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i

La famille des échangeurs Na'/H" comprend neuf membres (NHE1 4 NHE9). Ces
isoformes différent entre elles par leur structure primaire ainsi que par leur profil
pharmacologique. Plusieurs études par mutagenése ont permis d’identifier les acides
aminés impliqués dans I’activité d’échange, dans I’interaction de I’échangeur Na'/H" avec
ses inhibiteurs et le Na'. Les résidus Phejs;, Leujss, Gly;7s dans le M4 (domaine
transmembranaire 4), Gluye, et Aspys; dans le M7, Glusgg et Hissqo dans le M9 et Glusg,

dans le M10 ont ainsi été caractérisés.

Nous rapportons ici la sélection et la caractérisation d’un variant spontané¢ de NHE1
extrémement résistant au HOE694, un puissant inhibiteur spécifique des échangeurs
Na'/H*. Le séquengage de I’ADNc correspondant a la région associée a la membrane a
révélé la présence de la seule mutation GlusssAsp située dans le neuviéme domaine
transmembranaire. L’introduction de cette mutation dans un NHE1 de type sauvage a

reproduit le phénotype du variant NHE1 original.

Le mutant GlusssAsp-NHEI est 2000 fois plus résistant au HOE694 et pres 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 Glusse est critique pour
I’interaction de NHE1 avec les inhibiteurs. De plus, le mutant GlusssAsp-NHE1 présente
une affinité pour le Na" diminuée de quatre fois. Bien que la mutation des acides aminés
adjacents a Glusye n’affecte ni ’activité de NHEI1, ni sa sensibilité aux inhibiteurs, les
différences observées au niveau des sensibilités a I’EIPA et au HOE694 et de I’affinité pour
le Na* des différents mutants suggérent que Gluss n’interagit pas directement avec les
inhibiteurs mais participe plutdt a 1’élaboration d’une structure propice a la liaison des

inhibiteurs et du Na".

La mutation de Glus46 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 Glusge est impliquée dans I’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 Glusq est critique pour I’activité intrinseque de NHE1.

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

pour I’activité de NHE1 ainsi que pour son interaction avec les inhibiteurs et le Na .

De plus, en se basant sur la structure résolue de ’échangeur Na'/H™ 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 a 1’alignement NhaA-NHE1 nous

permet de proposer une structure prédite de NHE].

Mots-clés : NHE, inhibiteurs, Na', glutamate, structure-function, activité



Abstract

Na'/H" exchangers (NHE) form 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
amino acids involved in the exchange activity, in the interaction of mammalian NHE1 with
its inhibitors and the Na’. Residues Phe s, Leujss, Gly;74 in M4 (transmembrane domain
4), Gluye; and Aspagr in M7, Glussg and Hissge in M9 and Glusg; in M10 have been shown

to participate in these interactions.

Here we report the selection and the characterization of a NHE1 variant that exhibits
a very high resistance to HOE694, a specific inhibitor of Na'/H" exchangers. Sequencing of
the coding region corresponding to the N-terminal domain of this variant revealed the
presence of only one mutation GlussAsp 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 HOE694 compound
and to ethylisopropyl amiloride (EIPA). We found that the NHE1-Glusz46Asp mutant was
more than 2000-fold more resistant to HOE694 and up to 200-fold more resistant to EIPA
than was the wild-type NHEI.

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 Glusse presents
little effect on the sensitivity to inhibitors. The charge of Gluss showed a significative
effect on the sensitivity to inhibitors but not on the Na" affinity. Interestingly, mutations
abolishing the charge in position 346 lead to a great decrease of the NHE1 activity while
the GlusssAsp-NHE1 mutant showed a modest 2-fold decrease in NHE1 activity.
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Exchanging Glusss with its neighbours Alasss and Leuss; did not 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 all the mutations studied here was observed with the
Gluzs6Asp-NHE]L. Indeed, this mutant showed decreased membrane expression and a 4-fold
decreased Na' affinity which is compensated by a 2-fold increased transport velocity. This

mutation is thus more efficient in terms of Na transport than the wild-type NHEI.

The lack of parallelism between the effects of the different inhibitors on the
different NHE1 mutants as well as between the ICsy and the K, measured lead us to
suggest that Glusss may not interact directly with inhibitors or Na' but rather is part of a

conformational architecture ideal to the binding of inhibitors and Na".

Together, these results state that Glusge is crucial for both the interaction with Na*

and pharmacological agents as well 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 topology proposed by
Wakabayashi et al. (382).

Finally, based on the resolved structure of NhaA and the NhaA-NHE]1 alignment,

we propose a predicted structure of NHE1.

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

1. Définitions

Les systémes 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 I’ion. Ce groupe comprend la diffusion simple au cours de
laquelle ’ion diffuse directement & travers la membrane lipidique et le transport facilité par une
protéine spécifique de type canal ou transporteur tel que les canaux K*, Na®, Ca™, CI;; 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 sépar€ en
transport actif primaire quand il y a hydrolyse directe de I’ATP par le transporteur (H'-ATPase,
la Na'/K*-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 systéme de transport primaire qui établit un gradient ionique, et ce
gradient est utilisé comme source d’énergie pour diriger le transport & contre courant d’un autre
ion. Deux cas se présentent alors : 1- les deux ions traversent la membrane dans le méme sens
(symporteur) ou 2- les deux ions traversent la membrane en sens inverse (antiporteur), c’est le

cas de I’échangeur CI7HCO5', de I’échangeur Na*/Ca”" ainsi que de I’échangeur Na'/H".
4 +
2. L’échangeur Na'/H

2.1 Historique

2.1.1 Mise en évidence d’un systéme d’échange Na'/H"

Il faut remonter en 1961 pour retrouver les premiers indices de 1’existence d’un systeme
d’échange cation/H". En effet, Mitchell proposait alors son hypothése 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 ’existence d’un tel échange dans les mitochondries (16,

257). La premiére démonstration réelle d’un échange Na'/H" a été réalisée en 1972 par Harold et
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al. dans la bactérie Streptococcus faecalis (146). Enfin, en 1976, Miirer et ses collaborateurs ont
prouvé ’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 trés pratiques car affranchies de
tout métabolisme intracellulaire. A cette fin, les auteurs ont incubé les deux types de vésicules
dans un bain contenant 0.5M de Na,SO, et ont observé une acidification du milieu d’incubation
qui pouvait €tre abolie lors de I’ajoiit 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 fagon induite par le Na*. Deux possibilités peuvent expliquer cette
translocation : les deux ions utilisent différents systémes de transport qui s’influenceraient
mutuellement via le potentiel membranaire (I’entrée de la charge positive du Na' entraine la
sortie de la charge positive du H" en absence d’un anion qui diffuserait en méme temps que le
Na"). Alternativement, les deux ions sont déplacés par un systéme de contretransport qui serait
indépendant du potentiel membranaire. Pour trancher entre ces deux hypotheses, 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 I’acidification du
milieu induite par le Na*. Ce résultat a aussi été obtenu avec un traitement par le découpleur
CFCCP qui aurait eu un rdle facilitateur dans la sortie de protons si celle-ci était couplée au
potentiel membranaire. Les auteurs ont donc conclu que 1’influx de Na* et ’efflux de H" étaient
couplés par un antiport électroneutre. De plus, en préincubant les vésicules dans un bain de faible
pH puis en mesurant I’influx de 22Na* en présence de différentes conditions de pH externes, la
réversibilité de 1’échange Na'/H" a pu étre démontrée. Dés 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 NHE1

L’existence d’un systéme d’échange Na'/H" ne faisait donc plus aucun doute. En 1986,
Franchi et al. (107) ont isolé un ensemble de fragments EcoRI de génome humain qui, une fois
transfectés dans des cellules LAP1 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 1’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 I’échangeur, les auteurs ont utilisé la fonction méme 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 al étaient progressivement surexprimés dans les cellules
soumises a plusieurs charges acides consécutives (cette souche a été alors appelée ST31A).
Parallélement, ces cellules présentaient une augmentation de leur activité d’échange. Donc, il
était fort probable que le géne codant pour un échangeur Na'/H" se situait a I’intérieur de ces
fragments de restriction. Afin d’isoler ce géne, les auteurs ont construit une banque d’ADN
génomique a 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 A et transfectés dans une souche d’E.coli. Un criblage a 1’aide d’une sonde radiomarquée
d’ADN génomique humain a ensuite permis d’isoler quatre clones possédant des inserts de 12 a
18 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 quatriéme n’était pas lié aux autres, rendant sa localisation
relative impossible a ce stade. Un des clones a été digéré par une enzyme de restriction, donnant
un fragment Pstl de 800 paires de bases qui a été radiomarqué puis utilisé comme sonde lors
d’une hybridation de type Northern sur I’ARN total des cellules ST31A décrites plus haut. Un
seul ARNm de 5.6kb a alors été détecté. Afin d’isoler I’ADNc codant pour 1’échangeur Na'/H",
une banque d’ADNc a été construite a partir de ’ARNm des cellules ST31A en utilisant
uniquement des ADNc dont la taille était supérieure a 2kb. Cette banque a été finalement criblée
avec la sonde Pstl, donnant 30 clones positifs dans lesquels I’insert le plus grand a été identifié,

par séquencage, comme celui codant pour 1’échangeur Na'/H".

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 I’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'/H"

Antérieurement au clonage de NHE1 en 1989, 1’ubiquité de I’échangeur Na'/H" avait
déja 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, a 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 a différents stimuli et de leur sensibilit¢ & différents

inhibiteurs.

