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Resume 

Abc3, UN TRANSPORTEUR VACUOLAIRE EXPRIME EN CARENCE DE FER 

CHEZ LA LEVURE A FISSION. 

Par M. Benoit Pouliot i 
Departement de Biochimie 
Universite de Sherbrooke 

Memoire presente a la Faculte de Medecine et des Sciences de la Sante 
en vue de l'obtention du grade de Maitre es sciences (M.Sc.) en Biochimie 

16avril2010 

De nombreux processus metaboliques necessitent la presence de fer en tant que 

cofacteur. Paradoxalement, la surabondance en fer peut contribuer a la formation de derives 

oxygenes hautement reactifs qui sont toxiques pour la cellule. Ceci fait en sorte que sa 

concentration intracellulaire doit etre finement regulee. Chez la levure a fission, 

Schizosaccharomyces pombe, plusieurs mecanismes participent a l'etablissement de 

l'homeostasie du fer. Parmi ces mecanismes, on y retrouve des proteines de transport du fer a 

la surface cellulaire, ainsi que d'autres responsables de la sequestration de l'ion a l'interieur 

de la vacuole. Un role pour la vacuole consiste a emmagasiner le fer afin de detoxifier la 

cellule s'il est trop abondant. Du meme coup, la vacuole sert de reservoir qui pourra redonner 

le fer plus tard a la cellule si cette derniere croit en condition de rarete pour cet element. La 

voie par laquelle le fer peut ressortir de la vacuole n'a cependant pas encore ete identifiee. 

L'objectif de cette etude est d'identifier le transporteur responsable du relachement 

du fer de la vacuole vers le compartiment cytosolique. Nos recherches ont permis d'identifier 

un candidat, un transporteur transmembranaire de type ABC (ATP binding cassette) nomme 

Abc3, dont l'expression augmente de 16.9 fois en carence de fer selon des etudes 

comparatives par biopuces a ADN. 



Tout d'abord, l'etude de la regulation du gene abc3+ a ete effectuee selon la presence 

ou non de fer dans le milieu de culture. L'expression du gene abc3+ a ete comparee avec 

d'autres genes codant pour d'autres proteines de la meme famille. Seul le gene abc3+ a 

montre une expression variant selon le statut en fer. II est reprime en presence de fer et active 

en carence de ce dernier. Par la suite, des elements en cis du promoteur abc3+ pouvant etre 

responsables de la regulation selon le statut en fer ont ete analyses. Parmi ces derniers, nous 

avons demontre que seul 1'element de regulation le plus pres du cadre de lecture est 

fonctionnel permettant la repression du gene abc3+ en presence de fer. Un essai fonctionnel 

permettant de montrer 1'importance de la proteine Abc3 a ete mis au point. Ainsi, une souche 

nulle pour le gene abc3+ montre une perte de croissance en presence de cerulenine, un 

antibiotique qui inhibe la biosynthese des acides gras. La souche abc3A mutante est 

egalement sensible a la presence du chelateur de fer, le 2,2-dipyridyl (Dip), lorsque le 

systeme de transport de surface constitue de Fiol et de Fipl est inactive. Une proteine Abc3 

portant une etiquette fluorescente exprimee sous le controle du promoteur endogene abc3+ a 

permis de localiser la proteine Abc3-GFP au niveau des vacuoles en carence de fer. Des 

analyses de profils transcriptionnels ont indique que l'expression forcee du gene abc3+ en 

presence de fer active le represseur Fepl. La surexpression du transporteur Abc3 libererait 

plus de fer de la vacuole ce qui aurait pour effet d'activer Fepl, resultant en la repression de 

la transcription des genes impliques dans 1'acquisition du fer a la surface cellulaire. 

Les resultats obtenus sur Abc3 suggerent fortement que cette proteine pourrait etre 

impliquee dans 1'exportation du fer de la vacuole vers le cytoplasme de la levure lorsque 

cette derniere croit en carence de fer. 

Mots clefs : homeostasie du fer, transporteur ABC, proteine transmembranaire vacuolaire, 
regulation transcriptionnelle, Schizosaccharomyces pombe. 
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Introduction 

1. L'homeostasie du fer 

Le fer est un element essentiel pour la grande majorite des organismes. Le fait que le 

fer puisse se retrouver sous deux etats electroniques lui confere une propriete importante qui 

lui est propre. On retrouve le fer sous la forme ferreuse (Fe2+), qui est un accepteur 

d'electron, et sous la forme ferrique (Fe3+), qui est un donneur d'electron.' Cette capacite a 

echanger des electrons fait en sorte que le fer se retrouve implique en tant que cofacteur pour 

de nombreuses reactions enzymatiques. II peut etre coordonne directement par certains 

acides amines ou faire partie de complexes tels les centres fer-soufre (Fe-S) et le groupement 

prosthetique heme. Les metalloenzymes fer-dependantes peuvent etre impliquees dans 

diverses reactions, incluant des reactions d'oxydoreduction, de fixation de l'oxygene ou de 

transport d'electrons (Hediger et al, 2002). 

Les organismes doivent surmonter deux obstacles afin d'utiliser correctement le fer 

qui lew est indispensable. Tout d'abord, bien que le fer soit un element que Ton retrouve en 

abondance dans l'environnement, sa biodisponibilite est tres limitee (Kosman, 2003). En 

effet, seule la forme ferreuse (Fe ) est assimilable. Dans des conditions physiologiques ou 

l'oxygene est present, le fer se retrouve a l'etat ferrique (Fe3+) et genere des polymeres 

d'hydroxydes de fer qui sont insolubles (Hediger et al, 2002). Afin de solutionner ce 

probleme, les organismes possedent des mecanismes qui rendent possible 1'absorption de fer 

dans leur milieu. Certains de ces mecanismes seront decrits dans les sections suivantes. 

Le second obstacle est la toxicite cellulaire du fer lorsque sa concentration est trop 

elevee. Une cellule qui acquiert une trop grande quantite de fer par rapport a ses besoins se 
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retrouve avec des ions Fe2+ libres. Sous cette forme, l'ion ferreux reagit avec le peroxyde 

d'hydrogene (H2O2) et forme le derive hydroxyle ("OH), ainsi que le radical hydroxyle 

(*OH). La generation de ces composes est decrite comme etant la reaction de Fenton 

representee a la figure 1 (Halliwell & Gutteridge, 1992). Le radical hydroxyle ('OH) est 

hautement reactif. II possede la capacite d'oxyder plusieurs macromolecules de la cellule. 

L'augmentation de la production de *OH affecte l'integrite des proteines, des lipides ainsi 

que des acides nucleiques (Halliwell & Gutteridge, 1992). II devient done primordial pour la 

cellule de s'assurer du juste equilibre des niveaux de fer, afin d'eviter un surplus de ce 

dernier. 

H202 + Fe 2 + - • 'OH + Fe3++ OH 

Figure 1. Reaction de Fenton. 

L'homeostasie du fer se definie done comme le niveau d'equilibre ou la concentration 

de fer repond aux besoins cellulaires sans exceder ces derniers. Jusqu'a maintenant aucune 

voie excretrice de fer permettant l'elimination de ces derniers n'a ete identifiee chez les 

eucaryotes unicellulaires. Cela suggere que son hom^ostasie est principalement regulee au 

niveau de son absorption, de sa distribution et de son entreposage (Kaplan, 2002). 
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2. L'organisme modele Saccharomyces cerevisiae 

Afin de comprendre les mecanismes moleculaires de la regulation de l'homeostasie 

du fer chez la cellule, divers modeles sont employes. Un des modeles eucaryotes le plus 

employe est la levure Saccharomyces cerevisiae. Les etudes effectuees avec cette levure ont 

ete favorisees grace a sa maniabilite genetique et a la disponibilite de donnees innombrables 

issues du sequencage de son genome (Goffeau et al, 1996). Plusieurs decouvertes sur 

l'homeostasie du fer chez 5". cerevisiae ont servi de point de reference afin d'elucider des 

mecanismes homeostatiques importants chez d'autres organismes. Les voies d'acquisition du 

fer et leurs modes de regulation chez la levure S. cerevisiae sont assez bien connus. lis sont 

illustres a la figure 2 et seront decrits plus en details dans les sections qui suivent. 

2.1. Les facteurs de transcription responsables de la regulation du transport du fer 

chez S. cerevisiae 

2.1.1. Aftl/Aft2 

Les genes qui codent pour les proteines necessaires a la reduction et au transport du 

fer sont regules selon la concentration intracellulaire en fer. Ces genes sont actives en 

carence de fer et reprimes en presence d'un excedent de fer. Cette regulation 

transcriptionnelle fer-dependante est principalement regit par le facteur de transcription Aftl. 

Tous les genes dont l'expression varie selon le statut en fer et qui sont regules par Aftl font 

partie de ce qui est appele le « regulon du fer ». Lorsque le fer disponible devient limitant, 

Aftl est importe au noyau et active la transcription du regulon du fer (Yamaguchi-Iwai et al, 

1995, Yamaguchi-Iwai et al, 2002). 



Figure 2. Bases moleculaires de la reponse a la carence en fer chez S. cerevisiae. 
Le systeme de transport du fer a la surface des cellules est forme des reductases Frel a Fre4, 
du complexe de haute affinite Fet3-Ftrl, des transporteurs de faible affinite Fet4 et Smfl, 
ainsi que des recepteurs de siderophores Arnl a Arn4. Le transport des siderophores est 
favorise par les proteines Fitl, Fit2 et Fit3 presentes dans la paroi cellulaire. L'export du fer 
contenu dans la vacuole implique la reductase Fre6, le complexe de haute affinite Fet5-Fthl 
et le transporteur SmO. La transcription et la traduction de Cccl, responsable de 1'import du 
fer dans la vacuole, sont arretees en absence de fer. En carence de fer, les activateurs 
transcriptionnels Aftl et Aft2 sont actifs, tandis que Yap5 est inactif. Les regulateurs post-
transcriptionnels Cthl et Cth2 se lient aux ARNm de proteines fer-dependantes et entrainent 
leur degradation. 
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Le regulateur transcriptionnel Aftl a initialement ete decouvert a la suite d'une etude 

genetique visant a identifier des souches mutantes dans lesquelles le regulon du fer demeure 

fortement exprime en presence de hautes concentrations en fer (Yamaguchi-Iwai et al, 1995). 

L'une des souches mutantes isolees contenait une mutation de type « gain de fonction » dans 

le gene AFTl. Plus precisement, la fonction d'Aftl etait affectee a la suite d'une substitution 

faux-sens qui entrainait le changement d'un residu cysteine en phenylalanine (C291F). Cette 

mutation fait en sorte que Aftl demeure actif en tout temps (Yamaguchi-Iwai et al, 1995). 

Cette decouverte fut appuyee par la suite avec la demonstration de la capacite d'Aftl a se lier 

a la chromatine en reponse a la carence en fer et avec la perte d'expression du regulon du fer 

chez une souche nulle pour le gene AFTl (Casas et al, 1997, Yamaguchi-Iwai et al, 1995). 

Le gene AFTl code pour une proteine de 690 acides amines (a.a.). L'activite de la 

proteine est regulee par un changement de localisation cellulaire selon le statut en fer (Ueta 

et al, 2003, Yamaguchi-Iwai et al, 2002). En presence de fer, Aftl est inactif et demeure 

dans le cytoplasme. Lors d'une carence en fer, Aftl est importe au noyau et active la 

transcription de ses genes cibles. Lorsque le niveau de fer redevient suffisant, Aftl est 

exporte au cytoplasme. Le processus d'importation-exportation de Aftl est appuye par la 

presence de signaux de localisation nucleaire (NLS) et d'exportation nucleaire (NES), de 

meme que par 1'identification de partenaires proteiques impliques dans ce transport nucleo-

cytoplasmique (Ueta et al, 2003, Yamaguchi-Iwai et al, 2002). II a ete rapporte qu'en 

presence de fer Aftl homodimerise. Suite a cette homodimerisation, l'exportine Msn5 

s'ajoute au complexe et entraine l'exportation nucleaire de Aftl (Ueta et al, 2007). Les 

mecanismes moleculaires precis qui expliquent la capacite de Aftl a jauger le statut en fer ne 

sont toujours pas connus. lis semblent toutefois impliquer les proteines Fral/2 et Grx3/4 
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puisqu'en l'absence de 1'une ou l'autre de ces paires de proteines, Aftl est constitutivement 

actif et nucleaire (Kumanovics et al, 2008, Pujol-Carrion et al, 2006, Ojeda et al, 2006). 

L'activite transcriptionnelle de Aftl au noyau est possible grace a deux regions 

distinctes de la proteine. Sa region N-terminal hautement basique est responsable de la 

liaison a l'ADN, plus specifiquement, elle se lie a la sequence consensus A /T G /ACACCC 

contenue dans les regions 5' non-traduites (5'-UTR) des genes du regulon du fer 

(Yamaguchi-Iwai et al, 1996). Sa region C-terminal, quant a elle, est essentielle pour 

l'activation de la transcription et contient de nombreux residus glutamines, aspartates et 

glutamates (Yamaguchi-Iwai et al, 2002). 

L'analyse du genome de S. cerevisiae a permit d'identifier un second regulateur 

transcriptionnel partageant 39% d'homologie avec la proteine Aftl. Ce gene code pour Aft2, 

une proteine de 416 a.a. (Blaiseaii et al, 2001, Rutherford et al, 2001, Yamaguchi-Iwai et al, 

1995). Une souche nulle pour le gene AFT2 ne presente pas de phenotypes de deficiences 

majeures reliees a l'homeostasie du fer. Cependant, chez une souche nulle pour les deux 

facteurs transcriptionnels Aftl et Aft2, on observe une diminution de la croissance sur un 

milieu appauvri en fer plus marquee que chez une souche nulle pour Aftl seulement 

(Rutherford et al, 2001). La surexpression du gene AFT2 a l'interieur d'une souche AFT1 

nulle permet de controler l'expression du regulon du fer de facon fer-dependante. Ce resultat 

est soutenu parTaugmentation de l'acquisition du fer mesuree a l'aide du radio-isotope Fe 

(Blaiseau et al, 2001, Rutherford et al, 2001). Ces premiers resultats ont suggere 

l'implication de Aft2 dans le controle de Phomeostasie du fer chez S. cerevisiae. Des essais 

transcriptionnels a l'aide de genes rapporteurs et d'immunoprecipitation de la chromatine 
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(ChIP) ont demontre que Aft2 peut se Her directement aux promoteurs de genes regules par 

Aftl (Courel et al, 2005, Rutherford et al, 2003). Une analyse complete des genes regules 

par Aftl et Aft2 a ete effectuee par micropuces a ADN. Cette derniere a confirmee que leur 

role etait partiellement redondant puisqu'ils regulent plusieurs genes communs. Chacun 

possede toutefois des genes qu'ils regulent de maniere independante l'un de l'autre (Courel 

et al, 2005, Rutherford et al, 2003). Un examen plus approfondi des promoteurs de ces genes 

indique que bien qu'ils puissent s'associer aux memes promoteurs, Aftl possede une forte 

preference pour la sequence de reconnaissance TGCACCC, tandis que Aft2 se lie davantage 

a la sequence G/cGCACCC (Courel et al, 2005). Le role du regulateur transcriptionnel Aft2 

n'est pas encore completement defini. Le modele actuel, base principalement sur les donnees 

de biopuces a ADN, propose que Aftl active principalement la transcription des genes 

impliques dans les systemes d'acquisition du fer presents a la surface cellulaire. Quant a 

Aft2, les genes qu'il regule sont essentiellement impliques dans l'entreposage et l'utilisation 

du fer dans des compartiments intracellulaires (Courel et al, 2005). 

2.1.2. Yap5 

Recemment, un troisieme regulateur transcriptionnel implique dans la reponse au fer 

a ete identifie. En presence de fer, Yap5 active la transcription d'un gene implique dans 

l'entreposage du fer. Ce gene, CCC1, code pour un transporteur vacuolaire qui permet de 

diminuer le fer dans le cytoplasme en l'entreposant dans la vacuole (Li et al, 2008). Ce 

sentier sera developpe davantage dans l'une des sections suivantes. 
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Le niveau d'expression de la proteine Yap5 est constitutif peu importe le niveau de 

fer auquel la cellule est confronte. La localisation nucleaire de la proteine de fusion GFP-

Yap5 est egalement invariable et se trouve en permanence au noyau. Des analyses par 

immunoprecipitation de la chromatine (ChIP) ont egalement demontrees que GFP-Yap5 est 

constitutivement lie au promoteur du gene qu'il regule (Li et al, 2008). Selon le modele 

actuel, 1'activation de la transcription en presence de fer serait induite par un changement 

conformationnel du facteur de transcription lui-meme. 

La proteine Yap5 a une taille de 245 a.a. Du cote N-terminal de la proteine on 

retrouve un domaine de type « leucine zipper ». En general, ce domaine est implique dans la 

liaison a l'ADN, de meme que dans la dimerisation de ce type de facteur de transcription. 

Yap5 fait partie de la sous-famille YAP dont on connait huit membres chez S. cerevisiae. Les 

membres de cette sous-famille controlent la regulation transcriptionnelle de plusieurs genes 

en reponse a differents stimulus environnementaux (Fernandes et al, 1997). Du cote 

C-terminal de la proteine, on retrouve deux domaines riches en cysteines (CRDs). Le CRD 

localise vers le centre de la proteine contient quatre cysteines, alors que le second en contient 

trois. Des essais transcriptionnels a l'aide de genes rapporteurs ont demontre qu'en mutant 

simultanement les deux CRDs, cela entrainait une perte de la capacite d'activation de la 

transcription en presence de fer. Un des mecanismes possibles pour expliquer le 

fonctionnement de l'activite regulatrice de Yap5 est qu'en presence de fer les cysteines 

contenues dans les CRDs formeraient des ponts disulfures entre elles entrainant un 

changement conformationnel de la proteine (Li et al, 2008). 
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2.2. Les facteurs proteiques responsables de la regulation post-traductionnelle 

associee a l'homeostasie du fer chez S. cerevisiae 

2.2.1. Cthl/Cth2 

L'existence d'un mecanisme de regulation post-traductionnelle implique dans 

l'homeostasie du fer a ete demontre chez S. cerevisiae. L'analyse des resultats de biopuces a 

ADN comparant l'expression genique selon le statut en fer chez une souche de type sauvage 

montre la presence de genes dont l'expression varie, mais en sens oppose a celle des genes 

qui codent pour les transporteurs de surface (Puig et al, 2005). Ces genes voient leur 

expression diminuer significativement en carence de fer. lis sont regules par la proteine Cth2. 

Cette proteine contient un motif de type « tandem zinc finger » (TZF) qui est caracteristique 

des membres de la famille de proteines de type tristetraproline (TTP). Ces proteines ont la 

particularite de se lier a l'ARN au niveau des regions 3' non-codantes (3'-UTR). Des 

membres de cette famille de proteines sont impliques dans la regulation de la degradation 

d'ARN messagers (ARNm). Afin de verifier cette possibility, une souche nulle pour le gene 

CTH2 a ete generee. Cette derniere a presente une croissance ralentie en carence de fer (Puig 

et al, 2005). Ce phenotype supportait un role dans l'homeostasie du fer. Un gene homologue 

a CTH2 a ete identifie dans le genome de S. cerevisiae. II s'agit du gene CTH1. La proteine 

Cthl montre 46% d'identite avec celle de Cth2 (Puig et al, 2005). Les proteines Cthl et Cth2 

ont une taille de 325 et de 285 a.a., respectivement. Une souche possedant une deletion 

simple pour le gene CTH1 ne presente pas de sensibilite a la carence en fer. Par contre, une 

souche deja mutante pour le gene CTH2 et dont son gene CTH1 est inactive souffre 

davantage d'un defaut de croissance en presence d'un chelateur de fer en comparaison avec 

une mutante pour le gene CTH2 seulement (Puig et al, 2005). L'expression ectopique du 
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gene CTH1 dans la souche nulle pour les genes CTH1 et CTH2 permet de restaurer en partie 

la perte de fonction cause par l'inactivation de ces deux dernieres composantes (Puig et al, 

2005). CTH1 et CTH2 sont tous deux des genes regules par les facteurs de transcription Aftl 

et Aft2. Leur expression est induite en carence de fer et reprimee en presence de fer (Puig et 

al, 2005, Puig et al, 2008). 

Tel que mentionne precedemment, Cthl et Cth2, contiennent un motif de type TZF. 

Le motif TZF est implique dans la liaison aux elements AU riche (ARE) present dans les 

regions 3'-UTR des ARNm cibles. Cette liaison entraine la degradation des ARNm. Ce 

mecanisme de regulation a ete confirme pour Cthl et Cth2 puisque la mutation des AREs de 

genes cibles stabilise ces ARNm en conditions qui induisent habituellement leur degradation 

(en carence de fer) (Puig et al, 2005, Puig et al, 2008). Le sentier de degradation de ces 

ARNm est en partie identifie et implique la proteine Dhhl qui fait partie de la famille des 

proteines a boite DEAD (Pedro-Segura et al, 2008). Cette degradation s'effectue a l'interieur 

des « cytoplasmic processing bodies » (p-bodies) presents a l'interieur du cytosol des cellules 

(Pedro-Segura et al, 2008). Les « cytoplasmic processing bodies » sont retrouves chez les 

cellules eucaryotes et correspondent a des regions a l'interieur du cytoplasme ou se 

concentrent des proteines impliquees et specialises dans la degradation d'ARNm 

specifiques (Kulkarni et al, 2010). 

Des etudes a l'aide de biopuces a ADN montrent que 1'absence de Cth2 entraine une 

expression plus soutenue de certains genes qui sont normalement eteints en carence de fer 

(Puig et al, 2005). Aussi, ces etudes montrent que l'expression de Cthl ou Cth2 dans une 

souche nulle pour les deux genes {cthlkcth2/^) modulent le niveau de plusieurs transcrits 
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(Puig et al, 2008). Cependant, bien que les proteines regulatrices Cthl et Cth2 controlent la 

degradation d'ARNm communs, plusieurs des transcrits qu'ils regulent sont exclusifs a l'une 

ou 1'autre des deux proteines (Puig et al, 2008). La collection des ARNm que Cth2 regule est 

au moins cinq fois plus importante que celle controlee par Cthl. La nature des transcrits 

regules par Cthl et Cth2 suggere que dans les conditions ou le fer est limitant, ces derniers 

qui codent pour des proteines fer-dependantes sont degrades. Le but serait d'economiser le 

fer etant donne la rarete du cofacteur dans la cellule. Cthl et Cth2 ciblent done 

principalement les ARNm des proteines impliquees dans l'entreposage du fer ou de son 

utilisation pour le deroulement de sentiers metaboliques pouvant etre interrompus au cours 

du cycle cellulaire. 

2.3. Le transport du fer dependant des reductases 

2.3.1. FrelaFre? 

Les organismes possedent des systemes adaptes aux conditions changeantes du milieu 

afin d'obtenir un apport optimal en nutriments qui leur sont essentiels. Dans le cas de 

l'acquisition du fer, deux systemes d'importation sont connus. Un systeme dit de faible 

affinite et un second dit de haute affinite. Le second systeme est lui-meme divise en deux 

voies : une assimilation dependante des reductases de surface et une autre dependante de la 

captation de siderophores, qui sont de petites molecules organiques qui sequestrent le Fe3+ de 

1'environnement. 

L'assimilation de fer dependante de l'activite des reductases de surface est un moyen 

pour la cellule de solubiliser le fer present dans le milieu en vue de le transporter a trayers la 
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membrane plasmique. L'activite des reductases consiste essentiellement a reduire le Fe en 

Fe afin de permettre a la machinerie de transport de le faire entrer dans la cellule. La 

premiere reductase de surface a avoir ete identifiee est Frel (Dancis et al, 1990). Le gene 

codant pour cette proteine a ete identifie a la suite d'essais de complementation chez line 

souche nulle pour l'activite reductase. Une souche nulle pour le gene FRE1 engendre un 

phenotype de perte de croissance sur un milieu de culture carence en fer, ainsi qu'une forte 

diminution de l'activite reductase a la surface de la cellule (Dancis et al, 1990). Les mesures 

quantitatives de l'activite reductase produite par Frel ont montre qu'elle est responsable de 

plus de 90% de l'activite reductase de surface (Dancis et al, 1992). L'expression du gene 

FRE1 est sous le controle du facteur de transcription Aftl. Le gene est induit en carence de 

fer et reprime lorsque les cellules croissent en presence de fer (Dancis et al, 1992, 

Yamaguchi-Iwai et al, 1995). Une analyse plus approfondie de la sequence proteique de Frel 

indique que la proteine possede sept domaines transmembranaires (DTMs). La proteine 

contient aussi des domaines de liaison au FAD et au NADPH. Ces deux cofacteurs sont 

essentiels a l'activite reductase et le mecanisme d'action impliquerait un transfer! d'electrons 

a partir du NADPH vers le Fe3+ pour la reduction de ce dernier (Lesuisse et al, 1996, 

Shatwell etal, 1996). 

