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Le gene NRAMP1 :
résistance aux infections
intracellulaires

et activité antimicrobienne
des phagocytes

Le géne NRAMPI (natural resistance associated macrophage
protein 1) code pour une protéine intégrale des cellules pha-
gocytaires professionnelles, macrophages et granulocytes,
localisée dans la membrane de leurs phagosomes. Il parti-
cipe a la résistance naturelle aux infections: en son
absence, ou lorsqu’il est muté, la croissance des parasites
intracellulaires, Mycobacterium tuberculosis, leishmania, sal-
monelles... n’est plus controlée. Ce gene appartient a une
famille conservée dans I’évolution et ses analogues ont été
mis en évidence dans les plantes, les champignons, les bac-
téries, les levures et les vertébrés. L’analyse des séquences
déduites prédit un modele topologique compatible avec un
role de transporteur ou d’échangeur ionique. Son représen-
tant chez la levure, Smfl, a été impliqué dans le transport
du Mn?*. Son role chez les vertébrés est-il d’évacuer du pha-
gosome ce cation indispensable a la multiplication des
pathogenes? Il aurait alors un compétiteur de la méme
famille dans la paroi des parasites !

u cours de la derniére
décennie, les maladies
infectieuses d’origine bac-
térienne et parasitaire
sont redevenues un pro-

plusieurs types d’antibiotiques, ou
ayant acquis une virulence accrue, a
contribué au retour en force de
fléaux presque oubliés. Ces phéno-
menes sont maintenant observés

bleme de santé publique inquiétant
[1]. Apres environ un demi-siecle de
confort relatif, procuré par I'améliora-
tion globale des conditions d’hygiene
et l'utilisation d’antibiotiques pour
traiter ces infections, I’émergence
alarmante de nouvelles souches de
micro-organismes résistantes a un ou

pour la plupart des agents infectieux
pour I'homme, mais les exemples les
plus préoccupants concernent le
bacille tuberculeux (Mycobacterium
tuberculosis) avec pres du tiers des
nouveaux isolats résistants a au moins
un antibiotique (isoniaside, rifampi-

cine) [2], le parasite du paludisme m—
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(Plasmodium falciparum) chez lequel la
résistance a la chloroquine, la meflo-
quine et d’autres molécules de type
4-amino quinoline est généralisée
dans les zones endémiques [3] et,
finalement, certaines variétés de sta-
phylocoques, streptocoques et pneu-
mocoques rencontrées en milieu hos-
pitalier contre lesquels seuls restent
disponibles un ou deux antibiotiques
[4]. Parallelement, les capacités de
I’industrie pharmaceutique de
découvrir, par les méthodes clas-
siques, de nouvelles molécules actives
permettant de contourner ces pro-
blemes de résistance, s’essoufflent
rapidement. Cependant, des straté-
gies alternatives propices au dévelop-
pement rapide de nouveaux types
d’antibiotiques se profilent a I'hori-
zon des projets de séquencage des
génomes d’agents pathogeénes. L’ana-
lyse des séquences devrait permettre
I’identification de protéines micro-
biennes d’importance vitale et la
conception de molécules destinées a
inhiber spécifiquement la croissance
des agents pathogenes.

Une approche différente mais com-
plémentaire est fondée sur une
meilleure connaissance des méca-
nismes naturels de défense de ’'hote
contre les infections, en particulier
ceux exprimés par les cellules phago-
cytaires du systéme réticulo-endothé-
lial. Les «phagocytes professionnels »
incluent les granulocytes circulants
du sang périphérique et les macro-
phages résidant dans les tissus sont
impliqués dans les interactions ini-
tiales entre les pathogéenes et leur
hote. Ces cellules disposent d’un
arsenal d’armes bactéricides et bacté-
riostatiques destinées a éliminer, ou
du moins rapidement controéler, la
multiplication de la grande majorité
des agents infectieux. Cependant,
bactéries et parasites ont eux-mémes
développé des mécanismes d’évasion
qui leur permettent, dans certains
cas, de survivre aux attaques de ces
cellules, soit en inhibant la phagocy-
tose, soit en survivant a l'intérieur
des phagocytes comme les patho-
geénes intracellulaires responsables de
maladies telles que la tuberculose, la
salmonellose, la brucellose et autres
[6]. La caractérisation biochimique
des phagocytes du systéme réticulo-
endothélial a été I'approche la plus
fructueuse pour révéler certains des
mécanismes antimicrobiens de ces

