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La famille des échangeurs Na7I{ comprend neuf membres (NHEY à NHE9). Ces

isoformes diffèrent entre elles par leur structure primaire ainsi que par leur profil

pharmacologique. Plusieurs études par mutagenèse ont permis d’identifier les acides

,.•,,,

,• . ,, + +amines impliques dans 1 activite d echange, dans 1 interaction de 1 echangeur Na /H avec

ses inhibiteurs et le Na. Les résidus Phe162, Leu163, G1y174 dans le M4 (domaine

transmembranaire 4), Glu262 et Asp267 dans le M7, Glu346 et His349 dans le M9 et Glu391

dans le Ml0 ont ainsi été caractérisés.

Nous rapportons ici la sélection et la caractérisation d’un variant spontané de NHE1

extrêmement résistant au H0E694, un puissant inhibiteur spécifique des échangeurs

Na7H. Le séquençage de l’ADNc correspondant à la région associée à la membrane a

révélé la présence de la seule mutation Glu346Asp située dans le neuvième domaine

transmembranaire. L’introduction de cette mutation dans un NHEI de type sauvage a

reproduit le phénotype du variant NHE original.

Le mutant Glu346Asp-NHEY est 2000 fois plus résistant au H0E694 et près de 200

fois plus résistant au EIPA (ethylisopropyl amiloride) que le NHE1 de type sauvage et nous

montrons que la charge ainsi que la position relative, du résidu Glu346 est critique pour

l’interaction de NHE1 avec les inhibiteurs. De plus, le mutant Glu346Asp-NHE1 présente

une affinité pour le Na diminuée de quatre fois. Bien que la mutation des acides aminés

adjacents à Glu346 n’affecte ni l’activité de NHE1, ni sa sensibilité aux inhibiteurs, les

différences observées au niveau des sensibilités à l’EIPA et au H0E694 et de l’affinité pour

le Na des différents mutants suggèrent que Glu346 n’interagit pas directement avec les

inhibiteurs mais participe plutôt à l’élaboration d’une structure propice à la liaison des

inhibiteurs et du Na.

La mutation de Glu346 en d’autres acides aminés aux propriétés physico-chimiques

différentes comme la taille, la charge ou la polarité, nous a permis d’affirmer que la charge

de Glu346 est impliquée dans l’interaction des inhibiteurs avec NHEI alors que sa taille est
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relativement peu importante. De plus, nous montrons que la position de cet acide aminé est

cruciale. Finalement, la charge de Glu346 est critique pour l’activité intrinsèque de NHE1.

Ces résultats nous permettent d’affirmer que le résidu Glu346 de NHE1 est crucial

pour l’activité de NHEY ainsi que pour son interaction avec les inhibiteurs et le Na*.

De plus, en se basant sur la structure résolue de l’échangeur Na7H bactérien

NhaA, nous proposons un alignement de la séquence de NHE1 avec celle de NhaA afin de

préciser la topologie de NHE1 définie ultérieurement.

Finalement, la structure connue de NhaA ajoutée à l’alignement NhaA-NHE1 nous

permet de proposer une structure prédite de NHEY.

Mots-clés NHE, inhibiteurs, Na, glutamate, structure-function, activité
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Abstract

Na7H exchangers (NUE) forrn a family in which nine members have been cloned

thus far. These isoforms display differences in their primary structure and their

pharmacological profile. Extended mutagenesis analyses have been performed to identify

arnino acids involved in the exchange activity, in the interaction of mammalian NHEI with

its inhibitors and the Na. Residues Phe16-,, Leu163, G1y174 in M4 (transmembrane domain

4), Glu262 and Asp267 in M7, Glu346 and Ris349 in M9 and Glu391 in M1O have been shown

to participate in these interactions.

Here we report the selection and the characterization of a NUE 1 variant that exhibits

a very high resistance to H0E694, a specific inhibitor ofNa/H exchangers. Sequencing of

the coding region conesponding to the N-terminal domain of this variant revealed the

presence of only one mutation Glu346Asp located within membrane spanning segment 9

(M9). The introduction of this mutation by site-directed mutagenesis in a wild-type NHE1

reproduced the original NHE1 variant phenotype.

We reproduced this amino acid change in the wild-type NHE1 and found that this

mutation alone is responsible for the huge decrease in sensitivity to the H0E694 compound

and to ethylisopropyl amiloride (EIPA). We found that the NHE1-Glu346Asp mutant was

more than 2000-fold more resistant to H0E694 and up to 200-fold more resistant to EIPA

than was the wild-type NHE1.

By mutating this amino acid into several others with different properties regarding

their size, charge and polarity, we were able to determine that the size of Glu346 presents

littie effect on the sensitivity to inhibitors. The charge of Glu346 showed a significative

effect on the sensitivity to inhibitors but flot on the Na affinity. Interestingly, mutations

abolishing the charge in position 346 lead to a great decrease of the NHEY activity while

the Glu346Asp-NHE 1 mutant showed a rnodest 2-fold decrease in NUE 1 activity.
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Exchanging Glu346 with its neighbours A1a345 and Leu347 did flot equally alter the

interaction between NHE1 and inhibitors. This suggests that the spacial orientation of the

glutamate charge is critical.

The most striking effect of ail the mutations studied here was observed with the

Glu346Asp-NHE1. Indeed, this mutant showed decreased membrane expression and a 4-fold

decreased Na affinity which is compensated by a 2-foid increased transport velocity. This

mutation is thus more efficient in terms ofNa transport than the wild-type NHE1.

The lack of parallelism between the effects of the different inhibitors on the

different NHE1 mutants as well as between the IC0 and the Km measured lead us to

suggest that Glu346 may flot interact directly with inhibitors or Na but rather is part of a

conformational architecture ideai to the binding of inhibitors and Na.

Together, these resuits state that Glu346 is crucial for both the interaction with Na

and pharmacological agents as weii as in exchange activity.

With the structure of NhaA published earlier as a basis, we propose a sequence

alignement between NHE1 and NhaA in order to refine the NHE1 topoiogy proposed by

Wakabayashi et al. (382).

Finally, based on the resoived structure ofNhaA and the NhaA-NHE1 alignment,

we propose a predicted structure ofNHE1.

Keywords : NHE, inhibitors, Na, glutamate, structure-function, activity
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Chapitre 1 : Introduction

1. Définitions

Les systèmes de transport ionique sont classés en deux grands groupes selon la force

motrice qui les fait fonctionner : 1) le transport passif: le transport des ions s’effectue dans le

sens du gradient électrochimique de l’ion. Ce groupe comprend la diffusion simple au cours de

laquelle l’ion diffuse directement à travers la membrane lipidique et le transport facilité par une

protéine spécifique de type canal ou transporteur tel que les canaux K, Na, Ca2, CF; 2) le

transport actif: ce type de transport nécessite un apport d’énergie afin de transporter un ion

contre son gradient de concentration chimique ou un potentiel électrique. Ce groupe est séparé en

transport actif primaire quand il y a hydrolyse directe de l’ATP par le transporteur (H-ATPase,

la Na7K-ATPase...), et en transport actif secondaire, quand les ions sont transportés dans le

sens inverse de leur gradient de concentration mais sans hydrolyse directe d’ATP. L’énergie

requise est fournie par un système de transport primaire qui établit un gradient ionique, et ce

gradient est utilisé comme source d’énergie pour diriger le transport à contre courant d’un autre

ion. Deux cas se présentent alors: 1- les deux ions traversent la membrane dans le même sens

(symporteur) ou 2- les deux ions traversent la membrane en sens inverse (antiporteur), c’est le

cas de l’échangeur C17HCO3, de l’échangeur Na7Ca2 ainsi que de l’échangeur Na7H.

2. L’échangeur N&iH

2.1 Historique

2.1.1 Mise en évidence d’un système d’échange Na/I1

Il faut remonter en 1961 pour retrouver les premiers indices de l’existence d’un système

d’échange cationIH. En effet, Mitcheli proposait alors son hypothèse chemiosmotique pour

expliquer le couplage de la phosphorylation et du transfert d’électrons et de protons (16, 256), et

ce n’est qu’en 1967 qu’il démontra l’existence d’un tel échange dans les mitochondries (16,

257). La première démonstration réelle d’un échange Na7H a été réalisée en 1972 par Harold et
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aï. dans la bactérie Streptococcus faecalis (146). Enfin, en 1976, Murer et ses collaborateurs ont

prouvé l’existence d’un échangeur Na/H dans des vésicules de bordures en brosse de rein et de

petit intestin de lapin (269), ces préparations membranaires étant très pratiques car affranchies de

tout métabolisme intracellulaire. À cette fin, les auteurs ont incubé les deux types de vésicules

dans un bain contenant 0.5M de Na2SO4 et ont observé une acidification du milieu d’incubation

qui pouvait être abolie lors de l’ajoût du détergent Triton X-100. De plus, si les vésicules étaient

préalablement traitées au Triton, aucune acidification n’était observée. De cette expérience, les

auteurs ont conclu que les protons étaient transloqués du milieu intra vers le milieu

extravésiculaire, et ce, de façon induite par le Na. Deux possibilités peuvent expliquer cette

translocation: les deux ions utilisent différents systèmes de transport qui s’influenceraient

mutuellement via le potentiel membranaire (l’entrée de la charge positive du Na entraîne la

sortie de la charge positive du H en absence d’un anion qui diffuserait en même temps que le

Na). Alternativement, les deux ions sont déplacés par un système de contretransport qui serait

indépendant du potentiel membranaire. Pour trancher entre ces deux hypothèses, les auteurs ont

incubé les vésicules avec de la valinomycine, un ionophore qui augmente la conductance au K

et permet d’abolir le potentiel membranaire. Ce traitement n’influence pas l’acidification du

milieu induite par le Na. Ce résultat a aussi été obtenu avec un traitement par le découpleur

CFCCP qui aurait eu un rôle facilitateur dans la sortie de protons si celle-ci était couplée au

potentiel membranaire. Les auteurs ont donc conclu que l’influx de Na et l’efflux de H étaient

couplés par un antiport électroneutre. De plus, en préincubant les vésicules dans un bain de faible

pH puis en mesurant l’influx de 22Na en présence de différentes conditions de pH externes, la

réversibilité de l’échange Na/H a pu être démontrée. Dès lors, la présence d’un échange Na/H

a été mise en évidence dans pratiquement tous les types cellulaires (pour revue voir (19)).

2.2.2 Clonage de Nul

L’existence d’un système d’échange Na/H ne faisait donc plus aucun doute. En 1986,

Franchi et aï. (107) ont isolé un ensemble de fragments EcoRI de génome humain qui, une fois

transfectés dans des cellules LAP 1 déficientes en échangeurs, étaient capables de sauvegarder

celles-ci d’une charge acide. Ces six fragments EcoRI réunis avaient une taille d’environ 55000

paires de bases et contenaient des éléments répétés humains. Puis, en 1989, le premier échangeur
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Na/H a été finalement cloné par l’équipe de Jacques Pouysségur selon une technique astucieuse

(323, 324). En effet, en absence d’anticorps ou de ligands pour permettre une purification par

affinité de l’échangeur, les auteurs ont utilisé la fonction même d’échange au cours d’un criblage

de type «proton suicide ». La base de leur travail a été fournie par les travaux décrits

précédemment. En effet, Sardet et ses collaborateurs ont d’abord montré que les six fragments

EcoRI identifiés par Franchi et aï. étaient progressivement surexprimés dans les cellules

soumises à plusieurs charges acides consécutives (cette souche a été alors appelée ST3 lA).

Parallèlement, ces cellules présentaient une augmentation de leur activité d’échange. Donc, il

était fort probable que le gène codant pour un échangeur Na/H se situait à l’intérieur de ces

fragments de restriction. Afin d’isoler ce gène, les auteurs ont construit une banque d’ADN

génomique à partir de cellules transfectées et sélectionnées par charge acide lors des recherches

de Franchi et al. (107). Les divers fragments de restriction ont été incorporés dans le vecteur

phage X et transfectés dans une souche d’E.coli. Un criblage à l’aide d’une sonde radiomarquée

d’ADN génomique humain a ensuite permis d’isoler quatre clones possédant des inserts de 12 à

1$ kb. En établissant un profil de restriction et une hybridation avec les fragments EcoRI décrits

précédemment, il a été possible de situer les 4 clones les uns par rapport aux autres. Trois des

clones se recoupaient, tandis que le quatrième n’était pas lié aux autres, rendant sa localisation

relative impossible à ce stade. Un des clones a été digéré par une enzyme de restriction, donnant

un fragment PstI de $00 paires de bases qui a été radiomarqué puis utilisé comme sonde lors

d’une hybridation de type Northern sur l’ARN total des cellules ST3IA décrites plus haut. Un

seul ARNm de 5.6kb a alors été détecté. Afin d’isoler l’ADNc codant pour l’échangeur Na/H,

une banque d’ADNc a été construite à partir de l’ARNm des cellules ST3YA en utilisant

uniquement des ADNc dont la taille était supérieure à 2kb. Cette banque a été finalement criblée

avec la sonde PstI, donnant 30 clones positifs dans lesquels l’insert le plus grand a été identifié,

par séquençage, comme celui codant pour l’échangeur N&7H.

Ce travail a constitué le point de départ au clonage par homologie des différentes

isoformes de NHE, les plus récentes isoformes ayant été découvertes par l’analyse de séquences

génomiques disponibles dans les bases de données de type GenBank.
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2.2 Diversité et localisation des échangeurs Na/ll

Antérieurement au clonage de NHEI en 1929, l’ubiquité de l’échangeur Na7H avait

déjà été mise en évidence par sa détection dans un grand nombre de types cellulaires:

hépatocytes. fibroblastes, neurones, muscles lisses, squelettique ou cardiaque, cellules sanguines

et cellules épithéliales (20, 136, 213, 243). La caractérisation moléculaire de NHE1 a servi de

base au clonage d’autres isoformes et, donc, à mettre en évidence un certain nombre de

différences tant au niveau moléculaire qu’au niveau de leur distributions cellulaire et tissulaire,

ou encore aux niveaux de leur réponse à différents stimuli et de leur sensibilité à différents

inhibiteurs.

2.2.1 NHEJ (SLC9A1)

NHE1 est l’isoforme ubiquitaire. En effet, des analyses par Northern blot ou par

immunohistochimie ont montré la présence de NHE1 dans de nombreux tissus, parmi lesquels on

peut citer le tractus gastro-intestinal et le rein (287, 367). Dans ce dernier, toutefois, aucun signal

n’a été détecté dans les segments Si et S2 des népbrons superficiels chez le lapin (121). De plus,

et de façon concordante avec son ubiquité tissulaire, des NHE présentant plus de 90%

d’homologie de séquences ont été détectés dans de nombreuses espèces dont l’humain (104, 324,

356), le rat (287), le lapin (154, 367), le porc (311), la truite (55), le nématode (248) et la levure

(174). Chez l’humain, le gène codant pour NHE 1 se situe au niveau du chromosome 1 p3 5-p36.l

(236, 249). Ce gène, d’une taille de 70kb, est composé de 12 exons et de 11 introns (255).

