelles la protéine



viii

est soit dans son orientation native (RSO-Right-Side-Out), soit inversée (ISO-Inside-
Out). Dans ces deux préparations, EcoliA a démontré un niveau d’activité différent vis-a-
vis du transport de Cd*". Nous avons choisi d’utiliser le Cd comme substrat car il s’agit
d’un substrat universel de la famille Nramp, et parce qu’il induit une forte accumulation
de H" via EcoliA. Ces préparations membranaires ont également servi pour analyser la
localisation transmembranaire des sites étudiés et préalablement substitués par une

cystéine dans EcoliA.

A Taide de ces différentes techniques, nous avons démontré que les 5 résidus
discriminant la famille Nramp/MntH sont tous impliqués dans le mécanisme d’action, en
affectant soit le transport du Cd*', du H' ou le changement de conformation. La
caractérisation de MntH dans des vésicules RSO démontre que le CaCl, favorise
Paccumulation du Cd**. De plus, le role respectif et I’accessibilité des résidus
correspondant a des sites de divergence de type 11 entre I’outgroup et la famille Nramp,
sont en accord avec le modéle topologique existant et avec la structure tridimensionelle
prédite pour EcoliA, basée sur une homologie possible avec la famille de la protéine

LeuT (“‘Leucine transporter’’), dénommé **Neurotransmitter : sodium symporter”’.

Pascal Courville Mathieu Cellier



INTRODUCTION




La majorité des organismes cellulaires requiert la présence de fer et de
manganése, deux cations divalents. Ce sont deux micro-nutriments essentiels car ils
agissent principalement i titre de cofacteurs redox pour de nombreuses enzymes. Du fait
de leur importance, les bactéries utilisent plusieurs moyens pour acquérir et assimiler ces
cations divalents. Un de ces transporteurs, découvert vers la fin des années 90, est la
protéine bactérienne MntH (transporteur de manganése dépendant du proton; (Makui et
al, 2000) appartenant  la vaste famille Nramp (Natural resistance-associated macrophage
protein) également présente chez les organismes supérieurs tel les mammiferes
(Gruenheid et al, 1995; Vidal et al, 1993), les plantes (Belouchi et al, 1995) et les levures
(West et al, 1992). L’homologue Nrampl est un des premiers génes découverts
appartenant a cette famille. 11 code pour une protéine transmembranaire qui permet de
controler la réplication intracellulaire de certains microbes pathogénes (par exemple
Salmonella ou Mycobacterium spp.), qui résident a Pintérieur de vacuoles dans les
phagocytes professionnels, en pompant les métaux divalents présents a I’intérieur du
phagosome vers le cytosol (Gros ef al, 1983; Jabado er al, 2000). Cependant, la protéine
Nramp2 est localisée dans la membrane de nombreux tissus périphériques et est
également impliquée dans 1’acquisition des métaux provenant de I’alimentation car elle
est active au niveau de la membrane plasmique des cellules épithéliales de I’intestin.
Nramp2 est fortement exprimée dans les cellules précurseures des érythrocytes, au niveau
des reins et du cerveau. Elle est également impliquée dans I"acquisition du fer par les
cellules de I’organisme via le cycle de la transferrine (Canonne-Hergaux et al, 2000;
Canonne-Hergaux & Gros, 2002). Différentes mutations dans le géne Nramp2 sont
associées a une forme d’anémie microcytique chez la souris, le rat et chez I’humain
(Courville et al, 2006; Fleming et al, 1998) tandis que I’absence du géne Nrampl
fonctionnel augmente la susceptibilité des mammiferes vis-a-vis d’une infection
bactérienne telle que Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae et Leishmonia
donovani. Chez I’homme et d’autres especes de mammiféres, les différents
polymorphismes reliant les génes Nrampl et Nramp2 respectivement soit 4 la résistance
aux infections soit au contrdle de I’homéostasie du fer impliquent donc des fonctions

non-redondantes. Chez les autres organismes ot des homologues ont été étudiés, les



protéines Nramp scmblent toujours étre impliquées dans I’homéostasie du fer ou du

manganesc.

Derniérement, un grand nombre d’homologues bactériens appartenant a la famille
Nramp/MntH ont été révélés grice aux projets de séquencage des génomes. L étude des
homologues MntH bactériens, par alignement multiple des séquences disponibles et
analyses phylogénétiques a révélé trois groupes d’homologues dénommés MntH A, B et
C (Cellier et al, 2001). Les homologues bactériens les mieux étudiés appartiennent au
groupe A. Par exemple, la protéine MntH d’Escherichia coli (EcoliA) a été caractérisée
comme étant un transporteur de cations divalents ayant une préférence pour le manganése
(Courville et al, 2004; Makui er al, 2000). L’homologue Mntli chez Bacillus subtilis
fonctionne également comme un transporteur de Mn®* car il est nécessaire pour la
croissance en milieu minimum en présence d’une faible concentration de manganése

(Que & Helmann, 2000).

Les travaux du Dr. Mathieu Cellier concernent particuliérement I’évolution
structurelle et fonctionnelle de la famille Nramp/MntH, en utilisant comme modéle de
prédilection la protéine EcoliA. Dans le but de mieux cibler les acides aminés
potentiellement impliqués dans la relation structure/fonction de MntH, nous avons utilisé
une approche phylogénétique qui se base sur I’évolution de la famille Nramp. En résumé,
I’outgroup aurait donné naissance aux groupes B et A qui sont d’origine ancestrale tandis
que le groupe C serait d’origine plus récente, probablement acquis par transfert horizontal
(Cellier et al, 2001) a partir d’un homologue eucaryote (Richer ef al, 2003). Les
homologues eucaryotes seraient apparus suite a un événement endosymbiotique

impliquant un homologue du groupe A (Richer er al, 2003). Différents transferts

pourraient étre & I’origine de trois sous-groupes distincts (Ca, Cp et Cy).

Les protéines transmembranaires constituent prés de 30% des protéines connues
(Booth ef al, 2001). Elles sont impliquées dans différents aspects du fonctionnement

cellulaire comme la signalisation cellulaire et le transport de nombreux solutés qui
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influencent diverses fonctions physiologiques. Des altérations chez les protéines
membranaires induisent diverses pathologies telles que les maladies d’Alzheimer, de
Parkinson, le diabéte et I’anémie (Aridor & Hannan, 2002). Les protéines
transmembranaires constituent donc des cibles de choix pour le dévelopement de
nouvelles approches thérapeutiques. Etant donné I"implication des protéines Nramp dans
diverses pathologies reliées au métabolisme du fer et a Pimmunité innée, il apparait
important d’identifier les résidus impliqués dans le mécanisme d’action des protéines
Nramp (Slcil) et d’étudier en détail le mécanisme d’action des protéines Nramp.
L’utilisation d’orthologues bactériens présente certains avantages facilitant les études de
mutagénese dirigée. L’approche utilisée pour cibler les résidus impliqués dans le co-
transport de Me** et H* est basée sur la comparaison des taux de variation a des sites
spécifiques entre différents groupes de séquences homologues afin d’identifier des sites
de divergence possible. Cette approche considére deux types de divergence : soit de type
I, pour les sites conservés dans un groupe mais variable dans autre, et de type I, pour
les sites conservés dans chacun des groupes mais différents entre ces groupes (Chaloupka
et al, 2005; Knudsen et al, 2003; “‘supplementary data’ 2, article 2). Nous avons choisi
les mutations de type II car ce sont celles qui ont le plus de chances de correspondre a des
changements structuraux ou fonctionnels survenus au cours de I’évolution des groupes
considérés et qui ont pu résulter d’une pression fonctionnelle sélective subie par les

différents résidus dans chacun des groupes.

Pour une meilleure caractérisation du mécanisme d’action d’EcoliA et des
mutations créées aux sites de divergence de type Il identifiés, nous avons caractérisé le
transport des cations divalents (Mn, Fe Co et Cd) selon deux approches complémentaires,
in vivo et in vitro. L’activité in vitro a été caractérisée a I’aide de vésicules membranaires
(dépourvue de cytoplasme) ou la protéine se retrouve soit dans une orientation native
(Right-side-out; RSO) ou bien inversée (Inside-out; 1SO). Une approche in vitro par
fluorescence a permis de démontrer pour la premiére fois le co-transport de type symport
du Me** et du H' avec un homologue bactérien de la famille Nramp a I’aide d’une
protéine fluorescente dite GFP ratiométrique (pHLuorin; Chaloupka et al, 2005). Cette

variante de la GFP posséde la caractéristique de réagir a la concentration ambiante en



protons qui détermine I’intensité relative d’excitation du fluorochrome deux longueurs

d’ondes distinctes (410nm, maximum a pH 8.0, et 470nm, maximum 4 pH 6.0).

Pour établir la localisation des résidus choisis, c'est-a-dire déterminer s’ils se
trouvent dans une interface aqueuse, enfouis dans la membrane ou bien exposés du coté
périplasmique ou cytoplasmique, nous avons élaboré une approche permettant d’étudier
I’accessibilité des mutants cystéines vis-a-vis de réactifs sulphydryles de différentes

taille, polarité et perméabilité transmembranaire.

Les résultats obtenus au cours de mes recherches sont présentés en détail dans les
5 articles situés dans la partic 11 de cette thése : «Gene organizations and expression of
the divalent cation transporter Nramp in the protistant parasite Perkinsus marinusy» publié
dans Journal of Parasitology (2004) 90, 1004-1014, «Identification of functional amino
acids in the Nramp family by a combination of evolutionary analysis and biophysical
studies of metal and proton co-transport in vivox publié dans Biochemistry (2005)
44,726-733, «Recent progress in structure-function analyses of Nramp proton-dependent
metal ion transporters» publié dans Biochemistry and Cell Biology (2006) 84, 960-978,
«Nramp phagocyte intracellular metal withdrawal defencen publié dans Microbes and
Infection (2007) 9, 1662-1670, et «Solute carrier 11 cation symport requires distinct
residues intransmembrane helices 1 and 6» publié dans Journal of Biological Chemistry
(2008) 283, 9651-9658.



REVUE DE LITTERATURE




1 Importance physiologique du fer (Fe) et du manganése (Mn)
1.1 Le fer

Le fer est un micro-élément essentiel pour la trés grande majorité des organismes
cellulaires, autant eucaryotes que procaryotes. 1l y a certaines espéces bactériennes,
comme Lactobacillus plantarum (Byers et al, 1998) et Borrelia burgdorferi (Posey &
Gherardini, 2000), qui font exception a cette régle car elles ont remplacé le Fe par le Mn.
Le fer est impliqué dans des réactions d’oxydo-réduction (Braun et al, 2001) en
permettant la libération d’un électron en passant de la forme ferreux (Fe*™) au fer ferrique
(Fe3 +). Le fer* ', comme le Mn® " peuvent agir en tant qu’accepteur final d’électron lors de
la respiration anaérobique chez certaines bactéries. Le fer peut également agir en tant que
cofacteur lors de nombreuses réactions enzymatiques incluant celle pour la synthése
d’ADN (Braun et al, 2001; Chasteen, 2003). Cependant, le fer libre peut aussi étre nocif
car, en présence d’oxygéne (Oy), il catalyse des réactions potentiellement dangereuses,
comme la réaction de Fenton suivie de la réaction de Haber-Weiss, qui augmentent la
concentration de radicaux oxygénés dans la cellule (réaction de Fenton : Fe** + H,0, —
Fe’* + OH + O, réaction de Haber-Weiss : Oy + H0;, — O, + OH + OH). Les
radicaux oxygénés générés peuvent causer des dommages en attaquant notamment
I’ADN. De méme, le fer peut agir comme cofacteur d’enzymes protectrices telles que la
superoxyde dismutase (20, +2H"— H,0,+ 0O,) et la catalase (2H,0,— 2H,0+ O, ), qui
permettent I’élimination des radicaux oxygénés nouvellement créés (Fridovich, 1978).
Inversement, certaines enzymes qui génerent de grandes quantités de radicaux libres
comme I’anion superoxyde (0, et I’oxyde nitrique (NO) (oxydase des phagocytes, phox
et synthase d’oxyde nitrique NOS; Braun ef al, 1998) nécessitent également la présence
de fer. Lors d’une infection, I’hote se défend notamment en séquestrant tout le fer
disponible; cependant des espéces pathogénes virulentes telles que Salmonnella
typhimurium expriment différents systémes de capture du fer de haute efficacité. Par
exemple : I’opéron sitdBCD qui code pour ‘“‘Salmonella Iron Transporter’’, un
transporteur de métaux divalents de type ABC (““ATP binding cassette’’; Kehres ef al,

2002b), le systéme Feo composé des protéines (FeoABC) permet d’acquérir le fer ferreux



présent dans I’environnement (Cartron ef al, 2006), ainsi que les sidérophores qui
agissent en tant que chélateurs de métaux qui facilitent ’adsorption du fer ferrique par la
bactérie (Braun & Killmann, 1999). Par exemple, il a été démontré que le fer est impliqué
dans la virulence de la bactérie Pseudomonas aeruginosa a I’aide d’un mutant fonB,
dépourvu de systémes d’acquisition de fer'* utilisant le sidérophore pyoverdine, est
capable de croitre dans les poumons et les muscles de souris immunosupprimés; par

contre, il est incapable de causer la mort de I’animal (Takase et al, 2000).

Malgré leurs effets bénéfiques pour les cellules vivantes, une concentration
intracellulaire trop élevée de ces métaux (fer et manganése) peut étre nocive et causer la
mort cellulaire. I est donc crucial de réguler strictement leur entrée et sortie a travers les
membranes ainsi que leur emmagasinage sous une forme moins toxique. Dans le but de
limiter ses effets toxiques, le fer (mais pas le Mn) est entreposé dans la cellule sous forme
ferrique, couplé a la ferritine (Chasteen, 2003). Le fer se retrouve la plupart du temps
dans I’hote, couplé a des protéines possédant un groupement héme, telles que
I’hémoglobine et la phagocyte oxydase. Le fer peut également se lier avec une forte
affinité a des protéines de transport comme la transferrine et la lactoferrine (Bullen et al,
2005).

1.2 Le manganése

Ce métal est un micro-élément 4 I’état de trace non seulement important pour les
espéces Lactobacillus et Borrelia mais aussi pour la grande majorité des organismes
cellulaires. Cependant, peu d’études portent sur le rle physiologique du manganése
(Mn). Ce cation joue un important role dans la vie aérobique sur terre en tant que co-
facteur dans le photosystéme II pour I’oxydation de I’eau lors de la photosynthése
(Debus, 2000). Le manganése peut aussi favoriser la survie des cellules car il facilite la
détoxification des radicaux oxygénés en permettant la conversion de I’ion O, en H,0, et
O3, de maniére catalytique (Mn SOD (““Mn-superoxide dismutase”’), Mn peroxydase) ou
selon des mécanismes encore peu connus (Archibald & Fridovich, 1982). 1l semble

¢également que le Mn pourrait jouer un réle dans le métabolisme du carbone car la plupart



des enzymes nécessaires pour convertir les intermédiaires tels que le pyruvate,
I’oxaloacétate et le phosphoglycérate sont soit dépendants ou bien stimulés en présence
de ce métal (Kehres & Maguire, 2003). Derniérement, des systémes de transport du
manganése ont été¢ impliqués dans la virulence de plusieurs pathogénes bactériens
(Cellier et al, 2001). 11 semble ¢également clair que I’héte compétitionne pour
I’assimilation des métaux en limitant I’accés des pathogénes a cette ressource lors de
Pinfection (Jabado et a/, 2000). Pour surmonter la toxicité reliée au Mn, les cellules ont
développé plusieurs mécanismes de défense : la conversion du cation en un complexe
inactif (Mn-chélateur; Culotta er al, 2005; Jensen et al, 2003), la séquestration du Mn a
Pintérieur de la vacuole ou bien I’élimination de la cellule grice a la protéine PmrlP via
la voie de sécrétion, et I’appareil de Golgi chez la levure (Culotta ef al, 2005; Durr et al,
1998). Chez les bactéries, et les cellules eucaryotes le Mn peut étre exporté par un
membre de la famille CDF (‘‘Cation Diffusion Facilitator’’(Culotta er al, 2005;
Montanini et al, 2007).

2. Les protéines membranaires intégrales

2.1 Les différents types de protéines transmembranaires

Les protéines transmembranaires sont classifides en quatre groupes selon leur
topologie respective, & savoir le nombre et I’orientation des segments membranaires. Les
protéines de types I et 1I sont composées d’un seul segment transmembranaire et leur
extrémité N-terminale est située soit du coté extracellulaire (Type I) ou cytoplasmique
(Type 11). Les protéines de type 111 correspondent aux protéines composées de plusieurs
segments transmembranaires 4 I’intérieur d’une méme chaine peptidique (Singer, 1990),

par exemple les protéines appartenant 4 la famille Nramp/MntH (Courville ef al, 2004).

2.2 La classification universelle des systémes de transport
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Le labratoire du Dr. Saier a développé une méthode pour faciliter la classification
de tous les types de transporteurs membranaires (commission sur le transport; TC
transport commission; Saier, 1999). Cette classification accessible via Internet

(http://www-biology.ucsd.edu/~msaier/transport/) répartit les transporteurs en familles

selon leur phylogénie et leur fonction. Une famille phylogénétique est définie par une
famille de protéines ou les membres posédent un taux d’identité de séquences supérieures
a 30%, une fonction similaire et une structure conservée (Granseth ef al, 2007). Certaines
exceptions ont cependant pu étre décelées (Saier & Winkelmann, 2001). Les membres
d’'une méme famille d’homologues doivent également posséder un mécanisme de
transport similaire. A la lumiére de ces principes, la classification de Saier regroupe 4
critéres hiérarchiques. Tout d’abord, les transporteurs sont classés selon le type d’énergie
utilisé. Ensuite, ils sont divisés en familles reconnaissables, selon les critéres qui sont
propres a chacune d’elles, en troisiéme lieu en groupes phylogénétiquement proches et
dernierement, selon le substrat spécifique a chacune de ces familles (Saier &
Winkelmann, 2001). Une superfamille de protéines comprend des homologues

eucaryotes et procaryotes.
2.3 Transport actif

Le transport actif de substrats nécessite des transporteurs protéiques spécifiques.
Le transport actif permet de transporter le substrat contre son gradient de concentration
en utilisant une source d’énergie générée par le métabolisme cellulaire. Ce type de
transport peut €tre soit primaire ou secondaire selon la source d’énergie qu’il utilise,
respectivement I’ATP ou le gradient chemiosmotique d’un ion, H" par exemple. Ce type
de transport permet soit I’influx soit I’efflux de composés trés divers et incluant des
molécules chargées (CI, Me®"), les acides aminés ainsi que des antibiotiques ou

médicaments.

2.3.1 Transport actif primaire



Ce type de transport utilise une source d’énergie primaire pour véhiculer
activement un soluté contre son gradient de concentration. La source d’énergie primaire
provient souvent de I’hydrolyse des liaisons anhydrides de I’ATP ou d’un lien

pyrophosphate inorganique.

L’ATP est généralement utilisé par les protéines appartenant & la superfamille
ABC (ATP-binding cassette) comme les protéines FeoB (“’Ferrous Iron Uptake
System’’) ou MntABC(D) (“‘Manganese Transporter ABC’”) qui se retrouvent chez
différentes espéces bactériennes et permettent le transport du fer ferreux et du
manganese, respectivement (Greie et al, 2001). Cependant le GTP au lieu de I’ATP
pourrait étre la source d’énergie utilisée par FeoB (Hantke, 2003). L’ATP est la source
d’énergie la plus couramment utilisée. Une autre source d’énergie primaire est la
décarboxylation d’un substrat situé du coté cytoplasmique. Comme par exemple
“‘oxaloacetate decarboxylase Na* pump’’ chez K. pneumoniae fait partie de la famille
“*sodium ion-transocating decarboxylases’’ qui grice a la conversion de I’oxaloacétate en
pyruvate, par ’oxaloacétate déacarboxylase, permet I’échange d’ions Na* par un H' &
travers la membrane (Buckel, 2001). Les cellules peuvent également utiliser I’énergie de
la lumiére comme les rhodopsines microbiennes, retrouvées chez les archaebactéries, les

bactéries et les moisissures (Saier & Winkelmann, 2001).

2.3.2 Transport actif secondaire

Contrairement au transport actif primaire, le transport actif secondaire est actionné
par dissipation d’un gradient d’ions, car il utilise le gradient de potentiel électrochimique
préétabli pour transporter le soluté (Voet and Voet, 1998). Plusieurs catégories de

transporteurs sont identifiées selon leur mécanisme d’action (Figure 1).

Le premier est de type uniporteur, c’est a dire qu’il véhicule une seule substance a
la fois, soit par diffusion facilitée (le transport spécifique d’une molécule selon son
gradient de concentration), soit en utilisant I’énergie du potentiel membranaire (F igure

1). Les deux autres mécanismes (symporteur et antiporteur) utilisent I’énergie générée par
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le transport d’un premier soluté selon son gradient de concentration pour véhiculer le
substrat. 1l s’agit de symporteur si les deux solutés sont véhiculés dans la méme direction
(Mntl, M/ et antiporteur s’ils sont transportés dans une direction opposée (CIC

transporteur, CI/H"; Figure 1).

MntH (Transporteur de Manganése dépendant du Proton) est un transporteur de
type symporteur qui utilise le gradient électrochimique du proton comme source
d’énergie pour transporter différents cations divalents & I’intérieur de la cellule. La
dépendance du transport vis-a-vis du gradient de protons peut étre vérifiée en utilisant
différents protonophores, comme le ““carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone”’
(CCCP) qui dissipe le gradient des protons et rend impossible le transport actif (Makui es
al, 2000).



Figure 1. Représentation des différents types de transporteurs protéiques
(uniporteur, symporteur et antiporteur). Les fleches correspondent au sens du transport du

soluté selon (en vert) ou contre (rouge) son gradient de concentration.
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3. Les transporteurs ioniques
3.1 Transporteurs de fer

Dans un environnement aérobie et 4 un pH physiologique, le fer se trouve sous
forme Fe'" et a tendance a précipiter et & former un polymére solide et insoluble Fe(OHy)
(van der Helm er al, 2001). Pour contourner ce probleme, les bactéries possédent
plusieurs moyens pour solubiliser et assimiler le fer ferrique. Un des mécanismes est de
synthétiser des sidérophores qui agissent comme chélateurs de fer capables de lier I’ion
ferrique avec une trés haute affinité (Braun & Killmann, 1999). Le complexe Fe**-
sidérophore, ayant une masse variant entre 500 et 1,500 Dalton (Da) supérieure a la taille
d’exclusion des porines de la membrane externe sera activement véhiculé a travers la
membrane externe par I’entremise d’un récepteur de trés haute affinité, par exemple
FhuA. L’énergie nécessaire pour transloquer le complexe provient de I’association des
protéines TonB, ExbB et ExbD localisées dans la membrane cytoplasmique (Figure 2;
Braun er al, 2001). Alternativement, le fer peut étre réduit a ’aide d’une ferriréductase
en Fe®* et diffuser librement travers la membrane externe. Plusieurs espéces
bactériennes utilisent le systéme codé par les génes feoABC pour assimiler le Fe** a
I"intérieur de la bactérie (Kammler es al, 1993). L’opéron SitABCD et la protéine MntH
peuvent également faciliter le transport de manganeése et de fer divalent a travers la

membrane interne (Kehres ef al, 2002b; Makui et al, 2000).
3.2 Transporteurs de manganése

L’accumulation du manganése se fait par I’entremise de trois grandes classes de
transporteurs. Tout d’abord, la famille MntABC(D) qui fait partie de la superfamille des
ATPases et constitue un sous-groupe répandu chez de nombreuses espéces bactériennes
(Dintilhac ef al, 1997). On y retrouve également les homologues appartenant 4 la famille
Nramp (MntH) qui définissent une autre superfamille trés conservée au cours de son
¢volution (Cellier et al, 1995). Ensuite, les lactobacilles possedent également un

troisiéme type de transporteur dénommé MntA (“‘Manganese Transporter A’’), une
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ATPase de type P (Hao ef al, 1999), c’est & dire une pompe d’ions mue par ATP qui
permet le transport de différents ions comme le H', Na*, K* et Ca’', en oppositions aux
ATPase de classe F et V qui peuvent seulement véhiculer le H' (Pedersen, 2007). Chez
Lactobacillus plantarum, on retrouve 5 génes potentiellement impliqués dans le transport
du manganése (1 mntA, 1 mntABCD et 3 mntH du sous-groupe Cp). La redondance en
transporteurs de manganése refléte bien la dépendance de cet organisme vis-a-vis ce
métal. Dautres transporteurs doivent exister car Helicobacter pylori et Vibrio cholerae
possédent des enzymes dépendantes du Mn, mais on n’y retrouve aucun homologue des

transporteurs précédemment mentionnés (Kehres & Maguire, 2003).

Récemment, le transporteur ZupT, chez E. coli agit principalement en tant que
transporteur de Zinc pouvant également véhiculer le fer, le cobalt et le manganese.
Cependant, il constitue un transporteur de manganese de trés faible affinité, de I’ordre du
mM (Grass et al, 2005a).




Figure 2. Modéle du transport des sidérophores a Paide de la protéine FhuA chez E.
coli. La protéine FhuA permet le transport du complexe Fe3+-sidérophore au travers de la
membrane externe. Le complexe protéique ExbB, ExbD et TonB permet le transfert
énergétique provenant de la membrane cytoplasmique vers la membrane externe. La
fléche indique orientation du transfert énergétique.
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4. Utilisation d’homologues procaryotes comme modéle d’étude de leurs homologues
cucaryotes

La bactérie E. coli est couramment utilisée comme vecteur pour la surexpression
et la purification de protéines transmembranaires (Wang et al, 2003). Elle constitue un
excellent systéme simple, peu dispendieux et un grand nombre de vecteurs plasmidiques
sont disponibles pour I’expression de protéines. E. coli est également utilisée pour la
surexpression et la purification & grande échelle dans le but ultime d’élucider la structure
tridimensionnelle par cristallographie. La trés grande majorité des cristaux obtenus pour
les protéines transmembranaires ont été obtenus a partir d’homologues procaryotes

(Abramson et al, 2004; Jiang et al, 2002; Yamashita ef al, 2005).

4.1 Homologues procaryotes informatifs (LeuT et CIC)

Les homologues procaryotes et eucaryotes a intérieur d’une famille (ou méme
entre familles) semblent posséder une structure similaire (Beuming et al, 2006; Kasho et
al, 2006; Miller, 2006). L’obtention par cristallographie des structures d’homologues
procaryotes, EcCIC (S. typhimurium et E. coli; Dutzler et al, 2002) et LeuT (Yamashita et
al, 2005) appartenant respectivement aux familles protéiques CIC (““Chloride Channel’”)
et NSS (““Neurotransmitter Na* Symporters’”), ont grandement facilité la compréhension

du mécanisme d’action de protéines appartenant a ces familles.

4.1.1 CIC, une famille hybride de type canal et transporteur

La famille CIC est présente autant chez les eucaryotes que chez les procaryotes et
ses membres sont impliqués dans le transport d’ions chlore (CI') a travers la membrane
cellulaire. Cette superfamille est impliquée dans de nombreux processus physiologiques
tels que le transport du sel, I’acidification intracellulaire et le potentiel musculaire au
repos (Dutzler, 2006). 11 était généralement admis que la famille CIC formait un groupe
de protéines membranaires de type canal. Cependant, 4 la grande surprise des chercheurs,
il a été récemment démontré que certains homologues procaryotes et eucaryotes agissent

en tant que transporteur de type antiporteur permettant ’échange de CI et de H" dans des
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directions opposées (Accardi & Miller, 2004; Picollo & Pusch, 2005). C’est la premiére
fois que des protéines de type transporteurs et canaux possédant des structures trés
similaires coexistent a I’intérieur d’une méme famille (Gadsby, 2004). Malgré cette
différence, les homologues possédent une structure conservée qui consiste en une portion

transmembranaire et un sous-domaine cytoplasmique (Dutzler, 2006).

La structure obtenue par cristallographie grice 4 deux homologues bactériens de
la famille EcCIC, a permis de démontrer que la protéine est composée de deux pores
identiques constitués a I’intérieur de la portion membranaire qui est présente sous forme
d’homodimére d’orientation opposée (Dutzler ef al, 2002). Cette architecture
antiparalléle permet de définir un filtre de sélectivité (Figure 3). Cependant, les
différences structurales et de mécanisme d’action entre les transporteurs et canaux CIC

demeurent encore un mystére.

De par le fait que les membres de la famille CIC posseédent une structure et des
propriétés de liaison au CI similaires (Kuang ef al, 2007) entre homologues procaryotes
et eucaryotes, I’homologue d’E. coli (EcCIC) semble donc un excellent modéle pour les

homologues eucaryotes.



Figure 3. Modéle structural des homologues CIC de type transporteur et canal.
L’acide aminé Gluy,, situé du c6té extracellulaire agit comme barriére lorsque le canal et
le transporteur sont en position fermée (en rouge), filtre de sélectivité. En présence d’une
concentration élevée d’ion CI', de H', ou en réponse 4 la dépolarisation de la membrane,
Gluex (en vert) subit un changement de conformation pour ouvrir le canal, permettant & un
ion CI" de venir se fixer a I’endroit ol était située la chaine latérale de Gluey. Sur le coté
intracellulaire, un autre résidu glutamate (Gluy,) qui est présent uniquement chez les
homologues de type transporteur (une valine invariante est présente chez les homologues
de type canaux). Une substitution 4 cette position élimine le transport du H'. Les fléches

indiquent I’orientation du transport du CI' et du H' (Dutzler, 2006).
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4.1.2 La famille NSS; homologues avec différents substrats

La découverte par cristallographie de la structure d’un transporteur bactérien a
facilité la compréhension du mécanisme d’action des homologues de la famille NSS
(““Neurotransmitter Na” Symporter’’) qui sont présents chez les organismes eucaryotes et
procaryotes. Les homologues eucaryotes constituent un groupe de transporteurs
responsables de la terminaison des ncurotransmissions en permettant le transport de
différents neurotransmetteurs comme par exemple la dopamine, la norépinéphrine, la
sérotonine et I’acide gamma-aminobutyrique (GABA; Beuming er al, 2006). Le mauvais
fonctionnement de ces transporteurs est impliqué dans de nombreuses maladies telles que
I"autisme, la dépression et la fibrose kystique, ce qui en fait des cibles de choix pour la
pharmacothérapie (Quick & Javitch, 2007). Les homologues bactériens tels que TnaT
(Symbiobacterium thermophilum), LeuT (Aquifex Aeolicus) et Tytl (Fusobacterium
nucleatum) sont respectivement responsables de I’accumulation des acides aminés
tryptophane, leucine et tyrosine (Androutsellis-Theotokis et al, 2003; Quick & Javitch,
2007; Quick et al, 2006; Yamashita et al, 2005).

L’obtention récente de la structure 3D de I’homologue bactérien LeuT a permis de
montrer que le site de liaison de la leucine et de I’ion sodium sont définis par deux
segments transmembranaires sous forme d’hélices alpha partiellement discontinus en leur
centre (Dodd & Christie, 2007). Ce type d’hélice discontinues semble couramment
impliqué dans le mécanisme d’action de différents transporteurs tels que CIC, NhaA et
LeuT (Screpanti & Hunte, 2007). Cependant, I’orientation et I’arrangement des hélices
discontinues différent entre ces protéines. Elles peuvent soit se croiser (NhaA), étre
paralléles I'une a I'autre (LeuT) ou bien former un motif de type ‘‘hairpin’® (CIC;
Screpanti & Hunte, 2007). La structure de LeuT a également servi comme modéle pour la
modélisation d’homologues eucaryotes comme SERT (Transporteur de sérotonine;
(Ravna et al, 2006). De plus, la structure a permis de révéler le site de liaison d’un
médicament de type antidépresseur (Singh er al, 2007). Le groupe du Dr. Christie a
démontré que la combinaison de mutations a quatre positions, déterminées selon le

modele LeuT, a permis de transformer un homologue NSS qui est responsable du
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transport de la créatine en transporteur de I’acide gamma-aminobutyrique (Dodd &

Christie, 2007).