A la suite du sequencage du genome de S. cerevisiae, six nouveaux cadres de lecture 

codant pour des reductases ont ete identifies sur la base de leur homologie de sequence. Ces 

genes ont et6 nommes FRE2 a FRE7. Des analyses transcriptionnelles ont demontre que cinq 

genes sur six sont regules de maniere ferrdependante. De plus, le facteur de transcription 

Aftl est le principal regulateur de ces genes (Georgatsou & Alexandraki, 1994, Georgatsou 

& Alexandraki, 1999, Martins et al, 1998). Curieusement, le gene FRE7 est le seul locus qui 
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n'est pas regule selon la concentration en fer, mais par celle du cuivre (Georgatsou et al, 

1997, Georgatsou & Alexandraki, 1999, Martins et al, 1998). Pour ce qui est de leur 

localisation cellulaire, les proteines Frel a 4 se retrouvent a la surface des cellules, tandis que 

Fre6 se situe a la membrane vacuolaire. Leurs roles en liens avec leurs localisations 

cellulaires seront discutes dans les sections qui suivent. 

2.3.2. Fet3-Ftrl 

L'etape suivant la reduction du Fe3+ en Fe2+ est son transport a l'interieur de la 

cellule. Ce role est accompli par Taction combinee de deux proteines : Fet3 et Ftrl. La 

premiere composante, Fet3, a ete decouverte lors d'un criblage genetique visant a restaurer le 

transport du fer dans une souche deficiente pour l'assimilation de ce dernier (mais possedant 

une activite reductase intacte) (Askwith et al, 1994). Le gene FET3 code pour une proteine 

de 636 a.a. Etonnamment, l'analyse de sa sequence montrait la presence d'un seul DTM, 

suggerant une incapacity a pouvoir transporter des ions metalliques de facon autonome 

(Askwith et al, 1996). La sequence de la proteine revele un motif homologue aux 

multicuivres oxydases. Certains des membres de cette famille sont responsables de 

l'oxydation du Fe2+ en Fe3+. L'appellation « multicuivre » vient du fait que quatre atomes de 

cuivre par proteine sont essentiels en tant que cofacteur pour l'activite oxydase. Le 

mecanisme d'action de la multicuivre oxydase est le suivant: une proteine oxyde quatre 

molecules de fer de facon sequentielle en utilisant des electrons provenant des atomes de 

cuivre qu'elle contient. Une fois les quatre atomes de fer oxydes, Fet3 reduit l'oxygene 

moleculaire en eau. La reaction globale catalysee par l'enzyme ferroxydase est la suivante : 

4Fe2+ +H+ + Q2' -» 4Fe3+ +2H20. 
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Le transporteur de fer de haute affinite a ete identifie peu de temps apres Fet3 par une 

approche similaire (Stearman et al, 1996). Le gene qui a ete identifie est FTR1 et code pour 

une proteine de 404 a. a. Ftrl possede sept DTMs. Les DTMs 1 et 4 contiennent deux motifs 

REXLE. Ces motifs sont les sites de liaison des ions de fer. Lorsque les residus glutamates 

(E) de ces motifs sont mutes, la proteine devient non-fonctionnelle et ne restaure pas la 

capacite pour les cellules a croitre sur un milieu carence en fer (Stearman et al, 1996). 

Des etudes de localisation cellulaire ont confirmes la presence de Fet3 et Ftrl a la 

surface cellulaire. De plus, ces etudes utilisant la microscopie a fluorescence ont demontre 

que l'expression d'une seule de ces proteines dans une souche nulle pour les deux genes 

(fet3AftrlA) entrainait la retention de la proteine orpheline au reticulum endoplasmique (RE) 

(Stearman et al, 1996). Cette observation et d'autres resultats moleculaires ont montre que 

les deux proteines, Fet3 et Ftrl, s'assemblent lors de leur synthese et maturent ensemble le 

long du sentier de secretion afin de se retrouver associees en un complexe a la surface des 

cellules. L'assemblage de Fet3 et Ftrl a egalement ete demontree par des experiences de 

FRET (fluorescence resonance energy transfer) (Singh et al, 2006). 

De facon attendue, les genes codant pour Fet3 et Ftrl font partie du regulon du fer 

controle par Aftl (Yamaguchi-Iwai et al, 1995). Bien que la reoxydation du fer en Fe3+ par 

Fet3 puisse paraitre contradictoire par rapport a l'etape de reduction mediee par la reductase 

de surface, cela s'explique par le fait que le Fe3+ associe a des complexes hydroxy des dans 

l'environnement ne peut pas etre utilise directement par Ftrl pour entrer a l'interieur de la 

cellule (Askwith et al, 1996, Stearman et al, 1996). 
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2.4. Le transport du fer utilisant les recepteurs de siderophores 

2.4.1. Arnl/Arn2/Arn3/Arn4 

Tel que mentionne precedemment, le fer peut se retrouver complexe a des 

siderophores. Ces petites molecules organiques sont synthetisees, puis secretees par plusieurs 

microorganismes incluant les bacteries Gram negatives et positives, ainsi que plusieurs 

especes de levures (Byers & Arceneaux, 1998). Ces composes de tres faibles masses 

moleculaires (~1.5 kDa) possedent une affinite tres elevee pour le Fe3+, ce qui permet la 

capture du fer dans Penvironnement. La levure S. cerevisiae, quant a elle, ne produit pas de 

siderophores, mais peut assimiler ceux produits par d'autres organismes (Lesuisse et al, 

1987, Neilands, 1995). L'un des moyens pour recuperer le fer complexe aux siderophores 

fait appel aux reductases de surface Frel a Fre4 (Yun et al, 2001). Ces dernieres, grace a leur 

bombardement electronique, declenche le relachement des ions Fe3+ des siderophores en 

94- 9+ 

permettant la reduction de ces derniers en Fe . Une fois relaches, les ions Fe sont 

transportes via la voie de transport de haute affinite formee de Fet3-Ftrl (Yun et al, 2000b). 

Le second moyen pour recuperer le fer complexe est d'importer les composes fer-

siderophores en entiers sans leur dissociation prealable. Les siderophores presents dans le 

milieu sont d'abord captes par des recepteurs de surface. La liaison des complexes est suivie 

par leur internalisation par endocytose. Par la suite, deux hypotheses sont avancees. Le fer 

pourrait etre relache suite a sa reduction dans le cytosol ou encore, le complexe fer-

siderophore pourrait etre degrade resultant en la liberation du fer. 

Le premier recepteur de siderophores a avoir ete identifie decoule d'une approche 

mettant a profit son activite de transport du ferrioxamine. Le gene SIT1 code pour un 
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recepteur qui restaure la croissance d'une souche mutante incapable de croitre sur un milieu 

n'ayant que le siderophore ferrioxamine comme seule source de fer (Lesuisse et al, 1998). 

Par la suite, grace a des analyses comparatives a partir du genome de 

S. cerevisiae, des genes codant pour des proteines hautement similaires ont ete identifies. Le 

recepteur Tafl est essentiel pour 1'importation du triacetylfusarine (Heymann et al, 1999). 

Enbl a comme ligand specifique 1'enterobactine (Heymann et al, 2000). De son cote, Ami 

permet le transport du ferrichrome (Heymann et al, 2000). 

Au cours de cette periode, une seconde equipe de recherche procedait a des analyses 

par biopuces a ADN. Cette etude visait a identifier de nouveaux genes impliques dans le 

metabolisme du fer. Parmi les genes regules selon le statut en fer, ceux codant pour quatre 

proteines homologues ont ete identifies : ARN1, ARN2, ARN3 et ARN4 (Yun et al, 2000a). 

Trois d'entre elles, ARN2, ARN3 et ARN4, correspondent aux recepteurs de siderophores 

TAF1, SIT1 et ENB1, respectivement La nomenclature des ARNl a ARN4 sera employee 

dans les sections qui suivent pour simplifier le texte. 

Selon les analyses topologiques, Ami, Arn2, Arn3 et Arn4 contiendraient quatorze 

DTMs. Malgre le grand nombre de DTMs, ces proteines ne forment pas des transporteurs par 

lesquels les siderophores transitent, mais agissent plutot comme des recepteurs (Philpott, 

2006). Lorsqu'exprimes, ces recepteurs ne sont pas localises en permanence a la surface 

cellulaire. II a ete demontre que Arnl et Arn3 trafiquent via un mecanisme de regulation 

post-traductionnel. Les donnees amassees actuellement sur ces proteines ont permis 

d'elaborer un modele. En absence de ligands, Arnl et Arn3 resteraient au golgi et au niveau 

des endosomes. Si du ferrichrome, un ligand pour Arnl et Arn3, est present dans le milieu, 
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ce dernier va penetrer a l'interieur de la cellule par endocytose de phase fluide. Une fois a 

l'interieur, le ferrichrome atteint les endosomes ou sont presents Ami et Arn3 et va se Her au 

domaine recepteur situe dans les portions C-terminales des proteines Arnl et Arn3 (Kim et 

al, 2002, Moore et al, 2003). Le domaine recepteur possede une forte affinite pour son ligand 

(KD = 8 nM). Cette liaison entraine un changement de localisation des proteines Arnl et 

Arn3 vers la membrane plasmique. Une fois situe a la surface cellulaire, le recepteur est en 

mesure de Her une seconde molecule au niveau de son domaine de transport. Ce deuxieme 

domaine possede une affinite plus faible pour ce compose (KD =1.2 uM). Cette liaison est 

suivie par l'ubiquitinylation du transporteur, ce qui induirait sont internalisation (Kim et al, 

2005). C'est a l'interieur de l'endosome que le siderophore est libere du domaine de 

transport et relargue vers le cytoplasme ou le fer pourra repondre aux besoins de la cellule. 

Actuellement, le mecanisme par lequel le siderophore est relargue de la lumiere de 

l'endosome vers le cytoplasme est inconnu. Le recepteur toujours actif est recycle a la 

membrane plasmique pour un nouveau cycle de transport (Philpott, 2006). 

2.4.2. Fitl/Fit2/Fit3 

Un second groupe de proteines associees au transport des siderophores a ete 

decouvert a partir des memes resultats de biopuces a ADN (Yun et al, 2000a). Les genes 

FIT1, FIT2 et FITS sont regules de fa9on dependante de Aftl et Aft2, done ils sont induits en 

carence de fer. La proteine Fitl possede une taille de 528 a.a., tandis que Fit2 et Fit3 sont 

constitues de 153 et 204 a.a.,respectivement. Les proteines Fitl et Fit3 partagent le plus 

d'homologie avec 61% d'identite, incluant une sequence d'acides amines repetitive 

d'environ 60 residus. Cette sequence est presente quatre fois chez Fitl et deux fois chez Fit3. 
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En plus de cette sequence repetee, les proteines Fitl, Fit2 et Fit3 contiennent une sequence 

signale pour leur maturation a travers le sentier de secretion et une sequence d'attachement 

de type ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Protchenko et al, 2001). Les proteines 

Fitl, Fit2 et Fit3 atteignent la membrane plasmique, puis sont transferees a la paroi cellulaire 

suite au clivage de leur ancre GPI. Ce processus s'accompagne d'une liaison au P-l-6-glycan 

qui est un constituant de la paroi cellulaire. La localisation des proteines Fitl, Fit2 et Fit3 a 

et6 confirmee par microscopie a fluorescence (Protchenko et al, 2001). 

Des analyses quantitatives comparant diverses souches ont ete menees. L'etude d'une 

souche mutante pour les trois composantes (fitlAfit2Afit3A) n'a pas d'effet sur l'efficacite du 

transport du fer de haute affinite. Cette meme souche presente cependant une 

diminution d'environ 50% pour la quantite de ferrichrome present a la surface des cellules. 

L'abolition de l'un ou 1'autre des genes FIT est suffisant pour provoquer une perte 

significative de 1'acquisition des siderophores a l'interieur des cellules (Protchenko et al, 

2001). Ces resultats demontrent l'implication specifique des proteines Fitl, Fit2 et Fit3 dans 

le transport des siderophores. Leur role consiste a retenir les siderophores dans la paroi 

cellulaire. Ceci a pour effet d'augmenter l'efficacite du transport au niveau de la membrane 

plasmique via les recepteurs Ami a Arn4. 

2.5. Le transport du fer de faible affinite 

2.5.1. Fet4 

En plus du systeme d'acquisition du fer de haute affinite, S. cerevisiae possede un 

systeme d'importation du fer de faible affinite. Des observations experimentales ont permis 
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1'identification de cette seconde voie. Par exemple, lorsque les composantes du transport de 

haute affinite FET3 et FTR1 sont absentes, les levures sont capables de croitre sur un milieu 

supplements en fer a des concentrations de l'ordre du micromolaire (Askwith et al, 1994). 

Un autre exemple est qu'il a ete observe que la vitesse de transport du fer chez les cellules 

sauvages varie selon sa concentration et consiste en une reponse biphasique, ce qui indique la 

presence de deux systemes distincts, un premier de haute affinite (Km = 0.15uM) et un 

second de faible affinite (Km = 30uM) (Eide et al, 1992). 

Le transporteur implique dans la voie d'acquisition du fer de faible affinite a ete 

identifie suite a un criblage genetique. La surexpression de l'ADN complementaire du gene 

FET4 permet de retablir la croissance de la souche nulle pour le gene FET3 sur un milieu 

carence en fer (Dix et al, 1994). La proteine Fet4 contient six DTTvls. L'activite de transport 

du fer par Fet4 a ete confirmee puisque sa surexpression chez une souche de levure augmente 

le contenu en radio-isotope 59Fe de deux a trois fois a compare au contenu en 59Fe d'une 

cellule sauvage (Dix et al, 1994). La deletion du gene FET4 abolie presqu'en totalite 

l'activite de transport du fer de faible affinite (Dix et al, 1994). En accord avec son role, les 

resultats de microscopie a fluorescence ont montre la presence de Fet4 a la membrane 

plasmique (Dix et al, 1997). La proteine Fet4 montre une preference d'activite de transport 

pour le fer reduit (Fe2+) plutot que la forme oxydee (Fe3+). L'activite de transport de Fet4 

n'est pas exclusive au fer puisque des essais ont montre que d'autres metaux de transition 

peuvent aussi servir de substrat a ce transporteur comme le Zn , le Cu , le Cd et le Co 

(Dix et al, 1994, Hassett et al, 2000). 
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L'expression du gene FET4 est faiblement regulee selon la concentration en fer (Dix 

et at, 1997). Son expression est egalement regulee par la presence ou l'absence de l'oxygene 

(Jensen & Culotta, 2002). En absence d'oxygene, FET4 est fortement exprime. Le complexe 

Fet3-Ftrl est non-fonctionnel en absence d'oxygene puisque ce dernier est un cofacteur 

essentiel pour l'activite de la multicuivre oxydase. Dans cette condition, FET3 est reprime. 

Ces observations suggerent que Fet4 pourrait etre le principal transporteur de fer en 

condition d'hypoxie. Le contenu en fer total mesure par spectroscopic d'absorption atomique 

ne varie pas chez une souche sauvage cultivee en condition aerobique versus anaerobique. Le 

contenu en fer diminue cependant de 80% chez une souche nulle pour FET4 dans des 

conditions pauvres en oxygene (Jensen & Culotta, 2002). La regulation oxygene-dependante 

du gene FET4 implique le represseur transcriptionnel Roxl. Deux sequences de liaison de 

Roxl sont presentes dans le promoteur du gene FET4 (Jensen & Culotta, 2002). Aftl semble 

egalement participer a la regulation fer-dependante de l'expression du gene FET4. 

L'induction de l'expression de FET4 en carence de fer et en absence d'oxygene n'est pas 

seulement l'effet additif des deux conditions, mais serait plutot le resultat d'activites 

synergiques (Jensen & Culotta, 2002). 

2.5.2. Smfl/Smf2 

En absence de composantes clefs impliquees dans les voies d'acquisition de haute et 

de faible affinite du fer (fet3Afet4&), S. cerevisiae est encore viable, mais necessite un milieu 

fortement supplements en fer (Dix et al, 1994). Cette observation suppose que 1'importation 

du fer a l'interieur de la cellule peut s'effectuer via d'autres proteines. Des transporteurs 

responsables de cette activite residuelle ont initialement ete identifies pour leur role dans 
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l'acquisition du manganese (Supek et al, 1997). Les proteines Smfl et Smf2 font partie de la 

famille de transporteurs d'ions divalents de type Nramp. lis agissent en tant que symporteurs 

de protons et de metaux divalent (H+/Me2+). Smfl et Smf2 peuvent servir au transport de 

substrats varies tels le Mn2+ et le Fe2+, mais aussi le Zn2+, le Cu2+, le Co2+, le Cd2+ et le Ni2+ 

(Chen et al, 1999, Liu et al, 1997, Supek et al, 1997). Les proteines Smfl et Smf2 partagent 

54% d'identite entre elles et possedent toutes deux onze DTMs. Quant a leur taille, Smfl est 

constituee de 575 a.a., tandis que Smf2 possede 549 a.a. 

L'affinite de Smfl pour le Fe2+ a ete demontree dans un modele d'oocytes (Xenopus 

laevis) exprimant ce transporteur. Srnil possede un Km de 2.2 uM pour l'ion Fe2+ (Chen et 

al, 1999). Lorsque Smfl est surexprimee dans une souche de S. cerevisiae ou FET3 et FET4 

sont inactives, 1'accumulation intracellulaire de fer radioactif est environ huit fois superieur a 

la souche de type sauvage (Cohen et al, 2000). La localisation cellulaire de ces deux 

proteines a ete determinee par microscopie a fluorescence. Smfl est visible a la membrane 

plasmique, tandis que Smf2 se retrouve au niveau de membranes formant des vesicules 

intracellulaires (Portnoy et al, 2000). Ce resultat suggere que le role de Smfl dans 

1'importation des metaux a l'interieur des cellules serait preponderant sur celui de Smf2. 

Cela est egalement en accord avec I'observation qu'une souche nulle pour le gene SMF1 est 

plus sensible a la presence de chelateurs d'ions metalliques qu'une souche nulle pour le gene 

SMF2 (Cohen et al, 2000). La contribution de ces deux transporteurs dans l'homeostasie du 

fer serait toutefois minime etant donne que leur expression n'est pas regulee selon le statut en 

fer comme c'est le cas pour les autres composantes decrites precedemment (Liu et al, 1997, 

Liu&Culotta, 1999). 
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2.6. L'entreposage du fer a la vacuole 

L'organite le plus volumineux a l'interieur de S. cerevisiae est la vacuole. La vacuole 

est le lieu de degradation des macromolecules. Elle joue un role important dans le recyclage 

des nutriments. Elle peut servir egalement de site d'entreposage pour les oligo-elements tels 

les ions divalents essentiels (Ca, Cu, Fe et Zn) (Kucharczyk & Rytka, 2001). L'un des roles 

de la vacuole est de detoxifier la cellule des ions potentiellement toxiques comme le plomb 

ou le cadmium et de prevenir l'exces d'ions essentielles comme le fer ou le cuivre (Raguzzi 

et al, 1988, Szczypka et al, 1994, Van Ho et al, 2002). 

L'un des compartiments cellulaires ou Ton retrouve la plus forte concentration en fer 

est la vacuole (Raguzzi et al, 1988). Des mesures quantitatives du contenu en fer radioactif 

montrent qu'en augmentant de vingt fois la concentration extracellulaire en fer, son niveau 

reste stable dans le cytoplasme alors qu'il s'eleve de six a neuf fois dans la vacuole (Raguzzi 

et al, 1988). L'interieur de la vacuole etant un environnement oxydatif, le fer se retrouve 

sous forme Fe et ne serait pas libre, mais lie a des complexes hydroxydes ou a des chaines 

de polyphosphates (Raguzzi et al, 1988). La vacuole n'est pas simplement un site 

d'entreposage passif du fer en exces. Le fer contenu dans cette derniere peut etre utilise 

lorsque la cellule se retrouve en condition de carence pour cet element. L'une des preuves 

demontrant que le fer vacuolaire est metaboliquement redistribue est que 70% du fer qui y 

est entrepose va etre employe lors du passage d'un metabolisme de fermentation a un 

metabolisme de respiration chez la levure (Raguzzi et al, 1988). Les proteines impliquees 

dans l'homeostasie du fer au niveau de la vacuole seront decrites dans cette section. 
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2.6.1. Cccl 

Le transporteur responsable de l'importation du fer dans la vacuole est Cccl. La 

proteine Cccl fait une taille de 322 a.a. et possede trois DTMs. La decouverte du gene CCC1 

dans l'homeostasie du fer est le resultat d'un criblage genetique yisant a restaurer la 

croissance sur un milieu non-fermentable d'une souche nulle pour le gene YFH1 (Chen & 

Kaplan, 2000). L'utilisation d'un milieu non-fermentable oblige la levure a utiliser la voie 

metabolique de la respiration. Yfhl est une proteine mitochondriale. En son absence, la 

mitochondrie accumule un surplus de fer. Ce fer genere des radicaux oxygenes qui causent 

des mutations dans l'ADN mitochondrial, causant ultimement la perte des fonctions de 

respiration de la cellule. La surexpression du gene CCC1 dans la souche YFH1 nulle limite 

1'accumulation de fer dans la mitochondrie, detournant les ions metalliques vers la vacuole, 

ce qui permet a la cellule de conserver la faculte de croitre sur un milieu non-fermentable 

(Chen & Kaplan, 2000). On observe chez une souche surexprimant le gene CCC1 une 

augmentation de 1'expression des genes du regulon du fer. Cela indique que le transporteur 

Cccl entraine une diminution du fer cytosolique disponible, ce qui cause l'activation des 

regulateurs transcriptionnels Aftl et Aft2 en reponse a la carence en fer dans le cytoplasme 

(Chen & Kaplan, 2000, Li et al, 2001). Une souche nulle pour le gene CCC1 presente un 

phenotype d'hypersensibilite et ne peut pas croitre sur un milieu tres riche en fer, demontrant 

son implication dans la sequestration et la protection contre l'exces de fer pouvant etre 

present dans le cytoplasme des cellules. Cccl agit done en transportant le fer a l'interieur des 

vacuoles ou il y est entrepose dans un etat non toxique pour la cellule (Li et al, 2001). 

L'expression de la proteine de fusion Cccl contenant deux repetitions de l'epitope «TLAG » 

(CCCI-FLAG2) a permis la detection de la proteine a la surface membranaire de la vacuole 
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(Li et al, 2001). Des mesures quantitatives du fer par spectroscopic d'absorption atomique 

sur des isolats de vacuoles montrent que la surabondance de Cccl augmente le contenu des 

vacuoles en fer jusqu'a cinq fois (comparativement a la souche de type sauvage). Les 

vacuoles provenant d'une souche dans laquelle le gene CCC1 est inactive voient leur contenu 

en fer diminuer d'environ trois fois (Li et al, 2001, Singh et al, 2007). Ces resultats 

additionnes avec ceux de travaux anterieurs indiquent que Cccl transporte le fer a 1'interieur 

de la vacuole en plus d'autres ions divalents tels le manganese et le calcium (Chen & Kaplan, 

2000, Lapinskas et al, 1996, Li et al, 2001). 

Au moins deux regulateurs controlent 1'expression du gene codant pour Cccl. Le 

premier, Yap5, induit l'expression du gene CCC1 en reponse au fer (Li et al, 2008). Le 

second, Cth2 (ainsi que Cthl,.quoique beaucoup plus faiblement), va se Her a la region 

3'-UTR du transcrit de CCC1 et induit sa degradation en reponse a la carence en fer (Li et al, 

2008, Puig et al, 2005, Puig et al, 2008). Le portrait global est que Cccl est peu ou pas 

present en carence de fer, mais tres abondant en presence de fer afin de favoriser 

l'entreposage vacuolaire de fer. 

2.6.2. Fet5-Fthl 

L'une des voies empruntees par le fer pour sortir de la vacuole implique le complexe 

forme des pfoteines Fet5 et Fthl. Ce complexe est homologue au complexe de transport du 

fer de haute affinite present a la surface de la cellule comprenant les proteines Fet3 et Ftrl. 

