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NOTE / NOTE

Modeéle topologique de la structure d’un antiport
vacuolaire de type NHX chez la vigne cultivée
(Vitis vinifera)

Mohsen Hanana, Olivier Cagnac, Ahmed MiIiki et Eduardo Blumwald

Résumé : Apres avoir identifié€ et isolé un antiport vacuolaire de type NHX chez la vigne cultivée (Vitis vinifera L.) et
avant d’initier des travaux de génomique fonctionnelle, nous avons jugé nécessaire d’acquérir un minimum de connaissan-
ces en ce qui concerne la protéine VVNHXI. A cet égard, nous avons effectué une analyse bioinformatique afin d’en
déterminer les caractéristiques générales et de disposer d’informations structurales pouvant orienter les travaux de caracté-
risation fonctionnelle. Nous avons ainsi déterminé d’importants parametres physico-chimiques (masse moléculaire, point
isoélectrique, régions hydrophobes, etc.) et obtenu des données structurales intéressantes (structures primaire, secondaire et
tertiaire; domaines conservés et motifs d’interaction; etc.). Le géne VwNHX! codant cette protéine de 541 acides aminés,
dont la masse moléculaire est estimée a 60 kDa, est composé de 14 exons et mesure 6,5 kb. La composition en acides
aminés de cette protéine est trés importante, notamment, pour I’établissement de la structure en hélice «, laquelle repré-
sente plus de la moitié de la protéine, ainsi que pour la distribution des charges qui génere des interactions é€lectrostatiques
capitales pour I’échange d’ions. La structure secondaire de VVNHX1 comporte plusieurs hélices o transmembranaires for-
mées par des résidus d’acides aminés hydrophobes qui facilitent son insertion au niveau membranaire. Globalement,
VVNHX1 posséde une partie N-terminale hydrophobe, constituée de 10 régions transmembranaires dénombrant 440 résidus
d’acides aminés, et une partie C-terminale hydrophile, composée de 100 résidus. La région comprise entre les quatrieme et
cinquieéme segments transmembranaires représente, de par sa structure en majorité hélicoidale ainsi que I’existence d’un
environnement électrostatique favorable aux cations, le pore par lequel vont s’engouffrer les cations lors de leur traversée
membranaire. Par ailleurs, la présence de différents domaines d’interaction ainsi que de multiples sites putatifs de modifi-
cation post-traductionnelle, principalement localisés au niveau de la partie C-terminale mais également au niveau N-
terminal, est d’une grande importance pour la régulation de 1’activité de la protéine, sa stabilité structurale ainsi que ses
interactions avec d’autres protéines mais également avec des molécules de signalisation cellulaire.

Mots-clés : antiport NHE, bioinformatique, structure topologique, modification post-traductionnelle, Vitis vinifera.

Abstract: After identifying and isolating a grapevine (Vitis vinifera L.) NHX vacuolar antiporter and before initializing
functional genomic studies, we juged necessary to acquire a minimum of knowledge about the VVNHXI1 protein. Thus, we
realized a bioinformatic analysis to determine its basic characteristics and to get structural informations that could guide
us through the functional characterization. We have determined important physico-chemical parameters (molecular mass,
isoelectric point, hydrophobic regions, etc.) and obtained interesting structural data (primary, secondary, and tertiary struc-
tures; conserved domains and interaction motives; etc.). The VvNHXI gene, which encodes this 541 amino-acid protein
with a predicted molecular mass of 60 kDa, is made of 14 exons and measures 6.5 kb. The amino-acidic composition of
this protein is very important, in particular, for the establishment of the a-helix structure, which represents more than 50%
of the protein, but also for charge distribution, which generates critical electrostatic interactions for the ionic flux. The sec-
ondary structure of VVNHX1 contains multiple transmembrane «-helix segments that are made of hydrophobic amino-acid
residues, thus facilitating its insertion in the membrane. Globally, VVNHX1 has one hydrophobic N-terminal region, made
of 10 transmembrane segments with 440 amino-acid residues, and one hydrophilic C-terminal region, made of 100 resi-
dues. The region located between the fourth and fifth transmembrane segments represents, with its structure mainly heli-
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coidal and the presence of a favourable electrostatic environment, the pore where cation flux is performed across the mem-
brane. VVNHX1 contains various interaction domains as well as several putative posttranslational modification sites,
mainly at the C-terminus but also at the N-terminus, that play an important part in regulating protein activities, influence
protein structural stability, or interact with other proteins or signalling molecules.

