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Résumé

Abc3, UN TRANSPORTEUR VACUOLAIRE EXPRIME EN CARENCE DE FER
CHEZ LA LEVURE A FISSION.

Par M. Benoit Pouliot ;
Département de Biochimie
Université de Sherbrooke

- Mémoire présenté a la Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé
en vue de I’obtention du grade de Maitre ¢s sciences (M.Sc.) en Biochimie
16 avril 2010

De nombreux processus métaboliques nécessitent la présence de fer en tant que
cofacteur. Paradoxalement, la surabondance en fer peut contribuer a la formation de dérivés
oxygénés hautement réactifs qui sont toxiques pour la cellule. Ceci fait en sorte que sa
concentration intracellulaire doit €tre finement régulée. Chez la levure a fission,
Schizosaccharomyces pombe, plusjeurs mécanismes participent a 1’établissement de
I’homéostasie du fer. Parmj ces mécanismes, on y retrouve des protéines de transport du fer a
la surface cellulaire, ainsi que d’autres responéables dé la séquestration de I’ion a I’intérieur
de la vacuole. Un role p’our la vacuole consiste 2 emmagasiner le fer afin de détoxifier la
cellule s’il est trop abondant. Du méme coup, la vacuole sert de réservoir qﬁi pourra redonner
le fer plus tard a la cellule si cette derniére croit en condition de rareté pour cet élément. La

voie par laquelle le fer peut ressortir de la vacuole n’a cependant pas encore été identifiée.

L’objectif de cette étude est d’identifier le transporteur responsable du relichement
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) nommé
Abc3, dont I’expression augmente dé 16.9 fois en carence de fer selon des ‘études

comparatives par biopuces a ADN.



Tout d’abord, I’étude de la régulation du géne abc3™ a été effectuée selon la présence
ou non de fer dans le milieu del culture.. L’expression du géne abc3” a été comparée avec
d’autres genes codant pour d’autres protéines de la méme famille. Seul le géne abc3" a
montré une expression variant selon le statut en fer. 1l est réprimé en présence de fer et activé
en carence de ce dernier. Par la suite, des éléments en cis du promoteur‘abc..?Jr pouvant étre
responsables de la régulation selon le statﬁt en fer ont été analysés. Parmi ées derniers, vnous
avons démontré que seul 1’élément de régulation le plus prés du cadre de lecture est
fonctionnel permettant la fépréssion du géne abc3” en présence de fer. Un essai fonctionnel

permettant de montrer I’importance de la protéine Abc3 a été mis au point;'Ainsi, une souche
nulle pour le géne abc3' montre une perte de 'croiséance ‘en présence de cérulénine, un
antibiotique qui inhibe la biosynthése des4 acides gras. La souche abc3A mutante est
égaler;lent sensible a la présence du chélateur de fer, le 2,2-dipyridyl (Dip), lorsque le
systéme de transport de surface constitué de Fiol et de Fipl est inactivé. Une protéihe Abc3
poﬁant une étiquette fluorescente exprimée sous le contréle du promoteur endogéne abc3” a
permis de localiser la protéine Abc3-GFP au niveau dés vacuoles en carence de fer. Des
analyses de profils transcribti’onn'els ont indiqué que l’expressioﬁ forcée du géne abc3’ en
présence de fer abtive le répresseur Fepl. La surexpression du transporteur Abc3 libérerait
plus cie fer de la vacuole ce qui aurait pour effet d’activer Fepl, résultant en la répreésion de

la transcription des génés impliqués dans I’acquisition du fer a la surface cellulaire.

Les résultats obtenus sur Abc3 suggérent fortement que cette protéine pourrait étre
impliquée dans I’exportation du fer de la vacuole vers le cytoplasme de la levure lorsque
cette derniére croit en carence de fer.

Mots clefs : homéostasie du fer, transporteur ABC, protéine transmembranaire vacuolaire,
" régulation transcriptionnelle, Schizosaccharomyces pombe.
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Introduction
1. L’homéostasie du fer

Le .fer est un élément essentiel pour la grande majorité des organismes. Le faif que le
fer puisse se retrouver sous deux états électroniqués lui confére une propriété importante qui
lui est propre. On retrouve le fer sous la forme ferreuse (Fe®"), qui est un accepteur
d’électron, et sous la forrhe fefrique (F'e3 "), qui est un donneur d’électron. Cette capacité a
échanger des €lectrons fait en sorte que le fer se retrouve impliqué en tant que cofacteur pour
de nombreuses réactions enzymatiques. Il peut étré coordonné directement par certains
acides aminés ou faire partie de complexes tels lés centres fer-soufre (Fe-S) et le groupement
prosthétique heme. Les métalloenzymes fer-dépendantes beuvent étre - impliquées dans
diverses réactions, incluant des réactions d’oxydoréduction, de ﬁxation de I’oxygene ou de

transport d’électrons (Hediger et al, 2002).

Les organismes doivent surrhonter deux obstacles afin d’utiliser correcterhent le fer
qui leur est indispensable. Tout d’abord, bien que le fer soit un élément que I’on retrouve en
abondance dans ’environnement, sa biodisponibilité est trés limitée (Kosman, 20013). En
effet, seule la forme ferreuse (Fe**) est assin_iiléble. Dans des conditions physiologiques ou
I’oxygeéne est présent, le fer se retrouve a 1’état ferrique (Fe3+). et génére des polyméres
d’hydroxydes de fer qui_ sb_nt insolubles ‘(Hediger et a?, 2002). Afin de solutionner ce
probléme, les organismes possédent des mécanismes qui rendent possible I’absorption de fer

dans leur milieu. Certains de ces mécanismes seront décrits dans les sections suivantes.

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

élevée. Une cellule qui acquiert une trop grande quantité de fer par rapport & ses besoins se



retrouve avec des ions Fe®" libres. Sous cette forme, I’ion ferreux réagit -avec lé peroxyde
d’hydrogene (H,O,) et forme le dérivé hydroxyle ("OH), ainsi que le radical hydroxyle
(OH). La généraﬁon de. ces composés est décrite comme étant la réaction de Fenton
représentée a la figure 1 (Halliwell & Gutteridge, 1992). Le radical hydroxyle (OH) est
hautement réactif. Il posséde la capacité d’oxyder plusieurs macromolécules de la cellule.
L’augmentation de la production de ‘'OH affecte I’intégrité des protéines, des lipides ainsi
que des acides nucléiques (Halliwell & Gutteridge, 1992). Il devient donc primordial pour la
cellule de s’assurer du juste équilibre des niveaux de fer, afin d’éviter un surﬁlus de ce

demier.

H,0, + Fe** — "OH + Fe** + OH

Figure 1. Réaction de Fenton.

L’homéostasie du fer se définie donc comme le nivéau d’équilibre ou la concentration
 de fer répond aux besoins cellulaires sans excéder ces derniers. Jusqu'a maintenant aucune
voie excrétrice de fer permettant 1’élimination de ces derniers n’a été identifiée chez les
eucaryotes unicellulaires. Cela suggére que son homéostasie esf principalement régulée au

niveau de son absorption, de sa distribution et de son entreposage (Kaplan, 2002).



2. L’organisme modéle Saccharomyces cerevisiae

Aﬁn. de comprendre les mécanismes moléculaires de la régulation de I’homéostasie
du fer cheé la cellule; divers modeles sont employés. Un des modéles eucaryotes le plus
employé est la levure Saccharomyces cerevisiae. Les études effectuées avec cette levure ont
été favorisées grice a sa maniabilité génétique et a la disponibilité de données innombrables
issues du séquencage de son génome (Goffeau et al, 19‘96). Plusieurs découvertes sur
I’homéostasie du fer chez S. cerevisia_e ont servi de point de référence afin d’élucider des
mécanismes homéostatiques importants chez d’autres organismes. Les voies d’acquisition du
fer et leurs modes de régulation chez la levure S. cerevisiae sont assez bien connus. Ils sont

illustrés a la figure 2 et seront décrits plus en détails dans les sections qui suivent.

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

chez S. cerevisiae

2.1.1. Aftl/Aft2

Les génes qui codent pour les protéines nécessaires a la réduction et au trahsport du
fer sont régulés selon la concentratioh intracellulaire en fer. Ces génes sont activés en
carence de fer et réprimés en présencé d’un excédent de fer. Cette régulation
transcriptionnelle fer-dépendante est principalement régit par le facteur de transcription Aftl.
Tous les génes dont I’expression varie selon le statut en fer et qui sont régulés par Aftl font
partie de ce qui est appelé le « régulon du fer ». Lorsque le fer disponible devient limitant,
Aftl est importé au noyau et active la transcription du régulon du fer (Yamaguchi-Iwai et al,

1995, Yamaguchi-Iwai et al, 2002).



<:> : sidérophore

Fit1/2/3

ARNm de protéines
Fe-dépendantes

régulon
de Aft1/2

Figure 2. Bases moléculaires de la réponse a la carence en fer chez S. cerevisiae.

Le systeme de transport du fer & la surface des cellules est formé des réductases Frel a Fre4,
du complexe de haute affinité Fet3-Ftrl, des transporteurs de faible affinité Fet4 et Smfl,
ainsi que des récepteurs de sidérophores Arnl & Arn4. Le transport des sidérophores est
favorisé par les protéines Fitl, Fit2 et Fit3 présentes dans la paroi cellulaire. L’export du fer
contenu dans la vacuole implique la réductase Fre6, le complexe de haute affinité FetS-Fthl
et le transporteur Smf3. La transcription et la traduction de Cecl, responsable de I’import du
fer dans la vacuole, sont arrétées en absence de fer. En carence de fer, les activateurs
transcriptionnels Aftl et Afi2 sont actifs, tandis que Yap5 est inactif. Les régulateurs post-
transcriptionnels Cthl et Cth2 se lient aux ARNm de protéines fer-dépendantes et entrainent
leur dégradation.



Le régulateur transcriptionnel Aftl a initialement été découvert 4 la suite d’une étude
génétique visant a identifier des souches mutantes dans lesquelles le régulon du fer demeure
fortement exprimé en présence de hautes concentrations en fer (Yamaguchi-Iwai ef al, 1995).
L’une des souches mutaﬂtes isolées contenait une mutation de type « gain de fonction » dans
le géne AFTI. Plus précisément, la fonction d;Aftl était affectée a la suite d’une substitution
faux-sens qui entrainait le changement d’un résidu cystéine en phénylalanine (C291F). Cette
mutation fait en sorte que Aftl demeure actif en tout temps (Yamaguchi-Iwai et al, 1995).
Cette découverte fut appuyée par la suite avec la démonstration de la capacité d’Aftl a se lier
4 la chromatine en réponse 4 la carence en fer et avec la perte d’expression du régulon du fer

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

Le géne AFTI code pour une protéine de 690 acides aminés (é.a.). L’activité de la
protéine est régulée par un changement de localisation cellulaire. selon le statut en fer (Ueta
et al, 2003, Yamaguchi-Iwai et al, 2002). En présence de fer, Aftl ést inactif et demeure
dans le cytoplasme. Lors d’uné carence en fér, Aftl est importe' au noyau et active la
transcription de ses génes cibles. Lorsqué le niveau de fer redevient sufﬁsant; Aftl est
exporté au cytoplasme. Le processus d’importation-exportation de Aftl vest appuyé par la
présence de signaux de localisation nucléaire (NLS) et d’exportation nucléaire (NES), de
méme que par I’identification de partenaires protéiques impliqués dans ce transport nucléo-
cytoplaSmique (Ueta et al, 2003, 'Yamaguchi-Iwai et al, 2002). Il a été rapporté qu’en
présence de fer Aftl homodimérise. Suite a cette homodimérisation, I’exportine Msﬁs
s’ajoute au complexe et entraine 1’exportation nucléaire de Aftl (Ueta et dl, 2007). Les
mécanismes moléculaires précis qui expliquent la capacité de Aftl a jauger le statut en fer ne

sont toujours pas connus. Ils semblent toutefois impliquer les protéines Fral/2 et Grx3/4



puisqu’en 1’absence de I’une ou ’autre de ces paires de protéines, Aftl est constitutivement

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

L’activité transcriptionnelle de Aftl au noyau ést possible grace a deuk régions
distinctes de la protéine. Sa région N-terminal hautement basique est responsable de la
liaison a l’ADN; plus spécifiquement, elle se lie a la séquence consensus A/TG/A'CVACCC
contenue .dans les régions 5’ non-traduites (5’-UTR) des génés du régulon du fer
(Yamaguchi-Iwai et al, 1996). Sa région C-terminal, quant & elle, est essentielle bour
I’activation de la transcription et contient de nombreux résidus glutamines, aspartates e‘t '

glutamates (Yamaguchi-Iwai et al, 2002).

L’analyse du génome de S. cerevisiae a permit d’identifier un second régulateur
transcriptionnel partageant 39% d’homologie avec la protéine Aftl. Ce géne code pour Aft2,
une pfotéiné de 416 a.a, (Blaiseau et al, 2001, Rutherford et al, 2001, Yar‘naguchi-Iwai et al,
| 1995). Une souche nulle pouf le géne AFT2 ne présente pas de phénotypes de déficiences °
majeures reliées a ’homéostasie dﬁ fer. Cependant, chez une souche nulle pour les deux
facteurs transcriptionnels Aftl et Aﬂ2,~ on observe une diminution de la croissance sur un
milieu appauvri en fer plus marquée que chez une souche nulle pour Aftl seulement
(Rutherford et al, 2001). La surexpression du géne AF72 a Uintérieur d’une souche AFT 1
- nulle permet de contrdler I’expression du régulon du fer de fagon fer-dépendante. Ce résultat
est soutenu par I’augmentation de I’acquisition du fer mesufée a P’aide du radio-isotope *Fe
(Blaiseau et al, 2001, Rutherford et al, 2001). Ces premiers ‘résﬁltats ont suggéré
I’implication de Aft2 dans le contrdle de 1’homéostasie du fef chez S. cerevisiae. Des essais

transcriptionnels a I’aide de génes rapporteurs et d’immunoprécipitation de la chromatine



(ChIP) ont démontré que Aft2 peut se lier directement aux promoteurs de génes régulés par
Aftl (Courel et al, 2005, Rutherford et al, 2003). Une analyse compléte des génes régulés
par Aftl et Aft2 é été effectuée par micropuces & ADN. Cette derniére a confirmée que leur
role était partiellement redondant puisqu’ils régulentv plusieurs geénes communs. Chacun
possede toutefois des génes qu’ils régulent de maniére indépendante 1’un de 1’autre (Courel
et al, 2005, Rutherford et al, 2003). Un examen plus approfondi des promoteurs de ces génes
indique que bién qu’ils puissent s’assoqier aux mémes promoteurs, Aftl posSéde une forte
préférence pour la séquence de réconnaissance TGCACCC, tandis que Aft2 se lie davantage
ala séqﬁence ¢/cGCACCC (Courel et al, 2005’)‘ Le réle du régulateur transcriptionnel Aft2
n’est pas encore complétement défini. Le modele actuel, basé principalement sur les données
de biopuces 2 ADN, propose que Aftl active principalement la transcription des génes
impliqués dans les systémes d’acquisition du fer présents a la surface cellulaire. Quant a
Aft2, les génés qu’il régule sont essentiellement impliqué§ dans 1’entreposage et I’utilisation

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

2.1.2. Yap5

Récemment, un troisiéme régulateur transcriptionnel impliqué dans la réponse au fer
a été identifié. En présence de fer, Yap$5 active la transcription d’un géne impliqué dans
I’entreposage du fer. Ce géne, CCCI, code pour un transporteur vacuolaire qui permet de
diminuer le fer dans le cytoplasme en I’entreposant dans la vacuole (Li et al, 2008). Ce

sentier sera développé davantage dans 1’une des sections suivantes.



Le niveau d’expression de la protéine Yap5 est constitutif peu importe le niveau de
fer auquel la cellule est confronté. La localisation nucléaire de‘la protéine de fﬁsion GFP-
Yap5 esf également invariable et se trouve en permanence au n;)yau. Des analyses pér
immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont également démontrées que GFP-Yap5 est
constitutivement li€¢ au promoteur du geéne qu’il régule (Li'et al, 2008). Selon le modéle
actuel, I’activation de la transcription en présence de fer serait induité par un changement

conformationnel du facteur de transcription lui-méme.

La protéine Yap5 a une taille de 245 a.a. Du c6té N-terminal de la protéine on
retrouve un domaine de type « l’euciné zipper ». En général, ce domaine est impliqué dans la
liaison a I’ADN, de méme que dans la dimérisation de ce type de facteﬁr de transcription.
Yap5 fait partie de la sous-famille YAP dont on connait huit membres chez S. cerevisiae. Les
membres de cette sous-famille contrélent la régulation transcriptionnelle de plusieurs génes
en réponse a différents stimulus environnementaux (Fernandes et al, 1997). Du coté
C-terminal de la protéine, on retrouve deux domaines riches en cystéines (CRDs). Le CRD
localisé vers le centre de la protéine contient quatre cystéines, alofs que le éecond en contient
trois. Des essais transcriptionnels a 1’aide de génes rapporteurs ont démontré qu’en mutant
simultanément les deux CRDs, cela entrainaft une perte de la capacité d’activation de la
transcription -en présence de fer. Un des mécanismes possibles pour expliquer le
fonctionnement de ’activité régulatrice de Yap5 est qu’en présence de fer les cystéines
contenues dans les CRDs formeraient des ponts disulfures entre elles entrainant un

changement conformationnel de la protéine (Li et al, 2008).



2.2. Les facteurs protéiques responsables de la régulation post-traductionnelle

associée a ’homéostasie du fer chez S. cerevisiae

2.2.1. Cthl/Cth2

L’existence d’un mécanisme de régulation post-traductionnelle impliqué dans
I’homéostasie du fer a été démontré chez S. cerevisiae. L’analyse des résultats de biopuces a
ADN comparant 1’expression génique selon le statut en fer chez une souche de type sauvage
montre la présence de génes dont I’expression varie, mais en sens opposé a ceile des génes
~ qui codent péur les transporteurs de surface (Puig er al, 2005). Ces génes voient leur
expression diminuer significativement en carence de fer. Ils sont régulés par la protéine Cth2.
Cette protéine contient un motif de type « tandem zinc finger » (TZF) qui est caractéristique
des membres de la famille de protéines de type tristétraproline (TTP). Ces protéines ont la
particularité de se lier 4 ’ARN au niveau des régions 3’ non-codantes (3’-UTR). Des
membres de cette famille de protéines sont impliqués dans la régulation de la dégradation
’ARN messagers (ARNm). Afin de vérifier cette possibilité, une souche nulle pour le géne
CTH?2 a été générée. Cette derniére a présenté une croissance ralentie en carencé de fer (Puig
et al, 2005). Ce phénotype supportait un r(‘)_le dans I’homéostasie du fer. Un géne homologue
a CTHZ a été identifié dans le génome de S. cerevisiae. 1l s’agit §1u géne CTHI. La protéine
Cth1 montre 46% d’identité avec celle de Cth2 (Puig et al, 2005). Les protéines Cthl et Cth2
bnt une taille de 325 et de 285 a.a., respectivement. Uﬁe souche possédant une délétion
simple pour le géne CTHI ne bre’sente pas de sensibilité a la carence en fer. Par contre, une
souche déja mutante pour le géne CTH2 et dont son géne CTHI est inactivé souffre
davantage d’un défaut de croissance en prééence'd’un chélateur de fer en comparaison avec

une mutante pour le géne CTH2 seulement (Puig et al, 2005). L’expression ectopique du
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géne CTHI dans la souche nulle pour les génes CTHI et C T H2 pérmet de restaurer en partié
la perte de fonction causé par I’inactivation de ces deux demiéres composantes (Puig et al,
2005). CTHI et CTH2 sont tous deux des génes régulés pér les facteurs dé transcription Aftl
et Aft2. Leur expression est induite en carence de fer et réprimée én présence de fer (Puig et

al, 2005, Puig et al, 2008).