Les exemples mentionnés démontrent clairement qu’un homologue procaryote peut
servir  d’excellent modéle pour étudier le mécanisme d’action des protéines
transmembranaires correspondant a des homologues eucaryotes. Cependant seulement
15% des familles eucaryotes possédent des homologues bactériens (Granseth et al). Etant
donné que les homologues de la famille Nramp démontrent une topologie
transmembranaire et une fonction conservée avec leurs homologues bactériens, nous
croyons que la protéine MntH d’E. coli pourrait servir d’excellent modéle pour les
homologues eucaryotes afin d’approfondir les connaissances sur le mécanisme d’action

ainsi que sur la relation structure/fonction des protéines Nramp/MntH.

5 Nramp eucaryote : ‘prototype’ et ‘archétype’
5.1 Nramp ‘archétype’ 1 et 2

Le géne Nramp (‘‘Natural Resistance Associated Macrophage protein®’) ou
nouvellement dénommé Sicl1 (“‘Solute Carrier family 11°’) a été découvert par clonage
positionnel du locus Bcg/Lsh/Ity (Vidal et al, 1993). Initialement, le géne Nramp
désignait un facteur permettant de limiter la réplication intracellulaire de certains
pathogenes pouvant résider & I’intérieur des vacuoles (par exemple Salmonella ou
Mycobacterium spp.(Gros et al, 1983). L activité du gene Nrampl est démontrée par son
effet sur la réplication microbienne intracellulaire durant la phase initiale de ’infection.
Cette derniére est uniquement contrdlée en présence du gene fonctionnel. L expression de
différents homologues de la famille Nramp comme les protéines de rat DMT]1 (Nramp2;
Fleming et al, 1998) et de levure Smfl p (West et al, 1992) dans des ceufs de xénope, a
permis de démontrer des fonctions similaires (Gunshin et al, 2007). C’est a dire que les

homologues Nramp agissent en tant que transporteurs secondaires de type symporteur
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facilitant le co-transport d’ion métallique divalent (Me*") et de H' dans la méme direction

en utilisant |’énergie du gradient electrochimique du proton (Chen et al, 1999).

Pour la protéine Nrampl, une controverse existe sur le sens du transport des
métaux 2 travers la membrane phagosomale via ce transporteur. Certaines études
indiquent que Nramp| évacue les cations du phagosome privant ainsi les bactéries de ces
€léments nutritifs (Jabado et al, 2000). Tandis que d’autres laboratoires proposent que
Nramp! pourrait favoriser I’accumulation des métaux a I’intérieur du phagosome dans le
but de faciliter la réaction de Fenton pour ainsi permettre I’élimination des bactéries
pathogénes (Blackwell er al, 2001; Kuhn et al, 2001). Cette opposition suggere des
mécanismes d’action trés différents : soit que Nrampl posséede une topologie inversée
(Kuhn et al, 2001) ou bien qu’elle fonctionne en tant qu’antiporteur (transport du Me”* et
H" dans des directions opposées; Blackwell er al, 2001). Malgré ces hypothéses
divergentes, la trés grande majorité des études sont en accord avec le fait que différents
polymorphismes du géne Nrampl augmentent la susceptibilit¢ de 1’hdte vis-a-vis
Iinfection (Courville et al, 2006). Des nouvelles études tendent a valider la premiére
hypothése. Ce mécanisme de symport Me?"/H" est également impliqué dans le réle jous
par Nramp2 dans I’homéostasie du fer chez les mammiféres (Fleming et al, 1998) ainsi
que les roles démontrés des protéines Nramp ‘prototypes’ Smf'1-3p dans I’homéostasie du

Fe** et du Mn?" chez la levure (Portnoy et al, 2000).

Le second géne appartenant i la famille Nramp découvert chez les mammiféres
est Nramp2 (DCTI, DMTI ou Slcl1A2). Contrairement a Nramp!l qui a été détecté
spécifiquement dans les membranes du phagosome des phagocytes, Nramp2 est actif au
niveau de I’intestin gréle (duodénum) ou le niveau d’expression est régulé de fagon
transcriptionnelle et post-transcriptionnelle (Gruenheid er al, 1997; Hentze et al, 2004).
Différentes isoformes de Nramp2 peuvent étre produites par épissage alternatif aux
extrémités 5’ et/ou 3’ (Mackenzie ef al, 2007). L’isoforme | (Nramp2-I) est régulée par
la quantité de fer disponible et par la liaison d’IRP (““Iron responsive protein’’) en son
extrémité 3’ a la séquence IRE (“‘Iron responsive element’’). Cette liaison a comme effet

de stabiliser I’ARNm et régule 4 la hausse I’expression de la protéine Nramp2 au niveau
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du rein (Canonne-Hergaux & Gros, 2002) et ¢galement dans la membrane apicale des
cellules de I’intestin gréle (duodénum). Cette fonction est indépendante de la transferrine
(Canonne-Hergaux et al, 1999); I’isoforme Nramp2-1I est par contre impliquée dans le
cycle de la transferrine qui permet I’absorption du fer ferreux par les tissus périphériques.
Nramp?2 est alors actif au niveau de la membrane plasmique et de I’endosome, facilitant
ainsi I’acquisition du fer dépendant de la transferrine. La présence de mutations dans la
prot€éine Nramp2 est associée d une forme d’anémie (anémie microcytique) chez la

souris, chez le rat et chez I’lhomme (Courville er al, 2006; Fleming et al, 1998).

Chez I’agent étiologique de la maladie *‘Dermo de huitre”, Perkinsus marinus,
le groupe du Dr. Vasta a démontré la présence d’un homologue Nramp ‘archétype’.
L’expression de cet homologue est modulée selon la disponbilité du fer, indiquant un réle

possible lors de I’infection des mollusques par ce parasite (Robledo ef al, 2004; Article

).

5.2 Homologues ‘prototype’ Nramp chez la levure, Smfp

Des membres de la famille Nramp ont également été caractérisés chez d’autres
mammiferes (Cellier et al, 1994), des invertébrés (Cellier et al, 1995) et chez les plantes
(Belouchi er al, 1995), ou ils participent également au métabolisme des cations divalents.
Chez la levure de boulanger, Saccharomyces cerevisiae, on retrouve 3 homologues
appartenant a la famille Nramp (West ef al, 1992). Leur dénomination Smfl p, Smf2p et
Smf3p, vient du fait que la surexpression de Smfl-2p, ou bien I’ajout de Mn, permet
d’éliminer le défaut associé a miflp (“‘suppressor of mif1’’); Miflp est une peptidase
mitochondriale impliquée dans I’importation des protéines a I’intérieur de la
mitochondrie. West ef al. pensaient donc que Smflp et Smf2p correspondaient a des
facteurs impliqués dans la translocation des protéines dans la mitochondrie (West ef al,
1992). Cependant, le groupe du Dr. N. Nelson travaillant & caractériser les genes de
levure permettant de résister a I’appauvrissement du milieu en présence du chélateur

EGTA a démontré que Smflp et Smf2p, qui sont fortement apparentés, sont des
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transporteurs de manganése de haute affinité (Nelson, 1999). Le troisiéme homologue
Smf3p, qui montre un taux d’identité de 50% avec Smflp et Smf2p, semble plutot étre

impliqué dans I"homéostasie du fer chez la levure (Luk et al, 2004; Portnoy et al, 2000).

Smflp, est un transporteur de cations divalents dépendant de la force proton
motrice ayant comme substrat préférentiel le manganese. Cependant, il peut également
véhiculer le fer, le zinc, le cadmium et le cuivre (Liu ef al, 1997). Cette protéine se
retrouve au niveau de la surface cellulaire. L’élimination du géne chromosomique a un
effet marginal; ce qui indique que Smfip n’est pas le seul transporteur de manganeése
dans les conditions normales. Les mutants de smfIp sont trés sensibles 4 la présence du
chélateur de métaux EGTA, principalement en période de stress oxydatif (Supek et al,
1996). 11 est possible d’y remédier en supplémentant le milieu avec du manganése, qui

peut agir comme anti-oxydant.

Contrairement & Smflp, Smf2p est présente dans la membrane de vésicules
intracellulaires permettant ’approvisionnement en manganese et sa distribution dans la
cellule. Le manganése peut agir a titre de cofacteur de I’enzyme superoxyde dismutase 2
(SOD2) retrouvée dans la mitochondrie et de Pinvertase, enzyme impliquée dans la
glycosylation a I’intérieur de I’appareil de Golgi (Rudolph er al, 1989). Ces deux
homologues sont régulés de fagon post-traductionnelle en fonction de I’accessibilité du
manganeése. Lorsque la cellule trouve suffisamment de manganése, Smflp et Smf2p sont
reconnues par Bsd2p qui les dirige vers la vacuole pour y étre dégradées (Liu et al, 1997;
Portnoy et al, 2000). Cependant, lorsque la quantit¢ de Mn est limitante, Bsd2p est
incapable de reconnaitre Smfl-2p, ce qui leur permet d’étre dirigées vers leurs
compartiments respectifs. Cependant, des mutations chez Smfl-2p qui limitent
Paccumulation du Mn empéchent le transporteur d’étre reconnu par Bsd2p (Luk ef al,
2004).

Le dernier homologue Nramp chez la levure, Smf3p, qui posséde prés de 50%

d’homologie avec les autres Smfp semble étre impliqué dans I’homéostasie du fer
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emmagasiné a I’intérieur de la vacuole. Smf3p est localisée dans la membrane vacuolaire
chez la levure. Contrairement 4 Smflp et Smf2p qui sont régulés par Bsd2p de maniére
post-traductionnelle, smf3p est plutdt régulé de facon transcriptionnelle au niveau de
PARNm. Elle est régulée distinctement par trois éléments différents. Premierement,
smf3p est sous contréle du fer grice au facteur de transcription Aftlp (Rutherford ef al,
2001), et deuxiément par I’intermédiaire d’une autre régulation, indépendante de Aftlp
(Portnoy er al, 2002). Troisiémement, ’expression de smf3p est également régulée par
I"oxygeéne. Smf3p est exprimée lorsque la levure se trouve en condition anaérobie; cette
régulation implique le répresseur Rox1p (Kastaniotis & Zitomer, 2000). La double
régulation de smf3p par le fer et ’oxygéne permet donc a la cellule de limiter les effets
néfastes de ce métal en condition aérobie afin de maximiser la mobilisation du fer
intracellulaire stocké a I’intérieur de la vacuole (Soborg et al, 2002). Le double mutant
smflp et smf2p est utilisé comme souche permettant de tester la fonction de différents
homologues Nramp, autant bactéricns qu’eucaryoles, afin de déterminer s’ils peuvent
supprimer la sensibilité & "EGTA. Nramp2 a permis de complémenter ce double mutant
mais pas Nramp! (Pinner et al, 1997). 11 a été démontré par le groupe du Dr. Nelson que
I"expression de I’homologue Nramp chez la bactérie Mycobacterium leprae est également
capable de complémenter le triple mutant smf1p, smjf2p et smf3p chez la levure (Reeve et
al, 2002). La complémentation des doubles mutants smf1-2p a été utilisée pour isoler des
homologues chez les plantes (Curie et al; Thomine et al, 2004). Ceci démontre la grande

conservation fonctionnelle de la famille Nramp a travers 1’évolution.

5.3 Homologues bactériens MntH

5.3.1 Caractérisation des homologues bactériens

Depuis la réalisation des différents projets de séquengage génomique, un nombre
important d’homologues bactériens appartenant a la famille Nramp a été découvert; on

les dénomme MntH (Transporteur de Manganése dépendant du Proton (H')). Des
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homologues bactériens ont été caractérisés chez plusieurs organismes autant Gram
positive que Gram négative (Cellier ef al, 2001). La plupart des homologues caractérisés
appartiennent au groupe A tels que la protéine MntH &’E. coli (EcoliA) qui est la plus
etudiée parmi les homogues bactériens. EcoliA a démontré une activité de transporteur,
de type symporteur (Me?", H") qui utilise I’énergie du gradient électrochimique du proton
pour permettre I’accumulation des cations divalents contre leur gradient de concentration.
EcoliA permet le passage de plusieurs métaux tel le manganese, le fer, le cobalt, le
cuivre, le zinc et le cadmium (Makui ef al, 2000). Ce dernier est un substrat universel
pour tous les homologues Nramp/MntH. Cependant, le manganese est son substrat
préférentiel avec un Ky de I’ordre de 1uM (Canonne-Hergaux & Gros, 2002; Kehres ef
al, 2000; article 5). Le géne mntH d’E. coli est réprimé par la protéine Fur (‘‘ferric uptake
regulator’’) et par MntR (“Mn* transport repressor’’) en présence de fer et de

mangangse, respectivement (Patzer & Hantke, 2001).

L’homologue MntH du groupe A présent chez Bacillus subtilis (BsubA), est
¢galement un transporteur de manganése dépendant du proton (H") nécessaire pour la
croissance en milieu minimum. L’ajout de manganése au milieu minimum permet de
complémenter la perte du géne. BsubA confére également une sensibilité au cadmium et
est nécessaire pour la résistance au peroxyde d’hydrogene (I,0,). Tout comme son
homologue EcoliA, bsubA est réprimé en présence de manganese par MntR (Helmann et
al, 2004; Que & Helmann, 2000). La protéine de Mycobacterium tuberculosis, qui facilite
également le transport de certains cations (Agranoff et al, 1999), ne semble pas jouer un
r6le important dans la virulence de cette espece (Domenech er al, 2002). Cependant un
role dans la derniére phase de la tuberculose pulmonaire n’est pas exclu (Domenech et al,
2002).

Chez Salmonella enterica serovar Typhimurium, I’homologue MntH (StyA) joue
¢galement le role de transporteur de manganése dépendant du proton et est nécessaire
pour la résistance au peroxyde d’hydrogeéne. 11 est régulé par les métaux de la méme

mani€re que EcoliA, cependant le réle d’un troisiéme régulateur, I’activateur OxyR
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répondant au H,0,, a également été démontré (Kehres et al, 2002a; Kehres et al, 2000).
Le r6le physiologique des transporteurs de fer et de manganese chez S. typhimurium n’est
pas encore totalement compris. Un rdle majeur de StyA dans la virulence de S.
typhimurium in vivo n’a pas encore été démontré, bien que cela soit déja le cas pour
SitABCD et que le fer et le manganése soient essentiels 3 la pathogenése de cette bactérie

(Boyer et al, 2002; Zaharik et al, 2004).

Chez Staphylococcus aureus I’homologue MntH fait partic du sous-groupe CB
(SaurCB). Contrairement aux homologues précédents qui font partie du groupe A, saurCp
serait régulé positivement par MntR. Cette différence au niveau de la régulation des
genes pourrait s’expliquer soit par le fait que saurCf soit €loigné et distinct de bsubA ou
qu’il ait ét€ acquis par transfert horizontal a partir d’un homologue eucaryote (Cellier er
al, 2001; Helmann et al, 2004). SaurCp est également impliquée dans la virulence de S,
aureus conjointement avec un autre transporteur de manganése, MntABC(D), homologue

de SitABCD (Horsburgh et al, 2002).

Des homologues MntH du groupe A se sont révélés étre des transporteurs de fer et
de manganése chez les espéces Yersinia pestis (Perry et al, 2007) et Shigella flexneri
(Runyen-Janecky et al, 2006). Peu d’études portent sur les homologues du groupe B,
cependant des études effectuées dans le laboratoire du Dr. Cellier, sur les homologues
présents chez les espéces Chlorobium tepidum et Clostridium acetobutylicum (Richer et
al, 2003), semblent indiquer qu’ils sont également impliqués dans le transport de cations
divalents tel le fer, le cobalt et le cadmium (Richer et al, 2003). A ce jour, trés peu de
séquences correspondant aux génes mntH ont pu étre identifiées chez les archaebactéries

(ex. Haloferax volcanii, Pyromaculum calidifontis et Pyromaculum arsenaticum) .

5.3.2 L’outgroup de la famille Nramp/MntH

L’outgroup de la famille MntH/Nramp comprend les séquences qui sont les plus

similaires  la famille MntH/Nramp mais sans en faire partie (“‘supplementary data’’ 1 et
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2 de larticle 2). Les séquences appartenant a ’outgroup démontrent entre 25 et 30%
d’identité avec les représentants de la famille Nramp/MntH, ce qui est en dessous du seuil
genéralement accepté (30%) pour appartenir & une famille de protéines membranires
(Granseth et al, 2007). Le profil d’hydrophobicité déduit des séquences de 1’outgroup et
I"utilisation de plusieurs algorithmes permettant de prédire la topologie transmembranaire
et les structures sccondaires indiquent que les protéines de I’outgroup possédent 11
segments transmembranaires, qui semblent correspondre aux régions les plus conservées
des homologues Nramp/MntH. Cependant aucune donnée fonctionnelle n’existe pour ce
groupe de protéines. Une partie de mon travail a consisté a prouver expérimentalement
que l'outgroup différe fonctionnellement de la famille Nramp, en démontrant que la
substitution de 5 résidus spécifiques de la famille Nramp par les résidus correspondants
de l'outgroup affecte la fonction de transport via EcoliA. L'absence des résidus clés pour
le transport via les homologues MntH/Nramp indique que les membres de l'outgroup sont

donc bien a ’extérieur de la famille MntH/Nramp du point de vue fonctionnel.

5.3.3 Evolution des homologues Nramp/MntH

Les projets de séquengage génomique (procaryotes et eucaryotes) ont permis
d’identifier et séparer les homologues Nramp/MntH en différents groupes dénommés
MntH-A, B, Ca, CB, Cy, Nramp ‘archétype’ et ‘prototype’. Le fait qu’une analyse
phylogénique basée sur les séquences MntH A soit en accord avec la phylogénie déduite
de I’analyse des séquences d’ARN 168, ou de I’analyse des génomes complets, suggére
fortement qu’un géne mntH A serait apparu avant la séparation des espéces bactériennes
en Gram positive et Gram négative (environ 3 milliards d’années). Les homologues du
groupe MntH B sont les plus éloignées du reste de la famille Nramp et sont plus
apparentés a I’outgroup, leur origine semble étre plus ancienne (Jusqu’a 3.5 milliards
d’années). 1l est donc probable qu’un géne mntH A ait donné naissance aux geénes Nramp

eucaryotes (“prototype’, ‘archétype’; Richer et al, 2003).
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Derniérement, une analyse phylogénétique approfondie, incluant des genes issus
du séquengage génomique de différentes espéces eucaryotes a permis de démontrer que
les homologues eucaryotes sont séparés en deux groupes parologues dénommés
‘prototype’ et ‘archétype’. Les données indiquent que cette divergence résulte de la
duplication d’un géne avant la divergence des régnes des Fungi et Animalia (2.5 milliards
années (Richer es al, 2004). Les Nramp ‘prototype’ (homologues Smfl-3p de la levure)
correspondent & des protéines qui sont plus similaires entre elles et avec leurs
homologues bactériens (MntH) qu’avec le groupe des Nramp ‘archétype’. La divergence
des génes ‘archétype’ fut accompagnée de I’insertion d’un intron en amont du premier
segment transmembranaire qui est conservé chez les homologues humains et de la
drosophile (Richer et al, 2004). Les Nramp ‘archétypes’ se retrouvent majoritairement
chez les plantes, les mammiféres et les levures; les vertébrés n’ont conservé que les

Nramp ‘archétype’.

Les protéines MntH appartenant au groupe C montrent une plus grande similarité
aux protéines Nramp eucaryotes ‘prototypes’ qu’aux protéines bactériennes MntH B et A.
De plus, des analyses phylogéniques déduites d’analyses avec les ARN16S basées sur les
séquences du groupe MntH C sont en désaccord avec la phylogénie connue des espéces
bactériennes dont elles dérivent, ce qui indique la possibilité de transferts horizontaux de
genes mntH C entre espéces éloignées. On distingue les homologues du groupe C en 3
sous-groupes dénommés MntH-Co, CP et Cy (Cellier et al, 2001; Richer ef al, 2003).
Plusieurs séquences se retrouvant dans le sous-groupe Co. démontrent une trés forte
conservation avec des protéines eucaryotes, suggérant la possibilité d’un transfert
horizontal de géne Nramp ‘prototype’ vers un génome bactérien (Richer ef al, 2003).
Chez les homologues du sous-groupe CB on retrouve principalement des bactéries a
Gram positive (un faible contenu en G+C) comme les Staphylococcaceae et les bactéries
lactiques. Ce sous-groupe inclut cependant la séquence d’une entérobactérie qui est un
endosymbionte obligatoire, possédant également un génome riche en nucléotides AT. Le
sous-groupe Cy est le plus hétérogéne des groupes C et de plus, il présente des similarités

avec des homologues autant du groupe Ca que du groupe A.
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A Pintérieur d’une méme espece bactériennc, on peut retrouver Jusqu’a 3 geénes
mntH appartenant a un ou deux groupes ou sous-groupes, comme par exemple un géne du
groupe A et un du groupe Cy. Ce qui suggére qu’au cours de I’évolution, une espéce
bactérienne pourrait avoir acquis ces genes soit par duplication ou bien possédait déja
dans son bagage génétique un géne et aurait acquis le second par transfert horizontal. 11
est possible que cette évolution complexe corresponde a une différence au niveau du
mécanisme d’action ou bien a leur régulation comme c’est le cas entre bsubA et saurCp

qui sont régulés de fagon différente par MntR.

Plusieurs hypothéses sur I’évolution des homologues Nramp/MntH sont
proposées. Initialement, I’outgroup aurait donné naissance aux homologues du groupe
MntH B qui seraient apparus dans des bactéries de type anaérobies, lorsque I’atmosphére
contenait tres peu d’oxygene. Par la suite, MntH A serait apparu dans des bactéries
aérobies avant I’émergence des bactéries Gram positive et Gram négative, dans un
environnement adéquat pour leur développement il y a environ 3 milliard d’années. Et
puis, a partir d’un événement endosymbiotique, les eucaryotes auraient acquis un géne du
groupe A pour donner naissance au Nramp ‘prototype’. Chez les eucaryotes, il y a eu
duplication du géne ancestral générant les Nramp ‘prototype’ et ‘archétype’ et ce, avant
la séparation des plantes, animaux et mycetozoa (Dictyostelium discoideum). Enfin, un
Nramp ‘prototype’ pourrait avoir donné naissance & un gene du groupe MntH C par
transfert horizontal et les différents sous groupes de MntH C pourraient découler de

différents transferts a partir d’un ancétre commun (Richer et al, 2003).

Une analyse des taux de substitution d’acides aminés & des sites spécifiques selon
le paramétre alpha, permet de démontrer si les groupes sont d’origines anciennes ou
récentes des groupes étudiés; le paramétre o indique le taux de variations entre les
groupes, plus ce dernier est élevé, plus ’origine peut étre ancienne (Gu & Zhang, 1997).
Cette analyse valide cette hypothése car les homologues MntH A (a=1.1) et B (o=1.31)
pourraient effectivement étre d’une origine plus ancienne comparativement aux groupes
Ca (a=0.64), CB (¢=0.61) et Cy (0=0.65) selon cette méthode (Richer et al, 2004).
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L’hypothése du transfert horizontal d’un géne Nramp eucaryote permet donc de
supposer un gain fonctionnel par la bactérie receveuse, lui conférant un avantage dans
certaines conditions. Si les protéines MntH A, B et C ont apparemment conservé des
modes d’action et des substrats similaires, il serait logique que les différences de
séquence entre les groupes correspondent a des variations de structure (ex :
arrangement/contact des segments transmembranaires), de mécanisme d’action et/ou de
régulation. L’adaptation de la protéine Nramp a la cellule eucaryote pourrait avoir permis
son utilisation dans la lutte contre les pathogenes intracellulaires, en facilitant
I’acquisition des métaux divalents par la cellule héte, limitant ainsi leur accessibilité pour
les bactéries pathogénes phagocytées. Les protéines Mntll C pourraient présenter
certaines propriétés avantageuses d’origine eucaryote, permettant aux bactéries qui les
exprimeraient d’étre plus performantes lors de I’infection de I’héte ou vis-a-vis d’autres
bactéries qui compétitionnent pour coloniser une méme niche. Les bactéries
Burkholdheria mallei et Lactococcus lactis démontrent une adaptation a des conditions
particuliéres en présence d’un géne mntH C (Richer et al, 2003). Cependant, avant de
vérifier si les différences de séquences entre groupes correspondent a des divergences
structurelles et/ou fonctionnelles, il est essentiel de connaitre la topologie
transmembranaire des protéines étudides a défaut de disposer de leur structure

tridimensionnelle.

6 Topologie transmembranaire de Ia famille Nramp/MntH

6.1 Conservation de séquence dans la famille Nramp/MntH

Les homologues microbiens de la famille Nramp/MntH possédent un haut taux
d’identité entre eux variant de 36% parmi les procaryotes du groupe B jusqu’a 52% entre
les homologues de levure Smfp. En geénéral, les homologues se retrouvant chez les
plantes et les animaux démontrent une identité entre 35 % et 40%. Cependant, ce taux

d’identité est supérieur (>50%) entre homologues Nramp ‘archétypes’.
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De plus, les différents membres de la famille Nramp/MntH possédent un caractére
hautement hydrophobe démontré par les profils d’hydrophobicité qui sont trés similaires
entre les protéines procaryotes et celles des vertébrés (Cellier et al, 1995; Richer et al,
2003). Cette conservation se limite aux dix premiers segments hydrophobes qui
constituent le cceur hydrophobe des membres de la famille Nramp; le profil
d’hydrophobicité de I’outgroup semble correspondre a ces 10 segments hydrophobes.
Cependant, le nombre de segments totaux varient entre les homologues eucaryotes et
procaryotes. Les protéines eucaryotes possédent 12 segments hydrophobes
comparativement aux procaryotes qui n’en posseéderaient que 11. Par contre, certains
homologues bactériens comme Enterococcus Jaecalis (EfeaCB) et Lactoccocus lactis
(L1aCB) contiennent probablement un douziéme segment transmembranaire d’aprés leur

profil d’hydrophobicité (Richer et al, 2003).

6.2 Résultats topologiques concernant les homologues Nramp/MntH

6.2.1 Homologues eucaryotes Nramp

Les données expérimentales sur la topologie des homologues eucaryotes sont trés
fragmentaires. Cependant, elles permettent de vérifier Porientation du premier et du
dernier segments transmembranaires. Chez ’homologue Smf3p, localisé dans la
membrane de la vacuole chez la levure, un ¢pitope HA (Hémagglutinine) a été introduit
en amont et en aval du dernier segment transmembranaire (11°) et ce, sans altérer la
fonction et la localisation de Smf3p a I’intérieur de la cellule (Portnoy et al, 2000). La
protéolyse de I’épitope C-terminal a permis de démontrer que extrémité de la protéine
est située du coté externe de la membrane, impliquant que le onziéme segment est orienté

du cytoplasme vers le coté intravacuolaire.

Pour ce qui est de I’homologue Nramp2, un groupe a démontré que la quatriéme
boucle périplasmique située entre les segments membranaires 7 et 8 se situe du coté
extracellulaire (Picard et a/, 2000). De plus, ce méme groupe a introduit dans la boucle

correspondante chez I’homologue Nramp! un épitope HA et a démontré que cette
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insertion était située du coté extracellulaire. Cependant, cette insertion modifiait la
localisation de la protéine qui se retrouvait localisée dans la membrane plasmique et non
dans les membranes lyso-et phagosomales (Touret ef al, 2003). L’utilisation d’anticorps
spécifiques a permis de démontrer que les deux extrémités de Nramp! sont situées du
coté cytoplasmique, en faisant réagir d’une part un sérum polyclonal dirigé contre
I’extrémité N-terminale de la protéine ainsi qu’un anticorps monoclonal reconnaissant un
¢pitope c-myc préalablement inséré a I’extrémité C-terminale d’autre part (Vidal et al,
1996). Dans les deux cas, il était nécessaire de perméabiliser au préalable la membrane
plasmique afin d’obtenir un signal in situ. Récemment, le groupe du Dr. Qian a synthétisé
le peptide correspondant au quatriéme segment hydrophobe de Nramp2, plus précisément
entre les résidus Ry79 & Yago. Leur étude indique que les résidus Vg7 & Kap) adopte une
conformation hélicoidale dans des micelles formées a partir du détergent SDS et que son
extrémité N-terminale n’a pas de structure ordonnée (Li et al, 2005; Li et al, 2004; Li et

al, 2003).

Une autre étude effectuée sur Nrampl a montré qu’un sérum polyclonal dirigé
contre la méme 4° boucle extracellulaire inhibait ’association de fer radioactif avec des
phagosomes purifiés, tandis qu’un sérum polyclonal dirigé contre I’extrémité C-terminale
ne I’inhibait pas. Les auteurs ont donc proposé que la boucle entre les segments 7-8 est
située du coté cytoplasmique (Kuhn er al, 2001). Cette étude suggére que Nrampl
pourrait adopter une topologie inversée par rapport a Nramp2, ce qui est en contradiction
avec les autres études effectuées avec des protéines de levure et Nrampl (Forbes & Gros,

2001).

6.2.2 Homologues procaryotes MntH

Durant mes études de maitrise, nous avons effectué la premiere étude
systématique concernant la topologie transmembranaire de la protéine EcoliA. Pour ce
faire, plusieurs algorithmes topologiques ont été utilisés pour déduire une prédiction
consensus de la topologie d’EcoliA. Cette prédiction a été validée expérimentalement en

utilisant deux génes rapporteurs complémentaires: la B-lactamase (Blam) et la
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chloramphénicol acétyl transférase (CAT), deux protéines actives lorsque fusionnées a
Pintérieur de boucles périplasmique et cytoplasmique, respectivement. La création de 9
fusions et 3 insertions avec le rapporteur Blam et de 5 fusions complémentaires CAT
nous ont permis de proposer que EcoliA posséde I | segments transmembranaires (STM),
avec son extrémité N-terminale située du coté cytoplasmique et la portion C-terminale du
coté périplasmique (Figure 4; Courville ef al, 2004; Rahman ef al, 2007). Ces données
ont récemment été confirmées (Rahman er al, 2007). Le groupe du Dr. von Heijne a
effectué une analyse topologique portant sur 602 protéines transmembranaires de la
membrane interne d’E. coli. 1ls ont déterminé I’orientation de leur extrémité C-terminale
a Paide des rapporteurs topologiques, comme la phosphatase alcaline et la ‘green
fluorescent protein’ (GFP), qui sont actifs du coté périplasmique et cytoplasmique,
respectivement (Daley et al, 2005). Ces deux études valident nos résultats, indiquant que

’extrémité C-terminale d’EcoliA se retrouve du coté périplasmique.
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Figure 4. Modéle topologique pour la protéine MntH d’Escherichia coli.
Modéle basé sur les algorithmes de prédiction ainsi que les résultats des fusions et
insertions avec les rapporteurs BlaM et CAT obtenus au cours de ma maitrise. Les
résidus en gras et numérotés correspondent aux sites conservés mais différents
entre I"outgroup et la famille Nramp/MntH. Les extrémités N-et C- terminales
sont indiquées par NH; et COOH. Les résidus impliqués dans les contacts inter-
hélices sont indiqués en rouge tandis que ceux en bleu correspondent aux résidus

directement impliqués dans le transport du Me**/H".
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Une autre étude a proposé un modéle différent pour I’homologue MntH A de
Mycobacterium leprae en se basant sur I’étude de prédictions et de la réactivité d’une
cystéine unique a la position 299 (Cysag) en présence du marqueur méthanethiosulfonate
(voir section 7.2.3). L’analyse par spectroscopie de résonance paramagnétique de
I’interaction dipolaire entre le groupement nitroxide-Cys;go €t un métal paramagnétique
(Cu), a démontré que cette cystéine se situe dans un environnement fluide et hydrophobe.
Selon ces analyses, cette cystéine serait située dans le segment transmembranaire 10

(Reeve et al, 2002).