Key words: NHE antiporter, bioinformatics, topological structure, posttranslational modification, Vitis vinifera.

Introduction

En utilisant une approche génes candidats, nos récents tra-
vaux sur la vigne cultivée (Vitis vinifera L.) ont abouti a
I’identification et 1’isolement d’un antiport vacuolaire de
type NHX, la protéine VVNHXI, dont nous avons décrit la
fonctionnalité et les propriétés biologiques de transport (Ha-
nana et al. 2007, 2008). Cependant, les données structurales
et relatives aux modalit€s de régulation de cette protéine
font défaut. Nous avons démontré que VVNHXI assure
I’échange de cations monovalents (Na*, K*, Li*)/H* a tra-
vers la membrane vacuolaire et qu’il est impliqué dans la ré-
gulation du pH, I’homéostasie ionique, la tolérance a la
salinité et la détoxication de cations mais aussi et surtout
dans la maturation de la baie du raisin par un processus de
compartimentation de cations au sein de la vacuole (Hanana
et al. 2007, 2008).

Les antiports NHX peuvent jouer des rdles variables et
posseédent des fonctions diverses selon les organismes. Parmi
eux, les antiports vacuolaires représentent une famille de
protéines transmembranaires assurant les échanges cation/
H* au niveau du tonoplaste et jouant un role important dans
divers processus physiologiques, notamment, la régulation
du pH et de la prolifération cellulaire, I’homéostasie ionique
(Blumwald et al. 2000; Putney et Barber 2003; Sottosanto et
al. 2007), le contrdle de la circulation et du mouvement de
cations, ainsi que I’osmorégulation et la tolérance a la sali-
nité chez les végétaux (Apse et Blumwald 2002; Moffat
2002; Shi et al. 2003). Chez les mammiferes, les antiports
de type NHE assurent différentes fonctions, notamment, la
régulation du pH intracellulaire et du volume cellulaire,
I’élimination de 1’acidité excessive chez les cellules en
pleine activité métabolique et la réabsorption de NaCl a tra-
vers les épithélia intestinaux et rénaux (Orlowski et Grins-
tein 1997). Chez le nématode Caenorhabditis elegans, ces
antiports NHE maintiennent, au niveau des cellules épithé-
liales intestinales, le gradient de pH nécessaire a 1’ab-
sorption des nutriments (Nehrke 2003). Chez la mouche
Drosophila melanogaster, les antiports DmNHE1, DmNHE?2
et DmNHE3 sont exprimés au niveau des cellules épithélia-
les des tubes de Malpighi et seraient impliqués dans les sé-
crétions fluides issues de ces tissus (Giannakou et Dow
2001). Enfin, chez la levure Saccharomyces cerevisiae, en
plus de P'activité d’échange cation/proton a travers la va-
cuole, I’antiport NHX intervient au niveau de la circulation
vésiculaire ainsi que de la biogenése des vésicules et des
compartiments vacuolaires (Bowers et al. 2000; Ali et al.
2004).

D’un point de vue général, les systemes cellulaires res-
ponsables du transport d’ions chez les végétaux, du moins
chez la vigne, restent encore peu caractérisés aux niveaux
génétique et moléculaire. Or, il est difficile de trouver expé-
rimentalement la fonction d’une protéine sans aucune

connaissance préalable, d’ou le besoin d’un minimum de ca-
ractérisation et d’informations sur la structure pour orienter
les recherches de génomique fonctionnelle mais aussi pour
initier les travaux de cristallisation et de détermination de
structure tridimensionnelle. Les programmes d’annotation
automatique ont identifié, chez les eucaryotes, plus de 200
génes candidats pour I’antiport NHX, et plus de 550 séquen-
ces putatives ont été enregistrées dans les bases de données
bioinformatiques GenBank et Pfam (Brett et al. 2005). Mal-
gré ce nombre de genes orthologues relativement élevé pour
une seule et méme famille de protéines transmembranaires,
un seul antiport, le NhaA d’Escherichia coli, a vu sa struc-
ture tridimensionnelle déterminée apres purification, cristal-
lisation et analyse par résonance magnétique nucléaire et
microscopie a force atomique (Williams 2000).