Tel que mentionné précédemment, Cthl et Cth2,‘ contiennent un motif de type TZF.
Le motif TZF est impliqué dans la liaison aux éléments AU riche (ARE) présent dans les -
régions 3’-UTR des ARNm cibles. Cette liaison entraine la dégradation des ARNm. Ce
mécanisme de régulation a été confirmé pour Cthl et Cth2 puisque la mutation des AREs de
genes cibles stabilise ces ARNm en conditions qui induisent habitﬁellemént leur dégradation
(en carence de fer) (Puig et .al, 2005, Puig et al, 20.08). Le sentier de dégradation de ces
ARNm est en partie identifié etvimplique la protéine Dhh1 qui fait partie de la famille des
protéines a boite DEAD (Pedro-Ségura' et al, 2008). Cette dégradation s’effectue a I’intérieur
des « cytoplasmic processing bodies » (p-bodies) présents a I’intérieur du cytosol des cellules
(Pedro-Segura et al, 2008). Les ;< cytoi)lasmic processing bodies » sont retrouvés chez les
céllules‘ eucaryotes et conqspondent a des régioﬁs_ a lintérieur du cytoplasme ou se
concentrent des protéines impliquées et spécialisées dans la dégradation d’ARNm

spécifiques (Kulkarni ef al, 2010).

Des études a ’aide de biopuces a ADN montrent que I’absence de Cth2 entraine une
expression plus soutenue de certains génes qui sont normalement éteints en carence de fer
(Puig et al, 2005). Aussi, ces études montrent que I’expression de Cthl ou Cth2 dans une '

souche nulle pour les deux genes (cthlActh2A) modulent le niveau de plusieurs transcrits
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(Puig et al, 2008). Cependant, bien que les protéines régulatrices Cthl et Cth2 contrdlent la
dégradation &’ ARNm communs, plusieurs des transcrits qu’ils régulent sont exclusifs a I'une
ou I’autre des deux protéines (Puig ef al, 2008). La collection des ARNm que Cti12 régule est
au moins cinq fois rplus importante que celle contrdlée par Cthl. La nature des transcrits
régulés par Cthl et Cth2 suggére que dans. les conditions ou le fer est limitant, ces derniers
qﬁi codent pour des proféines fer-dépendantes sont dégradés. Le but serait d’économiser le
fer étant donné la rareté du cofacteur dans la cellule. Cthl et Cth2 ciblent donc
principalement les ARNm des protéines impliquées dans l’entrebosége du fer ou de son
utilisation poilr le déroulement de sentiers r‘nétaboliques‘pouvant étre interrompus au cours

du cycle cellulaire.

2.3. Le fransport du fer dépendant des réductases

2.3.1. Frel a Fre7

Les organismeé pos'sédent des systémes adaptés aux conditions changeantes du milieu
afin d’obtenir un appoi‘t optimal en nutriments qui leur sont essentiels. Dans le cas de
Pacquisition du fer, deux systémes ';i’importation sont connus. Un systéme dit de faible
affinité et un second dit de haute affinité. Le second systéme est lui-méme divisé en deux
yoies : une assimilation dépendante des réductases de surface et une autre dépendante de la
captation de sidérophores, qui sont de petites molécules organiques qui séquestrent le Fe** de

I’environnement.

L’assimilation de fer dépendante de I’activité des réductases de surface est un moyen

pour la cellule de solubiliser le fer présent dans le milieu en vue de le transporter a travers la
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membrane plasmique. L’activité des réductases consiste essentiellement a réduire le Fe** en
Fe?* afin de penﬁeﬁre a la machinerie de transport de le faire entrer dans la cellule. La
premiére réductase de surface a avoir été .identiﬁée est Frel (Dancis et al, 1990). Le géne
codant pour ceﬁe protéine a été identifié a la suite d’essais de complémentation chez une
souche nulle pour I’activité réductase. Une: souche nulle pour le gene FRE! engendre un
phénotype de perte de croissance sur ﬁn milieu de culture carencé en fer, ainsi qu’une forte
diminution de I’activité réductase a la surface de la cellule (Dancis ef al, 1990). Les mesures
quantitatives de I’activité réductase produite par Frel ont montré qu’elle est responsable de
plus de 90% de Dactivité réductase de surface (Dancis et al, 1992). L’expression du géne
FRE] est sous le controle du facteur de transcription Aftl. Le géne est induit en carence de
fer et réprimé lorsque xles cellules kcroissent en présence de fer (Dancis et al, 1992,
Yamaguchi-Iwai et al, 1995). Une analyse plus approfondie de la séquence protéique de Frel
indiqﬁe que la protéine posséde sept domaines transmembranaires (DTMs). La protéine
contiént aussi des domaines de liaison au FAD et au NADPH. Ces deux cofacteurs sont
essentiels a I’activité réductase et le mécanisme d’action impliquerait un transfert d’électrons
a partir du NADPH vers le Fe** pour la réduction de ce derrﬁer (Lesuisse et al, 1996,

Shatwell et al, 1996).

A la suite du séquencage du génome de S. cerevisiae, six nouveaux cadres de lecture
codant pour des réductases ont été identifiés sur la base de leur homologie .de séquence. Ces
génes ont été nommés FRE2 4 FRE7. Des analyses transcriptionnelles ont démontré que cing
geénes sur six sont régulés de manicre fer-dépendante. De plus, le facteur de‘trémscription
Aftl est le principal régulateur de ces génes (Georgatsou & Alexandraki, 1994, Georgatsou

& Alexandraki, 1999, Martins et al, 1998). Curieusement, le géne FRE?7 est le seul locus qui
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n’est pas régulé’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 protéines Frel a 4 se retrouvent a la surface des cellules, tandis que
Fre6 se situe a la membrane vacuolaire. Leurs rbles en liens avec leurs localisations

cellulaires seront discutés dans les sections qui suivent.

2.3.2. Fet3-Ftrl

L’étape suivant la réduc;tion du Fe’* en Fe** est son transport a Pintérieur de la
cellule. Ce role est accompli par l’actioﬁ combinée‘ de deux protéines : Fet3 et Ftrl. La
premicre composante, Fet3, a été découverte loré d’un criblage génétique visant a restaurer le
transport du fer dans une souche déficiente pour 1’assimilation de ce dernier (mais possédant
une activité réductasé intacte) (Askwith et al, 1994). Le géne FET3 code pour une protéine
de 636 a.a. Etonnamment, 1’analyse de sa séquencé montrait la présence d’un seul DTM,
suggérant une incapacité a pouvoir transporter des iQns métalliques de fagon autonome
(Askwith et al, 1996). La séquehce de la protéine révéle un motif homologue aux
inulticui_vres oxydases. Certains des membres de cette famille sont responsables de
I’oxydation du Fe** en Fe**. L’appellation « multicuivre » vient du fait que quatre ~atomes de
cuivre par protéine sont essentiels en fant que cofacteur pour lactivité oxydase. Le
mécanisme d’action de la multicuivre oxydase est le suivant : une protéine oxyde quatre
molécules de fer de fagon séquentielle en utilisant des électrons provenant des atomes de
cuivre qu’elle contient. Une fois les quatre atomes de fer oxydés, Fet3 réduit I’oxygéne
moléculaire en eau. La réaction globale catalysée par I’enzyme ferfoxydase est la suivante :

4Fe** +H' + O, — 4Fe*" +2H,0.
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Le transporteur de fer de haute affinité a été identifié peu de temps apres Fet3 par une
approche similaire (Stearman et al, 1996). Le géne qui a été identifié est FTR! et code pour
une protéine de 404 a.a. Ftrl posséde sept DTMs. Les DTMs 1 et 4 contiennent deux motifs
REXLE. Ces motifs sont les sites de liaison des ions de fer. Lorsque les résidus glutamates
(E) de ces motifs sont mutés, la protéine devient non-fonctionnelle et ne restaure pas la

capacité pour les cellules a croitre sur un milieu carencé en fer (Stearman ef al, 1996).

Des études de localisation cellulaire ont confirmés la présence de Fet3 et Ftrl a la
surface cellulaire. De plus, ces études utilisant la microscopie a fluorescence ont démontré
que ’expression d’une seule de ces protéines dans une souche nulle pour les deux génes
(fet3Aftr1 A) entrainait la rétention de la protéine orpheline aulréticulum endoplasinique (RE)
(Stearman et al, 1996). Cette obs'ervatio_n et d’autres résultats moléculaires ont montré que
les deux protéines, Fet3 et Ftrl, s’assemblent lors de leur synthése et maturent ensemble le
long du sentier de sécrétion afin de se retrouver associées en un complexe a la surface des |
cellules. L’assemblage de Fet3 et Ftrl a également été démontrée par des expériences de

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

De fagon attendue, les génes codant pour Fet3 et Firl font partie du régulon du fer
contrdlé par Aftl (Yamaguchi-Iwai et al, 1995). Bien qﬁe la réoxydation du fer en Fe** par
Fet3 puisse paraitre contradictoire par rapport a 1’étape de réduction médiée par la réductase
de surface, cela s’explique par le fait que le Fe’* associé a des complexes hydroxydes dans
I’environnement ne peut pas étre utilisé directement par Ftrl pour entrer é_vl’intérieur de la

cellule (Askwith ef al, 1996, Stearman ef al, 1996).
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2.4, Le transport du fer utilisant les récepteurs de sidérophores
2.4.1. Arnl/Arn2/Arn3/Arn4

Tel que fn_entionné précédemment, le fer peut se retrouver complexé a des
_sidérophores. Ces petites molécules organiques sont synthétisées, puis sécrétées par plusieurs
microorganismes incluant les bactéries Gram négatives et positives, ainsi que plusieurs‘
especes de levures (Byers & Aréeneaux, 1998). Ces composés de trés faibles masses
moléculaires (~1.5 kDa) possédent une affinité trés élevée pour le Fe™, 'c‘e qui permet la
capture du fer dans I’environnement. La levure S. cerevisiae, quant a elle, ne produit pas de
sidérophores, mais ’peﬁt assimiler ceux produits par d’autres organismes (Lesuisse et al,
1987, Neilands, 1995). L’un des moyens pour récupéref le fer complexé aux sidérophores
fait appel aux réductases de surface Frel a Fre4 (Yun et al, 2001). Ces derniéres, grﬁce aleur
Bombarderﬁent électronique, déclenche le relichement des ions Fe** des sidérophores en
permettant la réduction de .ces derniers en Fe?'. Une fois relachés, lles ions Fe sonf
transportés via la voie de transport de haute affinité formée de Fet3-Ftrl (Yun er al, 2000b).
Le second moyen pour récupérer le fer »complexé est d’importer les composés fer-
sidérophores en entiers sans leur dissociation préalable. Les sidérophores présents dans le
milieu sont d’abérd captés par des récepteurs de surface. La liaison des complexéé est suivie
par leur internalisation par endocytose. Par la suite, deux hypothéses sont évancées. Le fer »
pourrait €tre relaché suite a sa réduction dans le cytosol ou encore, le complexe fer-

sidérophore pourrait étre dégradé résultant en la libération du fer.

Le premier récepteur de sidérophores a avoir été identifié découle d’une approche

mettant & profit son activité de transport du ferrioxamine. Le géne SITI code pour un
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récepteur qui restaure la croissance d’une souche mutante incapable de croitre sur un milieu
n’ayant que lev sidérophore ferrioxamine comme seule source de fer (Lesuisse et al, 1998).
Par la suite, grdce & des analyses comparatives a partir du génome de
S. cerevisiae, des génes codant pour des protéines hautement similaires ont été identifiés. Le
récepteur Tafl est essentiel pour I’importation du triacétylfusarine (Heymann et al, 1999).
Enbl a comme ligand spécifique I’entérobactine (Heymann et al, 2000). De son cdté, Arnl |

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

Au cours de cette période, une seconde équipe de recherche procédait é des analyses
par biopuces & ADN. vCette étude visait a idéntiﬁ_er de nouveaux génes impliqués dans le
métabolisme du fer. Parmi les génes régullésvsek')n le statut en fer, ceux codant pour quatre
protéines homologues ont été identifiés : ARNI, ARN2, ARN3 et ARN4 (Yun et al, 2000a).
Trois d’entre elles; ARN2, ARN3 et ARNA4, Correspor\ldent aux récepteurs de.sidérophores
TAF 1, SITI et ENBI, respectivement. La nomenclature des ARN1 a ARN4 sera employée

- dans les sections qui suivent pour simplifier le texte.

Selon les analyses topologiqués, Aml, Am2, Arn3 ef Am4 contiendraient quatorze
DTMs. Malgré le grand nombre de DTMs, ces protéines ne forment pas des transporteurs par -
lesquels les sidérophores transitent, mais agissent plutot comme des récepteurs (Philpott,
- 2006). Lorsqu’exprimés, ces récepteurs ne sont pas locélisés en permanence a la silrface
cellulaire. 11 a été démontré que Aml et Arh3 trafiquent via un mécanisme de régulation
post-traductionnel. ‘Les données améssées actuellement sur ces protéines ont permis
d’élaborer un modéle. 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 présent dans le milieu,



17

ce dernier va pénétrer a l'intérieur de la cellule par endocytose de phase ﬂuide. Une fois a
lv’intérieur, le ferrichrome atteint les endosomeg ou sont présents Arnl et Arn3 et va se lier au
domaine récepteur situé dans les portions C-terminales des protéines Arnl et Arn3 (Kim et
al, 2002, M‘oore et al, 2003). Le domaine récepteur possede une forte affinité pour son ligand
(Kp = 8 nM). Cette liaison entraine un changement de localisation deé protéines Amnl et
Am3vvers la rﬁemb_rane plasmique. Une fois situé a la surface‘ cellulaire, le récepteur est en
mesure de lier une seconde molécule au niveau de son domaine de transport. Ce deuxi¢me
domaine posséde une affinité plus faible pour ce composé (Kp = 1.2 pM). Cette liaison est
suivie par I’ubiquitinylation du transporteur, ce qui induirait sont internalisation (Kim et al,
2005).- C’est a I’intérieur de I’endosome que le sidérophore ‘est libéré du domaine de
transport et relargué vers le cytoplasme ou le fer pourra répondre aux besoins de la cellule.
Actuellement, le mécanisme par lequel le sidéfophore est relgrgué de la lumiére de
Pendosome vers le cytoplasme est inconnu. Le récepteur toujours actif est recyclé a la

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

2.4.2. Fitl/Fit2/Fit3

Un second groupe de protéines aséociées au transport des sidérophores a été
découvert a partir des mémes résultéts de biopuces 2 ADN (Yun et al, 2000a). Les génes
FIT1, FIT2 et FIT3 sont régulés de facon dépendante de Aftl et Aft2, donc ils sont induits en
carence de fer. La protéine Fitl posséde une taille de 528 a.a., tandis que Fit2 et Fit3 sont
constitués de 153 et 204 a.a.,-respectivement. Les protéines Fitl et Fit3 partagent le plus
d’homologie avec 61% d’identité, incluant une séquence d’acides aminés répétitive

“d’environ 60 résidus. Cette séquence est présente quatre fois chez Fitl et deux fois chez Fit3.
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En plué de cette séquence répétée, les protéines Fitl, Fit2 et Fit3 contiennent une séquence
signale pour leur maturation a travers le sentier de sécrétion et une séquence d’attachement
de type ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Protchenko et al, 2001). Les protéines
Fitl, Fit2 et Fit3 atteignent la membfane plasmique, puis sont transférées a la paroi cellulaire
suite au clivage de leur ancre GPI. Ce processus s’accompagne d’une liaison au B-1-6-glycan
qui est un constituant de la paroi cellulaire. La localisation des protéines Fitl, Fit2 et F_if3 a

été confirmée par microscopie a fluorescence (Protchenko et al, 2001).

Des analyses quantitatives comparant diverses souches oht été menées. L’étude d’une
souche fnutante pour les trois composantes (fitIAfit2Afit3A) n’a pas d’effet sur I’efficacité du
transport du fer de haute affinité. Cette méme souche présente cependant une
diminution d’environ 50% pour la quantité de ferrichrome présent a la surface des cellules.
L’abolition de I'un ou l'autre des génes FIT est suffisant pouf provoquer uné perte
significative de 1’acquisition des sidérophores a l’intérieﬁr des cellules (Protchenko et al,
2001). Ces résultats démontrent I’implication spécifique des protéines Fitl, Fit2 et Fit3 dans
le transport des sidérophores. Leur rdle consiste a retenir les sidérophores dans la paroi
cellulaire. Ceci a pour effet d’augmenter I’efficacité du transport au niveau de la membrane

plasmique via les récepteurs Arnl a Arn4.

2.5. Le transport du fer de faible affinité
2.5.1. Fetd

'En plus du systéme d’acquisition du fer de haute affinité, S. cerevisiae posséde un

systéme d’importation du fer de faible affinité. Des observations expérimentales ont permis
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Videntification de cette seconde voie. Par exemple, lorsque les composantes du transport de
haute affinit¢ FET3 et FTRI sont absentes, les levures sont capables de croitre sur un milieu
supplémenté en fer 4 des concentrations de 1’ordre du micromolaire (Askwith et al, 1994).
Un autre exemple est Qu’il a été observé que la vitesse de transport du fer chez les cellules
sauvages varie selon sa concentration et consiste en une réponse biphasique, ce qui indique la
préSence de deux systémes distincts, un prémier de haute affinité (K, = 0.15uM) et un

second de faible affinité (K, = 30uM) (Eide et al, 1992).

Le transporteur impliqué dans la voie d’acquisition du fer de faible affinité a été
identifié suite a un criblage génétique. La surexpression de I’ADN complémentaire du géne
FET4 permet de rétablir la croissance de la souche nulle pour le géne FET3 sur un milieu
carencé en fer (Dix et al, 1994). La bprotéine Fet4 contient six DTMs. L’activité de transport
du fer par Fet4 a été confirmée puisque sa surexpression chez une souche de levure augmente
le contenu ben radio-isotope *Fe de deux a trois fois a compafé au contenu en >°Fe d’une
cellule sauvage (Dix et al, 1994). La délétion du géne FET4 abolie presqu’en totalité
’activité de transport du fer de faible affinité (Dix ef al, 1994). En accord avec son role, les
résultats de microscopie & fluorescence ont montré la présence de Fet4 a la membrane
plasmique (Dix et al, 1997). La prbtéine Fet4 montre une préférence d’activité de transport
pour le fer réduit (Fe?) plutdt que la forme oxydée (Fe*"). L’activité de transport de Fetd
nest pas exclusive au fer puisque des essais ont montré que d’auf\res métaux 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 géne FET4 est faiblement régu]ée selon la concentration en fer (Dix |
et al, 1997). .Son expression est également régulée par la présence ou I’absence de l’oxygénev :
(Jensen & Culotta, 2002). En abéence d’oxygene, FET4 est fortement exprimé. Le complexe
Fet3-Ftrl est non-fonctionnel en ébsence d’oxygéne puisque ce dernier est un cofacteur
essentiel pour Pactivité de la mﬁlticuivre oxydase. Dans cette condition, FET3 est réprimé.
Ces obvse,rvations suggerent que Fet4 pourrait étre le principal transporteur de fer en
condition d’hypoxie. Le contenu en fer total mesuré par spectroscopie d’absorption atomique
ne varie pas chez une souche sauvage cultivée en condition aérobique versus anaérobique. Le
contenu en fer diminue cependant de 80% chez une souche nulle pour FET4 dans des
conditions. pauvres en oxygeéne (Jensen & Culotta, 2002). La régulation oxygéne-dépendante
du géne FET4 implique le répresseur transcriptionnel Rox1. Deux séquences de liaison de
Rox1 sont présentes dans le promoteur du géne FET4 (Jensen & Culotta, 2002). Aftl semble
également pafticiper a la régulation fer-dépendante de I’expression du géne FETA.
L’induction de I’expression de FET4 en carence de fer et en absence d’oxygéne n’est pas
seulement ’effet additif des deux conditibns, mais serait plutét le résultat d’activités

synergiques (Jensen & Culotta, 2002). |

2.5.2. Smfl/Smf2

En absénce de composahtes clefs impliquées dans les voies d’acquisition de haute et
de faible affinité du fer ()%t3A/’et4A), S. cerevisiae est encore viable, mais nécessite un milieu
fortement supplémenté en fer (Dix et al, 1994). Cette observation suppose que 1’importation
du fer 4 Dintérieur de la cellule peut s’effectuer via d’autres protéines. Des transporteurs

responsables de cette activité résiduelle ont initialement été identifiés pour leur rdle dans
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I’acquisition du manganésé‘ (Supek et al, 1997). Les protéines Smfl et Smf2 font partie de la
famille de transporteurs d’ions divalents de type Nramp. IIs agissent en tant que sympdrteurs
de protons et de métaux divalent (H+/Me2+). Smfl et Smf2 peuvent servir au transport de
substrats variés téls le Mn** et le Fe2+, mais aussi le Zn2+,‘ le _“Cu2+, le C02+, le Cd** et le Ni?*
(Chen et al, 1999, Liu et al, 1997, Supek et al, 1997). Les protéines Smfl et Smf2 partagent
54% d’identité entre elles et possédent toutes deux onze DTMs. Quant 2 leur taille, Smfl est

constituée de 575 a.a., tandis que Smf2 posséde 549 a.a.