cellules et elle a bénéficié de 1'obser-
vation de désordres congénitaux
associés a de séveres déficits immuni-
taires. Plus généralement, I'influence
de facteurs génétiques sur la suscep-
tibilité envers différents types d’infec-
tions est bien établie sur la base
d’études de populations humaines
ou de pedigrees familiaux, dans les
zones endémiques ou bien lors d’épi-
démies [6]. L’identification du ou
des génes impliqués, peut conduire a
découvrir de nouveaux mécanismes
antimicrobiens de 'héte. Cependant,
le caractére souvent polygénique du
phénotype de prédisposition rend
difficile I'identification systématique
des genes impliqués. La souris peut
alors fournir un modeé¢le expérimen-
tal idéal pour disséquer les méca-
nismes d’un controle génétique com-
plexe et étudier séparément les
genes responsables. En effet, la dis-
ponibilité de lignées pures de souris,
la production de nombreux mar-
queurs moléculaires facilitant les ana-
lyses génétiques classiques, et la pos-
sibilité d’introduire des mutations
ciblées dans les cellules somatiques
permettent une analyse directe et
rapide de ces facteurs génétiques.

I Le locus Bcg, lty, Lsh

L’infection de lignées pures de souris
par des agents pathogenes a dévelop-
pement intracellulaire tels que Myco-
bacterium, Salmonella, Leishmania ou
Brucella, produit deux types de
réponses dans les tissus réticulo-
endothéliaux durant la phase pré-
coce de I'infection. La prolifération
microbienne est importante chez les
animaux sensibles alors qu’on ne
décele aucune multiplication chez les
animaux résistants. Dans le cas
d’agents infectieux peu virulents
chez la souris comme Mycobacterium
bovis BCG ou Leishmania donovani, la
réponse immunitaire spécifique, sous
le controle des geénes du complexe
majeur d’histocompatiblité, permet
de mettre fin a l'infection chez les
souris sensibles. Dans le cas d’agents
pathogénes virulents, comme Salmo-
nella typhimurium, les animaux sen-
sibles succombent rapidement a une
infection fulgurante. Des analyses de
ségrégation ont démontré que le
controle génétique observé durant la
phase précoce est exercé par un
locus unique connu sous les noms de
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Beg, Ity, et Lsh. Le géne est situé sur
le chromosome 1 murin et existe
sous deux formes alléliques dans les
lignées pures de souris; I'allele résis-
tant (Bcg’) est dominant et l'allele
sensible, récessif (Beg') [7, 8]. Des
analyses détaillées du type cellulaire
impliqué dans ce contrdle génétique
ont montré que Beg n’affecte pas le
systéme immunitaire, mais bien le
systéme réticulo-endothélial [9]. Des
tests de bactéricidie in vitro a partir
de populations de cellules isolées ont
indiqué que le macrophage tissulaire
est responsable de I’expression du
gene Bcg, les macrophages résistants
montrant une capacité supérieure de
controler la réplication intracellu-
laire des micro-organismes impliqués
[10-14]. 11 semble que Bcg module
Pactivité bactériostatique (plutdt que
bactéricide) de ces cellules. Bien que
le mécanisme d’action demeure
inconnu, le fait que Bcg affecte le
taux de multiplication intracellulaire
d’agents infectieux phylogénétique-
ment tres éloignés et sans caractere
antigénique commun, suggeére un
role fondamental dans I'activité anti-
microbienne des macrophages. Un
effort considérable a donc été entre-
pris pour identifier la base molécu-
laire de cette activité. En I’absence
d’anticorps spécifiques contre la pro-
téine, ou de tests biochimiques
directs pour étudier son mode
d’action, ces efforts se sont avérés
vains.