Etant donné que le fossé s’accroit entre le nombre de sé-
quences protéiques déterminées, le nombre de structures tri-
dimensionnelles disponibles et le nombre de fonctions
expérimentalement connues pour ces séquences, il devient
impératif d’utiliser des outils de prédiction des structures ou
des fonctions pour des protéines totalement ou partiellement
inconnues (Tusnady et al. 2008). L’outil bioinformatique
constitue un moyen efficace pour combler ce vide et répon-
dre a ce besoin d’identification structurale et fonctionnelle.
La modélisation structurale via la combinaison de plusieurs
algorithmes de prédiction de structure reste un outil irrem-
placable pour obtenir I'information structurale en 1’absence
d’information expérimentale directe (Cuthbertson et al.
2005). Pour déterminer la structure réelle d’une protéine, on
a souvent recours a la cristallographie par rayons X; néan-
moins, cette technique demande beaucoup de travail car il
faut avoir en grande quantité une protéine tres pure et réus-
sir a la cristalliser. Or les antiports NHX sont des protéines
transmembranaires intrinseques, donc fortement liées a la
membrane, d’ou la nécessité d’employer un détergent pour
leur extraction et solubilisation, mais cette pratique exerce
un effet dénaturalisant indésirable pour leur étude. Par ail-
leurs, les protocoles de purification ainsi que les techniques
de cristallisation des protéines restent complexes et nécessi-
tent le plus souvent une optimisation afin d’obtenir une pro-
téine native stable et fonctionnelle physiologiquement. De
plus, I’analyse des résultats est longue. La résonance magné-
tique nucléaire peut elle aussi étre utilisée mais pour des
protéines qui ne sont pas trop grosses (200 acides aminés);
or la séquence peptidique des antiports NHX dépasse géné-
ralement les 500 acides aminés. Il est maintenant possible de
prédire in silico, par des méthodes informatiques, les struc-
tures bidimensionnelles et tridimensionnelles d’une protéine,
certains de ses domaines fonctionnels, les modifications
post-traductionnelles, voire méme sa localisation cellulaire
(Tusnady et Simon 2001a). L’exactitude des prédictions de
structures secondaire et tertiaire semble augmenter quand
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on combine plusieurs algorithmes indépendants (Cuthbertson
et al. 2005). Bien que ces méthodes soient théoriques et ne
donnent qu’une information probable quant a la structure
réelle de la protéine, elles demeurent encore un prérequis in-
dispensable aux travaux d’analyse de la structure tridimen-
sionnelle dont la détermination constitue un enjeu majeur.
En outre, la modélisation théorique permet de formuler des
hypothéses de relation structure — fonction — régulation d’ac-
tivit€ en 1’absence de structures expérimentales (Landau et
al. 2007).

Dans ce contexte et en guise de premicre Etape avant
I’initiation des travaux d’analyse de structure tridimension-
nelle, nous présentons ici les résultats de I’étude structurale
de P'antiport VVNHX1 en nous basant sur des analyses
bioinformatiques in silico. Les informations apportées par
ce modele structural topologique pourraient constituer un
appui précieux a I’élaboration de constructions géniques mu-
tantes; elles permettraient alors de tester leur fonctionalité et
d’essayer certaines modalités de régulation de ’activité de
transport. De plus, en paralléle, cette approche permettrait
d’accéder a la structure de la protéine par morceaux, en uti-
lisant les cristaux issus des constructions de délétions.