- L’affinité de Smfl pour le Fe** a été démontrée dans un modéle d’obcytes (Xenopus
laevis) exprimant ce transporteur. Smfl posséde un Ky, de 2.2 pM pour 1’ion Fe** (Chen et
.al, 1999). Lorsque Smf1 est surexprimée dans une souche de S. cerevisiae ou FET3 et FET4
sont inactivés, I’accumulation intracellulaire de fer radioactif est environ huit fois supérieur a
la souche de type sauvage (Cohen et al, 2000). La localisation cellulaire ‘de ces deux
: protéineé a été¢ déterminée par microscopie a fluorescence. Smf1 est visible a la membrane
plasmique, tandis que Smf2 se retrouve au niveau de membranes formant des vésicules
intracellulair¢s (Portnoy et al, 2000). Ce résultat suggére que le role de Smfl dans
I’importation des métaux a l’intérieur des cellules serait prépondérant sur celui de Smf2.
- Cela est également en éccord avec I’observation qu’une souche nulle pour le géne SMF est
plus sensible a la présence de chélateurs d’ions métalliques qu"une souche nulle pour le géne
SMF2 (Cohen et al, 2000). La contribution de ces deux transporteurs dans I’homéostasie du
fer serait toutefois minirhe étant donné que leur expression n’est pas régulée selon le statut en
fer comme c’est le cas pour les autres composantes décrites précédémment (Liu et &l, 1997,

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

L’organite le plus volumineux a I’intérieur de S. cerevisiae est la vacuole. La vacuole
est le lieu de dégradation des macromolécules. Elle joue un role important dans le recyclage
des nutriments. Elle peut servir également de site d’entreposage pour les oligo-éléments tels
les ions divalents essentiels (Ca, Cu, Fe et Zn) (Kucharczyk & Rytka, 2001). L’un des rc‘ﬂes
de la vacuole est de détoxifier la cellule des ions potentiellement toxiques comme le plomb
ou le cadmium et de prévenir I’excés d’ions essentiélles comme le fer ou le cuivre (Raguzzi

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

L’un des compartiments cellulaires ol I’on 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 st,able dans le cytoplasme alors qu’il s’éléve de six a neuf fois dans la vacuole (Raguzzi
et al, 1988). L’intérieur de la vacuole étant un enviroﬁnement oxydatif, le fer se retrouve
sous forme Fe** et ne serait pas libre, mais lié & 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 excés. Le fer contenu dans cette derniére peut étre utilisé
lorsque la cellule se retrouve en condition de carence pour cet élément. L’une des preuves
démontrant que le> fer vacuolaire est métabol_iquenient redistribué est que 70% du fer qui y
est entreposé va étre employé lors du passage d’un métabolisme de fermentation a un
me'tabolisme de respiration chez la levure (Raguzzi et al, 1988). Les protéines impliquées

dans I’homéostasie du fer au niveau de la vacuole seront décrites dans cette section.
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2.6.1. Ceecl

Le transporteur responsable de I’importation du fer dans la vacuole est Cccl. La
protéine Cccl fait une taille de 322 a.a. et posséde trois DTMs. La découverte du géne CCCI
dans l’homéostasie du fer est le résultat ‘d’un criblage génétique visant 'é‘ restaurer la
croissance sur un milieu non-fermentable d’une souche nulle pour le géﬁe YFHI (Chen &
Kaplan, 2000). L’utilisation d’un milieu non-fermentable‘oblige la levure a utiliser la voie
fnétabolique de la respiration. Ythl est une protéine mitochondriale. En son absence, la
mitoéhondrie accumule un surpius de fer. Ce fer génere des radicaux oxygénés qui causent
des mutations dans I’ADN mitochondrial, causant ulﬁmement la perte des foncfions de
respiration de la cellule. La surexpression du géne CCC! dans la souche YFHI nulle limite
I’accumulation de fer dans la mitochondrie, détournant les ions métalliques vers la vacuole,
ce qui permet a la cellule de conserver la faculté de croitre sur un milieu non-fermentable
(Chen & Kaplan, 2000). On observe chez une souche surexprimant le géne CCC/ une
augmentation de ’expression des génes du régulon du fer. Cela indique que le transporteur
Cccl entraine une diminution du.fer cytosolique disponible, ce qui cause 1’activation des
régulateurs transcriptic;nnels Aftl et Aft2 en réponse A la cafence en fer dans le cytoplasme
(Chen & Kaplan, 2000, Li ef al, 2001). Une souche nulle pour le géne CCCI présente un
phénotype d’hypersensibilité et ne peut pas croitre sur un mi_lieu trés riche en fer, démontrant
son implication dans la séquestration et la protection contre l’iexcés de fer pouvant étre
‘présent dans le cytoplasme des cellules. Cccl agit donc en transportant le fer 4 I’intérieur des -
vacuoles ou il 'y est entreposé dans un état nén toxique pour la cellule (Li ez al, 2001).
L’expression de la protéine de fusion Cccl contenant deux répétitions de 1’épitope « FLAG »

(Cccl-FLAG:) a permis la détection de la protéine a la surface membranaire de la vacuole
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(Li et al, 2001). Des mesures quantitatives du fer par spectroscopie d’absorption atomique
sur des isolats de vacuoles montrent que la surabondance de Cccl augmente le éontenu des
vacuoles en fer jusqu’a cinq fois (comparativement a la souche de type sauvage). Les
vacuoles provenant d’une souchev;ians laquelle le gene CCC est inactivé voient leur contéﬁu
en fer diminuer d’environ trois fois (Li et al, 2001, Singh et al, 2007). Ces résultats
additionnés avec ceux de travaux antérieurs indiquent que Ceel transporté le fer a ’intérieur

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

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

Au moins deux régulateurs contrdlent ’expression du géne codant pour Cccl. Le
premier, Yap5, induit l’éxpression du géne CCC1I en réponse au fer (Li et al, 2008). Le
second, Cth2 (ainsi que Cthl, .quoique beaucoup plus faiblement), va se lier a la région
3’-UTR du transcfit de CCClI et induit sa dégrédation en réponse a la carence en fer (Li ef al,
2008,. Puig et al, 2005, Puig et al, 2008). Le‘porvtrait global est que Cccl esf peu ou pas
présent en carence de fer, mais trés abondant en présence de fer aﬁﬁ de favoriser

I’entreposage vacuolaire de fer.

2.6.2. Fet5-Fthl

L’une des voies empruntées par le fer poﬁr sortir de la vacuole implique le complexe
formé des protéines Fet5 et Fthl. Ce complexe est ho.mologue au complexe de transport du
| fer de haute affinité présent a la surface de la cellule comprenant les protéines Fet3 et Ftrl.
Fet5 est une multicuivre oxydase similaire a Fet3. Fth] est une perméase transportant le fer

qui posseéde sept DTMs. Donc, Fthl montre une topologie (prédite) similaire a la protéine
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Ftrl (Stearman et al, 1996).’v1.,’a1ignement des séquences de Fthl et Ftrl montre que Fthl
posséde deux motifs REXXE qui se retrouvent égalément au niveau de Ftrl (Urbanowski &
Pipér, 1999). Les motifs REXXE sont impliqués dans le transport du fer. Le complexe Fet5-
Fthl a été localisé 4 la membrane vacuolaire par vmicroscopie a ﬂuorescence (Urbanowski &
Piper, 1999). De la méme faéon que pour Fet3‘et Ftrl, Fet5 et Fthl s’assemblent d’abord
dans le réticulum endoplasmique (RE) avant d’atteindre la surface vacuolaire. Les études de
microscopie oﬁt démontré que si I’'une des deux protéines n’est pas exprimée, 1’autre est

‘ rete_nile au RE (Urbanowski & Piper, 1999).

Tout comme pour les géneé FET3 et IF TR1, I’expression des génes FET5 et FTHI est
sous le contrdle des facteurs de franscription Aftl et Aft2. Ils sont induits lorsque le fer est en
concentration insufﬁsénte pour les besoins celvlulaires. L’analyse de phénotypes de
croissance montre qu;une souche nulle pour FETS et FTHI est incapable de faire la
transition entre la fermentation et la -respiration. L’adaptatioh métabolique rapide nécessaire
au passage de la fermentation & la respiration requiert un apport supplémentaire de fgr
- provenant de la vacuole, qui lui, est normalement libéré par le complexe FefS-Fthl
(Urbanowski & Piper, 1999). Les vacuoies isolées de cellules sufexprimant Fet5, Fthl et
Cécl contiennent environ 40% moins de fer que célles provenant de cellules surexprimant
uniquement Cccl (Singh et al, 2007). Ces résﬁltats indiquent de maniére plus directe que le
complexe Fet5-Fthl et Cccl travaillent en directions opposées, le premier complexe

permettant la sortie du fer de la vacuole, alors que Cccl permet son entrée 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
imﬁlique Smf3, une protéine hémologue a la famille de transporte.ur de type Nramp. Tout
comme Smfl et Smf2, Smf3 contient onze DTMs. La p}otéine de fusion Smf3-HA; est
présente a la membrane vacuolaires (Portnoy et al, 2000). De fagon similaire au géne FET4,
le géne SMF3 est induit par 1g carence en fer et des conditions de croissance hypbxiques
(Jensen & Culotta, 2002, Portnoy et al, 2000, Portnoy et al, 2002). L’utilisation de la
spectroscopie d’absorption atomique pour mesurer le contenu en fer des vacuoles provenant

| d’une souche nulle pour SMF3 indique que ces derniéres contiennent environ deux fois plus
de  fer que celles provenant d’une souche de type sauvage (Singh et al, 2007). Les
concentrations de fer mesurées 3 partir de vacuoles purifiées provenant d’vune souche
surexprimant a la fois Smf3 et Cccl sont significativement inférieures comparativement au
contenu en fer de vacuoles isolées d’une sop.che surexprimant seulement le géne CCCI
(Singh et al, 2007). Ces résultats suggérent que tout comme le complexe Fet5-Fthl, Smf3
exporte le fer présent a I’intérieur de la Vacﬁole vers I’extérieur pour le redistribuer dans le

cytoplasme de la cellule.

2.6.4. Fre6

Il a été¢ démontré que les transporteurs de surface, Fet3-Ftrl et Smfl/Smf2,
nécessitent la présence d’une réductase afin d’obtenir le fer sous sa forme réduite afin de la
transporter & I’intérieur de la cellule. Etant donné que I’intérieur de la vacuole est un

environnement a pH trés bas, le fer vacuolaire est prédit comme étant sous forme F e**. Pour
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étre libéré et ultérieurement transporté hors de la vacuole, le Fe’* doit subir une étape de
réduction par une réductase présente a la membrane vacuolaire. Parmi les sept réductases
identifiées chez S. cerevisi;:ze, Fre6 a été localisée a la surface de la vacuole (Singh et al,
2007). Le géne FREG est 'un des six génes de cette famille dont I’expression est régulée
selon le statut en fer via Aftl et Aft2 (Georgatsou & Alexandraki, 1994, Georgatsou &
- Alexandraki, 1999, Martins e al, 1998). La protéine Fre6 avec ses sept DTMs partage 35%
d’identité avec la réductase Fre2. La séquence polypeptidique de Fre6 posse¢de les domaines
de liaison au FAD et au NADPH essentiels pour son activité ferri-réductase (Georgatsou &

Alexandraki, 1999, Martins et al, 1998).

Différentes souches ont été utilisées pour l’isolement de vacuoles suivie de la
quantification du fer vacuolaire par spectroscopie d’absorption atomique. Lorsque
Pexpression de FRE6 est abolie, le fer présent dans les vacuoles est trois fois supérieur
- comparativement a la souche de type sauvage (Singh et al, 2007). La surexpression de Cccl,
afin de éharger leS vacuolés env fer, combinée 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 géne FREG est muté comparativement a lorsqu’il est
normaleinent expriméA (Singh et al, 2007). Ces résultats suggérent fortement la nécessité de
’activité de la réductase Fre6 afin que Srhf.% et le complexe Fet5-Fthl puissent obtenir le fer
a Détat réduit pour étre transporté hors de la vacuole. Cela suggere également que le fer

\ . - +
contenu a I’intérieur de la vacuole est sous forme Fe’*.
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3. L’organisme modéle Schizosaccharomyces pombe

Outre S. cerevisiage, d’autres levures sont employées pour comprendre les
mécanismes hdméostatiques des métaux.. Parmi celles-ci, on retroﬁv_e la levure
_ Schizosacch&romyces pombé. L’intérét d’utiliser S. pombe comme modéle d’étude est
justifié par le fait que le degré d’homologie de I’ensemble de ses génes est plus pres des
eucaryotes supérieurs que ne ’est celui de S. cerevisiae. D’autres propriétés intrinséques a
S. pombe se rapprochent davantage a celles des eucaryotes supérieurs. Par exemple, la
division cellulaire est binaire via la formation d’un septum. Plus de la moitié des génes de
S. po)nbe possédent des introns. Tbut comme les cellules animales et celles des plantes, le
mécanisme d’ARN interférence est .fonctionnel chez S. pombe, ce qui n’est pas le cas chez
S. cerevisiae. Les modifications post-traductionnelles s’apparentent davantage a celles
retrouvées chez les celiules animales & comparer a celles que S. cerevisiae utilisent pour
modifier ses protéines (Chang & Nurse, 1996, Takegawa et al, 2009). Il a aussi été suggéré
que la morphologie des organites de S. pombe se rapproche davantage de celle des
eucaryotes supérieurs. A titre d’exemple, les vacuoles de S. pombe, qui seraient 1’équivalent
foncﬁonnel des lysosomes chez les eucaryotes supérieurs, sont présentes sous forme bde
petites vésipules membraneuses. Une cellule peut en Conte_nir plusieurs dizaines. D’un point
de vue mofphologique, ceci se rapproche davantage des cellules dés eucaryotes supérieurs
qﬁe de la levure S. cerevisiae dans laquelle seulement une a trois vacuoles est observée,
occupant jusqu’a 75% du co_nfenu cellulaire (Takegawa et al, 2003). Tout comme
S. cerevisiae, I’accélération des découvertes entourant S. pombe est en grande partic due a
- I’accessibilité a de némbreuses données issues du séquengage de son génome (Hertz—Fowlef

et al, 2004, Wood et al, 2002). Jusqu’a maintenant un certain nombre de composantes



29

moléculaires ont été identifiées et caractérisées chez cet organisme. Ces derniéres sont

illustrées a la figure 3 et seront décrites plus en détails dans les sections qui suivent.

régulon
de Fepl

régulon
de Php4

Figure 3. Bases moléculaires de la réponse a la carence en fer chez S. pombe.

En carence de fer, le répresseur transcriptionnel Fepl est inactif permettant I’expression des
génes impliqués dans I’acquisition du fer. Le systéme de transport du fer 4 la surface des
cellules est formé de la réductase Frpl, du complexe de haute affinité Fiol-Fipl et des
récepteurs de sidérophores Strl, Str2 et Str3. Dans cette condition, le répresseur
transcriptionnel Php4 est actif et inhibe I’expression des génes impliqués dans la
séquestration ou I’utilisation du fer. Le transporteur Pcll n’est plus exprimé, causant I’arrét
de I’'import du fer dans la vacuole. La protéine responsable de I’export du fer de la vacuole
vers le cytoplasme reste a étre identifiée.
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3.1.La régulation transcriptionnelle du transport du fer chez S. pombe
3.1.1. Fepl

Tout comme chez S. cerevisiae, ’expression des génes impliqués dans la réduction et
“le transport du fer chez S. ;vorﬁbé varie en fonction de la concentration intracelluléire en fer.
Chez.les deux organismes, ces génes sont fortement transcrits fors d’une carence en fer,
tandis que leur transcription eét réprimée en présence de fer. L’analyse comparative du
génome de S. pombe dans le but d’identifier une i)rotéine homologue au facteur de
transcription Aftl de S. cerevisiae a été infructueuse, suggérant un mécanisme de régulation
disﬁnct (Pelletier et al, 2002). Un examen approfondi des régions promotrices des genes
responsables de l’enﬁrée dli fer dans lé’cellule a 1’aide d’un programme bic;informatique a
permis d’identifier une séquence commune fetrouvée au niveau des promoteurs régulés de
fagon fer-dépendante. Cette séquence montre la coﬁposition suivante : A/TGATAA (Pelletier
ei al, 2002). Ce type de séquencé, aussi appelé élément GATA, est habituellement recdnnu_
par la famille des facteurs de transcription de type GATA. Des analyses subséquentes ont
permivs d’identifier quatre génes pouvant potentiellement coder pour des factcurs de
transcription de type GATA. Parmi ces derniers; ‘l’un codé par le cadre de lecture ‘
 SPAC23E2.01 a pu étre identiﬁé comme étant le bon facteur de transcription étant donné que
son inactivation entraine une expression soutenue, peu importe le statut en fer, des génes
d’acquisition du fer (Pelletier et ql, 2002). Le géne codant pour ce facteur de transcription a
été appelé fepl” pour « Fe protein 1 ». La souche mutante pour le géne fepl” présente une
augmentation de I’activité réductase de surface et une sensibilité prononcée a la

phléomycine, un antibiotique qui cause des cassures & I’ADN en présence d’un exces de fer
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et en condition aérobique (Pelletier et al, 2002). Tous ces phénotypes disparaissent suite a
’insertion d’un alléle. fepl™ fonctiohnel dans la souche fep/A mutante (Pelle;cier et al, 2002).
Des essais in vitro de rétention sur gel (EMSA) ont démontré que la protéine de fusion MBP-
Fepl se lie spécifiquement aux éléments GATA en présence de fer (Pelletier et al, 2002). In

vivo, Fep1 agit comme répresseur transcriptionnel. Il est activé en présence de fer.