Clonage du géne Nramp1
(Bcg)

Le géne Bcg a été isolé par clonage
positionel [15]. Cette stratégie est
fondée uniquement sur la connais-
sance de la localisation chromoso-
mique du géne et comporte les
étapes suivantes. Premiérement, une
cartographie ultra-fine de la région
chromosomique est effectuée pour
délimiter I'intervalle génétique maxi-
mum (en centi-Morgan, cM) conte-
nant le gene. Cette étape est réalisée
en utilisant un grand nombre de sou-
ris issues de croisements au cours
desquels le géne ségrege, et un
nombre aussi grand que possible de
marqueurs polymorphes pour le
génotypage des souris. Un intervalle
de 0,3cM a pu étre ainsi délimité
[16]. Deuxiémement, la distance
génétique (cM) est transformée en
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intervalle physique (en kilobases,
kb), en cartographiant de grand frag-
ments chromosomiques séparés par
électrophorése en champ pulsé et
caractérisés par hybridation (Southern
blot). A T'aide de cette méthode, la
région du gene Bcg a été restreinte a
un segment chromosomique de 1200
kb [17]. Troisiemement, le segment
d’ADN est cloné sous forme d’une
banque de chromosomes recombi-
nants de levures (YAC), contenant
chacun de 250 kb a 800kb d’ADN
génomique de souris, qui sont ordon-
nés par recherche de chevauche-
ment. Enfin la recherche d’unités
transcriptionnelles correspondant
aux genes candidats est engagée. La

méthode d’amplification d’exons
directement a partir du contig d’ADN
cloné a permis d’identifier un grand
nombre d’exons, qui ont été ensuite
regroupés en six geénes candidats
pour Beg, soit par ’analyse du profil
d’expression tissulaire des ARNm
correspondants, soit directement par
criblage de banques d’ADN complé-
mentaires (ADNc) [15]. Un des six
genes codait pour la protéine intesti-
nale Villine, deux étaient exprimés
dans tous les tissus analysés, tandis
que les ARNm correspondant a deux
autres genes n’ont pu étre détectés
dans aucun des tissus analysés. Un des
genes était exprimé uniquement dans
les organes réticulo-endothéliaux et

Lumiére

Figure 1. Prédiction structurale et de topologie transmembranaire de
Nramp1. Douze segments transmembranaires présomptifs sont représentés
par des cylindres,; le segment 4 (bistre) contient la mutation associée au phé-
notype de susceptibilité aux infections (Bcg®). Les sites possibles des modifi-
cations post-traductionnelles de la protéine Nramp1 détectées dans les
macrophages murins, phosphorylation et glycosylation, sont représentés
respectivement dans les boucles intra- et extracytoplasmiques. Le cceur
hydrophobe, conservé entre les séquences appartenant a la famille Nramp,
comprend les segments transmembranaires 1-10 (385 acides aminés en
moyenne). La topologie consensus prédite pour I'ensemble des séquences
favorise I'hypothése d’un arrangement des hélices en faisceau et place la
boucle entre les segments transmembranaires 8-9, qui contient un motif ana-
logue a une région de perméation transmembranaire (MTC, motif de trans-
port conservé), sur la face intracytoplasmique de la membrane (cytoplasme).
La face luminale de la membrane (lumiére) correspond a I'espace extracyto-
plasmique (ex.: extracellulaire, intraphagosomal).
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les macrophages dérivés de ces
organes et représentait le candidat le
plus intéressant pour Bcg. Un ADNc
complet a été isolé et le géne corres-
pondant dénommé Nrampl (natural
resistance associated macrophage protein 1)
[15].