Fet5 est une multicuivre oxydase similaire a Fet3. Fthl est une permease transportant le fer 

qui possede sept DTMs. Done, Fthl montre une topologie (predite) similaire a la proteine 
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Ftrl (Stearman et al, 1996). L'alignement des sequences de Fthl et Ftrl montre que Fthl 

possede deux motifs REXXE qui se retrouvent egalement au niveau de Ftrl (Urbanowski & 

Piper, 1999). Les motifs REXXE sont impliques dans le transport du fer. Le complexe Fet5-

Fthl a ete localise a la membrane vacuolaire par microscopie a fluorescence (Urbanowski & 

Piper, 1999). De la meme facon que pour Fet3 et Ftrl, Fet5 et Fthl s'assemblent d'abord 

dans le reticulum endoplasmique (RE) avant d'atteindre la surface vacuolaire. Les etudes de 

microscopie ont demontre que si l'une des deux proteines n'est pas exprimee, l'autre est 

retenue au RE (Urbanowski & Piper, 1999). 

Tout comme pour les genes FET3 et FTR1,1'expression des genes FET5 et FTH1 est 

sous le controle des facteurs de transcription Aftl et Aft2. lis sont induits lorsque le fer est en 

concentration insuffisante pour les besoins cellulaires. L'analyse de phenotypes de 

croissance montre qu'une souche nulle pour FET5 et FTH1 est incapable de faire la 

transition entre la fermentation et la respiration. L'adaptation metabolique rapide necessaire 

au passage de la fermentation a la respiration requiert un apport supplementaire de fer 

provenant de la vacuole, qui lui, est normalement libere par le complexe Fet5-Fthl 

(Urbanowski & Piper, 1999). Les vacuoles isolees de cellules surexprimant Fet5, Fthl et 

Cccl contiennent environ 40% moins de fer que celles provenant de cellules surexprimant 

uniquement Cccl (Singh et al, 2007). Ces resultats indiquent de maniere plus directe que le 

complexe Fet5-Fthl et Cccl travaillent en directions opposees, le premier complexe 

permettant la sortie du fer de la vacuole, alors que Cccl permet son entree dans la vacuole. 
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2.6.3. Smf3 

Une seconde voie d'exportation du fer vacuolaire existe chez S. cerevisiae. Cette voie 

implique Smf3, une proteine homologue a la famille de transporteur de type Nramp. Tout 

comme Smfl et Smf2, Smf3 contieht onze DTMs. La proteine de fusion SmO-HA2 est 

presente a la membrane vacuolaires (Portnoy et al, 2000). De facon similaire au gene FET4, 

le gene SMF3 est induit par la carence en fer et des conditions de croissance hypoxiques 

(Jensen & Culotta, 2002, Portnoy et al, 2000, Portnoy et al, 2002). L'utilisation de la 

spectroscopic d'absorption atomique pour mesurer le contenu en fer des vacuoles provenant 

d'une souche nulle pour SMF3 indique que ces dernieres contiennent environ deux fois plus 

de fer que celles provenant d'une souche de type sauvage (Singh et al, 2007). Les 

concentrations de fer mesurees a partir de vacuoles purifiees provenant d'une souche 

surexprimant a la fois SmO et Cccl sont significativement inferieures comparativement au 

contenu en fer de vacuoles isolees d'une souche surexprimant seulement le gene CCC1 

(Singh et al, 2007). Ces resultats suggerent que tout comme le complexe Fet5-Fthl, SmO 

exporte le fer present a l'interieur de la vacuole vers l'exterieur pour le redistribuer dans le 

cytoplasms de la cellule. 

2.6.4. Fre6 

II a ete demontre que les transporteurs de surface, Fet3-Ftrl et Smfl/Smf2, 

necessitent la presence d'une reductase afin d'obtenir le fer sous sa forme reduite afin de la 

transporter a l'interieur de la cellule. Etant donne que l'interieur de la vacuole est un 

environnement a pH tres bas, le fer vacuolaire est predit comme etant sous forme Fe . Pour 
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etre libere et ulterieurement transports hors de la vacuole, le Fe doit subir une etape de 

reduction par une reductase presente a la membrane vacuolaire. Parmi les sept reductases 

identifiees chez S. cerevisiae, Fre6 a ete localisee a la surface de la vacuole (Singh et al, 

2007). Le gene FRE6 est l'un des six genes de cette famille dont l'expression est regulee 

selon le statut en fer via Aftl et Aft2 (GeorgatsOu & Alexandraki, 1994, Georgatsou & 

Alexandraki, 1999, Martins et al, 1998). La proteine Fre6 avec ses sept DTMs partage 35% 

d'identite avec la reductase Fre2. La sequence polypeptidique de Fre6 possede les domaines 

de liaison au FAD et au NADPH essentiels pour son activite ferri-reductase (Georgatsou & 

Alexandraki, 1999, Martins et al, 1998). 

Differentes souches ont ete utilisees pour l'isolement de vacuoles suivie de la 

quantification du fer vacuolaire par spectroscopic d'absorption atomique. Lorsque 

l'expression de FRE6 est abolie, le fer present dans les vacuoles est trois fois superieur 

comparativement a la souche de type sauvage (Singh et al, 2007). La surexpression de Cccl, 

afin de charger les vacuoles en fer, combinee avec la surexpression des composantes 

d'exportation du fer vacuolaire, Fet5-Fthl ou Smf3, entraine une accumulation du fer 

vacuolaire de plus du double lorsque le gene FRE6 est mute comparativement a lorsqu'il est 

normalement exprime (Singh et al, 2007). Ces resultats suggerent fortement la necessite de 

P activite de la reductase Fre6 afin que Smf3 et le complexe Fet5-Fthl puissent obtenir le fer 

a Petat reduit pour etre transporte hors de la vacuole. Cela suggere egalement que le fer 

contenu a Pinterieur de la vacuole est sous forme Fe . 
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3. Vorganisme modeleSchizosaccharomycespombe 

Outre S. cerevisiae, d'autres levures sont employees pour comprendre les 

mecanismes homeostatiques des metaux. Parmi celles-ci, on retrouve la levure 

Schizosaccharomyces pombe. L'interet d'utiliser S. pombe comme modele d'etude est 

justifie par le fait que le degre d'homologie de 1'ensemble de ses genes est plus pres des 

eucaryotes superieurs que ne Test celui de S. cerevisiae. D'autres proprietes intrinseques a 

S. pombe se rapprochent davantage a celles des eucaryotes superieurs. Par exemple, la 

division cellulaire est binaire via la formation d'un septum. Plus de la moitie des genes de 

S. pombe possedent des introns. Tout comme les cellules animales et celles des plantes, le 

mecanisme d'ARN interference est fonctionnel chez S. pombe, ce qui n'est pas le cas chez 

S. cerevisiae. Les modifications post-traductionnelles s'apparentent davantage a celles 

retrouvees chez les cellules animales a comparer a celles que S. cerevisiae utilisent pour 

modifier ses proteines (Chang & Nurse, 1996, Takegawa et al, 2009). II a aussi ete suggere 

que la morphologie des organites de S. pombe se rapproche davantage de celle des 

eucaryotes superieurs. A titre d'exemple, les vacuoles de S. pombe, qui seraient l'equivalent 

fonctionnel des lysosomes chez les eucaryotes superieurs, sont presentes sous forme de 

petites vesicules membraneuses. Une cellule peut en contenir plusieurs dizaines. D'un point 

de vue morphologique, ceci se rapproche davantage des cellules des eucaryotes superieurs 

que de la levure S. cerevisiae dans laquelle seulement une a trois vacuoles est observee, 

occupant jusqu'a 75% du contenu cellulaire (Takegawa et al, 2003). Tout comme 

S. cerevisiae, 1'acceleration des decouvertes entourant S. pombe est en grande partie due a 

l'accessibilite a de nombreuses donnees issues du sequencage de son genome (Hertz-Fowler 

et al, 2004, Wood et al, 2002). Jusqu'a maintenant un certain nombre de composantes 
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moleculaires ont ete identifiees et caracterisees chez cet organisme. Ces dernieres sont 

illustrees a la figure 3 et seront decrites plus en details dans les sections qui suivent. 

Figure 3. Bases moleculaires de la reponse a la carence en fer chez S. pombe. 
En carence de fer, le represseur transcriptionnel Fepl est inactif permettant 1'expression des 
genes impliques dans 1'acquisition du fer. Le systeme de transport du fer a la surface des 
cellules est forme de la reductase Frpl, du complexe de haute affinite Fiol-Fipl et des 
recepteurs de siderophores Strl, Str2 et Str3. Dans cette condition, le represseur 
transcriptionnel Php4 est actif et inhibe 1'expression des genes impliques dans la 
sequestration ou l'utilisation du fer. Le transporteur Pell n'est plus exprime, causant rarret 
de l'import du fer dans la vacuole. La proteine responsable de l'export du fer de la vacuole 
vers le cytoplasme reste a etre identifiee. 
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3.1. La regulation transcriptionnelle du transport du fer chez 5. pombe 

3.1.1. Fepl 

Tout comme chez S. cerevisiae, l'expression des genes impliques dans la reduction et 

le transport du fer chez S. pombe varie en fonction de la concentration intracellulaire en fer. 

Chez les deux organismes, ces genes sont fortement transcrits lors d'une carence en fer, 

tandis que leur transcription est reprimee en presence de fer. L'analyse comparative du 

genome de S. pombe dans le but d'identifier une proteine homologue au facteur de 

transcription Aftl de S. cerevisiae a ete infructueuse, suggerant un mecanisme de regulation 

distinct (Pelletier et al, 2002). Un examen approfondi des regions promotrices des genes 

responsables de l'entree du fer dans la cellule a l'aide d'un programme bioinformatique a 

permis d'identifier une sequence commune retrouvee au niveau des promoteurs regules de 

facon fer-dependante. Cette sequence montre la composition suivante : A / T G A T A A (Pelletier 

et al, 2002). Ce type de sequence, aussi appele element GATA, est habituellement reconnu 

par la famille des facteurs de transcription de type GATA. Des analyses subsequentes ont 

permis d'identifier quatre genes pouvant potentiellement coder pour des facteurs de 

transcription de type GATA. Parmi ces derniers; l'un code par le cadre de lecture 

SPAC23E2.01 a pu etre identifie comme etant le bon facteur de transcription etant donne que 

son inactivation entraine une expression soutenue, peu importe le statut en fer, des genes 

d'acquisition du fer (Pelletier et al, 2002). Le gene codant pour ce facteur de transcription a 

ete appele fepl+ pour « Fe protein 1 ». La souche mutante pour le gene fepl+ presente une 

augmentation de l'activite reductase de surface et une sensibilite prononcee a la 

phleoriiycine, un antibiotique qui cause des cassures a l'ADN en presence d'un exces de fer 
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et en condition aerobique (Pelletier et al, 2002). Tous ces phenotypes disparaissent suite a 

l'insertion d'un allele fepl+ fonctionnel dans la souche/epiA mutante (Pelletier et al, 2002). 

Des essais in vitro de retention sur gel (EMSA) ont demontre que la proteine de fusion MBP-

Fepl se lie specifiquement aux elements GAT A en presence de fer (Pelletier et al, 2002). In 

vivo, Fepl agit comme represseur transcriptionnel. II est active en presence de fer. 

Le gene fepl+ est exprime en presence d'un surplus de fer et en conditions basales 

(740 nM Fe) de culture. En presence du chelateur de fer, 2,2'-dipyridyl (Dip), le genefepl+ 

est reprime (Jbel et al, 2009, Merrier et al, 2008). Des observations en microscopie a 

fluorescence ont montre que Fepl-GFP, exprime sous le controle de son propre promoteur 

ou d'un promoteur inductible independant du fer, se localise de facon constitutive au noyau 

(Jbel et al, 2009, Pelletier et al, 2005). Ces informations indiquent que l'activite regulatrice 

de Fepl n'est pas controlee par un changement de localisation cellulaire comme observe 

pour Aftl (Ueta et al, 2003, Yamaguchi-Iwai et al, 2002). 

La proteine Fepl est composee de deux doigts de zinc (ZFs) de type Cys2/Cys2. 

Celui le plus pres de l'extremite N-terminale (a.a. 12 a 60) est nomme ZF1. Le deuxieme 

doigt de zinc (a.a. 172 a 220) est nomme ZF2. Entre les deux ZFs, plus precisement entre les 

a.a. 68 a 94, se retrouve une region contenant quatre cysteines hautement conservees. Un 

NLS putatif, KRRKR, se situe entre les a.a. 217 a 221. Du cote C-terminal de Fepl, on note 

la presence d'un motif di-leucine-proline (414Leu-Pro-Pro-Ile-Leu-Pro419) ainsi qu'une 

repetition de deux heptades formant un « leucine-zipper» (entre les a.a. 522 a 536). 

L'organisation de la proteine Fepl est representee a la figure 4. 
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di-Leu-Pro 
ZF1 ZF2 414-419 

1 12-60 172-220 N / 564 12-60 172-220 N f 

68-94 217-221 522-536 
Cys-riche NLS leucine-zipper 

Figure 4. Representation du represseur transcriptionnel Fepl. 
La proteine Fepl est constitute de deux doigts de zinc nommes ZF1 et ZF2. Entre ZF1 et 
ZF2 se trouve une region contenant quatre residus cysteines hautement conserves (Cys-
riche). ZF2 est borde par un signal potentiel de localisation nucleaire (NLS) correspondant a 
la sequence KRRKR. Fepl contient egalement un motif di-leucine-proline (di-Leu-Pro) 
compose des residus LPPILP. Un domaine de type leucine-zipper est present a Fextremite 
C-terminale de Fepl et serait implique dans son homo-dimerisation et sa capacite a reprimer 
la transcription. 

La portion N-terminale de Fepl (a.a. 1 a 241) est responsable de sa liaison a l'ADN, 

ainsi que de sa capacite a jauger le fer dans la cellule (Jbel et al, 2009, Pelletier et al, 2002, 

Pelletier et al, 2005). La fusion de cette portion proteique de Fepl avec le domaine activateur 

VP16 permet de produire une proteine chimerique dotee d'un domaine d'activation 

transcriptionnel fer-dependant dans un systeme simple-hybride (Jbel et al, 2009). Le motif 

ZF2 est principalement responsable de la liaison aux elements GATA. Cela a ete demontre in 

vitro par une perte totale de liaison a l'ADN lorsque ZF2 est mute (Pelletier et al, 2005). Le 

role de ZF1 est d'augmenter l'affinite de Fepl pour l'ADN. La version tronquee de Fepl 

(a.a. 60 a 564), sans ZF1, possede 5,2 fois moins d'affinite pour l'ADN et ne conserve que 

32% de sa capacite a se lier a la chromatine in vivo (Jbel et al, 2009, Pelletier et al, 2005). 

Cette liaison residuelle est toutefois insuffisante pour reprimer la transcription des genes 

cibles (Jbel et al, 2009, Pelletier et al, 2005). Les quatre cysteines contenues entre les deux 

ZFs sont essentielles a la fonction de liaison a l'ADN du facteur de transcription. Leur 
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presence est hautement conservee chez d'autres represseurs de type GATA ayant une activite 

similaire a celle de Fepl (Haas et al, 1999, Haas, 2003, Pelletier et al, 2002). In vivo, la 

mutation de deux des quatre cysteines montre que Fepl n'est plus capable de se Her a la 

chromatine en presence de fer (Jbel et al, 2009). La region contenant les a.a. 1 a 241 est aussi 

responsable de la localisation nucleaire etant donne que ce domaine se localise au noyau 

lorsqu'il est exprime seul dans les cellules (Pelletier et al, 2005). L'expression de la partie C-

terminale de la proteine (a.a. 262 a 564) fusionnee a la GFP n'est visible que dans le 

cytoplasme des cellules (Pelletier et al, 2005). 

Du cote de la portion C-terminale de Fepl, ,le « leucine-zipper » situe entre les a.a. 

522 et 536 est necessaire et suffisant pour permettre l'homodimerisation du facteur de 

transcription. La mutation des residus hydrophobes du motif empeche la formation in vitro 

de dimeres de Fepl (Pelletier et al, 2005). En l'absence de formation du dimere, la proteine 

Fepl subit une perte importante de sa capacite a reprimer l'expression des genes cibles 

comparativement a la proteine sauvage (Pelletier et al, 2005). Pour ce qui est du motif di-

leucine-proline qui se situe entre les a.a. 414 a 419, il est implique dans l'etablissement de 

1'interaction de Fepl avec ses corepresseurs Tup 11 et Tup 12. Les corepresseurs Tup 11 et 

Tup 12 agissent de concert avec Fepl pour reprimer les genes responsables de 1'entree du fer 

dans la cellule. Une souche mutante pour les deux corepresseurs (tupllAtup!2A) exprime les 

genes cibles de Fepl de facon soutenue et ce, meme en presence de fer et du facteur de 

transcription Fepl (Pelletier et al, 2002). Les versions tronquees de Fepl, ne contenant que 

les a.a. 319 a 564, de meme que le domaine minimal 405-541, interagissent avec Tupll lors 

d'essais in vivo de type « double-hybride », de co-immunoprecipitation (Co-IP) ou d'essais 

in vitro de type « GST-pull down » (Znaidi et al, 2004). Sans la region C-terminale 360-564, 
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Fepl se lie de maniere fer-dependante a l'ADN, mais ne joue plus son role de represseur 

transcriptionnel (Jbel et al, 2009). 

3.1.2. Php4 

II existe egalement chez S. pombe un mecanisme prevenant l'utilisation non-

essentielle de fer lorsque ce dernier est en carence. La proteine au coeur de cette regulation 

est le represseur transcriptionnel Php4. L'analyse transcriptionnelle de genes codant pour des 

proteines impliquees dans la sequestration ou l'utilisation du fer montre que ceux-ci sont 

exprimes lorsque le fer est disponible, mais fortement reprimes lorsque la cellule se retrouve 

en condition de rarete pour cet element. Une analyse plus poussee des regions 5'-UTR de ces 

genes a permis d'identifier une sequence regulatrice de type CCAAT (Mercier et al, 2006). 

Cette sequence regulatrice est connue pour etre liee par l'heterocomplexe CCAAT forme des 

proteines Php2, Php3 et Php5 (McNabb et al, 1997). La proteine Php2 est responsable de la 

reconnaissance et de la liaison du complexe a la sequence CCAAT. La deletion du gene 

php2+ entraine la perte de la regulation des genes cibles. L'expression de ces genes en 

carence de fer est aussi plus elevee que chez la souche de type sauvage (Mercier et al, 2006). 

A Pepoque, ces resultats suggeraient que le complexe pourrait fonctionner a l'aide d'un 

quatrieme facteur pour reprimer la transcription en carence de fer. S. cerevisiae possede aussi 

un complexe CCAAT, cependant il n'est pas implique dans l'homeostasie du fer (McNabb & 

Pinto, 2005, Pinkham & Guarente, 1985). Par contre, il comporte quatre proteines et le 

domaine d'interaction entre cette quatrieme proteine et le complexe est caracterisee 

(McNabb & Pinto, 2005). Une analyse bioinformatique de la base de donnees du genome de 

S. pombe a permis d'identifier une proteine contenant ce domaine d'interaction (Sybirna et 
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al, 2005). Cette proteine de 295 a.a. a ete identified comme etant Php4. L'implication de 

Php4 dans la regulation dependante du fer a d'abord ete confirmee chez une souche mutante 

(php4A), chez laquelle on observe une perte de repression des genes cibles en conditions de 

carence en fer. L'interaction de Php4 avec le complexe CCAAT a ete demontre via 

1'utilisation d'un agent pontant, ce qui a permis de detecter le complexe forme des quatre 

proteines, soit Php2, Php3, Php4 et Php5 (Mercier et al, 2006). 

Afin de comprendre le mecanisme de regulation fer-dependant du complexe 

CCAAT, differentes approches ont ete empruntees. L'analyse transcriptionnelle des genes 

php2+, php3+, php4* et php5* montre que l'expression de php<f est regulee par le fer de 

facon Fepl-dependante. Par contre, l'expression des genes php2+, php3+ et php5+ est 

constitutive et invariable (Mercier et al, 2006). L'expression permanente de Php4 dans la 

souche fepl A ne genere pas, toutefois, une repression des genes cibles en presence de fer, 

suggerant 1'existence d'un mecanisme post-transcriptionnel afin d'inactiver la proteine Php4 

en reponse a une concentration elevee de fer (Mercier et al, 2008). La capacite de Php4 a 

reprimer l'expression uniquement en carence en fer a ete demontree par une approche de 

type « simple-hybride ». La proteine de fusion GAL4-Php4 exprimee constitutivement se lie 

a l'ADN via la portion GAL4. Toutefois, c'est la portion Php4 qui est responsable de la 

repression de la transcription du gene rapporteur et ce, uniquement en carence de fer 

(Mercier et al, 2008). 

La localisation de la proteine GFP-Php4 varie selon le statut en fer. En carence de fer, 

lorsque la proteine est active, elle se localise au noyau. En presence de fer, le « pool » 

nucleaire de Php4 est exporte en dehors du noyau vers le cytoplasme (Mercier & Labbe, 
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2009). Ce phenomena se produit uniquement avec les ions de fer. Cette observation a menee 

a 1'identification du NES de Php4. Le NES est forme d'une region contenant quatre leucines, 

entre les a.a. 93 a 100 de Php4. L'exportine responsable de Pexportation de Php4 est Crml. 

La mutation du NES entraine la retention de Php4 au noyau (Mercier & Labbe, 2009). 

La capacite de la proteine Php4 a sentir la presence de fer au niveau post-

transcriptionnel implique le glutathion (GSH). Une souche mutante pour la synthese du GSH 

(gcslA) empeche l'inactivation de Php4 par le fer (Mercier et al, 2008). Une proteine 

effectrice situee en aval dans le sentier de la reponse au fer est la proteine monothiole 

glutaredoxine Grx4. Php4 et Grx4 interagissent l'une avec l'autre dans une approche de type 

« double-hybride » (Mercier & Labbe, 2009). En absence de Grx4, Php4 reste localisee au 

noyau et reprime la transcription des genes de facon constitutive et ce, meme en presence de 

fer (Mercier & Labbe, 2009). Le mecanisme exact par lequel Grx4 inhibe l'activite de Php4 

en reponse au fer reste a definir. 

Une etude par biopuces a ADN permettant de comparer 1'expression genique d'une 

souche de type sauvage a celle possedant une deletion pour le gene php4+ a ete realisee afin 

de determiner tous les genes reguler par Php4. Les resultats indiquent que Php4 est 

responsable de la repression transcriptionnel de 86 genes (Mercier et al, 2008). Ces genes 

codent pour des proteines impliquees dans diverses voies metaboliques requerant du fer tel 

que le cycle du TCA, la respiration, la protection au stress oxydatif et la biosynthese de 

Theme. On retrouve aussi des genes cibles directement reliees a la regulation de 

l'homeostasie du fer comme fepl+ et pelf. Selon le modele actuel, l'activite de Php4 est 

regulee a trois niveaux. Premierement, lorsque le fer est present, Fepl reprime la 
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transcription de php4 . Deuxiemement, la monothiole glutaredoxine Grx4 inactive Php4. 

Troisiemement, le complexe Php4-Grx4 est exporte du noyau vers le cytoplasme permettant 

d'assurer 1'elimination de la presence de Php4 dans le noyau des cellules. 

3.2. Le systeme de transport du fer dependant de la reductase Frpl 

3.2.1. Frpl/Frp2 

On observe a la surface des cellules de S. pombe une activite reductase catalysant la 

conversion du Fe en Fe . Une souche presentant une perte de cette activite a ete generee 

suite au traitement avec un agent mutagene (Roman et al, 1993). La proteine responsable de 

la reduction du Fe3+ a ete identifiee suite a un criblage genetique a l'aide de cette souche 

mutante dans laquelle des plasmides d'une banque genomique ont ete surexprimes afin 

d'obtenir un phenotype de complementation de l'activite reductase. Le gene isole est celui de 

la proteine Frpl (Roman et al, 1993). Frpl possede une taille de 564 a.a. et contient six 

DTMs. Un alignement de sequences montre qu'elle partage 27% d'identite avec la reductase 

de surface Frel de S. cerevisiae. Les regions conservees se retrouvent principalement a 

l'extremite C-terminale des deux proteines et correspondent aux motifs de liaison au FAD et 

aux NADPH. Ces deux cofacteurs sont essentiels pour l'activite reductase (Lesuisse et al, 

1990). 