L’ARNm issu de ce gène présente un cadre de lecture ou ORF (pour Open Reading Frame) de

2682 nucléotides codant pour une protéine de 815 acides aminés (816 chez le lapin (367), 820

chez le rat (227)). Au niveau cellulaire, NHE1 réside à la membrane plasmique. Dans les cellules

épithéliales in vivo, NHE1 est localisé à la membrane basolatérale (48, 50, 367). Toutefois, son

expression est détectée à la fois dans les membranes apicale et basolatérale de cellules

épithéliales fraîchement mises en culture, c’est-à-dire avant qu.il n’y ait ségrégation à la

membrane basolatérale suite à la polarisation cellulaire (221). À l’inverse, il a été démontré que,

dans le placenta humain, NHE1 se localisait à la membrane apicale (214). En outre, il a été

démontré que NHE1 pouvait s’accumuler préférentiellement dans des microdomaines de la



membrane plasmique et ce, dépendamment du type cellulaire. En effet, en plus de sa localisation

basolatérale dans les épithélia, NHE1 se concentre en bordure des lamellipodes des fibroblastes

(89, 139, 225) et dans les disques intercalaires et les tubules t des cardiomyocytes de rat (296).

2.2.2 NHE2 (SLC9A2)

En utilisant l’ADNc de NHEÏ comme sonde lors de criblages de banque «ADNc en

condition de basse stringence, il a été possible de cloner la deuxième isoforme NHE2 de

l’échangeur Na7H chez le lapin (366), le rat (390) et l’humain (123, 246). La localisation

tissulaire et cellulaire de NHE2 diffère de celle de NHE1. En effet, chez le lapin, NHE2 est

exprimé préférentiellement dans les reins, les intestins et les glandes surrénales, mais aussi à un

moindre niveau dans le muscle squelettique et la trachée (366). Chez le rat, NHE2 est surtout

localisé dans le petit intestin, le colon et l’estomac, alors que des traces sont trouvées dans le

rein, le cerveau, le coeur, le testicule, le poumon et le muscle squelettique (390). Au niveau

cellulaire, NHE2 est exprimé à la membrane apicale de cellules Caco-2 transfectées (366) mais

aussi à la membrane basolatérale des cellules du tubule collecteur de la médullaire interne (345).

Le gène du NHE2 humain est situé sur le chromosome 2q11.2 (123). Chez l’humain, ce gène,

constitué de plus de 90kb organisées en 12 exons et 11 introns (245), code pour une protéine de

69$ acides aminés. Les NHE2 de rat et de lapin, quant à eux, sont respectivement constitués de

$13 et $09 acides aminés. Ces différents NHE2 présentent environ 90% d’homologie entre eux

(246) et environ 50% avec le NHEI humain.

2.2.3 NHE3 (SLC9A3)

En utilisant le NHE2 de lapin (363) ou le NHE1 humain (287), il a été possible de cloner
‘, + +

la troisieme isoforme de 1 echangeur Na /H chez le lapin et le rat respectivement. Plus tard, la

même isoforme a été clonée chez l’humain (5$). Au niveau de sa distribution tissulaire, l’ARNm

de NHE3 est retrouvé préférentiellement chez le lapin dans l’iléon, le colon ascendant et le rein

(363). Un profil similaire a été trouvé chez l’humain. Toutefois, un signal important a été localisé

dans le testicule et l’ovaire et, dans une moindre mesure, dans le thymus et la prostate (5$). Au

niveau cellulaire, NHE3 est exprimé à la membrane apicale des cellules polarisées du tubule

proximal ou de l’intestin (47, 50, 343). Le gène de NHE3 est situé sur le chromosome 5pl5.3
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chez l’humain (57). Ce gène code pour une protéine de 234 acides aminés chez l’humain (58),

$31 chez le rat (287) et $32 chez le lapin (363). Entre eux, les trois NHE3 clonés présentent une

homologie de 82% (58) et environ 40% avec le NHEY humain.

2.2.4 NHE4 (SLC9A4)

Cette isoforme a été clonée de concert avec NHE3 de rat en utilisant la même approche,

soit le criblage d’une banque d’ADNc de rat avec le NHE1 humain en tant que sonde (287). À ce

jour, seul le NHE4 de rat a été cloné et caractérisé. Son gène est localisé sur le chromosome

2q11-q12. L’ARNm de NHE4 a été trouvé en grande quantité dans l’estomac, le petit et le gros

intestin et, en moindre quantité, dans l’utérus, le cerveau, le rein et le muscle squelettique (287).

NHE4 est exprimé à la membrane basolatérale des cellules du tubule distal (65). Le gène du

NHE4 humain a été localisé sur le chromosome 2 (352); toutefois, son locus exact reste encore à

être déterminé. Le NHE4 de rat est une protéine de 717 acides aminés (287) qui présente 49%

d’homologie avec le NHE1 de rat et 44% avec le NHE1 humain.

2.2.5 NHE5 (SLC9A5)

Cette isoforme a été clonée en criblant une banque d’ADN génomique humaine avec la

région codant pour les domaines transmembranaires du NHE2 de rat (197). L’ARNm de NHE5

a été détecté en grande quantité dans le cerveau, la rate et les testicules (197). La même étude a

été en mesure de localiser le gène sur le chromosome 16q22.1. Toutefois, les auteurs n’ont pas

pu déterminer la structure complète du gène ni la séquence primaire de NHE5. Ces informations

ont été publiées trois ans plus tard lors du criblage d’une banque d’ADNc de rate humaine à

l’aide des exons 2 et 5 en tant que sondes. Le gène consiste en 16 exons et 15 introns pour un

total de 18kb (27). Ce gène code donc pour une protéine de $96 acides aminés. Le NHE5 humain

présente des homologies respectives de 50% et 67% avec NHE1 et NHE3 (27).

2.2.6 NHE6 (SLC9A6)

Le clonage de NIIE6 est le résultat des travaux de l’équipe d’Orlowki au cours desquels

un nouvel échangeur a été découvert dans la levure $accharomyces cerevisiae (283). Ce clonage
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a été possible grâce à l’analyse des séquences rendues publiques dans les bases de données

informatiques. En effet, la recherche de séquences homologues à NHE dans le génome de la

levure a permis d’identifier plusieurs ORF dont l’un s’avérait plus intéressant car l’analyse de sa

séquence prédisait sa localisation à la membrane interne mitochondriale. La protéine issue de ce

gène cloné a été baptisée NHA2 (pour Na/H Antiporter 2. en référence au NHA1 cloné chez la

levure S.cerevisiae (305)). La comparaison de séquence a révélé que NHA2 avait une forte

homologie avec un ADNc partiel qui avait été publié dans la base de donnée GenBankTM quelque

temps auparavant. Finalement, grâce à cet ADNc, le NHE6 humain a pu être cloné â partir d’une

banque d’ADNc de rein (283). Le gène de cette isoforme se situe sur le chromosome Xq26.3.

Grâce à un couplage au GFP, les auteurs ont démontré que cette isoforme était effectivement

intracellulaire et très probablement mitochondriale. Néanmoins, une étude plus récente a

démontré que sa localisation était plutôt restreinte aux endosomes de recyclage et de sécrétion

(59, 258). Enfin, le criblage de tissus par Northern blot a montré que NHE6 était ubiquitaire,

avec toutefois une expression préférentielle dans le coeur, le cerveau et le muscle squelettique

(283). NHE6 est constitué de 669 acides aminés et partage environ 25% d’homologie avec les

autres membres de la famille NHE et 30% avec NHA2 (283).

2.2.7 NHE7 (SLC9A7)

La septième isoforme de NHE a été clonée par la recherche d’EST (Expressed Sequence

Tag) dans Gen3ankTM (282). Parmi ces séquences, deux présentaient une certaine homologie

avec les NHEs. L’ADNc pleine longueur a été obtenu après une amplification rapide des

extrémités de l’ADNc (ou RACE pour Rapid Amplification of cDNA Ends). Le gène de NHE7 a

été localisé chez l’humain sur le chromosome Xpl 1.3. NHE7 est une forme largement

ubiquitaire qui, à l’instar de NHE6, présente une localisation intracellulaire. En effet, NHE7

colocalise avec des marqueurs du réseau trans-golgien de type CD25-TGN38 (282). NHE7 est

composé de 725 acides aminés et présente des homologies respectives d’environ 27% et 5 à 68%

avec NHE1 et NHE6.
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2.2.8 NHE8 (SLC9AX)

Tout comme les NHE6 et 7, NHE8 a été découvert en cherchant des homologues de NHE

(ici NHE3 de lapin) dans GenBank’M, ce qui a conduit au clonage du NHE$ de souris (126).

NHE$ est ubiquitaire avec une forte expression dans le foie, le rein, le muscle squelettique et le

testicule. À la différence des deux dernières isoformes, les auteurs ont montré que NHE8 est

exprimé à la membrane plasmique et, plus particulièrement, à la membrane apicale des cellules

rénales. Toutefois, des résultats non publiés font état d’une compartimentation intracellulaire

(Numata et aï. non publié, voir référence (285)). De plus, l’orthologue de NHE8 du nématode

Caenorhabditis eÏegans, CeNHX8, s’accumule dans des vésicules périnucléaires (275). La

séquence primaire de NHE$ est composée de 581 acides aminés avec une homologie d’environ

26% avec les autres membres de la famille NHE et de 54% avec le NHE1 de Drosophila

melanogaster (126).

2.2.9 NHE9 (SLC9A9)

Très récemment, ce nouveau membre de la famille NHE a été caractérisé lors de la

recherche de gènes impliqués dans le syndrome d’hyperactivité avec déficit d’attention (84). Ce

gène est localisé sur le chromosome 3q et est composé de 16 exons. La protéine codée par ce

gène est composée de 645 acides aminés pour un poids moléculaire de 72.6 kDa et présente une

certaine homologie avec NHE6 et NHE7 (Tableau 1). Par ailleurs, NHE9 est exprimé de façon

ubiquitaire notamment dans le cerveau, le coeur, le muscle squelettique, le rein et le foie.

hNHE2 hNHE3 rNHE4 hNHE5 hNHE6 hNHE7 hNHE$ hNHE9
hNHE1 44 34 40 33 22 21 25 21

hNHE2 37 56 37 23 21 25 19
hNHE3 36 50 21 22 24 22

rNHE4 35 20 1 24 21

hNHE5 23 19 24 23

hNHE6 68 28 56

hNHE7 27 59
hNHE8 29

Tableau 1: Pourcentage d’identité entre les différentes isoformes de NHE. Les valeurs ont été

obtenues grâce au logiciel CLUSTALW avec les numéros d’accession GenBank suivants:
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NP003038.2, NP003039.2, P48764, P26434, N? 004585.1, NP006350.1, Q96T$3,

NP_0560$1.1, NP_775924.1 pour NHE1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -$ et -9 respectivement . hNHE:

NHE humain, rNHE : NHE de rat.

2.2.10 Les NHE chez les organismes inférieurs et les végétaux.

2.2.10.1 NHE végétal

La salinité du sol est un facteur essentiel dans la vie végétale et spécialement dans le

domaine de l’agriculture. La cellule végétale doit pouvoir empêcher une accumulation trop

importante de Na et pour cela, elle dispose de trois solutions : la restriction de l’influx de Na,

l’efflux de Na ou la compartimentation du Na à l’intérieur de la cellule (278). À cette fin, la

cellule dispose du transporteur de K à haute affinité HKT1 qui fonctionne comme un

cotransporteur Na7K, de canaux non sélectifs (18). Chez Arabidopsis thaÏiana, on retrouve

aussi la famille d’échangeurs Na7H AtNHX 1 à 6 dont les deux premiers sont situés au niveau

des tonoplastes (118,410), et de l’échangeur SOS1 qui est situé à la membrane plasmique (337).

Les AtNHX sont des protéines de 529 à 575 acides aminés qui présentent entre elles 21 à 87%

d’homologie et environ 25% envers le NHE1 humain et le NHX1 de levure (voir plus loin).

AtNHX1 est détecté dans les racines, les feuilles et dans les pousses (118, 308). SOS1 (pour Sait

Overly Sensitive), quant à lui, fait partie du locus SOS qui comprend $051, SOS2 et SOS3

codant pour un échangeur Na7H, une protéine kinase à résidus sérine/thréonine et un régulateur

de SOS2 respectivement (145, 239). Le gène SOS 1, localisé sur le chromosome 2 d’Arabidopsis

Thaliana (337), code pour une protéine de 1146 acides aminés. SOS1 présente 26% d’identité

avec le NHEY de hamster chinois et 31% avec le NhaP de Fseudornonas aeruginosa. SOS1 est

retrouvé plus abondamment dans les racines que dans les pousses.

2.2.10.2 NHE bactérien

Le premier échangeur Na47fl bactérien a été cloné en 1988 à la suite des travaux ayant

isolé une souche mutante d’Escherichia cou capable de croftre à des concentrations normalement

toxiques de Li (277). Une mutation a été identifiée sur le gène melB (un des quatre symporteurs

Na/substrat connus chez E.coÏi) et une autre mutation semblait perturber l’activité d’échange
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Na/H (277, 339). La cartographie de la région appelée antup a permis de localiser le gène d’un

échangeur Na/H appelé ant et de le séquencer. La protéine ant (ultérieurement appelé nhaA) est

constituée de 362 acides aminés et ne présente pas d’homologie significative avec les NHE

eucaryotes (290). Un deuxième échangeur appelé nhaB a été cloné 5 ans plus tard par

complémentation d’une souche E. cou knock-out pour nhaA (299). Le gène code pour une

protéine de 504 acides aminés et ne montre pas d’homologie particulière avec les NHE

eucaryotes, ni avec nhaA à l’exception d’un court domaine présentant 43% d’identité.

2.2.10.3 NHE de levure

À la différence des autres organismes, les levures dont Zygosaccharomyces rouxii

utilisent leur système d’échange Na7H pour exporter le Na en utilisant le gradient entrant de

H (391). Le clonage de cet antiporteur a été possible grâce à la sélection de souches de levure

soumises à une procédure de mutagenèse et criblées selon leur tolérance au lithium et au sodium

(174). Cette tolérance est due à une amplification génique et ces mutants ont été appelés sod2

(pour sodium2). La cartographie d’une banque génomique de $chizosaccharomyces pombe a

permis de localiser le gène responsable de cette tolérance. La protéine encodée par ce gène est

constituée de 46$ acides aminés et ne présente pas d’homologie avec d’autres NHEs. Toutefois,

une légère similarité avec le nhaA bactérien et avec la portion hydrophobe du NHEY de

mammifère a pu être mise en évidence (174).