Le séquencage de ce clone a permis
d’identifier une protéine trés hydro-
phobe de 60kDa ayant des caracté-
ristiques d’une protéine membra-
naire, incluant la présence de douze
segments transmembranaires, une
boucle extracellulaire pouvant étre
glycosylée, ainsi que de nombreux
sites possibles de phosphorylation
(figure I1). Une des caractéristiques
intéressantes de la protéine est la
présence inhabituelle de plusieurs
acides aminés chargés dans les
domaines transmembranaires. A
I’époque de sa découverte, aucune
séquence polypeptidique présente
dans les banques de données ne
montrait de similitude notable avec
la protéine Nrampl. Cependant, la
détection d’un motif de séquence
préalablement décrit dans une série
de transporteurs membranaires pro-
caryotes et eucaryotes suggérait un
role possible de la protéine Nrampl
dans les échanges membranaires des
macrophages [18]. Le séquencage du
gene Nrampl dans les lignées pures
de souris a montré la stricte associa-
tion de la susceptibilité aux infec-
tions (Bcg’) avec le remplacement
d’une glycine a la position 169 par
un acide aspartique (G169D) dans le
quatrieme domaine transmembra-
naire de la protéine ([19], figure I).
Le remplacement a l'intérieur d’un
domaine membranaire d’un acide
aminé a caractére neutre par un
résidu beaucoup plus volumineux
possédant une charge négative, sug-
geére un effet néfaste possible sur
Iinsertion dans la membrane ou la
stabilité¢ de la protéine. Pour démon-
trer 'identité des genes Nrampl et
Beg, une lignée de souris mutantes
dépourvues du geéne Nrampl a été
créée par recombinaison homologue
[20]. Ces souris Nrampl”-, bien que
d’apparence et de longévité nor-
males, perdent leur résistance natu-
relle aux infections par Mycobacte-
rium, Salmonella, et Leishmania,
indiquant que Nrampl et Bcg sont
effectivement un seul méme géne
[20]. Le géne analogue NRAMPI
humain a été cloné, et plusieurs mar-

queurs polymorphes ont été identi-
fiés dans le gene [21-23]. Ces mar-
queurs ont été mis a la disposition de
plusieurs laboratoires pour détermi-
ner si le géne humain est associé a la
prédisposition a certaines maladies
infectieuses telles que la tuberculose,
la lepre et la leishmaniose. Chez
I’homme, les granulocytes circulants
expriment le gene NRAMPI a trés
haut niveau, bien supérieur au
niveau détecté dans les monocytes
sanguins et supérieur également au
taux d’expression détecté dans les
macrophages alvéolaires du poumon
[24]. L’expression du gene NRAMPI
n’est donc pas restreinte spécifique-
ment aux macrophages et on peut
concevoir que la protéine NRAMP1
contribue a un mécanisme anti-
microbien commun aux cellules pha-
gocytaires.

Nramp1, prototype
d’une famille ancestrale
de protéines
membranaires

Le géne Nrampl appartient a un petit
groupe de genes apparentés. Chez
les mammiferes, un deuxiéme geéne a
été isolé et dénommé Nramp2 [25].
Le géne Nramp2 code pour une pro-
téine dont la séquence est trés conser-
vée avec Nrampl (78 % d’identité)
mais se distingue de son homologue
par une localisation chromosomique
diftérente et un profil d’expression
tissulaire quasi ubiquitaire, bien que
I’ARNm n’ait pas été détecté dans les
cellules phagocytaires [24]. II appa-
rait donc possible que les génes
Nrampl/Nramp2 soient le résultat
d’une évolution par duplication
génique visant a exprimer des fonc-
tions similaires (de transport ou de
transmission membranaire du signal)
dans des contextes cellulaires diffé-
rents. Nramp2 remplirait une fonc-
tion importante pour la physiologie
cellulaire en général, alors que
Nrampl pourrait refléter son adapta-
tion & un aspect particulier de la phy-
siologie des cellules phagocytaires.
D’autre part, le développement des
programmes de séquencage géno-
mique a grande échelle a permis
d’identifier, par criblage des banques
de données, de nombreuses séquences
similaires provenant d’espéces phyléti-
quement tres €loignées (mammiferes,
invertébrés, plantes, levures et bacté-
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ries). L’analyse comparative des
séquences a permis d’établir leur
homologie et de définir une organi-
sation transmembranaire conservée
au cours de I’évolution [26, 27]. La
famille de protéines ainsi définie est
caractérisée par la présence d’un
coeur hydrophobe, composé de dix
segments transmembranaires, dont le
profil d’hydrophobicité et la séquence
sont trés conservés (figure 1).