Une souche nulle pour le gbnefrpl+ a ete generee afin de confirmer que le produit du 

gene est la reductase. Une souche mutante frpl A est sensible a la carence en fer, ce qui se 

traduit en une perte de croissance. Cette perte de croissance n'est pas retablie par l'addition 
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de Fe dans le milieu de culture. Par contre, l'addition de Fe combinee a un agent 

reducteur tel l'ascorbate restaure la croissance cellulaire (Roman et al, 1993). 

L'absence d'activite reductase residuelle de surface chez la souche^piA indique que 

Frpl est seul a jouer ce role (Roman et al, 1993). L'analyse comparative du genome de 

S. pombe rapporte une proteine homologue partageant 46% d'identite avec Frpl. Celle-ci est 

nommee Frp2. Sa localisation cellulaire et son role n'ont pas ete caracterises. Les genes 

codant pour les deux reductases identifiees dans le genome de S. pombe, frpl+ etfrp2+, sont 

regulees par le represseur transcriptionnel Fepl (Mercier et al, 2008, Pelletier et al, 2002, 

Roman et al, 1993). lis sont induits en carence de fer et reprimes en presence de 

concentrations elevees de fer. Ceci supporte l'hypothese que Frp2, tout comme Frpl, serait 

impliquee dans l'homeostasie du fer, mais au niveau d'un autre compartiment cellulaire. 

3.2.2. Fiol-Fipl 

L'existence de la reductase de surface Frpl, impliquee dans le transport du fer a la 

surface cellulaire, suppose que S. pombe possede un complexe oxydase-permease pour 

transporter le fer. Des analyses comparatives du genome de S. pombe montrent que deux 

proteines partagent un fort pourcentage d'homologie avec les proteines Fet3 et Ftrl de 

S. cerevisiae (Roman et al, 1993). 

Ulterieurement, il a ete montre que la proteine Fiol est l'orthologue de la multicuivre 

oxydase Fet3 et partage 38% d'identite avec celle-ci. La taille de Fiol est de 622 a.a. et sa 

sequence contient un seul DTM. Fiol possede aussi deux motifs homologues aux 

multicuivres oxydases ainsi que tous les acides amines conserves pouvant se Her au cuivre. 
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La portion N-terminale contient un signal peptide pour sa localisation a la membrane 

plasmique (Askwith & Kaplan, 1997). 

La proteine Fipl partage 46% d'identite avec la permease Ftrl. La sequence de 397 

a.a. de Fipl forme sept DTMs. Celle-ci contient egalement deux motifs REXLE, dont 

l'implication dans le transport du fer a ete demontree pour Ftrl (Askwith & Kaplan, 1997). 

L'expression des genes fiol+ etfipl* est reprimee en presence de fer via l'activite de 

Fepl (Askwith & Kaplan, 1997, Pelletier et al, 2002). L'organisation chromosomique de ces 

genes est particulierement interessante. Les deux genes sont cote a cote, mais orientes en 

direction opposee. La region intergenique ne contient que 1142 paires de bases et sert de 

region promotrice pour les deux genes. 

La capacite du complexe Fiol-Fipl a transporter le fer a ete demontree dans une 

souche de S. cerevisiae deficiente pour le transport du fer de haute affinite (fet3A). 

L'expression simultanee de l'oxydase (fiol+) et de la permease (fipl+) est suffisante pour 

restaurer 1'incorporation de fer radioactif (Askwith & Kaplan, 1997). Cependant, 

l'expression du gene flol+ seul ne permet pas de complementer la perte de FET3 (Askwith & 

Kaplan, 1997). Ceci indique que les composantes des deux complexes ne forment pas les 

memes interactions entre elles. En plus de 1' equivalence fonctionnelle, le complexe de 

S. pombe possede une affinite similaire pour le fer (Km = 0.2 uM) a celle de .S. cerevisiae 

(Km = 0.15 uM) (Askwith & Kaplan, 1997). 
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3.3. Le transport du fer via les recepteurs de siderophores 

Bien que les premieres etudes mentionnaient que S. pombe ne produit pas de 

siderophores (Neilands, 1995), l'analyse de la base de donnee de son genome indique 

l'existence de genes pouvant etre impliques dans la biosynthese de ces derniers. 

3.3.1. Sibl/Sib2 

Deux proteines possiblement impliquees dans la synthese de siderophore ont ete 

identifiees (Schrettl et al, 2004). II s'agit des proteines Sibl et Sib2. Sibl est une proteine de 

type peptide synthetase. Ce type de proteine est implique dans l'assemblage de petits 

composes organiques. La proteine Sibl partage 16% d'identite avec la ferrichrome peptide 

synthetase Sid2 de la levure Ustilago maydis (Yuan et al, 2001). Sibl contient plusieurs 

copies de domaines conserves responsables d'activites telles l'adenylation, la thiolation ou la 

condensation organique. Ces nombreux domaines multifonctionnels justifient sa taille 

imposante de 4924 a.a. 

Le gene sib2+ code pour urie proteine de 431 a.a.. Sib2 partage 34% d'identite avec 

l'enzyme ornithine-iV5-monooxygenase SidA de la levure filamenteuse Aspergillus nidulans 

(Eisendle et al, 2003). Cette enzyme est responsable de la catalyse de la premiere etape de 

synthese des siderophores de type hydroxamate a partir d'un precurseur : l'ornithine. Selon 

sa sequence, Sib2 contient trois domaines requis pour son activite, soit les domaines de 

liaison des cofacteurs FAD et NADPH, ainsi que le domaine de liaison a son substrat 

(DX 3
L / F ATGYX4 H /P ) (Schrettl et al, 2004, Stehr et al, 1998). 
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L'arrangement chromosomique des genes sibl+ et sib2+ est semblable a celle defiol+ 

etfipl+, c'est-a-dire, qu'ils partagent le meme promoteur et qu'ils sont transcrits en direction 

opposee. La region intergenique est d'une longueur de 1498 paires de bases et contiendrait 

des elements de regulation reconnus par Fepl. Une etude par biopuces a ADN revele que 

l'expression de ces genes est induite en carence de fer (Mercier et al, 2008). 

L'existence de ces genes corrobore avec la demonstration que la cellule de S. pombe 

contient un siderophore de type hydroxamate : le ferrichrome (Schrettl et al, 2004). Une 

partie du ferrichrome synthetisee est secrete dans le milieu (Schrettl et al, 2004). La 

detection de ce siderophore a ete realisee par spectrometrie de masse sur des echantillons de 

milieu de culture ou d'extrait cellulaire. 

3.3.2. Strl/Str2/Str3 

Le ferrichrome relache dans le milieu, puis complexe au fer, est reachemine a 

l'interieur de la cellule par le recepteur Strl. La proteine Strl a ete identified sur la base de 

son homologie de sequence avec les proteines Arnl/2/3/4, responsables de l'acquisition des 

siderophores chez S. cerevisiae, avec qui elle partage - 3 1 % de similarite (Pelletier et al, 

2003). Strl a une taille et une topologie comparable aux proteines Arnl/2/3/4 et compte 

quatorze DTMs. Le genome de S. pombe contient deux homologues de Strl. En effet, les 

proteines Str2 et Str3 presenteht, respectivement, 29% et 25% d'identite avec Strl. La taille 

de Str2 est de 597 a.a. et elle contient quatorze DTMs. Str3 possede une taille comparable 

(629 a.a.) et renferme un nombre inferieur de DTMs, soit douze. 
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La transcription des genes de ces trois recepteurs (strl+, str2+ et str3+) est induite 

lorsque le fer est absent et reprimee quand il est disponible (Mercier et al, 2008, Pelletier et 

al, 2003). L'element GATA responsable de la repression de strl+ par le regulateur 

transcriptionnel Fepl a ete identifie et caracterise (Pelletier et al, 2003). 

Une fonction a ete identifiee pour deux des trois recepteurs. Les genes strl+, str2+ et 

str3+ ont ete exprimes de facon ectopique dans une souche de S. cerevisiae deficiente pour 

1'importation de siderophores ainsi que pour le transport du fer de haute affinite 

(ARN1/2/3/4A + FET3A). La presence de Strl permet de restaurer la croissance de la souche 

mutante sur un milieu pauvre en fer supplemente de ferrichrome (Pelletier et al, 2003). Un 

essai similaire indique que Str2 est apte a transporter la ferrioxamine-B en plus d'avoir une 

faible affinite pour le ferrichrome (Pelletier et al, 2003). Quant a Str3, la liste des substrats 

utilises n'a pas permis d'identifier sa fonction. Ces resultats demontrent que S. pombe detient 

trois recepteurs impliques dans l'acquisition de siderophores qui possedent des affinites ou 

specificites differentes pour chacun de leurs substrats. 
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3.4. L'entreposage du fer a la vacuole 

La morphologie des vacuoles de S. pombe differe de celle de S. cerevisiae. Plutot que 

de former un seul organite imposant, les vacuoles sont reparties en plusieurs petits organites 

disperses dans toute la cellule (environ cinquante par cellule). Elles accompliraient les 

memes fonctions que chez S. cerevisiae, dont les roles de detoxification et d'entreposage des 

metaux sont physiologiquement tres importants pour la cellule (Mercier et al, 2006, Ortiz et 

al, 1992, Takegawa et al, 2003). 

3.4.1. Pell 

La proteine Pell a egalement ete identified suite a une analyse comparative du 

genome de S. pombe (Mercier et al, 2006). Celle-ci comporte deux regions ayant une forte 

homologie avec le transporteur vacuolaire Cccl de S. cerevisiae. La premiere portion qui 

comprend les a.a. 25 a 69, possede 62% de similarite avec Cccl et la seconde portion 

comprenant les a.a. 149 a 231, possede un degre de similarite de 50%. La taille entiere de 

Pell est de 243 a.a. et l'analyse topologique de sa sequence predit la presence de cinq DTMs. 

Une etude par biopuces a ADN comparant l'expression des genes de S. pombe en 

condition plus fer versus sans fer, rapporte que pell* est le gene pour qui le niveau de 

transcrits augment le plus en presence de fer (Mercier et al, 2008). La region 

5'-UTR de pelf contient un element CCAAT implique dans sa regulation negative en 

presence de fer via le represseur Php4 (Mercier et al, 2006). Le gene pelf est fortement 

exprime en presence de fer. 
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Le principal resultat demontrant que Pell a une activite liee a l'homeostasie du fer est 

qu'une souche ne contenant pas d'allele fonctionnelle de son gene (pell A) presente une 

sensibilite marquee a un surplus de fer (Mercier et al, 2006). Ce phenotype est egalement 

rapporte chez S. cerevisiae pour une souche mutante pour le gene CCC1 (Li et al, 2001). 

Pell aurait pour role de proteger la cellule contre la toxicite cause par un exces de fer. 

Contrairement a S. cerevisiae, S. pombe ne contient pas de second complexe oxydase-

permease ayant pour role de liberer le fer contenu dans la vacuole. Une analyse comparative 

entre les genes du genome de S. pombe confirme que le complexe de surface, Fiol-Fipl, ne 

presente pas d'homologie avec d'autres proteines. Cela suggere qu'en carence de fer, 

S. pombe utilise un mecanisme distinct de celui de S. cerevisiae afin d'exporter le fer 

vacuolaire. 
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4. La famille des transporteurs a ATP-binding cassette (ABC) 

4.1. Structure des transporteurs ABC 

La famille des transporteurs de type ATP-binding cassette (ABC) forme l'une des 

plus grandes families de proteines (Higgins, 1992, Holland & Blight, 1999). Une analyse de 

genomes entiers chez treize organismes distincts provenant de differents regnes, incluant les 

archeobacteries, les eubacteries et les eucaryotes unicellulaires et multicellulaires, a permis 

d'identifier des sequences de genes codant pour des domaines homologues au domaine 

d'attachement aux nucleotides (nucleotide-binding domain (NBD)) chez les transporteurs 

ABC (Isenbarger et al, 2008). Ceci fait de ce type de domaine, l'un des motifs phylogeniques 

les plus conserves a travers les especes. Plus de trois mille membres de cette famille de 

proteines ont ete identifies jusqu'a maintenant (Jones et al, 2009). 

L'architecture generate d'un transporteur de type ABC est formee de deux regions 

que Ton appelle « membrane spanning domain » (MSD), contenant plusieurs domaines 

transmembranaires, et de deux regions correspondant au NBD. Ces regions conservees 

peuvent se retrouver selon differentes configurations tel que decrit a la figure 5. Par exemple, 

un transporteur peut etre constitue de deux MSDs et de deux NBDs (transporteur a domaines 

dupliques). II peut etre constitue d'un MSD et d'un NBD (transporteur simple). Les 

transporteurs simples peuvent etre assembles en homo- ou hetero-dimere. D'autres 

transporteurs de type ABC sont composes de quatre polypeptides, chacun correspondant au 

MSD ou au NBD, assembles en tetramere (Jones et al, 2009). 
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Figure 5. Architecture generate des transporteurs ABC. 
A. Les transporteurs a domaines dupliques sont constitutes de deux MSDs et de deux NBDs. 
L'orientation de ces domaines peut se retrouver dans les deux sens. B. II existe chez les 
transporteurs a domaines dupliques une sous-famille possedant un domaine MSD 
supplemental appele NTE a leur extremite N-terminale. C. Les transporteurs simples sont 
formes d'un MSD et d'un NBD pouvant se retrouver dans les deux orientations. Ce type de 
transporteur s'assemble en dimere pour etre fonctionnel. D. Les transporteurs ABC peuvent 
contenir quatre sous-unites possedant chacune un MSD ou un NBD qui s'assemblent pour 
former un transporteur fonctionnel. E. Certaines sous-families de transporteurs ABC ne 
contiennent pas de MSD. lis comportent un ou deux NBDs similaires aux membres des 
autres sous-families. 

Chaque MSD peut etre constitue de cinq ou six DTMs. Les MSDs d'un meme 

transporteur s'assemblent de maniere a former un canal dans la membrane. Le canal forme 

constitue un pore permeable qui reste ferme d'un cote de la membrane afin de prevenir la 

diffusion passive du substrat. Le pore contiendrait egalement des sites de liaison pour les 

substrats reconnus et transports a travers la membrane (Jones et al, 2009). 
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Les NBDs sont responsables de l'attachement et de l'hydrolyse de l'ATP. Le NBD 

comprend deux sous-domaines : une poche de fixation de l'ATP et un segment qui le relie 

avec les MSDs. La poche de fixation de l'ATP est formee, entre autre, de deux motifs 

eommuns a toutes les proteines liant l'ATP. Le motif A de Walker est constitue des acides 

amines GxxGxGK lj (ou « x » correspond a n'importe lequel des a.a.). Le motif A de 

Walker est riche en residus glycines (G) permettant la formation de la boucle de liaison aux 

phosphates de l'ATP (P-loop). Le residu lysine (K) conserve forme des liaisons hydrogenes 

avec les groupements phosphates aux positions p et y de l'ATP (Walker et al, 1982). Le 

second motif est le motif B de Walker. Sa sequence, <bd>cj><pDE, est composee de plusieurs 

residus aliphatiques ((j>). Le residu aspartate (D) lie un ion magnesium necessaire pour 

l'activite catalytique du transporteur. Pour ce qui est du residu glutamate (E), il jouerait aussi 

un role catalytique dans la reaction d'hydrolyse de l'ATP (Walker et al, 1982). Le sous-

domaine polypeptidique du NBD qui interagit avec les MSDs est forme\ en partie, de la 

sequence LSGGQ. Cette sequence correspond au motif « signature » des transporters ABC 

et differencie ces derniers des autres proteines liant l'ATP (Mourez et al, 1997). L'import ou 

l'export de substrats par les transporteurs ABC via les MSDs est obligatoirement couple a 

l'hydrolyse de l'ATP par les NBDs. Ces activites s'effectuent de maniere allosterique, mais 

le mecanisme precis de ce processus reste encore mal defini (Jones et al, 2009). L'un des 

modeles proposes pour le fonctionnement des transporteurs ABC est represente a la figure 6. 

Les transporteurs ABC peuvent etre divises en sept sous-families (ABCA a ABCG) 

selon la disposition de leurs domaines (MSD et NBD) et le degre d'homologie entre leurs 

sequences en acides amines (Dean, 2005). Ce systeme de classification decoule des 

transporteurs ABC retrouves chez les vertebres. Les membres de la sous-famille ABCA 
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contiennent les domaines MSD et NBD en duplicata dans la meme proteine (transporteurs a 

domaines dupliques). Ceux de la sous-famille ABCC possedent, en plus de ces domaines 

dupliques, un domaine MSD supplemental a leur extremite N-terminale. Les sous-families 

ABCD et ABCG sont constitutes de transporteurs simples, c'est-a-dire qu'ils possedent un 

MSD et un NBD. La sous-famille ABCB contient a la fois des transporteurs a domaines 

dupliques et des transporteurs simples. Pour ce qui est des sous-families ABCE et ABCF, ils 

detiennent deux NBDs, mais ne renferment aucun DTM. Ces derniers n'executent pas de 

transport de molecules, cependant la nature de leurs NBDs, notamment la presence du motif 

« signature », montrent qu'ils ont une origine evolutive commune (Dean, 2005). 

I II III 
MSD MSD : 

NBD NBD 

VI • V IV 

Figure 6. Modele de fonctionnement des transporteurs ABC. 
I. Un transporteur ABC fonctionnel est constitue de deux MSDs et de deux NBDs. II. La 
fixation de l'ATP a l'un des NBDs rendrait actif le site de liaison pour le substrat d'un des 
MSDs. III. La liaison du substrat au MSD actif entrainerait l'hydrolyse de l'ATP par le 
NBD. IV. L'hydrolyse de l'ATP rendrait actif le second site de liaison pour le substrat de 
l'autre MSD. V. La fixation de l'ATP sur le deuxieme NBD rendrait inactif le premier site de 
liaison pour le substrat et entrainerait son deplacement sur le second site de liaison. VI. La 
liaison du substrat au second site induirait l'hydrolyse de l'ATP qui, a son tour, inactiverait 
le site de liaison, relachant le substrat. 
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4.2. Caracterisation des transporteurs ABC de S. pombe 

Puisque les transporteurs de types ABC constituent une famille tres vaste de proteines et 

dans l'optique de rester succinct dans 1'introduction, nous ne decrirons pas la multitude de 

fonctions qui a ete proposee pour les transporteurs ABC chez les mammiferes. Ainsi, nous 

nous concentrerons sur ceux presents chez S. pombe. A l'interieur de ce meme organisme, 

cette famille de transporteur occupe diverses localisations cellulaires et execute des fonctions 

cellulaires variees. 

Des analyses comparatives du genome de S. pombe ont permis d'identifier des genes 

codant pour onze proteines homologues avec les transporteurs de type ABC (Iwaki et al, 

2006). Avant cette analyse, six de ces transporteurs avait deja ete identifies et, certains 

d'entre eux, bien caract^rises. La proteine Pmdl est responsable du transport de la drogue 

leptomycin B. La leptomycin B est un antibiotique qui inhibe 1'exportation de proteines 

nucleaires en bloquant l'activite de l'exportine Crml et par le fait meme, la sortie de ses 

cargos du noyau (Nishi et al, 1992). L'absence de Bfrl confere aux cellules une grande 

sensibilite a la drogue brefeldin A. La brefeldin A est un metabolite fongique reconnu pour 

inhiber le transport retrograde de vesicules de 1'appareil de Golgi vers le reticulum 

endoplasmique (Iwaki et al, 2006, Nagao et al, 1995, Turi & Rose, 1995). Le transporteur 

Maml est implique dans le transport du facteur-M en lien avec l'activite des pheromones 

lors de la conjugaison (Christensen et al, 1997a). La sequence du gene abcl+ avait ete 

identifiee, mais aucun role n'a pu encore lui etre determine (Christensen et al, 1997b). La 

proteine Atml est localisee au niveau de la mitochondrie et protege la cellule contre le stress 

oxydatif (Chen & Cowan, 2003, Iwaki et al, 2005). Hmtl constitue le transporteur ABC de 
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S. pombe qui a ete le plus caracterise. Hmtl transporte le cadmium lie soit aux 

phytochelatines ou au GSH. La direction du transport s'effectue du cytoplasme vers 

l'interieur de la vacuole afin de proteger la cellule contre les effets toxiques de ce metal 

divalent (Ortiz et al, 1992, Ortiz et al, 1995, Preveral et al, 2009, Sooksa-Nguan etal, 2009). 

Des analyses comparatives du genome a permis de mettre en evidence cinq nouveaux 

genes codant pour des transporteurs ABC. Deux des proteines codees par ces genes, Pdrl et 

Mdll, ont ete nominees en raison de leur homologie de sequence et de leur localisation 

cellulaire similaire a deux proteines caracterisees de S. cerevisiae (Iwaki et al, 2006). Chez 

S. cerevisiae, Pdrl facilite le transport des sterols entre la membrane plasmique et le 

reticulum endoplasmique (RE) (Li & Prinz, 2004). Quant a Mdll, elle est impliquee dans le 

transport de peptides au niveau de la mitochondrie (Dean et al, 1994, Young et al, 2001). Les 

trois autres genes, abc2+, abc3+ et abc4+, sont similaires au gene abcl+ identifie 

precedemment. Par contre, les proteines Abc2, Abc3 et Abc4 sont localisees a la vacuole tout 

comme Hmtl, alors que Abel se retrouve a la membrane du RE (Iwaki et al, 2006). Les 

proteines Abc2 et Abc4 semblent jouer des roles similaires. lis seraient responsables du 

transport d'un intermediaire de la voie de biosynthese de l'adenine, de la detoxification de 

xenobiotiques et de la sequestration de conjugues glutathionyles a l'interieur des vacuoles 

(Iwaki et al, 2006). Au moment ou j 'ai debute mes travaux de recherche, le role du 

transporteur Abc3 n'etait pas defini, rnais des etudes par biopuces a ADN avait revele que 

l'expression de son gene est induite lors de conditions de croissance en carence de fer 

(Mercier et al, 2008, Rustic! et al, 2007). 
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5. Hypothese de recherche 

L'organisme modele utilise dans notre laboratoire est la levure Schizosaccharomyces 

pombe. Chez cet organisme, la vacuole joue un role majeur dans le controle du maintien de 

l'homeostasie des ions metalliques, puisqu'elle est responsable d'entreposer ces derniers ou 

de les redistribuer dans le cytoplasme en cas de besoin (Mercier et al, 2006, Ortiz et al, 1992, 

Takegawa et al, 2003). En ce qui a trait au fer, son entree a l'interieur de la vacuole est 

vraisemblablement effectuee par la proteine Pell (Mercier et al, 2006). La sequence 

polypeptidique de Pell est partiellement homologue a celle de la proteine Cccl de 

S. cerevisiae pour laquelle l'activite d'importation du fer a l'interieur de la vacuole a ete bien 

caracterisee (Chen & Kaplan, 2000, Li et al, 2001, Singh et al, 2007). Lorsque j 'a i entrepris 

mes travaux de recherche, la composante moleculaire permettant d'exporter le fer contenu 

dans la vacuole n'avait pas ete identifiee. II etait clair que la ou les proteines impliquees dans 

ce mecanisme differaient du complexe oxydase-permease present a la surface cellulaire. 

Contrairement a S. cerevisiae qui detient deux complexes oxydase-permease distincts, un a la 

surface et 1'autre au niveau des vacuoles, un seul avait ete repertorie chez S. pombe (Askwith 

& Kaplan, 1997, Stearman et al, 1996, Urbanowski & Piper, 1999). 

Une etude par biopuces a ADN ayant pour objectif d'identifier de nouveaux genes 

impliques dans le metabolisme du fer chez S. pombe suggerait l'existence d'un transporteur 

de la famille ABC dont l'expression etait induite en conditions de carence de fer (Mercier et 

al, 2008). La famille des transporteurs ABC est impliquee dans le transport d'une grande 

variete de substrats, dont les ions metalliques (Iwaki et al, 2006, Jones et al, 2009, Jungwirth 

& Kuchler, 2006, Rea, 2007). Dans un contexte de surexpression, la proteine Abc3, 
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fusionnee a la GFP, avait ete localisee au niveau de la membrane des vacuoles (Iwaki et al, 

2006). Ces informations permettaient de supposer que le transporteur Abc3 pourrait jouer un 

role dans l'homeostasie du fer au sein de la vacuole. 