2.3 Rôles physiologiques

Le nombre toujours grandissant de NHEs clonés et caractérisés, ainsi que les différences

observées au niveau de leur localisation tissulaire et cellulaire, suggèrent de multiples rôles

physiologiques. En effet, dans cette section, nous verrons comment NHE est impliqué non

seulement dans des phénomènes évidents comme la régulation du pH intracellulaire ou la

réabsorption du bicarbonate et du chlorure de sodium au niveau du rein, mais aussi dans des

phénomènes apriori inattendus comme la motilité cellulaire.



2$

2.3.1 Régulation du pH intracellulaire

La plupart des cellules de mammifères présentent un pH intracellulaire (pHi) de 7.1 à 7.2.

Néanmoins, si on prend en compte l’activité métabolique, le potentiel de repos et le gradient

électrochimique des protons de part et d’autre de la membrane, le pi-li devrait être plus acide

d’environ 1 unité pH par rapport au pH extracellulaire qui est de 7.3 — 7.4. Un tel pHi est

incompatible avec la physiologie normale d’une cellule. Cette dernière est donc munie d’un

ensemble de transporteurs membranaires dont le rôle est de réguler le pHi et de le maintenir dans

des valeurs acceptables. Ce sont des pompes comme la H-ATPase (8), les canaux (266) et

divers transporteurs actifs secondaires tels que les échangeurs C17HC03 dépendants et

indépendants du Na ($0, 207, 319), l’échangeur C17OW (23 1) et enfin l’échangeur Na7H

(269).

Le pHi intracellulaire est le facteur le plus déterminant dans l’activation de NHE. Au pHi

physiologique normal (7.1-7.2), l’échangeur Na’7H est inactif. Lorsque le pHi descend au

dessous dc 7, NHE est dramatiquement activé (21), ce qui est cohérent avec son rôle régulateur

du pHi. Lors dc leurs études, Aronson et aï. ont observé que, lorsque des vésicules de

membranes de microvilli rénales sont soumises à une charge acide pour fixer le pHi à différentes

valeurs, l’influx de 22Na augmente en même temps que le pH diminue. Ce comportement n’est

pas compatible avec la présence d’un seul site de transport pour les protons. En effet, si tel était

le cas, l’influx de Na aurait dû augmenter jusqu’à atteindre un plateau qui correspondrait à la

saturation du site de transport du H. Étant donné que NHE est électroneutre et présente une

cinétique simple de type Michaelis-Menten de l’influx de Na par rapport à la concentration
+ . . ‘externe de Na (193, 195), une explication probable est la presence d un ou plusieurs sites

activateurs allostériques de NHE différents du site de transport. Plus tard, le même

comportement a été observé dans des cellules intactes de rein (56) ou dans des lymphocytes

(134). Cette propriété est conservée au moins chez NHE1 à 5 (67, 233, 284); toutefois le seuil

d’activation varie en fonction de l’isoforme avec des pK respectifs d’activation de 6.2 1, 6.43,

6.45, 6.75, et 6.90 pour NHE4, NHE5, NHE3, NHEI et NHE2 (67, 284, 351, 412). Cette

disparité illustre bien les rôles différents que peuvent exercer les différents NHE dans leurs tissus

d’origine.
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Cette propriété est donc précieuse pour la cellule qui doit se débarrasser d’une

concentration très importante de protons et, par là-même, réguler son pHi. De plus, comme nous

le verrons dans une section ultérieure, le seuil d’activation de NHE (donc sa sensibilité au pHi)

peut être modulé par différents agents dont les facteurs de croissance (263).

Des études de délétions et de mutagenèses ont révélé que le site d’activation par les H

était situé dans la zone transmembranaire de NHEÏ (378) car la délétion du domaine

cytoplasmique, même si elle déplace le pK d’environ 0.5 unité vers les pH plus acides,

n’empêche pas son activation par les H intracellulaires. Bien sûr, les résidus histidine sont

apparus comme des candidats de choix dans la sensibilité aux protons car, à pH physiologique,

ces acides aminés sont partiellement protonés. Toutefois, et contre toute attente, il a été rapporté

que le Na pouvait aussi allostériquement activer l’échangeur et ce, de manière compétitive avec

le H (128, 129), ce qui semble écarter l’implication de résidus histidine protonables dans

l’activation par les protons. En accord avec cette conclusion, la mutation des résidus histidine en

position 35, 120 et 349 n’a aucun effet sur l’activité de NHE1 (386). Plus récemment,

Wakabayashi et al. ont mis en évidence que les mutations Arg44oAsp et Gly455Glu déplacent le

pK de NHE1 vers des valeurs respectivement plus acides ou plus alcalines (380).

2.3.2 Régulation du volume cellulaire

Les cellules de mammifère sont généralement localisées dans un milieu isoosmotique

d’environ 300mosmol/l. Toutefois, dans certains organes, l’osmolarité extérieure peut devenir

plus élevée ou plus basse par rapport à l’osmolarité intracellulaire, comme par exemple dans la

medulla interne du rein où l’osmolarité peut varier entre 300 et l400mosmol/l. Il est donc

important pour ces cellules de disposer d’un système pouvant réguler leur volume. En cas

de choc hyperosmotique, il y a principalement trois systèmes activés pour rétablir un volume

normal, soient le cotransporteur Na7K72Cï, NHE et l’échangeur C17HCO3 (9). En outre, une

diminution de la perméabilité aux ions des canaux K et CF est observée (100).

La première indication que l’échangeur Na/H était impliqué dans la régulation du

volume cellulaire a été obtenue suite à l’observation que des cellules de salamandre traitées à

l’amiloride et ses dérivés, inhibiteurs classiques des NHE, étaient incapables de récupérer leur
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volume initial suite à un choc hyperosmotique (62). Parallèlement, des études menées sur le

lymphocyte de rat ont montré que le regonflement de la cellule dans le milieu isoosmotique suite

au rétrécissement causé par le choc hyposmotique était aussi inhibé par l’amiloride (132). De

plus, il a été observé que ce regonflement exige la présence de Na du côté extracellulaire, une

entrée mesurable de Na et, enfin, qu’il n’exige aucun changement du potentiel membranaire

(120). À mesure que le pH augmente suite à l’activation de NRE, l’échangeur C17HC03

autorise l’entrée de Cl dans la cellule et la sortie parallèle de HCO3 (131). Finalement, l’action

combinée des deux échangeurs résulte en une entrée nette de NaCI suivie par une entrée d’eau et,

donc, en un rétablissement du volume cellulaire. La preuve la plus directe de l’implication de

NHE dans la régulation du volume cellulaire est venue quelques aimées plus tard des travaux de

Rotin et Grinstein au cours desquels ces auteurs ont utilisé une lignée cellulaire CR0 déficiente

en NHE (lignée AP-1) (31$) qui fut soumise à un choc hyperosmotique dans un milieu sans

bicarbonate. Comparativement aux cellules CR0 de type sauvage qui ont été capables

d’alcaliniser le milieu intracellulaire (signe de l’activation de NHE), les cellules AP-1 n’ont pas

été en mesure de le faire (ainsi que les cellules CR0 traitées avec un dérivé de l’amiloride). De

plus, la mesure du volume cellulaire a montré que les cellules AP-1 sont incapables d’augmenter

leur volume suite à un choc hyperosmotique.

Il a été montré qu’un choc hyperosmotique pouvait activer NHE en augmentant son

affinité pour les H via une augmentation de son degré de phosphorylation (129). Cette

augmentation dépend de la disponibilité en ATP dans certaines lignées cellulaires dont les

lymphocytes et les astrocytes (133, 340) mais, dans les fibroblastes, le choc osmotique

n’augmente pas le degré de phosphorylation de NHE1 (13$). Plusieurs études appuient cette

conclusion. La protéine kinase C (PKC) n’est pas impliquée dans l’activation de NHE suite à un

choc hyperosmotique étant donné que NHE est activé dans des lymphocytes et des astrocytes

déplétés en PKC (135, 340). La protéine kinase A (PKA) n’est pas davantage impliquée dans

l’activation suite à un choc osmotique. En effet, un tel stress n’augmente pas le niveau d’AMPc

des astrocytes de rat (340) et, de plus, une augmentation de l’AMPc ne reproduit pas les effets

d’un choc hypertonique dans les ostéoblastes ($2).

L’activation de NRE suite à un choc osmotique n’est pas davantage médiée par le Ca2.

Bien qu’une augmentation de la concentration en Ca2 intracellulaire ait été observée suite à un
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stress osmotique dans les lymphocytes, cette augmentation est inhibée par l’amiloride. Ceci

suggère qu’elle est la conséquence de l’activation de NHE plutôt que sa cause (137). Un

traitement à l’ionomycine (un ionophore Ca2j réalisé dans le but de mimer une augmentation du

Ca2 n’a pas d’effet sur l’activation osmotique de NHE ($2). De même, l’hypothèse d’une

implication très locale du Ca2 a été écartée en traitant les cellules au chélateur de Ca2, le

BAPTA. Dans ces cellules, NHE est quand même activé par un choc hyperosmotique (340).

2+ ,, . ,Bien qu il ait ete demontre que le Ca n etait pas implique dans I activation de NHE

suite à un choc osmotique, plusieurs travaux ont porté sur le rôle possible de la calmoduline

(CaM) dans cette activation. En effet, le traitement d’ostéoblastes de rat avec la chlorpromasine

ou le W-7, deux inhibiteurs de la calmoduline, empêche l’activation osmo-dépendante de NHE

($2). De plus, la délétion ou la mutation du domaine de liaison à haute affinité de la CaM de

NHE1 (résidus 636 à 656) empêche fortement l’activation de NHE1 par un choc osmotique (41).

Contrairement à NHE1, NHE3 n’est pas activé par un traitement à l’ionomycine. Cependant, une

chimère composée du domaine transmembranaire de NHE3 et du domaine cytoplasmique de

NHE1 est activable par le même traitement (381). Il est donc clair à présent que la CaM est un

facteur important dans l’activation de NHE suite à un choc osmotique. Toutefois, un mutant de

NHE1 privé d’une large portion de son domaine cytoplasmique (69$-$15) est toujours capable

d’être activé par une hyperosmolarité (42). Plusieurs régions sont donc probablement impliquées

dans l’activation de NHE1 par un choc hyperosmotique.

L’activation de NHE a aussi été reliée aux intégrines (167, 247, 332-334). De plus, NHEY

se colocalise, chez les fibroblastes, avec des protéines du cytosquelette (139). Ces résultats

suggèrent qu’il existe un lien entre le cytosquelette et NHE. Un traitement à la cytochalasine B

(un inhibiteur de la polymérisation de l’actine F) inhibe en effet l’activation dépendante de

l’osmolarité de NHE ($3). De même, le ML-7, un inhibiteur de la MLCK (Myosin Light Chain

Kinase), empêche l’activation osmo-dépendante de NHE dans les astrocytes (340). Enfin,

Kurashima et aï. ont montré que NHE3 (mais non NHE 1) est régulé par le cytosquelette (217).

Toutes ces données tendent à suggérer qu’un choc osmotique pourrait activer NHE via un

réarrangement du cytosquelette.
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Finalement, le choc osmotique active la voie MAPK (Mitogen Aciivated Protein Kinase)

(170). Or, des travaux ayant déjà mis en évidence un lien entre les MAPK et les NHEs (2, 43,

354. 387). il est donc tout à fait envisageable que ces derniers soient activés par les MAPK en

réponse à un stress osmotique.

2.3.3 Absorption du 11C03, du NaC] et sécrétion du NH4

Si, dans les cellules non polarisées, l’échangeur Na/H est un agent alcalinisateur du

cytoplasme, un couplage de NHE avec des échangeurs Cl7base n’a pas d’influence sur le pH

mais plutôt sur l’osmolarité de la cellule. Dans les cellules épithéliales rénales, le NHE

fonctionne en relation avec d’autres transporteurs de protons situés sur la membrane opposée,

créant ainsi un transport transépithélial de H. De plus, le couplage de NHE avec d’autres

échangeurs Clibase constitue un système de transport transépithélial de NaC1. Ces fonctions

reposent essentiellement sur le type de cellule épithéliale étudiée et sur l’isoforme de NHE

exprimée dans cette cellule. La répartition des différentes isoformes de NHE le long du néphron

est représentée à la f igure 1 et résumée au Tableau 2

Cette section couvrira brièvement l’implication de NHE dans le transport du HCO3, du

NaC1 et du NH4 le long du néphron.
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Figure 1: Représentation schématique du néphron avec les différentes isoformes de NHE

associées à chacun de ses segments. Tiré des références (16. 47. 4$, 52, 210. 268, 345)

2.3.3.1 Absorption du 11C03

2.3.3.].] TubziÏe proximaÏ

Avec 3700 mEqs d’ions HC03 filtrés quotidiennement par le glomérule. il est capital de

récupérer cet HC03 sous peine de déclencher une acidose fatale. Un des rôles du rein est donc

de réabsorber le bicarbonate et 80% de cette réabsorption a lieu dans le tubule proximal (11). En

fait, le bicarbonate n’est pas directement absorbé mais le processus utilise plutôt la sécrétion de

H (94). Étant donné le pH luminal et la différence de potentiel entre la cellule et la lumière du

tubule (environ -7OmV). cette sécrétion nécessite de l’énergie. Un tiers de la sécrétion d’H est

relié au fonctionnement de la pompe H-ATPase apicale et les deux tiers restants sont dus au
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fonctionnement de l’échangeur Na/U apical (281, 303). Des études ont montré que NHE3 est

l’isoforme ayant un comportement similaire au NHE apicale (284) et que cette isoforme était

exprimée seulement à la membrane apicale des cellules du cortex rénal et ce, chez le lapin et le

rat (16, 47). De plus, les cellules OK et LLC-PK, deux lignées provenant du tubule proximal,

expriment NHE3 (17, 344). Cette isoforme est donc probablement responsable de l’échange

Na7H dans le tubule proximal mais d’autres isoformes pourraient y contribuer. En effet, NHE2

est exprimé à la membrane apicale des cellules RKPC-2 (Rabbi! Kidney ProximaÏ Ccli — 2), une

lignée provenant du tubule proximal de lapin (268).