2.2.1 NHE1 (SLC9A1)

NHE1 est I’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 S1 et S2 des néphrons superficiels chez le lapin (121). De plus,
et de fagon concordante avec son ubiquité tissulaire, des NHE présentant plus de 90%
d’homologie de séquences ont été détectés dans de nombreuses espéces dont I’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 I’humain, le géne codant pour NHEI se situe au niveau du chromosome 1p35-p36.1
(236, 249). Ce géne, d’une taille de 70kb, est composé de 12 exons et de 11 introns (255).
L’ARNm issu de ce géne 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 (287)). Au niveau cellulaire, NHE1 réside a la membrane plasmique. Dans les cellules
épithéliales in vivo, NHE1 est localisé 4 la membrane basolatérale (48, 50, 367). Toutefois, son
expression est détectée a la fois dans les membranes apicale et basolatérale de cellules
épithéliales fraichement mises en culture, c’est-a-dire avant qu.il n’y ait ségrégation a la
membrane basolatérale suite a la polarisation cellulaire (221). A ’inverse, il a été démontré que,
dans le placenta humain, NHEI se localisait a la membrane apicale (214). En outre, il a été

démontré que NHE1 pouvait s’accumuler préférentiellement dans des microdomaines de la
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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 ’ADNc de NHE1 comme sonde lors de criblages de banque d’ADNc en
condition de basse stringence, il a été possible de cloner la deuxiéme isoforme NHE2 de
’échangeur Na'/H" chez le lapin (366), le rat (390) et I’humain (123, 246). La localisation
tissulaire et cellulaire de NHE2 difféere de celle de NHE1. En effet, chez le lapin, NHE2 est
exprimé préférentiellement dans les reins, les intestins et les glandes surrénales, mais aussi a 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 I’estomac, alors que des traces sont trouvées dans le
rein, le cerveau, le cceur, le testicule, le poumon et le muscle squelettique (390). Au niveau
cellulaire, NHE2 est exprimé a la membrane apicale de cellules Caco-2 transfectées (366) mais
aussi 4 la membrane basolatérale des cellules du tubule collecteur de la médullaire interne (345).
Le géne du NHE2 humain est situé sur le chromosome 2q11.2 (123). Chez I’humain, ce géne,
constitué de plus de 90kb organisées en 12 exons et 11 introns (245), code pour une protéine de
698 acides aminés. Les NHE2 de rat et de lapin, quant a eux, sont respectivement constitués de
813 et 809 acides aminés. Ces différents NHE2 présentent environ 90% d’homologie entre eux

(246) et environ 50% avec le NHE1 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 troisiéme isoforme de 1’échangeur Na'/H" chez le lapin et le rat respectivement. Plus tard, la
méme isoforme a été clonée chez I’humain (58). Au niveau de sa distribution tissulaire, I’ARNm
de NHES3 est retrouvé préférentiellement chez le lapin dans I’iléon, le colon ascendant et le rein
(363). Un profil similaire a été trouvé chez I’humain. Toutefois, un signal important a été localisé
dans le testicule et I’ovaire et, dans une moindre mesure, dans le thymus et la prostate (58). Au
niveau cellulaire, NHE3 est exprimé a la membrane apicale des cellules polarisées du tubule

proximal ou de I’intestin (47, 50, 343). Le géne de NHE3 est situé sur le chromosome 5p15.3
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chez I’humain (57). Ce géne code pour une protéine de 834 acides aminés chez I’humain (58),
831 chez le rat (287) et 832 chez le lapin (363). Entre eux, les trois NHE3 clonés présentent une
homologie de 82% (58) et environ 40% avec le NHE1 humain.

2.2.4 NHE4 (SLC9A4)

Cette isoforme a été clonée de concert avec NHE3 de rat en utilisant la méme approche,
soit le criblage d’une banque d’ADNc de rat avec le NHE1 humain en tant que sonde (287). A ce
jour, seul le NHE4 de rat a été cloné et caractérisé. Son géne est localisé sur le chromosome
2q11-q12. L’ARNm de NHE4 a été trouvé en grande quantité dans I’estomac, le petit et le gros
intestin et, en moindre quantité, dans [’utérus, le cerveau, le rein et le muscle squelettique (287).
NHE4 est exprimé & la membrane basolatérale des cellules du tubule distal (65). Le géne du
NHE4 humain a été localisé sur le chromosome 2 (352); toutefois, son locus exact reste encore a
étre 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 NHES (SLC9AS)

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 NHES
a été détecté en grande quantité dans le cerveau, la rate et les testicules (197). La méme étude a
été en mesure de localiser le géne sur le chromosome 16q22.1. Toutefois, les auteurs n’ont pas
pu déterminer la structure compléte du géne ni la séquence primaire de NHES. Ces informations
ont été publiées trois ans plus tard lors du criblage d’une banque d’ADNc de rate humaine a
I’aide des exons 2 et 5 en tant que sondes. Le géne consiste en 16 exons et 15 introns pour un
total de 18kb (27). Ce gene code donc pour une protéine de 896 acides aminés. Le NHES humain
présente des homologies respectives de 50% et 67% avec NHE1 et NHE3 (27).

2.2.6 NHE6 (SLC9AG6)

Le clonage de NHEG®6 est le résultat des travaux de 1’équipe d’Orlowki au cours desquels

un nouvel échangeur a été découvert dans la levure Saccharomyces cerevisiae (283). Ce clonage
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a été possible grace a I’analyse des séquences rendues publiques dans les bases de données
informatiques. En effet, la recherche de séquences homologues a NHE dans le génome de la
levure a permis d’identifier plusieurs ORF dont I’un s’avérait plus intéressant car I’analyse de sa
séquence prédisait sa localisation a la membrane interne mitochondriale. La protéine issue de ce
géne 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 GenBank™ quelque
temps auparavant. Finalement, grace a cet ADNc, le NHE6 humain a pu étre cloné a partir d’une
banque d’ADNc de rein (283). Le gene de cette isoforme se situe sur le chromosome Xq26.3.
Grice a un couplage au GFP, les auteurs ont démontré que cette isoforme était effectivement
intracellulaire et trés probablement mitochondriale. Néanmoins, une étude plus récente a
démontré que sa localisation était plutdt 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 cceur, le cerveau et le muscle squelettique
(283). NHES 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 septiéme isoforme de NHE a été clonée par la recherche d’EST (Expressed Sequence
Tag) dans GenBank™ (282). Parmi ces séquences, deux présentaient une certaine homologie
avec les NHEs. L’ADNc pleine longueur a été obtenu aprés une amplification rapide des
extrémités de I’ADNc (ou RACE pour Rapid Amplification of cDNA Ends). Le géne de NHE7 a
été localisé chez I’humain sur le chromosome Xpll1.3. NHE7 est une forme largement
ubiquitaire qui, a I’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 a 68%

avec NHE1 et NHE®6.



2.2.8 NHES (SLC9AS)

Tout comme les NHE6 et 7, NHES a été découvert en cherchant des homologues de NHE
(ici NHE3 de lapin) dans GenBank™, ce qui a conduit au clonage du NHES8 de souris (126).
NHES est ubiquitaire avec une forte expression dans le foie, le rein, le muscle squelettique et le
testicule. A la différence des deux derniéres isoformes, les auteurs ont montré que NHES est
exprimé a la membrane plasmique et, plus particuliérement, a la membrane apicale des cellules
rénales. Toutefois, des résultats non publiés font état d’une compartimentation intracellulaire
(Numata et al. non publié, voir référence (285)). De plus, I’orthologue de NHE8 du nématode
Caenorhabditis elegans, CeNHX8, s’accumule dans des vésicules périnucléaires (275). La
séquence primaire de NHES 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)

Trés récemment, ce nouveau membre de la famille NHE a été caractérisé lors de la
recherche de génes impliqués dans le syndrome d'hyperactivité avec déficit d'attention (84). Ce
géne est localisé sur le chromosome 3q et est composé de 16 exons. La protéine codée par ce
géne 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 fagon

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

hNHE2 hNHE3 rNHE4 hNHE5S hNHE6 hNHE7 hNHES8 hNHE9

hNHEI1 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
hNHES 23 19 24 23
hNHE6 68 28 56
hNHE7 27 59
hNHES 29

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

obtenues grace au logiciel CLUSTALW avec les numéros d’accession GenBank suivants :
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NP_003038.2, NP _003039.2, P48764, P26434, NP 004585.1, NP 006350.1, Q96T83,
NP _056081.1, NP_775924.1 pour NHE1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8 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 végéetal

La salinité du sol est un facteur essentiel dans la vie végétale et spécialement dans le
domaine de I’agriculture. La cellule végétale doit pouvoir empécher une accumulation trop
importante de Na* et pour cela, elle dispose de trois solutions : la restriction de 1’influx de Na®,
I’efflux de Na" ou la compartimentation du Na* & I’intérieur de la cellule (278). A cette fin, la
cellule dispose du transporteur de K* & haute affinit¢ HKT1 qui fonctionne comme un
cotransporteur Na'/K*, de canaux non sélectifs (18). Chez Arabidopsis thaliana, on retrouve
aussi la famille d’échangeurs Na'/H" AtNHX 1 a 6 dont les deux premiers sont situés au niveau
des tonoplastes (118, 410), et de 1’échangeur SOS1 qui est situé a la membrane plasmique (337).
Les AtNHX sont des protéines de 529 a 575 acides aminés qui présentent entre elles 21 & 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 Salt
Overly Sensitive), quant a lui, fait partie du locus SOS qui comprend SOS1, SOS2 et SOS3
codant pour un échangeur Na'/H", une protéine kinase a résidus sérine/thréonine et un régulateur
de SOS?2 respectivement (145, 239). Le géne SOS1, localisé sur le chromosome 2 d’Arabidopsis
Thaliana (337), code pour une protéine de 1146 acides aminés. SOS1 présente 26% d’identité
avec le NHE1 de hamster chinois et 31% avec le NhaP de Pseudomonas aeruginosa. SOS1 est

retrouvé plus abondamment dans les racines que dans les pousses.