Cette conclusion apparait en contradiction avec la majorité des analyses effectuées
sur les homologues cucaryotes Nramp1, Nramp2, Smf3p, et avec le modéle topologique
vérifi¢ pour EcoliA (Daley ef a/,2005; Rahman et al, 2007). Leur résultat est également
en désaccord avec les prédictions basées sur I’analyse des séquences eucaryotes et

procaryotes (Cellier et al, 1995; Richer et al, 2003).

Le modele topologique établi pour EcoliA est en accord avec la majorité des
données structurales obtenues sur les homologues eucaryotes. Nous pouvons par le fait
méme cibler les résidus transmembranaires susceptibles de Jouer un réle important dans
le mécanisme de co-transport du Me** et du H*. Une substitution cystéine a cette position
(L333C; position chez EcoliA correspondant & la cys 299 chez MntH de M. leprae)
permettrait également d’étudier son accessibilité vis-a-vis de différents réactifs
sulphydryles afin de déterminer si cette position est située sur une face aqueuse ou
lipidique du segment transmembranaire. A la suite des données fonctionnelles et
structurales obtenues avec 1’homologue EcoliA, il apparait donc approprié d’utiliser la
protéine MntH d’E. coli comme modéle d’étude car c’est I’homologue bactérien le mieux

caractérisé de la famille Nramp/MntH.

7 Modéles d’étude principaux pour la famille Nramp/MntH

7.1 Expression fonctionnelle dans les ceufs de xénope
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La premiére étude a proposé un mécanisme d’action pour la famille Nramp
provient du groupe du Dr. Hediger qui a étudié la protéine Nramp2 en I’exprimant dans
des ceufs de Xénope. Ce groupe a également réussi le clonage fonctionnel du transporteur
Nramp2 (DCT1) requis pour I’absorption du fer au niveau intestinal (Gunshin et al,
1997). Deux études proposent que Nramp2 facilite le passage du fer en absence de
gradient de H* & pH neutre (pH 7.4; Mackenzie ef al, 2006). De méme, a pll
extracellulaire acide (pH 5.5) le transporteur permettrait également la translocation du H'
en absence de métal (Mackenzie ef al, 2006). De plus, en présence de métaux substrats, lc
passage du H' via Nramp2 est augmenté (fuite dépendant des métaux). Ce dernier
mécanisme correspond a une fuite du H' dont le but pourrait permettre 4 la cellule de
limiter P’entrée aux métaux toxiques (Cohen er al, 2003; Sacher et al, 2001).
L’homologue de levure Smflp posséde également un phénoméne de fuite. Cependant,
contrairement & Nramp2, Smf1p démontre une fuite de Na* (et non du H" comme chez
Nramp2) qui est dépendante du pH alcalin et non des métaux substrats. Bien que le Na*
inhibe I’entrée du métal, il semble plutdt que ce dernier compétitionne avec le H' et non

avec le cation divalent (Chen et al, 1999; Sacher et al, 2001).

Ces études effectuées sur les homologues Nramp2 et Smflp nous permettent de
reconnaitre la  remarquable versatilit¢ et Iinformativité de Dapproche

électrophysiologique, quoique peu adaptée pour caractériser les protéines procaryotes.
7.1.1 Mécanisme d’action de I’homologue Nramp2

La substitution de résidus histidine en alanine (H267A et H272A), situés a
Pintérieur du segment transmembranaire 6 et impliqués dans le transport dépendant du
H" (Lam-Yuk-Tseung et al, 2003) a permis au groupe du Dr. Mackenzie de proposer un
mécanisme & 8 étapes. Selon ce modele, le fer et le H' compétionnent entre eux pour se
lier au transporteur. Le H" serait le premier & venir se fixer sur la protéine car ce dernier
augmente I’affinité du transporteur vis-a-vis du fer et que la fuite du H" est possible en
absence du métal. Cette étude propose aussi que le H'/Fe** seraient transloqués

simultanément (Mackenzie ef al, 2006).
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Le groupe du Dr. Nelson a également analysé par €lectrophysiologie le mécanisme
d’action de Nramp2 en étudiant des sites correspondant a des taux de substitution
différents entre les groupes phylogénétiques de la famille Nramp. Les résidus identifiés
(Gly88 (du motif DPGN), Glu 91, Asp 93 et GIn95) sont tous situés a I’extrémité du 1
segment transmembranaire et dans la 1° boucle périplasmique. L’acide aminé Gly 88
affecte grandement ’accumulation du Me?* et la fuite du HY dépendante du substrat mais
ce résidu n’affecte pas la fuite du H" indépendante du Me®*. L’introduction et
I’élimination de la charge négative aux positions Q95 (Q95D) et D93 (D93A) limitent et
abolissent respectivement I’accumulation du métal. Cependant, seulement la mutation
Q95D élimine la fuite métallodépendante. Les résultats obtenus indiquent que I’extrémité
C-terminale du segment transmembranaire | ainsi que la boucle périplasmique entre les
segments hydrophobes | et 2 sont impliqués dans le mécanisme d’action de Nramp2 en
affectant le transport du Me®" et du H* ainsi que le mécanisme de fuite du H* (Cohen et
al, 2003).

Cependant, malgré le fait que les ceufs de Xénope ont permis de proposer un
premier modéle concernant le co-transport du Me**/H" via la protéine Nramp2, trés peu
de protéines procaryotes ont pu étre exprimées et caractérisées dans ce systeme (Agranoff
et al, 1999). 1l semble donc opportun de développer un modéle procaryote afin d’étudier
le mécanisme d’action in vivo et in vitro des homologues Nramp/MntH en utilisant
comme modele d’étude la protéine EcoliA. La complémentarité des données obtenues a
partir du modéle des ceufs de Xénope permettra une meilleure compréhension du

mécanisme de transport caractéristique de la famille Nramp.
7.2 Homologues procaryotes comme modéle d’étude
Les homologues procaryotes constituent un modéle attractif et relativement facile a

étudier. Bien que plusieurs protéines procaryotes ont pu étre exprimées fonctionnellement

a 'intérieur d’E. coli, peu de protéines eucaryotes y ont été exprimées. Plusieurs modéles
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sont utilisables pour étudier le mécanisme d’action des transporteurs exprimés dans E.

coli tant in vivo qu’ in vitro.

7.2.1 Choix et avantages d’un modéle d’étude in vivo pour les homologues

MntH

Plusieurs systémes rapporteurs ont été mis au point pour I’étude in vivo. Plusieurs
souches mutantes pour différents transporteurs sont disponibles afin de caractériser le
transport des métaux tel que le fer. L’équipe du Dr. Rensing a créé plusieurs souches d’E.
coli qui sont déficientes de un a cinq transporteurs de fer (Grass et al, 2005a). Par
exemple la souche GR536 qui ne posséde pas les protéines FecABCDE, MntH, ZupT,
EntC et FeoABC qui sont toutes impliquées dans le transport du fer. Cette souche permet
de mieux caractériser le transport des cations divalents comme le fer et le manganese, en

limitant I’accumulation du fer par d’autres transporteurs chez la bactérie.

Deux mutations ponctuelles dans la protéine HfIBI rendent la souche SL93
dépendante des métaux (Mn, Fe, Co) pour croitre 4 la température non permissive de
42°C (Herman et al, 1995). Cette souche permet d’établir ’activité d’un transporteur de
cations divalents tel MntH, vis-a-vis du fer et du manganese (Courville et al, 2004;

Makui et al, 2000).

Les études de complémentation et de toxicité permettent un test rapide et simple du
niveau d’activité, vis-d-vis du métal, des homologues ou des mutations ponctuelles
effectuées sur ’homologue MntH étudié. Cependant, pour étudier la cinétique du
transport ou bien vérifier si la mutation introduite n’aurait pas un role a jouer lors du
changement de conformation, on peut mesurer I’accumulation d’un substrat radioactif
('°9Cd, >Mn et ¥ Fe). Le laboratoire du Dr. Cellier a démontré I’accumulation du fer et du
Mn radioactifs par EcoliA (Makui ef al, 2000). Au cours de nos recherches, nous avons
choisi d’utiliser le Cd comme substrat car il s’agit d’un substrat universel de la famille

Nramp, il démontre une meilleure sensibilité pour I’entrée du H* dépendante du métal
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mesurée a I’aide de la pltluorin, et sa forme radioactive est moins dangereuse pour

Pusager et pour I’environnement.

Considérant que les protéines appartenant a la superfamille Nramp permettent le
co-transport du H', il est donc crucial de pouvoir mesurer I’entrée du H'. Pour ce faire,
une forme de GFP (‘Green Fluorescent Protein’), dite ratiométrique et dénommée
pHluorin. Cette derni¢re posséde deux piques d’excitation distincts en fonction du pH
(pH8.0, 410nm, pH6.0, 470nm). Le ratio d’excitation obtenue (410/470nm) permet de
mesurer la variation de la concentration intracellulaire du H™ (Courville et al, 2004).
Initialement cette GFP modifiée a été utilisée pour détecter la transmission entre les
synapses en observant I’acidité a I'intéricur des vésicules lors de I’exocytose et du
recyclage (Miesenbock et al, 1998). Par la suite le groupe du Dr. Ingmer a montré qu’il
est possible d’utiliser la pHluorin comme rapporteur pour mesurer la variation du pH
intracellulaire chez les bactéries Gram positive et négative (Olsen er al, 2002). Le Dr.
Chaloupka, dans le laboratoire du Dr. Cellier, a utilisé la pHluorin pour mesurer le
transport du H* par EcoliA in vivo. Les travaux permettent de démontrer pour la premiére
fois le co-transport Me**/H" chez un homologue bactérien de la famille Nramp (Courville

et al, 2005).

Malgré le fait que les modeles in vivo demeurent une bonne approche pour
’identification des mutations fonctionnelles impliquées dans le transport du substrat,
Iinterprétation des résultats peut s’avérer difficile car on posséde peu de contrdle sur le

métabolisme endogene de la bactérie (Simoni & Postma, 1975).
7.2.2 Approche pour étudier le mécanisme d’action in vitro

Pour surmonter les difficultés associées a I’utilisation des bactéries entiéres, le Dr.
Kaback et le Dr. Rosen ont mis en place, au début des années 70, une procédure qui
permet d’obtenir des vésicules membranaires dépourvues de cytoplasme (Kaback, 1971;

Rosen & McClees, 1974). Ces vésicules se nomment RSO (Right-Side-Out vesicles) et
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ISO (InSide-Out-vesicles) et facilitent I’étude du mécanisme de transport in vitro en

relation avec la théorie du gradient électrochimique du H* du Dr. Mitchell.

Les vésicules de type RSO sont obtenues par formation de sphéroplastes (traitement
au lyzozyme-EDTA) suivi d’un choc osmotique (Kaback, 1971). Ces vésicules possédent
la méme polarité c’est-a-dire que la membrane est orientée selon la méme configuration
que les cellules entiéres, et, aprés énergisation a I’aide de donneur d’électrons (lactate
PMS-ascorbate), I’intérieur devient chargé négativement avec un pH alcalin (Robertson
et al, 1980). Par contre les vésicules de type ISO sont obtenues par passage dans la presse
de French (Rosen & McClees, 1974). Comparativement aux RSO, les membranes des
vésicules ISO possédent une polarité et une configuration inversée en comparaison avec
les cellules enticres. Leur énergisation résulte en un intérieur chargé positivement et acide
(Reenstra er al, 1980). Dans les vésicules RSO, EcoliA posséderait donc la méme
configuration que dans la cellule entiére tandis qu’en ISO elle serait dans une

configuration inversée.

La transport actif a travers les vésicules membranaires est similaire aux cellules
entiéres car il fonctionne selon la théorie chimio-osmotique de Mitchell o le transfert
des €lectrons 2 travers la chaine respiratoire est accompagné d’expulsion de protons a
Pextérieur de la cellule, ce qui génére un gradient électrochimique du proton (At
¢galement appelé force proton motrice (Mitchell, 1976). Cette derniére est composée
d’une composante électrique (potentiel de membrane; Aw) qui correspond a la différence
de charge (K", Na" et CI') et d’une composante chimique (gradient de H'; ApH). Ces

composantes réagissent ensemble selon la formule :

A" = Ay- 2.3RT ApH
F

ou R est la constante des gaz parfaits (1.987 cal degré” mol™), T la température en degré
absolu (en Kelvin) et F la constante de Faraday (23.062 cal V"' mol™). 2.3RT/F est égal a
58.8mV a 25°C.
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Dans les vésicules RSO et ISO, il est possible de générer artificiellement la force
proton motrice  I’aide d’un donneurs d’électrons tels que le lactate, le NADH ou bien le
PMS-asc (Phénazine méthasulfate-ascorbate; Konings et al, 1971). Cette source
d’énergie a permis de mesurer le transport de différents substrats & I'intérieur des
vésicules RSO et ISO comme par exemple : le lactose, les acide aminés (Proline, Serine,
Leucine), le calcium, le fer, le manganése et le zinc (Bhattacharyya, 1970; Grass et al,
2005a; Grass et al, 2005b; Konings et al, 1971; Quick et al, 2003; Rosen & McClees,
1974).

L’étude du mécanisme de transport & ’aide de vésicules permet de mieux contréler
les conditions expérimentales et de séparer le Ay et/ou le ApH a I’aide de différents
ionophores. La valinomycine est un ionophore qui rend la membrane perméable a I’ion
K. Ce qui a comme effet, en présence de K' extérieur, d’éliminer le Ay. Par contre, la
nigéricine permet I’échange a travers la membrane d’un K* avec un H”, ce qui a comme
impact d’éliminer le ApH en présence de K" extravésiculaires. La présence simultanée de
nigéricine et de valinomycine a le méme effet que le poison CCCP, soit de dissiper
totalement le gradient électrochimique du proton. L’utilisation des ionophores permet
donc d’étudier Iélectrogénicité du transporteur (capacité de permettre le mouvement de
charges a travers la membrane) et si I’activité de ce dernier est dépendante du Ay et/ou

du ApH.

L’étude comparative du transport d’EcoliA a Iintérieur des vésicules de type RSO
et ISO peut en théorie permettre d’étudier en détail le mécanisme d’action de MntH soit
le co-transport du Me*" et du H", et si ce transporteur démontre une asymétrie dans le
transport du substrat. L’approche in vitro peut également permettre de résoudre la
controverse sur la direction du transport des homologues Nramp/MntH (symporteur vs

antiporteur) et étre utilisée pour vérifier le couplage du Me?* et du H*.

L’utilisation des vésicules RSO et 1SO peut servir de point de départ pour faciliter

la solubilisation et la purification des protéines membranaires et peut permettre
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d’analyser P’accessibilité in situ de groupements thiols introduits dans certains éléments

du transporteur étudié.

7.2.3 Introduction de cystéines par mutagénése dirigée

Etant donné la difficulté d’obtenir une structure & haute résolution pour les
protéines transmembranaire (Booth ef al, 2001), une approche de choix pour obtenir une
idée générale de la structure tertiaire des protéines membranaires est de remplacer
séparément des résidus par I’acide aminé cystéine (Sorgen et al, 2002). Ce résidu a la
caractéristique d’étre trés réactif et peut étre introduit & plusieurs endroits sans avoir
d’effet néfaste sur I’expression et sur I’activité des protéines étudiées (Traxler ef al, 1993;
van Geest & Lolkema, 2000). Pour effectuer un balayage a cystéine, il faut au préalable
remplacer chacun des résidus cystéines endogénes par des résidus relativement peu

dommagcables comme I’alanine ou la sérine.

Les avantages de cette approche sont que : (i) I’analyse est effectuée sur une
protéine entiére et active; (ii) les modifications sont minimes et altérent peu la topologie
transmembranaire; (iii) I’introduction d’une cystéine est normalement bien tolérée a
Pintérieur de la protéine ce qui fait que les analyses sont effectuées sur une protéine
fonctionnelle; (iv) les modifications du groupement thiol ont lieu aprés I’insertion dans la
membrane; (vi) la banque de mutants cystéine obtenue peut étre utilisée pour effectuer
des analyses structurales approfondies comme la liaison 4 I’aide d’un réactif de
réticulation qui permet de vérifier la distance entre deux cystéines introduites a I’intérieur
de la protéine (van Geest & Lolkema, 2000). Cependant cette technique a quelques
limitations car ce ne sont pas toutes les cystéines qui peuvent réagir avec les réactifs
sulphydryles. Le fait que la protéine EcoliA ne posséde pas de cystéine en fait un

excellent modeéle pour utiliser cette approche.

Une fois que la protéine ne contient qu’une seule cystéine a la position désirée, la
méthode consiste a tester la réactivité de cette cystéine avec différents réactifs spécifiques

des groupements sulphydryles. Ces produits possédent des tailles différentes et différent
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par leur degré de perméabilité & la membrane. Un grand nombre de réactifs sulphydryles
existe, comprenant des groupements soit fluorescents, radioactifs ou encore, biotinylés.
Chacun de ces marqueurs peut étre détecté et ainsi démontrer ’accessibilité de la cystéine
et permettant d’en déduire la nature de son environnement. Le réactif fluoresceine-5-
maléimide est relativement encombrant et peu perméable, ce qui permet de révéler des
résidus largement accessibles, s’ils font partie d’un segment transmembranaire ou situé a
Pintérieur d’une large cavité dans sa structure. Un second réactif couramment utilisé est
le NEM (N-éthylmaleimide), qui est de petite taille et suffisamment hydrophobe pour étre
perméable dans la membrane. 1l permet de localiser pratiquement tous les résidus dans
leur environnement local et spécifique au sein de la structure tertiaire, a I’exception des
résidus enfouis dans le cceur hydrophobe de la membrane lipidique ou bien impliqués
dans des interactions inter-hélices trés étroites. La réactivité du NEM ou de la F5M peut
étre bloquée en pré-traitant la protéine en présence de MTSES (“‘2-
sulfonatoethylmethane thiosulfonate’”), un petit réactif hydrophile et imperméable, ou
bien par I’AmDis (‘‘4-acetamido-4’-maleimidylstilbene-2-2’disulfonic acid’’) un large
réactif chargé et imperméable a la membrane. On peut donc combiner des approches de
marquage direct avec des étapes de protection ol un réactif non marqué est utilisé comme
traitement préalable. Cette technique permet une multitude d’approches possibles. Par
exemple, il est possible de vérifier si I’addition d’un substrat modifie la réactivité de la
cystéine étudiée et/ou induit un changement de conformation de la protéine. Ces
différents réactifs permettent d’établir si la cystéine étudiée correspond plutét a un
environnement aqueux, lipidique ou si le résidu est situé a la surface (périplasmique ou

cytoplasmique) de la protéine (Riordan & Vallee, 1972).

Cette approche a prouvé qu’elle était efficace car tous les résidus des protéines
TetAB (Tamura et al, 2001) et de la lactose perméase (LacY; Frillingos et al, 1998), ont
été remplacés par une cystéine et leur réactivité a été analysée en utilisant le N-
éthylmaléimide (NEM (Riordan & Vallee, 1972). Ces protéines, assez différentes par leur
séquence d’acides aminés, leur spécificité de substrat et leur mécanisme d’action (H'-
symporteur ou -antiporteur), possédent néanmoins une structure tridimensionnelle

fortement similaire et possédent des segments membranaires pleine longueur. C’est a dire



49

que quatre hélices sont placées dans un environnement totalement hydrophobe et forment
la partie extérieure du canal transmembranaire (peu réactif au NEM sur toute leur
longueur); quatre autres sont situées dans la région intérieure du canal et démontrent un
caractere amphiphile (une face réagissant fortement au NEM sur toute leur longueur) et
les quatre derniers segments, démontrent qu’une moitié de leur hélice est située dans
environnement hydrophobe et I’autre moitié dans I’environnement hydrophile
(réactivit¢ au NEM intermédiaire, une moitié inaccessible au NEM, et une moitié
présentant une face accessible au NEM). Ce patron de réactivité peut s’expliquer par le
fait que les hélices forment un angle dans la membrane. Chez ces deux protéines, les
groupes des Dr. Kaback et Yamagushi ont découvert que trés peu de résidus sont
essentiels pour le bon fonctionnement; 6 chez la lactose perméase (Frillingos et al, 1998)
et 17 pour I’ antiporteur de la tétracycline (Tamura et al/, 2001). La structure
tridimensionnelle de la lactose perméase a permis de confirmer les résultats obtenus grice
au balayage a la cystéine et a I’étude du mécanisme d’action de la LacY a I’aide de

vésicules RSO et ISO (Kaback, 2005).

8. Objectifs et Hypothéses

Dans cette these, sont présentés les résultats de recherches ayant comme principaux

objectifs :

1) Utiliser la protéine MntH d’E. coli (EcoliA) comme modéle d’étude pour la
caractérisation et la localisation des résidus impliqués dans le mécanisme

d’action (co-transport H'/Me?") de la famille Nramp/MntH.

2) Utiliser une approche phylogénétique pour identifier les résidus impliqués

dans le mécanisme d’action de la famille Nramp/MntH.

3) Etablir une approche pour permettre I’expression, la solubilisation et la

purification de MntH.
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Les principales hypothéses ayant dirigées mes recherches sont :

1) Les homologues Nramp/MntH démontrent une conservation de leur structure

secondaire et de leur topologie.

2) Les résidus qui sont conservés mais différents entre les membres de la famille

Nramp et de I’ outgroup participent au mécanisme du transport.

3) L’homologie indique que les résidus conservés entre les homologues

correspondent a des fonctions également conservées.

4) Le fonctionnement de MntH comme une pompe chimio-osmotique, implique

une asymétrie entre I’influx et I’efflux du Me?*.
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Article |
Gene organization and expression of the divalent cation transporter Nramp in the

protistant parasite Perkinsus marinus, Journal of Parasitology (2004) 90, 1004-1014.

Pour cet article, j’ai effectué les prédictions de topologie transmembranaire basées
sur I’analyse des séquences étudiées et j’ai préparé le tableau I, la figure 2 et participé a

la rédaction de la section portant sur la topologie transmembranaire.

Mise en contexte :

Le séquengage du génome du parasite protozoaire intracellulaire Perkinsus
marinarus, responsable de la maladie “’Dermo’’ chez I’huitre, a permis de déceler un
gene codant pour un homologue de la famille Nramp (PmNramp) appartenant aux
homologues de type Nramp ‘archétype’. Cet article est le premier a caractériser
I’expression d’un homologue Nramp a I’intérieur d’un parasite eucaryote intracellulaire
en combinant une approche phylogénétique et I’étude de I’expression de PmNramp vis-a-
vis du stress oxydatif et de la disponibilité des cations divalents (fer et manganeése). Les
résultats indiquent que PmNramp appartient aux homologues de type Nramp ‘archétype’
et posséde 12 segments transmembranaires. Par analyse de type Northern, il a été montré
que PmNramp est exprimé lorsque la quantité de fer est limitante en présence du
chélateur des ferrioxamines (DFO). Cependant en présence de fer (100uM) ou d’H,0,,
PmNramp est réprimé. Ces résultats indiquent que durant ’ingestion, 1’homologue
Nramp de P. marinarus peut compétitionner avec I’hdte, I’huitre Crassostera pour le fer

disponible durant I’infection.
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GENE ORGANIZATION AND EXPRESSION OF THE DIVALENT CATION TRANSPORTER
NRAMP IN THE PROTISTAN PARASITE PERKINSUS MARINUS
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ABSTRACT:  ‘Itophozoites of the protistan parasite Perkinsus marinus veside and proliferate inside phagosomelike structures of
hemocytes from the host, the castern oyster Crassostrea virginica. In a murine model, it has been proposed that the outcome of
intracellular parasite—host interactions is determined. at least in part, by the activity of the host's divalent cation transporter natural
resistance—associated macrophage protein | (Nrampl). Although nucleotide sequences from members of the Nramp family in
protozoan parasites have recently become available in public databases, little is known about their molecular, structural . and
functional aspects that may relate to the parasite’s survival of intraccllular killing by the host. The complementary DNA (cDNA)
sequence of the Nramp from P. marinus (PmNramp) was obtained by polymerase chain reaction amplification with degencrated
primers. followed by rapid amplification of ¢cDNA ends. The 2.082-bp cIDNA sequence encoded a predicted protein of 558 amino
acids. PmNramp is a single-copy gene composed of 7 exons and 6 short introns (4461 bp) with the canonical splicing signal
(GT/AG). A phylogenetic analysis indicates that P. marinus and apicomplexan Nramp genes derive from a common “archetype™
Nramp ancestor. However, the apicomplexan Nramps are highly divergent from the P. marinus sequence and the rest of the
archetype Nramp group. Preliminary studies suggest that expression of PmNramp in in vito—cultured P. marinus trophozoites is

modulated by metals and by cxogenous oxidative stress.

Perkinsus marinus (Perkinsozoa: Perkinsca). the ethiological
agent of “Dermo” discase in the eastern oyster Crassostrea
virginica. produces extensive damage to natural and farmed
oyster populations along the Atlantic and Gulf coasts of United
States. The life cycle of P. marinus includes a free-living stage
(zoospore) and a nonmotile vegetative stage (trophozoite). Once
inside the host. trophozoites are phagocytosed by oyster he-
mocytes localizing inside phagosomelike structures, where they
remain viable and proliferate (Andrews, 1996; Chu, 1996; Per-
Kins, 1996). High water temperature and salinity enhance the
prevalence and intensity of the discase (Chu, 1996), and the
levels of soluble iron modulate the in vitro proliferation of the
parasite (Gauthier and Vasta. 1994).

Natural resistance-associated macrophage protein |
(Nrampl). also named solute carrier family 11al (Sicllal) be-
longs to a ubiquitous family of divalent cation transmembrane
(™M) transporters characterized by a highly conserved hydro-
phobic core consisting of 10 TM domains, a putative conserved
transport signature sequence, | extracytoplasmic loop that is
glycosylated, and several consensus sites for phosphorylation
by protein kinases C and A (Cellier et al., 1995, 2001; Vidal
et al., 1996). The murine Nramp!l was identified as a critical
determinant of susceptibility to intracellular pathogens includ-
ing Salmonella typhimuritm, Leishimania donovani, Mycobac-
reritun spp., and Toxoplasma spp. (review in Blackwell et al.,
2001). After phagocytosis of a potential pathogen, Nramp] is
recruited to the maturing phagosomal membrane of the mac-
rophage (Blackwell et al.. 2001).

The mechanism(s) by which Nrampl mediates pathogen re-
sistance is still under debate and can be summarized into 2 lines
of thought (reviewed in Wyllie et al., 2002). One proposcs that
Nrampl increases intraphagosomal Fe?~ and through the Haber-
Weiss-Fenton reaction generates microbicidal reactive oxygen
species (ROS). The second suggests that Nrampl deprives the
intraphagosomal pathogen of Fe?- and other divalent cations
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critical for growth and for the pathogen's effective antioxidant
defense. In one instance Nrampl was found to function as a
pH-dependent antiporter. able to flux cations bidirectionally
against a proton gradient, although the resistance to intracellular
parasites appears to be determined by the intracellular distri-
bution of available iron inside the macrophage. rather the di-
rection of flux (Mulero et al.. 2002).

Other studies suggested that Nrampl functions as a divalent
metal proton cotransporter (Jabado ct al.. 2000; Forbes and
Gros, 2003) similar to the functions proposed for Nramp ho-
mologues; Nramp2 (Sicl 1a2) is expressed in many tissues in-
cluding macrophages but mostly in the brush border of the in-
testine of mammals where it functions as a proton—divalent met-
al cotransporter involved in iron uptake (Gunshin et al.. 1997).
Mutations in the Malvolio (mvl) gene, a Drosophila melano-
gaster Nramp homologue that affects taste behavior, are sup-
pressed by dictary iron or manganesce supplementation (Orgad
ctal.. 1998) and by Nrampl genetic complementation (D’Souza
ct al., 1999). It is thus possible that Nramp homologues exert
similar transport function and that the phenotypes observed dif-
fer depending on the cell type in which the protein is expressed
and on its intracellular localization.

Nucleotide sequences from members of the Nramp family in
apicomplexan parasites have recently been annotated (Carlton
et al.. 2002; Gardner et al., 2002) or become available in public
databasces (http://www .tigrorg/tdb/ and  http:/www sangerac.
uk/). However. although the molecular aspects of Nrampl in
mammalian hosts and their roles in resistance or susceptibility
to intracellufar parasites have been characterized to some ex-
tent, with the exception of some bacterial pathogens and Plas-
modium (D. J. Sullivan, pers. comm.), little is known about the
structural and functional aspects of their protozoan parasite
counterparts. Aspects that may relate to the competition be-
tween parasite and host for essential metabolic substrates also
remain to be fully understood.

In this study, we cloned the P. marinus Nramp complemen-
tary DNA (cDNA), characterized the genc structure of Pm-
Nramp, analyzed its phylogenctic relationships, and examined
its expression in P. marinus exposed in vitro to cation depletion
and repletion and exogenous oxidative stress. This is the first
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report of the molecular characterization and expression of an
Nramp homologue in a protistan parasite and in the Alveolata
overali. Furthermore, because of the basal phylogenctic position
of P. marinus within the Alveolata (Saldarriaga et al.. 2003),
the structural and functional characterization ol this transporter
in P. marinus should contribute significantly to a better under-
standing of the evolution of competing metal-acquisition mech-
anisms by intracellular parasites and their hosts.

MATERIALS AND METHODS
Perkinsus marinus cultures and DNA extraction

Perkinsus marinus (Texas strain | TXsc|; American Tissue and Cell
Collection 50983: hup://www.atce.org) was propagated in standard cul-
ture medium (Dulbecco moditied kagle |DME|-Ham F12 |1:2] with
5% fetal bovine serum |FBS|) as reported clsewhere (Gauthier and Vas-
1a. 1995). Parasite cultures were centrifuged for 10 min a 490 g and
the pellets used for DNA extraction with the QlAamp tissue kit (QIA-
GEN. Valencia. California) according to the manufacturer’s instructions.

Polymerase chain reaction ampiification, cloning, and
sequencing

Degenerated primers were designed using the program CODEHOP
(Rose ct al.. 1998) (htp://blocks.fhere org/btest/codchop.html) and by
cye. on the basis of sequences from Home sapiens (accession number
BAAO7370), Mus musculus (AAC24496), Oncorhivnchus mykiss
(AF054808). D. melanogaster (S56140), Succharomyees cerevisiae
(CAA97558), Mvycobacterium tuberculosis (CABOR494), and Esche-
richia coli (AF161318). Several primer sets (sense NramplF 5'-
GGCCATCGCCTACCTGGAYCCNGGNAA-3', Nramp2F 5'-GCCA-

CCGACATGCAGGARGTNATN-3', and Nramp3F 35'-GGAT-
TYANRCTRCTNTGG-3":  antisense  NramplR  5'-GGCGGA-
GTGCAGGTACATGTHRTGGSGGCATNA-3'  and  Nramp2R

5'-AGACTKRCNARNGNGRTGC-3") designed on conserved regions
were used to amplify Nramp homologue from P. marinus genomic
DNA (gDNA). Amplicons were cloned into pGME-T veetor (Promega,
Madison, Wisconsin), and the sequence scarched using BLAST at the
NCBI homepage (htip://www.nebinlm.nih.gov/BLASTY).