Méthodologie : analyses bioinformatiques in
silico

Les séquences de I'antiport VVNHX1 ont été analysées
avec le logiciel Lasergene, version 8.0 (EditSeq, lors de la
réception des séquences et pour la recherche de cadre de
lecture ouvert; MegAlign et SeqMan, pour la comparaison
et I’alignement des séquences afin de valider la séquence fi-
nale consensus du gene) de DNASTAR, Inc. (2008). Puis,
I’analyse BLAST a été effectuée au niveau des bases de
données du National Center for Biotechnology Information,
Bethesda, Maryland (Altschul et al. 1990) et Pfam (version
22.0, juin 2007, 9318 familles; Finn et al. 2008). Les sites
de serveurs offrant des ressources en bioinformatique ont
€galement servi a la caractérisation des différents niveaux
de structure (primaire, secondaire et tertiaire) de la protéine :
Infobiogen (Centre national de ressources informatiques ap-
pliquées a la génomique 2006; le site Web consulté n’est
plus fonctionnel), NPS@ (Institut de biologie et de chimie
des protéines 2008) et ExXPASy pour I’analyse protéomique
(Gasteiger et al. 2003). Les prédictions topologiques de
structure ont été réalisées avec les logiciels TopPred2 et
TMAP (Institut Pasteur 2008), TMHMM (Centre d’analyse
de séquences biologiques 2007), DAS (Cserzo et al. 1997),
PRED-TMR (Pasquier et al. 1999), TMpred (Institut suisse
de bioinformatique 2008), HMMTOP (version 2; Tusnady
et Simon 2001a), PHDhtm (Rost et al. 2004) et ProtParam
(Réseau de bioinformatique canadien 2008); la méthode de
Kyte et Doolittle (1982) a été utilisée afin de déterminer le
caractere hydrophobe des résidus d’acides aminés. La com-
binaison et I’interprétation des résultats de ces différents ou-
tils ont permis d’obtenir et de désigner un modele final
consensus. L’obtention de ce modele est basée sur la fré-
quence et 1’analogie des modeles déterminés par les logiciels
les plus puissants et les plus performants (notamment
TMAP, TMHMM et HMMTOP), tel que décrit par Tusnady
et Simon (2001b) et Cuthbertson et al. (2005); dans le cas
de divergence sur certaines régions, les autres logiciels ont
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été utilisés. Le logiciel NetPhos, version 2.0 (Blom et al.
1999), a servi a la détermination des sites putatifs de phos-
phorylation de VvNHXI1. La représentation hélicoidale
d’une région de la protéine a été effectuée a 1’aide du logi-
ciel Winpep, version 3.01 (Hennig 1999).

Résultats

Description moléculaire du géne VvNHX1

L’ADNc entier du géne VvNHXI est composé de 2053
nucléotides; il possede une région 5’ non traduite de 60 nu-
cléotides, une région 3’ non traduite de 367 nucléotides et
une région codante de 1626 nucléotides (Hanana et al.
2007). L’analyse par BLAST de la séquence du gene
VWNHX1, avec la séquence du génome du V. vinifera ‘Pinot
noir’, clone ENTAV 115, numéro d’accession AM462852,
nous a permis de déterminer que VvNHX]I est localisé au ni-
veau du chromosome 5, qu’il est composé de 14 exons et
qu’il représente environ 6,5 kb. Comparativement, le geéne
AtNHX1 d’Arabidopsis thaliana possede 13 exons et repré-
sente 4 kb (Darley et al. 2000), InNHXI et InNHX2
d’Ipomoea nil possedent chacun 15 exons et représentent
respectivement 5,5 et 6 kb (Ohnishi et al. 2005) et, enfin,
OsNHX1 d’Oryza sativa a 14 exons et représente 4,5 kb (Fu-
kuda et al. 2004). D’autre part, la consultation de la base de
données du National Center for Biotechnology Information a
permis de détecter la présence de deux autres isoformes de
VwNHX localisées au niveau des chromosomes 7 et 14 du
génome du V. vinifera. Ainsi, la présence d’au moins trois
isoformes de type NHX dans le génome du V. vinifera sup-
porte I’idée que cette famille de geénes est impliquée dans
divers processus biologiques. L’analyse par BLAST de la
séquence entiere a permis d’identifier des domaines conser-
vés relatifs au transport de cations et a également révélé des
niveaux €levés de similitude avec différentes séquences co-
dant pour des antiports végétaux de type NHX, ce qui nous
a permis de classer VVNHX1 dans le groupe des protéines
transmembranaires localisées au niveau du tonoplaste.

Analyse de la structure primaire de I’antiport VVNHX1
La séquence peptidique de VVNHXI1 est disponible dans
la base de données GenBank, sous le numéro d’accession
AY634283. VVNHXI est une protéine composée de 541 ré-
sidus d’acides aminés. Elle posséde une masse moléculaire
estimée a 60 kDa ainsi qu’un point isoélectrique théorique
de 9,51. La composition peptidique de VVNHX1 révele que
les acides aminés les plus fréquents sont la leucine (12,4 %)
et la sérine (10,5 %). D’une part, les acides aminés présen-
tant un caractére hydrophobe nécessaire a la formation de
I’hélice a représentent 53 % de I’antiport, ce qui suggere un
role important dans 1’organisation hélicoidale de la protéine,
confirmant sa localisation et son intégration au niveau mem-
branaire. D’autre part, les acides aminés favorables a la for-
mation de liaisons hydrogene, et donc a la stabilisation de la
protéine, forment 40% de la molécule. Par ailleurs, la cys-
téine est treés peu présente (0,9 %); la probabilité de forma-
tion de liaison disulfure rigide (comparativement aux
liaisons hydrogene plus fragiles) est donc réduite, ce qui ac-
corderait une certaine souplesse a la protéine au sein de la
membrane fluide. Le nombre total de résidus chargés négati-
vement est de 34, tandis que celui des résidus chargés posi-
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tivement est de 53. La répartition des charges au niveau de
la chaine peptidique ainsi que leur nombre peuvent jouer un
role dans D’attraction et I’affinité ioniques. En effet, nous
avons constaté que prés de 30 % des charges négatives
(c’est-a-dire 10 résidus d’acides aminés chargés négative-
ment) sont localisées au niveau de la région des acides ami-
nés 145 a 207 (avec seulement 2 résidus positifs); il en
résulte un environnement électrostatique trés favorable a
Pattraction et au flux de cations (fig. 1). Par ailleurs, nous
avons noté la répétition d’une séquence peptidique SVVLF
au niveau des positions 191 et 425; toutefois, ce motif n’a
€té reconnu chez aucune autre protéine et, par conséquent,
aucun role particulier n’a pu lui étre attribué.