2.2.10.2 NHE bactérien

Le premier échangeur Na'/H" bactérien a été cloné en 1988 2 la suite des travaux ayant
isolé une souche mutante d’ Escherichia coli capable de croitre a des concentrations normalement
toxiques de Li" (277). Une mutation a été identifiée sur le géne melB (un des quatre symporteurs

Na'/substrat connus chez E.coli) et une autre mutation semblait perturber I’activité d’échange
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Na'/H" (277, 339). La cartographie de la région appelée antup a permis de localiser le géne 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 deuxiéme échangeur appelé nhaB a été cloné 5 ans plus tard par
complémentation d’une souche FE.coli knock-out pour nhaA (299). Le geéne code pour une
protéine de 504 acides aminés et ne montre pas d’homologie particuliére avec les NHE

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

2.2.10.3 NHE de levure

A la différence des autres organismes, les levures dont Zygosaccharomyces rouxii
utilisent leur systéme d’échange Na'/H" pour exporter le Na* en utilisant le gradient entrant de
H" (391). Le clonage de cet antiporteur a été possible grice a la sélection de souches de levure
soumises & une procédure de mutagenése et criblées selon leur tolérance au lithium et au sodium
(174). Cette tolérance est due a une amplification génique et ces mutants ont été appelés sod2
(pour sodium?2). La cartographie d’une banque génomique de Schizosaccharomyces pombe a
permis de localiser le géne responsable de cette tolérance. La protéine encodée par ce géne est
constituée de 468 acides aminés et ne présente pas d’homologie avec d’autres NHEs. Toutefois,
une légeére similarité avec le nhaA bactérien et avec la portion hydrophobe du NHEI1 de

mammifére a pu €tre mise en évidence (174).

2.3 Roles physiologiques

Le nombre toujours grandissant de NHEs clonés et caractérisés, ainsi que les différences
observées au niveau de leur localisation tissulaire et cellulaire, suggérent de multiples rdles
physiologiques. En effet, dans cette section, nous verrons comment NHE est impliqué non
seulement dans des phénoménes 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

phénomenes a priori inattendus comme la motilité cellulaire.
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2.3.1 Régulation du pH intracellulaire

La plupart des cellules de mammiféres présentent un pH intracellulaire (pHi) de 7.1 a 7.2.
Néanmoins, si on prend en compte I’activité métabolique, le potentiel de repos et le gradient
électrochimique des protons de part et d’autre de la membrane, le pHi devrait étre 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 derniére est donc munie d’un
ensemble de transporteurs membranaires dont le r6le 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 CI/HCO3  dépendants et
indépendants du Na* (80, 207, 319), I’échangeur C17OH™ (231) et enfin I’échangeur Na'/H"
(269).

Le pHi intracellulaire est le facteur le plus déterminant dans I’activation de NHE. Au pHi
physiologique normal (7.1-7.2), I’échangeur Na'/H" est inactif. Lorsque le pHi descend au
dessous de 7, NHE est dramatiquement activé (21), ce qui est cohérent avec son role régulateur
du pHi. Lors de leurs études, Aronson ef al. ont observé que, lorsque des vésicules de
membranes de microvilli rénales sont soumises a une charge acide pour fixer le pHi a différentes
valeurs, I’influx de ?Na’ augmente en méme 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, I’influx de Na" aurait dit augmenter jusqu’a atteindre un plateau qui correspondrait a la
saturation du site de transport du H'. Etant donné que NHE est électroneutre et présente une
cinétique simple de type Michaelis-Menten de I’influx de Na' par rapport a la concentration
externe de Na' (193, 195), une explication probable est la présence d’un ou plusieurs sites
activateurs allostériques de NHE différents du site de transport. Plus tard, le méme
comportement a été observé dans des cellules intactes de rein (56) ou dans des lymphocytes
(134). Cette propriété est conservée au moins chez NHE1 a 5 (67, 233, 284); toutefois le seuil
d’activation varie en fonction de I’isoforme avec des pK respectifs d’activation de 6.21, 6.43,
6.45, 6.75, et 6.90 pour NHE4, NHES, NHE3, NHE1 et NHE2 (67, 284, 351, 412). Cette
disparité illustre bien les roles 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 trés importante de protons et, par la-méme, 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 étre modulé par différents agents dont les facteurs de croissance (263).

Des études de délétions et de mutagenéses ont révélé que le site d’activation par les H'
¢tait situé dans la zone transmembranaire de NHE1 (378) car la délétion du domaine
cytoplasmique, méme si elle déplace le pK d’environ 0.5 unité vers les pH plus acides,
n’empéche pas son activation par les H" intracellulaires. Bien sfir, les résidus histidine sont
apparus comme des candidats de choix dans la sensibilité aux protons car, a pH physiologique,
ces acides aminés sont partiellement protonés. Toutefois, et contre toute attente, il a été rapporté
que le Na'; pouvait aussi allostériquement activer I’échangeur et ce, de maniére compétitive avec
le H (128, 129), ce qui semble écarter I’implication de résidus histidine protonables dans
’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 D’activit¢ de NHE1 (386). Plus récemment,
Wakabayashi ef al. ont mis en évidence que les mutations ArgsoAsp et GlysssGlu déplacent le

pK de NHEI1 vers des valeurs respectivement plus acides ou plus alcalines (380).

2.3.2 Régulation du volume cellulaire

Les cellules de mammifére sont généralement localisées dans un milieu isoosmotique
d’environ 300mosmol/l. Toutefois, dans certains organes, I’osmolarité extérieure peut devenir
plus élevée ou plus basse par rapport 4 I’osmolarité intracellulaire, comme par exemple dans la
medulla interne du rein ou I’osmolarité peut varier entre 300 et 1400mosmol/l. Il est donc
important pour ces cellules de disposer d’un systéme pouvant réguler leur volume. En cas
de choc hyperosmotique, il y a principalement trois systémes activés pour rétablir un volume
normal, soient le cotransporteur Na'/K*/2CI°, NHE et I’échangeur CI/HCO3™ (9). En outre, une

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

La premiére indication que 1’échangeur Na'/H" était impliqué dans la régulation du
volume cellulaire a été obtenue suite a I’observation que des cellules de salamandre traitées a

I’amiloride et ses dérivés, inhibiteurs classiques des NHE, étaient incapables de récupérer leur
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volume initial suite a un choc hyperosmotique (62). Paralléelement, 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 I’amiloride (132). De
plus, il a été observé que ce regonflement exige la présence de Na“ du coté extracellulaire, une
entrée mesurable de Na' et, enfin, qu’il n’exige aucun changement du potentiel membranaire
(120). A mesure que le pH augmente suite a I’activation de NHE, I’échangeur CI7/HCO3"
autorise I’entrée de Cl” dans la cellule et la sortie parallele de HCO3" (131). Finalement, I’action
combinée des deux échangeurs résulte en une entrée nette de NaCl suivie par une entrée d’eau et,
donc, en un rétablissement du volume cellulaire. La preuve la plus directe de I’implication de
NHE dans la régulation du volume cellulaire est venue quelques années plus tard des travaux de
Rotin et Grinstein au cours desquels ces auteurs ont utilisé une lignée cellulaire CHO déficiente
en NHE (lignée AP-1) (318) qui fut soumise a un choc hyperosmotique dans un milieu sans
bicarbonate. Comparativement aux cellules CHO de type sauvage qui ont été capables
d’alcaliniser le milieu intracellulaire (signe de I’activation de NHE), les cellules AP-1 n’ont pas
été en mesure de le faire (ainsi que les cellules CHO traitées avec un dérivé de ’amiloride). De
plus, la mesure du volume cellulaire a montré que les cellules AP-1 sont incapables d’augmenter

leur volume suite a 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 (138). Plusieurs études appuient cette
conclusion. La protéine kinase C (PKC) n’est pas impliquée dans I’activation de NHE suite a4 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
’activation suite a 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 I’AMPc ne reproduit pas les effets

d’un choc hypertonique dans les ostéoblastes (82).

L’activation de NHE suite a un choc osmotique n’est pas davantage médiée par le Ca*".

. . . + . . . rer v . \
Bien qu’une augmentation de la concentration en Ca’" intracellulaire ait été observée suite a un



stress osmotique dans les lymphocytes, cette augmentation est inhibée par I’amiloride. Ceci
suggere qu’elle est la conséquence de I’activation de NHE plut6t que sa cause (137). Un
traitement & I’ionomycine (un ionophore Ca®") réalisé dans le but de mimer une augmentation du
Ca®* n’a pas d’effet sur I’activation osmotique de NHE (82). De méme, I’hypothése d’une
implication trés locale du Ca®" a été écartée en traitant les cellules au chélateur de Ca®’, le

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

Bien qu’il ait été démontré que le Ca®* n’était pas impliqué dans 1’activation de NHE
suite & un choc osmotique, plusieurs travaux ont porté sur le réle 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, empéche I’activation osmo-dépendante de NHE
(82). De plus, la délétion ou la mutation du domaine de liaison & haute affinité de la CaM de
NHE]1 (résidus 636 a 656) empéche fortement I’activation de NHE1 par un choc osmotique (41).
Contrairement 8 NHE1, NHE3 n’est pas activé par un traitement a I’ionomycine. Cependant, une
chimére composée du domaine transmembranaire de NHE3 et du domaine cytoplasmique de
NHE! est activable par le méme traitement (381). Il est donc clair a présent que la CaM est un
facteur important dans 1’activation de NHE suite & un choc osmotique. Toutefois, un mutant de
NHE]1 privé d’une large portion de son domaine cytoplasmique (698-815) est toujours capable
d’étre activé par une hyperosmolarité (42). Plusieurs régions sont donc probablement impliquées

dans I’activation de NHE1 par un choc hyperosmotique.

L’activation de NHE a aussi été reliée aux intégrines (167, 247, 332-334). De plus, NHEI
se colocalise, chez les fibroblastes, avec des protéines du cytosquelette (139). Ces résultats
suggérent qu’il existe un lien entre le cytosquelette et NHE. Un traitement a la cytochalasine B
(un inhibiteur de la polymérisation de I’actine F) inhibe en effet I’activation dépendante de
I’osmolarité de NHE (83). De méme, le ML-7, un inhibiteur de la MLCK (Myosin Light Chain
Kinase), empéche I’activation osmo-dépendante de NHE dans les astrocytes (340). Enfin,
Kurashima ef al. ont montré que NHE3 (mais non NHEL1) est régulé par le cytosquelette (217).
Toutes ces données tendent a suggérer qu'un choc osmotique pourrait activer NHE via un

réarrangement du cytosquelette.