Alors qu’aucun ARNm codant pour NHE et qu’aucune activité NHE n’ont été

respectivement trouvés dans le cortex rénal et dans les membranes basolatérales du tubule

contourné proximal (12, 127, 171, 208), une étude a mentionné la présence d’un NHE basolatéral

dans le segment S3 du tubule proxirnal de lapin (220). De par sa position, cet échangeur ne

participe pas à l’absorption du bicarbonate du fait qu’il ne fonctionne pas dans le sens de

l’acidification de l’urine. Il pourrait donc plutôt participer à la régulation du volume cellulaire.

2.3.3.1.2 Anse descendante de Henlé

La fonction de l’anse descendante du néphron est controversée en ce qui concerne la

sécrétion de protons ou l’absorption de NaCl. En effet, on retrouve une grande variabilité entre

les espèces mais aussi au niveau des néphrons. Par exemple, chez le rat, la portion la plus haute
+ +de 1 anse descendante longue presente des microvilh, une pompe Na -K -ATPase, une haute

perméabilité au Na et un NHE3 apical alors que les cellules de l’anse descendante courte sont

lisses, n’expriment pas de Na-K-ATPase ni de NHE3 et sont relativement imperméables au

Na (16, 99, 165, 166, 212). Une situation contraire est observée chez le lapin où l’anse

descendante présente une faible perméabilité au Na (165, 203) et n’exprime pas de Na-K

ATPase (99), de NHE1 et de NHE3 (47, 48). Toutefois, et de façon surprenante, une activité

NHE a été décelée au niveau de ce segment chez le lapin (219), ce qui suggère la présence d’une

isoforme de NHE autre que NHE1 ou NHE3 non encore identifiée.

2.3.3.1.3 Anse ascendante de Henlé
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NHE3 et NHE 1 sont aussi présents dans les membranes respectivement apicales et

basolatéraies des cellules de l’anse large ascendante de Renié (16, 4$, 209). Cette zone du

néphron est responsable de l’absorption de 30 à 50% du bicarbonate qui sort du tubule proximal

(93, 124) via la sécrétion de protons par le NHE apical (124, 189).

2.3.3.1.4 Tubule contourné distaÏ

Il s’agit de la zone du néphron où le bicarbonate non capté par le tubule proximal ou

l’anse ascendante est récupéré. Bien qu’une absorption de bicarbonate via une sécrétion apicale

de protons ait été mise en évidence (242, 389), ce transport n’a toujours pas été relié directement

à une activité NHE malgré le fait que la réabsorption soit inhibée par iOE4 M EIPA (125). En

effet, l’immunomarquage anti-NHE3 à la membrane apicale cesse brusquement à la transition de

l’anse ascendante avec le tubule contourné (16). Un marquage NHE1 a été mis en évidence mais

seulement à la membrane basolatérale (47).

2.3.3.1.5 TubuÏe collecteur cortical

Ce segment est capable soit d’absorber, soit de sécréter le HC03 en fonction de

l’équilibre acido-basique de l’organisme (250-252). Ce segment est constitué des cellules

principales dont le rôle est d’absorber le NaC1, des cellules intercalaires o qui sécrètent des

protons et des cellules intercalaires f3 qui sécrètent le bicarbonate (10). Aucun signal ou

marquage apical de NHE n’a été mis en évidence dans cette portion du néphron (16, 47). Une
‘, + +activite d echange Na 1H a cependant ete mesuree au niveau des membranes basolaterales des

cellules intercalaires f3 (392). Cet échangeur pourrait expulser les protons en utilisant le gradient

entrant de Na mais un traitement à i’arniloride du côté basolatéral ou un retrait du Na ne

perturbe pas la sécrétion apicale de HC03 (251, 331). Toutefois, quand les cellules sont

soumises à une charge acide aigu, le NHE basolatéral présente un rôle plus évident que celui de

la pompe H-ATPase dans le retour à un pH1 normal (392). Ce NHE serait donc relativement

inactif à un p1-1 normal et aurait donc probablement pour rôle de protéger la cellule contre une

surcharge acide. L’ARNm de NHEÏ a été détecté dans les tubules collecteurs corticaux de rat

(210). Toutefois, chez le lapin, le marquage NHE1 ne se colocalise pas avec un marqueur apical

des cellules intercalaires f3 (4$).
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2.3.3.1.6 Tubule collecteur médullaire

Dans ce segment, les protons sont sécrétés contre un gradient de pH dans une lumière

exempte de bicarbonate où la plupart des H sont titrés par le NH3 sécrété pour donner du NH4

(10). La sécrétion apicale de protons n’est pas due aux NHEs mais une activité d’échange

Na/H a été mise en évidence à la membrane basolatérale (60, 149, 150). Au niveau de la bande

interne du tubule collecteur médullaire, le NHE basolatéral semble être actif au pH de repos car

le retrait du Na basolatéral acidifie la cellule. Un faible marquage NHEY a été observé au niveau

des membranes basolatérales de ce tubule chez le lapin (48). De plus. chez des cellules

immortalisées de tubule collecteur médullaire de souris, l’ARNm de NHE1 et NHE2 a été mis en

évidence mais l’activité d’échange reste restreinte à la membrane basolatérale, ce qui signifie que

NHE2 est situé à cette membrane (345). Enfin. l’ARNm de NHE4 a été localisé in situ au niveau

du tubule collecteur de la médulla interne et externe (52). Toutefois, la contribution de chacune

de ces isoformes à l’activité NHE du tubule collecteur médullaire est encore inconnue.

Le tableau ci-dessous résume la distribution des différentes isoformes de NHE le long du

néphron.

Apical Basolatéral

Tubule proximal
Si NHE3 -

S2 NHE3 -

S3 NHE3 NHE1

Anse descendante NHE3 -

Anse ascendante épaisse NHE2, NHE3 NHE1
Tubule contourné distal + NHE1

Tubule collecteur cortical
cellules principales - NHE1

Cellules intercalées f3 - +

Cellules intercalées a - -

Tubule collecteur médullaire - NHE1, NHE4, NHE2?

Tableau 2: Distribution des différentes isoformes de NHE le long du néphron. +: activité

d’échange Na/H détectée, -: activité d’échange Na/H non détectée. Tiré de la référence

(288).
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2.3.3.2 Absorption du NaC1

2.3.3.2.] Tubule proximaÏ

La moitié du NaC1 filtré est réabsorbé au niveau du tubule proxirnal; 30 à 60% sont

récupérés par voie transcellulaire et le reste emprunte la voie paracellulaire (13, 304). La partie

transcellulaire est médiée par le NHE apical couplé à un échange Cl7base (29, 304, 325) étant

donné que la microperfusion du tubule proximal avec une solution équivalente à celle trouvée

normalement dans ce tubule mais, additionnée d’amiloride, inhibe l’absorption de chlore et

l’augmentation de volume de 44% ce qui correspond à la part de NaCI réabsorbée par la voie

transcellulaire (304)

2.3.3.2.2 Anse descendante de Henlé

Tel que mentionné au chapitre 2-3-3-1-2, la fonction de cette portion d’anse est assez

controversée en ce sens qu’elle varie entre les différentes espèces mais aussi entre les néphrons.

Ces variations sont énumérées dans cette section.

2.3.3.2.3 Anse ascendante large de Henlé

L’absorption du NaC1 par l’anse ascendante de Henlé a été mise en évidence par les

travaux de Rocha et al. (317). La particularité de ce segment est qu’il est imperméable à l’eau

(151). Bien qu’il ait été démontré que le cotransporteur apical Na-K-2CF est responsable de

l’absorption du NaC1 (151, 202), un système supplémentaire au niveau de l’anse ascendante

corticale de souris a été proposé. Ce mécanisme consiste en un NHE couplé avec un échange CF

/HC03 (110). Toutefois, la situation est plus complexe car la partie du transport du NaC1

dépendante du C02/HC03 est sensible au bumétanide et à la concentration luminale de K, ce

qui suggère l’implication des cotransporteurs Na-K-2CF (111).

2.3.3.2.4 Tubule collecteur cortical

L’absorption du NaCl dans le tubule collecteur cortical est assurée par les cellules

principales. Le transport transépithelial de Na s’effectue en deux étapes: la capture du Na du
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coté apical des cellules principales et le rejet de Na dans la circulation via la membrane

basolatérale. Tel que mentionné plus haut, il n’y a pas de NHE3 apical dans ce segment, le

transport du Na luminal s’effectuant par des canaux Na. Un NUE basolatéral ainsi que d’autres

transporteurs tel que l’échangeur C17HCO3 ont été décrits dans les cellules principales (64, 392).

2.3.3.3 Sécrétion du NH4

Le NI-T3 est le principal agent tampon de protons de l’urine. En effet, l’urine peut atteindre

un pH aussi bas que 5 (et donc une concentration de protons de I 0 moles/L) alors que

l’excrétion journalière de protons peut atteindre 1 0 moles. Il est donc évident que la majorité de

ces protons est tamponnée. La production de NH3 est très abondante et hautement régulée par le

pH (10). Le tubule proximal est le principal producteur de NU3 et de NH4 (272). Le NU3 issu

principalement de la déamination des peptides et des acides aminés diffuse passivement à travers
+ .‘ . ‘, + +la membrane apicale alors que le NU4 est evacue dans la lumiere via 1 echangeur Na 1H qui est

capable de transporter cet ion (195, 302).

2.3.4 Autres rôles

En dehors des rôles physiologiques reliés à sa fonction même, NUE est impliqué dans

plusieurs autres processus tels que la prolifération, l’apoptose, l’organisation du cytosquelette et

la migration. Cette section a donc pour but de résumer brièvement ce que l’on connaît sur le rôle

ou l’implication de NHE1 dans chacun de ces processus.

2.3.4.1 Prolifération cellulaire

Les premiers éléments démontrant une implication de NUE dans la prolifération

cellulaire ont été apportés par les travaux de Pouysségur et aï. en 1984 (301). En effet, les

auteurs ont observé que la prolifération de cellules déficientes en activité NHE était grandement

perturbée. Plus tard, il a été rapporté que les inhibiteurs de NHE de type EIPA ou H0E694

provoquaient une diminution de la prolifération des cellules traitées (38, 87, 161). Toutefois, le

rôle de NUE est considéré conmie permissif et non obligatoire comme l’ont démontré les travaux

de Kapus et aï. (183). En effet, des cellules CR0 déficientes en NHE prolifèrent en présence de

sérum mais le taux de prolifération augmente avec l’expression tant de NHE1 que de NUE2 et
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NHE3. Ces observations tendent à démontrer qu’un pH cytosolique alcalin est favorable à la

prolifération cellulaire; l’activité de certaines cyclines du cycle cellulaire ou de facteurs

d’élongation pourrait être favorisée à un tel pH.

2.3.4.2 Apoptose

L’apoptose ou mort cellulaire programmée s’accompagne d’une diminution du volume de

la cellule et d’une acidification intracellulaire qui pourrait être induite par une perte d’activité de

NHE (235). À l’état normal, NHE peut être alors considéré comme un agent anti-apoptotique.

De plus, des preuves supplémentaires de l’implication de NHE dans la survie cellulaire ont été

apportées par les analyses de délétions de NHE in vivo 1) chez des souris knock-out pour

NHE 1, le taux de mortalité de certaines cellules neuronales est augmenté dans les tissus ayant

une haute activité métabolique tel que le cervelet (76); 2) des souris K-O pour NHE2 présentent

une nécrose accentuée des cellules pariétales de l’estomac (330). Enfin la stimulation du

récepteur CD95 (Fas/Apol) (273), un récepteur impliqué dans l’apoptose, inhibe l’activité NHE1

alors que l’inhibition de NHEY par le H0E694 accélère la fragmentation de l’ADN induite par

CD95 (22$).

2.3.4.3 Cytosquelette et migration

Récemment, des travaux ont démontré que NHE1 pouvait servir de protéine d’ancrage

aux filaments d’actine et ce, indépendamment de son activité d’échange Na7H (90). En effet,

Denker et Barber proposent que le domaine cytoplasmique de NHEY se lie à la famille des

protéines Ezrin-Radixin-Moesin (ERM) qui se lient à l’actine et servent ainsi de lien entre le

cytosquelette et le front antérieur des lamellipodes des fibroblastes. Les cellules déficientes en

NHE présentent une organisation défaillante du cytosquelette qui est rétablie après transfection

de l’ADNc codant pour le NHE1 de type sauvage ou pour le mutant inactif Glu26611e-NHE1. Ce

rétablissement n’a pas lieu si ces cellules sont transfectées avec l’ADNc des NHE1 porteurs de

mutations qui préviennent la liaison avec la famille ERM (90). Toutefois, la migration cellulaire

nécessite l’activité d’échange de NHE, tel que démontré par les expériences de plaies cellulaires

effectuées par Denker et Barber (89) et les vidéomicroscopies en mode « tirne lapse » réalisés par

Lagana et al. (225).
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Bien qu’une conformation optimale du domaine cytoplasmique de NHE1 soit essentielle

pour assurer l’interaction avec l’actine et le complexe ERM, l’activité d’échange de NHE1 n’est

pas dépendante de l’activité polymérisationldépolymérisation de l’actine (217). En effet,

l’utilisation de la cytochalasine D, un composé qui perturbe la polymérisationldépolymérisation

de l’actine F en se liant au bout positif, induit une inhibition de NHE3 mais non de NHE1.

La signification du choix de NHE1 en tant que protéine d’ancrage au cytosquelette

pourrait relever de son aptitude à provoquer des variations micro-localisées du pHi ou de

l’osmolarité et ces micro-variations pourraient être essentielles aux processus de signalisation et

de régulation.

L’inhibition dc NHE1 par des agents tels que l’amiloride ou le H0E694 perturbe la

migration chémotactique dirigée mais non aléatoire des leucocytes, en réponse au

chemoattractant N-formyl-Met-Leu-Phe (316, 341). Dans ce cas, la motilité de ces cellules est

affectée. D’autre part, l’inhibition de NHE1 diminue la motilité spontanée des cellules

endothéliales (61) ainsi que de deux lignées différentes de cellules MDCX transformées (19$,

225) dont l’une aux propriétés invasives. Dans ce dernier cas, NHEI est surexprimé dans la

souche transformée et invasive de cellules MDCK, comparativement aux lignées parentales, et ce

NHE1 est colocalisé avec l’actine 3 dans les pseudopodes. Ceci suggère donc que NHEÏ pourrait

jouer un rôle dans le phénomène d’invasion. De plus, l’inhibition de NHE1 par l’EIPA provoque

le désassemblage des fibres de stress et une redistribution des fibres d’actine. Finalement, le

traitement à l’EIPA est capable de contrer la formation de fibres de stress induite par le

nocodazole et ce, plus efficacement dans un milieu sans HC03 comparativement à un milieu

avec HC03. Ce résultat semble donc suggérer que NHE1 régule la formation des fibres de stress

grâce à son pouvoir régulateur du pHi (225). Les travaux récents de Denker et al. ($9)

confirment la nécessité de l’échange Na7H dans le processus de migration cellulaire même si

cette fonction n’est pas nécessaire à l’ancrage du cytosquelette à la membrane.