Analyse de la structure secondaire de I’antiport VVNHX1

Plus de la moitié de la protéine VVNHX1 est organisée en
hélice o (56 %); le reste de la protéine est en forme de
chaine allongée (37 %) et la structure en feuillet f est prati-
quement négligeable (7 %). La présence continue et répétée
de structures en hélice o est généralement favorable a 1’in-
sertion de la protéine au sein des membranes. En effet, la
partie de la structure de 1’antiport se trouvant dans le coeur
non polaire de la bicouche lipidique est essentiellement
composée de segments en hélices o qui parviennent a neu-
traliser, par formation de liaisons hydrogene, les fonctions
hautement polaires N-H et C=0 du squelette peptidique. La
structure secondaire de VVNHXI1 comporte ainsi plusieurs
hélices a transmembranaires formées par des segments de
chaine contenant des résidus d’acides aminés hydrophobes.
Des petites régions charnieres relient les hélices «, de sorte
que la chaine polypeptidique effectue un trajet en zigzag a
travers la membrane (fig. 1).

Analyse de la structure tertiaire et des modifications
post-traductionnelles de ’antiport VVNHX1

La plupart des logiciels utilisés élaborent un profil d’hy-
drophobicité révelant la présence de 10 domaines transmem-
branaires hautement conservés chez les végétaux supérieurs
(fig. 1), tous organisés en hélice o et constitués chacun de
23 résidus d’acides aminés (Hanana et al. 2007). Méme si
la prédiction de la structure peut varier selon le programme
utilisé, la plupart des logiciels de prédiction de topologie ex-
hibent des modeles quasi similaires : VVNHX1 posséde deux
domaines fonctionnels. La partie N-terminale hydrophobe
constituée des 10 régions transmembranaires dénombre 440
résidus, alors que la partie C-terminale hydrophile est com-
posée de 100 résidus. La partie N-terminale transmembra-
naire contient le pore ou 1’échange d’ions aura lieu, tandis
que la partie cytoplasmique C-terminale semble étre impli-
quée dans la régulation de I’activité de transport (Waka-
bayashi et al. 1997). Le modele €laboré (fig. 1) indique que
les parties N et C terminales font face au cytoplasme. Par
ailleurs, selon Yamaguchi et al. (2003), la partie hydro-
phobe, située entre les quatriéme et cinquiéme régions trans-
membranaires, et qui ne semble pas traverser complétement
la membrane vacuolaire bien qu’elle lui soit associée, est
considérée comme capitale pour ’activité de transport. De
plus, différents domaines d’interaction ainsi que de multiples
sites putatifs de modification post-traductionnelle, principa-
lement localisés au niveau de la partie C-terminale, sont
d’une grande importance pour la régulation de I’activité de
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la protéine, sa stabilité structurale ainsi que ses interactions
avec d’autres protéines mais également avec des molécules
de signalisation cellulaire (fig. 1). Seulement les exemples
qui nous ont semblés les plus intéressants seront évoqués en
raison de la présence d’un grand nombre de ces motifs et
domaines.