La famille de génes apparentés a
Nrampl inclut un homologue identi-
fié chez la mouche D. melanogaster,
dénommé Malvolio, qui est exprimé
dans les phagocytes ainsi que dans le
systéme nerveux central et périphé-
rique. L’altération de son expression
lors de mutations induites expérimen-
talement conduit a des désordres du
comportement gustatif [28]. La
séquence du coeur hydrophobe de la
protéine Mvl présente un degré
d’identité de l'ordre de 70 % avec
Nrampl/2. Deux genes organisés en
tandem et partageant une organisa-
tion similaire des exons/introns, ont
été identifiés chez le nématode C. ele-
gans; les polypeptides correspon-
dants montrent 85 % d’identité entre
eux et environ 67 % d’identité avec
les protéines de mammiferes. Trois
analogues ont été récemment isolés
chez la plante O. sativa (OsNrampl,
-2, -3) qui different par leur spécifi-
cité d’expression, soit dans la feuille,
soit dans la racine, soit dans ces deux
organes [29]. Le degré d’identité
entre ces séquences et leurs ana-
logues des mammiféres varie entre
50 % et 60 %. Chez la levure S. cerevi-
siae, dont le génome est totalement
séquencé, trois analogues ont égale-
ment été identifiés; leurs séquences
présentent entre elles environ 65 %
d’identité et 40 %-45 % d’identité
avec les séquences de mammiféres.
Deux de ces génes (Smfl, -2) ont été
initialement identifiés lors d’études
de complémentation d’'un mutant
défectueux pour l'importation des
protéines mitochondriales [30]; par
la suite, le gene SmfI a été a nouveau
identifié par complémentation fonc-
tionnelle d’'un mutant sensible a de
fortes concentrations extracellulaires
d’EGTA, un agent complexant des
cations divalents [31]. Enfin, un géne
analogue a été identifié chez les pro-
caryotes, dans le génome de la myco-
bactérie M. leprae. La séquence de la
protéine correspondante montre une
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conservation remarquable avec les
protéines de mammiféres (37 %
d’identité). En amplifiant par PCR, a
I’aide d’oligonucléotides spécifiques,
un fragment du geéne authentifié par
clonage et séquencage a partir
d’especes mycobactériennes, soit a
croissance lente et pathogeéne pour
I'homme (M. tuberculosis, M. avium),
soit a croissance rapide et non patho-
geéne pour 'homme (M. smegmatis),
on a démontré récemment que la
présence de cette séquence chez les
mycobactéries n’est pas le résultat
d’une transmission horizontale entre
cellule-hote et parasite intracellulaire
mais plutot d’origine ancienne (Cel-
lier, Cole et Gros, non publié). Bien
qu'une démonstration directe de la
fonction biochimique d’une des pro-
téines de la famille Nramp reste a
établir, I’existence et la conservation
remarquable de ces séquences de la
bactérie a 'homme implique une ori-
gine trés ancienne d’un prototype
Nramp. De plus, ces données sugge-
rent la possibilité d’une structure
commune associée au transport ou a
la perméation de solutés au travers
de la membrane, et de son évolution
par duplication génique permettant
une divergence d’expression ou de
spécificité.

Prédictions structurales
et fonctionnelles

Des analyses réalisées pour chacune
des séquences, utilisant le pro-
gramme Memsat qui calcule, d’apres
les propriétés intrinséques des
séquences, leur tendance a former
des hélices alpha et leur orientation
possible dans la membrane, ont
révélé des prédictions tres similaires
pour le cceur hydrophobe des
séquences apparentées a Nramp. Les
résultats concordent avec ceux obte-
nus avec les programmes Tmap et
PredictProtein qui determinent la
position et la structure possible des
segments transmembranaires & partir
d’un alignement multiple, en tenant
compte des substitutions observées
entre les séquences alignées [27]. De
ces prédictions complémentaires
résulte une topologie consensuelle
toute en hélices o pour le coeur
hydrophobe, qui inclut dix segments
transmembranaires et positionne
I'extrémité aminoterminale de la
chaine polypeptidique dans le cyto-