RNA extractlon and rapid ampiification of cDNA ends

Total RNA waus extracted using the RNceasy (QIAGEN) from | to 4
ml culture of P. marinus cells grown in standard medium and in stan-
dard medium supplemented with an excess of iron (Cl.Fe, 0.1 mg/ml).
On the basis of the PmNramp partial genomic sequence, a set of primers
was designed for reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) (sense 5'-TCTCATTACTGCGGTGGATACC-3’ and antisense 5'-
TAGCCACCATAGGAATGAAGCC-3"). Perkinsus marinus RNA (400
ng) was used in a final volume of 25 pl using the Clontech Advantage
One step RT-PCR kit (Clontech, Palo Alto, California). PmNramp mes-
sage was expressed in P. marinuy propagated in both standard and iron-
supplemented medium. The same RNA was then used for 3’ and 5’
rapid amplification of ¢cDNA ends (RACE). the antisense primer for 3’
RACE using a lock-docking oligo(dT) primer (Borson ct al., 1992) and
the sense primer for the 5° RACE using the Smart Kit (Clontech). A
new primer PmNramp-Fu (sease 5'-CGACTCACTATAGGGCA-
AGCAGTGG-3') located at the 5’ ends of the gene. together with lock-
docking oligo(dT) primer, was uscd to obtain the full cDNA PmNramp
sequence, including the complete open reading frame (ORF) and 3’
UTR (untranslated region) and most of 5' UTR.

Screening of a Perkinsus marinus genomic library

Three 150-mm LB: Luria Broth plates were plated cach with ap-
proximately 30.000 plaque-Torming units from a P. marinus lambda-
DASH genomic library (Schott. Robledo et al., 2003). Nylon mem-
branes (Amersham Biosciences Corp., Piscataway. New Jersey), used
for plaque lift, were prepared according to lambda-DASH manufacture’s
protocol (Clontech). Twenty-five nanograms of genomic PmNramp
PCR product (180 bp) were labeled with |«*P| deoxycytidine triphos-
phate using rediprime® [ (Amersham Biosciences Corp.). A total of 9
clones with strong signal were selected in the first screening and re-
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screened up 1o 4 times to ensure their clonality. DNA was isolated from
cach of the 9 positive lambda clones for PmNramp by liquid lysis (Sam-
brook and Russell, 2001). Two clones (21111 and 6211) with different
restriction patterns were digested with Sa/l and Nhol (New England
Biolabs Inc., Beverly, Massachusens), and the restriction fragments
positive with PmNramp probe subcloned into cither Sall or Xhol di-
gested and dephosphorylated pBSHISK+ vector (Stratagene, La Jolla,
California). The ends of the insert were sequenced with primers 17 and
T3, and the rest ol the inserls were sequenced using TGS™ Template
Generation System (Finnzymes, Espoo, Finland). A composite full-
length version of PmNramp gene was assembled using consensus se-
quence {rom the sequenced clones and Sequencher™ 4.1 soltware (Gene
Codes Co., Ann Arbor, Michigan).

Southern and Northern anaiysis

High molccular weight P. marinus gDNA (8 pg/lane), extracted as
reported elsewhere (Green, 1997). was digested with the restriction en-
zymes BamHl, BseRl, EcoRl. EcoRV, Hincll, Pvull. Suacl, Sacll, Spel,
Sphl, and Srul (New England Biol.abs Inc.) and fractionated on 1.0%
agarose gel. The gel was stained with cthidium bromide (EidBr). and
the DNA transferred 10 nitrocellulose membrane by downward flow
(Sambrook and Russell, 2001). The membranc was hybridized in
UltraHyb™ (Ambion Inc., Austin. Texas) with a PmNramp full ¢cDNA
probe labeled as above. Perkinsus marinus RNA (1.0-2 pg/lane) was
fractionated on |.4% formaldchyde agarose gel. Gel loadings were stan-
dardized by staining with EtdBr, transferred. and hybridized with a
PmiNramp full ¢cDNA-labeled probe as above.

Phyiogenetic analysis

Phylogenetic analyses were performed using 118 sequences (39 cu-
karyotic Nramp and 79 prokaryotic proton-dependent manganese trans-
porter MntH sequences) aligned with the program ClustalX (Thompson
et al., 1997). A total of 1057 aligned sites were used to calculate the
pereent divergence between all pairs of sequences (divergence matrin)
and to apply the Neighbor-Joining (NS) method to the distance matrix
to generate a dendrogram (Saitou and Nei. 1987). A correction for mul-
tiple substitutions was applied. and 1.000 bootstrap replicates (random
sumpling of the alignment sites) were performed to establish statistical
conlidence values Tor the groupings observed. A set of 193 parsimo-
nious sites (at which there are at least 2 different kinds of amino acids
laa], cach represented at least twice) was generated with the package
Mega2 (Kumar et al., 2001) and used to analyze 43 sequence relation-
ships by 3 different approaches (maximum parsimony |MP], minimal
cvolution |ME], and maximum likelihood |ML})), statistically tested by
bootstrapping. The MP method (counting the minimum number of sub-
stitutions required to explain observed aa distribution) was used to gen-
erate a strict consensus tree (where conflicting branching patterns are
resolved by making corresponding nodes multifurcating). For other ap-
proaches, the set of parsimonious sites was used to model the hetero-
geneity ol aa replacement rate among sites following a gamma distri-
bution (Schmidt ¢t al., 2002). The alpha parameter values obtained with
cither the Jones, Taylor. and Thomton (JTT) (Jones et al., 1992) or
Blosum 62 (HenikolT and Henikoff, 1993) aa substitution matrices were
then used 1o calculate phylogenetic relationships with distance meu-
surements. A consensus phylogram was derived using the ML tree ob-
tained using the Blosum 62 substitution model (because the sequences
compared belong to distant organisms) and reporting the bootstrap val-
ues ol corresponding nodes obtained with other approaches (1.000 rep-
licates: MP, ML: 3,000 replicates. ME).

Effect of catlon depletion and repietion on PmNramp expression

The cffect of selected cations (iron and manganese) on PmNramp
expression was examined in vitro by cither chelating available iron with
desferrioxamine (DFO) or by surcharging iron or manganese to the
culture medium. For these experiments, P. marinus was cultured (28—
30 C, 98-110 rpm) in standard medium supplemented with 5% FBS
(Gauthier and Vasta. 1995), using Crystal Sea Marinemix (Marine En-
terprises International. Baltimore, Maryland) as marine salt source. Dur-
ing log phase, cells were pelleted by centrifugation, washed with DME-
HAM base medium to remove FBS, and used to inoculate several media
formulations to final cell density 6-8 X 10° celis/ml (optical density at
600 nm = 0.5-0.6). The following supplements were added to a DME-
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-491 =451 -401
AGACGAGCCCTTGCACCCAGATGCTTCGGCTGAACCTTCGGTGAAAAGGTATAAGTGGGGATATTCAAGGTATTCAAGTCCACTCCACGGTGGGATTATT
-391 -351 -301
GGCTTCGCTGGGCGTTCTGTCTCCTGGTGACGCCCAGCAATGTCCGAGGCCACGTGTGACGCTGAGCATTTCGAGTCGTCTTCGGTCCGCAATCGATACA
-291 -251 -201
AGCTCGGTTCCCCTTCGCAAACTGATTCCACATCTGGCAAGGGCAGAATCTGCTCTCTCGAGASGGTTGATGCCCCCGTCTTTCCTCGCAGGGGTGATAG
-191 -151 ~-101
'T‘C’l"GAGG’T‘ATCAGGCCCTAGCCAGCGGCGAGCGGT’I‘T"P'T‘GTCTA’I"T‘ACAGTGTAACTA'T‘GGTGTCAAGAA’T‘AG’I‘GGTA'T‘CGCCTGTACGAGGTTG
-91 -51 -1
TTGTTGTTGGTGGCCGGAAGGGATAGTCTTGGCTGATGAAGT TGCAGTTGACATGCCATAGGGCAGTAGGAATAGGTGTATTCATGCTTTCATAATACTA
10 50 ] 70 80 30 100
TGATTGTTAGTCCTAGTAGEATGTCACACGTCCCCGATCCGTCTACGGAGGAGTCTAACTCGACGCCTCTGGCTATCGACTCGAGTAGCATTTCAAGCGG
M S H V PDU®PZSSTH®ERES®NSTZPTILATID DS S S I S S ¢

110 150 200
CARAAGCGTAGARTTAGTGGATGGGCCCTCGGAGTTGCCTGTGAGAACTGGCAAGGAGAAGCAAGTCGAAATACCGATTGACCCGCCCGGTGTTAAGTTC
K 5 VvV E L V D GG P 5 E L PV RKTG KZEI K QVETIUP?IODZPZPG V K F

210 250 300
TCGTTTCGGACATTTTGCAAGTATGCTGGTCCTGGTTGGCTTATGTCATTGGCCTATCTCGATCCTGGTAATTTAGAAGCCGATCTACAGGCTGGAGCET
s FRTFCZKVYAGPGWILMS LAY L DGP G NTLER ATD L Q A G A

310 350 400
TCACAGGCTTCCAGTTGCTATGGGTATTGCTACT TGCTCATATAGTTGGACTCATCCTCCAAATTTTATCAAGCCGTCTAGCGGCAGTAACAGGGAAGCA
F TG F QL LW VL L L AUHTIUVSGULITULQIULS S R UL AAUVTS K H

410 £50 500
TTTGGCTGAGCATTGCCGGGCTAGATATCCTARATGGACTGCARCAGTGCTATGGATAATGACTGAGATCGCGATTATTGGTTCCGATATTCAGGAGGTG
L AEHCRARY®?KWT ATV VILWIMTTETIZ BAETITISUGSTUDTI QO E V

510 550 600
TTGGGAACTGCTATAGCATTCAAAGTGTTATTAAACATCCCTCTCTGGGCGGGCACTCTCATTACTGCGGTGGATACCCTCACTTTTTTGACATTACATT
L GGTATIAFEKUVLILWNTIUPILUWAGTULTITA AU VDTTLTT FTILTL H

€10 650 700
TGCTGCACGGTATCAGAGTACTGGAAGCCTTTATATTCATACTCATCTTAACGATGATGGCGTSCTTCTTTATAGACATGGCGATTTCAGCGCCCCCAGE
L LHGIRUVILEA ATFTITFTIULTIULTMMMATCETFTFTITUDMABATITGSA ATPUP A

710 750 800
TGTGGACATCTTTAAGGGCTTCATTCCTATGGTGGCTAGTTATGCGACTAT GCAAATGGTTGGTCTTAT TGGCGCAGTTATTATGCCGCATAACCTCTAC
v bI1lIFKGF I PM VA S Y ATMOQEMHMV GL I G AUV IMZPUHINTILY

810 850 900
CTGCACTCGGCATTGACAGGCTCTCGCAAGATAGATAGAAGCGAGGAGAGGAACATCCAGCASGCTAACAAGTACTTTT TCATCGAT TCAACATCATCCT
L HS ALTS G S R K I DU RGSETETZ RIUENTITZGQU QA ANIEKTYT FTFTIUDT ST S S

910 950 1000
TATCCGTATCTTTCCTCATCAACCTAGCCATGGTATCGGCTTTCGCCCATGGGATGTCTTCTCTCCAGTGCGCCACTCTCCCTCAAGGACCTCTCGCCTG
L Vs FLINIL AMUVSATFAHSGMMSS5L QQCUBAaA2TTULUZPOGQG GTZPTILA ASTC

1010 1050 1100
CCTAGTTACTCCCGAAGATTGGGATCGTTCGGTGTGCAGCCCGAGTGATGCAGCTTGCCAGTSCCATACTCCTGAAGGTATTGCCGGAGTATSCGCCAGE
LvVvT®PETDWWDA RSV CSPSDAABATCO QT CHTTETETG GTIH AGU VT CHA A S

1110 1150 1200
ATCGGCCTTGAGRACGCCGCGGGTGCACTGGCTGCAGTCATGTATTTCGGTGCGGTGAAGTACATCTTCGCTGTTGGCATATTGGCGGCTGGTCAAGCAA
I G LENAAGALA RAMAAVMYFGAUV K JYIFAUVOGTIULAATZGTUOQA

1210 1250 1300
GTACTCTTACCGGTACTTTGGCTGGCCAATACGTGATGGAAGGATTCATGAGGTGGAAGATTCCAATGTGSTTCCGTGTGCTCATCACTAGARCGATTGC
$ TLTGTULAGI QY VMEGT P PFMZRUWIEKTIUZPM®MWTPFR®RUYVILTITHZ RTTIA

1310 1350 1400
ACTAGGACCGGCCCTAGCATTCGCTATCCTGCAGGGTGAAATCAGAGCCATGAATGGAGTARASGCGTGGTTGAATATTCTTCAGTCGATTCAGCTTCCT
L GPALAFATITULGQG GETIZERAMESNNSGV YN AWTILNSNTITULG QS STI QL P

1410 1450 1500
TTCGCTTTGTTGCCAGTGCTGCACTTCTCGATGAGCCGTGAAGTGTTGGGAAGATTCGTCATCSGCCGCTTCTGGACAGCCGTAATGTGGATTCTTGCGT
FALLU?PVLHTFSMSREUVTILGRT PV VIGRTET WTA AUVMUWTITILA

1510 1550 1600
GCCTAGTAATTGETGTCAACTTCTATCTGGTTATTGAGACTATCATCCCTCTGAATTGGCCATGGTACGTTTGGGTAATCCTCGCCATCGTGSCATGCCT
¢c L VvIGEGVNTFYULVIETTITIZPULUHNUWZP®WY VWUV IULATIU VA ATCTL

1610 1650 1700
CTATCTTTGGCTGTGCATTTCTTCTGTCAAGGAACATCTGATCCGTGCCGCTAGGAAGGTTTTCCGTCGATGTCCTGCTTCCATAGAAGCATCGEQBBCﬂ
Yy L w L CI S CV X EDULMGA AA AR RIEKUVYVF GRUC CA AU ATSTITEA A S STOP

FIGUkE 1. Nucleotide and deduced aa sequence of PmNramp cDNA including 5’ and 3' UTRs (indicated in gray shadow) and 0.5-kb upstream
of the transcription start. Sequence analysis upstream of the starting cDNA did reveal the presence of a putative TATA box at the — 162 position
(boxed sequence). The start and stop codon are underlined in the nucleotide sequence.
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1800

hTCCTCCATATGCTTTTGTTGACTAGATTTGCGTCTTATTCAGTCAAGACTTTTCGTATCCGGTATTCACTGTGTCCAATCTACTTTTGTTTTGTACATh

1810

1850

1900

ICTTGGCGTACGTCATACGGATC GCARAAACTGCCTCGTCTTATGAAGTTCGGATCTTACGTCGAGCGT GTTGGGATATGTCATCGTCGACCACTGACTT

1910

1950

2000

BAGGTCAAGT TCAGTGAGCGTGT TATCATTCGARTAGAGT T T TCCTCCTACGAAGTATCGACAGTGATGE TCCGGTTCTATCGCCTGGAGGATCATTTAG

2010

2050

FACGTTTTGTGGCACTCGTAGTCGATCTCTATTTTTCTGACGGTTCGE TTTTGAGGATTTTACAAGCGACAACCGTTCACTUAAAAARAARAALRRAR

FiGure 1. Continued

HAM base medium: (1) fetuin (1.7 mg/ml) (control); (2) fewin (3 mg
ml) + DFO (0.02 mg/mh (Sigma-Aldrich. St. Louis. Missouri): 3)
fetuin (1.7 mg/ml) + iron (Cl,ke. 100 nM; 13 times the concentration
in the culture medium); and (4) fetwin (1.7 mg/ml) + mangancese
(Cl.Mn, 10 pM; 500-fold the concentration in the culture medium)
(Fisher Scientific, Newark. Delaware) (Gauthier and Vasta, 1994 Gau-
thier et al., 1995). In both controls and treatments, the defined culture
medium includes fetuin, the major protein component of FBS that en-
hances parasite growth (Gauthier et al.. 1995), and it was used to pre-
vent potential eflects from unknown FBS components on the expression
of PmNramp. Culturcs were harvested over time (cevery day for 5 days
or every other day for 10 days. depending on the experiment). total
RNA isolated as ahove, and PmNramp expression examined by North-
ern blot analysis. Band intensity was assessed using the public domain
NIH Imagel program developed at the ULS. National Institutes of Health
(hup:/irsb.info.nih.gov/nih-image/). Perkinsus marinus growth was
monitored as reported elsewhere (Gauthier and Vasta, 1995). Expen-
ments were tun in duplicate.

Effect of H,0, on PmNramp expression

Perkinsus marinus trophozoites are phagocylosed by hemocytes and
remain in a phagosomelike structure, where they are likely 10 be ex-
posed to exogenous sources of oxidative stress. H,O, has been shown
10 have effect on P. marinus viability (Schott et al., 2003); P. marinus
trophozoites prepared in DME-HAM base medium supplemented with
fetuin (1.7 mg/ml) were eaposed to H.O, (1.0 mM) Tor 30 min. After
the eaposure time. cells were maintained at 28 C and harvested over
time (t = 0.t = 45 min, t = 90 min. and t = 180 min), und PmNramp
eapression analyzed by Northern blot as above.

RESULTS

cDNA sequence of PmNramp and protein analysis

PCR amplification of P. marinus ¢cDNA with degenerate
primers based on TM4 and TM6 of homologous scquences
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FIGURE 2. Analysis of deduced aa sequences of Perkinsus marinus

(A) and Plasmodium falciparum (B) Nramp homologues. Hydropathy
(y-axis) profiles (Kyte and Deolittle, 1982) were calculated using a 19-
residues sliding window; the position of the 12 predicted TM segments
(Table i) is indicated by numbers.

yiclded several amplicons, which were cloned and sequenced;
I of them was revealed to be a putative Nramp homologue in
P.marinus. RT-PCR confirmed the presence of PmNramp mes-
sage in P, marinus cells grown in both standard medium and
standard medium surcharged with iron (data not shown). The
PmNramp ¢cDNA was 2,082-bp long, with a coding sequence
of 1,674 bp encoding a putative protein of 558 aa with a pre-
dicted relative molecular mass, M, of 60.7 kDa. The deduced
aa sequence of PmNramp contained the canonical motifs of this
family of transporters (Fig. 1). Several phosphorylation sites
were predicted (hitp:/wwiv.cbs.dtu.dk/services/) within the first
30 aa of the protein. In addition, the N-glycosylation site pre-
dicted in the extracellular loop 7/8 of other Nramp transporters
was not predicted for PmNramp.

Scveral complementary approaches were used 1o predict a
consensus PmNramp TM topology (Moller et al., 2001). Imple-
mentation of a sliding window (corresponding to 19 aa resi-
dues—the approximate length of a TM helix) using the Kyte and
Doolittle hydrophobicity scale (Kyte and Doolittle. 1982) (e.g.,
hup://www bio davidson.edu/courses/compbio/fic/home.hunl) re-
vealed that PmNramp is constituted of at least 11 hydrophobic
segments. 5 being higher than a hydropathy threshold of 1.8 (Fig.
2A). The dynamic programming algorithm Memsat (Jones et al..
1994; hutp://bioinf cs.ucl.ac.uk/psiform.html) predicted 2 possible
topologics with similar high scores (11 helices. N-extracyto-
plasmic. score = 39.5 and 12 helices. N-intracytoplasmic. score

39.4). Finally, the best score calculated with a Hidden Mar-
kov—based model that distinguishes 7 possible structural states
within a TM polypeptide chain (TMHMM, |Moller et al.. 2001].
http//Awww.cbs.dtu.dk/servicessTMHMM-2.0/) was obtained for
a topology including 11 TM helices with the N-terminus extra-
cytoplasmic. However, manual inspection of TMHMM output
data revealed, similar to the Memsat prediction, the possibility
of an additional TM segment with relatively low hydrophobicity
at the beginning of the protein (TM segment 1), which would
place the N-terminus inside the cytoplasm and followed by 12
TM segments (Table I).

The P. falciparum Nramp homologue (Gardner et al., 2002)
was predicted to have the amino terminus intracytoplasmic fol-
lowed by 12 TM domains with Memsat algorithm. whereas the
TMHMM prediction identified only 11 TM segments. placing
also the N-terminus intracytoplasmic. Inspection of the Kyte and
Doolittle hydropathy profile (Fig. 2B) revealed that similar to
PmNramp, the segment with minimal hydophabicity was not pre-
dicted to span the membrane using TMHMM; however, exami-
nation of the output revealed a putative TM segment 8 that would
restore a global topology very similar to that predicted for
PmNramp. placing the C-terminus intracytoplasmic (Table I).

Previous data with mouse Nrampl protein demonstrated that
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TasLe 1. Overall topology and positions ol the TM domains predicted in Perkinsus marinus and Plasmodium falciparum Nramp according 10

TMHMM and Memsat approaches.

Perkinsus marinus

Plasmodiwm falciparum

TMHMM Memsat Localization TMHMM Memsatf
L1
62-821 6084 ML 229-250 231-247
EL 1-2
94-116 97-113 TN 2 274-296 275-291
1L 2-3
136-158 143-167 T™ 2 321-343 321-345
EL 34
173-195 175-192 I'NM 4 345-367 353-370
1. 4-5
200-222 203-222 T™ 5 382404 380-399
EL 5-6
242-264 246266 T™ 6 424441 422-139
1. 6=7
285-307 291-309 ™ 7 469-1491 468187
El. 7-8
369-391 369-39] T™M 8 516-534% 512-529
1L 8-9
420-437 421-437 TM 9 558-575 558-375
EL 9-10
447-469 453470 T™M 10 585-607 586—-606
IL 10-11
482-504 487-505 T™ 11 620-642 623-645
EL 11-12
514-536 515-536 ™ 12 652-674 652-676
I 12

* 1L, intracelular loop; TM. transmembrane; EL. extracellular loop.
+ A sequence truncated (N term-212 residues) was used for this analysis
1 Results edited manually on the basis of calculated probabilitics values,

both the N- and C-termini are intracytoplasmic and that the
protein is glycosylated. presumably in the predicted extracel-
lular loop between TM segments 7/8 (Vidal et al., 1996); cell
surface exposure of this loop 7/8 was demonstrated with the
parologous Nramp2 protein (Picard et al., 2000). Intracellular
location of the N-terminus was confirmed with the human
Nrampl protein (Roig et al., 2002), and the orientation from
inside toward outside the cytoplasm of the 11th TM segment
was shown using the yeast homologue SMF3p (Portnoy et al..
2000). A more systematic investigation with bacterial MntH
(proton-dependent manganese transporter) homologues showed
that the loop between the TM domains 1/2 is extracytoplasmic
using the Gram-negative E. coli MntH A protein and the Gram-
positive Enterococcus faecalis MatH CB homologue; the C-
terminus of E. coli MntH A (end of the 11th TM segment) was
also shown to be extracytoplasmic (Richer et al., 2003: P. Cour-
ville and M. E M. Cellier, unpubl. data).

Given the remarkable sequence conservation in areas of pre-
dicted TM segments of MntH and Nramp homologues and their
conserved function in divalent metal transport in both prokary-
otes and cukaryotes, it appears on the basis of these analyses
that the most likely topology for PmNramp and PfNramp in-
cludes 12 TM domains and both extremities located within the
cytoplasm. The large loop between predicted TM segments 7/
8 in animal Nramp sequences that is glycosylated in mature
proteins is present (and longer) in PmNramp but not in Plas-
modium spp. sequences.

Gene organization

The PmNramp ORF was isolated from a P. marinus gDNA
library using colony hybridization—based screening. The geno-
mic region containing the PmNramp gene was covered in a
contig consisting of 4 fragments (pPmNramp21111Sa/i-10,
pPmNramp21111Sa/l-3, pPmNramp2i111Xhol-5, and pPm-
Nramp62115/1-3.0) originated from 2 lambda-DASH clones
(Fig. 3A). The sequence reported in this study has been as-
signed the GenBank accession number AY 324383, Alignment
of the cDNA sequence with the genomic sequence identified 7
exons (4 in phase 2 and 2 in phase 1) interrupted by 6 short
introns (Fig. 3A). The translational start codon was within the
exon | and the termination codon (TGA) was located in exon
7, with no recognizable polyadenylation signal. The introns
were very short in size (44-61 bp) with the canonical splicing
signal GT/AG present in all of them (Table 1I). Sequence anal-
ysis upstream of the starting cDNA did reveal the presence of
a putative TATA box at the —162 position, with a probability
of 0.14 (Frith et al., 2001) (Fig. 1). After hybridization with
PmNramp probe. most of the enzymatic restrictions of P. mar-
inus gDNA, resulted in a single band, consistent with a singie
copy gene (Fig. 3B).

The exon—intron organization of PmNramp is not conserved
with Plasmodium spp. Nramp genes, which are intronless. The
Nramp gene found in another apicomplexan, 7. gondii, shares
more similarity with PmNramp; it encodes a polypeptide show-
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FIGURE 3. PmNramp gene organization and copy number. A. Lambda clones used for PmNramp gene charactenization and PmNramp gene

structure. Gray stands for unfinished sequence. B. Southern blot anal

ysis of the PmNramp gene. Perkinsus marinus gDNA (8 pg/lane) was digested

with BamHI, BseR1, EcoRl. EcoRV. Hincll. Pvull, Sacl, Sacll. Spel, Sphl, and St Iractionated on 1.0% agarose gel, and nucleic acid hybridization

was performed using the **P-labeled PmNramp ¢cDNA probe.

ing higher-fevel aa identity with PmNramp (compared with
PfNramp and despite absence of the long cxtra-loop 7/8 in
TgNramp) and it is also spliced in several exons. However, the
position of the splicing sites is not conserved between Pmi-
Nramp and TgNramp or the type or size of corresponding in-
trons.

Phylogenetic analysis

Nramp proteins define an evolutionary ancient family of pro-
ton-dependent membrane transporters of ubiquitous metal ions.

TABLE II. Exon—intron boundaries and sizes of PmNramp gene.

Most species possess Nramp homologues showing sequence re-
lationship gencrally congruent with the known-species phylog-
eny based on small subunit RNA genes and genome content.
In Eukarya. an carly Nramp gene duplication likely occurred
before the divergence of Mycetozoa, plant, and animal king-
doms, resulting in 2 Nramp types. A type I or “prototype”
Nramp that is still found in Mycetozoa. alga and plants. yeast.
and Insccta and a type II or “archetype” Nramp that is present
in Mycetozoa. plants, Insecta. and vertebrates: both urochor-
dates and vertebrates appear 1o have conserved only the arche-

Exon Exon

Intron
number size (bp) Splice aceeptor size (bp) Splice donor

1 871 - - AGGCTAACAAgtgcgeacte
11 146 tgtecttgtagGTACTTTTTC 61 ACTCCCGAAGgtactttctt
I 124 tctcattcagATTGGGATCG 55 CTGCAGTCATgtcggaagtt
v 74 ctctegatagGTATTTCGGT 47 ACTCTTACCGgtgagtattg
A\ 241 cteceottgtagGTACTTTGGC 45 TGTTGGGAAGgtggggctet
\%! 111 tacgtgctagATTCGTCATC 46 ATTGGCCATGgtgagagtct
Vil 516 tcctetacagGTACGTTTGG 44 -
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FIGURE 4. ML phylogenctic analysis of Alveolata (Perkinsus marinus and Plasmodium species) Nramp sequences. Analyses were performed
as described in the experimental scction. The level of statistical confidence for each node is indicated with percent numbers: at the right of the
node (the bootstrap value for the ML tree using the Blosum 62 matrix) and at the left ol the node. a serics of 3 numbers designate bootstrap
values for the ML tree using the TT matrix (underline), for the ME tree (:) and the MP tree (\). Bootstrap values for ML. ME. and MP lefi-to-
right. Nodes without numbers indicate little congruency between these approaches: in some cases an alternative branching is shown by an additional
dotted branch and the corresponding statistical support indicated. The scale of 0.1 replacement per site is indicated. Perkinsus marinus and
Apicomplexan Nramp sequences group together at the base of cukaryotic Nramp Il group with strong support (>92), and Plasmodium species
sequences have diverged considerably more than P. marinus Nramp. Apicomplexa Nramps: PINR (P. falciparum Nramp) and PyNR (P. y. yoelii

Nramp). Perkinsozoa Nramp: PmNR (P. marinus Nramp).

type Nramp (Richer et al., 2003). The identification of a P.
marinus sequence similar to Nramp and the existence of puta-
tive homologues in the Apicomplexa provides the opportunity
to determine whether P. marinus Nramp sequence relationships
are congruent with its known phylogeny.

Initially, 118 full-length sequences were used to produce an
unrooted NJ tree. The sequence from P. marinus was found
close 1o a group of 3 apicomplexan sequences (P. fulciparum.
P. yoelii yoelii, and a fragment from T. gondii). segregating
with Nramp type II sequences. The apicomplexan group di-
verged at the base of the archetype Nramp cluster; P. marinus
and Dictyostelium discoideum type 11, each diverging shortly
after. To increase the significance of phylogenctic analyses, a
set of parsimonious, informative sites was derived from the full-
length alignment and used to analyze the relationship of P. mar-
inus and 2 apicomplexan sequences with 40 sequences repre-

sentative of the major MatH and Nramp groups by 3 different
methods.

The ML unrooted tree obtained using the Blosum 62 substi-
tution matrix is shown in Figure 4. As cstablished previously.
<4 major groups are observed: MntH group B, MntH A, the
multifurcating cluster MntH C— prototype Nramp, and the ar-
chetype Nramp group (Richer et al.. 2003). Significantly, the
Alveolata sequences group together, diverging at the base of
the archetype Nramp group comprising type Il sequences from
Mycetozoa (D. discoideum), plants (Oryza sativa and Arabi-
daopsis thaliana), Insecta (Anopheles gambiae. D. melanogas-
ter), the urochordate Ciona intestinalis, and Vertebrata (Gallus
gallus, H. sapiens). This indicates that Perkinsus and apicom-
plexan Nramp genes derive from a common archetype Nramp
ancestor.

The divergence between Perkinsus and Plasmodium specics



sequences was resolved with confidence as 3 uarelated ap-
proaches give nearly identical results and the fourth approach
(ML JTT) is highly consistent with the others. In 3 instances,
the apicomplexan sequences (PyNR. PINR) diverge from Per-
kinsies sp. sequence and the rest of the archetype Nramp group
(excellent bootstrap scores: 94, 96, and 94). Perkinsus sp. se-
quence is shown diverging shortly after (lower support 70. 73.
and 70). Alternatively, there is trifurcation of Perkinsus and
Plasmodia and the rest of archetype sequences (high bootstrap
score of 92). The grouping of Perkinsus and Plasmodium spe-
cies Nramp appears consistent with these species phylogeny.

The strong divergence of Plasmodium spp. Nramp scquences
is also reflected by sequence similarity (BLAST) analyses. Both
PmNramp and ‘TgNramp exhibit scores with plant or animal
Nramp. in the range of 254-384 bits (range 3¢ * = E = [¢ 175,
whereas PINramp exhibits lower scores in the range of 157—
232 bits (7¢™ = E = 2¢ %) the BLAST comparison score
between PmNramp and PfNramp (161 bits; E = 5¢-) is also
inferior to that obtained with TgNramp and PfNramp (251 bits:
E = de %),

It is worth noting that the closest homologues of Perkinsus
and Plasmodium species sequences are plant and D. discoideum
archetype Nramp. Plants and Mycetozoa diverged carly in evo-
lution of cukaryotes, and apicomplexan species do share with
the plant kingdom the possession of chloroplastlike organclles.
In the case of Perkinsus species, it is not known whether they
also possess a chloroplastlike organelle. Nevertheless, the po-
sition of the group of Alveolata sequences. including Perkinsus
sp.. could reflect their common ancestry with plants.