Cas de myristoylation

Plusieurs motifs putatifs de myristoylation, la plupart
d’entre eux situés sur les segments transmembranaires, ont
été répertori€s chez la protéine VVNHXI1 (fig. 1). Plus de la
moitié d’entre eux (cing sur neuf) se trouvent localisés et
concentrés au niveau du pore délimitant la zone de flux de ca-
tions, assurant ainsi une meilleure stabilisation et fixation de
cette région qui est sujette a des phénomenes vibratoires et de
distorsion en raison de ce flux (fig. 1). En plus du précédent
motif, il existe un site d’attachement membranaire localisé
entre les premicre et deuxiéme régions transmembranaires,
qui servirait a la fois a I’adressage et a I’ancrage de la pro-
téine au niveau de la membrane vacuolaire (fig. 1).

Cas de glycosylation

Bien que les analyses par buvardage Western effectuées
par Hanana et al. (2007) n’aient révélé aucune évidence de
nature glycoprotéinique pour VVNHXI, plusieurs sites po-
tentiels de glycosylation ont été détectés au niveau de
VVvNHXI1 (fig. 1). Cela confirme que 1’existence d’un motif
n’est pas forcément synonyme de fonctionalité, mais décou-
lerait possiblement d’un simple héritage génétique.

Cas de phosphorylation

Le nombre €levé et vari¢ de sites putatifs de phosphoryla-
tion chez VVNHX1 dénote I'importance et la complexité de
la régulation chez cette protéine (fig. 1). En effet, ce type de
modification post-traductionnelle sert a la signalisation cel-
lulaire et représente un mécanisme impliqué dans la régula-
tion de I’activité de transport de la protéine et un moyen de
contrdler finement le flux et 1’échange d’ions.

Cas de motifs d’interaction

Un motif d’interaction putatif avec les protéines de la fa-
mille 14-3-3 (groupe de protéines répertoriées sous ce nu-
méro de catalogue) a été identifié au niveau de la région
des acides aminés 108 a 114. Les protéines 14-3-3 intervien-
nent dans de nombreux processus cellulaires et jouent le role
d’adaptateurs dans des interactions protéines—protéines, les
mécanismes d’activation—inactivation d’enzymes ou encore
dans la localisation subcellulaire de protéines. D’autre part,
VvNHX1 posséde un domaine (3*LFFIYLLPPI®3) de fixation
du composé diurétique amiloride au niveau de la troisiéme
région transmembranaire (fig. 1) (Hanana et al. 2007). Il a
été rapporté que tous les antiports NHE possedent un tel do-
maine (Yun et al. 1993; Harris et Fliegel 1999). Par ailleurs,
la région peptidique comprenant les acides aminés 489 a
524 possede la capacité de former une structure hélicoidale
amphiphile chargée positivement (fig. 2); cette région est ca-
ractéristique d’un domaine de fixation de la calmoduline im-
pliquée dans la régulation de D’activit€¢ de 1’antiport. Ce
méme domaine a été identifi€ par Yamaguchi et al. (2003)
au niveau des acides aminés 496 a 518 d’AtNHXI.

Publié par les Presses scientifiques du CNRC



Hanana et al.

343

Fig. 1. Modele topologique de la structure putative de I’antiport vacuolaire VVNHX1 du Vitis vinifera.
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Discussion

Les antiports vacuolaires NHX sont des protéines trans-
membranaires composées d’environ 550 résidus d’acides
aminés; ils présentent généralement 10 a 12 régions trans-
membranaires hydrophobes (Hamada et al. 2001; Xia et al.
2002; Yoko et al. 2002; Yamaguchi et al. 2003; Brini et al.
2005; Yu et al. 2007) et une partie C-terminale hydrophile
localisée le plus probablement au niveau du cytoplasme,
bien que celle d’AtNHXI1 soit située au sein du lumen va-
cuolaire d’aprés Yamaguchi et al. (2003). En effet, ces der-
niers auteurs affirment que la structure globale d’ AtNHX1
est distincte de celles de I’antiport humain NHEI1 et de tout
autre NHX connu; elle serait composée de neuf domaines
transmembranaires hydrophobes et d’un domaine C-terminal
hydrophile. La séquence de la partie N-terminale, respon-
sable de I’activité de transport, est la plus conservée parmi
les antiports NHX, tandis que la partie C-terminale semble
plus spécifique (Putney et al. 2002; Yamaguchi et al. 2005;
Pardo et al. 2006). Selon Yamaguchi et al. (2003), la régula-