plasme (figure I). La séquence des
domaines transmembranaires pré-
somptifs est tres conservée, et
contient notamment des charges
négatives invariantes. L’alternance
des résidus conservés avec des posi-
tions plus variables (résidus neutres
ou hydrophobes) contribue a la
grande similitude des profils d’hydro-
phobicité des différentes séquences.
L’analyse de la périodicité de la
conservation des séquences, résidus
hydrophobes contre résidus polaires
ou chargés, permet d’identifier plu-
sieurs hélices transmembranaires
biphasiques. Ces hélices présomp-
tives pourraient étre constituées
d’une face non chargée, de séquence
variable, distincte d’une face treés
conservée et pouvant étre chargée ou
polaire. Il en résulterait pour cer-
taines des hélices un net caractere
amphiphile. La face non chargée
permettrait la solubilisation dans
I’environnement hydrophobe de la
membrane alors que la face polaire
ou chargée pourrait permettre des
interactions entre les différentes
hélices et/ou ménager un conduit
hydrophile traversant la membrane
[26]. La mutation ponctuelle G169D
determinant le phénotype Beg* chez
la souris conduirait, selon nos hypo-
theses, a I'introduction d’une charge
dans la face accessible au solvant lipi-
dique, et aurait pour effet de désta-
biliser la solubilisation de la protéine
au sein de la membrane. Cela pour-
rait expliquer I'absence de protéine
mire récemment observée dans les
macrophages des souris Bcg' [32]. La
boucle intracytoplasmique la plus
conservée est localisée entre les
hélices transmembranaires prédites 8
et 9. La conservation de la séquence
dans cette région suggere une signifi-
cation fonctionnelle, sur la base de
similitudes de séquence avec des
motifs identifiés dans différentes
familles de canaux et transporteurs
membranaires tels que les canaux
potassiques et les pompes a protons
de type vacuolaire. En particulier, le
motif TMT(X4)G (D/Q) (X4)GF*
est précisément conservé entre les
séquences Nramp animales et la

* Thr-Met-Thr (4 résidus n’importe lesquels) Gly
(Glu/Gln) 4 résidus Gly-Phe.
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séquence de la région du pore trans-
membranaire du canal K* Shaker
[33]. Par ailleurs, la distribution
périodique des résidus glycine et
autres résidus neutres de faible
encombrement stérique observé dans
cette région de l'alignement des
séquences Nramp est trés voisine de
la séquence de I’hélice transmembra-
naire 3 dans la famille de 'ATPase
vacuolaire [27]. Dans leur ensemble,
ces prédictions structurales et fonc-
tionnelles suggérent une organisa-
tion pour les protéines de la famille
Nramp selon un faisceau d’hélices
transmembranaires qui pourrait faci-
liter le transport ou la perméation
d’un substrat chargé positivement.

Vers un mécanisme
d’action de Nramp1
chez les phagocytes

La question du mécanisme d’action
de la protéine Nramp reste enti¢re et
il est difficile de concevoir a priori un
mécanisme d’action affectant sélecti-
vement la multiplication de certains
types d’agents pathogenes intracellu-
laires. Cependant, de récentes expé-
riences de localisation subcellulaire
de la protéine ont aidé a formuler
des hypotheses [32]. Grace a la pro-
duction d’anticorps spécifiques diri-
gés contre la protéine Nrampl, on a
pu établir que cette derniére est une
protéine membranaire intégrale
résistante a I’extraction par l'urée.
En outre, dans le macrophage,
Nrampl est phosphorylée et forte-
ment glycosylée, ’addition post-tra-
ductionnelle de sucres complexes
contribuant pour environ 40 % de
son poids moléculaire apparent [32].
Des études d’immunofluorescence
en microscopie confocale ont mon-
tré que la protéine n’est présente ni
au niveau de la membrane plasmique
ni au niveau de la membrane
nucléaire, mais est en fait localisée
dans un compartiment intracellulaire
qui est positif pour des marqueurs
endosomiques et lysosomaux tels que
Lamp-1 (Gruenheid et al., en prépa-
ration). Des expériences de fraction-
nement cellulaire, ainsi que I’étude
de la distribution de la protéine
Nrampl lors de la phagocytose dans
des macrophages, ont montré que la
protéine est, de facon trés semblable
a Lamp-1, recrutée dans la mem-
brane phagosomique au cours de la

maturation du phagosome (figure 2).
Cette observation est particuliére-
ment intéressante car, d’une part,
elle place Nrampl a proximité des
microbes dont elle peut affecter la