Effect of cation depletion and repletion on PmNramp
expression

We examined the expression of PmNramp by Northern blot
in P. marinus cells exposed to either the iron chelator DFO or
to high concentrations of iron or manganese. Both replicates
showed the same trend. with a displacement of the peaks of
expression. Treatment of the cells with DFO resulted in a sig-
nificant downregulation of PmNramp expression during the first
24 hr (approximately 20% of the control). followed by a dra-
matic upregulation during the next 5 days, reaching a 3-fold
increase over the uncxposed control values (Fig. 5A). This
PmNramp expression pattern was accompanied of a substantial
reduction of P. marinus growth (20%). which was in the range
of the previously reported growth inhibition value for this sid-
erophore (Gauthier and Vasta. 1994). Expression of P. marinus
superoxide dismutase 1 (PmSODJ) and P. marinus superoxide
dismutase 2 (PmSOD?2), which were monitored for comparative
purposes, showed the same trend, although with a less-marked
increase (data not shown). Subsequently, we examined the ef-
fect of iron or manganese repletion on PmNramp expression.
Addition of iron to the culture medium resulted in a gradual
downregulation of PmNramp cxpression during the log phase
of growth (<25% of the control value after 6 days), followed
by a modcrate increase as cells entered the stationary phase.
and leveling up for the next 2 days (Fig. 5B). In contrast, the
pattern of expression of PmNramp upon addition of manganese
to the culture only showed moderate changes (> or <25% rel-
ative to the control values) during the log phase of growth. with
a gradual increase upon entering stationary phase, to reach val-
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FIGURE 5. Effect of DFO, metal repletion. and H.O, exposure on

PmNranmp expression. Perkinsus marinus total RNA (1.0-2.0 pg) was
fractionated on 1 4% formaldehyde agarose gel. probed with PmNramp
VP-labeled ¢cDNA, and band intensities analyzed using the NIH Image)
program: expression is indicated as percentage of the control. A. Effect
of DFO on PmNramp expression. B. Elfect of iron and mangancse
repletion on PmNramp expression and growth profiles of P. marinus
trophozoites. C. Effect of H,0, on PmNramp expression.

ucs almost 3-fold over the control (Fig. 5B). No difference was
observed on the growth-curve profiles of the iron- or manga-
nese-replenished media as compared with the control (Fig. 5B).

Effect of H,0, on PmNramp expression

Exposure of P. marinus cells to H,O. in the culture medium
for 30 min, resulted in immediate upregulation of PmNramp
expression, followed by a gradual decrease during the 3-hr ex-
perimental period (Fig. 5C). Similar expression profiles were
observed with PmSODI and PmSOD2 (data not shown). It is
noteworthy that our current studies (Schott et al., 2003) indicate
that P. marinus is tolerant 10 exposure to ROSs. showing no
significant change in viability upon exposure to 1.0 mM H.O,
for 60 min.
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DISCUSSION

The redox-active metals, iron and manganese. are required
for activity of enzymes involved in protection against oxidative
stress and for energy metabolism. Iron-binding proteins reduce
the in vitro P. marinus proliferation in a dose-dependent man-
ner (Gauthier and Vasta, 1994). and iron also appears to be
involved in the protection against oxidative stress and in energy
metabolism in P. marinus (Wright ct al.. 2002: Schott and Vas-
1a. 2003: Schott et al., 2003). This information led us to inves-
tigate the presence of cation transporters in P. murinus as a first
step to assess their potential role(s) in the competition Tor crit-
ical metal cofactors between the internalized P. marinus tro-
phozoites and the host’s phagocytic hemocytes, and to gain in-
sight into the linkage between iron metabolism and oxidative
stress. Thus. we identified in P. marinus a homologue of the
mammalian Nramp genes and described its organization and
expression under cation depletion and repletion and under ex-
ogenous oxidative stress. This is the first report on functional
studies of an Nramp homologue for any protozoan parasite.

Degencrated primers derived from Slef lal homologues am-
plified not only a pwtative Nramp homologue in P. marinus but
also in C. virginica (J. A. E Robledo and G. R. Vasta, unpubl.
data). Southern analysis with PmNramp probe was consistent
with a single copy gene, in agreement with the sequence an-
notation of P. falciparum and P. y. yoelii genomes that identi-
lied single copics of the putative Nramp homologues (Gardner
ct al.. 2002). However, because D. discoideum prototype and
archetype Nramp genes share less than 60% nucleotide se-
quence identity, compared with 85% identity between mam-
malian Nramp! orthologs or 70% identity between mammalian
parologs, the presence of a divergent prototype Nramp in Per-
kinsus remains possible. Similarly, BLAST analysis of Pm-
Nramp homologue against 7. gondii databasc (http://
www.sanger.ac.uk/Projects/1_gondii/) returned several matches.
The genome sequence of 7. gondii is being generated from a
haploid life stage: however, whether it has more than | Nramp
homologue is pending on the parasite’s genome closure.

The final 10.298-bp contig contains the complete PinNramp
locus and 2 putative partial ORFs; BLAST analysis of the ge-
nomic region downstream of PmNramp resulted in a si gnificant
match with the 26S proteasome regulatory subunit 7, corre-
sponding the highest hit to P. falciparum (1 value 2¢ ),
BLAST analysis upstream of PmNramp gene resulted in low
score to the folate solute carrier family 19 (Slcl19al), and this
finding requires further investigation. Although very prelimi-
nary, these results suggest that the signal-noise ratio in the P.
marinus genome may be in the range of apicomplexan parasites
(Gardner ct al., 2002). PmNramp introns were very short in
size with the canonical splicing signal GI/AG present in all of
them. Both features, canonical splicing signals and short intron
size, were also observed in previous characterized P. marinus
genes (PmSODs) (Schott et al., 2003), and the latter appears to
be a shared feature of genes from eukaryotic parasites (Vivares
and Metenier, 2000).

Perkinsus marinus clusters with the Chromoalveolata, a pro-
tistan clade that is rclated to both the dinoflagellates and the
apicomplexan, including Plusmodium and Toxoplasma spp. On
the basis of sequence analyses of the genomes of chloroplasts
and plastids, it was proposed that the Chromoalveolata derived

from a common ancestor resulting from the scecondary endo-
symbiosis of a red alga, having themselves initially diverged
from the primary endosymbiotic organism that gave rise to the
red algac. green algae, plants, and glaucocystophytes (Mc-
Fadden. 2000; Archibald and Kecling. 2002). The grouping of
P. marinus Nramp sequence with Plasmodinum and Toxoplasma
species sequences and their relative distant relationships. both
appear consistent with P. marinus phylogeny. The positioning
of the Alveolata Nramp group between plants 1 and 11 Nramp
groups is also consistent with the proposed common ancestry
of plants and Alvcolata.

Phylogenctic evidence implicates the evolution of Nramp
transporters in the adaptation to oxidative stress environments.
including those developing during infection of high cukaryotes
(Cellier et al., 2001). So far, all species described within the
Perkinsids group are parasites of cither microcukaryotes (Par-
vilucifera sp. and Cryptophagus sp.) or motlusks (P. marinus)
(Levine, 1978; Norén et al., 1999; Brugerolle, 2002). Perkinsus
marinus resides. at least during part of its life cycle, inside in
the oyster hemocytes. Interestingly. phagocytosis of live P.
marinus fails to produce the typical chemiluminescent response
(Anderson. 1999). suggesting that P. marinus—derived antioai-
dant lactors may play an active role on parasite survival. The
available evidence suggests that PmSODs may be part of this
detoxification mechanism, and iron is the required cofactor for
these enzymes (Wright et al.. 2002: Schott et al., 2003). lron
has been shown as a critical determinant of virulence for mi-
crobial pathogens and parasites (Weinberg, 1999) and the mem-
brane transporter Nramp has been implicated in “*nutritional
immunity.” a process where sequestration of iron, and possibly
other metals, takes place as a nonspecific host response to in-
fection (Beisel. 1977). The presence of homologous iron trans-
porters in both P. marinus and the oyster suggests a “tug-of-
war™ for iron between host and parasite. Our results indicate
that expression of PmNramp in P. marinus trophozoites is upre-
gulated immediately upon exposure to exogenous oxidative
stress, suggesting that increasing uptake of iron (or mangancse
or both) would protect the trophozoite against ROSs, in their
roles as cofactors of detoxifying enzymes (Schott and Vasta,
2003) and other metabolic activities that may require these met-
als.

Nramp homologues have the ability to transport a broad
range of divalent cations including iron and manganese (re-
viewed in Gruenheid and Gros, 2000). Similarly, expression of
PmNranp was modulated by both iron and manganese, sug-
gesting that these metals may be substrates for this transporter
in P. marinus. Similarly, whercas 2 of the functionally distinet
S. cerevisiae Nramp homologues (Smf1p and Smf2p) are in-
volved in cellular accumulation of manganese. the product of
the third copy (Smf3p) is downregulated by iron. The effects
of iron depletion and repletion experiments on PmiNramp ex-
pression are intriguing. The depletion of iron from the culture
medium by DFO dramatically enhanced the expression of
PmNramp 1o a 3-fold level higher than the control. Repletion
of iron in the culture medium at a relatively high final concen-
tration had the opposite effect. These results can be interpreted
in light of the hypothesis for a potential competition between
the host and the intravacuolar parasite for available iron: as the
iron from the vacuole is sequestered by the host, the parasite
increases its capability for iron acquisition by upregulating ex-



pression of PimNramp, to compete effectively in the tug-of-war
for iron. An abundance of vacuolar iron would result in the
opposite response. It is noteworthy that supplementing the cul-
ture with manganese instead of iron appears to have the op-
posite effect on PmNramp expression. The binding constant for
deferoxamine-iron( 1) is in the order of 10. The effects of H.0,
exposure on expression of PmNramp can be interpreted in light
of our recent studies on the susceptibility of P. marinus 10 ox-
idative stress (Schott ¢t al., in press). The immediate 2-fold
cnhancement of PmNramp expression upon exposure 1o ROSs
could be aimed at sequestering iron from the vacuolar environ-
ment to prevent production of hydroxyl radicals from H.,O, by
the host through the iron-catalyzed Fenton-Haber Weiss reac-
tion. The subscquent gradual decline could be linked to the
parasite’s ability to rapidly degrade superoxide anion through
iron-dependent SODs (Frith et al., 2001; Archibald and Keel-
ing, 2002; Wright et al., 2002) and H,O, by the activity of
ascorbate-dependent peroxidases (Schott et al., 2003). Because
H.O, can be rapidly degraded by P. marinus, in the absence of
iron it would represent no serious threat to the parasite. and the
expression of PmNramp could be downregulated subsequently.
Both transport spectrum and regulation of PmiNramp will re-
quirc further detailed studices.

The role of iron as a factor in modulating virulence of bac-
terial pathogens and parasites is well documented (Weinberg.
1999). Tron availability conditions the outcome of protozoan
infections, and it has provided the basis for therapies cither by
direct iron chelation or by its additive or synergistic activity
together with other antiprotozoan drugs or by both (Cabantchik
ct al., 1996: Pradines et al., 2002). The identification and pre-
liminary characterization of PmNramp reported in this study is
the first step in the study of transport specificity, intracellular
location, and potential polymorphism(s). It has been proposed
recently that a rigorous examination of character states among
the morphostatic lincages within the Alveolata may provide
new insight into their evolutionary relationships (Leander and
Kecling. 2003). At a molecular level, a better understanding of
this transporter in Perkinsus spp. should also provide further
insight into the evolution of parasitism within the Alveolata.
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Article 2
Identification of functional amino acids in the Nramp family by a combination of
evolutionary analysis and biophysical studies of metal and proton co-transport in vivo,

Biochemistry (2005) 44,726-733.

Dans cet article, j’ai créé et caractérisé 1’expression fonctionnelle de 18 mutants a
quatre positions qui sont spécifiques aux protéines de la famille Nramp. J’ai participé aux
expériences se rapportant aux figures 1A, 2, supplemental data 2A et supplemental data 3

et j’ai participé a la rédaction du manuscrit.

Mise en contexte :

Etant donné la grande conservation de I’activité vis-a-vis des métaux et du H' par
les différents homologues de la famille Nramp/MntH, nous nous sommes demandé si les
résidus qui sont conservés dans la famille Nramp et dans I’outgroup mais différents entre
ces deux groupes (mutations de type II) étaient impliqués dans le mécanisme d’action de
la famille Nramp, en utilisant la protéine MntH d’E. coli (EcoliA) comme modéle
d’¢tude. En utilisant une approche phylogénétique, nous avons identifié quatre sites
correspondant a des mutations de type 11 entre homologues Nramp/MntH et I’outgroup.
Les résidus présents chez EcoliA ont été substitués par ceux de Poutgroup D34G, N37T,
H211Y et N401G. Ces résidus correspondent a une divergence fonctionnelle des
homologues Nramp/MntH. Chacun des résidus identifiés est impliqué dans le co-
transport du Me™* et du H*. L’analyse fonctionnelle des différentes mutations a permis de
démontrer pour la premiéres fois le co-transport de type symport chez un homologue

bactérien de la famille Nramp/MntH.
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Identification of Functional Amino Acids in the Nramp Family by a Combination of
Evolutionary Analysis and Biophysical Studies of Metal and Proton Cotransport
in Vivo'
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ABSIRACT: The natural resistance-associated macrophage protein (Nramp) Tamily is Tunctionally conserved
in bacteria and cukarya: Nramp homologues function as proton-dependent membrane transporters of divalent
metals. Sequence analyses indicate that five phylogenetic groups comprise the Nramp Tamily, three bacterial
and two cukaryotic. which arc distinct from a more distantly related group of microbial sequences ( Nramp
outgroup). The Nramp lamily and outgroup share many conserved residues, suggesting they derived from
a common ancestor and raising the possibility that the residues invariant in the Nramp family that correspond
to residues which are different but also conserved in the outgroup represent candidate sites of Tunctional
divergence of the Nramp family. Four Nramp family-specific residues were identilicd within transmembrane
domains 1, 6.and 11, and replaced by the corresponding invariant outgroup residues in the Escherichia
coli Nramp ortholog (the proton-dependent manganese transporter, MntH of group A, EcoliA). The resulting
mutants (Asp™Gly, Asn*’Thr. His?"'"Tyr. and Asn*Gly) were tested for both divalent metal uptake and
proton transport; quasi-simultancous analyses of uptake of’ metals and protons revealed for the first time
protons and metals cotransport by a bacterial Nramp homologue. Additional mutations were studied for
comparison (Asp*Asn. Asn3Asp and Asn3?Val, Asn® Thr, His2!"' Ala, His?'%Ala, and His?'6Arg). FcoliA
activity was impaired after cach of the Nramp/outgroup substitutions. as well as alter more conservative
replacements, showing that the tested sites are all important for metal uptake and metal-dependent HY
transport. It is proposed that co-occurrence of these four Nramp-specific transmembrane residues may

have contributed to the emergence of this family of metal and proton cotransporters.

The Nramp family is required to maintain divalent metal
(Me?') homeostasis in cukaryotes (/). The murine Nrampl
protein is needed for innate resistance to some intraceliular
parasites, including mycobacteria, which reside within a
phagocytic vacuole (2). Mutation of the murine Nramp2 gene
(also known as divalent metal transporter 1) results in
microcylic anemia (3). Similarly, ycast homologues are also
necessary for metal uptake cither directly at the plasma
membrane or by mobilization of metals from endosomes or
the lysosomal vacuole (4). These eukaryotic Nramp proteins
are energized by the proton electrochemical gradient (35, 6)
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and were reported to cotransport metal ions and protons
(Me?' and H'. symport).

Major goals in the study of Nramp permeases include
understanding their function in health and diseases and their
role during infection. Eukaryotic Nramp family members
were likely derived from bacterial precursors thought to have
emerged prior to the separation of Gram-positive and Gram-
negative clusters (7). Bacterial Nramp homologues were
characterized as proton-dependent mangancse (and iron)
transporters (8, 9), which are regulated by repressors using
mangancse and/or iron as a corepressor (/0, /7). The MntH
proteins characterized so far belong to one of three bacterial
phylogenetic groups. MntH A (Supporting Information),
including the Escherichia coli homologue. named herein
EcoliA,! which constitutes an attractive model for structure—
function studics.

Recognition of the phylogenetic diversity within a protein
family atlows identification of site-specific rate shifts
between groups, which may improve functional predictions
and provide a rational approach for identifying key residues

! Abbreviations: pHL.. pHluorin (pH-dependent ratiometric GFD);
EcoliA. E. coli MatH A,

€ 2005 American Chemical Society
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MntH Key Residues for Metal and Proton Cotransport

(/2. 13). Bacterial MntH groups (MntH A—C) dilfer in
sequence (26—29 4 3% identical) and in site-specilic
cvolutionary rates. both among sites within one group and
between respective sites of different groups (/4). Such
differences likely refleet distinet origins and modes of
cvolution, ¢.g.. horizontal versus vertical gene transmission:
hence, it was suggested that the precursor of cukaryotic
Nramp genes was likely derived from a marH A ancestor,
whereas mntH C homologues could result from the horizontal
transfer of a cukaryotic Nramp gene.

Nevertheless, structural and functional similaritics among
MntH A—C proteins suggest a common transmembrane
topology. with 1112 transmembrane domains (depending
on the length of the C-terminus) and the N-terminus that is
cytoplasmic (/4, /15). In addition. heterologous expression
of MntH B and C proteins in E. coli resulted in Me?'-
dependent HY uptake and increased metal sensitivity sug-
gestive of metal intracellular influx. Such functional con-
servation suggests that analysces of site-specific amino acid
replacement rate shifts between groups of MntH homologues
may reveal critical steps in the functional evolution of Nramp
proteins, and contribute to a better understanding of some
mechanisms that are important for metal ion homeostasis in
bacteria and eukaryotes.

To establish the uscfuiness of this approach, we initially
searched for residues corresponding to Nramp family-specific
rate shifts. Such residues are invariant in the Nramp family,
and thus expected to fulfill key structural or functionat roles.
They correspond to residues that are different but also
invariant in a group of distantly related sequences [phyto-
genctic outgroup (Supporting Information)|. Our hypothesis
is that these Nramp site-specific rate shifts identify residues
that are essential to H'-dependent Me?! transport function.

The Nramp phylogenetic outgroup (Supporting Informa-
tion) contains scquences that encode predicted membrane
proteins that are up to 30% identical over a span of 385
residues with sequences from cither the MntH A, B, or C
group. Mcembers of the Nramp outgroup were found in both
archaca (curyarchacota) and bacteria. including plancto-
mycetes and Gram-negative and Gram-positive bacteria.
These sequences are not highly related to cach other
(Supporting Information). consistent with a possible ancestral
origin for the Nramp outgroup (/4).

Approximately 30 residues are highly conserved among
more than 145 Nramp homologues, including those from
divergent cukaryotic taxa (c.g., plasmodia). It is generally
accepted that the corresponding sites evolve stowly under
strong purifying sclection due to structural and/or functional
constraints. The outgroup scquences share most of these
conserved Nramp residucs, supporting the possibility that
the phylogenetic outgroup and the Nramp family were
derived from a common ancestral transporter.

However. among eight residues that are invariant in the
Nramp family, four are identical in the outgroup and four
correspond to different residues, which are also invariant in
the outgroup (Asp. Asn, His, and Asn and Gly, Thr, Tyr,
and Gly. respectively). These evolutionary rate shifts may
correspond to type 11 functional divergence, implying that
the corresponding residues may play important but different
roles in the Nramp and outgroup families (Supporting
Information and ref /3). These four rate-shifted sites are
located within the C-terminal half of transmembrane domains
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Table 1: Sequences of the Oligonucleotide Primers (mutated codon
in italics)

Primer  Sequence
WT A 1 G Y I D P G N F AT
5’GCG ATT GGT TAT ATC GAT CCC GGT AAC TTT GCG
D34G 5'GCC ATT GGT TAT ATC GGG CCC GGT AAC TTT GCG
D34N 5'GCG ATT GGT TAT ATC AAC CCC GGT AAC TTT GCG ACC
WT I Db P G N F A T N
5’ATC GAT CCC GGT AAC TTT GCG ACC AAT
N37T 5'ATC GAT CCC GGT 4CC TTT GCG ACC AAT
N37V 5’ATC GAT CCC GGT GTC TIT GCG ACC AAT
N37D 5’ATC GAT CCC GGT GAC TTT GCG ACC AAT
WT A T I M P I V 1 Y L H S
5’ G GCG ACG ATT ATG CCG CAT GTG ATT TAT TTG CAC TCC
H211Y  5° GGCG ACG ATT ATG CCG TAC GTG ATT TAT TTG CAC TCC
H211A  5°GG GCG ACG ATT ATG CCG GCC GTG ATT TAT TTG CAC TCC
WT HV 1 Y L H 8§ 8§ L T
5" CAT GTG ATT TAT TTG CAC TCC TCG CTC ACT C
H216A  5° CAT GTG ATT TAT TTG GCG TCC TCG CTC ACT C
H2I6R 5" CAT GTG ATT TAT TTG AGG TCC TCG CTC ACTC
WT vV V AL N I W L L V G
5'G GTC GTC GCG CTG AAT ATC TGG TTG TTG GTG GGG
N40IG  5°G GTC GTC GCG CTG GGG ATC TGG TTG TTG GTG GGG

N40IT  5°G GTC GTG GCG CTG ACC ATC TGG TTG TTG GTG GGG

1,6, and 11; three of them are predicted to be potentially
exposed to the outward face of the plasma membrane (/6).

If the four Nramp-specific residues identified herein
contributed to the functional emergence of the Nramp family.
they should be specifically involved in H*-dependent Me?!
transport. Studies of different transporters revealed that Asp
and His residues can be part of proton cotransport pathways
and participate dircctly in proton coupling mechanisms (/7-
19). 1t was also reported that conserved transmembrane Asn
residues can influence both channel conductance and cation
transport (20, 21).

Therefore, to determine the functional importance of the
four Nramp-specific residucs, we substituted EcoliA residucs
Asp™, Asn®, His?''. and Asn*®! for the corresponding
outgroup residucs. The resulting mutant activities were
compared to that of the wild type and confirmed with c-Myc-
tagged proteins for which membrane expression Ievels were
determined.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Site-Directed Mutagenesis of MntH. Site-dirccted mu-
tagenesis was carried out using the Quickchange mutagenesis
kit (Stratagene, La Jolla, CA) and the oligonucleotide primers
shown in Table I. The fuil-length DNA sequence was
determined for each mutant (CEQ 2000XL, Beckman
Coulter. Mississauga. ON).

Functional Assays of Metal Uptake. The expression of
MntH proteins in E. coli increases the sensitivity of growth
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to Me?!, measured by disk assay using a metatlo-dependent
Ts strain. Overaccumulation of metals is toxic for cells and
can inhibit growth, whereas in some metal-dependent mutant
strain, intracellular accumulation of iron or manganese can
restore growth at restrictive temperature (9). Disk assays were
performed as previously described in DHILS ninirH or S1.93
mntH strains (/6) using two independent clones for cach
mutant (except N37V). Bricefly, a small volume (10 uL) of
metal solution is used to impregnate a 7 mm filter that is
placed in the center of a plate of medium containing an
amount of inducer for protein expression, and onto which
bacteria are plated. High concentrations of metals are used
1o facilitate diffusion around the disk: expression of EcoliA
in the presence of a concentration gradient of a metal
substrate for transport alfects bacterial growth. measured after
incubation for 16 h, depending on the metal affinity for
EcoliA. metal cytotoxicity, and EcoliA expression level.
Metal uptake was assessed by inductively coupled plasma
mass spectrometry (1ICP-MS) by comparing counts generated
by the sample to those generated by stundard solutions of a
known concentration (22).

Western Blot Analvses. Membrane fractions were prepared
with clones expressing EcoliA and each mutant as c-Myc-
tagged proteins (/6). The samples were solubilized in 4%
(w/v) SDS. 40% (v/v) glycerol, 0.5 M S-mercaptocthanol,
and 40 mM Tris-HCI (pH 7.2) by incubation at ¢ither 4 or
37 °C for 30 min: 80 g of membrane extracts was scparated
by electrophoresis in 12% polyacrylamide baby gels before
semidry electrotransfer on polyvinylidene fluoride mem-
branes (Bio-Rad, Mississauga. ON) at 70 mA for | h.
Membranes were revealed as previously described (/6) using
a mousc anti-c-Myc mAb (1/200), a sccondary Ab from
rabbit (anti-IgG 1-HRP, 1/1250; Perkin-Elmer, Woodbridge,
ON). and the ECL Western blotting reagent (Roche, Laval,
Q). Protcin concentrations were determined using the Non-
Interfering protein assay (Genotech, St. Louis, MO).

Proton Transport Assay. The pH-dependent ratiometric
GFP (pHluorin. pHL; 23, 24) was used to follow the MntH-
and Me?*'-dependent intracetlular accumulation of protons
as previously described (/6). Brielly, E. coli DHIIS mntH
cells were transformed with pGBM6-pHL and pBAD plas-
mids encoding different MntH mutants. Clones were sub-
cultured at 37 °C and 220 rpm in LB broth containing
ampicillin and spectinomycin (100 ug/mL each) until an
ODgy of 0.4 was reached. and 0.06% 1.-arabinose was added
for a further 1 h incubation to atlow the expression of MntH
proteins. Cells were then harvested by centrifugation, washed
once in 25 mM citric acid and 50 mM K;HPO, at pH 5.0 or
4.7 (25), and resuspended in the same buffer at room
temperature and a final ODgge of 0.2. Fluorcscence was
measured immediately on a Cary Eclipse fluorescence
spectrophotometer (Varian, Inc.) equipped with a xenon
lamp; The pHL excitation ratio R(410/470) was monitored
for 1000 s (emission detected at 520 nm). The ratio was then
transformed into the intracetlular concentration of protons
or the pH value according to the calibration curve obtained
by use of carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone (CCCP;
24). Manganese, cadmium, iron, or cobalt was added to the
samples 25 s after the beginning of acquisition. The metal-
dependent proton transport by wild-type MntH was evaluated
in E. coli mntH unc cells lacking the FiFo-ATPase as well.
At extraccllular pH values ranging from 5.5 t0 6.5. an ~30%
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increase in the pHIL response was observed as compared to
that of E. coli DHIIS mntH. However, the pHL responsc
was not suflicicnt for measuring the functional differences
between wild-type and mutant transporters at higher extra-
cellutar pH vatues. even in unc mntH E. coli cells. The proton
transport assays were therefore performed in whole cells of
E. coli DHIIS matH at an acidic extracellular pH.

Assessment of MitH-Dependent Proton and Metal Cotrans-
port. The MntH-dependent accumulation of Mn or Cd and
protons was observed quasi-simultancously using spectro-
scopic measurement of intracetlular pH changes and 1CP-
MS measurement of metal uptake as follows, Twenty
milliliters of a cell suspension (ODggo of 0.2) was prepared
in a citratc—phosphate buffer (pH 4.7. proton transport
assay). The initial intracellular pH and metal content were
measured (0 s), and 100 M metal was then added to the
sample. The pH changes were subsequently monitored for
500 s (Cd) or 1000 s (Mn), and transport was stopped by
addition ol a chelator mix (50 #M bathophenanthrolinedis-
ulfonic acid and 50 ¢M dipivaloyl-1-tartaric acid) and a rapid
filtration through a membranc filter (Metricel, 0.45 ym).
Fiftcen milliliters of S mM Tris (pH 8.0) containing 0.2 mM
EDTA and 0.1 mM nitrilotriacetic acid was quickly fittered
to wash out extraccltular metal traces from the membrane
which was then disposed to dry. The ICP-MS analysis was
performed on the dried membranes wet-ashed with nitric acid
(HNOs) using closed vessel microwave digestion (Covance
Laboratories Inc.. Madison, WI). The ncgative controls
included in these experiments measured the bacterial metal
and proton background levels prior to the addition of metal
(0 s) and the levels of metal and proton uptake by cells that
did not possess EcoliA (vector alone, pBAD) and by EcoliA-
expressing cells that were depleted of energy using CCCP.

RESULTS AND DISCUSSION

The metal and proton transport activity of wild-type and
mutant EcoliA proteins was determined by three independent
methods. Bacterial Me" sensitivity due to MntH proteins
that are functionally expressed in E. coli was paralleled by
MntH-dependent and Me*"-induced H' transport. measured
with a bacterially expressed pH-dependent ratiometric GFP.
However, increased bacterial Me?? sensitivity to highly toxic
cations (Cd?! and Co*") in the absence of detectable proton
transport indicated that periplasmic binding of Cd?' or Co?!
to truncated MntH proteins could induce bacteriotoxicity
(/6). Intracetlular Cd?* or Mn?* was quantified by ICP-MS,
which combined with the fluorescence proton transport assay
revealed proton and metal cotransport by a bacterial Nramp
homologuc.

E. coli MumtH A (EcoliA) Asp™. Replacement of this
Nramp-specific acidic residue with the corresponding out-
group residue in the EcoliA protein (D34G mutation)
diminished the MntH-dependent sensitivity of bacterial
growth to Cd?! and Co*' and abrogated the sensitivity of
growth to Fe?' and Mn?' (Figure 1A); it also reduced the
level of EcoliA-dependent Me?!-induced H' transport to
background levels (Figure 1B, compare with vector alone).
The epitope-tagged EcoliA protein D34G-L412-¢-Myc was
detected in membrane preparations at levels similar to that
of wild-type EcoliA-L412-c-Myc (Figure 2A); it also con-
ferred minimal bacterial sensitivity of growth to Me*t and
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FIGURE |:

Functional characterization of EcoliA mutants. A disk assay

of the MntH-dependent sensitivity of bacterial growth to divalent

melals (Mn, Cd, Co, and Fe) was carried out for every mutant and wild-type EcoliA; values obtained with the vector alone were subtracted
(A). Fluorescence assay of MntH-dependent H* uptake at pH 4.7 in response to divalent metals. Values obtained with the vector alone

show the proton entry in bacteria devoid of EcoliA (B).
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FIGURE 2: Western blot analysis of c-Myc-tagged wild-type EcoliA
and mutant proteins. Membrane extracts were incubated for 30 min
in solubilization buffer prior to loading on a 12% polyacrylamide
gel either at 37 °C (A) |lane 1, EcoliA; lane 2, pBAD (vector alone);
lane 3, D34G; lane 4, D34N; and lane 5, N401G] or at 4 °C (B)
{lane 1, D34N; lane 2, pBAD (vector alone); lane 3, N37T; lane 4,
N37V; lane 5, N37D; lane 6, H211A; lane 7, H211Y; lane 8,
H216A; and lane 9, N40IT].

was not associated with significant H' transport under the
conditions that were tested (Supporting Information). To
determine whether the residual sensitivity of bacterial growth
to Cd*" corresponded to Me?! influx in the absence of H'
transport by the mutant protein D34G. 1ICP-MS and (luo-
rescence measurements were  performed  quasi-simulta-
neously; neither Me*t nor H*Y transport was detected
compared to the experimental controls (Figure 3A ,B). The
results demonstrate that the EcoliA 1D34G mutation prevents
both Mc?** and H* transport.

To cvaluate whether Asp* was involved in the sensitivity
of growth to Cd** that was conferred by membranc expres-
sion of an EcoliA fusion construct (L324-Cat) in the absence
of Cd**-dependent HY uptake (/6), the mutant EcoliA D34G
[.324-Cat was constructed. Expression of this construct
conferred chloramphenicol resistance as expected. indicating
that the D34G mutation did not alter EcofiA transmembrane
topology. but also sensitivity of bacterial growth 10 Cd?*
similar to that of the wild-type fusion. The results suggest
that EcoliA residue Asp* is not merely a Cd?' binding site
but likely participates in the Me?! uptake process (and
possibly proton binding).

Since the different biochemical properties of Asp and Gly
residues could explain the D34G mutant phenotype. a more
conservative change was performed (D34N) to determine
whether it would preserve MntH function. The double mutant
D34N-1412-c-Myc was expressed in a manner similar to
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FIGURE 3: Cotransport of divalent metals and prolons by EcoliA
is impaired by exchanging a Nramp-specific residue with the
corresponding outgroup residue. Quasi-simultaneous assessment of
the intracellular accumulation of H* and Cd** (A) or Mn** (B) by
fluorescence proton transport assay and ICP-MS, respectively, as
described in Experimental Procedures.

that of the wild-type protein (Figure 2A): it conferred some
bacterial sensitivity to Cd*! and did not facilitate any Me?' -
dependent H! uptake (Supporting Information). Consistently,
the simple mutant D34N exhibited transport properties most
similar to those of the D34G mutant (Figure ). Minimal
bacterial metal sensitivity was also observed after expression
of the mutants D34E and D34E-EcoliA-c-Myc. despite
normal membrane protein expression levels (data not shown).
Therefore, the effects of the D34G mutation are due to the
requirement of an Asp residue at this position.