Cytoplasme

Vacuole

) Signal peptidique

O Résidus chargés négativement
# Site de phosphorylation
X Site de myristoylation

j\ Site de glycosylation
< _ Site de clivage

tion de la sélectivité de transport par le domaine C-terminal
ainsi que la localisation vacuolaire de ce dernier prouvent
qu’il existe des méchanismes de régulation de I’activité
d’échange d’ions agissant au sein de la vacuole. Entre au-
tres, cette sélectivité d’échange et cette affinité de transport
seraient régulées de I'intérieur de la vacuole par la calmodu-
line qui interagit avec une région spécifique de la partie C-
terminale de DI’antiport AtNHX1 (Yamaguchi et al. 2005).
Paradoxalement, Sato et Sakaguchi (2005) s’accordent avec
nous sur la localisation cytoplasmique du domaine C-
terminal; ils confirment une analogie de structure entre
AtNHXI1 et NHE1 du fait de la présence commune de 12
régions transmembranaires, et ceci en dépit de 1’absence de
signal peptidique chez AtNHXI1. Les auteurs s’accordent
ainsi sur le fait que AtNHX1 présente des segments associés
a la membrane vacuolaire sans pour autant la traverser com-
pletement; toutefois, leurs résultats divergent quant a la lo-
calisation de ces segments. Si dans le modele de
Yamaguchi et al. (2003) 1’on considére comme membranai-
res les segments qui ne traversent pas totalement la mem-
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Fig. 2. Représentation hélicoidale (Winpep, version 3.01; Hennig 1999) et caractére amphiphile de la région peptidique 489 a 524 de

VvNHX1 du Vitis vinifera.

acide aminé hydrophobe
acide aminé hydrophile

acide aminé chargé positivement o

O®@ O

acide aminé chargé négativement .,

brane, alors on retrouve les 12 régions membranaires du mo-
dele de Sato et Sakaguchi (2005) proposé pour AtNHX1.
En dehors de ces divergences d’opinion et d’interprétation
concernant la structure topologique d’AtNHXI1, nous pou-
vons constater que celle de VVNHX1 possede des caractéris-
tiques bien spécifiques et importantes a mentionner. En
effet, chez la famille des antiports humains NHE, un signal
peptidique est généralement présent en aval du premier seg-
ment transmembranaire et sert a ’intégration de I’antiport
au niveau membranaire (Sato et Sakaguchi 2005), or chez
le V. vinifera, celui-ci est localisé au tout début de la
séquence peptidique de VVNHXI1 et bien avant le premier
segment transmembranaire. Cette différence pourrait s’ex-
pliquer par le fait que, chez NHEL, il existe un site putatif
de clivage situé juste quelques acides aminés en avant du si-
gnal peptidique, alors que pour VVNHXI, celui-ci n’est pas
localisé avant le signal peptidique mais beaucoup plus loin
sur la partie C-terminale de la séquence peptidique. Néan-
moins, chez les deux protéines NHE1 et VVNHX1, aucune
preuve expérimentale concernant un mécanisme de clivage
n’a été mise en évidence. D’autre part, il a été rapporté que
toutes les protéines NHE possedent un domaine conservé
(LFFIYLLPPI) de fixation de I’amiloride, composé qui a la
faculté d’inhiber I’activité de transport de 1’antiport (Yun et
al. 1993; Harris et Fliegel 1999); cependant, apreés avoir
identifi¢ ce domaine au niveau de la séquence peptidique de
VvNHXI1, nous avons échoué a inhiber I’activité d’échange
d’ions en utilisant ce composé. Ce manque de succes tient
sans doute a ce que le domaine de fixation de 1I’amiloride
chez VVNHXI1 possede une isoleucine au lieu d’une leucine,
et une tyrosine au lieu d’une phénylalanine, contrairement a
la plupart des isoformes de NHE. En effet, de telles muta-
tions ont été impliquées dans la réduction de I’effet inhibi-
teur de I’amiloride sur 1’isoforme NHE3 (Counillon et al.
1993). Ainsi, I’existence d’un domaine (méme s’il est
conservé chez la plupart des espéces) au niveau de la sé-
quence peptidique n’est pas forcément synonyme de fonc-