Finalement, le choc osmotique active la voie MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase)
(170). Or, des travaux ayant déja mis en évidence un lien entre les MAPK et les NHEs (2, 43,
354, 387), il est donc tout a fait envisageable que ces derniers soient activés par les MAPK en

réponse a un stress osmotique.

2.3.3 Absorption du HCO5', du NaCl et sécrétion du NH,"

Si, dans les cellules non polarisées, 1’échangeur Na'/H" est un agent alcalinisateur du
cytoplasme, un couplage de NHE avec des échangeurs Cl/base n’a pas d’influence sur le pH;
mais plutét sur ’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 Cl/base constitue un systéme de transport transépithélial de NaCl. Ces fonctions
reposent essentiellement sur le type de cellule épithéliale étudiée et sur I’isoforme de NHE
exprimée dans cette cellule. La répartition des différentes isoformes de NHE le long du néphron

est représentée a la Figure 1 et résumée au Tableau 2

Cette section couvrira briévement I’implication de NHE dans le transport du HCOs', du

NaCl et du NH4" le long du néphron.



33

1

Branche descendante fine |

-~ 7 NHEF3

MEDULLA INTERNE

Figure 1: Représentation schématique du néphron avec les différentes isoformes de NHE

associées a chacun de ses segments. Tiré des références (16, 47, 48, 52, 210, 268, 345)

2.3.3.1 Absorption du HCOj3’

2.3.3.1.1 Tubule proximal

Avec 3700 mEgs d’ions HCOj5™ filtrés quotidiennement par le glomérule, il est capital de
récupérer cet HCO3™ sous peine de déclencher une acidose fatale. Un des roles 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 plutdt la sécrétion de
H' (94). Etant donné le pH luminal et la différence de potentiel entre la cellule et la lumiére du
tubule (environ -70mV), cette sécrétion nécessite de 1’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 I’échangeur Na'/H™ apical (281, 303). Des études ont montré que NHE3 est
I’isoforme ayant un comportement similaire au NHE apicale (284) et que cette isoforme était
exprimée seulement a 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 1’échange
Na'/H" dans le tubule proximal mais d’autres isoformes pourraient y contribuer. En effet, NHE2
est exprimé a la membrane apicale des cellules RKPC-2 (Rabbit Kidney Proximal Cell — 2), une

lignée provenant du tubule proximal de lapin (268).

Alors qu’aucun ARNm codant pour NHE et qu’aucune activit¢ 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 proximal de lapin (220). De par sa position, cet échangeur ne
participe pas a I’absorption du bicarbonate du fait qu’il ne fonctionne pas dans le sens de

I’acidification de ’urine. Il pourrait donc plutét participer a la régulation du volume cellulaire.

2.3.3.1.2 Anse descendante de Henlé

La fonction de 1’anse descendante du néphron est controversée en ce qui concerne la
sécrétion de protons ou I’absorption de NaCl. En effet, on retrouve une grande variabilité entre
les espéces mais aussi au niveau des néphrons. Par exemple, chez le rat, la portion la plus haute
de I’anse descendante longue présente des microvilli, une pompe Na'-K'-ATPase, une haute
perméabilité au Na* et un NHE3 apical alors que les cellules de 1’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 ou I’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 fagcon surprenante, une activité
NHE a été décelée au niveau de ce segment chez le lapin (219), ce qui suggere la présence d’une

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

2.3.3.1.3 Anse ascendante de Henlé



NHE3 et NHEI sont aussi présents dans les membranes respectivement apicales et
basolatérales des cellules de 1’anse large ascendante de Henlé (16, 48, 209). Cette zone du
néphron est responsable de 1’absorption de 30 a 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 distal

Il s’agit de la zone du néphron ou le bicarbonate non capté par le tubule proximal ou
I’anse ascendante est récupéré. Bien qu’une absorption de bicarbonate via une sécrétion apicale
de protons ait été mise en €vidence (242, 389), ce transport n’a toujours pas été reli¢ directement
4 une activité NHE malgré le fait que la réabsorption soit inhibée par 10* M EIPA (125). En
effet, I’'immunomarquage anti-NHE3 a la membrane apicale cesse brusquement a la transition de
I’anse ascendante avec le tubule contourné (16). Un marquage NHEI a été mis en évidence mais

seulement a la membrane basolatérale (47).

2.3.3.1.5 Tubule collecteur cortical

Ce segment est capable soit d’absorber, soit de sécréter le HCO;3; en fonction de
I’équilibre acido-basique de I’organisme (250-252). Ce segment est constitué¢ des cellules
principales dont le role est d’absorber le NaCl, des cellules intercalaires a qui sécretent des
protons et des cellules intercalaires B qui sécrétent le bicarbonate (10). Aucun signal ou
marquage apical de NHE n’a été mis en évidence dans cette portion du néphron (16, 47). Une
activité d’échange Na'/H" a cependant été mesurée au niveau des membranes basolatérales des
cellules intercalaires B (392). Cet échangeur pourrait expulser les protons en utilisant le gradient
entrant de Na' mais un traitement a ’amiloride du c6té basolatéral ou un retrait du Na' ne
perturbe pas la sécrétion apicale de HCO;3 (251, 331). Toutefois, quand les cellules sont
soumises a une charge acide aigué, le NHE basolatéral présente un rdle plus évident que celui de
la pompe H'-ATPase dans le retour & un pH; normal (392). Ce NHE serait donc relativement
inactif & un pH; normal et aurait donc probablement pour réle de protéger la cellule contre une
surcharge acide. L’ARNm de NHE1 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 B (48).
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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 lumiére
exempte de bicarbonate ou la plupart des H' sont titrés par le NH; sécrété pour donner du NH,'
(10). La sécrétion apicale de protons n’est pas due aux NHEs mais une activité d’échange
Na'/H" a été mise en évidence & la membrane basolatérale (60, 149, 150). Au niveau de la bande
interne du tubule collecteur médullaire, le NHE basolatéral semble étre actif au pH de repos car
le retrait du Na* basolatéral acidifie la cellule. Un faible marquage NHE1 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, ’ARNm de NHE1 et NHE2 a été mis en
évidence mais I’activité d’échange reste restreinte & la membrane basolatérale, ce qui signifie que
NHE?2 est situé a cette membrane (345). Enfin, ’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 a I’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
S1 NHE3 -
S2 NHE3 -
S3 NHE3 NHE1
Anse descendante NHE3 -
Anse ascendante épaisse NHE2, NHE3 NHEI1
Tubule contourné distal + NHE1
Tubule collecteur cortical
cellules principales - NHE1
Cellules intercalées f - +
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 NaCl

2.3.3.2.1 Tubule proximal

La moitié du NaCl filtré est réabsorbé au niveau du tubule proximal; 30 4 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 a un échange Cl7/base (29, 304, 325) étant
donné que la microperfusion du tubule proximal avec une solution équivalente a celle trouvée
normalement dans ce tubule mais, additionnée d’amiloride, inhibe ’absorption de chlore et
I’augmentation de volume de 44% ce qui correspond a la part de NaCl 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 espéces 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 NaCl par I’anse ascendante de Henlé a ét€¢ mise en évidence par les
travaux de Rocha er al. (317). La particularité de ce segment est qu’il est imperméable a I’eau
(151). Bien qu’il ait été démontré que le cotransporteur apical Na'-K'-2ClI" est responsable de
I’absorption du NaCl (151, 202), un systéme supplémentaire au niveau de I’anse ascendante
corticale de souris a €té proposé. Ce mécanisme consiste en un NHE couplé avec un échange CI’
/HCO;3™ (110). Toutefois, la situation est plus complexe car la partie du transport du NaCl
dépendante du CO/HCO;" est sensible au bumétanide et a la concentration luminale de K, ce

qui suggere I’implication des cotransporteurs Na'-K*-2CI" (111).

2.3.3.2.4 Tubule collecteur cortical

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

rincipales. Le transport transépithelial de Na™ s’effectue en deux étapes : la capture du Na* du
p p p p
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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 NHE basolatéral ainsi que d’autres

transporteurs tel que I’échangeur CI/HCOj ont été décrits dans les cellules principales (64, 392).

2.3.3.3 Sécrétion du NH,"

Le NHj est le principal agent tampon de protons de I’urine. En effet, |’urine peut atteindre
un pH aussi bas que 5 (et donc une concentration de protons de 10° moles/L) alors que
I’excrétion journaliére de protons peut atteindre 10” moles. Il est donc évident que la majorité de
ces protons est tamponnée. La production de NHj3 est trés abondante et hautement régulée par le
pH (10). Le tubule proximal est le principal producteur de NH; et de NH," (272). Le NHj3 issu
principalement de la déamination des peptides et des acides aminés diffuse passivement & travers
la membrane apicale alors que le NH4" est évacué dans la lumiére via I’échangeur Na'/H" qui est

capable de transporter cet ion (195, 302).

2.3.4 Autres roles

En dehors des roles physiologiques reliés a sa fonction méme, NHE est impliqué dans
plusieurs autres processus tels que la prolifération, I’apoptose, I’organisation du cytosquelette et
la migration. Cette section a donc pour but de résumer briévement ce que 1’on connait sur le role

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

2.3.4.1 Prolifération cellulaire

Les premiers éléments démontrant une implication de NHE dans la prolifération
cellulaire ont été apportés par les travaux de Pouysségur et al. 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 HOE694
provoquaient une diminution de la prolifération des cellules traitées (38, 87, 161). Toutefois, le
role de NHE est considéré comme permissif et non obligatoire comme 1’ont démontré les travaux
de Kapus et al. (183). En effet, des cellules CHO déficientes en NHE proliférent en présence de

sérum mais le taux de prolifération augmente avec ’expression tant de NHE1 que de NHE2 et
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NHE3. Ces observations tendent a démontrer qu’un pH cytosolique alcalin est favorable a la
prolifération cellulaire; I’activité de certaines cyclines du cycle cellulaire ou de facteurs

d’¢longation pourrait étre favorisée a 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 étre induite par une perte d’activité de
NHE (235). A I’état normal, NHE peut étre alors considéré comme un agent anti-apoptotique.
De plus, des preuves supplémentaires de I’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], 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 1’estomac (330). Enfin la stimulation du
récepteur CD95 (Fas/Apol) (273), un récepteur impliqué dans I’apoptose, inhibe 1’activit¢ NHE1
alors que 1’inhibition de NHEI1 par le HOE694 accéleére la fragmentation de I’ADN induite par
CD95 (228).