Il est donc maintenant certain que NHE1 est un acteur déterminant dans le phénomène de

migration cellulaire mais les mécanismes le reliant à la motilité restent encore à être déterminés.

Récemment, notre laboratoire a montré que NHE1 est impliqué dans l’extrusion des protons au

niveau des pseudopodes afin d’assurer localement le flux glycolytique nécessaire à la production
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de l’AI? indispensable à la polymérisation de Factine et. surtout. à la phosphorylation des

différentes tyrosine-kinase et autres médiateurs intracellulaires impliqués dans le processus de

migration cellulaire (225).

2.4 Régulation

L’activité de l’échangeur Na7H est régulée par une multitude de signaux tels que les

facteurs de croissance, les esters de phorbol, les neurotransmetteurs, l’hyperosmolarité, les

hormones stéroïdieimes, etc. Certains de ces signaux agissent rapidement (de l’ordre de la

seconde ou de la minute), comme les facteurs de croissance et d’autres plus lentement (quelques

heures à quelques jours), comme les hormones stéroïdiennes (136). La réponse à ces signaux

dépend largement de l’isoforme de NHE ainsi que du type cellulaire.

2.4.1 Activation à court terme

Dans la majorité des cas, l’activation rapide de NHE n’est pas précédée d’une

acidification du cytoplasme. Cette activation est donc indépendante de l’affinité de NHE pour les

protons. Afin d’éclaircir les mécanismes impliqués dans cette activation, de nombreuses études

ont été menées à l’aide de techniques permettant d’induire une acidification du milieu

intracellulaire et de mesurer ensuite le transport du Na en fonction du pH avec et sans

stimulation. C’est ainsi que l’action activatrice ou inhibitrice des facteurs de croissance et

hormones a été répertoriée. Avant même le clonage de NHE1 en 1989, il avait déjà été déterminé

que le traitement par les facteurs de croissance agissait en augmentant l’affinité de NHE pour les

protons, ce qui se traduit par le déplacement la dépendance de NHE au pH vers des valeurs

alcalines (295). De ce fait, après stimulation, NHE était capable de s’activer à des pH plus

élevés.

D’énormes efforts ont été ensuite nécessaires pour élucider les mécanismes moléculaires

responsables de cette activation. Cette section a pour but de résumer ce qui est connu concernant

la régulation de l’échangeur Na/H.
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2.4.1.1 Phosphorylation

De prime abord, étant donné la vitesse à laquelle NHE répond à ces stimuli (quelques

secondes à minutes), la piste de la phosphorylation de NHE a tout de suite été envisagée (295).

Par ailleurs, en 1982, Pouysségur et aï. ont mis en évidence un lien entre l’activation de

l’échangeur Na/H et la phosphorylation de la protéine ribosomale S6 (300). En effet, la

protéine S6 est phosphorylée après stimulation aux facteurs de croissance et les auteurs ont

montré que l’amiloride, un inhibiteur de NHE, ainsi que le protonophore dinitrophénol, sont

capables d’empêcher cette phosphorylation. Ces expériences mettent donc en évidence un lien

entre la régulation du pHi et la phosphorylaton de protéines. Ce n’est que plus tard, dans les

années 90, que plusieurs études ont véritablement apporté la preuve que NHE est phosphorylé en

réponse aux facteurs de croissance. Sardet et aï., suite au clonage de NHEÏ et à la production

d’anticorps spécifiques anti-NHE1, ont montré qu’un traitement par l’EGF et la thrombine

induisait une augmentation du taux de phosphorylation de NHEÏ parallèlement à une

augmentation du pHi et que cette phosphorylation s’effectuait sur les résidus sérine, uniquement

quel que soit le facteur de croissance utilisé (321). En effet, l’EGF active spécifiquement son

récepteur à activité tyrosine kinase alors que la thrombine active le récepteur thrombine, un

récepteur couplé aux protéines G activant successivement la phospholipase C (PLC) et les

protéines kinases C (PKC). De plus, ces deux facteurs de croissance induisent la phosphorylation

de sites communs (322). Parallèlement, les auteurs ont montré que le traitement à l’acide

okadaïque, un inhibiteur des protéines phosphatases à résidus sérine/tbréonine, penTiet d’activer

NHE1 (44, 322). Ces observations suggéraient qu’un point de convergence de ces deux voies

devrait exister pour permettre la phosphorylation de ces sites. La voie des MAPK (Mitogen

Activated Frotein Kinases), des kinases phosphorylant les résidus sérine et thréonine, semblait

être une bonne candidate du fait de son rôle essentiel dans la transmission du signal induit par les

facteurs de croissance stimulant les récepteurs possédant une activité kinase sur les résidus

tyrosine (291, 384). En effet, Bianchini et aï. ont montré que même si la p44 MAPK ne

phosphoryle pas directement NHEÏ, l’expression d’une protéine à action dominant négatif p44

MAPK inhibe près de 50% l’activation de NHEY en réponse aux facteurs de croissance (43).

Alors que la plupart des sites de phosphorylation de NHE1 se situent entre les acides aminés 636

et 815 dans l’extrémité cytoplasmique, la délétion de cette région n’abolit pas complètement la
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réponse aux facteurs de croissance alors que la délétion de la région 567- 635 qui ne contient pas

de sites de phosphorylation. abolit complètement l’activation de NHEJ par les facteurs de

croissance (377). Ceci signifie qu’une autre voie, indépendante d’une phosphorylation directe de

NHE1. est requise pour activer NHE1. Cette hypothèse avait d’ailleurs déjà été émise par

Grinstein et aï. lors de leurs travaux sur l’activation de NHE par des modifications du volume

cellulaire (13$). L’explication la plus simple consistait à envisager l’existence d’une ou plusieurs

protéines régulatrices qui pourraient être elles-mêmes phosphorylées en réponse aux facteurs de

croissance (73, 384). D’autres travaux sont effectivement en accord avec cette idée. Winkel et

aï., après avoir microinjecté l’anticorps dirigé contre les 157 derniers acides aminés de NHEI et

produit par Sardet et Pouysségur (321), ont observé que l’endothéline 1 et la thrombine étaient

incapables d’activer NHEY alors que l’ester de phorbol PMA (phorboï ]2-rnyristate 13-acetate)

et les contraintes physiques (acidité et osmolarité) avaient toujours cette capacité (406).

La cascade PLC-DAG-PKC constitue une voie importante de régulation de NHE. Son

action aboutit la plupart du temps à une activation de l’échange Na/H mais. dans quelques cas.

une inhibition est observée. Plusieurs résultats ont souligné l’importance des PKC dans

l’activation de NHE 1) les esters de phorbol tels que le PMA ou le PDBU, qui activent les PKC

classiques (Œ. J3. y) et nouvelles (a, e, ii, O, t) sans mobiliser le Ca2. activent l’échange Na/1-F.

2) les inhibiteurs de PKC préviennent l’activation de NHE par des agonistes et, enfin. 3) les

cellules dont les PKC ont été désensibilisées par une incubation prolongée présentent une activité

NHE diminuée (240). Tel que mentionné précédemment, la région 567-635 est cruciale pour la

réponse aux PKC mais les sites de phosphorylation se situent en aval, entre les résidus 636 et $15

(377). L’identité de l’isoforme de PKC impliquée dans l’activation de NHE est encore inconnue.

La régulation des autres isoformes de NHE par les PKC a été moins étudiée. Dans la

lignée RKPC-2 transformée, NHE2 est stimulé par le PMA (268) de même que le NHE2 de lapin

transfecté dans des fibroblastes de type PSI2O (233) et le NHE2 de rat transfecté dans des

cellules CHO-AP I (Chinese Ovary Celis-AntiPorter) (1 $2). Le NHE3 de rat exprimé dans les

cellules AP-1 est inhibé par le PMA (I $2) de même que les NHE3 humain et de lapin dans les

cellules PS12O (58. 233. 234). Pour cette dernière isoforme. la région médiant la réponse à la

PKC a été localisée entre les résidus 585 et 689 (234).
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La régulation de NHE1 par la PKA (Protéine Kinase A), une kinase activée par l’AMPc

(Adénosine MonoPhosphate cyclique) a été sujet de controverses. En effet, s’il est généralement

admis que l’AMPc n’a aucun effet sur cette isoforme, comme l’ont attesté quelques études (55,

233), plusieurs travaux ont fait état d’un pouvoir stimulateur ou inhibiteur de PKA sur NHEY en

fonction du type cellulaire. En effet, le NHE1 humain transfecté dans des cellules OK est inhibée

par l’activation de la PKA (153). Au contraire, l’activité d’échange est stimulée par l’AMPc dans

les macrophages murins (206), les hépatocytes primaires de rat (267) et les ostéoblastes de rat

(143) (à noter que ces cellules n’expriment que NHE1 (25, 88, 287, 390)). Finalement, le NHE1

de rat transfecté dans des cellules AP-1 est aussi stimulable par les agonistes provoquant une

accumulation intracellulaire d’AMPc (182). Pour résumer, NHEI est donc régulé par la PKA

mais sa réponse dépend du type cellulaire. Historiquement, le NHEI cloné à partir de la truite a

été la première isoforme (appelée 3-NHE) pour laquelle on a démontré que la régulation par

l’AMPc passait par le domaine cytoplasmique (55). Cette isoforme contient deux sites consensus

pour la phosphorylation par la PKA (Arg-Arg/Lys-X-Ser-Thr) aux sérines 641 et 64$. Lorsque

ces serines sont mutées en glycine, la stimulation de NHEI par l’AMPc est diminuée de 72%

(54). Les quelques 30% restant sont imputables à la région 559-66 1 qui pourrait contenir un autre

site PKA non encore identifié ou un site de liaison avec un facteur sensible à l’AMPc.

La régulation des autres isoformes par la PKA est moins connue. Dans les cellules

RKPC-2, NHE2 est inhibé par un analogue de l’AMPc (268) alors que le NHE2 de lapin

transfecté dans des cellules PS12O est insensible aux analogues de l’AMPc (233). De même, le

NHE2 de rat exprimé dans des cellules AP-1 est activé par de tels analogues (182). Le NHE3 de

rat dans les cellules AP-1 est inhibé par les analogues de l’AMPc (182), ce qui est compatible

avec les résultats obtenus pour le NHE3 endogène des cellules 0K (24, 153). De même, le NHE3

de vésicules de membranes de bordures en brosse est inhibé par la PKA (395). À l’inverse, le

NHE3 de lapin exprimé dans les cellules PS12O ne répond pas à une élévation de l’AMPc (233).

2.4.1.2 Ca2JCalmoduline

L’implication du Ca2 en tant que régulateur de l’échangeur Na7H a d’abord été

suggérée par Villereal qui a montré qu’un traitement au A23 187, un ionophore Ca2, était

capable de stimuler l’influx de Na (dépendant de l’amiloride) dans des fibroblastes humains
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(374). Cependant, ces résultats ne pouvaient pas cependant distinguer un effet direct du Ca2

d’un effet secondaire de l’acidification cellulaire. Plus récemment, il a été démontré qu’une

élévation du Ca2 augmente l’affinité de NHE1 pour les protons (143, 376). Étant donné que le

taux de phosphorylation de NHE1 n’augmente pas après activation par le Ca2 (376),
2+l’implication directe de kinases dependantes du Ca telles que la Ca /CaM-dependent protein

kinase (CAMK) ou la PKC peut être écartée. L’implication de la calmoduline, une protéine liant

le Ca2 avec une grande affinité, a été suspectée par Bertrand, Wakabayashi et aÏ. (41). En effet,

ces auteurs ont montré que NHE1 liait la calmoduline par deux sites compris entre les acides

aminés 636 à 656 et 657 à 700. En effectuant des délétions et/ou en introduisant des mutations,

ce groupe a observé que les NHE1 ainsi mutés étaient activés à des pHi plus élevés

comparativement au NHEY sauvage, la courbe d’activation par les H étant déplacée de 0.3 unité

de pH vers des valeurs plus alcalines. En conséquence, le pHi de repos des cellules exprimant ces

NHE1 mutés est plus élevé (376). L’existence d’une séquence autoinhibitrice (région A) à haute

affinité pour la calmoduline (Kd-20nM) contenant plusieurs acides aminés basiques (Arg, Lys,

Ris) et comprise entre les résidus 636 et 656 du domaine cytoplasmique a donc été proposée. En

se liant à cette séquence, le complexe Ca2/calmoduline lève l’inhibition et permet à la séquence

567-635 d’augmenter la sensibilité de NHEÏ aux protons via peut-être une protéine régulatrice.

Ces auteurs ont donc démontré que la calmoduline était une voie majeure de régulation de NHE1

(376). Contrairement à NHE 1, NHE3 n’ est pas sensible à une augmentation du Ca2 (381). En

construisant des chimères entre les isoformes NHE1 et NHE3, c’est-à-dire en remplaçant le

domaine cytoplasmique de NHE1 par celui de NHE3 (chimère N1N3) et inversement (chimère

N3N1) (321), les auteurs ont observé que la chimère NYN3 devenait insensible à un traitement à

la ionomycine ou à la thrombine, deux agents provoquant une libération transitoire de Ca21, alors

que la chimère N3N1 devenait sensible à ce même traitement. Toutefois, le transfert de la région

A de NHE1 dans NHE3 ne suffit pas à rendre ce dernier sensible au Ca2 (327). NHE3 présente

une certaine homologie de séquence avec NHE1 entre les acides aminé 588 à 644, mais dans

NHE3, cette séquence est interrompue par une série de 27 acides aminés, Wakabayashi et aï. ont

montré que NHE3 n’est effectivement pas sensible à une élévation du Ca2 mais cette isofonne

est tout de même capable de fixer la calmoduline dépendamment du Ca2 (381).
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2.4.1.3 Protéines régulatrices

Des observations précédentes. il est clair que la phosphorylation ne peut pas être le seul

mécanisme de régulation de NHE (377). la délétion des sites majeurs de phosphorylation ne

diminuant que de 50% la réponse de NHE1 au sérum, au PDGf (FÏateÏet Derived Growth

Factor), au PMA et à la thrombine. Il est donc probable qu’un ou plusieurs cofacteurs soient

impliqués dans la régulation de NHE et que ces cofacteurs pourraient être phosphorylés suite à la

stimulation par les facteurs de croissance ou autres stimuli et agir sur NHE 1 sans phosphoryler

celui-ci.