An Nramp2 mutant resembling EcoliA D34G (Nramp2
D86A) was previously shown 1o be well expressed at the
plasma membrane of eukaryotic cells and not to mediate
Me?* uptake (26). Such similar effects obtained by replacing
the homologous Asp residues in MntH and Nramp proteins
with Gly or Ala residues imply that this Nramp-specific Asp
residue is mandatory for transport activity. However. it is
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FIGURE 4 Replacement of Nramp-specific residues impairs EcoliA-
dependent H* uptake. Fluorescence assay of the intracellular pH
in E. coli cells expressing or not expressing wild-type EcoliA and
different mutants (A). Cd** dose-dependent H* uptake mediated
by wild-type EcoliA and selected mutants (B). The difference in
intracellular pH due to expression of the N401G and -T mutants is
highly significant (p < 0.0000!, in paired Student’s ¢ tests).

dispensable for inscrtion of the protein in the membrane.
Abrogation of transport activity despite normal protein
expression has previously been observed after replacement
of conserved transmembrane Asp residues (27). These data
arc consistent with the hypothesis that a Gly to Asp mutation
could have contributed to the functional divergence of the
ancestor of the Nramp family.

EcoliA Asn®”. 'The second exchange of Nramp for an
outgroup residuc (N37T) preserved the close to wild-ty pe
EcoliA-dependent sensitivity of bacterial growth to Fe?',
Co**.and Cd** but not to Mn?' (Figure 1A). This mutation
also strongly limited Me?'-induced H* transport, which was
detected in the presence of high concentrations of Cd?* only
(Figures 1B and 4B); ncither H* nor Mn?* or Cd** uptake
was detected in quasi-simultancous measurements using 100
#M metal (Figure 3A B). Both the absence of Mn?!-induced
growth inhibition (Figure 1A) and the requirement for a Cd?!
concentration above 200 uM to observe H' transport via
EcoliA N37T (Figure 4B) suggested this mutant protein may
have a lower affinity for Cd?' and Mn?*,

Alternatively, this mutant protein may not be sufficiently
well-expressed in the membrane to appear to be active in
cation transport assays unless a large Cd*' dose was used.
The amount of N37T-L412-¢c-Myc protein in membrane
extracts was notably reduced compared to the amount of
EcoliA L412-c-Myc and corresponded to bands of altered
mobility (Figure 2B): it was also sensitive to the temperature
used (o solubilize membrane extracts (Supporting Informa-
tion). In a manner similar to that of N37T, expression of the
N37T-LA412-c-Myc protein conferred substantial sensitivity
of growth to Fe**, Co?*, and Cd?**, but not to Mn2*, and did
not induce detectable H* uptake under the conditions that
were tested (Supporting Information). These data therefore
suggest that the N37T mutation results in both a low fevel
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of stable protein expression in the membrane and a reduced
wTinity for Cd?! and Mn?'.

Interestingly. the N371 mutant lacked both Mn*! uptake
and Mn?'-dependent H' transport, while another mutant
obtained screndipitously (N37V) lost in addition Cd?'-
dependent HY transport and exhibited a reduced sensitivity
of growth to Cd?' compared to the N37T mutant (Figure
1). However, EcoliA N37V-1.412-¢c-Myc protcin levels were
similar to that of the N371-1.412-c-Myc mutant (Figure 2)
and less sensitive to the temperature used for solubilization
(Supporting Information). Since N37V-L412-¢-Myc¢ abro-
gated the sensitivity of growth o Fe?' compared to N371-
1.412-c-Myc (Supporling Information), it can be concluded
that the N37V mutation affected more negatively EcoliA
transport activity than its expression level. The N37V
mutation scems to be less conservative than the N37T
mutation since replacing a hydroxyl with a methyl group
renders this site apolar. The dala thus suggest that EcoliA
Asn®” is important for Me?'-induced H' transport.

To determine whether a more conservative mutation at
position 37 would preserve EcoliA function, we also studied
the N37D mutant. Sensitivity to Fe*' was lost. whercas
sensitivity to Cd?' and Co** remained similar to that of the
N37V mutant (Figure 1A). Similar Ievels of sensitivity to
Cd?' were also detected for both N37D-1.412-c-Myc and
N37V-LA412-c-My¢, whereas the former conferred higher
sensitivity to Co*! (Supporting Information) and was detected
at higher levels in membrane preparations (Figure 2). No
Mec?!-dependent H' uptake was detected after expression of
N37D-1.412-c-Myc (Supporting Information) or N37D (Fig-
urc 1B).

On the basis of the sensitivity of growth to Cd?' and Cd?*-
induced HY proton uptake, EcoliA activity was better
preserved by introducing the outgroup residue in place of
Asn™ (N371 vs N37D and -V, Figures 1 and 4B). In
addition, the conservative N37Q mutation did not restore
levels of bacterial metal sensitivity better than the N37T
mutation. despite improved membrane protein cxpression
levels detected with N37T-EcoliA-c-Myc (data not shown).
This Nramp-specific Asn residue is thus also required for
the functional expression of MntH. A dual role in activity
and structural integrity was previously reported for the strictly
conserved Asn residue in the globular proteins cysteine
proteases (28). It is thus reasonable to conclude that EcoliA
Asn®’ is required for both stable membrane insertion and
Me?!-dependent H' transport activity.

A mutation corresponding to N37R is present in the
N-terminal moiety of plant Ein2 proteins, which are weakly
related to Nramp proteins and lack metal transport activity
(29). The transport defects resulting from the mutagenesis
of EcoliA Asn*” imply that exchange for a positively charged
residue should also impair transport. The presence of an Arg
residue in place of the Nramp-specific Asn may be function-
ally significant for Ein2 protcins.

EcoliA Asn’’’. Finding an Nramp-specilic residue close
1o the periplasmic C-terminus of EcoliA, a region otherwise
not conserved in the Nramp family. suggested a possible
functional role. Moreover, MntH activity is affected when
this region is mutated (/6). Hence, the levels of Me?*-
induced H' uptake measured for [ 412-c-Myc-tagged EcoliA
proteins differed from those of the corresponding proteins
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devoid of the C-terminal tag (Figure 1B and Supporting
Information).

The metal transport activity of the N401G mutant re-
sembled that of wild-type EcoliA. including suppression of
the IfIB! Ts growth defect, but with some variations such
as increased sensitivity of bacterial growth to Mn?! (Figure
IA). Me?'-dependent H' transport was more affected. with
a strong increase in Cd*! -dependent but a decrease in Mn?t-,
Fe'- and Co?"-dependent HY uptake rates (Figures 1B and
3AB). This sclective inhibition in Mc?'-dependent H'
uptake was less pronounced when an external pH of 5 was
usced (Supporting Information). The increase in the rate of
Cd* -dependent HY uptake was paralleled by an increased
rate of Cd?' uptake (Figure 3A), indicating that both cation
transport capacities are cenhanced in the EcoliA N401G
mutant. Under identical conditions. the rate of Mn*' uptake
appeared to be significantly decreased and H' uptuke
completely inhibited. suggesting that Mn?!' accumulation
might be possible in the absence of H! cotransport (Figure
3B). These results implied that the EcoliA N401G mutation
alters both H' uptake and protein Me?' interactions; this was
conlirmed by further observations.

First, as opposed to the mutants created at other positions.

expression of the EcoliA N401G mutant protein diminished
the intraceltular pH of bacteria growing in rich broth (Figure
4A). suggesting that cither metals in the culture medium
might induce MntH-dependent H' uptake or H' cntry might
be independent of metals. Second, the comparison of H'
uptake in response to the Cd*' dose showed important

differences between wild-type EcoliA and the mutant N401G.

in their apparent affinity for Cd?! and the resulting H' entry
(Figure 4B). Last. the doubfe mutant N401G-1.412-c-Myc
was expressed at levels similar to that of EcoliA-c-Myc
(Figure 2A); it conferred a slightly decreased and increased
sensitivity to Mn?! and Fe?', respectively, and significantly
lower levels of Me**-dependent H' uptake except in the
presence of 1 mM Cd** (Supporting Information). These
results thus indicate that replacing the Nramp invariant
residue Asn®! with the corresponding outgroup residue
affects primarily EcoliA Me**-dependent H uptake.

To establish that the propertics of the N40IG mutant
revealed some functional constraints exerted on Asn*® versus
differences in the properties of Asn and Gly side chains,
another mutation was studied. NJO1T is a more conservative
mutation than N401G, introducing an alcohol side chain with
a polar and acid character, and of intermediate size. which
should thus better preserve MntH activity. except in a case
in which Asn*' was required for transport.

The expression of EcoliA mutant N40OIT resulted in
sensitivity of growth to metals that was similar to wild-type
EcoliA activity (Figure 1A). including suppression of the
IfIBI Ts growth defect, and in Me?t-dependent HY uptake
resembling that measured for the N401G mutant at pH 4.7
(Figure IB) and pH 5 (Supporting Information). These results
were confirmed by quasi-simultancous measurements of C!
and H' uptake (data not shown) and by measuring the
intracellular pH resulting from the expression of N4OIT in
growing cells and after addition of various amounts of Cd?"
(Figure 4A B): the data obtained were very similar for
N401G and N4OIT. However, N4QIT-1412-c-Myc was
significantly less stable than N401G-1.412-¢c-Myc (Figure 2B
and Supporting Information); it conferred a sensitivity of
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growth to metals similar to that of N401G-1.412-¢c-Myc but
significantly more variable Me?'-dependent H' uptake
(Supporting Information).

Together, the data demonstrate that substituting EcoliA
Asn®™ with Thr or Gly has a similar impuct on cation
transport, which implics that Asn*®', or an amide group, is
required for EcoliA function. The N401Q mutant induced
bacterial metal sensitivity levels similar to that of wild-type
FcoliA. but the double mutant N4O1Q-L412-c-Myc. which
was expressed well in the membrane, did not confer Mn
sensitivity anymore and suppressed the IifiBI Ts defect less
cfliciently than the N401G and -T mutants (data not shown).
I'he data suggest that Asn?® is strictly required for proper
EcoliA-dependent transport. The different outcome of Asn
to Thr or Gin mutations at EcoliA positions 37 and 401
demonstrates unique functional constraints exerted at these
sites.

One possibility for explaining the clear phenotypes
observed after substituting EcoliA residues Asp™. Asn*, and
Asn*® is their exofacial location, suggesting possible direct
contacts with the substrates, which might affect the rate of
transport. Since more conservative mutations at these sites
did not preserve EcoliA function, the phenotypes observed
as a result of the substitutions of EcoliA residues Asp?,
Asn*, and Asn*! for the corresponding outgroup residucs
indicate that the targeted Nramp-specific residues are required
for metal and proton cotransport.

EcoliA His?!!. The fourth predicted site of type Il
functional divergence differs from the others since it is
located within the predicted C-terminal half of transmem-
branc domain 6. closer to the cytoplasmic face of the
membranc. and its replacement with the corresponding
outgroup residue seems to be rather conservative in terms
of size and hydrophobicity |H211Y, LRT values of | 40—
{76 (Supporting Information)]. However. this mutation
should alfect a protein active site because Tyr exposes an
acidic proton and His has a basic amino group.

Compared to the EcoliA control, the H211Y mutant
conferred a notably reduced sensitivity of growth to all metals
that were tested, including Mn®!', while H' uptake was
detected exclusively in the presence of Cd?* and was
scemingly unaltered (Figure 1A B). This was confirmed by
detection of cotransport of Cd*' and H'. albeit at a level
reduced compared to that of wild-type EcoliA (Figure 3A),
whercas no transport at all was detected with Mn?* (Figure
3B). In addition, Cd** dose-dependent H' uptake mediated
by H211Y indicated a reduction of the apparent afTfinity for
this metal ion compared to wild-type EcoliA (Figure 4B). A
general decrease in metal sensitivity could explain the weak
effect of the expression of EcoliA H211Y on bacterial growth
in the presence of metals (Figure 1A). However. substantial
expression level and a relative protein stability similar to
that observed with N37D-L412-c-Myc were detected with
H211Y-1.412-c-Myc (Figure 2B and the Supporting Infor-
mation): this double mutant also conferred little sensitivity
of bacterial growth to metals and metal-dependent H' uptake
activity (Supporting Information). Thus. though it does not
abrogate MntH activity, the H211Y mutation affects signifi-
cantly EcofiA structure and is not functionaily conservative.
This suggests that the basic amino group of His?'! may be
required for EcoliA function or that the phenotype resulting
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from the mutation H211Y could be due to antagonistic acid
base properties of His and Tyr residues.

To address this issue, another nonconservative but more
neutral mutation was performed (H211A). This mutation
preserved bacterial sensitivity to all the metals that were
tested, albeit at levels inferior to that of wild-type EcoliA
(Figure 1A), and facilitated H* uptake in the presence of
Cd*' . Fe?', and Mn?' at pH 4.7 (Figure 1B) and of Cd?' at
pH 5 (Supporting Information). EcoliA transport propertics
were thus better preserved in the H2H 1A mutant than in the
H211Y mutant, as confirmed by measuring the rate of Cd?!
dose-dependent H' uptake (Figure 4B). In addition. H21 1 A-
L412-c-Myc protein levels in membrane preparations indi-
cated moderate alterations that resembled those observed with
the NH4OIT-1412-¢c-Mye mutant (Figure 2B). Nevertheless,
the expression of H211A-1A412-¢c-Myc was superior to that
of H211Y-1412-c-Myc in mediating metal-dependent H'
uptake (Supporting Information). In contrast. H21 1R-L412-
¢c-Myc did not induce metal sensitivity above negative
controls, suggesting impaired expression (data not shown),
The results indicate thus that changing the outgroup Tyr
residuc for the Nramp-specific His likely implied some
divergence in transport function.

Two other mutants were studied for comparison (H216A
and H216R) since the homologous mutations in Nramp2
impaired the uptake of Fe2! and Co*' . and metal uptake was
partly restored at an acidic external pH with the Ala mutant
only (26). Consistently, higher Ievels of both intracellular
metal accumulation and H' uptake were preserved with the
EcoliA H216A mufant compared to H216R. Indeed, only
bacteria expressing the H216R, D34G or -N. and N37V or
-D mutants. and those devoid of the EcoliA protein. did not
exhibit upregulation of Me?'-dependent HY uptake when
mcasured at pH 4.7 versus pH 5.0 (Figure B and the
Supporting Information). indicating that these mutations
affect the H* transport pathway.

Despite possibly lower membrane protein levels, H211A-
1.412-c-Myc mediated higher rates of Cd?!-dependent H!
uptake compared to H216A-1412-c-Myc. whereas both
conferred similar levels of sensitivity of bacterial growth to
metals (Supporting Information). Comparison of the transport
properties of the corresponding single mutants demonstrated
that H211A was more active than H216A (Figure 1).
Consistent differences were observed with the Nramp2
protein after replacement of the corresponding His residues
with Ala (26). The relatively well-preserved activity of
EcoliA H2{1A thus suggests that the H211Y substitution
impaired MntH transport due to the different acid—base
properties of His and Tyr residues. The data thus support
the proposition that exchange ol the outgroup residue for
the corresponding Nramp-specific residue could have con-
tributed to the functional divergence of the Nramp family.

In conclusion, the four rate-shifted sites that were predicted
to have contributed to the functional divergence of the Nramp
family are important for EcoliA transport activity. This
functional evolutionary approach identified separate residues
with key roles in metal and proton transport.

Each of the four replacements of Nramp-specific residues
with the corresponding outgroup residues resulted in mutant
EcoliA proteins that were expressed in the ptasma membrane,
albeit at different levels. some showing shifted electrophoretic
mobility and/or stability and different levels of functional
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activity. In one instance, H211Y, the outgroup residue
impaired specifically the transport activity . The data support
the notion that outgroup and MntH protcins share similar
transmembrane features and can accommodate cach other’s
residues.

Quasi-simultancous measurements of the rates of Me?!
and H' uptake indicute that MntH proteins cotrunsport these
cations (symport). The relative functional impairment of the
D34G and N401G mutants on one hand. and the N371 and
N-401'T mutants on the other hand, revealed that EcoliA Asp®
is strictly required for Me?' and H' cotransport and that
Asn*! is required for proper Me?!'-dependent H' transport.
Detailed Kinctic studies of the more conservative changes
(D34E and N401Q) will fikely reveal insight into the
mechanism of transport via MntH.

This study reveals both structural and functional roles for
EcoliA Asn* and His?'' residucs, and suggests possible
interactions with metal jons consistent with a direct role in
cation permeation pathway. The data also demonstrate a role
in proton transport for the residucs located within trans-
membrane domains 1 and 6 (Asp™ and His?"' and His®'S,
respectively), which were previously shown to affect Nramp2
metal or cation transport (26, 30). EcoliA Asn*®' mutant data.
and previously published data obtained with C-terminally
truncated and tagged EcoliA proteins (/6). indicate that
transmembrane domain 11 is important for Me?! -dependent
H' transport.

The functionaf significance of the four Nramp invariant
residucs suggests that they represent sites of type 11 functional
divergence, which may have co-evolved in relation to the
emergence of the Nramp family. This study shows the
usefulness of evolutionary rate shift analyses via application
of a transmembrane protein similarity matrix (3/) to the study
of transmembrane residues likely involved in transport
function by site-directed mutagenesis. This cvolutionary-
based approach will be useful in evaluating the significance
of sequence diversity in the Nramp family, including laterally
transferred mnrH C genes, as well as in other conserved
families of membrane transporters.
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SUPPORTING INFORMATION AVAILABLE

Phylogenetic groups of the Nramp family. defining Nramp
function using rate shift analysis, functional characterization
of C-terminally c-Myc tagged EcoliA wild-type and mutant
proteins, temperature sensitivity of c-Myc-tagged EcoliA
mutant proteins revealed by Western blot analysis, and
fluorescence assay of MntH-dependent proton uptake at pH
5 in response to divalent metals. This material is available
free of charge via the Internet at hitp://pubs.acs.org.
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Phylogenetic groups of the Nramp family (MntH A, MntH B, MntH C, ‘prototype’ and ‘archetype’
Nramp; Richer et al., J Mol Evol 57: 363-76). This dendrogram was obtained using a set of 40 sequences
representative of the Nramp family, and 4 outgroup sequences, which were aligned with the program
ClustalX (Thompson et al., 1997, NAR 25: 4876-82). A set of 245 parsimony-informative sites (at least 2
different amino acids (aa) each represented at least twice) was generated with the package Mega2 (Kumar
et al., 2001, Bioinformatics 17: 1244-45) and used for Maximum Likelihood analysis with the substitution
matrix Blosum 62 (Henikoff and Henikoff, 1993, Proteins 17: 49-61) and a continuous gamma distribution
to model site-specific heterogeneity of aa replacement rate among sites (12 categories, alpha parameter=
1.54, S.E. 0.09, Schmidt et al., 2002, Bioinformatics 18: 502-04). The level of statistical confidence
(determined by bootstrapping, 1000 replica) is indicated in percent at the left of each node. Similar data
were obtained with different approaches (Minimum Evolution, Maximum Parsimony, not shown).
Taxonomic distributions : Outgroup [Archaea, Planctomycetes, a-Proteobacteria (a-P), low GC gram
positive (IGp)l; MntH B [Green sulfur bacteria, Bacteroides, IGp]); MntH A [Deinococcus, IGp, high GC

gram positive (hGp), a-P, b- and (b-P and g-P)]; MntH C: MntH Ca [IGp, Cyanobacteria-
not shown, a-P, b-P, ], MntH Cb [IGp, ], MntH Cg [b- and ]; ‘prototype’ Nramp [ ,
Plantae ( , red alga, moss), ( -not shown)); ‘archetype’ Nramp

[ , Plantae (green plants, and -not shown), , , l




Defining Nramp function using rate shift anal
Nramp family (MntH B, A, C, “prototype” and *
transmembrane (vs. globular) proteins (Jones et al., 1994, FEBS Lett. 339:269-75). The

possible type 1, type Il or type |1 & 1l functional divergence and which corresponded to Nr:
and 5 examples of each, respectively, with likelihood
likelihood from the 5% significance cutoff to the a
invariant residues were studied by mutagenesis (id
2.31 and 6.66 using the JTT mutation matrix for membrane proteins (vs. values between 2.13 and 3.4
Jones et al, 1992, Comput Appl Biosci. 8:275-82) whereas the His residue showed lower b
respectively, P < 0.05 by chance alone).
Natronomonas pharaonis (truncated Orf, GenBank Y¥10500), LesNR1, Lycopersicon e.
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Supplementary data 2

ysls. Rate-shifts between the phylogenetic outgroup and a sample of the major groups in
archetype” Nramp) were calculated using an instantaneous matrix deduced from known
alignment was searched for positions representing
amp invariant residues. This approach yielded 3, 8
-ratio tests (LRT) values ranging from 1.05 to 6.66 (these values refer to the difference in
ctual value). 4 predicted type |l sites corresponding to Nramp-specific transmembrane
entified by asterisks). The Nramp Asp and Asn residues exhibited LRT values between
5 using the classic JTT mutation matrix,
ut still significant values (1.76 vs. 1.4,
Pireliula, Oihe, Oceanobacillus iheyensis, Nphar,
sculentum 1, HsNR1, Homo sapiens 1, XcamCa,
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Article 3

Cet article a di étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

Recent progress m structure-function analyses of Nramp proton-dependent metal ion
transporters, Biochemistry and Cell Biology (2006) 84, 960-978.
doi:10.1139/006-193

Dans cet article de type revu, j'ai participé a la rédaction du manuscrit, a la figure

1 et au tableau 1.

Mise en contexte:

A Toccasion de la 49¢ assemblée annuelle de la Société Canadienne de Biochimie
et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (SCBBMC), il nous a été permis de présenter une
synthése des résultats concernant 1'étude sur la relation structure/fonction des
homologues Nramp/MntH chez les homologues bactériens et eucaryotes dans différents
modeles  d'études (analyse élecrophysiologique dans des ceufs de xénope,
complémentation chez la levure mutants en smfl-2-3p et transport chez les cellules
eucaryotes) et procaryotes (transport chez les bactéries et complémentation dans la
souche métallo-dépendante, S193 H./IBJ). Les résultats démontrent que les résidus clés
ainsi que les segments transmembranaires 1 et 6 (motif DPGN et MPH respectivement)
possedent un rdle crucial similaire autant chez les eucaryotes que chez les procaryotes
vis-3-vis du mécanisme d'action. Ces résultats démontrent la grande conservation du
transport de type symport Me?+{1-rentre les homologues Nramp/Mntl-1 au cours de

'évolution.
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Article 4

Nramp phagocyte intracellular metal withdrawal defense, Microbes and Infection (2007)

9, 1662-1670.

Dans cet article de type revue, j’ai participé a la rédaction du manuserit.

Mise en contexte :

Le Dr. Cellier a été invité par le journal ‘“Microbes and Infection’’ a rédiger un
article de type revue dans le cadre d’un forum en Immunologie intitulé ‘‘Forum on cell-
autonomous Immunity’’. Les bactéries pathogénes sont en constante compétition avec
’héte pour le fer disponible a I’intérieur du phagosome. L’homologue Nrampl est
impliqué dans la résistance des hotes vertébrés terrestres vis-a-vis de I’infection en
limitant la disponibilité des cations divalents a I’intérieur du phagosome. Nramp! agit en

premiére ligne de défense intracellulaire contre les infections microbiennes.
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Abstract 3
74
Natural resistance-associated macrophage proteins (Nramp) are multispecific symporters facilitating proton-dependent import of divalent 75
metals. Nramp! restricts microbial access to essential micro-nutrients such as iron and manganese within professional phagosomes. Increased 76
understanding of Nramp! roles in human phagocytes will be useful for future therapeutic approaches against selected infectious and immune 77
diseases. 78
© 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 79
Q1 Keywords: Divalent cations; Transport proteins; Phagosomes 2(])
82
83
84
85
1. Nramp 1 belongs to a conserved family of chemiosmotic sequence identity (p <e ') and contain 11—12 predicted 86
metal ion transporters transmembrane segments (TMS, [4]). The N-terminus of sev- 87
eral Nramp homologs was located in the cytoplasm while the 88
The mouse Nramp 1 (Sicl 1AI) gene was discovered as a quan- C-termini were found extra- or intra-cytoplasmic, depending 89
titative trait locus determining innate resistance of mouse inbred ~ on the TMS number (11 or 12, respectively). The 10 first 20
strains to some intracellular pathogens residing within the =~ TMS and the “transport motif” in the cytoplasmic loop 8/9 91
phagocytic vacuole (phagosome) inside macrophages [1]. The  are highly conserved. Five transmembrane residues, invariant 92
mouse Nrampl is an integral membrane phosphoprotein of  in the Nramp family but different in the closest group of 93
548 amino acid residues that is extensively glycosylated {2].  sequences (phylogenetic outgroup), are each required for 94
Double immuno-fluorescence studies showed that Nrampl co-  proper transport activity [5]). Eukaryotic and prokaryotic 95
localizes with the marker Lysosomal-associated membrane = Nramp homologs perform similar chemi-osmotic (secondary) %
protein | (Lampl) in the late endosomes/lysosomes of resting  transport functions important for homeostasis of both micro- 97
macrophages. After phagocytosis of inert particles or live and macro-organisms. Nramp proteins facilitate the intracyto- 98
micro-organisms (bacteria, yeast, protozoa) both Nramp!l and solic accumulation (uptake) of divalent metals such as iron, 99
Lampl proteins are recruited with similar kinetics to the phag-  manganese and cadmium, using the electrochemical gradient 100
osomal membrane that is positive for the late endosome marker ~ of the proton as a driving force. Nramp proteins define the 101
Rab7 (vs Rab5). Several intracellular pathogens are unaffected  transporter family of solute carrier (SLC) family 11 (proton- 102
by Nrampl presence and are able to perturb the phagosome  coupled divalent metal ion transporters, the Human Genome 103
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to infection by bacterial and eukaryotic intracellular parasites
(e.g., Mycobacteria spp., Salmonella enterica serovar Typhi-
murium, Leishmania donovani), which was measured by in-
creased microbial growth rates in reticulo-endothelial organs,
and corrected by wild-type Nramp 1 transgenesis | | ]. Pathogens
in the blood are rapidly ingested by resident macrophages of
the spleen and liver, and may find inside phagosomes lacking
a functional Nramp! a permissive niche where they can better
survive and replicate. In the case of Salmonella Typhimurium,
Nrampl™'~ mice rapidly succumb to low dose infection.

2. Nrampl phylogenetic origin and conserved role in
eukaryotic host defense

Nrampl orthologs were identified, in mammalians, birds
and amphibians (Fig. 1); they represent homologs differing
in sequence due to species-specific evolution and are believed
to perform similar functions. Human NRAMP/ displays an ex-
pression profile similar to the mouse ortholog, and NRAMP!
gene polymorphisms were associated with innate resistance
to mycobacterial infections, including tuberculosis and lep-
rosy, in several ethnic backgrounds and despite potentially
confounding factors (environmental, individual), implying
that the role discovered in mouse innate immunity is con-
served in humans [7,8]. Polymorphisms were identified in
Nramp! orthologs of upper vertebrate species (monkey, horse,
cattle, sheep, pig, dog and chicken), and some were associated
with resistance/susceptibility to infectious diseases (e.g. ca-
nine leishmaniasis) [3]. Gene specific evidence obtained in
several host species and different pathogens, establish an im-
portant role of Nrampl in upper vertebrate innate immunity
to infection.

Species possessing the Nramp! gene also express a parolog,
Nramp2 (aka DMTI, DCT!, SLC11A2; Fig. 1), implying an
ancestral Nramp gene duplication at least 350 million years
ago. Contrarily to Nrampl, the protein Nramp2, is expressed
ubiquitously and is critical for iron homeostasis in rodents, hu-
mans and in zebra fish [6.9,10]. Several Nramp2 isoforms are
produced by 5’ and/or 3’ alternative splicing and differ in tis-
sue and subcellular distribution rather than function [I1].
Nramp2 isoform I is found at the apical membrane of epithe-
lial cells (duodenum, kidney) while isoform I, with a different
C-terminus (25 a.a. residues), is expressed at the cell surface
and recycling endosomes of most cells [6,10,12]. Nramp2 iso-
form I is under dual regulation by the iron status: binding of
Iron Responsive Proteins (IRP) to its 3’ end IR Element
(IRE) stabilizes Nramp2- mRNA and up-regulates the protein
expression; Nramp2-I is also transcriptionally up-regulated in
the intestine and kidney upon Fe deficiency, encoding a N-ter-
minal 29—31 a.a. residues longer polypeptide (A) in human
and rat (Fig. 2). Nramp2-I enables dietary iron uptake in the
duodenum, and possibly iron reabsorption in kidney, while
Nramp2-1I facilitates mainly transferrin (Tf)-dependent iron
uptake in most peripheral tissues, including erythrocytes;
Nramp2-II is also up-regulated by inflammatory stimuli in
macrophages and epithelial cells.

So far, only Nramp2 homologs were found in telcost fish
(Figs. 1 and 2), which nonetheless express most genes in-
volved in iron homeostasis in upper vertebrates and display
multi-lineage hematopoiesis. Fish Nramp2 are also up-
regulated in response to infection and inflammatory stimuli,
implying that the role of Nramp-dependent transport in verte-
brate host defense pre-dated the Nrampl/2 gene duplication
113,14]. This proposition is supported by reports showing
that archetype Nramp homologs function also in host resis-
tance in more distant organisms. The plant Oryzae sativa
Nramp 1—3 mRNAs levels were regulated by bacterial and
fungal infections in both resistant and susceptible interactions
{15]. In the amoeba Dictyostelium discoideum, a professional
phagocyte feeding on bacteria, NrampB/] mRNA accumulated
in growing cells, and was up- or down-regulated upon bacte-
rial infection by M. avium or Legionella pneumophila, respec-
tively. An NrampB/1-C-GFP fusion was localized in the
membrane of an intracellular acidic compartment labeled
with lysosomal markers, suggesting a role in the maturation
of the phagosome {16].

Gene duplications enable to diversify tissue-specific ex-
pression, e.g., by rapid differential loss of gene regulating
DNA motifs that may be compensated by the later acquisition
of novel motifs. It is hypothesised that the emergence of
Nramp! enabled to segregate phagocyte-specific versus ubig-
uitous expression determinants, and to evolve to a host defense
function relaxed from constraints imposed by tissue iron sup-
ply and vice-versa. Nramp2 gene could thus exhibit remnants
of its ancestral role in host defense, a suggestion compatible
with observations made by double immuno-fluorescence stud-
ies of mouse phagocytes (macrophages and Sertoli cells) [3].
Nramp2-11 was expressed at low level not only in the plasma
membrane and the early endosome but also in lysosomes
and latex phagosomes (lacking markers of the early endo-
somes, EEA1 and Tf receptor (TfR) but positive for the late
endosome/lysosome markers Lampl, rab7, and cathepsin D).
Nramp2 mRNA is also up-regulated in macrophages by
a gram negative bacteria molecular pattern, LPS, and the
key host defense cytokine IFN-y, independently of known
iron-responsive genes and Nrampl {3.10]. A contribution of
Nramp2-II to host defense is thus not excluded.