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 Na'/H" (90). En effet,
Denker et Barber proposent que le domaine cytoplasmique de NHE]1 se lie a la famille des
protéines Ezrin-Radixin-Moesin (ERM) qui se lient & I’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 aprés transfection
de I’ADNCc codant pour le NHEI de type sauvage ou pour le mutant inactif Gluyeslle-NHE1. Ce
rétablissement n’a pas lieu si ces cellules sont transfectées avec I’ADNc des NHE]1 porteurs de
mutations qui préviennent la liaison avec la famille ERM (90). Toutefois, la migration cellulaire
nécessite I’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 « time 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 1’actine et le complexe ERM, 1’activité d’échange de NHE1 n’est
pas dépendante de I’activité polymérisation/dépolymérisation de 1’actine (217). En effet,
I’utilisation de la cytochalasine D, un composé qui perturbe la polymérisation/dépolymérisation

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

La signification du choix de NHE] en tant que protéine d’ancrage au cytosquelette
pourrait relever de son aptitude a provoquer des variations micro-localisées du pHi ou de
I’osmolarité et ces micro-variations pourraient étre essentielles aux processus de signalisation et

de régulation.

L’inhibition de NHE1 par des agents tels que 1’amiloride ou le HOE694 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, I’inhibition de NHE1 diminue la motilit¢ spontanée des cellules
endothéliales (61) ainsi que de deux lignées différentes de cellules MDCK transformées (198,
225) dont I’une aux propriétés invasives. Dans ce dernier cas, NHE1 est surexprimé dans la
souche transformée et invasive de cellules MDCK, comparativement aux lignées parentales, et ce
NHEI! est colocalisé avec I’actine B dans les pseudopodes. Ceci suggere donc que NHE1 pourrait
jouer un rdle dans le phénoméne d’invasion. De plus, I’inhibition de NHE1 par ’EIPA provoque
le désassemblage des fibres de stress et une redistribution des fibres d’actine. Finalement, le
traitement a I’EIPA est capable de contrer la formation de fibres de stress induite par le
nocodazole et ce, plus efficacement dans un milieu sans HCO3;™ comparativement a un milieu
avec HCO5'. Ce résultat semble donc suggérer que NHE1 régule la formation des fibres de stress
grice a son pouvoir régulateur du pHi (225). Les travaux récents de Denker et al. (89)
confirment la nécessité de 1’échange Na'/H" dans le processus de migration cellulaire méme si

cette fonction n’est pas nécessaire a I’ancrage du cytosquelette a la membrane.

Il est donc maintenant certain que NHEI est un acteur déterminant dans le phénomene de
migration cellulaire mais les mécanismes le reliant a la motilité restent encore a étre déterminés.
Récemment, notre laboratoire a montré que NHE1 est impliqué dans 1’extrusion des protons au

niveau des pseudopodes afin d’assurer localement le flux glycolytique nécessaire a la production
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de PATP indispensable 4 la polymérisation de 1’actine et, surtout, a la phosphorylation des
différentes tyrosine-kinase et autres médiateurs intracellulaires impliqués dans le processus de

migration cellulaire (225).

2.4 Régulation

L’activité¢ de 1’échangeur Na'/H" est régulée par une multitude de signaux tels que les
facteurs de croissance, les esters de phorbol, les neurotransmetteurs, I’hyperosmolarité, les
hormones stéroidiennes, etc. Certains de ces signaux agissent rapidement (de ’ordre de la
seconde ou de la minute), comme les facteurs de croissance et d’autres plus lentement (quelques
heures a quelques jours), comme les hormones stéroidiennes (136). La réponse a ces signaux

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

2.4.1 Activation a 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 I’affinité de NHE pour les
protons. Afin d’éclaircir les mécanismes impliqués dans cette activation, de nombreuses études
ont €t€¢ menées a 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 I’action activatrice ou inhibitrice des facteurs de croissance et
hormones a été répertoriée. Avant méme le clonage de NHE1 en 1989, il avait déja été déterminé
que le traitement par les facteurs de croissance agissait en augmentant 1’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, apres stimulation, NHE était capable de s’activer a 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 1’échangeur Na/H".
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2.4.1.1 Phosphorylation

De prime abord, étant donné la vitesse a laquelle NHE répond a ces stimuli (quelques
secondes a minutes), la piste de la phosphorylation de NHE a tout de suite été envisagée (295).
Par ailleurs, en 1982, Pouysségur ef al. ont mis en évidence un lien entre 1’activation de
I’échangeur Na'/H" et la phosphorylation de la protéine ribosomale S6 (300). En effet, la
protéine S6 est phosphorylée aprés stimulation aux facteurs de croissance et les auteurs ont
montré que 1’amiloride, un inhibiteur de NHE, ainsi que le protonophore dinitrophénol, sont
capables d’empécher 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 al., suite au clonage de NHE1 et a la production
d’anticorps spécifiques anti-NHE1, ont montré qu’un traitement par I’EGF et la thrombine
induisait une augmentation du taux de phosphorylation de NHE1 paralielement a 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, ’EGF active spécifiquement son
récepteur a 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). Parallélement, les auteurs ont montré que le traitement a 1’acide
okadaique, un inhibiteur des protéines phosphatases a résidus sérine/thréonine, permet d’activer
NHEI1 (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 Protein Kinases), des kinases phosphorylant les résidus sérine et thréonine, semblait
étre une bonne candidate du fait de son réle 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 es al. ont montré que méme si la p44 MAPK ne
phosphoryle pas directement NHEI, I’expression d’une protéine a action dominant négatif p44
MAPK inhibe prés de 50% I’activation de NHEI en réponse aux facteurs de croissance (43).
Alors que la plupart des sites de phosphorylation de NHEI1 se situent entre les acides aminés 636

et 815 dans I’extrémité cytoplasmique, la délétion de cette région n’abolit pas complétement 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 complétement I’activation de NHE1 par les facteurs de
croissance (377). Ceci signifie qu’une autre voie, indépendante d’une phosphorylation directe de
NHEI, est requise pour activer NHEI. Cette hypothése avait d’ailleurs déja été émise par
Grinstein et al. lors de leurs travaux sur I’activation de NHE par des modifications du volume
cellulaire (138). L’explication la plus simple consistait a envisager 1’existence d’une ou plusieurs
protéines régulatrices qui pourraient étre elles-mémes phosphorylées en réponse aux facteurs de
croissance (73, 384). D’autres travaux sont effectivement en accord avec cette idée. Winkel et
al., aprés avoir microinjecté 1’anticorps dirigé contre les 157 derniers acides aminés de NHEI et
produit par Sardet et Pouysségur (321), ont observé que I’endothéline 1 et la thrombine étaient
incapables d’activer NHE1 alors que I’ester de phorbol PMA (phorbol 12-myristate 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 a une activation de 1’échange Na'/H" mais, dans quelques cas,
une inhibition est observée. Plusieurs résultats ont souligné I’importance des PKC dans
’activation de NHE : 1) les esters de phorbol tels que le PMA ou le PDBU, qui activent les PKC
classiques (a, P, 7) et nouvelles (G, €, 1, 6, 1) sans mobiliser le Ca”’, activent I’échange Na'/H",
2) les inhibiteurs de PKC préviennent I’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 815

(377). L’identité de I’isoforme de PKC impliquée dans I’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 méme que le NHE2 de lapin
transfecté dans des fibroblastes de type PS120 (233) et le NHE2 de rat transfecté dans des
cellules CHO-AP1 (Chinese Ovary Cells-AntiPorter) (182). Le NHE3 de rat exprimé dans les
cellules AP-1 est inhibé par le PMA (182) de méme que les NHE3 humain et de lapin dans les
cellules PS120 (58, 233, 234). Pour cette derniére isoforme, la région médiant la réponse a 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 I’AMPc
(Adénosine MonoPhosphate cyclique) a été sujet de controverses. En effet, s’il est généralement
admis que I’AMPc n’a aucun effet sur cette isoforme, comme I’ont attesté quelques études (55,
233), plusieurs travaux ont fait état d’un pouvoir stimulateur ou inhibiteur de PKA sur NHEI en
fonction du type cellulaire. En effet, le NHE1 humain transfecté dans des cellules OK est inhibée
par I’activation de la PKA (153). Au contraire, ’activité d’échange est stimulée par I’AMPc dans
les macrophages murins (206), les hépatocytes primaires de rat (267) et les ostéoblastes de rat
(143) (a noter que ces cellules n’expriment que NHE1 (25, 88, 287, 390)). Finalement, le NHEI
de rat transfecté dans des cellules AP-1 est aussi stimulable par les agonistes provoquant une
accumulation intracellulaire d’AMPc (182). Pour résumer, NHE1 est donc régulé par la PKA
mais sa réponse dépend du type cellulaire. Historiquement, le NHE1 cloné a partir de la truite a
été la premiere isoforme (appelée B-NHE) pour laquelle on a démontré que la régulation par
I’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 648. Lorsque
ces serines sont mutées en glycine, la stimulation de NHE1 par I’AMPc est diminuée de 72%
(54). Les quelques 30% restant sont imputables a la région 559-661 qui pourrait contenir un autre

site PKA non encore identifié ou un site de liaison avec un facteur sensible a I’AMPc.