2.1.1.3.1 NHE-RF

C’est lors de l’étude du mode de régulation de NHE3 par l’AMPc que Weinman et ses

collaborateurs ont envisagé (393, 396), puis identifié un facteur de régulation de NHE, appelé

NHE-RF (pour Na/IF Exchange-ReguÏatory Factor) (39$, 400). Ce facteur est composé de 35$

acides aminés parmi lesquels on trouve une répétition en tandem d’une centaine de résidus. Cette

séquence a été ensuite intégrée dans la famille PSD-95/Dlg/Zo-l (PDZ) (417) qui constitue la

signature des facteurs liant les protéines membranaires au cytosquelette sous-jacent (102). Ce

facteur s’est avéré être un inhibiteur de l’activité de NHE3, et sa phosphorylation par la PKA

(39$) augmente son pouvoir inhibiteur sur NHE3 (393, 399). Un homologue de NHE-RF, NHE

RF2 (ou E3KARP (NHE3 Kinase ReguÏatory Protein)) a été caractérisé peu après par des

expériences de double hybride (415). Comme NHE3, NHE-RF1 et 2 sont localisés au niveau des

bordures en brosse bien que NHERF ait aussi été détecté à la membrane basolatérale (394). Cette

localisation pourrait être due à l’interaction avec d’autres transporteurs tel que le cotransporteur

NatHCO3 (40). En outre, plusieurs autres transporteurs ont été identifiés comme des cibles de

NHE-RF: CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance ReguÏator) (224), ROMK

(RenaÏ Outer Medulla K channel) (411), TRP (Transient Receptor Potential) (147), etc. De

plus, toutes les protéines ayant un domaine ERM (Ezrin-Radixin-Moesin) sont capables de lier

NHE-RF (271) sur un site éloigné du site de liaison à NHE3. La création d’un complexe

contenant NHE-RF, NHE3 et l’ezrine (227, 415) facilite la phosphorylation de NHE3 par la PKA

et, ainsi, son inhibition (397, 401).



47

De façon intéressante, les cellules PS12O, caractérisées à l’origine pour leur absence

d’expression d’un système d’échange N&7H, n’expriment aucune des deux isoformes de NHE

RF (au contraire des cellules OK, LLC-PK et CHO) (417). Ainsi, les cellules PS12O transfectées

avec NHE3 ne répondent pas à l’activation de la PKA par le $-Br-cAMP, un analogue de

l’AMPc. La cotransfection de NHE3 et de NHERF 1 ou 2 rétablit l’inhibition de NHE3 par

l’APMc (417).

2.4.1.3.2 9QRSK

L’implication de la voie MEKI-ERKI/2 dans la régulation de NHE1 avait déjà été

proposée étant donné que l’expression d’une p44 MAPK à caractère dominant négatif diminue

de 50% l’activation de NHE1 par les facteurs de croissance (43). En parallèle, le groupe de

Fliegel a montré que la phosphorylation induite par la MAPK concernait les 158 derniers acides

aminés de NHE1 (387). Toutefois, NHE1 n’est pas directement phosphorylé par la p44 MAPK in

vitro (43). Plusieurs pistes ont amené à l’identification de 90RSK (p90 Ribosornal $6 Kinase), un

substrat de ERK1/2 (Extracellular signal ReguÏated Kinase) (349), comme régulateur de

l’activité de NHE1: a) une kinase de 9OkDa présente une activité augmentée envers NHE1 dans

des lysats cellulaires de muscles lisses de rats SHR ($pontaneous Hypertensive Rat)

comparativement aux rats WKY (Wistar-Kyoto Rat) (297); b) le PD98059, un inhibiteur de

MEK1/2 (MAPK/ERK Kinase) bloque l’activation de p90’ par les facteurs de croissance et

diminue aussi la phosphorylation de NHE1(81); c) le délai d’activation de 90RsK et de l’échange

Nat’H, suite à l’activation exogène, sont similaires (353). De plus, le groupe de Berk (354) a

apporté la preuve que, suite à une stimulation par le sérum, 90RsK phosphoryle NHE1 sur la

sérine 703 qui fait partie d’une séquence consensus RXXS déjà connue (98). finalement, en

démontrant que cette phosphorylation est inhibée par le PD9$059, les auteurs suggèrent que

ERKI/2 active NHE1 via l’activation de 90RsK laquelle phosphoryle NHE1 sur la serine 703.

2.1.1.3.3 Calcineurin Homologous Frotein (ClIP,)

CHP a été identifiée comme étant une protéine se liant à NHE1 lors du criblage d’une

banque d’expression avec le domaine cytoplasmique de NHE1 fusionné avec la glutathione S

transférase (GST) (237). Cette protéine a été dénommée CHP (pour Calcineurin Homologous
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Prote in) étant donnée sa similarité avec la calcineurine (une phosphatase Ca2-dépendante). CHP

lie le Ca2 (cette protéine présente une bonne homologie avec la calmoduline) et se lie à la région

567-637 de NHEY, la région critique pour la réponse aux facteurs de croissance (377), mais pas à

la région spécifique à la calmoduline (637-691). La surexpression de CHP n’a pas d’effet sur

l’activité basale de NHEY mais a pour conséquence d’inhiber la stimulation de NHEY par le

sérum ou par la GTPase. CHP pourrait donc se lier au NHE1 quiescent et être libéré lors de la

stimulation par les facteurs de croissance, ce qui permettait à NHEÏ d’adopter une conformation

active. Les auteurs ont par ailleurs observé que CHP est sensible à la phosphorylation: une

diminution de son taux de phosphorylation est accompagnée par une augmentation de l’activité

de NHE1. Dans le même temps, une autre équipe (28) a identifié une protéine appelée p22

présentant 99% d’homologie avec CHP. Ces deux protéines sont donc probablement homologues

dans des espèces différentes (humain pour CHP et rat pour p22). Plus tard, Pang et aÏ. (292), bien

que travaillant sur des isoformes humaines, à l’instar de Lin et Barber (237), ont déterminé une

région différente de liaison à CHP dans NHE1 (résidus 515 à 530) sans pouvoir toutefois

expliquer cette divergence. Les isoformes NHEY-5 présentent une forte homologie au niveau de

ce segment et se lient toutes à CHP. En outre, lors de cette étude, la localisation membranaire de

CHP dans des cellules transfectées avec NHE1 n’est pas affectée par l’ester de phorbol, le sérum

ou d’autres facteurs de croissance, ce qui contredit la proposition de Lin et al. selon laquelle

CHP se dissocie de NHE1 en réponse aux facteurs de croissance (237). Par conséquent,

l’implication de CHP dans la régulation à court terme de NHE1 n’est pas encore certaine.

En 2002, une deuxième isoforme de CHP, CHP2, a été découverte (293). Cette isoforme

partage 61% d’identité avec CHP1 et présente la particularité de se lier plus fortement à NHE1

que CHP1. Les cellules PS12O transfectées exprimant NHE1 et CHP2 ont un pHi plus élevé (7.4-

7.5) que les cellules transfectées avec NHEY et CHPY ou NHE1 seul. En outre, un traitement au

sérum n’alcalinise pas davantage le cytoplasme des cotransfectants NHE1-CHP2 (contrairement

à NHE1-CHPY). De plus, ces cellules résistent à une déprivation prolongée en sérum du milieu

de culture. CHP2 semble ainsi protéger la cellule contre une absence de sérum en augmentant le

pHi via l’activation de NHEI à un pHi plus élevé.

2.1.1.3.1 Autres facteurs liant NHE]
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C A part NHE-RF, CHP et 90K, NHEY se lie à au moins quatre autres protéines

régulatrices.

En effet, en observant que NHE1 se lie à p90’’< dépendamment de la phosphorylation de

sa sérine 703 (354) et que cette sérine fait aussi partie d’une séquence consensus (RSXSXP) pour

la liaison de la protéine 14-3-3, l’équipe de Berk (232) a montré que la liaison de cette protéine

nécessite la phosphorylation de la sérine 703 de NHE1. Une fois liée, la protéine 14-3-3 protège

NHEI des phosphatases ce qui prolongent ainsi l’état activé de NHEÏ. De plus, l’inhibition de

MEKY empêche complètement la liaison de la protéine 14-3-3 à NHE1 dans des cellules traitées

par du sérum. Cette observation est en accord avec la nécessité que la sérine 703 soit

phosphorylée par la 90RsK (354) pour que 14-3-3 se lie à NHE1.

L’équipe de Dedio, quant à elle, a isolé par la technique du double hybride de levure la

tescalcine et a montré qu’elle est une autre protéine régulatrice de NHE1 (244). La tescalcine

appartient à une famille de protéines présentant une certaine homologie avec la calcineurine et

les CHP. Tous les membres de cette famille possèdent au moins un motif Ef de haute affinité

pour le Ca2 et leur activité est régulée par le Ca2. Il n’est pas encore connu si la tescalcine et

CHP se lient au même domaine.

Par cette même technique du double hybride, une association entre NHE 1 et NIK (Nck

Interacting Kinase) a été mise en évidence (408). NIK est donc une sérine/thréonine kinase qui

phosphoryle directement NHEÏ dans le domaine cytoplasmique. Son domaine de liaison est situé

entre les acides aminés 538 à 638 de NHE1 alors que son site de phosphorylation est localisé en

aval du résidu 638. L’expression d’une forme inactive de NIK bloque l’activation de NHEI par

le PDGf (40$).

En 1998, Tominaga et al. ont identifié 160RocK (Rho Associated Kinase) comme agent

régulateur de NHE1 (359). La protéine RhoA est connue pour son rôle dans la régulation de

l’organisation du cytosquelette (162, 309, 313). De plus, RhoA stimule l’activité de NHEY et agit

comme médiateur de l’activation de NHE1 par l’acide lysophosphatidique (LPA) et la GTPase

GŒ13. Enfin, l’activité de NHE1 est nécessaire à la réorganisation du cytosquelette induite par

rhoA (157, 371). La 160R0, une kinase à résidus sérine/thréonine, médie l’assemblage des
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points focaux et des fibres de stress induit par RhoA (16$). Cette kinase agit en permettant la

phosphorylation de la chaîne légère de myosine par l’inhibition de la myosine phosphatase ou

par la phosphorylation directe de la chaîne légère de myosine (15, 191). Tominaga et aï. ont

démontré que 160RocK phosphoryle directement NHE1 et Finhibition de NHE1 empêche
160R0 d’induire des fibres de stress.

dessous.

L’ensemble des interactions présentées dans cette section est résumé par la Figure 2, ci-

Figure 2 : Positions des sites d’interaction des différentes protéines régulatrices sur le domaine
cytoplasmique de NHE1 (adapté de la référence (306))
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2.4.2 Régulation à long terme

En plus de la régulation rapide décrite ci-dessus, l’échangeur Na/H dispose d’un

mécanisme de régulation à long terme. Ce type de régulation intervient au niveau de la

transcription, de la traduction et des modifications post-traductionnelles. Quelques stimuli ont été

reliés à une telle régulation: acidose prolongée, traitement aux glucocorticoïdes, aux hormones

thyroïdiennes, etc.

2.4.2.1 Acidose prolongée

L’exposition prolongée de cellules épithéliales rénales à un milieu acide provoque une

augmentation de l’activité et de la quantité d’ARNm de NHE1 et de NHE3 (17, 15$-160, 164,

209, 259, 307) mais pas de NHE2 (345). Toutefois, l’activité et la quantité d’ARNm de NHE1

sont diminuées lorsque les cellules NIH/3T3 sont exposées à de telles conditions expérimentales

(259). Horie et al. ont montré que l’augmentation de la quantité d’ARNm de NHE1 en réponse à

une acidose prolongée est reliée à l’activité des PKC (15$, 159). En outre, l’expression des

facteurs de transcription c-fos et c-jun, ainsi que l’activité de AP-1 (Activator Protein J),

augmentent lors d’une acidose (159). L’analyse du promoteur du NHEI humain révèle

l’existence de trois sites AP-1, d’un site AP-3, d’un site CREB (cAMP responsive element

bindingprotein), et d’un site NFY (Nuclear factor Y) (205, 255). Plus récemment, le groupe de

Madias a montré que la protéine C/EBP (CAAT-Enhancer Binding Protein) est impliquée dans la

régulation de la transcription du gène NHEY dans le muscle lisse vasculaire (204). Dans le cas de

NHE3, l’augmentation de l’ARNm semble être reliée à une activité de type tyrosine kinase étant

donné que l’herbimycine A, un inhibiteur à large spectre, empèche cette augmentation en

réponse à un traitement acide alors que l’inhibition de l’activité PKA/PKC n’a, pour sa part,

aucun effet (407). Ceci suggère donc que l’activité tyrosine kinase agit sur l’expression de NHE1

via une autre voie que celle des PKC. De plus, la surexpression de Csk (C-terminal Src Kinase),

un inhibiteur physiologique des Src non récepteurs, inhibe aussi l’activation de NHE3 induite par

l’acidose. Ceci suggère que Src joue un rôle important dans cette activation (407). Ainsi donc, la
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régulation de NHE en réponse à une acidose est complexe et implique des voies de signalisation

différentes dépendamment de l’isoforme de NHE et du type cellulaire.

2.4.2.2 Glucocorticoïdes

L’administration de glucocorticoïdes à un animal provoque une augmentation de la

sécrétion de protons par le tubule proximal (34), ainsi que de l’activité de NHE apical (192).

Dans les cellules OKP, l’effet des glucocorticoïdes sur l’activité de NHE3 est visible en quatre

heures (32). Dans ces même cellules, le dexaméthasone augmente la quantité d’ARNm de NHE3

(par augmentation de la transcription) parallèlement à une augmentation de son activité (30).

Toutefois, dans le tubule en suspension, trois heures d’incubation avec le dexaméthasone

n’augmentent pas la quantité d’ARNm de NHE3 bien que son activité soit stimulée (33), ce qui

suggère qu’il existe d’autres niveaux de régulation par les glucocorticoïdes. Contrairement à

NHE3, les glucocorticoïdes sont sans effets sur les niveaux d’ARNm de NHE1 et NHE2 (33, 69,

414). Ces résultats suggèrent donc NHE3 comme cible potentielle des glucocorticoïdes; toutefois

les mécanismes sous-jacents sont encore inconnus bien qu’une régulation au niveau

transcriptionnel soit très probable. Très récemment, Yun et aï. ont montré que la régulation de

NHE3 par les glucocorticoïdes nécessite la présence de NHERF2 (et pas NHERF 1) qui est activé

par une kinase nommée SGK1 (Serum and Gïucocorlicoids inducible Kinase-]) (413).