. Le géne fepl™ est exprimé en présence d’un surplus de fer et en conditions baséles
(740 nM Fé) de culture. En présence du chélateur de fer, 2,2’-dip'yridyl (Dip), le géne fepl”
est réprimé (Jbel et al, 2009', Mercier et al, 2008). Des observations en microscopie &
fluorescence ont montré que Fepl-GFP, exprimé sous le contrdle de son propre promoteur
ou d’un promoteur inductible indépendant du fer, se ‘localise de fagon constitutive au noyau
(Jbel et al, 2009, Pelletier ét al, 2005). Ces informations indiquent que 1’activité régulatrice
de Fepl n’est pas contrdlée par un changement de localisation cellulaire comme observé

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

La protéine Fepl est composéé de deux doigts de zinc (ZFs) de type Cys,/Cysz.
Celvui. ie plus pres de I’extrémité N-terminale (a.a. 12 a 60) ést norﬁmé ZF1. Le deuxiéme
doigt de zinc (aa. 172 a 220) est nommé ZF2. Entre les deux ZFs, plus précisément entre les
" aa. 68 a 94, se retrouve une région contenant quatre cystéines hautement conservées. Un
NLS putatif, KRRKR, se situe entre les a.a. 217 4 221. Du c6té C-terminal delFepl, on note
la pre’sence d’un motif di-leucine-proline (*'*Leu-Pro-Pro-lle-Leu-Pro*"®) ainsi qu’une

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

L’organisation de la protéine Fepl est représentée a la figure 4.
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di-Leu-Pro
ZF1 ZF2 4143119

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

Figure 4. Représentation du répresseur transcriptionnel Fepl.

La protéine Fepl est constituée de deux doigts de zinc nommés ZF1 et ZF2. Entre ZF1 et
ZF2 se trouve une région contenant quatre résidus cystéines hautement conservés (Cys-
riche). ZF2 est bordé par un signal potentiel de localisation nucléaire (NLS) correspondant a
la séquence KRRKR. Fepl contient également un motif di-leucine-proline (di-Leu-Pro)
composé des résidus LPPILP. Un domaine de type leucine-zipper est présent a 1’extrémité
C-terminale de Fepl et serait impliqué dans son homo-dimérisation et sa capacité a réprimer
la transcription.

La portion N-terminale de Fepl (a.a. 1 & 241) est responsable de sa liaison a I’ADN,
ainsi que de sa capacité 4 jauger le fer dans la céllule (Jbel et al, 2009, Pelletier et al, 2002,
Pellétier et al, 2005). La fusion de cette portion protéique dé Fepl avec le domaine activateur
: VP16 peﬁnet de produire une protéine chimérique dotée d’un domaine d’activation
transcriptionnel fer-dépendant dans un systéme simble-hybride (Jbel et al, 2009). Le motif
ZF2 est principalement responsable de la liaison aux éléments GATA. Cela a été démontré in
vitro par une perte tot_ale de liaison & ’ADN lorsque ZF2 est muté (Pelletier et al, 2005). Le
role de ZF1 est d’augmenter I’affinité de Fepl pour ’ADN. La version tronquéé de Fepl
(a.a. 60 a 564), sans ZF1, posséde 5,2 fois moins d’affinité pour I’ADN et ne conserve que
32% de sa capacité a se lier a la lchromatine in vivo (Jbel et al, 2009, Pelletier et al, 2005).
Cette liaison résiduelle est toutefois insuffisante pour réprimer la transcription des genes .
cibles (Jbel et al, 2009, Pelletier et al, 2005)'. Les quatre cystéines contenues entre les deux

ZFs sont essentielles 4 la fonction de liaison a I’ADN du facteur de transcription. Leur
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présence est hautement conservée chez d’autres répresseurs de type GATA ayant une activité
similaire a celle de Fepl (Haas et al, 1999, Haas, 2003, Pelletier et al, 2002). In vivo, la
mutaﬁon de deux des quatre cystéines montre que Fepl n’est plus capable de se lier ala
chromatine en présence de fer (Jbel et al, 2009). La région contenant les a.é. 1 4241 est aussi
responsable de la localisaﬁon nucléaire étant donné que ce domaine se. localise au noyau
lorsqu’il est exprimé seul dans les cellules (Pelletier et al, 2005). L’expfession de la partié C-
terminale de la protéine. (a.a. 262 a 564) fusionnée a la GFP n’est visible que dans le

cytoplasme des cellules (Pelletier et al, 2005).

Du c6té de la portion C-terminale de Fepl, le « leucine-zipper » situé entre les a.a.
522 et 536 est nécessaire et suffisant pour permettre I’homodimérisation du facteur de
trahscription. La mutation des résidus hydrophobgs du motif empéche la formation in vitro
de diméres de.Fepl (Pelletier et al, 2005). En l’absénce de formation du dimére? la protéine
Fepl subit une perte importante de sa capacité & réprimer 1’expression des. génes cibles
comparativement 3 la protéine sauvage (Pelletier ez al, 2005). Pour ce qui est du motif di-
leucine-proline qui se situe entre les a.a. 414 a 419, il est impliqué dans I’établissement de
I’interaction de Fepl avec ses corépresseurs Tupll et Tupl2. Les corépresseurs Tupll et
Tup12 agissent de concert avec Fepl pour réprimer les génes responsables de 1’entrée du fer
dans la cellule. Une souche mutante pour les deux corépresseurs (tupl I Atupl2A) exprime les
~ geénes cibles de Fepl de fagon soutenue et ce, méme en présence de fer et du facteur de
transcription Fepl (Pelletier er al, 2002). Les versions tronqﬁées de Fepl, ne contenant qué
les a.a. 319 a 564, de méme due lé domaine minimal 405-541, interagissent avec Tupl1 lors
d’essais in vivo de type « double-hybride », de co-immuhoprécipitation (Co-IP) ou d’essais

in vitro de type « GST-pull down » (Znaidi et al, 2004). Sans la région C-terminale 360-564,
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Fepl se lie de manicre fer-dépendante & I’ADN, mais ne joue plus son rdle de répresseur

transcriptionnel (Jbel et al, 2009).

3.1.2. Php4

Il existe également chez S. pombe un mécanisme prévenant ’utilisation non;
essentielle de fer lorsque ce dernier est en carence. La protéine au cceur de cette régulation
est le répfesseur transcriptionnel Php4. L’analyse transcriptionnelle de génes codant pour des
protéines impliquées dans la séquestration ou I’utilisation du fer montre que ceux-ci sont
exprimeés lorsque le fer est disponible, mais fortement réprimés lorsque la celiule se retrouve
en condition de rareté pour cet élément. Une analyse plus poussée des régions 5°-UTR de ‘ces
génes a permis d’identifier une séquence régulatriée de type CCAAT (Mercier et al, 2006).

| Cette séquence régulatrice est connue pour étre liée par I’hétérocomplexe CCAAT formé des
protéines Php2, Php3 et Php5 (McNabb et al, 1997). La protéine Php2 est reéponsable de la
reconnaissance et de la liaison du complexe & la Séquence CCAAT. La délétion du géne
php2" entraine la perte de la régulation des génes cibles; L’expression de ces génes en
carence de fer est aussi plus élevée que chez la souche de type séuvage (Mercier et al, 2006).
A 1’époque, ces résultats suggéraient que le complexe pourrait fonctionner a 1’aide d’un
quatfiélme facteur pour réprimer la transcription en carence de fer. S. cerevisiae possédé aussi
un éomplexc CCAAT, cependant il n’est pas impliqué dans I’homéostasie du fer (McNabb &
Pinto, 2005, Pinkham & Guarente, 1985). Par contre, il comporte quatre protéines et le
domaine d’interaction entre cette quatriéme protéine et le complexe est caractérisée
(McNabb & Pinto, 2005). Une analyse bioinformatique de la base de donnéés du génome de

S. pombe a permis d’identifier une protéine contenant ce domaine d’interaction (Sybirna et
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al, 2005). Cette protéine de 295 a.a. a été identifiée comme étantvPhp4. L’implication de
Php4 dans la régulation dépendante du fer a d’abord été confirmée éhc_az une souche mutante
(php4A), chez laquelle on observe une perte de répression des génes cibleé en conditions de
carence en fer. L’interaction de .Php4 avec le compl'exe CCAAT a été | démontré via
I’utilisation d’un agént pontant, ce qui a perﬁis de détécter le cbmplexe formé des quatre

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

Afin de comprendre le mécanisme de régulation fer‘-dépendant du complexé
CCAAT, différentes approches ont été emprun,tégs. L’analyse transcriptionnelle des génes
php2', php3*, php4" et php5" montre que ’expression de php4” est régulée par le fer de
fagon Fepl-dépendante. Par contre, ’expression des geénes php2*, php3' et php5' est
consfitutive et invariable (Mercier et al, 2006). L’expression permanénte de i’hp4 dans la
souche feplA ne géneére pas, toutefois, une répression.des génes cibles en présence de fer,
suggérant 1’existence d’un mécanisme pcsstftranscriptionnel afin d’inactiver la protéine Php4‘
en réponse a une concentration élevée de fer (Mercier et al, 2008). La capacité de Php4 e‘li
réprimer I’expression uniquement en carence en fer a ét¢ démontrée par une approche de
type <; simple-hybride- ». La protéiné de fusion GAL4-Php4 exprimée constiﬁtivement se lie
a I’ADN via la portion GAL4. Toutefois, c’est la pértion Php4 qui est responsable de la
répression de la transcription du géne rapporteur et ce, uniquement en carence de fer

(Mercier et al, 2008).

La localisation de la protéine GFP-Php4 varie selon le statut en fer. En carence de fer,
lorsque la protéine est active, elle se localise au noyau. En présence de fer, le « pool »

nucléaire de Php4 est exporté en dehors du noyau vers le cytoplasme (Mercier & Labbé,
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2009). Ce phénomene se produit uniquement avec les ions de fer. Cette observation a menée
a ’identification du NES de Php4. Le NES est formé d’une région contenant quatre leucines,
entre les a.a. 93 a 100 de Php4. L’exportine responsable de I’exportation de Php4 est Crm1.

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

La capacit¢é de la protéine Php4 g‘l sentir la présence de fer au niveau post-
v transcri.ptionnel\ implique le glutathion (GSH). Une souche mutante pour la synthése du GSH -
(ges1A) empéche DIinactivation de Php4 par le fer (Mercier_ et al, 2008). Une protéine
effectrice située en aval dans le sentier de la réponse au fer est la protéine monothiole
glutarédoxine Grx4. Php4 et Grx4 interagissent 1’une avec l’éutre dans une approche de type
« double-hybride » (Merciér & Labbé, 2009). En absence de Grx4, Php4 reste localisée au
noyau et répriiﬁe la transcription des génes de faéon constitutive et ce, méme en présence de
fer (Mercier & Labbé, 2009).‘ Le mécanisme exacf par lequel Grx4 inhibe I’activité de Php4

en réponse au fer reste a définir.

Une étude par biopuces & ADN permettant de .comparer i’expression génique d’une
souche de type sauvage 2 celle possédant une délétion pour le géne php4” a été réalisée afin |
de déterminer tous les geénes réguler par Php4. Les résultats indiquent que Php4 est
responsable de la répression transcriptionnel] de 86 génes (Mercier et al, 2008). Ces genes
. codent pour des protéines impliquées dans diverses voies métaboliques requérant du fer tel
que le cycle du TCA, la respiration, la protecﬁon au stress oxydatif et la biosynthése de
I’héme. On retrouve aussi des génes cibles directement reliées a la régulation de
I’homéostasie du fer comme fepl” et pcll+. Selon le modéle actuel, l’activité de Php4 est

régulée i trois niveaux. Premiérement, lorsque le fer est présent, Fepl réprime la
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transcription de php4'. Deuxiémement, la monothiole glutarédoxine Grx4 inactive Php4.
Troisiémement, le complexe Php4-Grx4 est exporté du noyau vers le cytoplasme permettant

d’assurer I’élimination de la présence de Php4 dans le noyau des cellules.

3.2. Le systéme de transport du fer dépendant de la réductase Frpl

3.2.1. Frpl/Frp2

On observe a la surface des cellules de S. pombe une activité réductase catalysant la
conversion du Fe** en Fe?*. Une souche présentant une perte de cette activité a été générée
_suite au traitement avec un agent mutagéne (Roman et al, 1993). La protéine responsable de
la réduction du Fe*" a été identifiée suite & un criblage génétique a 1’aide de cette souche
mutante dans laquelle des plasmides d’une banque génomique ont été surexprimés afin
d’obtenir un phénotype de complémentation de ’activité réductase. Le géne isolé est celui de
la protéine Frpl (Roman et al, 1993). Frpl posséde une taille de 564 a:a. et contient six
DTMs. Un alignement de séquences ﬁontre qu’elle partage 27% d’identité avec la réductase
de surfac¢ Frel de S. cerevisiae. Les régions conservées se retrouvent principalement a
I’extrémité C-terminale des deux protéines et correspondent aux motifs de liaison au FAD et
aux NADPH. Ces deux cofacteurs sont essentiels pour I’activité réductase (Lesuisse et al,

1990).

Une souche nulle pour le géne fipl"* a été générée afin de confirmer que le produit du
géne est la réductase. Une souche mutante frp/A est sensible & la carence en fer, ce qui se

traduit en une perte de croissance. Cette perte de croissance n’est pas rétablie par ’addition
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de Fe’* dans le milieu de culture. Par contre, ’addition de Fe’* combinée a un agent

réducteur tel I’ascorbate restaure la croissance cellulaire (Roman ef al, 1993).

L’absence d’activité réductase résiduelle de surface chez la souche ﬁp] A indique que
Frpl est seul a jbuer ce role (Roman et al, 1993). L’anaiyse comparative du génome de
S. pombe rapporte une protéine homologue partageant 46% d’identité avec Frpl. Celle-ci est
nommée Frp2. Sa localisation cellulaire ét- son rdle n’ont pas été caractérisés. Les génes
codant pour 1e$ deux réductases identifiées dans le génome de S. pombe, fipl" et frp2", sont -
régulées par le répresseur transcriptionnel Fepl (Mercier et al, 2008, Pelletier et al, 2002,
Roman et al, 1993). Ils sont induits en carence de fer et réprimés en présence de
concentrations élevées de fer. Ceci supporte I’hypothése que Frp2, tout comme Frpl, serait

- impliquée dans ’homéostasie du fer, mais au niveau d’un autre compartiment cellulaire.
3.2.2. Fiol-Fipl

L’existence de la réductase de surface Frpl, impliquée dans le transport du fer a la
surface cellulaire, suppose que S. pombe posséde un complexe oxydase-perméase pour
transporter lé fer. Des analyses comparatives du génome de S. pombe montrent que deux
protéines partagent un fort pourcentage d’homologie avec les protéines Fet3 et Ftrl de

S. cerevisiae (Roman et al, 1993).

Ultérieurement, il a été montré que la protéine Fiol est ’orthologue de la multicuivre
oxydase Fet3 et partage 38% d’identité avec celle-ci. La taille de Fiol est de 622 a.a. et sa
séquence contient un seul DTM. Fiol posséde aussi deux motifs homologues aux

multicuivres oxydases ainsi que tous les acides aminés conservés pouvant se lier 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 protéine Fipl partage 46% d’identité avec la perméase Ftrl. La séquence de 397
a.a. de Fipl forme sept DTMs. Celle-ci contient également deux motifs REXLE, dont

l’implibation dans le transport du fer a été démontrée pour Ftrl (Askwith & Kaplan, 1997).

L’expression des génes fiol” et fipl* est réprimée en présence de fer via I’activité de
Fepl (Askwith & Kaplan, 1997, Pelletier et al, 2002). L’organisétion chromosomique debces
génes est particuliérement intéressante. Les deux génes sont cOte a cOte, mais orient€s en
direction opposée. La région intergénique ne contient que 1142 paires de bases et sert de

région promotrice pour les deux génes.

La capacité du complexe Fiol-Fipl a transporter le fer a été démontrée dans une
souche de S. cerevisiae déficiente pour le transport du fer de haute affinité (fer3A).
L’expression simultanée de l’oxydaseb (fiol") et de la perméase (ﬁp1+)‘ est suffisante pour
restaﬁrer P'incorporation de fer radioactif (AskWith & Kaplan, - 1997). Cependant,
, l’exbression du géne fiol” seul ne permet pas de -comple’menter la perte de FET3 (Askwith &
Kaplan, 1997). Ceci indique que les composantes des deux‘complexes ne forment pas les
mémes interactions entre elles. En plus de l’équivélence 'foncti'onnelle, le complexe de
S. pombe posséde uﬁe affinité similaire pour le fer (K, = 0.2 uM) a celle de S. cerevisiae

(Km = 0.15 uM) (Askwith & Kaplan, 1997).



40

3.3. Le transport du fer via les récepteurs de sidérophores

Bien que les premiéres études mentionnaient que S. pombe ne produit pas de
sidérophores (Neilands, 1995), 1’analyse de la base de donnée de son génome indique

’existence de génes pouvant étre impliqués dans la biosynthése de ces derniers.

3.3.1. Sibl1/Sib2

Deux protéines possiblementv impliquées dans la synthése de sidérophore ont été
identifiées (Schrettl er al, 2004). 1 s’bagit des protéines Sibl et Sib2. Sibl est une protéine de
type peptide synthétase. Ce type de protéine est impliqué dans ’assemblage de petits
composés organiques. La protéine Sibl partage 16% d’identité avec la ferrichréme peptide
synthétase Sid2 de la levure Ustilago maydis (Yuan et al, 2001). Sibl contient plusieurs
copies de domaines conservés responsables d’activités teHes I’adénylation, la thiolation ou la
condensation organique. Ces nombreux domellines multifonctionnels justifient sa taille

imposante de 4924 a.a.

Le géne sib2" code pour une protéine de 431 a.a.. Sib2 partage 34% d’identité avec '
I’enzyme ornithine-N°-monooxygénase SidA de la levure filamenteuse Aspergillus nidulans
(Eisendle et al, 2003). Cette‘enzyme est responsable de la catalyse de la premiére étape de

's'ynthése des sidérophores deb type hydroxainate a paﬁir d’un précurseur : I’omithine. SelQn
sa séquence, Sib2 contient trois domaines réquis pour son activité, soit les domaines de
liaison des cofacteurs FAD et NADPH, ainsi que le domaine de liaison a son substrat

(DX /:ATGYX4"p) (Schrettl et al, 2004, Stehr et al, 1998).



41

L’arrangement chromosomique des génes sib1" et sib2" est semblable a celle de fiol”
et fipl ‘+, c'est-a-dire, qu’ils partagent le méme promoteur et qu’ils sont transcrits en direction
opposée. La région intergénique est d’une longueur de 1498 paires de bases et contiendrait
des €léments de régulation reconnus par Fepl. Une étude par biopuces a ADN révele que

’expression de ces génes est induite en carence de fer (Mercier et al, 2008).

L’existence de ces génes corrobore avec la démonstration que la celiule de S. pombe
contient un sidérophore de type hydroxamate : le ferrichrome (Schrettl et al, 2004). Une
partie du ferrichrome synthétisée est sécrété dans le milieu (Schrettl er al, 2004). La
détection de ce sidérophore a été réalisée par spectrométrie de masse sur des échantillons de

milieu de culture ou d’extrait cellulaire.

3.3.2. Strl/ Str2/ Str3

Le ferrichrome reliché dans le milieu, puis complexé au fer, est réacheminé a
Iintérieur de la cellule par le récepteur Strl. La protéine Strl a été identifiée sur la base de
son homblogie de séquence avec les protéines Arnl/2/3/4, responsables de 1’acquisition des
sidérophores chez S. cereyisiae, avec qui elle partage ~31% de similarité (Pelletier et él,
2003). Strl a une taille et une topologie comparable aux protéines'Arnl1/2/3/4 et compte
quatorze DTMs. Le génomé de S. pombe contient deux homologues de Strl. En effet, les
protéines Str2 et Str3 présentent, respectivement, 29% et 25% d’identité avec Strl. La taille
de Str2 est de 597 a.a. et elle contient quatorze DTMS. Str3 posséde une taille comparable -

(629 a.a.) et renferme un nombre inférieur de DTMs, soit douze.
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La transcription des génes de ces trois récepteurs (strl”, str2" et str3") est induite
lorsque le fer est absent et réprimée quand il est disponible (Mefcier et al, 2008, Pelletier et
al, 2003). L’élément GATA responsable de la répression de strl’ par le régulateur

transcriptionnel Fepl a été identifi€ et caractérisé (Pelletier ef al, 2003).