La régulation des autres isoformes par la PKA est moins connue. Dans les cellules
RKPC-2, NHE2 est inhibé par un analogue de ’AMPc (268) alors que le NHE2 de lapin
transfecté dans des cellules PS120 est insensible aux analogues de I’AMPc (233). De méme, 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 I’AMPc (182), ce qui est compatible
avec les résultats obtenus pour le NHE3 endogéne des cellules OK (24, 153). De méme, le NHE3
de vésicules de membranes de bordures en brosse est inhibé par la PKA (395). A I'inverse, le

NHE3 de lapin exprimé dans les cellules PS120 ne répond pas a une élévation de I’AMPc; (233).

2.4.1.2 Ca**/Calmoduline

L’implication du Ca’* en tant que régulateur de I’échangeur Na'/H* a d’abord été
suggérée par Villereal qui a montré qu’un traitement au A23187, un ionophore Ca®*, était

capable de stimuler I’influx de Na“ (dépendant de ’amiloride) dans des fibroblastes humains
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(374). Cependant, ces résultats ne pouvaient pas cependant distinguer un effet direct du Ca™
d’un effet secondaire de I’acidification cellulaire. Plus récemment, il a ét€ démontré qu’une
élévation du Ca®*; augmente I’affinité de NHE1 pour les protons (143, 376). Etant donné que le
taux de phosphorylation de NHE1 n’augmente pas aprés activation par le Ca®* (376),
I’implication directe de kinases dépendantes du Ca®" telles que la Ca’ /CaM-dependent protein
kinase (CAMK) ou la PKC peut étre écartée. L’implication de la calmoduline, une protéine liant
le Ca** avec une grande affinité, a été suspectée par Bertrand, Wakabayashi et al. (41). En effet,
ces auteurs ont montré que NHE1 liait la calmoduline par deux sites compris entre les acides
aminés 636 a 656 et 657 a 700. En effectuant des délétions et/ou en introduisant des mutations,
ce groupe a observé que les NHEI ainsi mutés étaient activés a des pHi plus élevés
comparativement au NHE1 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) a haute
affinité pour la calmoduline (Kd~20nM) contenant plusieurs acides aminés basiques (Arg, Lys,
His) et comprise entre les résidus 636 et 656 du domaine cytoplasmique a donc été proposée. En
se liant a cette séquence, le complexe Ca’*/calmoduline léve I’inhibition et permet a la séquence
567-635 d’augmenter la sensibilité de NHE1 aux protons via peut-étre une protéine régulatrice.
Ces auteurs ont donc démontré que la calmoduline était une voie majeure de régulation de NHE1
(376). Contrairement a NHE1, NHE3 n’est pas sensible & une augmentation du Ca**; (381). En
construisant des chimeres entre les isoformes NHE1 et NHE3, c’est-a-dire en remplacant le
domaine cytoplasmique de NHEI1 par celui de NHE3 (chimére N1N3) et inversement (chimeére
N3N1) (381), les auteurs ont observé que la chimére N1N3 devenait insensible a un traitement a
la ionomycine ou 4 la thrombine, deux agents provoquant une libération transitoire de Ca*;, alors
que la chimére N3N1 devenait sensible a ce méme traitement. Toutefois, le transfert de la région
A de NHE! dans NHE3 ne suffit pas a rendre ce dernier sensible au Ca?* (327). NHE3 présente
une certaine homologie de séquence avec NHE1 entre les acides aminé 588 a 644, mais dans
NHES3, cette séquence est interrompue par une série de 27 acides aminés, Wakabayashi ef al. ont
montré que NHE3 n’est effectivement pas sensible 4 une élévation du Ca®* mais cette isoforme

est tout de méme capable de fixer la calmoduline dépendamment du Ca®* (381).
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2.4.1.3 Protéines régulatrices

Des observations précédentes, il est clair que la phosphorylation ne peut pas étre 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 (Platelet Derived Growth
Factor), au PMA et a la thrombine. Il est donc probable qu’un ou plusieurs cofacteurs soient
impliqués dans la régulation de NHE et que ces cofacteurs pourraient étre phosphorylés suite a la
stimulation par les facteurs de croissance ou autres stimuli et agir sur NHE1 sans phosphoryler

celui-ci.

2.4.1.3.1 NHE-RF

C’est lors de I’étude du mode de régulation de NHE3 par I’AMPc que Weinman et ses
collaborateurs ont envisagé (393, 396), puis identifié un facteur de régulation de NHE, appelé
NHE-RF (pour Na /H' Exchange-Regulatory Factor) (398, 400). Ce facteur est composé de 358
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-1 (PDZ) (417) qui constitue la
signature des facteurs liant les protéines membranaires au cytosquelette sous-jacent (102). Ce
facteur s’est avéré étre un inhibiteur de I’activité de NHE3, et sa phosphorylation par la PKA
(398) augmente son pouvoir inhibiteur sur NHE3 (393, 399). Un homologue de NHE-RF, NHE-
RF2 (ou E3KARP (NHE3 Kinase Regulatory Protein)) a été caractéris€¢ peu aprés par des
expériences de double hybride (415). Comme NHE3, NHE-RF1 et 2 sont localisés au niveau des
bordures en brosse bien que NHEREF ait aussi été détecté a la membrane basolatérale (394). Cette
localisation pourrait étre due a I’interaction avec d’autres transporteurs tel que le cotransporteur
Na'-HCOj5™ (40). En outre, plusieurs autres transporteurs ont été identifiés comme des cibles de
NHE-RF : CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) (224), ROMK
(Renal 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 a NHE3. La création d’un complexe
contenant NHE-RF, NHE3 et I’ezrine (227, 415) facilite la phosphorylation de NHE3 par la PKA
et, ainsi, son inhibition (397, 401).
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De facon intéressante, les cellules PS120, caractérisées a 1’origine pour leur absence
d’expression d’un systéme d’échange Na'/H", n’expriment aucune des deux isoformes de NHE-
RF (au contraire des cellules OK, LLC-PK et CHO) (417). Ainsi, les cellules PS120 transfectées
avec NHE3 ne répondent pas a I’activation de la PKA par le 8-Br-cAMP, un analogue de
I’AMPc. La cotransfection de NHE3 et de NHERF 1 ou 2 rétablit ’inhibition de NHE3 par
I’APMc (417).

2.4.1.3.2 p9o=sk

L’implication de la voie MEK1-ERK1/2 dans la régulation de NHE1 avait déja été
proposée étant donné que 1’expression d’une p44 MAPK a caractére dominant négatif diminue
de 50% I’activation de NHE1 par les facteurs de croissance (43). En parall¢le, 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 4 I’identification de p90">* (»90 Ribosomal S6 Kinase), un
substrat de ERK1/2 (Extracellular signal Regulated Kinase) (349), comme régulateur de
I’activité de NHE1: a) une kinase de 90kDa présente une activité augmentée envers NHEI dans
des lysats cellulaires de muscles lisses de rats SHR (Spontaneous Hypertensive Rat)
comparativement aux rats WKY (Wistar-Kyoto Rat) (297) ; b) le PD98059, un inhibiteur de
MEK1/2 (MAPK/ERK Kinase) bloque activation de p90*>* par les facteurs de croissance et
diminue aussi la phosphorylation de NHE1(81); c¢) le délai d’activation de p90"K et de 1’échange
Na'/H", suite a I’activation exogéne, sont similaires (353). De plus, le groupe de Berk (354) a
apporté la preuve que, suite a une stimulation par le sérum, p90*>* phosphoryle NHE! sur la
sérine 703 qui fait partie d’une séquence consensus RXXS déja connue (98). Finalement, en
démontrant que cette phosphorylation est inhibée par le PD98059, les auteurs suggerent que
ERK 1/2 active NHE1 via I’activation de p90**¥, laquelle phosphoryle NHE1 sur la serine 703.

2.4.1.3.3 Calcineurin Homologous Protein (CHP)

CHP a été identifiée comme €tant une protéine se liant 8 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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Protein) étant donnée sa similarité avec la calcineurine (une phosphatase Ca2+-dépendante). CHP
lie le Ca** (cette protéine présente une bonne homologie avec la calmoduline) et se lie a la région
567-637 de NHEI, la région critique pour la réponse aux facteurs de croissance (377), mais pas a
la région spécifique & la calmoduline (637-691). La surexpression de CHP n’a pas d’effet sur
Pactivité basale de NHE1 mais a pour conséquence d’inhiber la stimulation de NHE1 par le
sérum ou par la GTPase. CHP pourrait donc se lier au NHE1 quiescent et étre libéré lors de la
stimulation par les facteurs de croissance, ce qui permettait a NHE1 d’adopter une conformation
active. Les auteurs ont par ailleurs observé que CHP est sensible a la phosphorylation : une
diminution de son taux de phosphorylation est accompagnée par une augmentation de I’activité
de NHEI. Dans le méme 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 espéces différentes (humain pour CHP et rat pour p22). Plus tard, Pang ef al. (292), bien
que travaillant sur des isoformes humaines, a I’instar de Lin et Barber (237), ont déterminé une
région différente de liaison a CHP dans NHEI (résidus 515 a 530) sans pouvoir toutefois
expliquer cette divergence. Les isoformes NHEI-5 présentent une forte homologie au niveau de
ce segment et se lient toutes 8 CHP. En outre, lors de cette étude, la localisation membranaire de
CHP dans des cellules transfectées avec NHE1 n’est pas affectée par I’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,

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

En 2002, une deuxiéme 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 8 NHE1
que CHP1. Les cellules PS120 transfectées exprimant NHE1 et CHP2 ont un pHi plus élevé (7.4-
7.5) que les cellules transfectées avec NHE1 et CHP1 ou NHEI1 seul. En outre, un traitement au
sérum n’alcalinise pas davantage le cytoplasme des cotransfectants NHE1-CHP2 (contrairement
a NHE1-CHP1). De plus, ces cellules résistent & 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 I’activation de NHE1 a un pHi plus élevé.

2.4.1.3.4 Autres facteurs liant NHE1
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A part NHE-RF, CHP et p90"** NHE! se lie 4 au moins quatre autres protéines

régulatrices.