2.4.2.3 Autres stimuli

En dehors de l’acidose et des glucocorticoïdes, plusieurs facteurs ont été identifiés

comme régulateurs à long terme de NHE. Les facteurs de croissance tels que le PDGF et le fGF,

ainsi que le sérum, augmentent la quantité d’ARNm de NHEI dans le muscle lisse vasculaire

(310). Un milieu riche en glucose augmente aussi la quantité d’ARNm de NHEY et ce,

dépendamment de la PKC (404). L’acide rétinoïque, connu pour provoquer la différenciation des

cellules neuronales, provoque une augmentation d’un facteur 10 de la transcription de NHE1

dans les cellules P19 (96). L’hyperthyroïdisrne augmente l’ARNm de NHE3 mais pas de NHE1,

NHE2 et NHE4 dans le cortex rénal de rat (26). Enfin, le stade développemental exerce

également une influence sur le taux d’ARNm de NHE. En effet, le cortex rénal de rats néonataux

présente un quart de l’ARNm de NHE3 retrouvé dans les rats adultes (31). À l’inverse, l’ARNm
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Q de NUE1 dans le coeur de lapin foetal ou nouveau-né est environ deux fois plus élevé que chez

l’adulte (68).

2.5 Inhibiteurs pharmacologiques

Il faut remonter à la fin des années 70 pour retrouver, dans la littérature, les premières

indications d’un inhibiteur de l’échange Nat’H. En effet, les équipes de Thornas et de Epel ont

rapporté que l’arniloride inhibait l’échange Na/H respectivement dans le muscle de souris et

dans l’oeuf d’oursin (4, 179). Puis, en 1980, Kinsella et aï. ont montré que l’amiloride inhibait

l’accumulation de 22Na dans des vésicules de microvilli rénales (196). Cette molécule était déjà

connue pour son action sur le canal Na de l’épithélium urinaire (200). Sa découverte est issue de

l’effort de recherche d’agents diurétiques qui possèdent aussi bien des propriétés natriurétiques

que antikaliurétiques (77, 79). L’ arniloride (ou 3,5 -diamino-6-chloro-N-(diaminométhylène)

pyrazinecarboxamide) est formé d’un noyau pyrazinoylguanidine substitué en positions 3 et 5

par des groupements amine et, en position 6, par un groupement chlore (figure 3, p.54). Depuis

sa découverte, plus de 1000 analogues ont été synthétisés (77).

L’amiloride et ses analogues possèdent un groupement guanidinium dont la forme

protonée est requise pour son action inhibitrice (39, 181, 226). Le pKa de l’amiloride est de 8.8

dans l’eau (199). En plus d’inhiber l’échangeur Na/H, selon sa concentration, l’amiloride est

également capable d’inhiber entre autres, l’échangeur Nat’Ca2 (1C50 de 1 mM environ) (181), la
+ + 2+pompe Na , K -ATPase (1C50 de plus de 3mM) (347, 422), les canaux Ca de type L, N et T

(1C50 de 9OjiM pour le type L) (45, 103, 116, 350, 357), etc.
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Groupement guanidinium

Noyau pyrazine

_____ _____

(A

O NH

Cl 6 c—N=C— NH2

‘(
1’( 7 8 9 11

R1 —N’N NH2

R2

Figure 3: Structure de l’hétéroaroylguanidine à cycle hexagonal. Dans le cas de l’amiloride

Ri =R2=H

Afin d’augmenter la puissance et la spécificité des inhibiteurs de NHE, plusieurs dérivés

de l’amiloride ont été synthétisés en substituant divers groupements à la molécule d’amiloride

initiale. NHE1 et NHE2 sont les isoformes les plus sensibles à l’amiloride et à ses dérivés tels

que le DMA (dimethyl-amiloride), le HMA (hexamethylene-amiloride) ou l’EIPA (ethyl

isopropyl-amiloride) tandis que NHE3 et NHE4 sont les plus résistantes (66, 71, 75, 284, 364,

368, 412). Ces trois derniers inhibiteurs résultent d’une double substitution du groupement amine

porté par le noyau pyrazine et sont beaucoup plus efficaces que l’amiloride; c’est pourquoi ces

inhibiteurs ont été très utilisés dans les études pharmacologiques des différents NHE. Selon le

Tableau 3, nous pouvons observer que la séquence de sensibilité des différentes isoformes à

l’ensemble des inhibiteurs est : NHE1>NHE2>NHE5>NHE3. Toutefois, la clonidine semble être

plus efficace sur NHE2 que sur NHE1 et 3. NHE7. pour sa part. est insensible à l’amiloride

(282). La cimétidine est connue en tant qu’antagoniste des récepteurs histaminiques de type II

mais l’équipe de Leibach a démontré son action sur l’échangeur Na/H en se basant sur le fait

que la cimétidine et l’amiloride sont tous les deux des dérivées de la guanidine (115). En effet,

c’est la présence du groupement guanidinum (ou guanidine) (Figure 3) dans les inhibiteurs de

NHE qui est essentiel au pouvoir inhibiteur. Frelin et aï. ont montré que la récupération du pHi

suite à une charge acide est bloquée par l’ion guanidinium (108).
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Inhibite IC0 (gM)ur
NHEI NHE2 NHE3 NHE4 NHE5 NHE7

1 .6 (rat) 1 .4 (rat) 100 (rat) 8 13 (rat) 21 (humain) >2mM
Amiloride I (lapin) 1 (lapin) 39 (lapin) (humain)

3 (humain) 49 (humain)
0.01 (rat) 0.0$ (rat) 2.4 (rat) 1.53 (rat)

EIPA 0.02 (lapin) 1 (lapin) $ (lapin)
0.02 (humain) 6.6 (humain)

HMA 0.013 (rat) 2.4 (rat) 0.37 (humain)

DMA
0.02 (rat) 0.25 (rat) 14 (rat)

0.1 (humain)
H0E694 0.16 (humain) 5 (lapin) 650 (rat) 9.1

Cariporide 0.0$ (humain) I (humain) 545
Zoniporide 0.0 14 (humain) 12 >500 (rat)
Sabiporide 0.05 3 >lmM
Harrnaline 140 (rat) 330 (rat) ImM (rat) 940

. . . 26 (rat) 330 (rat) 6.2rnM (rat) >lmM (rat)Cimetidine
2$_(humain)

Clonidine 210 (rat) 42 (rat) 620 (rat)

Tableau 3: Compilation des constantes d’inhibitions des différentes isoformes de NHE par

divers inhibiteurs. Les valeurs sont exprimées en 1tM sauf indication contraire. Tiré des

références (23, 66, 67, 144, 282, 284, 286, 351, 366, 412)

De plus, ces auteurs montrent que l’efficacité d’inhibition varie en fonction de la substitution du

noyau pyrazine. C’est sur cette particularité que se sont basées les recherches concernant la

synthèse d’inhibiteurs plus puissants et plus spécifiques. En fait, en 1969, Paolini a suggéré que

l’ion Na, en solution aqueuse, est entouré de trois molécules d’eau formant un triangle autour du

Na et que cette conformation ressemble à celle de l’ion guanidinium (294). Finalement, au
y. +debut des aimees 80, Natochin, en redecouvrant cette etude alors qu il travaillait sur le canal Na

épithélial (EnaC), a émis l’hypothèse que c’est le groupement guanidinium et non le noyau

pyrazine de l’amiloride qui est responsable de son pouvoir inhibiteur (274). Ceci est par ailleurs

appuyé par le fait que le pouvoir inhibiteur de l’amiloride est diminué par de hautes

concentrations de Na. En 1984, l’équipe de Lazdunski et celle de Cassel ont entrepris une large

étude des analogues de l’amiloride et, sur la soixantaine de molécules synthétisées et testées,

l’EIPA est celle qui avait le plus d’efficacité (K0.5 de 0.05 vs. 7tM pour l’amiloride) (372, 422).

Toutefois, ces molécules se sont révélées peu intéressantes du point du vue clinique étant donnés

les effets secondaires qu’elles provoquent (199). Plus tard, le composé H0E694 a été découvert
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comme étant un inhibiteur très sélectif de NHEI présentant un effet cardioprotecteur intéressant

lors des syndromes d’ischémie-reperfusion (329). bien qu’il soit légèrement moins actif que

FEIPA. Toutefois, il a été observé que le H0E694 formait des cristaux dans les glomérules et

provoquait ainsi une inflammation rénale. Cette observation a conduit à la synthèse du composé

H0E642 (cariporide), une molécule structuralement proche du H0E694 qui ne semble pas

présenter ces effets secondaires (32$). Pour cette raison, le H0E642 a été choisi pour une

investigation clinique à grande échelle. Ces deux dernières molécules voient leur noyau pyrazine

remplacé par un noyau benzénique substitué en position 3 par un groupement méthylsulphonyl

et. en position 4, par un groupement piperidine dans le cas de H0E694 ou par un groupement

diméthvl dans le cas de H0E642 (f igure 4). De plus. ces molécules. tout comme Féniporide (35)

ou le 3113-513 (141) ne présentent plus d’action non spécifique sur l’échangeur Na/Ca2 ou sur

le canal Na.

A
O H NH2 B

O H NH2
CH 11 2 II I 4 CH /1 2 II I 4

3sac—N—C®

Q CH
H3

Figure 4: Structure des composés H0E694 (A) et H0E642 (cariporide) (B)

Les inhibiteurs de l’échangeurs Na17H sont à présent divisés en cinq classes selon leur

structure

1. Les aroylguanidines

Cette classe est caractérisée par un groupement aryl tel que le phényl relié au groupement

guanidinium par un groupement carbonyl. On retrouve dans cette classe le H0E694 et le

H0E642.

2. Les hétéroaroylguanidines

Dans cette classe, le groupement guanidine est relié à un cycle hétéroaromatique via un

groupement carbonyl. On y retrouve deux sous-classes.
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only the combination of Leu163Phe and Glyi74Ser mutations lias been shown to slightly affect

affinity for Na (Km 28 mM instead of 14 mM) (20).

Having selected variants of human NHEÏ that exhibits a 1500-2000 fold decrease in

sensitivity to H0E694 and a 200-fold decrease to MPA, the purpose of this study was to

determine whether this high-resistance phenotype could 5e explained by the presence of mutated

amino acid(s), and whether this highly amiloride-resistant mutant exhibits a modified affinity for

Na. Sequencing of the entire transmembrane region of the NHE1 variant revealed the single

346Asp mutation. We reproduced this mutation in the wild-type NHE1 by site-directed

mutagenesis, then studied the sensitivity of this protein to H0E694 and to other amiloride

analogs, as well as its affinity for extracellular Na, U H and K. Our resuits indicate that the

Glu346Asp mutation induces a significant change in the interaction of amiloride derivatives with

NHE1, and also a significant change in the affinity of NHEY for Na. It is noteworthy that the

fibroblast NHEY transfected HR300 variant identified as the NHE1-Glu346Asp allowed us to

identify glutamate in position 346 as a highly critical amino acid involved in NHE1 interaction

with Na and its NHE inhibitors. This very important role of glutamate 346 was further

confirmed by demonstrating that mutation of amino acids in close proximity to Glu346 did not

affect sensitivity to inhibitors.

Data related to the identification of the NHE 1 -Glu346Asp mutant were previously

presented in abstract form at the American Society ofNephrology (29).
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Experimental Procedures

Material. 22NaC1, 32P-dCTP and 32S-alpha-dATP were purchased from DuPont NEN (Boston.

MA). Hybond N and Hybond C extra were purchased from Amersham Corp./USB (Oakville,

ON). BioProbetm RNA reagent kit and purified biotinylated-503 primer were purchased from

Eurogentec (Seraing, ON). Restriction enzymes, heat resistant Vent’ polymerase and MuLV

reverse transcriptase were obtained from New England Biolabs, Inc (Beverly, MA). Streptavidin

linked magnetic beads were purchased from Dynal (A.S. Oslo, Norway). Amiloride,

Methylpropylamiloride (MPA), Ethylisopropylamiloride (EIPA), trypsine-EDTA, ampicillin,

Cool calf serum (CS), ouabain and cimetidine were obtained from Sigma-Aldrich Canada Ltd.

(Oakviile, ON). The (3-methyl sulfonyl-4-piperidinobenzoyl) guanidine methane sulfonate

(HOE694) compound was kindly provided by Dr. Hans J. Lang (Hoechst AG, Frankfurt am

Main, Germany). We used the NHE1 polyclonal antibody (RPc2$ antibody) that recognizes the

last 157 amino acids at the C-terminus of human NHE1 (30), and the P4D5 antibody that

recognizes the vesicular stomatitis virus glycoprotein (VSVG) epitope. Horseradish conjugated

goat anti-rabbit IgG was obtained from Jackson Immuno Resarch Laboratories (West Grove,

PA), and DMEM high glucose from Canadian Life Technologies, Inc. (Burlington, ON). The

BCA kit for determining protein concentration was from Pierce (Rockford, IL). Ail other

chemicals and reagents used in these experiments were purchased from Fisher Scientific

(Nepean, ON), and were ofthe highest quality available.

Cet! unes and culture. PSi 20 is a Chinese hamster lung fibroblast clone that lacks Na/H

exchange activity (18) and was derived from the CCL39 ccli une (ATTC). These celis were

transfected with wild-type human NHE1 or mutated NHE1 cDNAs (see below). Fibroblasts

expressing the VSVG-tagged NHE3 isoform (31) were cultured and studied in parallel. Modified

Eagle’s medium (H2 1, Gibco) containing 25 mM NaHCO3 was supplemented with penicillin (50

units/ml), streptomycin (50 tg/ml) and 7.5% cool calf serum (CS). Cells were grown at 37°C in

the presence of 5% C02.

Setection of H0E694-resistant variants. PS12O lung hamster fibroblasts expressing the wild

type human NHEÎ were submitted to repeated acid loadings in the presence of 50 mM NH4CJ at
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37°C. and in the absence of bicarbonate and C02, as reported previously (19). Afier incubation

for 1 hour, the ceils were quickly washed in a sodium-free medium and incubated for 1 hour at

37°C in a recovery medium, in the absence of C02 and in the presence of 120 mM NaCl, with or

without 30 tM H0E694, to inhibit NHE1 activity (31). Afier removal ofthis artificial medium, a

bicarbonate (sodium) and calf serum containing DMEM medium (pH 7.4) was added and the

cells incubated at 37°C in the presence of C02 to let them recover.