MP

o Lamp 1
¢ Nramp 1

Figure 2. Relocalisation de Nramp1
lors de la maturation phagosomique.
Immédiatement apres la phagocy-
tose (dépendante de I’actine) le pha-
gosome (Ph.) nouvellement formé a
partir de la membrane plasmique
(MP) entreprend sa migration le long
du réseau des microtubules. Sa
maturation est déclenchée par une
suite d’épisodes de fusions membra-
naires avec des vésicules apparte-
nant aux systémes endosomique
(endosome précoce, EP; endosome
tardif ET, gris clair) et lysosomal (Ly.,
gris foncé). Progressivement le
milieu intraphagosomique est altéré
de maniére a créer un micro-environ-
nement défavorable a la croissance
microbienne (I-ll, exemple: privation
de nutriments, accumulation de pro-
duits cytotoxiques) et a permettre la
destruction du corps ingéré (lll). Dif-
férentes étapes du processus de
maturation du phagosome ont été
corrélées a l’'acquisition de mar-
queurs moléculaires tel Lamp1. La
répartition intracellulaire de Lamp1
et Nramp1, ainsi que leurs cinétiques
de recrutement dans la membrane
phagosomique sont trés voisines.
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réplication et, d’autre part, les réseaux
endosomique et lysosomal jouent un
role primordial dans la destruction
des cibles intracellulaires par le
macrophage ([34], figure 2). En effet,
les parasites intracellulaires entrent
dans le phagocyte a I'intérieur d’une
vésicule de membrane plasmique, le
phagosome, qui possede treés peu
d’activité bactéricide intrinseque.
Lors de sa maturation, le phagosome
se transforme en une vacuole dans
laquelle sont concentrées nombre
d’activités cytotoxiques, par une série
de fusions successives avec des vési-
cules d’origine endosomique et lyso-
somale, qui culmine avec la forma-
tion d’un phago-lysosome. Ces
épisodes de fusion sont orchestrés
par des protéines de type Rab et
SNARE qui, en dirigeant le choix du
partenaire fusiogéne du phagosome,
déterminent ’acquisition d’un arse-
nal de fonctions bactéricides telles
que acidification, production de radi-
caux oxygénés, accumulation d’une
multitude de porines/défensines et
protéases lysosomales [34]. L’étude

MP

Cytoplasme

Figure 3. Réle possible de Nramp1
dans la séquestration de I'ion man-
ganeése. L’ion manganése est un
oligo-élément essentiel a la crois-
sance et peu abondant. Il agit
comme co-facteur dans de nom-
breuses réactions enzymatiques.
(chez la levure, I'absorption de Mn?
est déterminée par I'expression dans
la membrane plasmique de la pro-
téine Smf1 fonctionnelle). De la
méme maniére, il apparait possible
que les homologues exprimés par
les phagocytes, Nramp1, et leur
parasite, « Bcg-Smf1», puissent
contribuer a la déplétion d’ions Mn?*
de I'espace intraphagosomique. MP:
membrane plasmique.
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paralléle des interactions entre para-
sites intracellulaires et macrophages
révele la multitude des mécanismes
élaborés par les pathogeénes pour sur-
vivre dans un environnement inhos-
pitalier; c’est I’équilibre délicat entre
deux systemes compétitifs qui déter-
mine l'issue de l'infection (destruc-
tion ou parasitisme).

Le comportement intracellulaire des
parasites dont la réplication est affec-
tée ou non par la présence de
Nrampl peut étre maintenant ana-
lysé en relation avec la localisation
intracellulaire de la protéine, et sa
cinétique de recrutement par le pha-
gosome. Par exemple, les parasites
intracellulaires affectés par Nrampl
tels S. typhimurium [35], B. abortus
[386], M. tuberculosis [37], et L. dono-
vani [38] semblent tous (1) transiter
par le phagosome; (2) demeurer a
Iintérieur de cette structure durant
sa maturation; (3) inhiber la fusion
du phagosome avec certaines vési-
cules endosomiques et lysosomales
ou (4) pouvoir survivre a I'intérieur
du phago-lysosome mr. Les phago-
somes contenant ces parasites acquie-
rent le marqueur Lamp-1, et proba-
blement du méme coup, Nrampl
(présents dans les mémes vésicules,
figure 2). En revanche, des parasites
intracellulaires dont la réplication
n’est pas affectée par Nrampl (Gros
et al., non publié) ne semblent pas
associés avec un phagosome conte-
nant Lampl/Nrampl: L. monocyto-
genes s’évade rapidement du phago-
some apres 1’épisode de phagocytose
[39] alors que L. pneumophila induit
la formation d’un phagosome parti-
culier [40] qui ne peut fusionner
avec aucun partenaire endosomique
ou lysosomal. Il semble donc a priori
qu’une bonne corrélation existe
entre le comportement intracellu-
laire des pathogenes intracellulaires
et leur sensibilité a des mutations du
gene Nrampl.