En effet, en observant que NHE]! se lie 2 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, 1’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 protege
NHE]1 des phosphatases ce qui prolongent ainsi 1’état activé de NHE1. De plus, I’inhibition de
MEK1 empéche complétement la liaison de la protéine 14-3-3 4 NHE1 dans des cellules traitées
par du sérum. Cette observation est en accord avec la nécessité que la sérine 703 soit

phosphorylée par la p9ORSK (354) pour que 14-3-3 se lie a NHEI.

L’équipe de Dedio, quant a 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 a une famille de protéines présentant une certaine homologie avec la calcineurine et
les CHP. Tous les membres de cette famille possédent au moins un motif EF de haute affinité
pour le Ca®* et leur activité est régulée par le Ca®. Il nest pas encore connu si la tescalcine et

CHP se lient au méme domaine.

Par cette méme technique du double hybride, une association entre NHE1 et NIK (Nck
Interacting Kinase) a été mise en évidence (408). NIK est donc une sérine/thréonine kinase qui
phosphoryle directement NHE1 dans le domaine cytoplasmique. Son domaine de liaison est situé
entre les acides aminés 538 4 638 de NHEI alors que son site de phosphorylation est localisé en
aval du résidu 638. L’expression d’une forme inactive de NIK bloque I’activation de NHE1 par

le PDGF (408).

En 1998, Tominaga ef al. ont identifié p160R°*

(Rho Associated Kinase) comme agent
régulateur de NHE1 (359). La protéine RhoA est connue pour son rdle dans la régulation de
I’organisation du cytosquelette (162, 309, 313). De plus, RhoA stimule I’activité de NHE1 et agit
comme médiateur de I’activation de NHE1 par I’acide lysophosphatidique (LPA) et la GTPase
Gol3. Enfin, Pactivité de NHEI est nécessaire a la réorganisation du cytosquelette induite par

thoA (157, 371). La p160%°“¥, une kinase & résidus sérine/thréonine, médie 1’assemblage des
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points focaux et des fibres de stress induit par RhoA (168). Cette kinase agit en permettant la
phosphorylation de la chaine 1égére de myosine par 1'inhibition de la myosine phosphatase ou
par la phosphorylation directe de la chaine légére de myosine (15, 191). Tominaga ef al. ont
démontré que pl160°°“* phosphoryle directement NHEI et ’inhibition de NHEI empéche

p160R°“* @’induire des fibres de stress.

L’ensemble des interactions présentées dans cette section est résumé par la Figure 2, ci-

dessous.

501 538 570 638 700 815

Domaine de phosphorylation

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 a long terme

En plus de la régulation rapide décrite ci-dessus, I’échangeur Na'/H™ dispose d’un
mécanisme de régulation a 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 a une telle régulation : acidose prolongée, traitement aux glucocorticoides, aux hormones

thyroidiennes, etc.

2.4.2.1 Acidose prolongée

L’exposition prolongée de cellules épithéliales rénales a un milieu acide provoque une
augmentation de I’activité et de la quantité d’ARNm de NHE1 et de NHE3 (17, 158-160, 164,
209, 259, 307) mais pas de NHE2 (345). Toutefois, I’activité et la quantit¢ d’ARNm de NHE1
sont diminuées lorsque les cellules NIH/3T3 sont exposées a de telles conditions expérimentales
(259). Horie et al. ont montré que 1’augmentation de la quantité d’ARNm de NHE]1 en réponse a
une acidose prolongée est reliée a I’activité des PKC (158, 159). En outre, I’expression des
facteurs de transcription c-fos et c-jun, ainsi que l’activit¢ de AP-1 (Activator Protein 1),
augmentent lors d’une acidose (159). L’analyse du promoteur du NHEI1 humain révele
I’existence de trois sites AP-1, d’un site AP-3, d’un site CREB (cAMP responsive element
binding protein), 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 géne NHE1 dans le muscle lisse vasculaire (204). Dans le cas de
NHE3, I’augmentation de I’ARNm semble étre reliée a une activité de type tyrosine kinase étant
donné que I’herbimycine A, un inhibiteur a large spectre, empeche cette augmentation en
réponse a un traitement acide alors que I’inhibition de I’activit¢ PKA/PKC n’a, pour sa part,
aucun effet (407). Ceci suggére donc que I’activité tyrosine kinase agit sur I’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 I’activation de NHE3 induite par

I’acidose. Ceci suggére que Src joue un réle important dans cette activation (407). Ainsi donc, la
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régulation de NHE en réponse a une acidose est complexe et implique des voies de signalisation

différentes dépendamment de 1’isoforme de NHE et du type cellulaire.

2.4.2.2 Glucocorticoides

L’administration de glucocorticoides & un animal provoque une augmentation de la
sécrétion de protons par le tubule proximal (34), ainsi que de I’activité de NHE apical (192).
Dans les cellules OKP, I’effet des glucocorticoides sur I’activité de NHE3 est visible en quatre
heures (32). Dans ces méme cellules, le dexaméthasone augmente la quantité d’ARNm de NHE3
(par augmentation de la transcription) parallélement a 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
suggeére qu’il existe d’autres niveaux de régulation par les glucocorticoides. Contrairement a
NHE3, les glucocorticoides sont sans effets sur les niveaux d’ARNm de NHE1 et NHE?2 (33, 69,
414). Ces résultats suggérent donc NHE3 comme cible potentielle des glucocorticoides; toutefois
les mécanismes sous-jacents sont encore inconnus bien qu’une régulation au niveau
transcriptionnel soit trés probable. Trés récemment, Yun ef al. ont montré que la régulation de
NHES3 par les glucocorticoides nécessite la présence de NHERF?2 (et pas NHERF1) qui est activé

par une kinase nommée SGK1 (Serum and Glucocorticoids inducible Kinase-1) (413).

2.4.2.3 Autres stimuli

En dehors de I’acidose et des glucocorticoides, plusieurs facteurs ont été identifiés
comme régulateurs a 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 NHE1 dans le muscle lisse vasculaire
(310). Un milieu riche en glucose augmente aussi la quantit¢ d’ARNm de NHE! et ce,
dépendamment de la PKC (404). L’acide rétinoique, 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 hyperthyroidisme augmente I’ARNm de NHE3 mais pas de NHEI,
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 ’ARNm de NHE3 retrouvé dans les rats adultes (31). A I’inverse, ’ARNm
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de NHE]1 dans le cceur de lapin feetal ou nouveau-né est environ deux fois plus élevé que chez

I’adulte (68).

2.5 Inhibiteurs pharmacologiques

I faut remonter a la fin des années 70 pour retrouver, dans la littérature, les premiéres
indications d’un inhibiteur de I’échange Na'/H". En effet, les équipes de Thomas et de Epel ont
rapporté que I’amiloride inhibait I’échange Na'/H" respectivement dans le muscle de souris et
dans I’ceuf d’oursin (4, 179). Puis, en 1980, Kinsella ef al. ont montré que I’amiloride inhibait
I’'accumulation de *?Na* dans des vésicules de microvilli rénales (196). Cette molécule était déja
connue pour son action sur le canal Na' de 1’épithélium urinaire (200). Sa découverte est issue de
I’effort de recherche d’agents diurétiques qui possédent aussi bien des propriétés natriurétiques
que antikaliurétiques (77, 79). L’amiloride (ou 3,5-diamino-6-chloro-N-(diaminométhyléne)
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 possédent un groupement guanidinium dont la forme
protonée est requise pour son action inhibitrice (39, 181, 226). Le pKa de I’amiloride est de 8.8
dans I’eau (199). En plus d’inhiber 1’échangeur Na*/H", selon sa concentration, 1’amiloride est
également capable d’inhiber entre autres, 1’échangeur Na'/Ca’* (ICso de 1mM environ) (181), la
pompe Na®, K'-ATPase (ICso de plus de 3mM) (347, 422), les canaux Ca’" de type L, N et T
(ICsp de 90uM pour le type L) (45, 103, 116, 350, 357), etc.
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Groupement guanidinium

Noyau pyrazine
yau py \
A 10

o NH,

I !
Ccl. 6 N 2 C—N=C—NH2
| 1TXY7 8 9 1
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Ry -N 5 N 3 “NH,

|
Ry
Figure 3 : Structure de I’hétéroaroylguanidine & cycle hexagonal. Dans le cas de |’amiloride

R1=R2=H

Afin d’augmenter la puissance et la spécificité des inhibiteurs de NHE, plusieurs dérivés
de I’amiloride ont été synthétisés en substituant divers groupements a la molécule d’amiloride
initiale. NHE1 et NHE2 sont les isoformes les plus sensibles a 1’amiloride et & ses dérivés tels
que le DMA (dimethyl-amiloride), le HMA (hexamethylene-amiloride) ou I’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 I’amiloride; c’est pourquoi ces
inhibiteurs ont été trés utilisés dans les études pharmacologiques des différents NHE. Selon le
Tableau 3, nous pouvons observer que la séquence de sensibilité des différentes isoformes a
I’ensemble des inhibiteurs est : NHE1>NHE2>NHES>NHE3. Toutefois, la clonidine semble étre
plus efficace sur NHE2 que sur NHE1 et 3. NHE7, pour sa part, est insensible a I’amiloride
(282). La cimétidine est connue en tant qu’antagoniste des récepteurs histaminiques de type II
mais 1’équipe de Leibach a démontré son action sur I’échangeur Na'/H" en se basant sur le fait
que la cimétidine et ’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 al. ont montré que la récupération du pHi

suite a une charge acide est bloquée par I’ion guanidinium (108).
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s ICs (uM)
Inhibiteur NHEI NHE2 NHE3 NHE4 NHES NHE7?
1.6 (rat) 1.4 (rat) 100 (rat) 813 (rat) | 21 (humain) >2mM
Amiloride 1 (lapin) 1 (lapin) 39 (lapin) (humain)
3 (humain) 49 (humain)
0.01 (rat) 0.08 (rat) 2.4 (rat) 1.53 (rat)
EIPA 0.02 (lapin) 1 (lapin) 8 (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)
HOEG694 0.16 (humain) 5 (lapin) 650 (rat) 9.1
Cariporide 0.08 (humain) 1 (humain) 545
Zoniporide | 0.014 (humain) 12 >500 (rat)
Sabiporide 0.05 3 >1mM
Harmaline 140 (rat) 330 (rat) ImM (rat) 940
Cimétidine 26 (rat). 330 (rat) 6.2mM (rat) >1mM (rat)
28 (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 puM sauf indication contraire. Tiré des

références (23, 66, 67, 144, 282, 284, 286, 351, 366, 412)