Une fonction a été identifiée pour deux des_.trois récepteurs. Les génes str] Y str2 et
str3* ont été exprimés de fagon ectopique dans une souche de S. cerevisiae déﬁéiente pour
I'importation de sidérophores ainsi que pour le transport du fer de haute affinité
(ARN1/2/3/4A + FET3A). La présence de Strl permet de restaurer la croissance de la souche
mutanté sur un milieu pauvre en fer supplémenté 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 affinité pour le ferrichrome (Pelletier et al, 2003). Quant & Str3, la liste des substrats
utilisés n’a pas permis d’identifier sa fonction. Ces résultats démontrent que S. pombe détient
trois récepteurs impliqués dans I’acquisition de sidérophores qui possédenf des affinités ou

spécificités différentes 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. Plutdt que
de former un seul 6rganite imposant, les vacuolcs sont réparties en plusieurs petits organites
dispersés dans toute la cellule (environ cinquante par cellule). Elles accompliraient les
mémes fonctions que chez S. cerevisiae, dont les roles de détoxification et d’entreposage des
métaux sont physiologiquemeht trés importants pour la cellulev (Mercier et al, 2006,- Ortiz et

al, 1992, Takegawa et al, 2003).

3.4.1. Pcll

La protéine Pcll a également été identifiée suite a une analyse comparative du
génome de S. pombe (Mercier et al, 2006). Celle-ci comporte deux régions ayant une forte
homologie avec le transporteur vacuolaire CCCI de S. cerevisige. La premiére portion qui
comprend les a.a. 25 a 69,‘ posséde 62% de similarité avec Cccl et la seconde portion
comprenant les a.a. 149 a 231, posséde un degré de similarité de 50%. La taille enti¢re de

Pcll est de 243 a.a. et I’analyse topologique de sa séquence prédit la présence de cinq DTMs.

Une étude par biopuces & ADN comparant ’expression des génes de S. pombe en
condition plus fer vefsus sans fer, rapporte que pcll” est le géne pour qui le niveau de
transcrits augment le plus en pféseﬁce d‘e fer (Mercier et al, 2008). La région
5°-UTR de pcll® co_ntientv un élément CCAAT impliqué dans sa régulation négative en
présence de fer via le répresseur Php4 (Mercier et al, 2006). Le géne pcll” est fortement

exprimé en présence de fer.
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Le principal résultat démontrant que Pcll a une activité liée a I’homéostasie du fer est
qu’une souche ne contenant pas d’alléle fonctionnelle de son gene (pcliA) présente une
sensibilité marquée a un surplus de fer (Mercier et al, 2006). Ce phénotype est également
rapporté chez S. cerevisiae pour une souche mutante pour le géne CCCI (Li et al, 2001).

Pcll aurait pour réle de protéger la cellule contre la toxicité causé par un exces de fer.

Contrairement & S. cerevisiae, S. pombe ne contient pas de second complexe oxydase-
pgrméase ayant pour rdle de libérer le fer contenu dans la i/acuole. Une analyse gomparative
entre les génes du génome de S. pombe confirme que le complexe'de surface, Fiol-Fipl, he
présente pas d’homologie avec d’autres protéineg. Cela suggére qu’en carence de fer,
S. pombe utilise un mécanisme distinct de celui de S. cerevisiae afin d’exporter le fer

- vacuolaire.
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4. La famille des transporfeurs a ATP-binding cassette (ABC)
4.1. Structure des transporteurs ABC

La famille des transporteurs de type ATP-binding cassette (ABC) forme ’une des

plus grandes familles de protéines (Higgins, 1992, Holland & Blight, 1999). Une analyse de
| génomes entiers chez treize organismes distincts provenant de différents régnes, incluant les
archéobactéries, les eubactéries et les eucaryotes unicellulaires et multicellulaires, a permis
d’identifier dés séquences de 'géneé codant pour des domaines homologucs au domaine
d’attachement auk nucléotides (nucleotide-binding domain (NBD)) chez lés transporteurs
ABC (Isenbarger etl al, 2008). Ceci fait de ce type de domaine, 1’un des motifs phylogéniques
les plus conservés a travers les ‘espéc'es. Plus de trois mille membres de cette famille de

protéines ont été identifiés jusqu’a maintenant (Jones et al, 2009).

L’architecture générale d’un transporteur de type ABC est formée de deux régions
que I’on appelle « membrane spanning domain » (MSD), contenant plusieurs domaines
transmembranaires, et de deux régiohs correspondant au NBD. Ces régions conservées
peuvent se retrouver selon différentes configurations fel que décrit a la figure 5. Par exemple,
un transporteur peut étre constitué de deux MSDs et de deux NBDs (transporteur a domaines
dupliqués). Il peut étre constitué d’'un MSD et d’un NBD (transporteur simple). Les
transporteurs  simples peuvént étre assemblés en homo- ou hétéro-dimére. D’autres
transporteurs de type ABC sont composés de quatre polypeptides, chacun correspondant au

MSD ou au NBD, assemblés en tétrameére (Jones et al, 2009).
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Figure 5. Architecture générale des transporteurs ABC.

A. Les transporteurs a domaines dupliqués sont constitués de deux MSDs et de deux NBDs.
L’orientation de ces domaines peut se retrouver dans les deux sens. B. Il existe chez les
transporteurs 4 domaines dupliqués une sous-famille possédant un domaine MSD
supplémentaire appelé NTE a leur extrémité N-terminale. C. Les transporteurs simples sont
formés d’un MSD et d’un NBD pouvant se retrouver dans les deux orientations. Ce type de
transporteur s’assemble en dimere pour étre fonctionnel. D. Les transporteurs ABC peuvent
contenir quatre sous-unités possédant chacune un MSD ou un NBD qui s’assemblent pour
former untransporteur fonctionnel. E. Certaines sous-familles de transporteurs ABC ne
contiennent pas de MSD. Ils comportent un ou deux NBDs similaires aux membres des
~ autres sous-familles. '

Chaque MSD peut étre constitué¢ de cinqg ou six DTMs. Les‘ MSDs d’un méme
transportéur s’assemblent de maniére & former un canal dans la membrane. Le canal formé
constitue un pdre perrﬁéable qui reste fermé d’un c6té de la membrane afin de prévenir la
diffusioﬁ passive du substrat. Le pore contiendrait égalemeﬁt des sites de liaison pour les

substrats reconnus et transportés a travers la membrane (Jones et al, 2009).
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Les NBDs sont responsables de ’attachement et de ’hydrolyse de I’ATP. Le NBD
comprend deux sous-domaines : hne poche de fixation de ’ATP et un segment qui le relie
avec les MSDs. La poche de fixation de ’ATP est formée, entre autre, de deux rﬁotifs
communs a toutes les protéines liant I’ATP. Le motif A de Walker est constitu¢ des acides
aminés GxxGxGK%/r (o0 « x » correspond a n’importe lequel des a.a.). Le mbtif A de
Walker est riche en résidus glycines (G) permettant la formation de la boucle de liaison aux
phosphates de I’ATP (P-loop). Le résidu lysine (K) conservé forme des liaisons hydrogénes
avec les groupements phosphates aux positions p et vy de ’ATP (Walker et al, 1982). Le
second motif est le motif B de Walker. Sa séquence, ¢¢dp¢pDE, est composée dé plusieurs
résidus aliphatiques (¢). Le résidu aspartate (D) lie un ion magnésium nécessaire pour
’activité catalytique du transporteur. Pour ce qﬁi est du résidu glutamate (E), il jouerait aussi
un réle catalytique dans la réaction d’hydrolyse de I’ATP (Walker et al, 1982). Le sous-
domaine polypeptidique du NBD qui interagit avec les MSDs est formé, en partie, de la
séquence LSGGQ. Cette séquence correspond au motif « signature » des transporteurs ABC
et différencie ces derniers des autres protéinés liant I’ ATP (Mourez et al, 1997). L’ import ou
I’export de substrats par les transporteurs ABC via les MSDs est obligatoirement couplé a
I’hydrolyse de I’ATP par les NBDs. Ces activités s’effectuent de manicre allostérique, mais
le mécanisme précis de ce processus réste encore mal défini (Jones et al, 2009). L’un des

modéles proposés pour le fonctionnement des transporteurs ABC est représenté a la figure 6.

Les transporteurs ABC peuvent étre divisés en sept sous-familles (ABCA a ABCG)
selon la disposition de leurs domaines (MSDV et NBD) et le degré d’homologie entre leurs
séquences en acides aminés (Dean, 2005). Ce systtme de classification découle des

transporteurs ABC retrouvés chez les vertébrés. Les membres de la sous-famille ABCA



48

contienneht les domaines MSD et NBD en duplicata dans la méme protéine (transporteursré
domaines dupliqués). Ceux de la sous-famille ABCC possédent, en plus de ces domaines
dupliqués, un domaine MSD supplémentaire a leur extrémité N-terminale. Les sous-familles
ABCD et ABCG sont constituées de transporteurs simples, ¢’est-a-dire qu’ils possédent un
MSD et un NBD. La sous-famille ABCB contient a la fois des transporteurs a domaines
dupliqués et des transporteurs simples. Pour ce qui est des sous-familles ABCE et ABCF, ils
détiennent deux NBDs, mais ne renferment aucun DTM. Ces demiers n’exécutent pas de
tranéport de molécules, cependant la nature de leurs NBDs, notamment la présence du motif

« signature », montrent qu’ils ont une origine évolutive commune (Dean, 2005).

NBD NBD

w 1

S

Figure 6. Modéle de fonctionnement des transporteurs ABC.

I. Un transporteur ABC fonctionnel est constitué de deux MSDs et de deux NBDs. II. La
fixation de I’ATP a I'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 1’hydrolyse de I’ATP par le
NBD. IV. L’hydrolyse de I’ATP rendrait actif le second site de liaison pour le substrat de
I’autre MSD. V. La fixation de I’ATP sur le deuxiéme NBD rendrait inactif le premier site de
liaison pdur le substrat et entrainerait son déplacement sur le second site de liaison. VI. La
liaison du substrat au second site induirait I’hydrolyse de ’ATP qui, & son tour, inactiverait
le site de liaison, reladchant le substrat.
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4.2. Caractérisation des transporteurs ABC de S. pombe

Puisque les transporteurs de types ABC constituent une famille trés vaste de protéines et
dans 1’optique de rester sﬁccinct dans ’introduction, nous ne décrirons pas la multitude de
fonctions qui a été proposée pour les transporteurs ABC chez les mammiféres. Ainsi, nous
nous concentrerons sur ceux présents chez S. pombe. A I’intérieur de ce méme organisme,
cette famille de transporteur occupe diverses localisations cellulaires et exécute des fonctions

cellulaires variées.

Des analyses comparatives du génome de S. pombe ont permis d’identifier des génes
codant pour onze protéines homologpes avec les transporteurs de type ABC (Iwaki ef al,
2006). Avant cette analyse, six de ces transporteurs avait déja été identifiés et, certains -
d’entre eux, bien caractérisés. La protéine Pmdl est resppnsable du transport de la drogue
1epfomycin B. La leptomycin B est un antibiotique qui inhibe I’exportation de protéines
nucléaires en bloquant ’activité de I’exportine Crm1 et par le fait rhéme, la sortie de ses
cargos du noyau (Nishi et al, 1992). L’absence de Bfrl confere aux cellules une grandé
‘sensibilité a la drogue brefeldin A. La brefeldin A est un métabolite fongique reconnu pour
inhiber le transport rétrograde de vésicules d‘e ’appareil de Golgi» vers le réticulum
endoplasmique (Iwaki er al, 2006, Nagao et al, 1995, Turi & Rose, 1995). Le transporteur
Mam1 est impliqué dans le transport du facteur-M en lien évec Pactivité des phéromones
lors de la conjugaison (Christe'nsen. et al, 1997a). La séquence du géne abcl” avait été
identifiée, mais aucﬁn role' n’a pu encore lui étre déterminé (Christensen ef al, 1997b). La
protéine Atm1 est localisée au nivéau de la mitochondrie et protége'la cellule contré le stress

oxydatif (Chen & Cowan, 2003, Iwaki et al, 2005). Hmtl constitue le transporteur ABC de
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S. pombe qui a été le plus caractérisé. Hmtl transporte le cadmium lié soit aux
phytochélatines ou au GSH. La direction du transport s’effectue du cytoplasme vers
Pintérieur de la vacuole afin de protéger la cellule contre les effets toxiques de ce métal

divalent (Ortiz et al, 1992, Ortiz et al, 1 995, Preveral ei al, 2009, Sooksa-Nguan et al, 2009).

Des analyses comparatives du génome a permis de mettre en évidence cinq nouveaux
génes codant pour des transporteurs ABC. Deux des protéines code’és par ces génes, Pdrl et
Mdll, ont été nommées en raison de leur homologie de séquence et de leur localisation
cellulaire similaire a deux vprotéines caractérisées de S. cerevisiae (Iwaki et al, 2006). Chez
S. ‘cerevisiae, Pdrl facilite le transport des stérols entre la membrane plasmique et le
réticulum endoplasmique (RE) (Li & Pﬁnz, 2004). Quant a Mdl1, elle est impliquée dans le
transport de peptides au niveau de la mitochondrie (Dean et al, 1994, Young et -al, 2001). Les
trois autres génes, abc2”, abc3’ ét abe4”, sont ‘similaires au géne abcl® identifié
précédemment. Par contre, les protéines Abc2, Abc3 et Abc4 sont localisées 2 la vacuole tout
" comme Hmtl, alors que Abcl se retrouve a la m¢mbrane du RE (Iwaki et al, 2006). Les
protéines Abc2 et Abc4 semblent jouer des roles simila_ires. Ils seraient responsables du
transport d’un intermédiaire de la voie de biosynthése de I’adénine, de la détoxification de
xénobiotiques et de la séquestration de conjugués glutathionylés a I’intérieur des vacuoles
(Iwaki et al, 2006). Au moment ou j’ai d.ébuté mes travaux de recherche, le réle du
transporteur Abc3 n’était,pas. déﬁni, mais des études par biopuces a ADN avait révélé que .
I’expression de son geéne est induite lors de conditions de croissance en carence de fer

(Mercier et al, 2008, Rustici et al, 2007).
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5. Hypothése de recherche

L’organisme modéle utilisé dans notre laboratoire est la levure Schizosaccharomyces
pombe. Chez cet organisme, la vacuole joue un role majeur dans le contréle du maintien de
I’homéostasie des ions métalliques, 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 entrée a l’intérieur de la vacuole est
vraissmblablement effectuée pai' la protéine Pcll (Mercier et al, 2006). La séquence
polypeptidique de Pcll est partiellement homologﬁe a celle de la protéine Cccl de
S. cerevisiae pour laquelle Pactivité d’importation du fer a I’intérieur de la vacuole a été bien
éarac_térisée (Chen & Kaplan, 2000, Li et al, 2001, Singh et al, 2007). Lorsque j’ai entrepris
mes travaux de recherche, la composante moléculaire permettant d’exporter le fer contenu
dans la vacuole n’avait pas été identifiée. Il était clair que la ou les protéines impliquées dans
ce meécanisme différaient du complexe oxydase-perméase présent z‘; la surface cellulaire.
Contrairement a S. cereviside qui détient deux complexes oxydase-perméase distincts, un a la
 surface et I’autre au niveau des vacuoles, un seul avait été répertorié chez S. pombe (Askwith

& Kaplan, 1997, Stearman et al, 1996, Urbanowski & Piper, 1999).

Une étude par biopuces 8 ADN ayant pour objeétif d’identifier de nouveaux génes
| impliqués dans le métabolisme du fer chez S. pombe suggérait I’existence d’un transporteur
de lé famille ABC doﬁt Pexpression était induite en conditioné de carence de fer (Mercier et
al, 2008). La famille des fransporteurs ABC est impliquée dans le transport d’une grande
variété de substrats, dont les ions métalliques (Iwaki et al, 2006, Jones et al, 2009, Jungwirth

& Kuchler, 2006, Rea, 2007). Dans un contexte de surexpression, la protéine Abc3,
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fusionnée a la GFP, avait été localisée 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 I’homéostasie du fer au sein de la vacuole.

6. Objectifs de recherche

L’objectif général de mon projet de recherche visait a identifier un transporteur
responsable du relichement du fer de la ‘vacuole vers le compartiment cytosolique. Tel que
mentionné ci-haut, nous avions ciblé Abc3 c;omme candidat potentiel pour jouer ce rdle. Des
lors, nous avons voulu déterminer si le transporteur Abc3 est impliqué dans le transport du

fer au niveau de cet organite chez S. pombe.

Afin de répondre a cette question, noﬁs nous sommes fixés quatre principaux
objectifs. Le premier était d’identifier et de caractériser les éléments eh « cis » responsables
de la régulatiqn fer-dépendante du géne abc3” et de déterminer si cette régulation impliquait
le régulateur transcriptionnel Fepl. Ensuite, nous voulions localiser la protéing Abc3 lorsque
cette derniére est exprimée sous le controle de son prom;)teur endogéne. Nous voulions
également détermiher si le statut protéique de Abc3 ﬂuctue selon le statut en fer. Enfin, nous

avions comme objectif de démontrer qué le transporteur Abc3 posseéde une activité en lien

avec ’homéostasie du fer.
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Résultats

Le géne abc3" code pour un transporteur de type ABC régulé par le fer

chez Schizosaccharomyces pombe

Article

Benoit Pouliot, Mehdi Jbel, Alexandre Mercier, et Simon Labbé, (2010), abc3” encodes an
iron-regulated vacuolar ABC-type transporter in Schizosaccharomyces pombe.