3. NRAMP1 constitutes a first line intracellular defense
against infection in humans

Granulocytes are critical to prevent animal infection and
generally kill invading bacteria and fungi, while neutropenia
result in life-threatening infections. Human neutrophils are
the major source of NRAMPI1 protein, due to high level of
NRAMP! expression and cell numbers. Immuno-electronic
and biochemical fractionation methods localized the protein
in the membrane of cytoplasmic granules containing the
marker gelatinase in quiescent neutrophils { 10]). These second-
ary and/or tertiary granules are recruited upon challenge with
neutrophil agonists for fusion with the phagosomal membrane
(e.g. PMA, fMLP, opsonized zymosan), where they deliver en-
zymes important for the destruction of ingested microbes, or
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Fig. 1. An evolutionary scenario for eukaryotic Nramp1 and Nramp2 subtypes. Prototype and archetype sequences were identified in Chromoalveolata and Plantae
{Bikonts), and in Amoeba, Fungi and Animals (Unikonts), and result from ancestral eukaryotic gene duplication (outparologs, Inset and ref. [4]). Prototype Nramp
sequences, used here as an outgroup (e.g., sequences from a primitive green plant (moss), the amoeba Dictyostelium discoideum, and a zygomycete fungus), are
more closely related to bacterial MntH groups than to archetype Nramp, which were selected in organisms more recently evolved, and found in green plants (ara-
bidopsis, soybean and moss, indicated in green), chromoalveolates (Perkinsus, ciliates, in brown), amoeba and fungi (in black), animal protostomes (schistosomes,
nematodes, fly, sea scallop, in orange) and deuterostomes spp. (sea squirt, urchin, in red), including vertebrates (fish, pink, frog and chicken, light purple, mammals,
deep purple). Phylogenetic analyses were performed as previously described using parsimonious sites of a representative set of sequences and minimal evolution,
maximal parsimony and maximum likelihood approaches [4,5]. Numbers indicate nodes consistency estimated by bootsrapping.

for exocytosis at the plasma membrane. NRAMP1 protein was
virtually absent from the plasma membrane fraction of stimu-
lated granulocytes implying a function that is mainly
intracellular.

NRAMP1 expression is strictly regulated during myeloid
development and NRAMP1 expression parallels mRNA accu-
mulation [10]. The kinetics of NRAMP1 mRNA accumulation
resembles that of other functional markers found in specific
granules of mature granulocytes. NRAMP1 gene expression
is also induced during monocytic differentiation and the pro-
tein similarly found in the membrane of intracellular vesicles
and of the phagosome containing heat killed yeasts [10].

Transfections of model human cells with NRAMP1
promoter constructs of different length or sequence were

performed to study transcriptional activity. U-937 monocytic
cells were used to analyze NRAMP1 response to LPS and
IFN-g and compare different length alleles of a polymorphic
CA repeat. The most frequent allele 3 drove higher basal ex-
pression and in response to LPS, while the second most fre-
quent allele 2, longer by one CA repetition, was a poor
promoter further down-regulated by LPS; IFN-g stimulated
all the constructs [10,17]. The activity of allele 3 was further
shown to depend on another polymorphism (+ 237C > T, aka
332C > T). Combination of the allele 3 and » 237T variant re-
duced NRAMP1 expression in response to LPS and ferric am-
monium citrate (the strongest single stimulator of allele 3) in
U-937 cells, as well as NRAMP1 basal promoter activity in
293 epithelial cells [18].

_j-micinf.2007.09.006
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Species Score Expect Identities 3’ BHTR IRE sequence
Xenopus tropicalis african frog 32.2 30 25/28 89% GCCATCAGAGCCIGTGTGTTTCTATGGT
Anolis carolinensis Carolina anole 40.1 0.59 26/28 92% GCCATCAGGGCCRGTGCGTTTCTATGGT
Monodelphis domestica opossum 56.0 le-0528/28 100% GCCATCAGARCCAGTGCGTTTCTATGGT

Loxodonta Africana forest elephant 40.1 0.59 26/28 92% GCCATCAGAGCCAGTGTGTTTCTATGGT

Erinaceus eurcopaeus Hedgehog 40.1 0.59 26/28 92% GCCATTAGARCCAGTGTGTTTCTATGGT
Mas musculus house mouse 40.1 0.15 26/28 923% GCCATCRGAGCCAGTGTGTTTCTATGGT
Homo sapiens modern human 40.1 0.15 26/28 92% GCCATCAGAGCCAGTGTIGTTTCTATGGT
Consensus hairpin bulge and “CAGUGN” sequence Y CWGTGY

(IUPAC ambiguous nucleotide code)

°°* Q2 Fig. 2. Terrestrial vertebrate Nramp1 and 2 terminal sequences show structural conservation. A. Database mining for sequence similarity to human NRAMP §

exons (1 and 2, indicated above the multiple sequence alignment by red arrows, NRAMP1, and black arrows, NRAMP2, respectively) showed low level of protein
conservation but consistent with phylogenetic relationships deduced from full-length Nramp sequence analyses (Fig. 1). Notably, the motif YGSI (boxed in red),
which is required for mouse Nramp]1 intracellular targeting to lysosomes [26], is specifically conserved among candidate Nrampl homologs from terrestrial ver-
tebrates but not from two sister-groups of fish (Otocephala including zebrafish, channel catfish, carp and fathead minnow, and Euteleostei); Frog Xt and XI, Xen-
opus tropicalis and X. laevis, respectively. B. Nucleotide sequence alignment of Nramp2 3-UTR IRE (28 nt-long sequence folding as an hairpin with a CWGTGY
apical loop motif recognized by IRP proteins and stabilizing mRNA) identified by BlastN searches using the marsupial sequence [60] as a query against NCBI
databases (Nr, WGS, and dbest), shows conservation in amphibian, reptile and mammals homologs.

The cell line HL-60 was used to model NRAMP1 mRNA
accumulation during days following monocytic and granulo-
cytic differentiation [19]. VitD induced moderate NRAMP1
transcription and relative mRNA stability, compared to mono-
Cytes marker CD14. A DNA fragment extending 600 bp

upstream of NRAMP1 ATG (CA repeat allele 3 and « 237C
variant) enabled transcription of a downstream luciferase
gene in response to myeloid differentiation, which paralleled
NRAMP1 mRNA accumulation, while the promoter fragment
response to 1FN-g was differentiation independent. A shorter

j-micinf.2007.09.006

Please cite this article in press as: Mathieu F. Cellier et al,, Nramp1 phagocyte intracellular metal withdrawal defense, Microb Infect (2007), doi:10.1016/ -

see




—_—

WM T W W N U W B WY = @000 N A R W = O 000 AR W) = OO 00~ N WIS

M.F. Cellier et al. | Microbes and Infection xx (2007) 19 5

DNA fragment (263 bp 5' of NRAMPI ATG), is strongly ac-
tive in non-myeloid background and not upregulated during
myeloid differentiation. NRAMPI mRNA also contains scveral
3’ AU-rich elements (ARE), known to bind proteins that reg-
ulate mRNA stability, such as HuR, which stabilizes NRAMP]
mRNA in differentiated cells [20].

The up-regulation of NRAMPI1 protein expression in pro-
fessional phagocytes implies a specific anti-microbial role
for NRAMPI. Similar constitutive expression of Nrampl in
mouse phagocytes progenitors, circulating neutrophils and
macrophages was reported [3,[0]. So far, relatively limited
conservation was found between the mouse and human ortho-
logs promoter organization and mRNA stabilizing motifs,
Future work is required to better understand the molecular
control of NRAMPI expression and the role of divalent metals
uptake from granulocytes phagosomes.

4. Nrampl limits pathogens survival and growth
within macrophage phagosomes

Before its discovery by positional cloning the mouse
Nrampl gene was designated the locus Bcg/Lsh/Ity, depending
on the intracellular pathogen used to reveal its role (M. bovis
BCG/L. donovani/S. typhimurium, respectively) [1]. The phag-
osome initially formed by membrane enclosing the ingested
microbe is poorly microbicidal and must acidify, gradually ac-
quire and activate digestive enzymes by fusion/fission events
with endomembrane compartments of the endosomal/lyso-
somal pathways. Such phagosome maturation is specifically
blocked or disturbed in naive macrophages by virulent patho-
gens that use diverse strategies.

Metals such as iron (Fe) and manganese (Mn) are elemental
co-factors of numerous proteins involved in essential functions
including respiration, protection against oxidative stress, and
cellular replication. Depending on the microbe physiology,
specific functions in survival, growth and/or virulence may
be affected by the concentration of Fe or Mn ions available
[21]. Export of these essential metals out of the phagosome
could exert pleiotropic effects on microbial metabolism and
ability to perturb the maturation of the phagosome, and the in-
fluence of Nrampl may vary depending on microbes. This hy-
pothesis was demonstrated in two phylogenetically distant
models of professional phagocytes expressing an intracellular,
lysosomal-type Nramp.

Confocal analyses in D. discoideum, showed that NrampB/
1-C-GFP fusion is recruited to the membrane of phagosomes
containing either heat-treated yeasts, co-localizing with the
vacuolar ATPase, Escherichia coli or L. pneumophila [16].
NrampB/1 knockout conferred increased susceptibility to M.
avium and L. pneumophila, which was corrected by constitu-
tive expression of NrampB/1-C-GFP, restoring WT suscepti-
bility to M. avium infection but increasing significantly host
cell resistance to L. peumophila.

The mouse strains and macrophage cell lines commonly
used to study the phagosome maturation process lack a func-
tional Nrampl protein (e.g., CSTBL/6 and J774A.1, respec-
tively). Functional assays designed to address how Nrampl

restricts pathogens growth in mouse primary macrophages
and transfected macrophage cell lines used Mycobacteria, Sal-
monella and Leishmania spp. [3,22].

Slow-growing mycobacteria (M. tuberculosis, M. avium and
M. bovis BCG) block the macrophage phagosome maturation
at an early stage, preventing acidification (below pH 6.5) while
preserving access to endosomal TfR iron, due to specific
molecular interactions between host proteins and phosphoino-
sitides and pathogen-derived glyco-lipids and proteins. Micro-
fluorescence excitation ratio imaging in live cells showed
better acidification of Nramp1™* phagosomes containing indi-
vidual, dually-labeled, M. bovis BCG (pH 5.5), though not
reaching the value of Nrampl™ phagosomes containing inert
particules or dead mycobacteria (pH 5; achieved in Nrampl™
Raw 264.7 transfectants [[,3]). These data indicated that
Nramp| antagonizes the pathogen inhibitory activity, by favor-
ing the phagosome maturation and recruitment of the vacuolar
H*/ATPase, by a yet unknown mechanism. Interestingly, sev-
eral M. bovis BCG genes required for intraphagosomal parasit-
ism, both preventing phagosomal acidification and sustaining
bacterial growth, were identified by transposon mutagenesis
and high throughput sequence analyses [23]. In addition, elec-
tron microscopic approaches revealed that, over time, virulent
M. avium intracellular replication and integrity, and capacity to
inhibit the phagosome maturation, were impaired by Nrampl
expression, which also induced better acidification of the
phagosomal lumen [3]. Hence, both mouse Nrampl and Dic-
tyostelium NrampB/1 naturally antagonize M. avium strategy
for intracellular parasitism of phagocytes.

The Salmonella containing vacuole (SCV) inside macro-
phages interacts transiently with early endosomes but acquires
only a few late endosomal and lysosomal markers, and remains
negative for the transmembrane mannose-6-phosphate receptor
(M6PR) that cargoes soluble acid hydrolases from the trans-
Golgi network to pre-lysosomal compartments | 1,3]. The pres-
ence of a functional Nramp] protein in the membrane of SCVs
enhanced both their accessibility to endosomal vesicles con-
taining fluid phase markers, and the delivery of the M6PR.
But, contrarily to observations with Mycobacteria, Nramp]
did not modulate either SCV pH, between 6.0 and 6.3, or the
recruitment of the late endosome/lysosome marker Lampl.

Intracellular metal depletion using membrane-permeable
Fe chelators could mimic the effect of Nramp! on intracellular
Salmonella by resuming the maturation of the SCV and hereby
inhibiting bacterial growth [3], and S. Typhimurium appeared
sensitive to intracellular metal depletion by overexpression of
Ferroportin |24]. Transcriptome analysis also indicated that
macrophage Nrampl ™'~ phagosomes do not constitute an
iron-limiting environment [25], and proteome analysis re-
vealed that host Nramp1 regulates a novel Salmonella protein
which promotes intracellular growth [26].

5. Nrampl is a cell-autonomous component of host
local metal withdrawal defense

Limited availability of essential metals such as Fe, Mn and
zinc (Zn) is detrimental for cell survival and growth. In
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response to infection, animal organisms withhold endogenous
metals to prevent microbial growth, while induced iron over-
load generally favor microbial replication [27]. Virulent path-
ogens have devised many ways to manipulate host defenses for
their own profit to acquire host iron [28—31|. It is also critical
that the host ensures sufficient supply of metal cofactors for
cellular defense, including key enzymatic redox activities
such as the NADPH oxidase, inducible nitric oxide synthase
(iNOS), and myeloperoxidase. Hence, the suggestion that
Nrampl-mediated resistance to S. ryplimurium and L. dono-
vani does not depend on reactive forms of oxygen and nitrogen
supports its prime role as a first line host defense [22].

Host cells must also prevent redox stress that could result
from increased (redox active) cytosolic Fe pool by tightly
regulating Fe acquisition and distribution {32]. In absence of
infection or inflammation, most Fe taken up by tissue macro-
phages clearing senescent erythrocytes and apoptotic cells is
rapidly recycled through the circulation after export via Ferro-
portin (Fpnl). Following oxidation by ceruleoplasmin (Cp),
Fe** is then loaded on Tf. The remaining Fe fraction is stored
intracellularly after oxidation and inclusion into the ferritin
(Ftn) mineral core, while a small amount remains soluble as
a cytoplasmic pool, which regulates cellular iron homeostasis
through IRP/IRE interactions and Fe containing enzymes.

In response to infection, Fe export is blocked concurrently
with dietary iron uptake, which reduces plasmatic Fe and Tf
levels while Ftn and macrophage stores are increased. Though
high and low MW Ftns (H- and L-Ftn) are normally expressed
in mature tissue macrophages, the ferroxidase active H subunit
is increased in response to infection, resulting in elevated
H-Ftn plasmatic levels [33]. Increased storage capacity in
activated macrophages should enable safe disposal of intracel-
lular Fe.

Measurement of Nrampl-dependent transport at the phago-
somal membrane generated some controversy, discussed in
[1.3,6,22,34]. Current weight of evidence supports the notion
that Nrampl functions similarly to other members of the
Nramp family. Nrampl-dependent Mn>* efflux from phago-
somes of live primary macrophages was monitored by in situ
microfluorescence imaging, using a metal-sensitive and pH-
resistant fluorescent dye (Fura-FF6) covalently coupled to po-
rous zymosan particles, and comparing Nrampl* and
Nrampl~ phagosomes. Adding Mn>* extracellularly after
phagocytosis or using labeled particles quenched with Mn>*
before phagocytosis revealed in both case that Nramp1* phag-
osomes pumped more Mn’* into the cytosol, an activity abro-
gated with the vacuolar ATPase inhibitor bafilomycin,
suggesting that Nramp| transport is pH-dependent.

A similar interpretation was deduced from transport exper-
iments using radiolabeled *’Fe-citrate, NrampB/1* or ~ amoe-
bas, and purified latex phagosome preparations shown by
western blot to be enriched in endo-lysosomal markers, and
NrampB/1 when present [ 16). At external pH 5.5—5.0, temper-
ature-dependent iron influx into phagosomes required the pres-
ence of NrampB/l or NrampB/1-C-GFP; it was reduced by
simultaneous addition of Mg-ATP. Iron efflux was observed
by adding either Mg-ATP or a weak base after iron import

started; in both cases, a reduction in phagosome-associated
*Fe suggested pH-dependent divalent metal efflux, assuming
that the vacuolar ATPase was present and active, as well as
a ferri-reductase. Ferri-reductases were identified in compart-
ments containing Nramp2-1 and/or -1I isoforms 32| suggest-
ing that Nrampl and NrampB/l also require a reducing
activity to obtain Fe’*.

These studies concur with another that correlated cell sur-
face expression of an HA-tagged Nramp] in transfected epi-
thelial cells with time-, temperature-, and proton-dependent
divalent metal uptake (Fe**, Co®* and Mn*"), using metal-
sensitive probes (Calcein and Fura-2, respectively) and radio-
nucleides (5 5Fe, 5"Mn), using ascorbate to reduce extracellular
Fe. Similar results were obtained with Nramp2 similarly HA-
tagged (in the extracytoplasmic loop 7/8), implying that both
Nramps facilitate pH- and proton-dependent divalent metal
uptake into the cytosol [1,3]. In addition, electrophysiological
measurements in Xenopus oocytes expressing the rat Dctl, fish
isoforms Slcl1 B and v, and a yeast Nramp homolog (SMF1)
revealed properties of secondary transporters that use the elec-
trochemical gradient of a driving ion (here proton) to couple
the entry of solute metals, without a strict metal-specificity
or a fixed stoichiometry of cations co-transport [6,34.35].
Lastly, evidence of divalent metal and proton co-transport
was obtained in bacteria expressing the E. coli Nramp ortho-
log, aka proton-dependent Mn transporter, MntH, in whole
cell assays using ICP-MS and a pH-sensitive ratiometric
GFP. Mutations at sites that are invariant in the Nramp family
affected similarly mouse Nramp2 and E. coli MntH transport
activities |3,5]. Thus Nrampl is a multispecific symporter of
divalent metals and protons, whose role in upper vertebrate in-
nate immunity is to restrict access to essential micro-nutrients
within the phagosome.

Fe availability at the site of infection is also restricted by
host soluble proteins among which H-Ftn and two others
secreted by inflamed epithelial cells and neutrophils -as com-
ponents of their specific granules-, Lactoferrin (LF) and Lipo-
calin-2 (Lcn2 aka NGAL or siderocalin) [28.29.33]. The
coordinated expression of humoral factors and phagocytes
intracellular Nrampl, which are both constitutive and up-
regulated in tissues upon sensing infection, probably enables
to rapidly restrict Fe and Mn availability and limit microbial
growth at epithelial surfaces.

6. Integration of host local and systemic metal withdrawal
defense against infection

The immediate local metal withholding defense is generally
followed by a systemic response, which affects the levels of
many plasmatic proteins by regulating their production by he-
patocytes (acute phase response, [36]). Acute phase proteins
(APP) include iron-binding proteins among others involved
in innate response to infection and wound. Both the up-regu-
lation of the hemoglobin (Hb) binding proteins haptoglobin
(Hp) and hemopexin (Hb and hemin scavenger), the iron stor-
age ferritin (L-Ftn), Lcn2, and the copper transport protein Cp,
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and the down-regulation of the Fe transport and delivery pro-
tein Tf, contribute to reduce serum Fe availability.

Interleukin-6 (IL-6) is the major regulator of APPs and it
stimulates host metal withdrawal defense by acting both on
mononuclear phagocytes and hepatocytes. IL-6 induces hypo-
ferremia and hypozincemia [36[. The most important APP for
systemic iron withdrawal is the soluble mediator hepcidin,
which is a Cys-rich b-defensin-like peptide that acts as a hor-
mone limiting serum iron levels. In particular, hepcidin binds
to the membrane Fe exporter Fpnl, triggering down-regulation
of Fpnl protein surface expression, de facto shutting off iron
export at the baso-lateral membrane of the duodenum entero-
cytes, and plasma membrane of erythrocytes recycling macro-
phages (e.g. spleen; liver, Kupffer cells), which then act as the
two primary sites of intracellular storage of excess body Fe
[32,37].

In absence of inflammation, hepcidin levels are controlled
by several regulators (positive, bone morphogenetic protein
isoforms 2 and 4, increased Tf saturation levels, and IL6; neg-
ative, soluble hemojuvelin, hypoxia), which activate hepato-
cytes through the common mediator Smad4-, or hypoxia
inducible factor a (HIFla)-dependent intracellular pathways
that converge to regulate hepcidin gene promoter, and sustain
adequately the body iron demand in different compartments
[32,38—40]. In response to infection, it appears that the
homeostatic mechanisms controlling hepcidin expression and
body iron metabolism are short-circuited due to several
inflammatory cytokines, such as IL-1, -6 and -10, TNFa and
IFNY [36.37]. Thus, chronic infection or inflammation can
induce severe anemia, which is typified by impaired Fe mobi-
lization, increased plasmatic Ftn and low serum Fe and Tf
levels despite high reticulo-endothelial macrophage stores,
which thwart proliferation of erythroid progenitor cells.

Microarray analyses of host and pathogen gene expression
using a (air-pouch) granulomatous model of extra-cellular
infection, showed that an acute phase response was induced
locally, in the hours following infection with an E. coli extra-
intestinal pathogen [41]. Differential gene expression analyses
revealed that bacteria up-regulated functions involved in Fe,
Mn and Zn uptake, while Fe storage and protection against
Fe-dependent oxidative stress were repressed, consistent
with a global response to host metal withholding defense.
Host gene analyses supported the notion of local elicitation
of an acute phase response and hepcidin production {41]. Hep-
cidin expression in professional phagocytes was induced by
bacterial LPS and TLR4-dependent, but independent of IL-1
and IL-6, which are also produced by phagocytes in response
to infection [42—44). Thus, host metal withholding defense
may be more complex and integrated than previously thought.

7. Contribution of Nrampl to macrophage iron
metabolism and activation

Contrarily to TfR/, Fpnl and Nramp2 neither the targeted
disruption of Nrampl, LF nor Lcn2 genes did affect mice
iron status, suggesting that these effectors of local metal with-
drawing defense may not necessarily play a major role in Fe

homeostasis in steady state conditions. Another debated role
of Nrampl is a contribution to erythrocyte heme iron recy-
cling. The main endogenous soluble modulators of tissue mac-
rophage Fe metabolism so far appear to be IL-1, -6 and -10,
TNFa and IFNy, which regulate the expression of Nrampl
and 2-1I [1.3,10], TfR1, H-Ftn and Fpnl, as well as hepcidin,
which interacts directly with Fpnl [32,33|. Further investiga-
tions appear warranted to study in details the regulation of
macrophage functions in Fe metabolism.

Due to its redox properties, Fe is sensitive to reactive oxy-
gen and nitrogen species (ROS: H,0,, 027 * and RNS: NO,
GS-NO), which can produce radicals by redox cycling and
damage cellular constituents. Cells use labile 4Fe-4S
cluster-protein complexes such as the eukaryotic IRPI, or
Fe- and 2-oxoglutarate-dependent dioxygenases (that target
HIFa and IRP2) to sense ROS, RNS and/or hypoxia, and rap-
idly mount an adequate protective response by regulating
coordinately Fe and energy metabolisms [32,45,46). Both in
eukaryotic and prokaryotic cells, NO negatively affects labile
Fe and triggers responses to Fe deficiency. Interestingly, the E.
coli Nramp ortholog MntH is part of the NO and Fe, Fur-de-
pendent regulon [47], suggesting that cytosolic influx of MntH
preferred substrate, Mn>*, which is a much more redox stable
ion, could favor oxidative stress resistance, by modulating
intracellular Mn/Fe ratio [21]. Mn®" uptake systems are spe-
cifically expressed during infection of both plants and ani-
mals, and some transporters were shown to be required for
virulence [48].

Macrophages are probably well adapted to resist Fe-
induced cellular damage since they constitute a major site
for both body Fe transit and storage, and production of
ROS and RNS, which regulate among others, HIFa activity,
cell survival and cytokines secretion [44,49]. Interestingly,
Co®* and Mn**, which are both substrates for Nramp pro-
teins [1,3,6,34] were found to stabilize and activate both
IRP1 and HIFa [50]. Nrampl expression in professional
phagocytes could thus modulate cytosolic Mn>* or Co**
levels and enhance resistance to Fe-based oxidative stress.
But, since activated macrophages express many receptors
to scavenge Fe-rich compounds, Fe influx may predominate.
The issue is complicated by technical problems to measure
cytoplasmic labile Fe and impact of cellular metabolic state
[39.46,51,52].

Hence, the balance of Fe and Mn or Co availability could
affect differentially Nramp1™ and =/~ macrophages sensitivity
to oxidative stress, and because several signaling pathway are
regulated by ROS and RNS, Nrampl transport could also
affect macrophage activation levels |7,17,53—55]. The realiza-
tion that professional phagocytes contribute to increasingly
prevalent immune pathologies, including autoimmune disor-
ders, fueled studies looking for correlation between efficient
innate defense and increased incidence of inflammatory disor-
ders |7.17.55]. An NRAMPI allele conferring higher level of
gene transcription in transfected cells was associated with
both better resistance to mycobacterial diseases and increased
incidence of immune disorders. The underlying mechanism
remains to be established.

Please cite this article in press as: Mathieu F. Cellier et al., Nrampl phagocyte intracellular metal withdrawal defense, Microb Infect (2007), doi:10.1016/

j-micinf.2007.09.006

742
743
744
745
746
747
748
749
750
751
752
753
754
755
756
757
758
759
760
761
762
763
764
765
766
767
768
769
770
771
772
773
774
775
776
771
778
779
780
781
782
783
784
785
786
87
788
789
790
791
792
793
794
795
796
797
798



VN d WiV — O O 00V h W~ 0O W0V~ WUV AR WIN —= O W0V~ WV &HE WIKN —= OO0~ WL £ WK —= O 0 00 WK A Wivw — O O

8 M.F. Cellier et al. | Microbes and Infection xx (2007) 19

8. Evolution of Nrampl as a phagocyte intracellular
defense in terrestrial vertebrates

Prokaryotic MntH proteins function in response to metal-
limited environments and oxidative stress. After transfer to eu-
karyotic cells Nramp gene duplication occurred early in evolu-
tion yielding prototype and archetype Nramp, which both
persisted in species that diverged basally to the Eukaryota
tree (Fig. ). An ancestral role of archetype Nramp in host de-
fense was evoked in studies using amoeba, plants, as well as
several fish species, and is supported by detailed phylogenetic
analyzes [4,13,15,16].

Archetype Nramps in basal metazoans are not closer to
Nrampl or 2 subtypes (Fig. 1). Though only teleost Nramp2
were identified so far, amphibians and reptiles possess both
Nrampl and 2 genes. It seems possible that vertebrate Nramp
parologs resulted from genome-wide duplications that oc-
curred before the divergence of teleosts [S6] and that Nrampl
was lost in teleosts, but maintained during the evolutionary
transition from fish to amphibian. Selective pressure to main-
tain Nrampl function could have involved migration from
marine to terrestrial environment, the development and diversi-
fication of limbs, including bones, muscles and the expansion
of epithelial and endothelial surfaces. Such changes probably
offered novel anatomical niches that could be exploited by
various airborne pathogens, challenging host defenses. Alter-
natively, involvement of Nramp2 dependent Fe uptake in inter-
cellular communication, including neuron NO-signaling
[57.58] might suggest that Nrampl and 2 parologs evolved
more recently, coinciding with emergence of behavior func-
tions in tetrapods [59].

The specific expression of Nrampl in professional phago-
cytes, which are recruited first at sites of infection thus likely
represent an adaptation to defend epithelial and endothelial
surfaces of terrestrial vertebrates, which enabled divergence
in protein intracellular targeting and mRNA stability regula-
tion (Fig. 2). A better understanding of Nramp proteins roles
in phagocytes intracellular metal metabolism and resistance
to pathogens will be an important step in designing improved
therapeutic approaches against selected infectious and im-
mune diseases.
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Article 5

Cet article a dii étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

Solute carrier Il cation symport requires distinct residues in transmembrane helices 1 and
6, Journal of Biological Chemistry (2008) 283, 9651-9658.
doi: 10.1074/jbc.M709906200.

Pour cet article, j'ai participé aux expériences se rapportant aux figures 1
(A,B,D,E), figures 2, 3, 5, tableau 1, figure additionellc 1, 2 (A,B,C), 3E et 4A. J'ai

également participé a la rédaction de ce manuscrit.

Mise en contexte :

Etant donné que l'approche phylogénique nous a permis d'identifier 5 résidus clés
impliqués dans différents aspects du mécanisme d'action d'EcoliA, nous avons
caractérisé les cinétiques de transport du Me? et du H+des 5 mutations (D34G, N37T,
H211Y, N250T et N40IT) a des sites correspondant a des mutations de type Il entre
l'outgroup et la famille Nramp/MntH. L'acide aminé D34 situé dans le premier segment
transmembranaire est nécessaire au couplage du Me®+ et du H+. Les 3 substitutions
d'asparagine en thréonine indiquent que ces sites sont impliqués dans des contacts inter-
hélices en affectant soit le changement de conformation du transporteur (N37T, N250T)
ou bien le Ymax du transport du Me*+/H+(N40IT). Tandis que l'histidine a la position
I-1211, faisant partic du motif MPH situé dans le 6¢c segment transmembranaire, est

requise pour la régulation par le pH du transport du Me?+.

Nous avons également étudié le mécanisme d'action d'EcoliA in vivo et in vitro
en utilisant des vésicules de type RSO (méme configuration que la cellule entiére) ou 1SO
(configuration inversée). EcoliA posséde une asymétrie dans le transport du Cd. Le
transport direct est de type électrogénique, dépendant du potentiel de membrane, du
CaChet d'un donneur d'électrons. Le transport de type inverse semble correspondre & de
la diffusion facilitée. En combinant le marquage des cystéines aux 5 résidus clés et un
modéle structural basé sur I'nhnomologie possible avec la famille de LeuT, nous proposons
que D34 et H211 sont situés & l'intérieur d'hélices discontinues pouvant ainsi délimiter

un canal aqueux.
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SUPPLEMENTARY DATA
This file contains Sup_Fig. legends 1-5, Sup_Methods1-2, Sup_Table 1, and Sup_Figs 1-5.

Sup_Fig. 1. Kinetics of MntH-dependent transport. A) Inhibitory effect of Mn** on MntH-dependent Cd**
transport. Transport of 2.5uM Cd*" ('*Cd*", 60 mCi/umol) was measured using E. coli GR536 cells
expressing MntH-WT at pH 6.5 and 37°C by a quick filtration assay as described in Methods. Initial rates of
transport were determined after 10 s and corrected for unspecific Cd** uptake as determined in the presence

of 10 uM CCCP. Data were fitted to the Cheng-Prusoff equation (Ki= IC50 /[1+(S/Ky;)] using
S~Kn=2.5uM of Cd>*). B and C) Determinations of K o5 and Vy,, of MntH-dependent Cd**-induced H"

transport. Kinetics were deduced by fitting to the Michaelis-Menten equation of intracellular pH fluorescent
measurements monitored after 1000 s (1). Cells harvested after induction of protein expression were

washed and resuspended in citrate-phosphate buffer (pH 4.7-5.7) at an ODggo of 0.2 before addition of Cd**.

Sup_Fig. 2. Functional expression of MntH variants at Nramp family conserved sites. A) Western blot of c-
Myc tagged membrane proteins. B) Disk assay of metal sensitivity of WT and mutant MntH (with or
without c-myc tag, top and bottom, respectively). C) Disk-assay of growth at 42°C of the metallo-
dependent E. coli Ts strain SL93 mntH (2) expressing WT or mutant MntH in the absence (-, no growth; +,
clear lawn; +++, dense lawn) and the presence of FeSO, (diameter (mm) of growth ring around a disk
impregnated with 1M salts). MntH-specific data were obtained by subtracting values observed with mntH
cells containing pBAD as negative control. n.a., not applicable. D). Intracellular acidification of mntH E.
coli cells expressing plasmid encoded MntH-WT or —mutants, and a recombinant pH-dependent ratiometric
GFP, was induced by addition of 100pM Cd** and measured at 520 nm using a dual excitation at 410 and
470 nm as described in Methods.