6. Objectifs de recherche 

L'objectif general de mon projet de recherche visait a identifier un transporteur 

responsable du relachement du fer de la vacuole vers le compartiment cytosolique. Tel que 

mentionne ci-haut, nous avions cible Abc3 comme candidat potentiel pour jouer ce role. Des 

lors, nous avons voulu determiner si le transporteur Abc3 est implique dans le transport du 

fer au niveau de cet organite chez S. pombe. 

Afin de repondre a cette question, nous nous sommes fixes quatre principaux 

objectifs. Le premier etait d'identifier et de caracteriser les elements en « cis » responsables 

de la regulation fer-dependante du gene abc3+ et de determiner si cette regulation impliquait 

le regulateur transcriptionnel Fepl. Ensuite, nous voulions localiser la proteine Abc3 lorsque 

cette derniere est exprimee sous le controle de son promoteur endogene. Nous voulions 

egalement determiner si le statut proteique de Abc3 fluctue selon le statut en fer. Enfin, nous 

avions comme objectif de demontrer que le transporteur Abc3 possede une activite en lien 

avec l'homeostasie du fer. 
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Resume 

Des etudes anterieures ont montre la contribution essentielle de la vacuole au niveau 

deTentreposage et de la detoxification des ions metalliques divalents. Bien que les proteines 

transmembranaires responsables du transport du fer au niveau de la vacuole aient ete 

identifiees chez Saccharomyces cerevisiae, tres peu d'information est disponible a propos de 

la mobilisation du fer vacuolaire chez Schizosaccharomyces pombe. Dans cette etude, nous 

rapportons 1'identification d'un gene nomme abc3+ qui code pour une proteine de type ATP-

binding cassette de la sous-famille ABGC. La transcription du gene abc3+ est induite lorsque 

les concentrations en fer sont faibles, mais reprime par un niveau de fer eleve. La repression 

fer-dependante du gene abc3+ requiert le gene fepl+. Des essais d'immunoprecipitation de la 

chromatine montrent que Fepl s'associe au promoteur du gene abc3+ in vivo et ce de 

maniere fer-dependante. Des analyses microscopiques revelent que la proteine de fusion 

Abc3-GFP se localise a la membrane des vacuoles lorsque le niveau de fer est faible. En 

l'absence du systeme de transport de surface constitue de Fiol et de Fipl, Abc3 est requis 

pour la croissance cellulaire en carence de fer. Les cellules mutantes abc3ts. presentent des 

niveaux accrus d'expression defrpl+ codant pour une ferrireductase, suggerant une perte de 

repression par Fepl et, consequemment, l'activation des genes regules par Fepl. Lorsque 

abc3+ est exprime sous le controle du promoteur nmtf, son induction mene a une activite 

transcriptionnelle reduite du gene frpl+. Puisque S. pombe ne possede pas d'orthologues des 

proteines Fthl, Fet5 et SmG a la membrane vacuolaire de la levure S. cerevisiae, nos 

fesultats suggerent que Abc3 pourrait etre responsable de la mobilisation du fer entrepose 

dans la vacuole en reponse a une carence en fer. 
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Abstract 

Studies have shown the fundamental contribution of the yeast vacuole as a site for storage 

and detoxification of metals. Whereas the transmembrane proteins responsible for iron 

transport into and out of the vacuole have been identified in Saccharomyces cerevisiae, less 

information is available concerning the mobilization of vacuolar iron stores in 

Schizosaccharomyces pombe. In this study, we report the identification of a gene designated 

abc3+ that encodes a protein which exhibits sequence homology with the ABCC subfamily 

of ATP-binding cassette transporters. The transcription of abc3+ is induced by low 

concentrations of iron but repressed by high levels of iron. The iron-mediated repression of 

abc3+ required a functional fepl+ gene. Chromatin immunoprecipitation assays showed that 

Fepl associates with the abc3+ promoter in vivo, in an iron-dependent manner. Microscopic 

analyses revealed that a functional Abc3-green fluorescent protein localizes to the membrane 

vacuole when iron levels were low. Abc3 was required for growth in low iron medium in the 

absence of the transport system mediated by Fiol and Fipl. abc3A cells exhibited increased 

levels of expression of the frpl"""-encoded ferric reductase, suggesting a loss of Fepl 

repression and, consequently, activation of Fepl-regulated genes. When abc3+ was 

expressed using the nmtl+ promoter system, its induction led to a reduced transcriptional 

activity of the frpl+ gene. Because S. pombe does not possess vacuolar membrane-localized 

orthologs to S. cerevisiae Fthl, Fet5, and Smfi, our findings suggested that Abc3 may be 

responsible for mobilizing stored iron from the vacuole to the cytosol in response to iron 

deficiency. 
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Introduction 

All eukaryotes require iron for survival. The ability of this transition metal to exist in two 

different redox states makes it an essential component of the active centers of many enzymes 

and electron transporters (23). For instance, DNA synthesis, cell cycle progression, and 

energy-generating respiratory chain require iron. Paradoxically, the properties that make 

iron essential in these reactions could also make it toxic under certain conditions. Excess 

iron has the ability to unleash toxic oxygen radicals that can damage cellular components 

(18). Consequently, organisms must tightly regulate their internal iron load, and must be 

able to respond to changes in iron levels by appropriately controlling iron acquisition, 

utilization, and compartmentalization in order to maintain homeostasis. 

Studies in S. cerevisiae have revealed that it possesses two genetically distinct systems for 

iron uptake (43). One of these systems requires that ferric iron [Fe3+]-chelates be reduced to 

ferrous iron [Fe2+]. This task is performed by the cell surface reductases Frel and Fre2 that 

reduce extracellular Fe3+ chelates (8, 14). The Fe2+ generated by this action is, in turn, 

Footnotes 
1 The abbreviations used are: ABC, ATP-binding cassette; bp, base pair(s); BPS, 

bathophenanthrolinedisulfonic acid; ChIP, chromatin immunoprecipitation; Dip, 2, 2 ' -

dipyridyl; EMM, Edinburgh minimal medium; Fepl, Fe protein 1; GFP, green fluorescent 

protein; MSD, membrane spanning domain; NBD, nucleotide binding domain; NTE, amino-

terminal extension; ORF, open reading frame; PCR, polymerase chain reaction; WT, wild-

type; YES, yeast extract plus supplements. 
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captured by an oxidase-permease complex formed by Fet3 and Ftrl (4, 55, 57). Fet3 acts as 

a multicopper oxidase, converting Fe2+ to Fe3+, which is transported across the plasma 

membrane by the permease Ftrl. A clear interdependence between Fet3 and Ftrl has been 

established since the trafficking of either protein to the cell surface requires the concomitant 

trafficking of the other. A Fet3 oxidase homolog called Fet5 and a Ftrl permease homolog 

termed Fthl are known to be present in S. cerevisiae (56, 60). These two proteins physically 

interact and form an oxidase-permease complex in the vacuole membrane (60). The 

permease Fthl is dependent on the presence of Fet5 for exiting the secretory pathway, 

suggesting that both proteins are required during biosynthesis for their correct targeting to 

the vacuole membrane (60). The Fet5-Fthl complex most likely mobilizes stored iron from 

the vacuole to the cytosol when cells undergo a transition from iron excess to iron-limiting 

conditions (60). S. cerevisiae possesses a second system for iron uptake in which 

siderophore-iron chelates are taken up by the ARN1-ARN4 transporters (42). 

In S. pombe, studies have shown that Fe3+ is reduced to Fe2+ by the cell surface reductase 

Frpl (49). Once reduced, Fe2+ is taken up by an oxidase-permease complex consisting of 

Fiol and Fipl, which are the orthologs of Fet3 and Ftrl, respectively (5). Despite the fact 

that Fiol and Fipl share significant similarities to Fet3 and Ftrl, only the simultaneous 

expression of both S. pombe genes (fiol+ andflpl+) in 5". cerevisiae fet3Is, cells is able to 

reconstitute high-affinity iron transport (5). The expression of S. pombe Jiol+ alone in a S. 

cerevisiae fetSts. disrupted strain does not result in complementation of the fet3A iron-

starvation defects (5). This observation suggests that, although Fiol and Fet3 are 

homologous in function, Fiol cannot assemble with endogenous S. cerevisiae Ftrl. This 

result further suggests that molecular differences may exist between the oxidase-permease 
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complexes in these two fungal species. Orthologs of Fet5 and Fthl have not yet been 

identified in S. pombe. BLAST searches for both Fet5- and Fthl-like proteins in the S. 

pombe genome data base have revealed no & pombe proteins with significant homologies. 

Although S. pombe vacuoles may serve as an important site for intracellular iron stores, 

transport of iron into and out of the vacuole has not been investigated in detail in fission 

yeast. The second pathway of iron uptake in 5. pombe relies on the transport of iron-

siderophore chelates, a process which primarly involves the hydroxamate-type siderophore 

ferrichrome (39, 52). 

A critical issue for cells is the absolute requirement of being able to control iron 

concentrations in order to be capable of rapidly respond to changes in extracellular iron 

levels. Exposure of S. pombe to elevated concentrations of iron is sensed by the GATA-type 

transcriptional repressor Fepl (26, 38). An important response to Fepl activation is the 

down-regulation of the genes encoding the components of the high-affinity iron transport 

machinery, including frpl+,fiol+, and JlpJ+ (38, 50). Based on genomic profiling studies, it 

has been proposed that Fepl and its orthologs are also required for the iron-regulated 

expression of the genes encoding the proteins involved in iron-sulfur cluster formation, 

compartmentalization, and in the utilization of inorganic iron (22, 50). Once activated, Fepl 

binds to the DNA sequences known as GAT A elements (5'-(A/T)GATA(A/T)-3'), which are 

found in the promoters of its target genes. Conversely, when iron concentration is limited 

inside the cell, Fepl dissociates from the chromatin, thereby allowing transcription of its 

target genes to take place (21,40). 
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Analysis of iron-regulated gene expression in S. pombe using DNA microarrays has 

identified several uncharacterized genes that are transcriptionally activated in response to 

iron deprivation (34). Although the roles of these genes remain unclear, their iron starvation-

dependent induction suggests that they possess iron-related functions. One example of these 

genes is SPBC359.05, which is also called abc3+ (20). This gene encodes a putative 

transmembrane protein that exhibits sequence homology with the ABCC subfamily of ATP-

binding cassette (ABC) transporters (9, 10,15, 37). Members of the ABCC subfamily have a 

typical ABC "core" region, consisting of two homologous halves. Each half contains a 

membrane spanning domain (MSD) that includes six transmembrane spans and a nucleotide 

binding domain (NBD). The NBD harbors several conserved motifs designated Walker A, 

Walker B, and the signature motifs (15). The two halves of the core region are joined by a 

linker region (LI). A hallmark of the ABCC transporters is the presence of an additional N-

terminal extension (NTE) that contains five putative transmembrane spans (MSDO) that are 

connected to the ABC core domain by a hydrophilic region (L0). A previous study has 

shown that S. pombe cells lacking a functional abc3+ gene are sensitive to cerulenin, an 

antibiotic that inhibits the biosynthesis of fatty acids (20). Using direct fluorescence 

microscopy, the expression of a GFP-tagged form of Abc3 transformed in wild-type S. 

pombe cells suggests that Abc3 may localize to the vacuole membrane, although neither its 

cellular localization nor its role within the cell has been firmly characterized (20). S. pombe 

is one of the yeast species that does not have any homologs of S. cerevisiae proteins Fet5, 

Fthl, and Smf3 (16). However, as shown for the maintenance of the concentration of 

intracellular copper (6), the fission yeast vacuole may contribute to the overall iron 

metabolism of the cell. 
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In the present study, we determine that abc3 is regulated at the level of gene transcription, 

and its iron-dependent regulated expression requires a proximal GATA-type c/s-acting 

element and a functional fepl+ gene. Using a chromatin immunoprecipitation (ChIP) 

approach, we show that Fepl occupies the abc3+ promoter in the presence of high levels of 

iron, whereas iron deficiency results in a loss of Fepl occupancy at the abc3+ promoter. 

Using an abc3+-GFP allele that retained wild-type function, we found that Abc3-GFP is 

localized to the vacuole membrane when iron levels are low, but become undetectable upon 

exposure to iron. Cell fractionation experiments revealed that Abc3 is an integral membrane 

protein. The loss of Abc3 resulted in an elevated transcriptional activity of the frpl+ gene. 

In contrast, permanent expression of abc3+ lowered the steady-state levels of the frpl+ 

transcript. Taken together, these results strongly suggest that under iron-limiting conditions, 

Abc3 could serve to transport iron from the vacuole to the cytoplasm. 

Materials and Methods 

Strains and media. The S. pombe strains used in this study were the wild-type FY435 (h+ 

his7-366 leul-32 ura4-A18 ade6-M210) and eight isogenic mutant strains, abc3A (h+ his7-

366 leul-32 ura4-M8 ade6-M210 abc3A::KANr), pcllA (h+ his7-366 leul-32 ura4-M8 

ade6-M210 pcllA::KAlf),feplA (38), ctr6A (6),feplAphp4A (21), abc3A ctr6A (h+ his7-

366 leul-32 ura4-A18 ade6-M210 abc3A::KAtf ctr6A::ura4+), fwlA fiplA (h+ his7-366 

leul-32 ura4-A18 ade6-M210fiol-fiplA::KANr), and abc3AfiolAfiplA Qi+ his7-366 leul-

32 ura4-A18 ade6-M210 abc3A::loxP fiol-fiplA-KAPf). All S. pombe cells were cultured 

in either yeast extract plus supplements (YES), or in selective Edinburgh minimal medium 
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(EMM) lacking the specific amino acids required for integrative or non-integrative plasmid 

selection (1). Unsupplemented EMM contained 74 nM iron, unless otherwise stated. Liquid 

cultures were seeded to an A6oo of 0.5, allowed to grow to exponential phase (Awo of-1.0), 

and then treated with 250 uM 2, 2'-dipyridyl (Dip), or 100 uM FeCl3 for 90 min, unless 

otherwise stated. Yeast transformations and manipulations were carried out using standard 

techniques (1). 

Plasmids. A BamHI-EcoRI PCR-amplified fragment derived from the abc3+ promoter 

containing 584 bp of the 5'-noncoding region and the first 10 codons of the abc3+ gene was 

introduced into the BamHI-EcoRI-digested YEp357R vector (35). The abc3+ promoter 

region was isolated from YEp357Ra6c3+-584/acZ via digestion with BamHI and Bsu36I. It 

was then swapped for the equivalent DNA restriction fragment in pSPl/?oi+-1155/acZ (38) 

in order to generate pSPla&c3+-584/acZ. Two plasmids (pSPla&c3+-239/acZ and 

pSPla&c3+-114/acZ) harboring sequential deletions from the 5' end of the abc3+ promoter 

were created by PCR from plasmid pSPla&c3+-584/acZ. Each PCR product obtained was 

purified, digested with BamHI and Bsu36I, and then used to replace the equivalent DNA 

restriction fragment in pSPla6c3+-584/acZ. Plasmids pSPla&c3+-584/acZ and pS?\abc3+-

239/acZ were used to introduce mutations to either or both of the GATA boxes (positions -

115 to -120 and positions -197 to -202 with respect to the A of the ATG codon of abc3+) 

(CCTGTC instead of TGATA[A/T]) via the overlap-extension method (19). The DNA 

sequence of each mutant was confirmed by dideoxy sequencing. In order to create both the 

wild-type and mutant pCF83a&c3+-239/-56/acZ fusion plasmids, the abc3+ promoter region 

(positions -239 to -56) was PCR amplified from both the wild-type and the mutant 

pSPla6c3+-584/acZ constructs. These PCR products were purified and inserted in their 
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natural orientations into the Xmal and Xhol sites of the CYCl-lacZ fusion plasmid pCF 8 3 

(33). 

PCR amplification of the abc3+ gene was carried out using primers designed to generate 

Spel and Xhol restriction sites at the upstream and downstream termini of the ORF, 

respectively. The full-length gene was isolated from S. pombe strain FY435 genomic DNA. 

The PCR product was digested with Spel and Xhol and cloned into the corresponding sites 

of the pBluescript SK vector (Stratagene, La Jolla, CA), creating plasmid pSKabc3+. 

Subsequently, the S. pombe abc3+ promoter region from position -808 upstream of the start 

codon of the abc3+ gene was isolated by PCR amplification and was then inserted into 

pSKabc3+ at the SstI and Spel sites. This pSKabc3+ derivative was named pSKprOm-a6c3+. 

The Sstl-Xhol DNA fragment was isolated from pSKprom-a&c3+ and then inserted into Sstl-

Xhol-digested pSPl or pJK148 plasmid, creating plasmids pSPlabc3+ and pJK\4Sabc3+, 

respectively. The GFP coding sequence derived from pSF-GPl (24) was isolated by PCR, 

using primers designed to generate Xhol and Apal sites at the 5' and 3' termini, respectively, 

of the GFP gene. The resulting DNA fragment was used to clone the GFP gene into the 

pSJ>labc3+ plasmid to which Xhol and Apal restriction sites had previously been introduced 

by PCR, and were placed immediately before the abc3+ stop codon. For this particular 

construct, named pSPlabc3+-GFP, the Xhol-Apal GFP-encoded fragment was placed in-

frame with the C-terminal region of Abc3. The nmtl+ 4IX promoter (13) up to position -

1178 from the initiator codon of the nmtl+ gene was isolated by PCR and then swapped to 

replace the Sstl-Spel abc3+ promoter fragment in either pSPlabc3+ or pSP\abc3+-GFP. 

The resulting plasmids were named pSP-\ 17Snmt41X-abc3+ and pSP'-117'8nmt4lX-abc3+-

GFP, respectively. 
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RNA analysis. Total RNA was isolated using the hot phenol method (7). RNA samples were 

quantified spectrophotometrically, and 15 ug of RNA per sample were used for the RNase 

protection protocol (34). DNA templates for antisense riboprobes (Table 1) were cloned into 

the BamHI and EcoRI sites of pBluescript SK. The resultant constructs were linearized with 

BamHI for subsequent antisense RNA labelling with [a-32P]UTP and the T7 RNA 

polymerase. [ P]-labeled antisense lacZ RNA was generated from the Hindlll-linearized 

plasmid pKS/acZ (38). The riboprobe derived from pSKactl+ (41) was used to probe actl+ 

mRNA as an internal control for the normalization purposes during quantification of the 

RNase protection products. 

Table 1. Riboprobes used to detect steady-state levels of transcripts 

Gene ID Gene name 
Riboprobe Positions from the 
length (bp) initiator codon 

Reference or source 

SPAC9E9.12c 

SPAC3F10.11c 

SPBC359.05 

SPAC30.04c 

SPBC32H8.12c 

SPAC1F7.08 

SPBC 1683.09c 

SPCC737.09c 

abcl+ 

abc2+ 

abc3+ 

abc4+ 

actl+ 

flot 

frpl+ 

hmtl+ 

lacZ 

174 

184 

179 

189 

151 

183 

190 

193 

233 

+205 

+301 

+351 

+112 

+334 

+16 

+117 

+584 

to +379 

to +485 

to +530 

to +301 

to +485 

to +199 

to +307 

to +777 

+1188 to +1421 

This study 

This study 

This study 

This study 

(41) 

This study 

This study 

This study 

(38) 
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Chromatin immunoprecipitation (ChIP). Cell growth conditions and the preparation of 

chromatin were carried out as described previously (21). Immunoprecipitation of TAP-

tagged Fepl with immunoglobulin G (IgG)-Sepharose beads, and the subsequent elution of 

the immunocomplexes, were performed as described (21). To reverse the formaldehyde 

crosslinks, both the eluted DNA and the DNA of the input control were first incubated at 

65°C for 18 h, followed by 2 h at 37°C in the presence of 50 ng Proteinase K. Free DNA 

was then purified by phenol/chloroform/isoamylalcohol (25:24:1) extraction in the presence 

of 0.4 M LiCl. After centrifugation and precipitation of the DNA by the addition of 

glycogen and ethanol, the precipitated DNA was resuspended in 100 ul of TE prior to PCR 

analysis. 

PCR amplifications were performed essentially as described by Komarnitsky et al. (25), 

except that PCR program consisted of 2 min at 94°C, followed by 25 cycles of 1 min at 94°C, 

1 min at 55°C, and 2 min at 72°C, and a final 4 min step at 72°C. Radiolabeled PCR 

products were purified using quick Spin columns (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) and 

were resolved in 6% polyacrylamide-lX Tris-borate-EDTA gels. PCR signals were 

quantitated by Phosphorlmager scanning, and were then normalized with respect to both the 

input DNA reaction and the internal intergenic control primer pair ( in order to correct for. 

PCR efficiency and background signals). All experiments were conducted at least three 

times, and each experiment yielded similar results. Primers that span the abc3+ promoter 

region that included a functional GATA box were used for PCR analysis. The primers were 

designated by the name of the gene promoter followed by the position of their 5' ends 

relative to the translation initiation codon: 

abc3-a.]8,: 5' -CATAATGAGATTCAGCGCAAACGTTATTAGTC-3'; 
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abc3-b.16: 5'-CCAAATACTTTATTAAAAGCGATGCTTAAGTC-3'; 

Intergenic-cII3860000-a: 5'-CGGTGCGTTTTTCTACGCGCATCTTC-3'; 

Intergenic-cII3860000-b:5'-GCCCAAGGCCCATCAACAATCTAACATG-3'. 

Cerulenin sensitivity assay, organelle staining, and fluorescence microscopy. Cells were 

grown to an A600 of 1.0 (~2 X 107 cells) at 30°C. Each cell culture was diluted (~2 X 104 

cells) and incubated to a final volume of 4 ml in Edinburgh minimal medium containing 

cerulenin (1 ug/ml) (Sigma-Aldrich). At the designated time intervals, total growth was 

determined spectrophotometrically at A^oo- Vacuole membrane staining using FM4-64 

(Sigma-Aldrich) was performed as described previously (20), except that the cells were not 

resuspended in distilled water prior to microscopic analysis. Briefly, the cells were harvested 

and resuspended in Edinburgh minimal medium containing 16 uM FM4-64 for 30 min at 

30°C. The cells were pelleted, resuspended in fresh Edinburgh minimal medium, and 

incubated at 30°C for an additional 90 min. They were then placed on microscope slides and 

viewed on a Nikon Eclipse E800 epifluorescent microscope (Nikon, Melville, NY) equipped 

with a Hamamatsu ORCA-ER cooled charge-coupled device (CCD) camera (Hamamatsu, 

Bridgewater, NJ). The samples were analyzed using X 1,000 magnification with the 

following filters: 465 to 495 ran (GFP) and 510 to 560 ran (FM4-64). The cell fields shown 

in this study are representative of a minimum of five independent experiments. 

Preparation of S. pombe extracts, Western blot analysis, and spectrophotometric method 

using BPS/citric acid. Protein extracts were prepared from logarithmic-phase cells that were 

grown in standard Edinburgh minimal medium or taken after their incubation in the presence 

of either 50 uM Dip or 50 uM FeCb. The harvested cells were washed in HEGNioo buffer 
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(20 raM HEPES, pH 7.9, 1 mM EDTA, 10 % glycerol, 100 mM NaCl) and lysed with glass 

beads using the same buffer supplemented with 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM 

dithiothreitol, and a complete protease inhibitor mixture (P8340; Sigma-Aldrich, St Louis, 

MO). The cells were broken using a FastPrep FP120 instrument (BIO 101; Thermo Electron 

Corporation, Milford, MA; twice for 45 s at 4°C, with cooling intervals of 1 min in an ice 

bath). The resulting lysates were centrifuged at 100,000 X g for 30 min at 4°C. The 

supernatant was kept at 4°C, whereas the pellet fraction was resuspended in 0.2 ml of buffer 

A (PBS, pH 7.4, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM dithiothreitol, and 

the above-mentioned protease inhibitors) and incubated on ice for 30 min. Alternatively, the 

pellet fraction was resuspended and left untreated, or was adjusted to 0.1 M Na2C03 (to 

replace 1% Triton X-100). After incubation on ice, the pellet fraction was resuspended and 

centrifuged at 100,000 X g for 30 min at 4°C. Both supernatant and pellet fraction were 

resuspended in 2X SDS loading buffer (50 mM Tris-HCl, pH 6.8, 0.1 mM EDTA, 15% SDS, 

0.01% Bromophenol Blue, and 150 mM dithiothreitol) containing 8.0 M urea and 4% 0-

mercaptoethanol, unless otherwise indicated. After a 30-min incubationat 37°C, the samples 

were resolved by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, and visualized by Coomassie 

Brillant Blue staining, or were used for Western blot analysis. Monoclonal anti-GFP (clone 

B-2, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) and monoclonal anti-HA (clone F-7, Santa 

Cruz Biotechnology) antibodies were used for protein expression analysis of the Abc3-GFP 

and Ctr6-HA4 fusion proteins, respectively. A monoclonal anti-PCNA antibody (clone 

PC 10, Sigma-Aldrich), was used to detect PCNA as an internal control for soluble proteins. 