Eukaryot. Cell. 9 : 59-73.
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Ma contribution aux travaux

J’ai généré 90% des résultats contenus dans le manuscrit. J’ai supervisé les travaux
qui ont été effectués par les co-auteurs du manusctrit en prenant soin d’établir avec eux les
conditions de croissance a utiliser pour I’obtention des résultats. Ce fut le cas, notamment, d¢
la figure faisant appel ala technivque d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP). J’ai

également contribué activement a la rédaction et a la conception des figures du manuscrit.”
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Résumé

Des études antérieures ont niontré la contribution essentielle de la vacuole au niveau
" deT’entreposage et de la détoxification des ions métalliques divalents. Bien que le‘s protéines
| transmembranaires resp.onsables du transport du fer au niveau de la vacuole aient été
identifiées chez Saccharomyces cerevisiae, trés peu d’information est disponible a propos de
la mobilisation du fer vacuolaire chez Schizosacchafomyces pombe. Dans cétte étude, ﬁous
rapportohs l’idenﬁﬁcation d’un géne nommé abc3” qui code pour une protéine de type ATP--
binding cassette de la sous-famille ABCC. La transcription ciu geéne abc3” est induite lc;_rsque
les concentrations en fer sont faibles, mais réprimé pér un niveau de fer élevé. La répression
fef—dépendante dﬁ géne abc3’ requiert le géne fepj *. Des essais d’immundprécipitation de la
chromatine montrent que Fepl s’associe au promoteur du géne abc3” in viv‘o' et ce de
maniére fer-dépendante. Des analyses microscopiques révélent que la protéine' de fusion
Abc3-GFP se localise a la rﬁembrane des vacuoles .lor‘sque le niveau de fer est faible. En
I’absence du systéme de transport de surface constitué de Fiol et de 'Fiplb, Abc3 est requis -
pour la croissance cellulaire en carence de fer. Les cellules mutantes abc3A présentent des
niveaux accrué d"expres}sion de fipI” codant pour une ferriréductase, suggérant une perte de
répression par Fepl et, conséquemment, ’activation des génes régulés par Fepl. Lorsque
Kabc3+ est exprimé sous le controle du promoteur nmtl”, son induction méne a une activité
transcriptionnelle réduite du géne fipl®. Pui.sque S. pombe ne posseéde pas d’orthologues des
protéines Fthl, vFetS et Smfj a la membrane vacuolaire de la levure S. cerevisiae, nos
tésultats suggérent que Abc3 pourrait étre responsable de la mobilisation du fer entreposé

dans la vacuole en réponse & 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 sfudy, 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 traﬁsporters. The transcription of abc3” is induced by low
concentrations of iron but repressed by high levels of iron. The iron-mediated repression of
abe3” required a functional fep/™ gene. Chromatin immunoprecipitation assays showed that
Fep1 associates with the abc3™ promoter in vivo, in an iron-dependent manner. Microscopic
analyses reilealed 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 fipl*-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 fipl” gene. Because S. pombe does not povssess vacuolar membrane-localized
orthologs to S. cerevisiae Fthlv, FetS, and Smf3, our findings suggested thét Abc3 may be
responsible for mobilizing storedviron from the vacu01¢ to the cytosol in response to iron

deficiency.
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Introduction

All eukaryotes réquire iron for survival. The ability of this transition metal to exist in two
different redox states makes it an essential component of the activé centers of many enzymes
~ and electron transporters (235. For instance, DNA synthesis, cell cycle progfession, 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. vExcess
iron has the ability to unleash toxic oxygen radicals that can damage cellular componehts
(18). Consequently, organisms must tightly regulate their internal iron load, and must be
able fo 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 geneticélly distinct systems for
iron uptake (43). One of these systems requires that ferric iron [Fe“]—chelatés be reduced to
ferrous iron [F ¢’*]. This task is performed by the cell surface reductases Frel and Fre2 that

reduce extracellular Fe** chelates (8, 14). The Fe** generated by this action s, in turn,

Footnotes ‘

! 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 Ftri (4, 55, 57). Fet3 acts as
a multicopper oxidase, converting Fe?* to Fe**, which is transported across. the plasma
membrane by the permease Ftrl. A clear interdependence between Fet3 and Ftrl has been
éstablished since the trafficking of either prbtein to the cell surface requires the concomitant
trafficking of the other. A Fet3 oxidase homolog called Fet5 and a Ftrl permease homolog
~ termed Fth1 are known to be present in S. cerevisiae (56, 60). These two proteins physically
interact and form an oxidase-permease comple); in the vacuole membrane (60). The
permease Fthl is dependent on the presence of FetS for exiting the secretory pathway,
suggesting that both proteins are required during biosynthesis for their correct targetiﬁg to
~ the vacuolé 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 vfor iron uptake in which

siderophore-iron chelates are taken up by the ARN1-ARN4 transporters (42).

In S. pombe, studies have shown that Fe** is reduced to Fe?* by the cell surface reductase
Frpl (49). Once reduced; Fe** 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 an& Ftrl, only the simultaneous
expréssion \(_)f both S. pombe genes (fiol” and fipl™) in S. cerevisiae fet3A cells is able to
reconstitute high-affinity iron transport (5). The expression of S. pombe fiol " alone in a S
cerevisiae fet3A 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 S. 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 S. 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
transcriptionai repressor Fepl (26, 38). An important response to Fepl activation is ‘the
down-regulation of the genes encoding the componehts of the high-afﬁnity iron t-ransport
machinery, including fip!”, flol”, and fipI" (38, 50). Based on genomic profiling studies, it
has been proposed that Fepl and its orthologs are aléo 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 GATA elements (5’-(A/T)GATA(A/T)-3’), which are

found in the promoters of its target genes. Conversely, when iron cdncentratioﬁ is limited

inside theAcell, Fepl dissociates from the chromatin, thereby allowing transcription‘of its

target genes to take place (21, 40).
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Analysis of iron—regulatéd gene expression in S. pombe using DNA microarrays has
identified several uncharacterized geﬁes that are transcriptionally activated in response to
iron deprivation (34). Although the roles of these genes remain unclear, their iron starvation-
dependent induétion 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>exhi‘bits sequence homology with the ABCC subfamily of ATP-
binding cassette (ABC) transporters (9, IO, 15, 37). Mémbers 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
bindin_g 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 (Ll). 'A hallmark of the ABCC transporters is the presence of an additional N-
terminal extension (NTE) that contains five putative transmeémbrane spans (MSDO0) that bare
connected to the ABC core dqmain by a hydrophiiic region (LO). A previous study has
shown that S. pombe cells lacking a functional abc3” gene ére 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 Abé3 transformed in wild-type S.
pombe cells suggests that Abc3 may localize to tﬁe vacuole rﬁembrane, although neither its
cellular localization nor its role within the cell has been firmly characterized (20). S. pombe
is one of the yeast speciés 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 éresent_study, we determine that abe3” is regulated at the level of gene transcription',
and its iron—dépendent regulated expression requires a proximal GATA-tyﬁe cis-acting
element and a functional fep/™ 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+-.G'FP 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 exi)eriments revealed that Abc3 is an integral mémbrane
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 fipl®
transcrjpt. 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-A18 ade6-M210 abc3A::KAN'), pclIA (h+ his7-366 leul-32 _ura4-A18
ade6jM21 0 pcllA::KAN"), feplA (38), ctr6A (6), fepIA php4A (21), abc3A ctr6A (h+ his7-
366 leul-32 ura4-A18 ade6-M210 abc3A::KAN' ctr6A::urad”), fiolA fipIA (h+ his7-366
leu]-32.ura4~A18 ade6-M210 ﬁo]-ﬁp]A::KAN'), and abc3A fiolA fiplA (h+ his7-366 leul-
32 ura4-A18 ade6-M210 abc3A::loxP fiol-fiplA::KAN'). 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 re(iuired for integra‘tive. or non-integrative plasmid
selection (1). Unsupplemented EMM contained 74 nM iron, unless otherwise stated. Liquid
- cultures were seeded to an Aggp of 0.5, allowed to grow to exponential phase (4ggg of ~1.0),
and then treated with 250 uM 2, 2’-dipyridyl (Dip), or 100 uM FeCl; for 90 min, unless
otherwise stated. Yeast transformatiofls and manipulations were carried out using. standard

techniques (1).

Plasmids. A BamHI-EcoRI PCR-amplified fragmeht 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 YEp357Rabc3"-584lacZ via digestion with BamHI and Bsu36l. It
was then swapped for the equivalent DNA restriction fragment in pSP1fio/*-1155lacZ (38)
in order to generate pSPlabc3+-584lacZ. Two plasmids {pSPlabc3+-239lacZ and |
pSPlabc3*-114lacZ) harboring sequential deletions from the 5° end of the abc3” promoter
were created by PCR from plasmid pSP1abc3"-584lacZ. Each PCR product obtained was
puriﬁed? digested with BamHI aﬁd Bsu36l, and then used to replace the equivalent DNA-
restriction fragment in pSP1abc3*-584lacZ. Plasmids pSPlabc3*-584lacZ and pSPlabc3’ -
239lacZ wefe used to introduce m;Jtations to either or both of the GATA boxes (posifions -
115 to -120 and positions -197 to -202 with reSpect td the A of the ATG codon of abc3™)
(CCTGTC instead of TGATA[A/T]) via the overlap-extension method (19). The DNA
séquence of each mutant was ;:onﬁrmed by dideoxy sequencing. In order to create both the
wild-fype and mutant pCF83abc3*-239/-56lacZ fusion plasmids, the abc3™ promoter région

(positions -239 to -56) was PCR amplified from both the wild-type and the mutant

pSPlabc3*-584lacZ constructs. These PCR products were purified and inserted in their



64

natural orientations into the Xmal and Xhol sites of the CYCI-lacZ fusion plasmid pCF83

(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 abbc3+ promoterl 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 Sstl and Spel sifes. This pSKabc3™ derivative was named pSKprom-abc3™.
The Sstl-Xhol DNA fragment was isolated from pSKprom-abc3” and then inserted into Sstl-
Xhol-digested p.SPl or pJK148 plasmid, creating plasmids pSPlabc3" and pJK148abc3”,
respectively. The GFP coding sequence derived from pSF-GP1 (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
pSPlabc3” plasmid to which XhoI and Apal restriction sites had previously been introduced.
by PCR, and were placed immediately before the abc3™ stop codon. For tiliS particular
construct, named pSPlabe3*-GFP, the Xhol-Apal GFP-encoded fragment was placed in-
frame with the C-terminal regioﬁ of Abc3. The nmtl™ 41X 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 pSPlabc3*-GFP.
The resulting plasmids were named pSP-1178nmr41X-abc3* and pSP-1178nmt41X-abc3™-

GFP, respectively.
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RNA analysis. Total RNA was isélated 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-3215]UTPv and the T7 RNA
polymerase. [*?P]-labeled antisense lacZ RNA was generated from the Hindlll-linearized
‘ plasmid pKSlacZ (38). The ﬁboprobe derived from pSKacz‘I+ (41) was used to probe act!”
thNA as an internal control for the normalization purposes during quantification of the

RNase protection products.

Table 1. Ribbprobes used to detect steady-state levels of transcripts

Riboprobe  Positions from the

Gene ID ‘Gene name length (bp) _initiator codon Reference or source
SPAC9E9.12¢ abel” 174 +205 to +379 This study
SPAC3F10.11c ~  abc2* 184 +301 to +485 This study
SPBC359.05 abe3t 179 +351 to +530 This sfudy
SPAC30.04c abed” . 189 +112 to +301 This study
SPBC32H8.12¢ actl” 151  +334 to +485 41)
_SPACIF7.08 ~ fiol” 183 +16 to +199  This study
SPBC1683.09¢ fipl* 190 +117 to +307 This study
SPCC737.09¢ hmtl* 193 +584 to +777 This study

lacZ 233 +1188 to +1421 (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 F ei)l with immunoglobulin G (IgG)-Sepharose beads, anci the subsequent elution of
the immunocomplexes, were performed as described (21). To reverse the formaldehyde
crosslinkg, both the eluted DNA and the >DNA of the iﬁput coﬁtrol were first incubated at
65°C for 18 h, followed by 2 h at 37°C in the presence of 50 pg Proteinase K. Free DNA
was then puriﬁ‘ed by phenol/chlorofonn/isoamylalcohol (25:24:1) extraction in the presence
- of 0.4 M LiCL Aftér centrifugation and precipitation of the DNA by the addition of
glycogen and ethaﬁol, the precipitated DNA was resuspended in 100 pl 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. RadiolabellevaCR
products were purified using quick Spin columns (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) and
were resolved in 6% polyacrylémide-lX Tris-borate-EDTA gels. PCR signals were
quantitated by PhosphorImager 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” prbmoter
region that included a functionél GATA box were used for PCR anglysis. 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_;s;: 5’ -CATAATGAGATTCAGCGCAAACGTTATTAGTC-3 s
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abc3-b.js: 5’-CCAAATACTTTATTAAAAGCGATGCTTAAGTC-3%;
Intergenic-cI13860000-a: 5’-CGGTGCGTTTTTCTACGCGCATCTTC-3;

Intergenic-cI13860000-b: 5’-GCCCAAGGCCCATCAACAATCTAACATG-3’.

Cerulenin sensitivity assay, organelle staining, and ﬂuorescen¢e microscopy. Cells were
grown to an A,;oo of 1.0 (-2 X 10’ cells) at 30°C. Each cell culture was diluted (.~2‘X 10*
cells) émd incubated‘ to a final volume of 4 ml in Edinburgh minimal medium coritaining
cerulenin (1 pg/ml) (Sigma-Aldrich). At the designated time intervals, total growth was
determined spectrophotometrically at Agp. Vacuole membrane staining using FM4-64
b(Sigma-Aldri(':h) 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 pM 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 rhicfoscope (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 nm (GFP) and 510 to 560 nm (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 présence‘

of either 50 uM Dip or 50 puM FeCl;. The harvested cells weré washed in HEGN o buffer
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(20 mM HEPES, pH 7.9, 1 mM EDTA, 10 % glycérol, 100 mM NaCl) and lysed with glass
beads using the same buffef supplemented with 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM
dithiothreitol, and a complete protease inhibitor mi);ture (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
supefnatant was kept at 4°C, whereas the pellet fraction was resuspended in 0.2 ml of bﬁffer
A (PBS, pH 7.4, 1 mM EDTA, 150 mM NéCl, 1% Triton X-lOO, 1 mM dithiothreitol, and
the above-mentioned pr§tease inhibitors) and incubated on ice for 30 min. Alternatively, the
pellet fraction was fesuspended and left untreated, or was adjusted to 0.1 M Na,CO; (to
replace 1% Triton X-100).  After incubation on ice, the pellet fraction was r¢SUSpended 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 (S0 mM Tris-HCI, pH 6.8, 0.1 mM EDTA, 15% SDS,
| VO.Ol% Bromophenol Blue, and 150 mM dithiothreitol) containing 8.0 M urea and 4% B-
mercaptoethanol, unless otherwise indicated. After a 30-min incubation.at 37°C, the samples
were resolved by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, and visualized be 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

PC10, 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’relate'd 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 fu&her 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 ABCb transporters (58). Similarly to chl 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 (L1). 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
(LO). Three conserved motifs (**GkvGaGK*® [Walker A], ML SGGQ™® [signature], and
6LLD"® [Walker B] for NBD1; *GrtGaGK'** [Walker A], **8sGQ" [signature],
and “*LLLDE"® [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 Abc3 and its close homologue from S. cerevisiae YcfI.
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 (L0). The ABC core domain consists of two homologous halves,
each containing a transmembrane domain (deﬁoted 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 (L1). NBD1 and NBD2 (enlarged dark
grey boxes) contain residues that are found in other ABC transporters. Highly conscfved
residues are both und,érlined 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 compdse :
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 motifn found in Ycfl. Colleétively, these observations strongly suggested that -

abc3” encodes an ABC protein of the ABCC subfamily similar to Ycfl.

abc3” transcript was induced undér 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
microafray data (34), S. pombe wild-type ;e,train was left untreated or treated with Dip (250
uM) or FeCls ( 100 pM). 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 uanscnpt levels of abc3” were
repressed and remained approximately equal to those observed in the untreated cells (Fig. 2).
The abc3* incfeasés in transcript levels observed under conditions of iron deficiency
parailcled 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 investigéted by using an isogenic fepIA 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
(fep1A) were left untreated (-) or were treated with Dip (250 uM) or FeCl; (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 act]” mRNAs
(indicated with dots and arrows) were dnalyzed 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 6f three independent RNase protecﬁon 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 reguiated by iron in a manner identical to that of iron uptake genes such as

fipl*, fiol*, and fipl* (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 arbc’4+ by RNase protection assays (Fig. 2). The
hmt1" 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 of abcl™, abc2”,
abc4’, and hmt1" in the wild-type strain were not regulated by iron depletion»(Dip, 250 pM)
ior iron abundance (FeCl;, 100 puM) (Fig. 2). There were no significant changes in the levels
of abcl™, abc2”, abc4”, and hmtl" transcription in treated cells éompared to the basal levels
in untreated cells. To further examine whether abcI”, abc2”, abc4™, and hmtI™ transcription
was controlled by Fepl, a fepA null strain was grown in either the absence or the presence
of either 250 pM Dip or 100 uM FeCl;. As éhown in Fig. 2, the fep]A 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 transi:orter genes tested, only

abc3” was regulated by iron through the activity of the transcription factor Fepl.

Analysis of abc3" 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 thé 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 rbie 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 /acZ gene in pSPl-lacZ. The first region contained the promoter up to -
584 from the initiator codon of the.abc.é * 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 pSPlabc3’-
584lacZ and pSPlabc3*-239lacZ were repressed ~7- and ~12-fold, respectively, as
compared to their levels of expression in iron-starved cells. Unéxpectedly, the overall
magnitude of iron-regulated expression. of the JacZ 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 Withv Dip (250 pM) (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
fiol*-884lacZ and str1*-966lacZ gene expression was ~1.5 orders Qf magnitude greater than
that for the abc3*-lacZ fusion derivatives. However, the abc3*-lacZ fusion plasmids were

undoubtedly regulated in résponse 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 controll (untreated) |
cells (-) and cells treated with Dip (250 uM) or FeCl; (100 uM). Plasmids pSP1fiol"-
884lacZ and pSPlstrl1-966lacZ 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 rhechanisin b;/ which abc3 ¢ cXpression was regulated by iron,
and because of the observation that the promoter region between bosition-s -239 and -1 was
sufficient to drive the iron-dependent repression of the abc3'-lacZ gene, we examined
whether the two putative GATA sequences preseht 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 eéch one or both elements. Mutation of the base pairs within the
*2TTATCA™ element (GACGGC instead of TTATCA; denoted M1) had no effect on the
iron-regulatable expression of the abc3-239lacZ fusion (Fig. 4). However, the overall
magnitude of fdie response decreased by ~77 % as compared to cells containing the wildftype
plasmid. When the second GATA element, 'IZOTGATAT'US, was mutated (CCTGTC instead
of TGATAT; denoted M2), a complete lack of iron responsiveness of the reporter gene was
vobserved (Fig. 4). Surprisingly, when Both (M1 + M2) GATA elements were mutated, the
overall magnitﬁde 6f 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, réspectivély, above the levels observed in cells
treated with Dip, the reason for sﬁch expression profile is unknown (Fig. 4). When the abc3 "
promoter was further deleted to pbsition -114, lacZ transcript leveiswere 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 repfesentation of a
239-bp abc3” promoter DNA fragment and its mutant derivatives assayed using the RNase
protection protoéol. 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 lacZ mRNA from both the wild-type (WT) and mutant GATA fusions (M1, M2, and
MI + M2) were analyzed in the absence (-) or the presence of Dip (250 uM) or FeCl; (Fe,
100 uM) for 90 min. The lacZ and act!” (as controls) mRNA levels are indicated with
arrows. NS, nonspecific signal. C, Quantitation of the lacZ levels after the treatments
shown in panél 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
abe3” promotef 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 pM) or FeCl;
(Fe, 100 uM). NS, nonspecific signal. The data illustrated represent the results of three



79

independent experiments. C, Normalized expression levels of abc3™-CYCI-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 dbc3+-lacZ
fusion, we examined whether this sequenée 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 inseirted in its natural orientation upstream of the minimal promoter of the
CYCI gene fused to lacZ in pCF83. The fact that the upstreamregion of lacZ in pCF83
contains the CYC! minimal promoter may explain why low levels of lacZ transcript were
detected from cells transformed with the plasmid alone. This pfomoter fusion was able to
down-regulate /acZ mRNA expression undér both standard (untreated) and iron-replete
conditions. In contrast, under conditioéls 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 éteady-state levels of lacZ mRNA were decreasegl by ~4- to 5-fold under basal and
iron-replete conditions compared to the levels observed in iron-starved cellé (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,
0TGATAT!", which was required for the transcriptional repression of abe3* in response to

iron.