B, e
=0

3l Hydrophobe

tionnement. Une autre particularité de VVNHX1 réside dans
le fait que le motif d’interaction avec les protéines 14-3-3
est localisé au niveau de la partie N-terminale intravacuo-
laire (ce qui implique une intervention et une régulation a
partir du compartiment vacuolaire) alors qu’il est situé sur
la partie C-terminale cytoplasmique chez NHE (ce qui im-
plique, par conséquent, une régulation a partir du cyto-
plasme) (Wakabayashi et al. 2000). En outre, il a été
rapporté que certains antiports vacuolaires sont glycosylés
pour former des glycoprotéines telles que AtNHX1 (Apse et
al. 1999), AgNHX1 de I’Atriplex gmelini (Hamada et al.
2001) et OsNHX1 (Fukuda et al. 2004), mais cela n’a pas
été démontré chez VVNHXI. De plus, le phénomene d’oli-
gomérisation, qui est une caractéristique commune a plu-
sieurs protéines transmembranaires, ne semble pas exister
chez VVNHXI1. En effet, et bien que I’association en dimére
ait été décrite au niveau des isoformes NHE1 et NHE3 de
mammiferes (Fafournoux et al. 1994; Counillon et Pouysse-
gur 2000; Lacroix et al. 2004) et de I’antiport NhaA de la
bactérie E. coli (Screpanti et al. 2006), nos travaux d’immu-
nodétection (Hanana et al. 2007) ne supportent pas 1’hypo-
thése d’une dimérisation chez VVNHXI.

Bien que les travaux de détermination de structure soient
a I’heure actuelle un champ treés actif de recherche, aucune
structure tridimensionnelle de 1’antiport vacuolaire NHX n’a
encore vu le jour. La comparaison des nombreuses structures
tridimensionnelles a haute résolution (obtenues par réso-
nance magnétique nucléaire ou par cristallographie aux
rayons X) disponibles pour les protéines solubles (plus de
25 000) et membranaires (95) dans la base de données des
protéines refléte clairement les difficultés rencontrées avec
les protéines membranaires (Institut Max-Planck de biophy-
sique 2006)). La présence d’un environnement lipidique es-
sentiel au maintien de leur conformation active ainsi que
leur haut poids moléculaire compliquent considérablement
la détermination de leur structure tridimensionnelle (Ché-
rouati 2005). C’est pourquoi, en 1’absence de structure tridi-
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mensionnelle pour 1’antiport VVNHX1, il est possible d’ex-
ploiter notre modele (qui sera confirmé ou qui nécessitera
quelques ajustements selon les résultats des travaux ulté-
rieurs) en l’utilisant notamment comme carte topologique
avec laquelle les zones de mutation ou délétion a effectuer
pourront étre choisies en fonction de la position des diffé-
rents segments transmembranaires et des sites de régulation
post-traductionnelle, tout particulierement au niveau de la
partie C-terminale. C’est ainsi que des travaux de délétion
et mutation effectués au niveau du domaine de fixation de
la calmoduline ont abouti a une activation de NHEI, a
I’amélioration de son affinité pour les ions H* intracellulai-
res et a une perte de sa sensibilité au calcium intracellulaire
(Bertrand et al. 1994; Wakabayashi et al. 1994). Ce domaine
exerce donc un effet auto-inhibiteur sur I’activité de 1’an-
tiport. Cette auto-inhibition est logique dans le sens ou elle
limite 1’absorption de NaCl au niveau intestinal et, par
conséquent, réduit les risques de pathologie due a I’exces
de sel dans I’alimentation. Un mécanisme similaire d’auto-
régulation négative par la calmoduline a ét¢ mis en évidence
chez AtNHX1 (Yamaguchi et al. 2005), mais pas encore
chez VVNHXI1, ou il serait responsable de I’ajustement de
la teneur en potassium ainsi que du controle de ’acidité au
niveau de la baie du raisin. La manipulation de ce domaine
pourrait probablement servir a améliorer la qualité organo-
leptique du raisin. Il serait aussi intéressant d’effectuer des
mutations dirigées au niveau des domaines d’interaction
(motifs d’interaction avec les protéines de la famille 14-3-3,
séquence peptidique SVVLF, domaines calmoduline ou ami-
loride ou environnement électrostatique correspondant au
lieu de flux de cations, etc.) et de régulation d’activité (sites
de phosphorylation ou de glycosylation, etc.), puis d’ana-
lyser les caractéristiques de transport et d’échange d’ions de
VVNHXI1. Cette approche consistant a manipuler par muta-
tion ou délétion de domaine (ou portion de domaine) per-
mettrait d’accéder a de nouvelles informations concernant la
structure tridimensionnelle de la protéine ainsi qu’a des
voies prometteuses quant aux modalités de régulation de
son activité de transport d’ions; en outre, elle permettrait
d’émettre et de tester de nouvelles hypothéses quant a la
structure et la fonction de cette importante protéine.
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