Sup_Fig. 3. Sidedness of membrane vesicles. A-D) Effect of the proton-motive force (pmf) generated by
respiration. Relative fluorescence (%) was measured using the following membrane potential probes: A)
disC3(5) (1uM, negative inside) with RSOV, B) diBA (1uM, positive inside) with ISOV, and the pH probe
9-AA (9-aminoacridine; SuM, acid inside) with ISOV (C). Arrows indicate injections of 10mM of the
respiratory substrate D-lactate (Lac) as well as K* ionophores, 0.1uM nigericin (Nig, K+/H+ exchange)
and/or 0.1uM valinomycin (Val, K+ ionophore). D) The extent of contamination of vesicle preparations
by vesicle of opposite orientation was evaluated by measuring diS-Cs(5) response to ISOV energization,

and changes in diBA-Cy(5) fluorescence after the energization of RSOV. Cross-contamination of ISOV ©
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+ 5%) was deduced from detection of D-lactate-induced negative inside membrane potential. EF)
Topological orientation of MntH. E) Accessibility of selected residues previously located in extra
membranous regions (predicted loops between TMS6/7 and TMS11/12; 3) was established by F5M labeling
either after (+) or prior to (-) incubation with a charged and large competitor reagent (4-Acetomido-
4’maleimidylstilbene-2,2’disulfonic acid, disodium salt (AmDis, 0.5mM), using the single Cys MntH
mutants R228C (cytoplasmic) and G418C (periplasmic) and RSOV (left panel; top, protein silver staining)
or ISOV (right panel; top, protein Coomassie staining) preparations. F) Metal-dependent H' transport by
intact E. coli DH11S mntH (pGBM6-pH) cells (3) expressing MntH-WT or C-terminally 12TMS-Hisyo
tagged versions of MntH-WT, -R228C and —G418C proteins was measured by dual excitation of

intracellular pH-luorin as described in Methods.

Sup_Fig. 4. Metal uptake by whole cells expressing WT and mutant MntH. A) Influence of Ay on MntH-
WT activity in intact cells. An E. coli mntH mutant lacking the F\F, ATPase, strain PAP3402 [HN594
(malTc Aunc ilv::Tn10 arg his; 4) carrying an F' laclq pro ] AmntH (pBAD-MntH) was used to measure
Mn** uptake in absence of ApH (pHou ~pHin ~7.4). Uptake of 3 pM Mn®>" (*Mn™, 41 pCi mmol™) was
measured for 6 min at 37°C, by a quick filtration assay. Cells were pre-incubated for 3min with metabolic
inhibitors, either uM amount of membrane protonophore (CCCP), to collapse Ay, or mM amount of
arsenate, which depeletes ATP stores, measured using a Luciferase ATP Determination kit (Sigma). Data
represent the mean of at least 2 independent experiments; bars represent SE. B) Disk-assays of bacterial
growth during expression of MntH-WT and MntH variants (12TMS-His) constructs) in the presence of
indicated metals. Cells in exponentially growth phase were plated on top agar and incubated at 37°C for
16h after adding disks impregnated with metal solutions. Mean diameter of cell growth inhibition + SE are

presented (control values obtained with cells harbouring pBAD vector alone were subtracted).

Sup_Fig. 5. LeuT-based SLCI11 structural model. Views from the periplasm (A,C) and the membrane
plane (B,D,E) of a complete representative SLC11 model (A,B, ModBase entry Q9RPF2
[MNTH2_PSEAE]), a selection of sites representing candidate type II evolutionary rate-shifts (C,D,
corresponding to residues that are conserved in the SLC11 family and matched by different residues, also
conserved in the outgroup), or its superimposition on the SLC6/LeuT template structure (E; 5). The color
code used to identify the TMS (A-D) is indicated (Box) and their inverted symmetric disposition outlined
(A). The SLC11-specific anti-parallel motifs [D P G] (including Asp® in red) and [‘H P M’] (including
His®'"" in blue) form “extended peptide/TM helix1b” and “TM helix6a/extended peptide” boundaries. The
SLC11-specific Asn residues in TMS 1, 7 and 11 (Asn®*” ") are shown in green (C,D). Viewed from the

21

periplasm the cations binding sites (Asp™ and His®"') appear central and close to each other, lining a water-
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accessible cavity (A, C), and buried at similar depth within the hydrophobic core in views from the

membrane plane (B,D).
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Sup_Meth. 1. MntH solubilization and purification. RSOV or ISOV containing given MntH 12TMS-His,
constructs served as starting material for solubilisation and purification. Membrane vesicles were
solubilized at a protein concentration of 5Smg/mL in 0.1M Pipes-MES, pH 7.5/20% glycerol/IM NaCl (P
buffer) with 2% (w/v) n-dodecyl B-D-maltoside (DDM) for 1 hour at 4°C or 0.8 % (w/v) cetyltrimethyl-
ammoniumbromide (CTAB) for 30min at 30°C. The soluble fraction was collected as the supernatant after
ultracentrifugation (106,000 x g; 1hour) and incubated for 3 hr at 4°C in presence of Ni-sepharose (GE
Healthcare, Baie d’Urfé, Qc) and 20mM imidazole. Batch purification was performed with three sequential
ImL washes in P buffer containing 20, 40 and 100 mM imidazole, respectively. Elution was performed

using 40pL of P buffer containing 250mM imidazole.

Sup_Meth. 2. Electrogenicity of MntH forward transport in vitro. Fluorescent data acquisition began
following addition to MntH-WT RSOV incubated in 0.1 M Pipes/Mes pH 7.5, 0.1 M KCl and 10 mM
CaCly, of (see below, 1) the Ay sensitive fluorescent probe diSC3, (2) asc, (3) PMS, and (4) nigericin,
which yielded the baseline level of fluorescence intensity corresponding to Ay, (a), before adding (5) 100
pM Cd**, which resulted in a variation of the fluorescence level detected depending on MntH activity
induced by Cd*" addition (), and (6) valinomycin, which collapsed Ay (c). Electrogenicity of Cd**

transport was deduced form the mean of the ratio (c-a/b-a).

diS-C3(5) fluorescence

a

0 5 10 15 20 25 30
Time (min)
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Supplementary Table

Sup_Table I. Sequence of the oligonucleotide primers used in this study

Wild type A 1 G Y I D P G N F A
5> G GCG ATT GGT TAT ATC GAT CCC GGT AAC TTT GCG
D34E 5> GGCC ATT GGT TAT ATC GAG CCC GGT AAC TTT GC
D34C 5> GGCC ATT GGT TAT ATC TGT CCC GGT AAC TTT GC
Wild type G Y 1 D P G N F A T N 1 Q

5’ GGT TAT ATC GAT CCC GGT AAC TTT GCG ACC AAT ATT CAG GC

N37Q 5 C GATCCC GGT CAG TTT GCG ACC A
N37C 5" GGT TAT ATC GAT CCC GGT TGC TTT GCG ACC AAT ATT CAG GC
Wild type A T I M P H V I YL H S S
5> GCG ACG ATT ATG CCG CAT GTG ATT TAT TTG CAC TCC TCG C
H211C 5> GCG ACG ATT ATG CCG TGT GTG ATT TAT TTG CAC TCC TCG C
Wild type T 1 A G F V N L A M M A
5> GACTATT GCC GGT TTT GTC AAT CTG GCG ATG ATG GCT AC A
N250T 5> GACTATT GCC GGT TTT GTC ACA CTG GCG ATG ATG GCT AC
N250Q 5 CT ATT GCC GGT TTT GTC CAG CTG GCG ATG ATG GCT
N250C 5 ACTATT GCC GGT TTT GTC TGT CTG GCG ATG ATG GCT AC A
Wild type v L VvV vV AL N I WL L V G

5’GTG CTG GTC GTG GCG CTG AAT ATC TGG TTG TTG GTG GGG

N401Q 5’ G GTC GTG GCG CTG CAG ATC TGG TTG TTG GTG GGG
N401C 5’GTG CTG GTC GTG GCG CTG TGT ATC TGG TTG TTG GTG
Wild type P T S 1 A G F F G D H

5> G CCA ACT AGT ATC GCC GGA TTC TTC GGC GAT CATC
G418C 5’ G CCA ACT AGT ATC GCC TGC TTC TTC GGC GAT CATC
R228C Appeared fortuitously, codon change CGT to TGT
MntH Stul 3’ 5> AAC TAC AGG CCT AAC GCC GTC CCC ACC
Casei TM5’ 5’ CCT TAA AGG CCT GCC AAC TAG TAT CGC CGG ATT
Casei TM 3’ 5’ TCG TCT AGA TAG ATCTTG CTTTCG CCTCTTT
12 TMS-Hisyo 5’ GAC TCT AGA TGT GAT GGT GAT GGT GAT GGT GAT GGT GAT

GAG ATC TTG CTT TCG CCT CTT TTT C

* sequence of site directed mutated codons is indicated in bold
Restriction sites are underlined
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1. Choix d’un épitope pour permettre la détection et Ia purification d’EcoliA

Avant de débuter la caractérisation in vitro d’EcoliA, nous avons dii optimiser la
procédure pour surexprimer et purifier MntH en introduisant différents épitopes aux
extrémités N-terminale (Hiss-Enterokinase, His o, HAT, T7 et Strepll tag) et C-terminale
(c-myc, Hisg-myc) afin de faciliter sa détection et sa purification. La purification par
chromatographie d’affinité (sur colonne de Nickel) est peu favorable lorsqu’une queue
poly-histidine se retrouve dans un environnement oxydant, le périplasme (Rahman et al,
2007). Nous avons donc décidé d’introduire a I’extrémité C-terminale un douziéme
segment transmembranaire dérivé de I’homologue MntH Lactococcus casei, suivi d’un
¢pitope Hisio. En regardant le niveau d’activité, vis-a-vis du métal et du proton, ainsi que
le niveau d’expression d’EcoliA, la présence du 12° segment transmembranaire-Ilis,q, est
apparue bien tolérée et présentait un bon niveau d’activité et d’expression de la protéine a
la membrane. De plus, le groupe du Dr. Baldwin a mis sur pied une procédure pour
permettre la purification des protéines membranaires en se basant sur leur topologie en
utilisant EcoliA comme modéle pour les protéines possédant 11 segments
transmembranaires (Rahman et al, 2007). Cette procédure utilise la topologie prédite
pour planifier 'insertion d’épitopes aux endroits les plus susceptibles de permettre la
surexpression et la purification des protéines membranaires, soit aux extrémités N- ou C—
terminus situées du coté cytoplasmique. Ces résultats confortent nos résultats qui
démontrent que EcoliA est peu tolérante 4 I’introduction de différents épitopes a ses deux

extrémités.

2. Etude fonctionnelle des résidus correspondant a des mutations de type II entre

Poutgroup et Nramp/MntH

Pour faciliter I’identification des résidus potentiellement impliqués dans le
mécanisme d’action (symport Me*/H") des protéines appartenant a la famille
Nramp/MntH, nous avons utilisé une approche phylogénétique qui se base sur I’évolution
des séquences en calculant les taux de substitution a des sites spécifiques. Par exemple,

les résidus spécifiques d’un groupe & une position donnée peuvent refléter une divergence
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structurale et/ou fonctionnelle. Selon cette hypothése, les sites les plus conservés dans
chacun des groupes mais correspondant a des résidus qui différent entre ces groupes
doivent correspondre a des contraintes structurelles ou fonctionnelles différentes. Ce type
de substitution correspond & des mutations de type I1. Cette approche nous a permis
d’identifier 5 résidus transmembranaires qui sont invariants dans chacun des groupes de
la famille Nramp/MntH et I’outgroup mais qui différent entre ces groupes. Chacun de ces
résidus a €té substitué par celui présent dans I’outgroup (échange réciproque) soit :
D34G, N37T, H211Y, N250T et N401G. Des substitutions dites plus conservatives ou
d’échange pour une cystéine ont également été effectuées a chacune des positions

(D34N-E-C, N37V-D-Q-C, H211A-R-C, N250Q-C et N401T-Q-C).
3. Transport de type symport par EcoliA

L’analyse du transport du H" dépendant du métal, mesuré a I’aide de la pHluorin,
nous a permis de démontrer pour la premiére fois le co-transport de type symport (Me*"et
du H") par un homologue bactérien de la famille Nramp/MntH. De plus les résidus
correspondant a des sites spécifiques de la famille Nramp ont un impact majeur sur le

symport (Me*"/H"), particuliérement les résidus aux positions D34 et H211.
4. Caractérisation cinétique et thermodynamique du transport via EcoliA

La majorité des études portant sur EcoliA utilisent des approches de
complémentation et de toxicité reliées au métal pour mesurer Iactivité vis-a-vis des
cations divalents (Courville et al, 2004). A ce jour, aucune étude ne porte sur les
cinétiques du transport du Me®*" et du H". Nous avons donc décidé d’effectuer ces
caractérisations en utilisant le Cd comme substrat car il est substrat universel pour les
membres de la famille Nramp et démontre une sensibilité accrue pour mesurer I’entrée du

H" dépendante du métal mesurée a I’aide de la pHluorin. Les données cinétiques 4 pH 6.5

et 7.5 indiquent que le H" augmente 1’affinité apparente d’EcoliA vis-a-vis du Cd (Kgg :
2.6uM (pH 6.5) & 9.1uM (pH 7.5)). Cependant la vélocité maximale (Vimay) augmente a
pH basique (pH 7.5; tableau 1 de Iarticle 5). En mesurant I’entrée du H dépendant du
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Cd**, on observe I’inverse, c’est a dire qu’a pH acide il y a une plus grande acidification
intracellulaire via EcoliA. Ces données montrent que le transport via EcoliA est similaire
a I’homologue Nramp2, ou le H" augmente I’affinité du transporteur pour le Me*", et que
le pH modifie la stoechiométrie de Nramp2 en favorisant I’entrée de H' & pH acide
(Mackenzie et al, 2006). Cette entrée de protons pourrait viser a limiter I’accumulation de
métaux a I’intérieur de la cellule (Sacher et al, 200 [). Comme le transport du Me?* et du
H" semble étre relativement similaire entre homologues, EcoliA constitue donc un bon

modele pour étudier le mécanisme d’action de la famille Nramp.
3. Effet des substitutions entre ’outgroup et EcoliA
D34

Cet acide aminé est situé dans le 1* segment transmembranaire et fait partie du
motif invariant DPGN. Toutes les substitutions effectuées a la position 34 d’EcoliA ont
démontré le méme effet soit de permettre une légére entrée de Cd sans variation de pH
intracellulaire dépendante du Me®*, méme en présence de 1mM de Cd. Le mutant D34
affecte également I’affinité du transporteur vis-a-vis du Cd (tableau 1 de I’article 5). Le
fait qu’on n’observe aucune modification significative du Ay en vésicules RSO confirme
que cette position est impliquée dans le couplage du H' et le transport du Cd*". La faible
€lectrogénicité in vitro correspondrait donc a I’absence de transport du H". Les deux
approches indépendantes (in vivo et in vitro) prouvent que la position D34 est impliquée
dans le couplage du H'. Cette position semble interagir directement avec le substrat. Ce
mutant ne démontre aucune différence dans I’énergie d’activation (Ea) du transport de
cd* comparé a la protéine sauvage. Une augmentation de I’énergie d’activation
correspond a4 une mutation affectant vraisemblablement un aspect du changement de
conformation. Deux autres études démontrent également que des substitutions a cette
position chez EcoliA (Haemig & Brooker, 2004) et Nramp 2 (Lam-Yuk-Tseung er al,
2003) affectent grandement I’entrée des cations Mn, Co et Fe. L’ensemble de ces travaux

indique que cet acide aminé est essentiel pour le bon fonctionnement des membres de la
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famille Nramp/MntH (EcoliA et Nramp2), et nos données permettent de proposer un réle

central dans le couplage du transport Cd**/H".
N37

Cette position fait également partie du motif DPGN. Contrairement 4 D34, les
substitutions a la position N37 permettent ’accumulation des cations et du H' mais

uniquement en présence de ImM de Cd (figure 4 de I’article 2). Malgré le fait que N37T
posséde une affinité réduite et dépendante du pH ( Kég 15uM, pH 6.5) vis-a-vis du Cd

(tableau 1 de I’article 5), ce mutant augmente |’énergie d’activation du transport de Cd**
ce qui implique un réle possible de N37 lors du changement de conformation (figure 1 de
I’article 5). Donc le role sur le Me**/H" doit se faire indirectement en limitant les liaisons
a proximité de D34 et G36, deux résidus cruciaux pour le mécanisme d’action de MntH
(Cohen ef al, 2003; Haemig & Brooker, 2004). Les mutations obtenues aux positions D34
et N37 ainsi que celles obtenues chez Nramp2 indiquent clairement que le motif DPGN,
situé€ dans le premier segment transmembranaire, est un élément clé pour le transport des

H*/Me?,
H211

Cette histidine est située dans le segment transmembranaire 6 et fait partie du
motif MPH conservé dans les homologues Nramp/MntH. Les différentes mutations
démontrent un bon niveau d’activité vis-d-vis du Cd & pH acide. Ce résidu est impliqué
dans la régulation du transporteur vis-a-vis du pH. La mutation H,;,Y démontre un Kgg
supérieur 3 EcoliA (4.4 vs 2.5 puM respectivement) a pH 6.5, cependant 3 pH 7.5 on
observe une activité similaire au contrdle négatif (vecteur seul, souche AmntH, tableau |
et figure 5 de Particle 5). La mutation correspondante pour Nramp2 (H267A) démontre
un impact similaire ou le transport de métaux peut étre restauré a pH acide (pH 5.0-6.0)
(Lam-Yuk-Tseung et al, 2003). Ces résultats impliquent un rdle pour ce résidu invariable
chez les homologues Nramp/MntH dans le mécanisme d’action du transporteur et la

régulation par le pH du transport des métaux.
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N250

Cette position se situe & I’intérieur du 7° segment transmembranaire. Bien que ce
mutant N250T démontre une cinétique vis-a-vis du Cd trés similaire 4 H211Y 4 pH 6.5,
son activité a pH alcalin est similaire & EcoliA & I’exception de la Vinax qui est largement
diminuée (tableau I de I’article 5). Cependant ce résidu semble plutdt étre impliqué dans
les interactions inter-hélices lors du changement de conformation car il posséde une
¢nergie d’activation similaire a la mutation N37T et supérieure a EcoliA vis-a-vis du Cd

etdu H'.
N401

Cette position est située dans le 11° et dernier segment transmembranaire
d’EcoliA. Les différentes mutations effectuées a cette position montrent que I’échange de
ce résidu interfére principalement avec les Vi du co-transport Me®*/H*. Des
substitutions par des petits acides aminés (G, et C) semblent favoriser le phénomeéne de
fuite du H”, en absence de métal (figure 4 de Iarticle 2). Ce type de phénoméne a été
mesuré électrophysiologiquement pour la protéine de type sauvage Nramp2. La cinétique

de transport du Cd via EcoliA N401T supporte cette hypothése. A pH 7.5 ce mutant
démontre un K§§ et Vimax similaire & EcoliA, cependant a pH acide on observe une

diminution du Vi (7.7 vs 13.4 nmol/min; tableau 1, article 5). En présence de Cd,

I’entrée du H" est augmentée a pH acide.

L’approche phylogénétique a permis d’identifier certains résidus impliqués dans
le mécanisme d’action de la famille Nramp/MntH en affectant soit le transport du Me2+,
du H' ou bien les deux. Les données obtenues supportent I’hypothése que les résidus
conservés et invariants entre I’outgroup et la famille Nramp/MntH correspondent a

I’émergence fonctionnelle de cette famille.

6. Asymétrie du transport via EcoliA
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Pour étudier I’asymétrie fonctionnelle du transport du Cd, nous avons mesuré le
transport d’EcoliA a Iintérieur de vésicules de type RSO et ISO. Dans ces préparations
membranaires, la protéine se retrouve soit dans sa conformation native ou dans une
orientation inversée respectivement. Les résultats présentés dans I’article 5 démontrent
une asymeétrie du transport du Cd car le transport direct (““forward’’; RSO) est stimulé
par le CaCly, en plus d’un donneur d’électrons extérieur (PMS ascorbate étant
Poptimum). Le transport du Cd dépend également du Awy; car en présence de
valinomycine, de CaCl,, de PMS ascorbate et de K extravésiculaires, EcoliA est

incapable d’accumuler le Cd.

Comparativement au transport “‘forward’’ via EcoliA (RSO), I'accumulation en
mode inverse semble plutdt correspondre a de la diffusion facilitée car il est indépendant
du CaCl,, de donneurs d’électrons, et en éliminant totalement le gradient électrochimique
du H" en présence de CCCP (0.1mM), ou de nigéricine et valinomycine simultanément,
on observe encore un niveau d’activité similaire a celui en présence de force proton

motrice (figures 2 et 3 de Iarticle 5).

Ces résultats sont en faveur de I’hypotheése d’une asymétrie lors du transport de
Cd via EcoliA. Et de plus les données obtenues en présence de nigéricine mesurant
I'impact de Iactivité d’EcoliA sur le Ay en présence de PMS ascorbate indiquent que
EcoliA est de type électrogénique (dépolarisation du Ay en présence d’EcoliA et du Cd;
diminution du Ay; intérieur moins négatif) correspondant & un transport de charges
positives (H") vers Iintérieur. Un mutant empéchant le transport du H' (D34G) ne
démontre aucune dépolarisation de la membrane en présence du Cd, ce qui suggére que

I’électrogénicité de MntH résulte en majeure partie du transport du H'.
7. Role du CaCl,
Le transport du Cd en RSO est strictement dépendant du CaCl, avec un optimum

a une concentration de 6mM et une source d’énergie (donneur d’électron perméable i la

membrane). Une dépendance apparemment similaire a été également observée au début
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des années 70 ol le transport de Mn a I’intérieur des vésicules RSO d’E. coli énergisées
était dépendant du CaCl, (Bhattacharyya, 1970). Le CaCl, ne peut étre remplacé ni par le
SrCl; ou le MgCl,. Par la suite nous avons voulu vérifier si le Ca>* n’avait pas un impact
sur la cinétique du Cd. Nos données indiquent que I’ion Ca*™ module Paffinité du
transporteur EcoliA car, en présence de concentrations suboptimales de Ca®* (0.6 et

60mM), les valeurs apparentes vis-a-vis du Cd sont diminudes.

Certains groupes proposent une relation possible entre la famille Nramp et le
calcium. L’année derniére, le groupe du Dr. Snyder mentionnait que Nramp2 serait
activée via la protéine Dextras| et PAP7. Ces deux protéines sont activées par I’ion Ca*'
provenant des récepteurs de glutamate de type NMDA (Cheah et al, 2006). De plus, une
étude portant sur la mutation spontanée G185R de Nramp2 suggére que cette substitution
augmente la perméabilité du Ca®" via Nramp2 G185R, suggérant ainsi que Nramp2
GI85R serait un canal a Ca™ en présence d’un potentiel de membrane d’une valeur de -
130 mV (Xu ef al, 2004). Ces études semblent suggérer un certain role de I’ion Ca®* sur
les homologues Nramp2 et EcoliA cependant aucune donnée ne mentionne si le Ca*
module directement le transporteur en interagissant avec ce dernier. Bien que ces
résultats n’expliquent pas le role du Ca®", ces différentes données incitent a approfondir

d’avantages I’importance du Ca®" sur les homologues Nramp/MntH.

8. Accessibilité des substitutions cystéines aux sites spécifiques entre ’outgroup et la

famille Nramp

La substitution de chacun des résidus strictement conservés mais différents entre
Poutgroup et Nramp/MntH par un résidu cystéine, nous a permis de vérifier
Iaccessibilité de chacune des positions en utilisant le réactif fluoresceine 5 maléimide et
comme agent bloquant le NEM ou I’AmDis. Le protocole que nous avons mis au point
nous permet de discriminer entre les résidus exposés du coté périplasmique (accessible
aux 3 réactifs), dans un environnement lipidique (non accessible au NEM in situ et
seulement accessible au FSM aprés solubilisation en présence du détergent dénaturant

CTAB; Cétyltriméthyl ammonium Bromide). Les résidus situés dans un canal aqueux
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sont généralement accessibles au NEM et au FSM apres solubilisation en présence du
CTAB tandis que les résidus situés du coté cytoplasmique sont accessibles au NEM et
F5M aprés solubilisation aux détergents non-dénaturants DDM (n-dodécyl-$-D-
maltoside). Nous avons choisi le DDM car il s’agit d’un détergent de type anionique qui
est largement utilisé dans la solubilisation des protéines transmembranaires (Kashino,
2003). Tandis que le CTAB est un détergent chargé positivement et reconnu comme étant

de type dénaturant pour les protéines transmembranaires.

L’accessibilité des cystéines aux positions D34, N37, H211, N250 et N401 est
généralement en accord avec le modéle topologique basé sur EcoliA ainsi que sur
I’implication fonctionnelle des résidus. C'est-a-dire que D34C et H211C sont accessibles
au NEM et non au réactif chargé et imperméable, AmDis. Ces données indiquent que ces
positions peuvent étre situdes dans un canal aqueux et non du coté périplasmique, ce qui
renforce les données fonctionnelles montrant que ces résidus sont impliqués directement
dans le symport Me’"/H*. De plus, D34C est également accessible & la fluoresceine 5
maléimide en marquant directement les vésicules, ce qui indique que cette position fait
partie d’une cavité aqueuse large (article 5). Les mutations N37C et N250C ne sont pas
accessibles au petit réactif NEM (article 5). Ce qui suggere que ces positions sont situées
soit dans un environnement lipidique ou bien dans un endroit restreint a proximité
d’autres segments transmembranaires. Ces résultats sont conformes avec I’implication
des résidus N37 et N250 dans des contacts inter-hélices lors d’un changement de
conformation. Un résultat inattendu fit que N401C n’est pas accessible a la fluoresceine
5 maléimide méme aprés dénaturation a I’aide du détergent dénaturant, CTAB. Cette

position pourrait étre enfouie a I’intérieur du faisceau d’hélices d’EcoliA.

9. Modéle 3D pour la famille Nramp/MntH basé sur LeuT

La bonne adéquation entre les données fonctionnelles et structurales recueillies
pour les sites étudiés nous a permis d’évaluer différents motifs structuraux obtenus par
“‘homology modelling’’. Pour les modéles possibles pour la famille Nramp/MntH (CIC,
GIpT, EmrD et LeuT), uniquement ce dernier présente une architecture 3D en accord

avec notre modéle topologique et également avec les données obtenues sur I’accessibilité
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des cystéines et les résultats d’études fonctionnelles. Le modéle suggere que les segments
transmembranaires | et 6 correspondent a des hélices discontinues anti-paralléles pouvant
délimiter le canal aqueux. Les résidus D34 et H211 situés au centre de ces segments
transmembranaires | et 6 respectivement sont accessibles au petit réactif sulphydryl
NEM indiquant que ces résidus peuvent faire partie du canal aqueux et étre impliqués
dans la translocation du Me** et/ou du H'. Le modéle indique également que les résidus
N37, N250 et N401 font face a des segments transmembranaires a proximité, ce qui
indique que ces résidus peuvent étre impliqués dans des interactions inter-hélices (figure

4 et figure additionnelle 5, de I’article 5).

10. Problématique et perspective

La compréhension du mécanisme d’action d’une protéine transmembranaire

comme EcoliA requiert une connaissance de sa structure et des résidus impliqués dans le
2 \ . 2 . . 7

co-transport Me*"/H". Aprés avoir obtenu un modéle topologique, la prochaine étape est

d’élucider le mécanisme d’action et identifier les résidus impliqués dans ce mécanisme.

Les résultats de cette étude indiquent que le transport ‘‘forward’” du Me®" est
dépendant du Ay et que le H™ augmente I’affinité d’EcoliA vis-a-vis du Cd. Cependant le
transport en mode inverse semble plutdt correspondre a de la diffusion facilitée. Les
données obtenues sur le mécanisme d’action sont en accord avec le modéle cinétique
obtenu en caractérisant Nramp2 dans des ceufs de xénope. Les mutations de type I entre
outgroup et Nramp/MntH pourraient constituer une signature de 1’émergence
fonctionnelle des protéines Nramp. Le résidu H211 posseéde la méme importance chez
Nramp2 et EcoliA. La protéine MntH d’E.coli est donc un excellent modéle pour étudier
le mécanisme d’action des membres de la famille Nramp/MntH. Le transport dans les
vésicules indique que le transport est dépendant du CaCl,, de donneur d’électrons et du
Ay,

L’approche phylogénétique ouvre des perspectives intéressantes afin d’identifier
les résidus impliqués dans le mécanisme d’action soit directement soit par des

interactions inter-hélices. La prochaine étape sera de caractériser le transport d’EcoliA a
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I"intérieur de protéoliposomes pour vérifier si elle agit seule ou en tant que dimére, si elle
possede un niveau d’activité similaire que dans les vésicules RSO et 1SO et sj le CaCl,
interagit directement avec EcoliA. Comme le délai avant d’obtenir un cristal de bonne
qualité pourrait étre long pour un homologue Nramp/MntH, il est raisonnable d’utiliser
en premiére approximation le modéle basé sur LeuT et la mutagenése par introduction de
cystéines pour étudier systématiquement chacune des positions dans les hélices | et 6 qui

Jouent un réle crucial dans le symport du Me>*/H".

A TP'aide des mutants cystéines obtenus et d’un modéle pour la structure
tridimensionelle de MntH, il serait envisageable d’observer le changement de
conformation lors du transport du Cd par spFRET ‘‘single molecule Fluorescent
reasonance energy transfer’’ en marquant deux cystéines a I’aide de deux sondes
fluorescentes et d’observer le transfert de fluorescence d’une sonde & [I’autre

correspondant aux changements de conformation de Mntll.




AVANCEMENT DES CONNAISSANCES




139

Mes études doctorales ont permis de démontrer pour une premiére fois le
mécanisme de type symport pour un homologue bactérien MntH/Nramp. Nous avons
¢galement appliqué une approche phylogénique pour I’étude fonctionnelle des protéines
MntH. Cette approche a permis d’identifier pour la premiére fois le couplage du Me?* et
du H" et d’identifier des résidus clés impliqués dans le mécanisme d’action qui pourrait
correspondre a I’émergence fonctionnelle des membres de la famille Nramp/MntH. Ces
résidus dans EcoliA: D34, N37, 11211, N250 et N401, sont tous prédits comme étant
situ€s a I’intérieur de segments transmembranaires. Chacun de ces résidus a été substitué
par celui présent dans I’outgroup, la plus proche famille protéique sans faire partie de la
famille Nramp. Nous avons caractérisé fonctionnellement, in vivo et in vitro, I’activité
des différents mutants vis-a-vis du Me®" et du H* 4 ces positions. Chacune de ces cing
positions affectent différents aspects du mécanisme d’action de MntH, en altérant soit le
transport du Me** et du H* pour D34; en limitant les changements de conformation, N37
et N250; I'implication dans la régulation du transport par le pH, 1211 ou bien en

modifiant la vélocité du transport vis-a-vis du Me?" ou du H* N401.

Nous avons également débuté I’étude du mécanisme d’action in virro d’EcoliA en
utilisant pour la premiére fois, chez un homologue Nramp, les vésicules membranaires de
type RSO et ISO. L’étude du transport comparatif entre ces 2 types de vésicules nous a
permis de démontrer I’asymétrie du transport du Cd via MntH. Le transport (de type
“forward”) est dépendant du potentiel membranaire, du calcium et de donneurs
d’électrons, tandis que Iactivité en mode inverse semble correspondre a de la diffusion

facilitée car I’accumulation du Cd observée était indépendante de la force proton-motrice.

Nous avons, de plus, adapté une procédure pour permettre de vérifier
I"accessibilité, vis-a-vis de différents réactifs sulphydryles, de sites substitués par une
cystéine chez EcoliA. Cette approche indique que seuls les résidus aux positions D34 et
H211 sont situés dans un canal aqueux et peuvent étre impliqués dans la translocation du
Me®" et du H'. Nos résultats permettent pour une premiére fois de supporter et

d’identifier un modeéle structural 3D de la protéine EcoliA basé sur la famille LeuT.
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