Malgré les efforts considérables
déployés pour comprendre le role
biochimique de Nrampl, son méca-
nisme d’action reste a ce jour
inconnu. Nous avons proposé que la
protéine Nrampl modifie le contenu
intravésiculaire du phagosome pour
le rendre bactériostatique et non
propice a la réplication microbienne
[15]. Les prédictions structurales et
fonctionnelles fondées sur 1’analyse
de I’évolution des séquences de la

famille Nramp identifiées jusqu’alors
indiquent la présence de caractéris-
tiques propres aux familles de trans-
porteurs ou de canaux ioniques, et
suggérent que Nrampl pourrait
modifier la concentration intrapha-
gosomique d’une espéce ionique
[27]. Une étude récente chez la
levure indique que la protéine ana-
logue Smfl, exprimée dans la mem-
brane plasmique, est impliquée dans
le transport de I'ion manganese [31].
Il est donc intéressant de spéculer
que la famille Nramp pourrait trans-
porter des cations divalents tels que
le calcium, le manganeése, le magné-
sium, le cobalt, ou autres (figure 3).
Les auteurs de cette étude ont en
effet proposé que Nrampl pourrait
agir comme transporteur de manga-
nese dans la membrane phagoso-
mique [31], afin de dépléter I’espace
vacuolaire d’'un co-facteur essentiel a
I’activité de la superoxyde dismutase
(SOD), une enzyme importante syn-
thétisée par les bactéries et qui
bloque DI’effet bactéricide de ce
superoxyde. Des études sont en cours
afin de tester cette hypotheése. Finale-
ment, la récente découverte d’ana-
logues de Nramp chez les bactéries,
incluant plusieurs especes de myco-
bactéries, suggerent que les bactéries
(y compris les parasites intracellu-
laires) ont, elles aussi, un systeme de
transport qui pourrait entrer en com-
pétition avec Nrampl pour un méme
substrat (figure 3). Si tel est le cas,
I’étude du mutant de souris Bcg
aurait donc permis de mettre a jour
un fascinant systéme parallele et
compétitif de transport controlant
laccés a un substrat fondamental a
Iintérieur du phagosome ®
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Summary

The NRAMP]I gene: resistance
to intracellular infections

and antimicrobial activity

of phagocytes

The murine gene Bcg/Lsh/Ity
controls innate resistance to various
intracellular parasites. Loss of func-
tion mutations at Bcg are characte-
rized by unrestricted growth of
intracellular parasites such as Myco-
bacterium tuberculosis within the
macrophages. A positional cloning
strategy led to the identification of
the candidate gene Nrampl (natu-
ral resistance associated macro-
phage protein 1) which encodes an
integral membrane phospho- glyco-
protein composed of 12 putative
transmembrane segments (TM). A
single point mutation G169D
within TM4 prevents normal
expression of the protein and
determines a susceptible phenotype
similar to the experimental Nrampl
gene knockout. Nrampl belongs to
an evolutionary conserved family of
membrane proteins. In mammals,
two parologous genes are known
and distinguished by their
sequence conservation, chromoso-
mal localization and mRNA expres-
sion pattern. While Nramp2 is quasi-
ubiquitously expressed, Nrampl
expression is restricted to professio-
nal phagocytes (granulocytes and
macrophages). The murine macro-
phage Nrampl protein is expressed
intracellularly and is recruited to
the phagosomal membrane in
which reside various types of intra-
cellular parasites which growth is
under the control of Bcg/ Nrampl
alleles. Homologous genes have
been identified in birds, inverte-
brates, plants, fungus and bacteria
and sequences analyses predict a
consensus topological model remi-
niscent of ion transport/permea-
tion pathways. The yeast Smfl
homolog is expressed at the plasma
membrane and has been implica-
ted in Mn* uptake. It is interesting
to speculate that Nrampl and
homologs expressed by intracellu-
lar parasites may compete for the
uptake of Mn* ions from the intra-
phagosomal space and gain a meta-
bolic advantage crucial for the out-
come of their interactions.
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