In these conditions, more than 99% ofthe ceils died after the first test. Few colonies nevertheless

survived to three similar acid loading procedures performed every 2-4 days. Although obtaining

more than one colony could appear surprising, these different colonies may corne from identical

cells issued from one original colony or represent ceils expressing large amount of wild-type

NHE1 that resist to 30 tM H0E694 (31). Cells were then trypsinized and submitted to an acid

load with recovery in the presence of 100 jiM H0E694 to insure that no sensitive (wild-type)

celis were hidden by resistant ones and to allow a complete blockade ofNHEI exchange activity.

following two more acid loading procedures in the presence of 100 iM H0E694, many colonies

resisted. They were again trypsinized and submitted to 3 acid loading procedures in the presence

of 300 tM H0E694 in the recovery medium. This ceil population following trypsination was

stable, no cells dying following repeated acid loading procedure. Finally, the same protocol was

repeated in the presence of 1000 tM H0E694, the overall procedure was over a three-week

period. The different cell populations were named afier their H0E694-resistant phenotype

HR100, HR300 and HR1 000, respectively. Afler each step in the selection process, resistant cells

were frozen at —80°C until further analysis. A very stable resistance to very high inhibitor

concentrations was observed for the HR100 and HR300 cell populations, but many cells within

the HR1 000 population lost their resistance and died during the selection process.

Northern Blot analysis. Total RNA was obtained from cells expressing the NHEÏ variants using

the BioProbetm kit, then submitted to agarose electrophoresis in denaturating formaldehyde

conditions, transferred to Hybond N nitrocellulose membranes, and probed at 65°C for 16 hours

with the 32P-dCTP labelled 570 bp PstI-$acINHE1 insert or the 32P-dCTP labelled 1290 bp PstI

EcoRINHE3 insert. We loaded 30 jig of total RNA onto the gel.

RT-PCR. Total RNA (1 .tg) extracted from the wild-type NHE1 and NHEY variants was reverse

transcribed at 42°C in the presence of 2.5 mM MgCl2 using a specific NHE1-encoding primer
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(310; 5’-TgggAgTATgCgCTCggAAgg). the Boehringer Mannheim cDNA synthesis kit. and 2

units of the MuLV reverse transcriptase. PCR was done on one-tenth of the cDNA reaction

mixture using the anti-sense NHE1 primer 310 and a biotinylated sense NHE1 primer (503-B;

gggCTgCTgCCTgTTCTCAgg). The amplified 1785 bp biotinylated fragment was isolated with

streptavidin-linked magnetic beads. denaturated in 0.1 N NaOH. and the trapped biotinylated

single strand cDNA was sequenced according to the manufacture?s recommendations

(Pharmacia kit) using specific hurnan NHEJ primers covering the entire transmembrane domain

(32).

Western Btot ait atysis. Crude membranes were prepared in the presence of protease inhibitors

from stable NHE1 variants or stable transfectants grown to 80-90% confluency, as described

previously (23). A total of 20 tg of protein was loaded in each lane. Proteins were separated by

SDS-PAGE (7.5% w/v) and electrophoretically transferred to Hybond C extra supported

membranes. Membranes were blocked as described previously. The proteins were incubated with

RPc28 antibodies overnight at 4°C. then revealed with horseradish-peroxidase-conjugated goat

anti-rabbit antibodies. The Western Blots were developed using the enhanced

chemiluminescence (EC L) detection system.

Site-directed mutagenesis. Site-directed PCR mutagenesis vas performed with human NHE 1.

specific base pair oligonucleotides (Table 1) and high fidelity temperature-resistant Vent

polymerase. The amplified fragments were digested by the Ace] restriction enzyme and

subcloned back in the eukaryote compatible pECE vector containing the full length digested

wild-type NHE1. The fragment junctions, as well as the entire PCR-generated cDNA fragments,

were sequenced to ensure no random mutations had been introduced during the amplification

procedure.

Traitsfection and selection of stable excitaitger expressing traitsfectants. PS 120

fibroblasts (1 x I celis per 100 mm plate) deficient in Na7H exchanger activity were plated

and cultured in 7.5% CS containing DMEM for 20 hours. then transfected with 10 jig ofplasmid

containing wild-type or mutated NHE1 encoding cDNAs using the calcium phosphate-DNA co

precipitation technique (33). Forty-eight hours following transfection. a first acid loading test

(see above and (31)) was perforrned to select only celis expressing an active membrane-bound

Na/H exchanger. four other sirnilar tests were performed over a 2-week period to obtain celis
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homogeneously over-expressing the NHEY proteins. Subsequently, an acid-Ïoading procedure

was performed every 1-2 weeks to insure the stability ofNHEÏ expression.

22Na uptake. 22Na uptake was measured on fibroblasts seeded in 24-well plates at 1 x i0

cells/well and grown for 2 days to confluence. An acid-Ïoad was generated by the NH4-prepulse

technique, as previously described (23, 31, 34, 35). Cellular 22Na accumulation was stopped, as

required, afler incubating at 37°C for 30 sec (for Na, H and K affinity experiments) or 3 min

(for dose-response curves) by four rapid washes in ice-cold saline. Celis were solubilized with

0.1 N NaOH and radioactivity was counted in a y-spectrometer. Protein concentration was

measured using the BCA assay with albumin as the standard.
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Resuits and Discussion

Pharmacological profiles of tue spontaneous NHEJ variant. PSi 20 ceils expressing the NHE 1

isoform and that had, quite unexpectedly, survived the five acid loading procedures performed in

presence of either 100, 300 or 1000 tM H0E694 in the recovery medium, were studied for their

transport activity in the presence of different concentrations of NHE inhibitors—amiloride, MPA

and H0E694. For comparison purposes, we also examined PSi 20 ceils expressing the wild-type

NHE1.

Figure lA presents the pharmacological profile for amiioride of the wild-type NHE1 and NHE1

variants resistant to 100 jiM H0E694 (HR100) and to 300 tM H0E694 (HR300). For clarity,

the HR1000 data were not inciuded since the inhibitory profiles were identical to those ofHR300

in addition to the lack of stability ofthis population. Figure 1 shows that the HR300 variant was

much more resistant to NHE inhibitors than was the wiid-type NHE1 for ail three inhibitors, and

that the difference in sensitivity was specific to each inhibitor. The difference in sensitivity was

especially astonishing for the H0E694 compound (Figure 1 B), the 1C50 being around 1000-2000

fold that of the wiid-type NHE 1. These results reflect differences in inhibitor conformation and,

based on previous studies (19-21), suggest differences in interaction with specific amino acids of

NHE1. This is the first time that such a significant difference in sensitivity to NHE inhibitors

compared to that ofthe wild-type NHE1 has been observed. The 1C50 ofthe HR300 variant to the

H0E694 compound is in fact very close to the 1C50 of the amiloride-resistant NHE3 for this

inhibitor (10, 36).

The HR100 population, which is resistant to 100 !.tM H0E694, tended to 5e less resistant than

the HR300 population, and the flattened curve suggests a mixed population of Na-transporting

molecules. This population was not analyzed further. Similarly, since the HR1000 population

presented a less stable phenotype in the presence of the H0E694 compound, only the HR300

was further characterized.

mRNA andprotein content of the HR variant. Figure 2A shows that the acid selection pressure

induced a progressive increase in NHE1 variant mRNAs. Indeed, more NHEY mRNAs were

found in cells submitted to an acid loading and selected for 3 weeks in the presence of 300 jiM



111

H0E694 than in those selected with 100 tM H0E694 for 1.5 weeks. The same observation is

true for the HRI 000 variant. Sirnilarly, the NHEI content increased progressively for HR100,

HR300 and HR1000 variants after the selection procedure (Figure 2B). Gene amplification is

probably responsible for this phenomenon, as demonstrated carTier (19). Since the sensitivity of

the HR300 variant to NHE inhibitors is similar to that of NHE3-VSVG (31), RNA and proteins

were extracted from 11R300-expressing ceils in order to confirm that this H0E694 resistant

phenotype was not due to the presence ofNHE3 mRNA and NHE3 proteins in the resistant ceils,

or to NHE3-expressing ceils contaminating the HR300 ceil population. The results presented in

Figure 2 clearly show that this was not the case.

Identjfication oftl,e mutation responsiblefor tue H0E694 resistant phenotype bi HR300 celis.

Only the HR300 variant was studied further. By sequencing the near complete transmembrane

domain of NHE 1 corresponding to nucleotides 150 to 1600, only one nucleotide was found to be

modified in the HR300 variant, when compared to the sequence of the human wild-type NHEÏ

published by Sardct et al. (37), a cytosine replacing a guanosine in position 1038 from the ATG

codon. This modification prevents a PCR fragment amplified by RT-PCR from total HR300

RNA to be cleaved by SacI in position 1040 (data not shown). This base pair modification leads

to only a minor amino acid change, an aspartic acid replacing a glutamic acid, which is,

according to the recently adopted nomenclature (6), located in position 346 of segment M9. This

amino acid change is very conservative relative to its molar volume (91 vs 109 À), negative

charge and pKa values (4.5 vs. 4.6, respectively). This resuit is surprising; it means that the high

resistance phenotype is due to an aspartate replacing the glutamate in position 346 of human

NHE 1. A similar 1C50 shift was found upon mutating, by site-directed mutagenesis, the glutamate

in position 350 of rat NHE1 (27).

Site-directed mutagenesis of NHE 1-E346 and its surrounding amino acids in M9. b confirm

that the mutation Glu346Asp alone is responsible for the phenotype of high resistance to amiloride

analogs observed in the HR300 variant, we introduced (by PCR) the Glu346Asp mutation in the

wild-type human NHEI by modifying only the guanosine at position 1038 for a cytosine. Using

the calcium phosphate precipitation procedure, cDNA encoding for this NHE1-Glu346Asp mutant

was transfected in PS12O fibroblasts deficient in membrane-bound Na7H exchange activity
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(33), and stable celi transfectants over-expressing NHE1 were selected by using the acid loading

selection procedure described in Experimental Procedures.

The mutagenized NHE1-Glu346Asp mutant is equally resistant to MPA and H0E694 (Figure 3)

than the HR300 variant shown in figure 1. A high resistance to EIPA was also observed. For this

latter inhibitor, the 1C50 ratio relative to the wild-type NHE1 (1C50 = 0.027 + 0.002 pM)

increased 300-foid. Together. these results unequivocally confirm that the highly resistance

phenotype observed for the HR300, and most probably for the other variants, was a consequence

ofa single point mutation substituting the glutamate in position 346 ofNHEY for an aspartate.

When comparing the amino acid sequence of M9 ofNHEY and NHE3, a glutamate was found

along ail the other NHE isoforms, and not an aspartate, as could be expected from our

observations. These resuits thus indicate that despite the sirnilar sensitivity of NHE 1 -Glu346Asp

and NHE3 proteins to inhibitors, the glutamate in position 346 of NHE3 cannot alone be

responsible for this highly resistant phenotype. Indeed, chimera analysis (15) and the initial

results of site-directed mutagenesis (19) suggest that the high resistance to NHE inhibitors must

be due to more than one domain or amino acid of NHE3 being involved in interactions with

inhibitors. A combination of amino acids within the same membrane segment or between

different segments may be responsible for creating a specific conformation.

To determine if the glutamate in position 346 of NHE1 interacts directly with inhibitors or Na

or is part of a conformational architecture that favors interaction with the inhibitors, we

introduced mutations at the sites closest to Glu346, i.e. Leu343, A1a345 and Leu347. Two amino

acids were chosen for each site: the structurally similar glycine and the bulky tryptophan for

A1a345, and valine and tryptophan for Leu343 and Leu347. The mutated NHE1s were selected as

described above, and dose-response curves were determined for EIPA and H0E694. As shown

in Table 2, none of the mutations induced a shifi in the 1C50. These results were expected for

mutations that induce a slight structural change (Ala345Gly and Leu343 347Va1), but were

surprising for the mutations, Ala345Trp and Leu343, 3471rp. Indeed, tryptophan is a large amino

acid with a molar volume of 163 Â, compared to 67 Â and 124 Â for Ala and Leu, respectively.

We therefore expected that introducing tryptophan into the primary sequence would, by evoking

a conformational change, interfere with the NHEY interaction with inhibitors, especially in close

proximity to Glu346. The fact that the mutations of amino acids adjacent to 346 had no effect on

transport activity and on sensitivity to inhibitors confirms that Glu346 is critical for the interaction
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of NHE1 with inhibitors. furthermore, these resuits suggest that the decreased affinity of

inhibitors for NHE1 is due to an altered interaction between Glu346Asp and inhibitors. Indeed, if

this mutation has induced a conforrnational change in the structure. the mutated amino acids near

Glu346 should also have induced such a change, but this was flot the case, so a direct interaction

should be considered. Our resuits are in agreement with those of Murtazina et aÏ. (25) who, by

modifying the amino acids closest to amino acid 391, found no effect ofthese mutations on NHE

activity.

b determine if the charge ofthe amino acid in position 346 plays a significant role in interaction

with inhibitors or Na, the charge (pKa 4.6) was neutralized by introducing a glutamine (Gin).

This mutant (exhibiting an 1C50 of 0.35 + 0.17 jiM to EIPA (Tabie 2)) was 10 times more

resistant than the wild-type NHE1 but 20 times more sensitive than the Glu346Asp. We conciude

from this mutant that the charge and size of the amino acid in position 346 is critical for the

interaction ofNHE1 with inhibitors. Surprisingly, these results indicate that since the pKa of Glu

and Asp are similar, the size of the amino acid is more influentiai than the charge in insuring an

optimal interaction with inhibitors. These resuits are in accord with Khadilkar et aï. ‘s findings

for rat NHE Ï, which show that mutating Glu350 in glutamine signiflcantly reduces the sensitivity

ofthe protein for inhibitors but does not interfere with its affinity for Na (27).

Affinityfor Na In contrast to previous observations concerning mutations L163f, G174S or

that showed no change in affinity for Na despite significant changes in sensitivity to NHE

inhibitors, we found that the single mutation G1u346ASP significantly affects the affinity of the
+ . +NHE1 protem for Na (Figure 4). Indeed, the Km for Na of the NHEY-Glu346Asp mutant is 4-

fold higher (68 mM) than that for the wild-type NHEÏ (18 mM). In contrast, no significant

change in Li affinity was observed for the NHEÏ-Glu346Asp mutant (data not shown). Touret et

aï. made a similar observation for the extremely resistant cariporide revertants (22). These

results, along with those presented in this study, suggest that the amino acid Glu346 within the M9

domain appears to be sufficient to modify on a very local basis the conformation of the protein,

or at least its direct interaction with Na and its competitive inhibitors. These results again

confirm the importance of Glu346. Furthermore, these results correlate with the idea that Na and

inhibitors share the same binding site or at ieast are located in some overlapping binding sites






































































































































































































































