Iron triggered the association of Fepl 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 thé
latter’s function (21). Furthermore, we created a feplA php4A double mutant strain in which
_the expression of TAP-fepl” is disengagéd from its transcriptional regulation by Php4,
théreby ensuring its ‘constitutive e&pression irrespective of the iron status (21). Taking
advantage of this mutant, we used a ChIP method (21) to test whether the TAP-Fep1> fusion
protein associates with the abc3” promoter in vivo., feplA php4A mutant cells expressing
either untagged or TAP-tégged fepl” alleles were precultivated ‘in the presence of the iron
chelator Dip (100 uM) to prevent .any iron-dependent activation of Fepl an‘ci, consequently,
downregulation of target gene expressioh. Logarithmic phase cells were hérvested, washed,
and resﬁspended in the same medium containing Dip (250 uM) or FeCl; (250 pM) fof 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_séquences bound to TAP-Fepl, the cross-links were reversed, and DNA analyzed by
qugntitative PCR using primer sets specific for the abc3” promoter region encompassing the
cvis~acting-element 'IZOTGATAFT'1 3 that confers iron resiaonsﬁzeness. An intergenic region on

chromosome II (contig location 3860292 - 3860402) devoid of ORFs and GATA-type cis-
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Fig. 6. Fepl binds to the abc3™ promoter in vivo in an iron-dependent manner. A, ChIP
analysis of the abc3” promoter in fepIA php4A cells harboring an integrated untagged or
TAP-tagged fepl” allele. The cells were precultured in the presen“ce of 100 uM Dip, allowed
to grow to an Aggp of ~1.0, washed and then incubated (90 min) in the presence of 250 uM
Dip or 250 uM FeCl; (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 abc3 “-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-Fep! occupied the abc3™ promoter at high levels when
ceils had been incubated in the presenée 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 Acontrol, untagged Fepl immunoprecipitated the
background levels of the abc3” promoter region. These data were consiétent with results
showing repression of the abc3” mRNA levels in response to iron. Furthermore, the data
suggested fhat, under conditions o'fviron 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 cytofoxicity 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 unciear, 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 sensi_tivity to cerulenin as compared to the wild-type strain. Whereas the wild-iype
strain showed a 77% inhibition of growth in medium contdining 1 pg/ml cerulenin, the
abc3A mutant was ~7-fold more se.nsitive 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
of Abc3 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 pg/ml). Total growth
relative to that determined in the absence of cerulenin (% control growth) was evaluated by
turbidimetry at Agp0. Each point represents the average of triplicates +/- the standard.
deviation. B, Expression of abc3” in transformed abc3A cells. Exponentially growing cells
(2 X 10° cells) were incubated in the absencé (-) or the presence of Dip (50 uM) or FeCls
(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 pM 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 environmenfal 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 elevﬁted (100
M) iron concentrations. Whereas there was an absence of fluorescence in cells that had
been transformed with an empty vector, the abc3A 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
irén—limiting conditions. To begin to addreés 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 fiol” and fipl® genes that
encode the cell surface oxidase-permease-based iron fransport system in S. pombe (5).
Subseciuently, we inactivated the abc3” locus in the context of a fioIA fipIA 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 fiolA fipIA background resulted in a more
sévere growth defect than observed with the fiolA fipIA double mutant strain (Fig. 7‘C).
Thus, a role for Abc3 in rﬁobilizing 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 Ab¢3 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 versﬁ§ abc3A null cells,
we used a BPS-based spectrophotometric assay for quantitative measurement of iron (45).
Thé wild-type cells exhibited a total Fe concentration of 0.11 pg/mg protein. Interestingly,
the abc3A and fepIA mutant strains displayed a total cell Fe concentration of 0.16 and 0.21
pg/mg protein, respectively, which was 1.5 and 1.9 times higher than the wild-fype 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



A : 0.25 1

0.20
Total cell Fe 0.15 1
(ug/mg protein) -
0.10 -
0.05 1
0.00

WT  feplA abc3A
Strain

B 0.20 1

0.15 1
i
Total cell Fe 0.10 +
{ug/mg protein)
0.05 4
0.00

WT  abc3N pcliA
Strain

(D YESDip YES Dip

v \

®@ Glucose Glycerol / Ethanol

86



87

Fig. 8. Iron accumulates in abc3A mﬁtant cells. A, The wild-type (WT), feplA, and abc3A
strains were grown in YES medium to exponential phase (4gp9 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 averagés of triplicate measurements +/- standard
deviations. B, Logarithmic-phase cultures of the isogenic wild-type (WT), abc3A, and
pcllA strains were grown in Edinburgh minimal medium containing 0.74 pg 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 pJK148abc3” (abé3+). Step 1, cultures were grown in YES medium containing
glucose and Dip (150 pM). 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.

fepIA mutaﬁt strain, the quantitativé data revealed that fepIA cells accumulafe 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 repressién of genes encoding
components of the high-affinity Fe uptake machinery (38).  We also ‘measured total cell Fe
content in an S. pombe pclIA disruption strain (33). As observed for the vacuolar Fe-
importer Cccl in S. cerevisiae (28), deletion of the pcll " gene in S. 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 Qacuolar Fe-importer Pcll contained

0.04 pg/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 weré first grown on
glucose under low iron conditions. After a four-day incubation on solid medium containing
Dip (150 pM), 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 capablé 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 of Abc3 . The iron-dependent regulated expression of
abc3”, and its vacuolar detection under iron-linﬁting 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 -HA, (6) fusion genes expressed under the
control of their own promoters were co-tfansformed to an abc3A ctr6A double mutant
disruption strain. The abc3A ctr6A mutant strain co-expressing the untagged abc3” and
ctr6”-HA, alleles were used in parallel experiments. Cells co-expressing either the abc3 -
GFP and ctr6"-HAy, or the abc3™ and ctr6”-HA, 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'-HA,, or with abc3*-GFP and ctr6 -HA,. The co-transformed cells
were grown to early-logarithmic phase and then treated with either Dip (50 uM) or FeCl; (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 Na,COs or 1% Triton X-100, and then ultracentrifuged (100,000 X
2). 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-HAs, or anti-PCNA antibody.

Triton X-IOO and the supernatants were fractionated by electrophoresis. Results of 7
immunoblotting using an antibody directed against GFP showed that Abc3-GFP was
detected after 16 h of treatment (Fig. 9A, 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 integiated 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 Na,COj3 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 pattein
was observed when the procedure had been carried out in the presence of 0.1 M Na,CO;,

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 Ctr6-HA, 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 thé 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 tﬁe frpl”
férrireduétase geﬁe. The observation tﬁat 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. Baséd 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
éould lead to the activation of Fepl. Under conditions of activation, Fepl negatively
regulates several genes, including those encoding components of the high-affinity iron
trénsport machinery. To test how Abc3 expression influences cellular iron-dependent
regulation, we investigated whether the levels of fipl™ transcript were increased in cells
harboring an inactivated abc3” gene. Cells were grown to early-logarithmic phase ih
Edinburgh minimal basal medium. Data showed that the expression of fipl™ was increased
~2.8-fold as compared to the basal level of fipl™ transcripts detected in wild-type cells
(abc3") (Fig. 10A). When the abc3A mutant was transformed with the wild-type abc3”
allele, fipl" 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 fipl® mRNA, suggesting a function for Abc3 in
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Fig. 10. Disruption of the abc3® gene increases fipl™ mRNA levels, whereas its
transcriptional activation decreases fipl® expression. A, Cells were grown to early-
logarithmic phase in Edinburgh minimal basal medium. abc3”, fipl*, and act]” mRNA
steady-state levels (indicated by the arrows) were determined in a wild-type strain (WT) and
an abc3A 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 iroh-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 fipl ™ transcriptional induction. C, Cells harboring an abc3A deletion
were transformed with either pSP-1178nmt41X-abc3” or pSP-1178nmt41X-abc3”-GFP and
-pre-cultured in the presence of both thiamine (15 pM) and FeCl; (10 uM). Early-logarithmic
cultures were transferred to thiamine-free minimal medium containing 74 nM iron for 16 h. |
The cells (4690 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”, fipl™,
and act]” mRNAs (indicated with arrows) were probed. As controls, abc3 and fip] " 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 of fip! " asﬂan
indicator of Abe3 activity, we utilized the nmtI " 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 iroﬁ. Subsequently, th¢ 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 génerate an iron-mediated signal that fostered repression of
frpl” transcription was analyzed. As shown in Fig. 10C, cells expressing abc3” or abc3”-
GFP triggered down-regulation of the fip/® mRNA levels (~3- to 4-fold). In contrast,

treatment of the cells with thiamine to repress Abc3 synthesis induced the up-regulation of
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frp1” mRNA which exhibited steady-state levels similar to that observed in abc3A null cells.
Taken together, the results strongly suggestéd that iron levels were compromised sufficiently
in abc3A mutant cells to induce the activation of the fip!/ " gene. In contrasf, when abc3”
was induced under the control of the nmtl* pronioter, a larger pool of | labile iron may
beoome available and activate Fepl, which in turn down-regulates the fipI” transcription

levels.

Discussion

Members of fhe 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 ABCGQG) based on conserved sequences within»
their amino acid sequences (10). S. pombe has eleven putative ABC transporters, four of
which (Abci, Abc2, Abc3, and Abc4) are members of the ABCC subfamily (20). A
- previous report has localized a GFP-tagged form of Abcl to the endoplasmic reticulum, and

Abc2-GFP, Abc3-GFP, and Abc4-GFP fusion proteins to the vacoolér membrane (20).

The amino acid identities between Abc3 aod Abcl, 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 pfoteins 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 Abcl (20). Given the unrelated localizations of Abc3 and Abcl, and the lack of
common phenotypes associated with their respective gene deletions (20), the probability that

.Abc3 and Abcl 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 CYC! 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 negaﬁve transcripﬁonal regulation via the presence of a single
GATA elemgnt, the first reported iexample being str/" (39). When iron is in excessb in

Ustilago maydis, sidérophore transporter gene expression is negatively regulated at the
transcriptional level by Urbsl (2, 3). Similarly to Fepl, Urbsl haé two Cys,/Cys;-type zinc
fingers located within its DNA-binding domain. Analogous to the situation for Fepl, in vitro
DNA-binding assays have shown that Urbs1 can specifically interact with a single GATA
~ element (2). However, as opposed to Fepl, Urbs1 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. Alterﬁatively, 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 cis-acting 5’-(A/T)GATA(A/T)-3° element of target gene pro‘moters 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 consfstent,
and almost, invariably operative. = Examples included the strongest upstream 5°-°
SBATCTGATAA™-3" element of fiol®, the 5°-*>ATCAGATAA®-3’ element of sl
both the 59’ ATCAGATAT'®-3* and the 5’-'168ATCTQATAA'16°-3? elements of php4”,
and the 5 1B ATCTGATAT 53 element of abc3*. Furthermore, other groﬁps 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 4. fumigatus

SreA, two fungal iron-responsive GATA factors (12, 51).

Yeast studies have‘ shown that the vacuole is an important storage cofnpartment for metals,
either as a means of detoxifying the cell or as a reservoir of metal that enable the ceil 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, pclj * encodes a putative ortholog of S. cerevisiae Cccl. As is observed for
Cccl, the deletion of the pcll” géne renders the cells sensitive to iron as compared to the
wild-type strain (33, and data not shown). TV\-IO disfinct rhechanisms 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 Smf3, which localizes to
the vacuolar membrane and helps to mobilize vacuolar stores of iron (44). The other

mechanism involves the vacuolar membrane-resident Fth1l/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 Smf3, Fthl,
and Fet5. In fission yeast, Pdtl is the only f)rotein homologous to the NRAMP family of
metal tra.nsporters (59). Analysis of protein localization has shown that Pdtl is detected in
periphery of the nucleus and the cell perimeter, suggesting a biological rolé in the
endoplasmic reticulum and, perhaps,v 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. Howevef, it has been previously shown that cerulenin is-én effective inhibitor
of sterol synthesis in yeast (61). Interestingly, like abe3”, 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 of fipl™ to presumably compensate for iron-poor conditions. Third, when abc3” was
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induced from the nmtl™ promoter, there was. inhibition of fipl” gene expression. Four,
abc3A 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-éfﬁnity
iron uptake machinery (e.g. fipl”, fipl”, and fiol") suggests a function for Abc3 in iron

utilization as opposed to iron detoxification.

Fungi siich as Aspergillus nidulans, A SJumigatus, and U. maydis do not possess Fthl
orthologs (16). As in the case of S. pombe Abc3, A. nidulans AttH, 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-typé 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 ironbaccumulation 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 surfacé in plant cells that is
known as the tonoplast. As observed in the case of Abc3, IDI7 is eXpress.ed 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 groﬁp 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 résultats obtenus a été décrit et discuté a I’intérieur cllu‘ manuscrit.
Pour cette raison, je ne fn’attarderai pas davantage sur ceux-ci. J’orienterai plutdt la
discussion sur la suite des travaux a réaliser. A Dintérieur des sections qui suivent, je
proposerai des avenues a explorer et j’expliquerai sommairement les stratégies qui pourraient

étre utilisées pour la continuité des travaux.

Il s’agit ici de proposer des moyens afin de réaliser des objectifs pour la suite des
travaux entourant le transporteur vacuolaire Abc3. Je suis conscient des lacunes que
possédent les moyens envisagés, mais cette discussion n’a pas été rédigé dans I’optique de

fournir des protocoles complets et détaillés.

I. Caractérisation du transporteur Abc3
LI Quantification du contenu en fer des vacuoles

Nous avons démontré a Dintérieur du manuscrit aux figures 8A et 8B que
I’inactivation du géne 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 été effectué sur des lysats totaux de cellules par une méthode
spectrophotométrique ou la variation de 1’absorbance mesurée est proportionnelle a la

quantité de fer chélaté par I’acide bathophénanthrolinedisulfonique (BPS) (Rad e dl, 2007).

Dans le but de valider I’hypothése que la protéine Abc3 exporte le fer hors des

vacuoles, il est indispensable de mesurer directement la quantité de fer contenu dans les
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vacuoles. Cette approche a ¢ét€é employée dans quelques études avec la levure
S. cerevisiae. La quantification du fer vacuolaire de S. cerevisiae é permis de déterminer que
la vacuole est le site 01‘1. I’on retrouve la plus forte concentration en fer a ’intérieur de la
cellule (Raguzzi et al, 1988). La mesure du contenu en fer de la vacuole de
S. cerevisiae est onze fois plus élevée que la mesure dﬁ fer celilulaire total lorsque les cellules
sont cultivées dans un milieu supplémenté en fer (Raguzzi et al, 1988). Ceci nous permet de
croire que la comparaison de la quantité de fer a I’intérieur des vacuoles pour une souche de
S. pombe mutante pour le géne abc3™ (abc3A) résulterait en des concentrations plus élevées

de fer vacuolaire que les résultats obtenus pour le fer cellulaire total.

Chez S. cerevisiae, la quantification précise du fer vacuolaire a permis de confirmer
I’implication de protéines dans I’homéostasie du fer au niveau de I’import et de I’export de
cet oligo-élément de la vacuole. Ainéi‘, le role de la protéine Cccl a été démontré .dans
I’import du fe}r a l’intérieur la vacuole et ce, afin de protéger la cellule lorsque le fer est en
excés (section 2.6.1) (Li et al, 2001, Singh et al, 2007). La contribution de deux systémes de
transport, formés du complexe Fet5-Fthl ou de la protéine Smf3, pour répdndre aux besoins
de la cellule lors d’une carence en fer a été renforcée par la démonstration de leur capacité 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 métalliques chez S. cerevisiae a permis de
défnontrer que Cccl est responsable de I'import du manganése, en plus du fer, dans l.a
vacuole (Li ef al, 2001) et que le transporteur Ctr2 exporte le cuivr¢ en dehors des vacuoles

(Rees et al, 2004).
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Tous ces résultats sont issus d’une méthode d’isolement des vacuoles efficace et
reproductible qui est bien établie chez S. cerevisiae (Bankaitis et al, 1986). Cette méthode
d’obtention d’isolat de vacuoles chez S. cerevisiae est divisée en trois étapes principales. La
.premié're est de digérer la paroi cellulaire avec un mélange d’enzymes afin de fragiliser la
cellule, générant des sphéroplastes. La seconde étape consiste a lyser les cellules, sous forme
de sphéroplastes, tout en préservant I’intégrité des organites. Chez S. cerevisiae, cette étape
est effectuée par I’ajout d’une solution de diéthylamindéthyl-Dextfan (DEAE-Dextran). La
troisiéme étape permet de séparer les vacuoles des autres organites suite a leur purification

sur un gradient de Ficoll (Cabrera & Ungermann, 2008).

Cependant, ’isolement de vacﬁoles chez S. pombe n’est pas monnaie courante. La
méthode utilisée pour S. cerevisiae est inefﬁcéce pour les cellules de S. pombe. Les trois
étapes de purification des vacuoles doivent donc étre adaptées. Des équipes de recherche
optimisent cette méthode afin de la rendre applicable poﬁr leurs travaux. Ces protocoles
adaptés ont permis de démontrer que le transporteur de type‘A‘BC, Hmtl, se localise a la
membrane vacuolaire et qu’ii est impliqué dans la séquestration du cadmiﬁm a l'intérieur des
vacuoles chez S. pombe (Ortiz et al, 1992, Ortiz et al, 1995, Sooksa—Ngﬁan et al, 2009). Afin
de poursuivre I’étude de I’activité de transport du fer de Abc3, ’emploi de la méthode la plus
récente, soit celle publiée par Olena K. Vatamaniuk et ses collégues, semble étre la plus
profnetteuse (Sooksa-Nguan et al, 2009). Pour réaliser la premiére étape, un cocktail
d’enzymes trés efficace est utilisé afin de fragiliser la paroi cellulaire de S. pombe, qui est
plus résistante que celle de S. cerevisiae. La seconde étape, consiste a lyser les sphéroplastes

a ’aide d’un piston de verre de type Dounce plutot qué chimiquement avec le DEAE-
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Dextran. Le fractionnement cellulaire en vue d’obtenir une préparation majoritairement

composée de vacuoles emploie un gradient de Percoll (Sooksa-Nguan et al, 2009).

Suite a I’application de la procédure de purification des vacuoles, des fractions seront
récoltées pour I’étude du transport du fer effectué par Abc3. Les .fractions enrichies en
vacuoles devront étre analysées. L’un des moyens pour confirmer que les fractions
-contie;nnent des vacuoles est de procéder a des immunobu\}ardages afin de détecter la
présence de protéines connues qui se localisenf dans la membrane vacuolaire. Dans le cas qui
noﬁs intéresse, 1’utilisation de la protéine de fusion Ctr6-HA4 présentée dans le manuscrit
pourrait servir de marqueur vacuolaire (Pouliot er al, 2010). Un second moyen pouvant étre
utilis€é consiste a mesurer Pactivité spécifique de marqueurs enzymatiques dont la
localisation cellulaire est connue. Une fraction enfichie en -vacuoles, comparativement au
lysat total avant sa séparation sur gradient de Percoll, devrait montrer une augmentation de
I’activité »de ’enzyme a-mannosidase (Roberts et al, 1991), qui est présente dans la
membrané des vacuoles, alors que ’activité de la cytochrome ¢ oxydase (Poyton ef al, 1995)
et de la glucose-6-phosphate déshydrogénase (Roberts et al, 1991), qui sont des marqueurs
de la membrané 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 matériel pur a 100%. Le but du
gradient de Percoll est d’obtenir un trés bon enrichissement. Par la suite, on évalue le degré

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 étre présents dans notre échantillon final

et ce, a I’aide d’anticorps capables de détecter la présence de protéines connues.

L’intégrité des vacuoles pourrait étre vérifiée, par exemple, par immunobuvardage
afin de détecter des protéines résidantes de la lufniére} vacuolaire. Aussi, la coloration
préaiable de lintérieur des vacuoles suite a la culture des cellules en présence de
monochlorobimane (MCIB), tel que décrit a la section LII de la discussion, permettrait de
visualiser par microscopie a fluorescence le contenu de 1’échantillon final. La rétention du

composé fluorescent bimane-GS a I’intérieur de la vacuole confirmerait leur intégrité.