For measuring intracellular iron, the BPS-based spectrophotometric assay was carried out as 

described previously (45). 
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Results 

Molecular architecture of S. pombe Abc3. There are eleven genes that encode putative 

proteins related to the ABC family of transporters in S. pombe (20). Analysis of iron-

regulated gene expression using DNA microarrays has identified abc3+ as one of the affected 

genes (34, 50). Because the transcript levels of abc3+ (SPBC359.05) showed increases of 

expression in response to iron deficiency (34), we hypothesized that the gene product (Abc3) 

could be part of a mechanism that was activated under conditions of iron deficiency. The 

hypothesis was tested by isolating the gene for further analysis. abc3+ encodes a polypeptide 

composed of 1465 amino acid residues with a predicted molecular mass of 166.5 kDa. Abc3 

is 42 % sequence-identical and 56 % sequence-similar to S. cerevisiae Ycfl, a prototypical 

member of the ABCC subfamily of ABC transporters (58). Similarly to Ycfl and the other 

members of the ABCC subfamily, Abc3 possesses an ABC core domain that consists of two 

homologous halves, each half containing a membrane spanning domain (MSD) with six 

putative transmembrane spans, and a nucleotide binding domain (NBD) (Fig. 1). The two 

halves of Abc3 are connected by a putative cytosolic loop (LI). The Abc3 N-terminal 

portion strongly resembles the unique N-terminal extension (NTE) that is a hallmark of 

proteins belonging to the subgroup ABCC (31). The Abc3 NTE is very hydrophobic, 

harboring five predicted transmembranes helices, in addition to a cytoplasmic linker region 

(L0). Three conserved motifs (614GkvGaGK620 [Walker A], 704LSGGO708 [signature], and. 

726LLD728 [Walker B] for NBD1; 1260GrtGaGK1266 [Walker A], 1364SsGQ1367 [signature], 

and 1384LLLDE1388 [Walker B] for NBD2) are present within the NBD domains. These 

motifs may participate in the binding and hydrolysis of nucleotides such as ATP to energize 
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Fig. 1. Structural features of Abe3 and its close homologue from S. cerevisiae Ycfl. 

Topological models of the S. pombe Abc3 (top) and S. cerevisiae Ycfl (bottom) proteins. 

The N-terminal extension (NTE) includes five membrane spans (denoted as MSDO; ovals A-

E) and a cytosolic loop (LO). The ABG core domain consists of two homologous halves, 

each containing a transmembrane domain (denoted as MSD1 or MSD2) composed of six 

membrane spans (ovals F-K or L-Q), and a nucleotide binding domain (denoted as NBD1 or 

NBD2). The halves are joined by a linker region (LI). NBD1 and NBD2 (enlarged dark 

grey boxes) contain residues that are found in other ABC transporters. Highly conserved 

residues are both underlined and in capital letters. The amino acid sequence numbers refer to 

the position relative to the first amino acid of each protein. 
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the transport process. Sequence alignment analysis of the amino acid residues that compose 

the NBD1 and NBD2 of Abc3 and Ycfl indicated that the spacing of the conserved motifs 

(Walker A, signature, and Walker B) in Abc3 was highly similar to that of Ycfl (data not 

shown). Furthermore, Abc3 residues 614-620 (Walker A), 704-708 (signature), and 726-728 

(Walker B) for NBD1, as well as residues 1260-1266 (Walker A), 1364-1367 (signature), 

and 1384-1388 (Walker B) for NBD2, were 90 % identical to the Walker A, signature, and 

Walker B motifs found in Ycfl. Collectively, these observations strongly suggested that 

abc3+ encodes an ABC protein of the ABCC subfamily similar to Ycfl. 

abc3+ transcript was induced under conditions of iron deficiency and negatively regulated 

by iron through Fepl. Our gene expression profiling data suggested that abc3+ gene 

expression was down-regulated in the presence of iron (34). To independently verify the 

microarray data (34), S. pombe wild-type strain was left untreated or treated with Dip (250 

uM) or FeCb (100 uM). In the presence of the iron chelator Dip, abc3+ mRNA levels were 

increased -17- to 20-fold as compared to the low basal levels observed in the untreated cells 

(Fig. 2). In contrast, under iron-replete conditions, the transcript levels of abc3+ were 

repressed and remained approximately equal to those observed in the untreated cells (Fig. 2). 

The abc3+ increases in transcript levels observed under conditions of iron deficiency 

paralleled those observed by DNA microarray analysis (16.9-fold) (34). The results of the 

dependency of abc3+ gene expression on iron concentrations suggested that the iron-

regulatory transcriptional repressor Fepl could play a role in abc3+ gene regulation. This 

possibility was investigated by using an isogenic fepl A deletion strain of S. pombe. Results 

showed that the levels of abc3+ mRNA were constitutive and unresponsive to cellular iron 
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Fig. 2. abc3+ transcript levels are down- regulated by iron in a Fepl-dependent manner. 

A, Logarithmic phase cultures of the isogenic strains FY435 (wild-type, WT) and BPY10 

(feplA) were left untreated (-) or were treated with Dip (250 \iM) or FeCb (Fe) (100 uM) for 

90 min. Total RNA was then prepared from each sample and analyzed by RNase protection 

assays. Steady-state levels of abc3+, abcl+, abc2+, abc4+, hmtl+, and actl+ mRNAs 

(indicated with dots and arrows) were analyzed in both the wild-type strain and a strain 

lacking the fepl+ allele. NS, nonspecific-signal. B, Graphic representation of the 

quantification of the results of three independent RNase protection assays, including the 

experiment shown in panel A. The values shown are the means of three replicates +/-

standard deviations. 
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status in the yeast mutant (Fig. 2), suggesting that the iron-mediated repression of abc3+ 

occurred through the activity of Fepl. Furthermore, these results revealed that wild-type 

abc3+ gene was regulated by iron in a manner identical to that of iron uptake genes such as 

frpl\fxol\ andfipl+ (5, 27, 38). 

According to the ABC transporter classification system (10), S. pombe Abc3 is a member of 

the ABCC subfamily. In fission yeast, three other genes, namely abcl+, abc2+, and abc4+, 

encode putative ABC transporters related to the ABCC subfamily (20). To examine whether 

they were differentially regulated as a function of iron availability, we investigated the 

profiles of expression of abcl+, abc2+, and abc4+ by RNase protection assays (Fig. 2). The 

hmtl+ gene (36) that encodes a member of the ABCB subfamily was also analyzed in RNase 

protection experiments. Results showed that the steady-state mRNA levels ofabcl+, abc2+, 

abc4+, and hmtl+ in the wild-type strain were not regulated by iron depletion (Dip, 250 uM) 

or iron abundance (FeCl3, 100 uM) (Fig. 2). There were no significant changes in the levels 

of abcl+, abc2+, abc4+, and hmtl+ transcription in treated cells compared to the basal levels 

in untreated cells. To further examine whether abcl+, abc2+, abc4+, and hmtl+ transcription 

was controlled by Fepl, a fepl A null strain was grown in either the absence or the presence 

of either 250 uM Dip or 100 uM FeCb. As shown in Fig. 2, the feplA mutant had not 

significant effect on the expression of the above-mentioned genes. The bulk of these data led 

us to conclude that, among the five different ABC-encoded transporter genes tested, only 

abc3+ was regulated by iron through the activity of the transcription factor Fepl. 

Analysis ofabc3+ promoter sequences required to repress gene expression under basal and 

iron-replete conditions. The fact that Fepl was necessary for the repression of abc3+ 
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transcription under basal and iron-replete conditions led us to investigate whether the abc3 

promoter region up to -584 from the start codon of the abc3+ ORF harbored GATA 

elements. Six copies of the repeated sequence 5'-(A/T)GATA(A/T)-3' were identified at 

positions -115 to -120, -197 to -202, -391 to -396, -405 to -410, -418 to -423, and -511 to -

516. To determine whether the GATA sequences played a role in the abc3+ regulation by 

iron, we further examined two regions of the abc3+ promoter that were fused upstream of 

and in-frame to the lacZ gene in pSPl -lacZ. The first region contained the promoter up to -

584 from the initiator codon of the abc3+ gene, whereas the second region harbored a shorter 

promoter segment up to -239. lacZ mRNA expression from these two plasmids was 

analyzed by RNase protection assays. Results showed that both fusion promoters were able 

to repress lacZ mRNA expression in the presence of iron (Fig. 3). Plasmids pS?\abc3+-

584lacZ and pST'labc3+-239lacZ were repressed ~7- and ~12-fold, respectively, as 

compared to their levels of expression in iron-starved cells. Unexpectedly, the overall 

magnitude of iron-regulated expression of the lacZ mRNA was slightly higher when the 

abc3+ promoter was further deleted to position -239 (Fig. 3). As expected, fiol+-884lacZ 

(38) and strl+-966lacZ (39) (assayed as controls) were derepressed (-56- and ~6-fold, 

respectively) following treatment with Dip (250 uM) (Fig. 3). In contrast, their expression 

was down-regulated under basal or iron-replete conditions. Our data did not permit 

explanation of why the overall magnitude of the iron limitation-dependent activation of both 

Jlol+-884lacZ and strl+-966lacZ gene expression was -1.5 orders of magnitude greater than 

that for the abc3+-lacZ fusion derivatives. However, the abc3+-lacZ fusion plasmids were 

undoubtedly regulated in response to iron levels (Fig. 3). 
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Fig. 3. Iron responsiveness of the abc3+ promoter. A, lacZ fusion genes harboring wild-

type DNA fragments derived from the fiol+ (38), strl+ (39), and abc3+ promoters were 

analyzed by RNase protection assays. Total RNA was isolated from both control (untreated) 

cells (-) and cells treated with Dip (250 uM) or FeCl3 (100 uM). Plasmids pSP\fwl+-

%%MacZ and pSVlstrl -966/acZ were used (38, 39) as controls for iron-regulated gene 

expression. The lacZ and actl+ mRNA steady-state levels are indicated by arrows. NS, non­

specific signal. B, Graphic representation of the quantification of the results of three 
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independent RNase protection assays, including the experiment shown in panel A. Reporter 

gene activity values shown are the average of triplicate determinations +/- standard 

deviations. 

To gain further insight into the mechanism by which abc3+ expression was regulated by iron, 

and because of the observation that the promoter region between positions -239 and -1 was 

sufficient to drive the iron-dependent repression of the abc3+-lacZ gene, we examined 

whether the two putative GATA sequences present in this region (positions -115 to -120, and 

-197 to -202) could mediate gene expression as a function of iron availability. Multiple point 

mutations that mimic the changes known to abolish the binding of Fepl to GATA boxes (38) 

were inserted in each one or both elements. Mutation of the base pairs within the 

202TTATCA-i97 e l e m e n t (GACGGC instead of TTATCA; denoted Ml) had no effect on the 

iron-regulatable expression of the abc3+-2391acZ fusion (Fig. 4). However, the overall 

magnitude of the response decreased by ~77 % as compared to cells containing the wild-type 

plasmid. When the second GATA element, "120TGATAT"115, was mutated (CCTGTC instead 

of TGATAT; denoted M2), a complete lack of iron responsiveness of the reporter gene was 

observed (Fig. 4). Surprisingly, when both (Ml + M2) GATA elements were mutated, the 

overall magnitude of the lacZ response was higher (Fig. 4). While the results indicated that 

the steady-state levels of lacZ mRNA under both basal and iron-replete conditions were 

slightly increased by 1.4- and 1.8-fold, respectively, above the levels observed in cells 

treated with Dip, the reason for such expression profile is unknown (Fig. 4). When the abc3+ 

promoter was further deleted to position -114, lacZ transcript levels were very low, with no 

dramatic change as a function of iron availability (Fig. 4). 
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Fig. 4. Analysis of the proximal abc3+ promoter sequences required to repress gene 

expression under both basal and iron-replete conditions. A, Diagram representation of a 

239-bp abc3+ promoter DNA fragment and its mutant derivatives assayed using the RNase 

protection protocol. The grey boxes indicate the wild-type GATA elements (5'-

(T/A)GATA(T/A)-3'), while the white ones represent the mutant versions (5'-GCCGTC-3'). 

The hatched arrow represents the lacZ reporter gene. The nucleotide numbers refer to the 

positions of the GATA boxes relative to that of the abc3+ initiator codon. B, Steady-state 

levels of/flcZmRNA from both the wild-type (WT) and mutant GATA fusions (Ml, M2, and 

Ml + M2) were analyzed in the absence (-) or the presence of Dip (250 uM) or FeCb (Fe, 

100 uM) for 90 min. The lacZ and actl+ (as controls) mRNA levels are indicated with 

arrows. NS, nonspecific signal. C, Quantitation of the lacZ levels after the treatments 

shown in panel B. The values shown are the means of three replicates +/- standard 

deviations. 
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Fig. 5. A single GATA element in the abc3+ promoter is sufficient to regulate a heterologous 

reporter gene in an iron-dependent manner. A, Schematic representation of a 183-bp abc3+ 

promoter DNA fragment and its mutant derivatives that were inserted into the minimal 

promoter of the CYCI gene fused to lacZ (hatched arrow). The grey boxes shown in the 

abc3+ promoter region indicate the wild-type elements, while the white boxes represent the 

mutant versions. The nucleotide numbers refer to the position relative to that of the A of the 

ATG initiation codon of the abc3+ gene. B, Total RNA was isolated from cells harboring 

the indicated abc3+-CYCl-lacZ promoter derivatives and the steady-state mRNA levels of 

both lacZ and actl+ (indicated with arrows) were analyzed by RNase protection experiments. 

Where indicated, the cells were left untreated (-) or were treated with Dip (250 uM) or FeCl3 

(Fe, 100 uM). NS, nonspecific signal. The data illustrated represent the results of three 
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independent experiments. C, Normalized expression levels of abc3 -CYCl-lacZ mRNA. 

The values shown represent the averages of three independent determinations +/- standard 

deviations. 

Based on the findings that the integrity of the second GATA element located between 

positions -120 and -115 was essential in triggering the iron repression of the abc3+-lacZ 

fusion, we examined whether this sequence could regulate a heterologous reporter gene in an 

iron-dependent manner. A short DNA segment derived from the abc3+ promoter (positions -

239 to -56) was inserted in its natural orientation upstream of the minimal promoter of the 

CYC1 gene fused to lacZ in pCF83. The fact that the upstream region of lacZ in pCF83 

contains the CYC1 minimal promoter may explain why low levels of lacZ transcript were 

detected from cells transformed with the plasmid alone. This promoter fusion was able to 

down-regulate lacZ mRNA expression under both standard (untreated) and iron-replete 

conditions. In contrast, under conditions of iron deprivation, lacZ mRNA expression was 

induced (~5- to 6-fold) compared to the transcript levels detected with either control 

(untreated) or iron-exposed cells (Fig. 5). When the first GATA element (positions -202 to -

197) was mutated and the second one (positions -120 to -115) was left unchanged (wild-

type), the steady-state levels of lacZ mRNA were decreased by ~4- to 5-fold under basal and 

iron-replete conditions compared to the levels observed in iron-starved cells (Fig. 5). When 

the first GATA element was unaltered and the second one was mutated, iron-dependent 

down-regulation of lacZ mRNA was compromised in a manner similar to that observed for 

the abc3-239M2-lacZ mutant (Figs. 4 and 5). When both GATA elements were mutated, a 

sustained and constitutive level of lacZ mRNA was observed regardless of the iron status 
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(Fig. 5). Taken together, these results were consistent with the interpretation that the 

proximal promoter region of abc3+ contained a single functional GATA-type element, 

120TGATAT115, which was required for the transcriptional repression of abc3 in response to 

iron. 

Iron triggered the association ofFepl with the abc3+ promoter in vivo. In previous studies, 

we reported that the fusion of TAP to the N terminus of Fepl does not interfere with the 

latter's function (21). Furthermore, we created a fepl A php4A double mutant strain in which 

the expression of TAP-fepl+ is disengaged from its transcriptional regulation by Php4, 

thereby ensuring its constitutive expression irrespective of the iron status (21). Taking 

advantage of this mutant, we used a ChIP method (21) to test whether the TAP-Fepl fusion 

protein associates with the abc3+ promoter in vivo, fepl A php4A mutant cells expressing 

either untagged or TAP-tagged_/epi+ alleles were precultivated in the presence of the iron 

chelator Dip (100 uM) to prevent any iron-dependent activation ofFepl artd, consequently, 

downregulation of target gene expression. Logarithmic phase cells were harvested, washed, 

and resuspended in the same medium containing Dip (250 uM) or FeCla (250 uM) for 90 

min. The cells were then fixed by formaldehyde treatment and chromatin was prepared to an 

average size of 500 bp. DNA fragments cross-linked to TAP-Fepl were isolated by 

immunoprecipitation with an anti-mouse IgG that bound to the TAP tag. To determine the 

DNA sequences bound to TAP-Fepl, the cross-links were reversed, and DNA analyzed by 

quantitative PCR using primer sets specific for the abc3+ promoter region encompassing the 

cw-acting element_1 °TGATAT'115 that confers iron responsiveness. An intergenic region on 

chromosome II (contig location 3860292 - 3860402) devoid of ORFs and GATA-type cis-
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Fig. 6. Fepi 6mA to J/?e abc3+ promoter in vivo in an iron-dependent manner. A, ChIP 

analysis of the abc3+ promoter in feplA php4A. cells harboring an integrated untagged or 

TAP-tagged^ep7+ allele. The cells were precultured in the presence of 100 uM Dip, allowed 

to grow to an A^oo of -1.0, washed and then incubated (90 min) in the presence of 250 uM 

Dip or 250 uM FeC^ (Fe). Chromatin was immunoprecipitated with anti-mouse IgG 

antibodies and a specific region of the abc3+ promoter was analyzed by PCR to determine 

Fepl occupancy. The top band represents the a6cJ+-specific signal, whereas the lower band 

is an internal background control derived from a nontranscribed region (intergenic region). 

B, Quantitation of the PCR products obtained from anti-IgG immunoprecipitated (IP) 

chromatin. The results are representative of three independent experiments. The signals are 

expressed as relative binding (%), and were calculated as percentages of the largest amount 

of chromatin measured. Input, input chromatin; IP, immunoprecipitated chromatin. 
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acting sequences was used as a control for unregulated and nontranscribed DNA. Results 

from ChIP analysis showed that TAP-Fepl occupied the abc3+ promoter at high levels when 

cells had been incubated in the presence of iron (Fig. 6). The binding was iron-dependent, 

exhibiting ~9-fold higher levels of abc3+ promoter DNA immunoprecipitated when the 

chromatin was prepared from cells, grown in the presence of iron than from cells cultured in 

the presence of Dip (Fig. 6). As a control, untagged Fepl immunoprecipitated the 

background levels of the abc3+ promoter region. These data were consistent with results 

showing repression of the abc3+ mRNA levels in response to iron. Furthermore, the data 

suggested that, under conditions of iron repletion, Fepl was strongly associated with the 

abc3+ promoter in vivo and dissociated from this promoter in response to iron deprivation. 

Vacuolar membrane protein Abc3 reduced cerulenin cytotoxicity and contributed to iron 

metabolism. It has been shown that inactivation of Abc3 increased the sensitivity of S. 

pombe cells to cerulenin (20). Although the molecular basis of this growth inhibition 

remains unclear, we took advantage of this phenotype to determine whether insertion of GFP 

interfered with Abc3 function. As shown in Fig. 7A, the abc3A mutant strain exhibited an 

increased sensitivity to cerulenin as compared to the wild-type strain. Whereas the wild-type 

strain showed a 77% inhibition of growth in medium containing 1 ng/ml cerulenin, the 

abc3A mutant was ~7-fold more sensitive to cerulenin. When the abc3A disruptant was 

transformed with the wild-type or GFP epitope-tagged abc3+ allele, cell resistance was 

restored to -184-226% of the wild-type starting strain (Fig. 7A). The Abc3-GFP fusion 

protein possessed Abc3 activity that was comparable to that of the wild-type (untagged) 

Abc3 protein (Fig. 7A). We next sought to determine the subcellular location of active 
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Fig. 7. Vacuolar localization of a functional Abc3-GFP fusion protein and the contribution 

ofAbc3 to cell growth under low iron conditions. A, abc3A mutant cells were transformed 

with the indicated plasmids and their growth was measured in unmodified (control) 

Edinburgh minimal medium or that supplemented with cerulenin (1 ug/ml). Total growth 

relative to that determined in the absence of cerulenin (% control growth) was evaluated by 

turbidimetry at Aeoo- Each point represents the average of triplicates +/- the standard 

deviation. B, Expression of abc3+ in transformed abc3A cells. Exponentially growing cells 

(2 X 106 cells) were incubated in the absence (-) or the presence of Dip (50 uM) or FeCb 

(Fe, 50 uM) for 16 h at 30°C. Cells were analyzed by direct fluorescence microscopy for 

GFP. FM4-64 staining visualized the vacuolar membranes, and Nomarski optics were used 

to examine cell morphology. C, The indicated S. pombe strains were streaked on EMM 

iron-poor media containing either 135 or 150 uM Dip and then incubated for 9 days at 30°C 

in order to test for cell viability. The strains were also streaked on EMM medium lacking 

Dip (control) and were incubated at 30°C for 4 days. WT, isogenic wild-type strain. 

Abc3-GFP in response to changing environmental iron concentrations. As shown in Fig. 7B, 

Abc3-GFP fluorescence was detected in the vacuole membranes of cells expressing the 

fusion allele under iron-limiting conditions. Abc3-GFP fluorescence colocalized with the 

vacuole-staining dye FM4-64, that was used as a marker to stain the vacuolar membrane. 

Consistent with the iron-dependent down-regulation of the abc3+ gene expression, Abc3-

GFP fluorescence levels were strongly reduced in cells grown under basal or elevated (100 

uM) iron concentrations. Whereas there was an absence of fluorescence in cells that had 

been transformed with an empty vector, the abc3lS. deletion strain expressing GFP alone 

displayed a pattern of fluorescence that was distributed throughout the cytoplasm and nuclei 

of the cells (data not shown). These results led us to conclude that Abc3 functions at the 

vacuole membrane under conditions of iron deficiency. 
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The observation that abc3 transcription responded to low iron concentrations suggested that 

the Abc3 protein was involved in iron metabolism, and that its expression was required under 

iron-limiting conditions. To begin to address this question, we created a set of isogenic 

strains that contained disruptions in genes known to play a role in iron transport. Gene 

deletions were introduced in the parental strain to disrupt the fwl+ and fipl+ genes that 

encode the cell surface oxidase-permease-based iron transport system in S. pombe (5). 

Subsequently, we inactivated the abc3+ locus in the context of a fiolA fiplA double mutant 

background. We tested whether these mutations affected the ability of cells to grow on 

media containing the iron chelator Dip. Although the abc3A single mutant cells exhibited no 

obvious defects, the deletion of abc3+ in the fiol A fipl A background resulted in a more 

severe growth defect than observed with the fiol A fipl A double mutant strain (Fig. 7C). 

Thus, a role for Abc3 in mobilizing iron became apparent only when the Fiol-Fipl iron 

transport system was missing. As a control, the wild-type parental strain was able to grow 

on medium containing either 135 or 150 uM Dip. 

If Abc3 functions by exporting Fe, the rationale is that total cell Fe should increase in abc3-

deleted cells. To determine total cell Fe concentrations in wild-type versus abc3A null cells, 

we used a BPS-based spectrophotometric assay for quantitative measurement of iron (45). 

The wild-type cells exhibited a total Fe concentration of 0.11 |a,g/mg protein. Interestingly, 

the abc3A anAfeplA mutant strains displayed a total cell Fe concentration of 0.16 and 0.21 

ug/mg protein, respectively, which was 1.5 and 1.9 times higher than the wild-type strain 

(Fig. 8A). The total cell Fe content results revealed that Abc3 plays a role in Fe-efflux. 