Aprés avoir confirmé les échantillons contenant les fractions enrichies en vacuoles, le
contenu en fer des différents échantillons pourra étre quantifié. Cette fois la méthode
spectrophotométrique qui mesure la'formation de complexe BPS-Fe sera mise de coté
puisqu’elle nécessite beaucoup de matériel et que la technique d’isolement des vacuoles ne
permet pas de recueillir les quantités suffisantes. Pour ceﬁe application nous aurons recourt &
une technique plus sensible pour quantifier les ions d’lintéréts. Cette technique est I'ICP-MS
(inductively coupled plasma-mass spectrometry) et elle permet la détection d’ions & des

concentrations pouvant atteindre une partie par 102,

Diftérentes combiﬁaisons de souches et de traitements sont a envisager afin d’obtenir
des résultats fiables et convaincants. Dans les ﬁgur;:s 8A et 8B du manuscrit, nous avons
comparé la souche abc3A avec éelle de type sauvage (Pouliot et al/, 2010). Dans la condition
de culture employée (en présence de fer), l’expfession endogéne du géne abc3” est faible,
mais semble suffisante pour remettre une partie du fer de la vacuole en circulation dans le

cytoplasme. Cette combinaison semble é&tre un bon point de départ pour les analyses du fer
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vacuolaire. Afin d’augmenter 1’écart entre le contenu vacuolaire des souches comparées,
nous pourrions employer une souche dans laquelle I’expression du géne abc3® est
constitutive. De cette fagon, I’expression du géne abc3™ ne varierait pas selon le statut en fer,
ce qui permettrait sa présence a la vacuole enrtout temps afin d’expulser le fer vacuolaire.
Nous pourrions également employer un systéme de surexpression comme ce qui a été fait
chez S. cerevisiae pour les composantes d’import et d’export duvfer vacuolaire (Singh et al,
2007). La surexpression de Pcll forcerait I’engorgement des vacuoles en fer et 1’induction
soudaine de Abc3 ferait chuter le contenu en fer. Ce systéme permettrait de faire une pierre
deux coups en démontrant‘é Ia fois ’activité de Pcll et de Abc3 en regard avec leur activité

de transport du fer au niveau de la vacuole.

LIL Essai de transport employant le substrat fluorescent bimane-GS

Dans le but d’étudier les domaines essentiels pour Iactivité du transporteur Abc3, il
serait utile de mettre au point un essai simple permettant de suivre son activité. Un essai
employant le composé monochlorobimane (MCIB) permettrait de visualiser le déplacement
d’un substrat transporté par Abc3 directement par microscopie a fluorescence. Le MCIB est
un composé perméable aux membranes et non-fluorescent par lui-méme. Lorsqu’il pénétre
dans les cellules, il est conjugué au glutathidn (GSH) par I’action de ’enzyme cytosolique
glutathion-S-transférase. Le produit qui en résulte, le bimane-S-glutathion (bimane-GS), est
imperméable aux membranés. De plus, ce produit devient tres fluorescent (Ishikawa ef al,
1994, Shrieve et al, 1988). Le bimane-GS est souvent employé¢ comme substrat synthétique

pour étudier des protéines capables de transporter des conjugués glutathionylés. Ainsi, le
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bimane-GS est utilisé comme marqueur pour suivre son transport intracellulaire lorsqu’il est

pris en charge par des protéines transmembranaires qui ont la capacité de le transporter.

Chez la levure, le bimane-GS est activement transporté a [’intérieur des vacuoles
(Iwaki et al, 2006, Li et al, 1996).. Chez S. cerevisiae, la protéiﬁe impliquée dans l’impor’t du
bimane-GS a I’intérieur de la vacuole est le transporteur de type ABC Ycfl (Li et al, 1996).
Les substrats naturels de Ycfl, conjugués au GSH, sont le pigment
phosphoribosylaminoimidazole carboxylate, un intermédiaire de la voie de biosynthése ‘de
I’adénine, et le cadmium (Li et al, 1996). Chez S. pombe, la principale pfotéine caractérisée
pour son role dans la ééquestration du cadmiurﬁ a l’intérieﬁr de la vaéuole est le transporteur
de type ABC Hmtl. Hmtl posséde la propriété de transporter le cadmium lié sdit aux
phytochélatines ou au GSH. Cependant, Hmtl n’est pas responsable de I’import du pigment
de la voie de biosynthése de I’adénine conjugué au GSH (Chaudhuri ef al, 1997, Ortiz et al,
1992, Ortiz et al, ‘1995, Preveral et al, 2009, Sooksa-Nguan et al, 2009). Une étude a
récemment jdentiﬁé que Abc2 et Abc4 sont les transporteurs de type ABC qui permettent
I’import du pigmént glutathionylé et du cadmium dans la vacuolé (Iwaki et al, 2006). Abc2
et Abc4 sont également les principaux transporteurs du bimane-GS a I’intérieur 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 sbus-famille ABCB (Iwaki et al, 2006).
Etant donné I’appartenance de Abc3 a la méme sous-famille que Ycfl, Abc2 et Abcd, ceci
nous permet de croire que Abc3 aurait la propriété de transporter également des conjugués

glutathionylés, dont le bimane-GS (Iwaki et al, 2006, Pouliot et al, 2010). Il est possible que
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le role de Abcj dans le transport de cdnju’gués glutathionylés n’est pas été observé
précédemment a cause des conditions de culture utilisées. En effet, nous avons démontré
que, dans un milieu de culture ou le fer est présent, Abc3 n’est que treés faiblement exprimée
(Pouliot ef al, 2010). La contribution de son activité est donc difficilement perceptible. De
plus, les auteurs de 1’étude qui ont attribué des fonctions aux transporteurs Abc2 et Abc4 se
- sont concentrés sur le transport Vérs Pintérieur de la vacuole, alors que, selon notre
hypothése, I’activité de transport de Abc3 est en direction opposée, soit de la vacuole vers le

cytoplasme.

Afin de démontrer que Abc3 posséde la propriété d’exporter des conjugués
glutathionylés, plus précisément le bimane—GS, hors de la vacuole, une souche de
S. pombe mutante pour les trois transportgurs vacuolaires de la sous-famille ABCC devra
étre générée. Cette souche triple mutante pour les génes abc2”, abc3” et abc4+..présentera une
fluorescence nulle a I’intérieur des vacuoles en comparaison avec la souche deAtype sauvage
lorsque le MCIB sera additionné au milieu de culture. En réintroduisant les alleles
fonctionnels ‘des génes abc2’ ou vabc4+ exprimés de fagon constitutive dans la souche
achAabc3Aabc4A, I’importation du bimane-GS a l’intérieur de la ’vac'uole sera rétablie
causant la réapparition de la fluorescence. L’expression constitutive du géne abc3” dans la
souche abc2Aabc3Aabc4A devrait montrer aucune fluorescence contenue dans les vacuoles
en accord avec I’hypothése qui stipule que Abc3 exporte les conjugués glutathionylés hors de
la vacuole. La stratégie envisagée pour démbntrer que Abc3 peut exporter le bimane-GS
demandera [’utilisation d’un systtme d’expression inductible. Dans la souche
abc2Aabc3Aabc4A, I’absence de thiamine dans le milieu de culture permettra d’induire

’expression du géne abc2” sous le contréle du promoteur nmtl” et la présence de -fer
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réprimera ’expression du géne abc3”, qui lui, sera régulé par son propre promoteur. Cette
combinaison aura pour effet de remplif les vacuoles avec le produit bimane-GS et d’observer
une fluorescence concentrée 4 la vacuole. Puis, I’ajout de thiamine dans le milieu de culture
bloquera 1’expression du géne abc2” et I’ajout du chélateur de fer 2,2’-dipyridyl (Dip)
entrainera I’expression du géne abc3’. Ces traitements empécheront I’import constant de
bimane-GS dans la vacuole, ce qui permettra de constituer un « pool » vacuolaire de bimane-
GS. Le transporteur Abc3 nouvellement synthétis€ exportera le bimane-GS de la vacuole en
direction du cytoi)lasme. Cela entrainera une diminution de la fluorescence observée dans la

vacuole et I’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 protéine Abc3 et d’observer si ces derniéres ont un impacte sur la
propriété de Abc3 a transporter des conjugués glutathionylés. Tel que décrit précédemment &
la section 4.1, ainsi qu’a I’intérieur du manuscrit, les transporteurs ABC sont généralement
fofmés de deux membrane spanning domains (MSDs) et de deux domaines d’attachement
aux nucléotides (NBDs) (Pouliot et al, 2010). Une panicularité des membres formant la
sous-famille ABCC est qu’ils possédent un troisi¢me MSD (nommé MSDO) a leur extrémité
N-:terminale qui est relié au corps principal de la protéine par une région appelée LO (pour
linker 0). Parmi les mutations que, I’on étudiera, nous. abolirons‘l’activité d’hydrolys¢ de
I’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 dépendant de ’ATP. Une étude a identifié que la
région LO est nécessaire pour la re’sistancé au cadmium via I’activité¢ du transporteur Ycfl
'chez S. cerevisiae (Mason & Michaelis, 2002). Cette étude a proposé que I’implication de la

région LO est imputable & treize résidus qui, selon les prédictions informatiques, formeraient
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une hélice-o amphipatique qui interagirait avec le substrat ou avec les autres domaines de la
protéine (Bakos et al, 2000, Mason & Michaelis, 2002). Il serait pertinent de voir si la
délétion de la région LO du transporteur Abc3 affecte le transport du bimane-GS. Puis, par
analyses bioinformatiquevs,vexaminer si la région LO de Abc3 comporte les treize résidus
homologues a ceux de Ycfl. Si tel est‘ le cas, vérifier si la substitution de ces résidus par
d’autres résidus ayant des propriétés biochimiques différentes abolira I’exportation du

bimane-GS de maniére équivalente & la délétion du LO entier.

LIIL Identification du signal peptidique responsable de la localisation

cellulaire de Abc3

Un autre volet a investiguer serait d’identifier le signal peptidique fesponsable de la
localisétion vacuolaire de Abc3. Le génome de S. pombe comporte onze génes codant pour
des transporteurs de type ABC (Iwaki et al, 2006). De ces onze transporteurs, quatre ont été
localisés a lé membrane vacuolaire. Les protéines localisées a la vacuole sont Abc2,' Abc3,
Abcd et Hmtl (Iwaki et al, 2006). Les protéines Abc2, Abc3 et Abc4 font parties de la sous-
- famille ABCC (Iwaki et al, 2006). Une particularité des membres de la sous-famille ABCC
- est qu’ils possédent une extension N-terminale (NTE) composé du MSDO et du LO. La
protéine Hmt1 fait partie de la sous-famille ABCB (Iwaki et al, 2006). La structure de la
protéine‘ Hmtl se distingue de celle des autres merribres de la sous-famille ABCB. Hmtl est
. unique par le fait qu’il est le seul transporteur simple de type ABC, doﬁt le corps prihcipal
est formé d’un seﬁl MSD, d’un seul NBD, a contenir un NTE (Ortiz et al, 1992, Sooksa-

Nguan et al, 2009). L’analyse du génome de S. cerevisiae indique qu’il contient trente
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transporteurs de type ABC (Jungwirth & Kuchler, 2006). De ces trente, environ la moiti¢ a
été caractérisée. Parmi ceux-ci, trois ont été localisés dans la membrane des vacuoles. Ces
transporteurs sont Ycfl, Bptl et Ybtl. Ils font tous partis de la sous-famille ABCC

(Jungwirth & Kuchler, 2006).

Ces informations suggerent que la présence du NTE pourrait avoir une influence sur
la localisation cellulaire des protéines vacuolaires. Une étude antérieure s’est penchée sur la
fonction possible du NTE. Dans cette €tude, il s’est avérs que la portif)n MSDO contenue
dans le NTE est nécessaire pour la localisation de la protéine a la membrane Qacuolaire. En
effet, la délétion du MSDO de la protéine Ycfl de S. cerevisiae empéche cette derniére de se

localiser a la membrane vacuolaire (Mason & Michaelis, 2002).

La prémiére étape a réaliser afin d’identifier le signal peptidique responsable de la
localisation cellulaire de Abc3 consistera a vérifier si son domaine MSDO joue un réle au
‘niveau de sa localisaﬁon. La délétion du MSDO entier devrait faire en sorte que la protéine de
fusion Abc3-GFP n’est plus visible a la membrane des vacuoles. Pour démontrer que le.
domaine MSDO est suffisant pour permettre a la protéine Abc3 d’atteindre la vacuole, une
protéine chimére pourrait €tre €laborée. La fusion de la région MSDO de Abc3 avec la
portion du corps principal de Abcl (sans son propre MSDO0) devraitventrainer un changement
de localisation de la protéine Abcl-GFP. Celle-ci passerait d’une localisation au RE pour

1’alléle naturel a une localisation vacuolaire pour 1’alléle chimérique.

Une seconde étape dans le but d’élucider la nature du signal peptidique vacuolaire
serait de procéder a des analyses bioinformatiques. L’alignement des acides aminés

correspondant aux MSDO de Abcj, Abc2 et Abc4 pourrait permettre d’identifier des résidus
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conservés entre ces différents membres de la sous-famille ABCC qui se localisent a la
vacuole. Lve résultat de ce premier alignement pourrait étre éompare’ dvec le MSDO de Abcl
afin de soustraire les résidus conservés qui ne participent pas au transport des protéines
Abc3, Abc2 et Abc4 a la vacuole. Le MSDO provenant de Hmtl pourrait permettre de
trouver des fésidus additionnels importants pour la localisation vacuolaire. Si le signal
peptidique recherché est conservé chez les levures, la contribution d’informations tirées de
séquences de transporteurs ABC vacuolaires de S. cerevisiae pourrait étre significative. Le
ou les motifs putatifs identifiés devraient par la sﬁite étre mutés dans le MSDO de la protéine
‘de fusion Abc3-GFP afin de voir si ’effet de mutations ponctuelles est équivalent a la

délétion entiére du domaine MSDO,

Si les analyses bioinformatiques ne permettent pas de cibler des motifs précis du
MSDO, il pourrait étre nécessaire d’effectuer des délétions progressives du domaine MSDO.
La délétion de chacun des DTMs du MSDQ, ainsi que des boucles hydrophiliques reliant
chacun d’eux, permettrait de trouver une portion plus courte responsable de la lbcalisation
vacuolaire. Celle-ci faciliterait les recherches visant a identifier un signal peptidique

vacuolaire.
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LIV. Caractérisation de la topologie membranaire du transporteur Abc3

Un aspect intéressant a étudier du transporteur Abc3 serait de déterﬁiner sa topologie
au niveau de la membrane vacuolaire. Plusieurs transporteurs de type ABC ont été
caractéris€s jusqu’a ‘maintenant ‘provenant ‘d’organismes divers, tant procaryotes
qu’eucaryotes. Chez les procaryotes, ces études ont permis d’identiﬁer aes transporteurs'
impliqliés dans les systémes d’imports de composés essentiels et d’autres impliqués dans les
systémes d’exports de produits potentiellement toxiques (Jones et al, 2009). Pour les deux
groﬁpes de transporteurs, leur orientation au niveau de la surface cellulaire est la méme. Les
NBDs qui induisent un changement conformationnel de la protéine permettant le passage du
substrat suite a I’hydrolyse de I’ATP sont situés a I'intérieur de la cellule. Cependant, pour
permettre 1’importation de corﬁpdsés, ce groupe de traﬁsporteurs nécessite la présence d’une
protéine solubie extra-cytoplasmique dont la fonction est de fixer le substrat avec une grande

affinité et de le présenter au complexe ABC, souvent formeé de plusieurs sous-unités.

Chez les eucaryotes, les transporteurs de type ABC sont reconnus pour exporter des
substrats hors du cytoplasme (Jones et al, 2009). Chez S. cerevisiaevet S. pombe, ce transport
peut étre dirigé soit vers ’extérieur de la cellule par des protéines localisées au niveau de la
membrane plasfnique ou au contraire, vers i’intérieur des organites (Iwaki et al, 2006,
Jungwirth & Kuchler, 2006). Dans le cas des transporteurs\ de type ABC localisés a la surface
des mitochondries, ils transportent leurs substrats de I’intérieur de la mitochondrie vers le V
cytoplasme de la cellule (1waki et al, 2006, Jungwir;[h & Kuchler, 2006). Selon un modele
généralement accepté, les substrats entrent dans le canal formé par les MSDs du c6té ou sont

exposés 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 impliqué
dans I’export de cc;mposés hors de la vacuole chez la levure, la caractérisation de sa
topologie est un atout important. La stratégie proposée poﬁr y parvenir repose en grande
partic sur la mise au point du protocole d’isolement .de wvacuoles intactes chez
S. pombe qui a été décrit dans 1’une des sections précédentes (section I.I). Afin de ciéﬁnir la
topologie membranaire de Abc3, la premiére €tape consistera a insérer a I’intérieur du géne
abc3’, 1a séquence codante pour un épitope facilement détectable par immunobuvardage (par
exemple 1’épitope de type HA). L’épitope HA devra étre inséré a différents endroit;
stratégiques déterminés a partir des modeles topologiques prédits de fagon informatique. Les
protéines chimériques résultantes possédgront I’épitope HA soit a D’extrémité N- ou C-
terminale, soit au niveau de boucles hydrophiliques qui relient les DTMs ou celles a
proximité des NBDs. Ces protéines chimériques seront par la suite exprimées dans la souche
mutante abc3A a partir de laquelle on procedera a la purification deé vacuoles intactes. Pour
chacune des constructions infégrées, les échantillons vacuolaires seront incubés en présence
de protéases, par exemple la trypsine. En conditions natives, les portions protéiques qui
| seront protéolysées séront considérées comme €tant a ’extérieur de la membraﬁe vacuolaire.
Les portions protéiques résistantes a la digestion enzymatique seront considérées 'chme »
étant disposées a l’intérieur de la membrane vacuolaire. Nous utiiiserons également des
conditions d’incubations en présence de détergents (par exemple le Triton
X-100) capables de dissoudre la membrane vacuolaire. Sous ces derni¢res conditions, toutes
les régions fusionnées a 1’épitope HA devraient étre .sensible aux conditions de digestion
partielle de la protéase utilisée. Tous les échantillons seront analysés par gels de

polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE) suivi d’immunobuvardages. En plus de 1’épitope
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HA, I’immunobuvardage sera effectué sur une protéine contrdle localisée a I’intérieur de la
vacuole afin de confirmer que la membrane de cet organite assure une protection contre la
digestion protéolytiqué. Lorsque 1’épitope HA se retrouve a I’intérieur de la vacuole, la taille
du fragment observé est équivalente a la portion de la bqucle hydrophilique et Ades DTMs qui
la bordent. Tandis qﬁe lorsque 1’épitope HA est du c6té cytoplasmique, il est dégradé par les

protéases et aucun fragment est révélé par immunobuvardage.

Ainsi, avec cette stratégie la topologie compléte de Abc3 pourra étre définie et la
position des NBDs, par rappoﬁ a la membrane vacuolaire, résolue. S’il s’é.vére que les NBDs
se situent é ’intérieur de la vacuole, la prédiction topdlogique présentée a la figure 1 du
manuscrit devra étre révisée (Pouliot et al, 2010). Cela constituerait également le premier
exemple d’un transporteur ABC présentant ce type d’arrangement. Si les NBDs sont situés
dans le cytoplasme, et que ’activité d’exportation hors de la vacuole est validée, ceci serait
le premier exemple d’un transporteur ABC dont l’activité de transport s’effectue en

requérant ce type de conformation topologique.
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