Deletion of abc3+ blocked Fe-efflux, triggering Fe accumulation within the cells. For the 
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Fig. 8. Iron accumulates in abc3A mutant cells. A, The wild-type (WT),feplA, and abc3A 

strains were grown in YES medium to exponential phase (A^oo of -1.0). The cells were 

harvested and the iron content was determined by the BPS-based spectrophotometric method 

(45). The values indicated are the averages of triplicate measurements +/- standard 

deviations. B, Logarithmic-phase cultures of the isogenic wild-type (WT), abc3A, and 

pell A. strains were grown in Edinburgh minimal medium containing 0.74 ug iron. The cells 

lysates were prepared from each culture and analyzed using the BPS-based 

spectrophotometric assay for quantitative measurement of iron. The values of total iron 

concentration shown are the means of three replicates +/- standard deviations. C, An S. 

pombe strain bearing a disrupted abc3A allele was transformed with pJK148 (plasmid alone, 

abc3A) or pJK148«6c3+ (abc3+). Step 1, cultures were grown in YES medium containing 

glucose and Dip (150 uM). Step 2, cells were washed in water, and equivalent amount of 

each culture was streaked onto fermentable (glucose) and nonfermentable (ethanol/glycerol) 

agar media, and incubated at 30°C for 4 and 7 days, respectively. WT, wild-type strain. 

feplA mutant strain, the quantitative data revealed that feplA cells accumulate Fe in excess 

of the physiological requirement (Fig. 8A). These results were fully consistent with the fact 

that in the absence of Fepl, there is lack of transcriptional repression of genes encoding 

components of the high-affinity Fe uptake machinery (38). We also measured total cell Fe 

content in an S. pombe pell A disruption strain (33). As observed for the vacuolar Fe-

importer Cccl in 5". cerevisiae (28), deletion of the pell+ gene in & pombe rendered cells 

sensitive to Fe compared with the wild-type strain (33, and data not shown). Consistently, 

we observed that S. pombe cells lacking the putative vacuolar Fe-importer Pell contained 

0.04 ug/mg protein, which is 3 times weaker than the wild-type strain (Fig. 8B). 

Previous studies in S. cerevisiae have shown that, during the transition from growth on 

glucose to growth on a nonfermentable carbon source, the vacuolar iron stores are 
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redistributed within the cell and contribute to iron-requiring processes such as 

mitochondriogenesis (46). To test whether abc3A cells displayed a lower efficiency in 

making the switch from nonrespiratory to respiratory metabolism, cells were first grown on 

glucose under low iron conditions. After a four-day incubation on solid medium containing 

Dip (150 uM), the cells were transferred onto solid medium containing ethanol/glycerol, or 

onto medium containing glucose for control of viability. abc3A mutant cells were found to 

lag well behind their wild-type counterparts in converting to respiratory metabolism (Fig. 

8C). In contrast, the parental wild-type cells were capable of quickly converting from 

nonrespiratory to respiratory growth when switched from a glucose- to an ethanol/glycerol-

containing medium (Fig. 8C). Taken together with the microscopic data, the results were 

consistent with a role for Abc3 in mobilizing iron within the cell, supporting a possible 

function for this protein in the transmission of an intracellular pool of iron to extra-vacuolar 

metalloenzymes. 

Expression and membrane association ofAbc3. The iron-dependent regulated expression of 

abc3+, and its vacuolar detection under iron-limiting conditions, prompted us to examine the 

Abc3-GFP protein levels in both untreated cells and cells incubated under conditions of low 

and high levels of iron. abc3+-GFP and ctr6+-HA4 (6) fusion genes expressed under the 

control of their own promoters were co-transformed to an abc3A ctr6A double mutant 

disruption strain. The abc3A ctr6A mutant strain co-expressing the untagged abc3+ and 

ctr6+-HA4 alleles were used in parallel experiments. Cells co-expressing either the abc3+-

GFP and ctr6+-HA4, or the abc3+ and ctr6+-HA4 alleles were grown in the presence of the 

iron chelator Dip. Membrane fractions collected after ultracentrifugation were treated with 
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Fig. 9. Abc3 is an integral membrane protein biosynthetically regulated by cellular iron 

levels. A, S. pombe cells harboring an abc3A ctr6A double deletion were co-transformed 

with abc3+ and ctr6+-HA4, or with abc3+-GFP and ctr6+-HA4. The co-transformed cells 

were grown to early-logarithmic phase and then treated with either Dip (50 uM) or FeCb (50 

uM), or were left untreated for 16 h. Triton X-100-solubilized extracts were prepared and 

analyzed by immunoblot using either anti-GFP or anti-HA antibody. The positions of the 

Abc3-GFP and Ctr6-HA4 proteins are indicated by the arrows. B, abc3A ctr6A cells 

expressing Abc3-GFP and Ctr6-HA4 proteins were grown in the presence of 50 uM Dip. 

Total-extract preparation (Total) was subjected to ultra-centrifugation at 100,000 X g. The 

membrane-containing pellet fraction was resuspended and either left untreated (buffer), or 
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adjusted to either 0.1 M Na2C03 or 1% Triton X-100, and then ultracentrifuged (100,000 X 

g). The supernatant (S) and pellet (P) fractions were separated on a SDS-polyacrylamide gel, 

and then analyzed by Western blotting using an anti-GFP, anti-HA4, or anti-PCNA antibody. 

Triton X-100 and the supernatants were fractionated by electrophoresis. Results of 

immunoblotting using an antibody directed against GFP showed that Abc3-GFP was 

detected after 16 h of treatment (Fig. 9 A, and data not shown). Consistent with the 

regulation of abc3+ mRNA levels, the Abc3-GFP protein levels were markedly reduced in 

cells grown for 16 h under basal and high iron conditions. Immunoblot analyses of the 

Triton X-100-solubilized cell membranes were also carried out using an anti-HA antibody. 

In this case, results showed that Ctr6-HA4 was detected after 16 h in cultures containing Dip 

or iron, as well as under untreated (basal) conditions (Fig. 9A). 

The primary amino acid sequence of Abc3 suggests that it is integrated into cellular 

membranes. This possibility was investigated in the following manner. Cell membranes 

were obtained by ultracentrifugation of whole cell extracts of cells grown under iron-limiting 

conditions. Soluble and detached peripheral membrane proteins present in the supernatants 

were precipitated, resuspended, and left untreated before analysis by immunoblot assays. 

The pellet fraction was resuspended and left untreated or was adjusted to 0.1 M Na2C03 or 

1% Triton X-100, and then re-fractionated at 100,000 X g. Results showed that in the 

absence of any treatment, Abc3-GFP and Ctr6-HA4 proteins were not detected in the 

supernatant fractions but only in the pellet fractions (Fig. 9B). An identical protein pattern 

was observed when the procedure had been carried out in the presence of 0.1 M Na2C03, 

which is known to linearize membrane structures, releasing non-integral membrane proteins 
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into the soluble fraction. In the presence of Triton X-100, a non-ionic detergent that 

solubilises membranes, Abc3-GFP and CU-6-HA4 were released from the membrane and 

were detected in the supernatant fractions, indicating that Abc3-GFP was an integral 

membrane protein as previously reported in the case of Ctr6-HA4 (6). On the other hand, the 

soluble PCNA protein was only found into the supernatant fraction. 

Effects of deletion and expression of abc3+ on the transcriptional regulation of the frpl+ 

ferrireductase gene. The observation that abc3+ was part of the transcriptional program that 

cells use to respond to low iron levels suggested that this protein was required during iron 

deficiency. Based on the fact of the vacuolar localization of Abc3, we reasoned that Abc3 

could be important for providing iron to the cell from intracellular stores and that its activity 

could lead to the activation of Fepl. Under conditions of activation, Fepl negatively 

regulates several genes, including those encoding components of the high-affinity iron 

transport machinery. To test how Abc3 expression influences cellular iron-dependent 

regulation, we investigated whether the levels of frpl+ transcript were increased in cells 

harboring an inactivated abc3+ gene. Cells were grown to early-logarithmic phase in 

Edinburgh minimal basal medium. Data showed that the expression offrpl+ was increased 

~2.8-fold as compared to the basal level of frpl+ transcripts detected in wild-type cells 

(abc3+) (Fig. 10A). When the abc3A mutant was transformed with the wild-type abc3+ 

allele, frpl+ mRNA levels decreased ~ 1.8-fold under the basal levels observed in the wild-

type starting strain (Fig. 10A). We concluded that deletion of the abc3+ gene (abc3A) 

increased the steady-state levels of frpl+ mRNA, suggesting a function for Abc3 in 
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Fig. 10. Disruption of the abc3+ gene increases frpl+ mRNA levels, whereas its 

transcriptional activation decreases frpl+ expression. A, Cells were grown to early-

logarithmic phase in Edinburgh minimal basal medium. abc3+, frpl+, and actl+ mRNA 

steady-state levels (indicated by the arrows) were determined in a wild-type strain (WT) and 

an abc3\ disruption strain in which either an empty plasmid or a wild-type copy of the abc3+ 

gene was returned by transformation. The results are representative of three independent 

experiments. B, The left side shows a proposed model for the iron-dependent repression of 
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frpl. transcription when Abc3 is active, while the right side shows how the inactivation of 

Abc3 function leads to frpl* transcriptional induction. C, Cells harboring an abc3A deletion 

were transformed with either pSP-117 8nmt41X-abc 3+ or pSP-H78nmt41X-abc3+-GFP and 

pre-cultured in the presence of both thiamine (15 uM) and FeC^ (10 uM). Early-logarithmic 

cultures were transferred to thiamine-free minimal medium containing 74 nM iron for 16 h. 

The cells (A.600 of ~1.0) were then kept in thiamine-depleted medium, or were transferred to 

thiamine-replete medium, and grown for a further 60 min. After incubation, total RNA was 

prepared and analyzed by RNase protection assays. Steady-state levels of the abc3+,frpl+, 

and actl+ mRNAs (indicated with arrows) were probed. As controls, abc3+andfrpl+ mRNA 

steady-state levels were probed in a wild-type strain harboring an empty plasmid. 

providing iron to the cell from intracellular stores. Its absence would lead to activation of the 

expression of the plasma membrane uptake machinery through the down-regulation of the 

iron-sensing transcription factor Fepl. 

To further investigate the ability of the cell to down-regulate the transcription offrpl+ as an 

indicator of Abc3 activity, we utilized the nmtl+ inducible/repressible promoter system (32). 

The expression of abc3+ or abc3+-GFP under the control of the nmtl+ 41X promoter (13) 

permitted the repression of the synthesis of Abc3 in the presence of iron (10 uM), thereby 

ensuring intracellular accumulation of iron. Subsequently, the cells were harvested, washed, 

and resuspended in the same media in the absence of iron. After induction for 60 min, the 

ability of Abc3 or Abc3-GFP to generate an iron-mediated signal that fostered repression of 

frpl+ transcription was analyzed. As shown in Fig. IOC, cells expressing abc3+ or abc3+-

GFP triggered down-regulation of the frpl+ mRNA levels (~3- to 4-fold). In contrast, 

treatment of the cells with thiamine to repress Abc3 synthesis induced the up-regulatiori of 
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frpl mRNA which exhibited steady-state levels similar to that observed in abc3A null cells. 

Taken together, the results strongly suggested that iron levels were compromised sufficiently 

in abcStS. mutant cells to induce the activation of the frpl* gene. In contrast, when abc3+ 

was induced under the control of the nmtl+ promoter, a larger pool of labile iron may 

become available and activate Fepl, which in turn down-regulates the frpl,+ transcription 

levels. 

Discussion 

Members of the ABC protein superfamily include transporters that are involved in the 

translocation of a wide variety of substrates across membranes (15). ABC transporters are 

classified into seven subfamilies (ABCA to ABCG) based on conserved sequences within 

their amino acid sequences (10). S. pombe has eleven putative ABC transporters, four of 

which (Abel, Abc2, Abc3, and Abc4) are members of the ABCC subfamily (20). A 

previous report has localized a GFP-tagged forrh of Abel to the endoplasmic reticulum, and 

Abc2-GFP, Abc3-GFP, and Abc4-GFP fusion proteins to the vacuolar membrane (20). 

The amino acid identities between Abc3 and Abel, Abc2, and Abc4 are 23.6, 62.8, and 22.8 

%, respectively, while the amino acid similarities are 39.7, 74.7, and 38.3 %, respectively. 

Although Abc2 and Abc3 exhibit the highest percentage of amino acid identity and 

similarity, it has been shown that these two proteins are functionally distinct with respect to 

vacuolar accumulation of glutathione-conjugated compounds, including both the adenine 

biosynthetic intermediate phosphoribosylaminoimidazole and monochlorobimane (20). In 

addition, although Abc2 and Abc4 possess much less homology (23.7 % identity; 40 % 
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similarity), the two proteins share similar functions in vivo, and differ considerably from 

Abc3 and Abel (20). Given the unrelated localizations of Abc3 and Abel, and the lack of 

common phenotypes associated with their respective gene deletions (20), the probability that 

Abc3 and Abel share a common biological role is low. 

As would be expected for genes regulated by Fepl, putative Fepl consensus binding sites 

were found in the abc3+ promoter. The removal of four GATA boxes from the 5' end of the 

abc3+ promoter had no apparent effect on either the iron- or the Dip-regulated expression of 

the abc3+-lacZ fusion gene. The overall magnitude of the response was found to be even 

higher when the DNA between positions -584 and -239 was deleted. From there, we 

employed two independent reporter gene assays, one using the endogenous abc3+ minimal 

promoter, and the second using a heterologous CYC1 minimal promoter. Both approaches 

revealed that the integrity of the GATA sequence located between positions -120 to -115 was 

essential to the iron-dependent repression of abc3+. Thus, abc3+ is the second Fepl-

regulated gene to be subject of negative transcriptional regulation via the presence of a single 

GATA element, the first reported example being strl+ (39). When iron is in excess in 

Ustilago maydis, siderophore transporter gene expression is negatively regulated at the 

transcriptional level by Urbsl (2, 3). Similarly to Fepl, Urbsl has two Cys2/Cys2-type zinc 

fingers located within its DNA-binding domain. Analogous to the situation for Fepl, in vitro 

DNA-binding assays have shown that Urbsl can specifically interact with a single GATA 

element (2). However, as opposed to Fepl, Urbsl requires the presence of two GATA boxes 

for its in vivo function (2). These observations may indicate differences in the use of amino 

acids that serve to interact with DNA between Fepl and Urbsl. Alternatively, identification 

and characterization of additional target genes in U. maydis may reveal that some of them are 
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negatively regulated through binding of Urbsl to a single GATA element. A sequence 

comparison between many functional GATA boxes found that a variation occurred within 

the consensus cz's-acting 5'-(A/T)GATA(A/T)-3' element of target gene promoters that 

respond to Fepl. We have observed that when the GATA element contained the following 

sequence, 5'-ATC(A/T)GATA(A/T)-3', the iron-regulatory response was more consistent, 

and almost, invariably operative. Examples included the strongest upstream 5'-" 

803ATCTGATAA-795_3, e l e m e n t 0f flol
+, the 5'--873ATCAGATAA-865-3' element of strl+, 

both the 5'-"191ATCAGATAT183-3' and the 5'-"168ATCTGATAA"160-3' elements of php4+, 

and the 5'-"123ATCTGATAT"115-3' element of abc3+. Furthermore, other groups have also 

observed that the extended 5'-ATC(A/T)GATA(A/T)-3' motif was significantly over-

represented in target gene promoters that responded to U. maydis Ursbl and A. fumigatus 

SreA, two fungai iron-responsive GATA factors (12, 51). 

Yeast studies have shown that the vacuole is an important storage compartment for metals, 

either as a means of detoxifying the cell or as a reservoir of metal that enable the cell to grow 

under metal-deficient conditions (6, 47, 48, 53, 54). In the case of S. cerevisiae, when the 

cells dispose of ample iron, Cccl mediates the import of iron into the vacuole (28). In the 

case of S. pombe,pcll+ encodes a putative ortholog of S. cerevisiae Cccl. As is observed for 

Cccl, the deletion of the pcll+ gene renders the cells sensitive to iron as compared to the 

wild-type strain (33, and data not shown). Two distinct mechanisms are used for vacuolar 

iron mobilization when S. cerevisiae cells respond to a shift from sufficient to low iron 

concentrations. One mechanism involves the NRAMP homologue Smfi, which localizes to 

the vacuolar membrane and helps to mobilize vacuolar stores of iron (44). The other 

mechanism involves the vacuolar membrane-resident Fthl/Fet5 complex, which transports 
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stored iron out of the vacuole, resulting in a subsequent redistribution within the cell (60). In 

S. pombe, vacuolar iron mobilization in response to iron deficiency has not been established 

and may function differently because of a lack of homologs to the S. cerevisiae SmB, Fthl, 

and Fet5. In fission yeast, Pdtl is the only protein homologous to the NRAMP family of 

metal transporters (59). Analysis of protein localization has shown that Pdtl is detected in 

periphery of the nucleus and the cell perimeter, suggesting a biological role in the 

endoplasmic reticulum and, perhaps, at the cell surface (59). Furthermore, genetic and 

functional studies have shown that Pdtl and Pmrl cooperatively regulate cell morphogenesis 

through an as yet uncharacterized manganese-dependent homeostatic mechanism (30). 

In this study, our data do not allow us to establish a relationship between cerulenin and Fe 

homeostasis. However, it has been previously shown that cerulenin is an effective inhibitor 

of sterol synthesis in yeast (61). Interestingly, like abc3+, the mRNA levels of genes 

involved in sterol synthesis increase upon Fe depletion (34). One can envision that in the 

absence of Abc3, less Fe is available for Fe-requiring proteins involved in sterol synthesis, 

making cerulenin more effective to inhibit sterol biosynthesis, and then cell growth. 

Given the fact that genetic studies have implicated the vacuole as a player in iron storage (28, 

54), and assuming that vacuolar iron is present in a usable form, we suggest that S. pombe 

Abc3 is an intracellular transporter that mobilizes stores of iron from the organelle for 

redistribution throughout the cell. This model is supported by six experimental results. First, 

a functional Abc3-GFP fusion protein was localized to the membrane vacuole under iron-

limiting conditions. Second, deletion of the abc3+ gene led to elevated transcriptional 

activity offrpl+ to presumably compensate for iron-poor conditions. Third, when abc3+ was 
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induced from the nmtl promoter, there was. inhibition of frpl gene expression. Four, 

abc3& cells contained more total cell iron than wild-type cells. Five, in S. pombe cells 

lacking the high-affinity plasma membrane transporting complex Fiol and Fipl, Abc3 was 

required for growth in low iron medium. Six, the fact that abc3+ was transcriptionally 

regulated by iron in the same direction as the genes encoding components of the high-affinity 

iron uptake machinery (e.g. frpl+, fipl+, and fiol+) suggests a function for Abc3 in iron 

utilization as opposed to iron detoxification. 

Fungi such as Aspergillus nidulans, A. fumigatus, and U. maydis do not possess Fthl 

orthologs (16). As in the case of S. pombe Abc3, A. nidulans AtrH, A. fumigatus 

Afu3g03430 and Afu3g03670, and U. maydis Fer6 are all ABC-like proteins that are 

regulated at the level of gene transcription (12, 16, 51). Their loci are induced in iron-

depleted cells and repressed in iron-replete cells. Although protein localization of these 

putative ABC-type transporters has not yet been ascertained, the fission yeast S. pombe may 

represent an attractive model system for understanding the involvement of these proteins in 

A. nidulans, A. fumigatus, and U. maydis with respect to iron intracellular transport and 

homeostasis. 

One feature of the members of the ABCC subfamily of transporters that distinguishes them 

from other ABC transporters is their ability to transport substrates in the form of glutathione 

conjugates or complexes (17, 29). In the presence of excess iron, the vacuole is postulated to 

function as a storage compartment, preventing detrimental levels of iron accumulation in the 

cytosol (28). Intravacuolar iron may be bound in a bio-unavailable form such as Fe to 

polyphosphates or other molecules. In response to iron deficiency, Abc3 may mobilize 
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stored iron either in an inorganic form or in the form of iron conjugates. This possibility 

remains speculative since a putative interaction between Abc3 and inorganic iron or organic 

iron-conjugates is unknown. 

It is interesting to note that our data concerning Abc3 are reminiscent of those observed in 

the case of the IDI7 protein isolated from barley root cells, which is a member of the ABC 

superfamily of transporters (62). IDI7 localizes to the vacuolar surface in plant cells that is 

known as the tonoplast. As observed in the case of Abc3, IDI7 is expressed only in cells 

grown under conditions of iron deprivation. More recently, a third ABC transporter, named 

NtPDR3, has been found to be induced in iron-starved tobacco cells (11). Considering this 

information, one can envision the possibility that a new group of ABC transporters, including 

Abc3, IDI7, and NtPDR3, may be responsible for mobilizing intravacuolar stores of iron 

when cells face iron deprivation. 
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Discussion 

L'ensemble des resultats obtenus a ete decrit et dispute a l'interieur du manuscrit. 

Pour cette raison, je ne m'attarderai pas davantage sur ceux-ci. J'orienterai plutot la 

discussion sur la suite des travaux a realiser. A l'interieur des sections qui suivent, je 

proposerai des avenues a explorer et j'expliquerai sommairement les strategies qui pourraient 

etre utilisees pour la continuite des travaux. 

II s'agit ici de proposer des moyens afin de realiser des objectifs pour la suite des 

travaux entourant le transporteur vacuolaire Abc3. Je suis conscient des lacunes que 

possedent les moyens envisages, mais cette discussion n'a pas ete redige dans l'optique de 

fournir des protocoles complets et detailles. 
~\ 

I. Caracterisation du transporteur Abc3 

I.I. Quantification du contenu en fer des vacuoles 

Nous avons demontre a l'interieur du manuscrit aux figures 8A et 8B que 

l'inactivation du gene abc3+ entraine une accumulation du contenu total des cellules en fer 

d'une fois et demie celui de la souche de type sauvage exprimant abc3+ (Pouliot et al, 2010). 

Cet essai a ete effectue sur des lysats totaux de cellules par une methode 

spectrophotometrique ou la variation de l'absorbance mesuree est proportionnelle a la 

quantite de fer chelate par l'acide bathophenanthrolinedisulfonique (BPS) (Rad et al, 2007). 

Dans le but de valider l'hypothese que la proteine Abc3 exporte le fer hors des 

vacuoles, il est indispensable de mesurer directement la quantite de fer contenu dans les 
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vacuoles. Cette approche a ete employee dans quelques etudes avec la levure 

S. cerevisiae. La quantification du fer vacuolaire de S. cerevisiae a permis de determiner que 

la vacuole est le site ou Ton retrouve la plus forte concentration en fer a l'interieur de la 

cellule (Raguzzi et al, 1988). La mesure du contenu en fer de la vacuole de 

S. cerevisiae est onze fois plus elevee que la mesure du fer cellulaire total lorsque les cellules 

sont cultivees dans un milieu supplemente en fer (Raguzzi et al, 1988). Ceci nous permet de 

croire que la comparaison de la quantite de fer a l'interieur des vacuoles pour une souche de 

S. pombe mutante pour le gene abc3+ (abc3A) resulterait en des concentrations plus elevees 

de fer vacuolaire que les resultats obtenus pour le fer cellulaire total. 

Chez S. cerevisiae, la quantification precise du fer vacuolaire a permis de confirmer 

l'implication de proteines dans l'homeostasie du fer au niveau de l'import et de Pexport de 

cet oligo-element de la vacuole. Ainsi, le role de la proteine Cccl a ete demontre dans 

l'import du fer a l'interieur la vacuole et ce, afin de proteger la cellule lorsque le fer est en 

exces (section 2.6.1) (Li et al, 2001, Singh et al, 2007). La contribution de deux systemes de 

transport, formes du complexe Fet5-Fthl ou de la proteine Smf3, pour repondre aux besoins 

de la cellule lors d'une carence en fer a ete renforcee par la demonstration de leur capacite a 

transporter le fer en dehors de cet organite (sections 2.6.2 et 2.6.3) (Singh et al, 2007). La 

quantification du contenu vacuolaire en ions metalliques chez S. cerevisiae a permis de 

demontrer que Cccl est responsable de l'import du manganese, en plus du fer, dans la 

vacuole (Li et al, 2001) et que le transporteur Ctr2 exporte le cuivre en dehors des vacuoles 

(Rees et al, 2004). 



I l l 

Tous ces resultats sont issus d'une methode d'isolement des vacuoles efficace et 

reproductible qui est bien etablie chez S. cerevisiae (Bankaitis et al, 1986). Cette methode 

d'obtention d'isolat de vacuoles chez S. cerevisiae est divisee en trois etapes principales. La 

premiere est de digerer la paroi cellulaire avec un melange d'enzymes afin de fragiliser la 

cellule, generant des spheroplastes. La seconde etape consiste a lyser les cellules, sous forme 

de spheroplastes, tout en preservant l'integrite des organites. Chez S. cerevisiae, cette etape 

est effectuee par l'ajout d'une solution de diethylaminoethyl-Dextran (DEAE-Dextran). La 

troisieme etape permet de separer les vacuoles des autres organites suite a leur purification 

sur un gradient de Ficoll (Cabrera & Ungermann, 2008). 

Cependant, l'isolement de vacuoles chez S. pombe n'est pas monnaie courante. La 

methode utilisee pour S. cerevisiae est inefficace pour les cellules de S. pombe. Les trois 

etapes de purification des vacuoles doivent done etre adaptees. Des equipes de recherche 

optimisent cette methode afin de la rendre applicable pour leurs travaux. Ces protocoles 

adaptes ont permis de demontrer que le transporteur de type ABC, Hmtl, se localise a la 

membrane vacuolaire et qu'il est implique dans la sequestration du cadmium a l'interieur des 

vacuoles chez S. pombe (Ortiz et al, 1992, Ortiz et al, 1995, Sooksa-Nguan et al, 2009). Afin 

de poursuivre l'etude de l'activite de transport du fer de Abc3, l'emploi de la methode la plus 

recente, soit celle publiee par Olena K. Vatamaniuk et ses collegues, semble etre la plus 

prometteuse (Sooksa-Nguan et al, 2009). Pour realiser la premiere etape, un cocktail 

d'enzymes tres efficace est utilise afin de fragiliser la paroi cellulaire de S. pombe, qui est 

plus resistante que celle de S. cerevisiae. La seconde etape, consiste a lyser les spheroplastes 

a l'aide d'un piston de verre de type Dounce plutot que chimiquement avec le DEAE-
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Dextran. Le fractionnement cellulaire en vue d'obtenir une preparation majoritairement 

composee de vacuoles emploie un gradient de Percoll (Sooksa-Nguan et al, 2009). 

Suite a l'application de la procedure de purification des vacuoles, des fractions seront 

recoltees pour l'etude du transport du fer effectue par Abc3. Les fractions enrichies en 

vacuoles devront etre analysees. L'un des moyens pour confirmer que les fractions 

contiennent des vacuoles est de proceder a des immunobuvardages afin de detecter la 

presence de proteines connues qui se localisent dans la membrane vacuolaire. Dans le cas qui 

nous interesse, l'utilisation de la proteine de fusion Ctr6-HA4 presentee dans le manuscrit 

pourrait servir de marqueur vacuolaire (Pouliot et al, 2010). Un second moyen pouvant etre 

utilise consiste a mesurer l'activite specifique de marqueurs enzymatiques dont la 

localisation cellulaire est connue. Une fraction enrichie en vacuoles, comparativement au 

lysat total avant sa separation sur gradient de Percoll, devrait montrer une augmentation de 

l'activite de l'enzyme a-mannosidase (Roberts et al, 1991), qui est presente dans la 

membrane des vacuoles, alors que l'activite de la cytochrome c oxydase (Poyton et al, 1995) 

et de la glucose-6-phosphate dehydrogenase (Roberts et al, 1991), qui sont des marqueurs 

de la membrane mitochondriale et du cytosol respectivement, devrait diminuer 

significativement. 

L'isolement d'organites comme les vacuoles chez S. pombe est une approche 

complexe et il est difficilement envisageable d'obtenir du materiel pur a 100%. Le but du 

gradient de Percoll est d'obtenir un tres bon enrichissement. Par la suite, on evalue le degre 

d'enrichissement atteint en comparant avec le contenu de la fraction initiale ainsi qu'avec des 
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composantes provenant d'autres organites pouvant etre presents dans notre echantillon final 

et ce, a l'aide d'anticorps capables de detecter la presence de proteines connues. 

L'integrite des vacuoles pourrait etre verifiee, par exemple, par immunobuvardage 

afin de detecter des proteines residantes de la lumiere vacuolaire. Aussi, la coloration 

prealable de l'interieur des vacuoles suite a la culture des cellules en presence de 

monochlorobimane (MC1B), tel que decrit a la section I.II de la discussion, permettrait de 

visualiser par microscopie a fluorescence le contenu de 1'echantillon final. La retention du 

compose fluorescent bimane-GS a l'interieur de la vacuole confirmerait leur integrite. 

Apres avoir confirme les echantillons contenant les fractions enrichies en vacuoles, le 

contenu en fer des differents echantillons pourra etre quantifie. Cette fois la methode 

spectrophotometrique qui mesure la formation de complexe BPS-Fe sera mise de cote 

puisqu'elle necessite beaucoup de materiel et que la technique d'isolement des vacuoles ne 

permet pas de recueillir les quantites suffisantes. Pour cette application nous aurons recourt a 

une technique plus sensible pour quantifier les ions d'interets. Cette technique est l'ICP-MS 

(inductively coupled plasma-mass spectrometry) et elle permet la detection d'ions a des 

1 9 

concentrations pouvant atteindre une partie par 10 . 

Differentes combinaisons de souches et de traitements sont a envisager afin d'obtenir 

des resultats fiables et convaincants. Dans les figures 8A et 8B du manuscrit, nous avons 

compare la souche abc3A avec celle de type sauvage (Pouliot et al, 2010). Dans la condition 

de culture employee (en presence de fer), 1'expression endogene du gene abc3+ est faible, 

mais semble suffisante pour remettre une partie du fer de la vacuole en circulation dans le 

cytoplasme. Cette combinaison semble etre un bon point de depart pour les analyses du fer 
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vacuolaire. Afm d'augmenter l'ecart entre le contenu vacuolaire des souches comparees, 

nous pourrions employer une souche dans laquelle 1'expression du gene abc3 est 

constitutive. De cette facon, 1'expression du gene abc3+ ne varierait pas selon le statut en fer, 

ce qui permettrait sa presence a la vacuole en tout temps afin d'expulser le fer vacuolaire. 

Nous pourrions egalement employer un systeme de surexpression comme ce qui a ete fait 

chez S. cerevisiae pour les composantes d'import et d'export du fer vacuolaire (Singh et al, 

2007). La surexpression de Pell forcerait l'engorgement des vacuoles en fer et l'induction 

soudaine de Abc3 ferait chuter le contenu en fer. Ce systeme permettrait de faire une pierre 

deux coups en demontrant a la fois l'activite de Pell et de Abc3 en regard avec leur activite 

de transport du fer au niveau de la vacuole. 

I.H. Essai de transport employant le substrat fluorescent bimane-GS 

Dans le but d'etudier les domaines essentiels pour l'activite du transporteur Abc3, il 

serait utile de mettre au point un essai simple permettant de suivre son activite. Un essai 

employant le compose monochlorobimane (MC1B) permettrait de visualiser le deplacement 

d'un substrat transporte par Abc3 directement par microscopie a fluorescence. Le MC1B est 

un compose permeable aux membranes et non-fluorescent par lui-meme. Lorsqu'il penetre 

dans les cellules, il est conjugue au glutathion (GSH) par Taction de 1'enzyme cytosolique 

glutathion-S'-transferase. Le produit qui en resulte, le bimane-iS-glutathion (bimane-GS), est 

impermeable aux membranes. De plus, ce produit devient tres fluorescent (Ishikawa et al, 

1994, Shrieve et al, 1988). Le bimane-GS est souvent employe comme substrat synthetique 

pour etudier des proteines capables de transporter des conjugues glutathionyles. Ainsi, le 
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bimane-GS est utilise comme marqueur pour suivre son transport intracellulaire lorsqu'il est 

pris en charge par des proteines transmembranaires qui ont la capacite de le transporter. 

Chez la levure, le bimane-GS est activement transporte a l'interieur des vacuoles 

(Iwaki et al, 2006, Li et al, 1996). Chez S. cerevisiae, la proteine impliquee dans l'import du 

bimane-GS a l'interieur de la vacuole est le transporteur de type ABC Ycfl (Li et al, 1996). 

Les substrats naturels de Ycfl, conjugues au GSH, sont le pigment 

phosphoribosylaminoimidazole carboxylate, un intermediate de la voie de biosynthese de 

l'adenine, et le cadmium (Li et al, 1996). Chez S. pombe, la principale proteine caracterisee 

pour son role dans la sequestration du cadmium a l'interieur de la vacuole est le transporteur 

de type ABC Hmtl. Hmtl possede la propriete de transporter le cadmium lie soit aux 

phytochelatines ou au GSH. Cependant, Hmtl n'est pas responsable de l'import du pigment 

de la voie de biosynthese de l'adenine conjugue au GSH (Chaudhuri et al, 1997, Ortiz et al, 

1992, Ortiz et al, 1995, Preveral et al, 2009, Sooksa-Nguan et al, 2009). Une etude a 

recemment identifie que Abc2 et Abc4 sont les transporteurs de type ABC qui permettent 

l'import du pigment glutathionyle et du cadmium dans la vacuole (Iwaki et al, 2006). Abc2 

et Abc4 sont egalement les principaux transporteurs du bimane-GS a l'interieur des vacuoles 

(Iwaki et al, 2006). 

Tout comme Ycfl, les transporteurs Abc2 et Abc4 font tous deux partie de la sous-

famille ABCC, tandis que Hmtl fait partie de la sous-famille ABCB (Iwaki et al, 2006). 

Etant donne l'appartenance de Abc3 a la meme sous-famille que Ycfl, Abc2 et Abc4, ceci 

nous permet de croire que Abc3 aurait la propriete de transporter egalement des conjugues 

glutathionyles, dont le bimane-GS (Iwaki et al, 2006, Pouliot et al, 2010). II est possible que 
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le role de Abc3 dans le transport de conjugues glutathionyles n'est pas ete observe 

precedemment a cause des conditions de culture utilisees. En effet, nous avons demontre 

que, dans un milieu de culture ou le fer est present, Abc3 n'est que tres faiblement exprimee 

(Pouliot et al, 2010). La contribution de son activite est done difficilement perceptible. De 

plus, les auteurs de 1'etude qui ont attribue des fonctions aux transporteurs Abc2 et Abc4 se 

sont concentres sur le transport vers l'interieur de la vacuole, alors que, selon notre 

hypothese, l'activite de transport de Abc3 est en direction opposee, soit de la vacuole vers le 

cytoplasme. 

Afin de demontrer que Abc3 possede la propriete d'exporter des conjugues 

glutathionyles, plus precisement le bimane-GS, hors de la vacuole, une souche de 

S. pombe mutante pour les trois transporteurs vacuolaires de la sous-famille ABCC devra 

etre generee. Cette souche triple mutante pour les genes abc2+, abc3+ et abc4+ presentera une 

fluorescence nulle a l'interieur des vacuoles en comparaison avec la souche de type sauvage 

lorsque le MC1B sera additionne au milieu de culture. En reintroduisant les alleles 

fonctionnels des genes abc2+ ou abc4+ exprimes de fa9on constitutive dans la souche 

abc2Aabc3Aabc4A, l'importation du bimane-GS a l'interieur de la vacuole sera retablie 

causant la reapparition de la fluorescence. L'expression constitutive du gene abc3+ dans la 

souche abc2Aabc3Aabc4A devrait montrer aucune fluorescence contenue dans les vacuoles 

en accord avec l'hypothese qui stipule que Abc3 exporte les conjugues glutathionyles hors de 

la vacuole. La strategie envisagee pour demontrer que Abc3 peut exporter le bimane-GS 

demandera l'utilisation d'un systeme d'expression inductible. Dans la souche 

abc2Aabc3Aabc4A, l'absence de thiamine dans le milieu de culture permettra d'induire 

l'expression du gene abc2+ sous le controle du promoteur nmtl+ et la presence de fer 
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reprimera 1'expression du gene abc3+, qui lui, sera regule par son propre promoteur. Cette 

combinaison aura pour effet de remplir les vacuoles avec le produit bimane-GS et d'observer 

une fluorescence concentree a la vacuole. Puis, Pajout de thiamine dans le milieu de culture 

bloquera l'expression du gene abc2+ et l'ajout du chelateur de fer 2,2'-dipyridyl (Dip) 

entrainera l'expression du gene abc3+. Ces traitements empecheront l'import constant de 

bimane-GS dans la vacuole, ce qui permettra de constituer un « pool » vacuolaire de bimane-

GS. Le transporteur Abc3 nouvellement synthetise exportera le bimane-GS de la vacuole en 

direction du cytoplasme. Cela entrainera une diminution de la fluorescence observee dans la 

vacuole et 1'apparition de fluorescence dans le cytoplasme. 

Une fois cet essai fonctionnel mis au point, il sera possible d'effectuer diverses 

mutations au niveau de la proteine Abc3 et d'observer si ces dernieres ont un impacte sur la 

propriete de Abc3 a transporter des conjugues glutathionyles. Tel que decrit precedemment a 

la section 4.1, ainsi qu'a l'interieur du manuscrit, les transporteurs ABC sont generalement 

formes de deux membrane spanning domains (MSDs) et de deux domaines d'attachement 

aux nucleotides (NBDs) (Pouliot et al, 2010). Une particularite des membres formant la 

sous-famille ABCC est qu'ils possedent un troisieme MSD (nomme MSDO) a leur extremite 

N-terminale qui est relie au corps principal de la proteine par une region appelee L0 (pour 

linker 0). Parmi les mutations que, Ton etudiera, nous abolirons l'activite d'hydrolyse de 

l'ATP par les NBDs en mutant les motifs A ou B de Walker et ce, afin de confirmer que le 

transport du bimane-GS par Abc3 est dependant de l'ATP. Une etude a identifie que la 

region L0 est necessaire pour la resistance au cadmium via l'activite du transporteur Ycfl 

chez S. cerevisiae (Mason & Michaelis, 2002). Cette etude a propose que 1'implication de la 

region L0 est imputable a treize residus qui, selon les predictions informatiques, formeraient 
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une helice-a amphipatique qui interagirait avec le substrat ou avec les autres domaines de la 

proteine (Bakos et al, 2000, Mason & Michaelis, 2002). II serait pertinent de voir si la 

deletion de la region L0 du transporteur Abc3 affecte le transport du bimane-GS. Puis, par 

analyses bioinformatiques, examiner si la region L0 de Abc3 comporte les treize residus 

homologues a ceux de Ycfl. Si tel est le cas, verifier si la substitution de ces residus par 

d'autres residus ayant des proprietes biochimiques differentes abolira l'exportation du 

bimane-GS de maniere equivalente a la deletion du L0 entier. 

I.III. Identification du signal peptidique responsable de la localisation 

cellulaire de Abc3 

Un autre volet a investiguer serait d'identifier le signal peptidique responsable de la 

localisation vacuolaire de Abc3. Le genome de S. pombe comporte onze genes codant pour 

des transporters de type ABC (Iwaki et al, 2006). De ces onze transporters, quatre ont ete 

localises a la membrane vacuolaire. Les proteines localisees a la vacuole sont Abc2, Abc3, 

Abc4 et Hmtl (Iwaki et al, 2006). Les proteines Abc2, Abc3 et Abc4 font parties de la sous-

famille ABCC (Iwaki et al, 2006). Une particularite des membres de la sous-famille ABCC 

est qu'ils possedent une extension N-terminale (NTE) compose du MSD0 et du L0. La 

proteine Hmtl fait partie de la sous-famille ABCB (Iwaki et al, 2006). La structure de la 

proteine Hmtl se distingue de celle des autres membres de la sous-famille ABCB. Hmtl est 

unique par le fait qu'il est le seul transporteur simple de type ABC, dont le corps principal 

est forme d'un seul MSD, d'un seul NBD, a contenir un NTE (Ortiz et al, 1992, Sooksa-

Nguan et al, 2009). L'analyse du genome de S. cerevisiae indique qu'il contient trente 
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transporteurs de type ABC (Jungwirth & Kuchler, 2006). De ces trente, environ la moitie a 

ete caracterisee. Parmi ceux-ci, trois ont ete localises dans la membrane des vacuoles. Ces 

transporteurs sont Ycfl, Bptl et Ybtl. lis font tous partis de la sous-famille ABCC 

(Jungwirth & Kuchler, 2006). 

Ces informations suggerent que la presence du NTE pourrait avoir une influence sur 

la localisation cellulaire des proteines vacuolaires. Une etude anterieure s'est penchee sur la 

fonction possible du NTE. Dans cette etude, il s'est avere que la portion MSDO contenue 

dans le NTE est necessaire pour la localisation de la proteine a la membrane vacuolaire. En 

effet, la deletion du MSDO de la proteine Ycfl de S. cerevisiae empeche cette derniere de se 

localiser a.la membrane vacuolaire (Mason & Michaelis, 2002). 

La premiere etape a realiser afin d'identifier le signal peptidique responsable de la 

localisation cellulaire de Abc3 consistera a verifier si son domaine MSDO joue un role au 

niveau de sa localisation. La deletion du MSDO entier devrait faire en sorte que la proteine de 

fusion Abc3-GFP n'est plus visible a la membrane des vacuoles. Pour demontrer que le 

domaine MSDO est suffisant pour permettre a la proteine Abc3 d'atteindre la vacuole, une 

proteine chimere pourrait etre elaboree. La fusion de la region MSDO de Abc3 avec la 

portion du corps principal de Abel (sans son propre MSDO) devrait entrainer un changement 

de localisation de la proteine Abcl-GFP. Celle-ci passerait d'une localisation au RE pour 

l'allele naturel a une localisation vacuolaire pour l'allele chimerique. 

Une seconde etape dans le but d'elucider la nature du signal peptidique vacuolaire 

serait de proceder a des analyses bioinformatiques. L'alignement des acides amines 

correspondant aux MSDO de Abc3, Abc2 et Abc4 pourrait permettre d'identifier des residus 
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conserves entre ces differents membres de la sous-famille ABCC qui se localisent a la 

vacuole. Le resultat de ce premier alignement pourrait etre compare avec le MSDO de Abel 

afin de soustraire les residus conserves qui ne participent pas au transport des proteines 

Abc3, Abc2 et Abc4 a la vacuole. Le MSDO provenant de Hmtl pourrait permettre de 

trouver des residus additionnels importants pour la localisation vacuolaire. Si le signal 

peptidique recherche est conserve chez les levures, la contribution d'informations tirees de 

sequences de transporteurs ABC vacuolaires de S. cerevisiae pourrait etre significative. Le 

ou les motifs putatifs identifies devraient par la suite etre mutes dans le MSDO de la proteine 

de fusion Abc3-GFP afin de voir si l'effet de mutations ponctiielles est equivalent a la 

deletion entiere du domaine MSDO. 

Si les analyses bioinformatiques ne permettent pas de cibler des motifs precis du 

MSDO, il pourrait etre necessaire d'effectuer des deletions progressives du domaine MSDO. 

La deletion de chacun des DTMs du MSDO, ainsi que des boucles hydrophiliques reliant 

chacun d'eux, permettrait de trouver une portion plus courte responsable de la localisation 

vacuolaire. Celle-ci faciliterait les recherches visant a identifier un signal peptidique 

vacuolaire. 
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I.IV. Caracterisation de la topologie membranaire du transporteur Abc3 

Un aspect interessant a etudier du transporteur Abc3 serait de determiner sa topologie 

au niveau de la membrane vacuolaire. Plusieurs transporteurs de type ABC ont ete 

caracterises jusqu'a maintenant provenant d'organismes divers, tant procaryotes 

qu'eucaryotes. Chez les procaryotes, ces etudes ont permis d'identifier des transporteurs 

impliques dans les systemes d'imports de composes essentiels et d'autres impliques dans les 

systemes d'exports de produits potentiellement toxiques (Jones et al, 2009). Pour les deux 

groupes de transporteurs, leur orientation au niveau de la surface cellulaire est la meme. Les 

NBDs qui induisent un changement conformationnel de la proteine permettant le passage du 

substrat suite a l'hydrolyse de l'ATP sont situes a l'interieur de la cellule. Cependant, pour 

permettre l'importation de composes, ce groupe de transporteurs necessite la presence d'une 

proteine soluble extra-cytoplasmique dont la fonction est de fixer le substrat avec une grande 

affinite et de le presenter au complexe ABC, souvent forme de plusieurs sous-unites. 

Chez les eucaryotes, les transporteurs de type ABC sont reconnus pour exporter des 

substrats hors du cytoplasme (Jones et al, 2009). Chez S. cerevisiae et S. pombe, ce transport 

peut etre dirige soit vers l'exterieur de la cellule par des proteines localisees au niveau de la 

membrane plasmique ou au contraire, vers l'interieur des organites (Iwaki et al, 2006, 

Jungwirth & Kuchler, 2006). Dans le cas des transporteurs de type ABC localises a la surface 

des mitochondries, ils transported leurs substrats de l'interieur de la mitochondrie vers le 

cytoplasme de la cellule (Iwaki et al, 2006, Jungwirth & Kuchler, 2006). Selon un modele 

generalement accepte, les substrats entrent dans le canal forme par les MSDs du cote ou sont 

exposes les NBDs (Jones et al, 2009, Jungwirth & Kuchler, 2006). 
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Dans le but de confirmer que Abc3 est le premier transporteur de type ABC implique 

dans l'export de composes hors de la vacuole chez la levure, la caracterisation de sa 

topologie est un atout important. La strategic proposee pour y parvenir repose en grande 

partie sur la mise au point du protocole d'isolement de vacuoles intactes chez 

S. pombe qui a ete decrit dans l'une des sections precedentes (section I.I). Afin de definir la 

topologie membranaire de Abc3, la premiere etape consistera a inserer a l'interieur du gene 

abc3+, la sequence codante pour un epitope facilement detectable par immunobuvardage (par 

exemple 1'epitope de type HA). L'epitope HA devra etre insere a differents endroits 

strategiques determines a partir des modeles topologiques predits de fa9on informatique. Les 

proteines chimeriques resultantes possederont 1'epitope HA soit a l'extremite N- ou C-

terminale, soit au niveau de boucles hydrophiliques qui relient les DTMs ou celles a 

proximite des NBDs. Ces proteines chimeriques seront par la suite exprimees dans la souche 

mutante abc3A a partir de laquelle on procedera a la purification des vacuoles intactes. Pour 

chacune des constructions integrees, les echantillons vacuolaires seront incubes en presence 

de proteases, par exemple la trypsine. En conditions natives, les portions proteiques qui 

seront proteolysees seront considerees comme etant a l'exterieur de la membrane vacuolaire. 

Les portions proteiques resistantes a la digestion enzymatique seront considerees comme 

etant disposees a l'interieur de la membrane vacuolaire. Nous utiliserons egalement des 

conditions d'incubations en presence de detergents (par exemple le Triton 

X-100) capables de dissoudre la membrane vacuolaire. Sous ces dernieres conditions, toutes 

les regions fusionnees a 1'epitope HA devraient etre sensible aux conditions de digestion 

partielle de la protease utilisee. Tous les echantillons seront analyses par gels de 

polyacrylamide denaturant (SDS-PAGE) suivi d'immunobuvardages. En plus de l'epitope 
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HA, l'immunobuvardage sera effectue sur une proteine controle localisee a l'interieur de la 

vacuole afin de confirmer que la membrane de cet organite assure une protection contre la 

digestion proteolytique. Lorsque l'epitope HA se retrouve a l'interieur de la vacuole, la taille 

du fragment observe est equivalente a la portion de la boucle hydrophilique et des DTMs qui 

la bordent. Tandis que lorsque l'epitope HA est du cote cytoplasmique, il est degrade par les 

proteases et aucun fragment est revele par immunobuvardage. 

Ainsi, avec cette strategic la topologie complete de Abc3 pourra etre definie et la 

position des NBDs, par rapport a la membrane vacuolaire, resolue. S'il s'avere que les NBDs 

se situent a l'interieur de la vacuole, la prediction topologique presentee a la figure 1 du 

manuscrit devra etre revisee (Pouliot et al, 2010). Cela constituerait egalement le premier 

exemple d'un transporteur ABC presentant ce type d'arrangement. Si les NBDs sont situes 

dans le cytoplasme, et que l'activite d'exportation hors de la vacuole est validee, ceci serait 

le premier exemple d'un transporteur ABC dont l'activite de transport s'effectue en 

requerant ce type de conformation topologique. 
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