De plus, ces auteurs montrent que 1’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
syntheése d’inhibiteurs plus puissants et plus spécifiques. En fait, en 1969, Paolini a suggéré que
I’ion Na”, en solution aqueuse, est entouré de trois molécules d’eau formant un triangle autour du
Na™ et que cette conformation ressemble a celle de I’ion guanidinium (294). Finalement, au
début des années 80, Natochin, en redécouvrant cette étude alors qu’il travaillait sur le canal Na"
épithélial (EnaC), a émis I’hypothése que c’est le groupement guanidinium et non le noyau
pyrazine de 1’amiloride qui est responsable de son pouvoir inhibiteur (274). Ceci est par ailleurs
appuyé par le fait que le pouvoir inhibiteur de I’amiloride est diminué par de hautes
concentrations de Na'. En 1984, I'équipe de Lazdunski et celle de Cassel ont entrepris une large
¢tude des analogues de 1’amiloride et, sur la soixantaine de molécules synthétisées et testées,
’EIPA est celle qui avait le plus d’efficacité (Kg s de 0.05 vs. 7uM pour I’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 HOE694 a été découvert
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comme €tant un inhibiteur tres sélectif de NHE1 présentant un effet cardioprotecteur intéressant
lors des syndromes d’ischémie-reperfusion (329), bien qu’il soit légérement moins actif que
EIPA. Toutefois, il a été observé que le HOE694 formait des cristaux dans les glomérules et
provoquait ainsi une inflammation rénale. Cette observation a conduit a la synthése du composé
HOE642 (cariporide), une molécule structuralement proche du HOE694 qui ne semble pas
présenter ces effets secondaires (328). Pour cette raison, le HOE642 a été choisi pour une
investigation clinique & grande échelle. Ces deux derniéres 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 HOE694 ou par un groupement
diméthyl dans le cas de HOE642 (Figure 4). De plus, ces molécules, tout comme 1’éniporide (35)

ou le BIIB-513 (141) ne présentent plus d’action non spécifique sur ’échangeur Na*/Ca*" ou sur

le canal Na'.
S S Ll Teld e 1L
CH 2 7 CH 2 -
s 1, C—N—C_® *>s 3 1 c—N_c{@)
I NH, Vi NH,
o o)
N4 Y 6 /CH4 6 ~NH,
cH3 \
CH3

Figure 4 : Structure des composés HOE694 (A) et HOE642 (cariporide) (B)

. o o ’ + “ e [ .
Les inhibiteurs de 1’échangeurs Na'/H" sont & 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 HOE694 et le
HOEG642.

2. Les hétéroaroylguanidines

Dans cette classe, le groupement guanidine est relié a un cycle hétéroaromatique via un

groupement carbonyl. On y retrouve deux sous-classes.
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2.1 — Les hétéroaroylguanidines a cycle hexagonal

On retrouve dans cette sous-classe I’amiloride et ses dérivés qui se distinguent par un

cycle pyrazine.
2.2 — Les hétéroaroylguanidines a cycle pentagonal

C’est la sous-classe des pyrrazoloylguanidines tel que le zoniporide (144) qui présente
une tres bonne sélectivité envers les NHEI, -2 et -3 avec des ICsy respectives de 0.06, 120 et
700uM. On y retrouve aussi les indoloylguanidines comme le composé SM-20220 qui inhibe
NHEI avec un ICs de 5SnM dans les neurones en culture et 20nM dans les cellules gliales (218).

3. Les aroylguanidines a « spacer »

Ces inhibiteurs sont caractérisés par un groupement aryl relié au carbonylguanidine par
un bras de longueur et de nature variables. Ce bras peut étre un groupement méthyléne ou
encore un cycle, comme par exemple dans le cas des cinnamoylguanidines et plus
particuliérement des indenoylguanidines qui ont un effet inhibiteur sur les échangeurs Na'/H"
(229). Si ce bras est un groupement cyclopropane, on obtient alors une molécule de type
arylcyclopropanecarboxylguanidine & haut potentiel inhibiteur (3). C’est le cas du composé
BMS-284640 qui présente des ICsg respectifs de 0.09, 1.8, >30 et 3.36uM pour NHE], -2, -3 et -
5 (3). De fagon intéressante, on trouve dans cette catégorie, quelques molécules comme le
S1611, un inhibiteur de type 1,2-bis(méthacryloyl), caractérisé par son efficacité plus grande sur

NHE3 que sur NHE2 et NHE1 (ICsg : 0.69, 89 et 4.70uM respectivement) (229).

4. Les guanidines non-acyl

Ces molécules sont constituées par un cycle penta ou hexagonal relié au groupement
guanidine sans l’intermédiaire d’un groupement carbonyl. Le T-162559 présente un ICso de

14nM dans les plaquettes sanguines de rat (112).

5. Les inhibiteurs non guanidiques

Les inhibiteurs de cette classe sont relativement peu nombreux. On y retrouve le

SL59.1227, un agent assez discriminant pour NHE1 et NHE2 (ICso respectifs de 3.3nM et
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2.3uM) (241), ainsi que la squalamine qui n’est active que sur NHE3 mais probablement par un

mécanisme intracellulaire (7).

On peut donc remarquer que 4 des 5 groupes ci-dessus présentent un groupement
guanidine, ce qui montre ’importance de ce groupement dans I’activité inhibitrice de la
molécule. D’ailleurs, I’efficacité des inhibiteurs de NHE est reliée non seulement a leur structure
mais également au degré d’ionisation de leur groupement guanidine. A pH 7.4, les groupements
acylguanidine de I’amiloride (pKa=8.78) et aminoguanidine du TY-162559 (pKa=8.4) sont
protonés et peuvent interagir avec NHE (6, 112). Cela a aussi une incidence sur 1’aspect
thérapeutique : durant I’ischémie, le pH descend a 6.2. Dans ces conditions, le cariporide ou le
zoniporide (pKa respectifs de 6.28 et 7.2) sont chargés positivement et donc plus efficaces (6,
144).

2.6 Paramétres cinétiques et sélectivité des échangeurs Na'/H"

Depuis la mise en évidence d’un systéme d’échange Na'/H' dans les vésicules de
membranes de bordure en brosse de reins et d’intestins par Murer et coll. (269), de nombreuses
études ont ét€ menées pour caractériser son mécanisme de fonctionnement. Ces recherches ont
alors permis d’établir que ce transporteur, plus tard identifié comme étant NHE3, posséde un seul
site de liaison extracellulaire aux cations, présente une sélectivité aux ions telle que
H™>>Li">NH4™>Na"™>>K" (22, 109, 134, 314, 373), et démontre une affinité pour le Na®
(Kmng+) variant de 3 & 50mM. Ces valeurs sont bien inférieures a la concentration en Na®
extracellulaire (19). Par conséquent, ce NHE est saturé dans les conditions physiologiques.
L’activation par les protons suit une courbe sigmoidale dont la pente atteint son maximum a des
pH inférieurs a 7. De plus, il a été suggéré que ce NHE posséde un site senseur de H™ dont la
protonation provoque I’activation de NHE. En outre, il a aussi été montré que ce NHE est
capable de plusieurs modes d’échange : Na™ pour H', H" pour Na“, Na* pour Na’, Na" pour

Li"...(19).
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2.6.1 Electroneutralité

L’électroneutralité de I’échange Na'/H" a été montrée en utilisant plusieurs approches
expérimentales. La premiére méthode a consisté & mesurer le flux de Na" et & le comparer au flux
de H' dans I’autre direction. Dans ce cas, le ratio Na'/H" variait entre 0.6 et 1.2, donc peu
différent de 1 (56, 63, 134, 179, 211, 261). La seconde méthode a consisté en la mesure de la
différence de potentiel membranaire induite par un mouvement net de charges. Cette méthode
trés sensible a permis de confirmer que Iactivité d’échange est électriquement neutre et, donc,
que la steechiométrie de cet échange est de 1:1 (1, 5, 53, 63, 85, 131, 134, 262, 264, 373).
Finalement, 1’électroneutralité de 1’échange Na'/H" peut étre testée en faisant varier le potentiel
membranaire. L’utilisation de cette méthode n’a montré aucun effet sur activité d’échange

Na'/H" (63, 194, 196, 201, 223, 264, 269, 314, 315, 402).

2.6.2 Affinité pour le Na*

Le clonage des différentes isoformes de NHE a permis de caractériser les propriétés
cinétiques de la plupart de celles-ci. Les mesures de I’affinité pour le Na’ de NHEI peuvent
varier de 4.7mM (284) a 13.9mM (72) chez le rat et de 23mM (360) a 136mM (386) chez
’humain. Ces deux derniéres valeurs ont été déterminées par deux méthodes différentes, ce qui
pourrait rendre compte de leur disparité. Par ailleurs, NHE2 et NHE3 présentent des Kmpyg+
variant respectivement de 14.4 a 50mM (156, 412, 416) et de 10 a 17mM (233, 284). Le
transport de sodium par les différentes isoformes suit une cinétique michaelienne (233, 284,
412), ce qui suggere la présence d’un site unique de liaison pour le Na'. NHE4, quant a lui,

semble posséder deux sites de liaisons externes aux cations (51).

2.6.3 Affinité pour les protons

Avant le clonage de NHE], il était déja connu que I’acidification intracellulaire stimule
Iactivité d’échange Na'/H" (1, 4, 56, 109, 134, 261, 263). Cet effet est du a une augmentation du
Vmax sans changement du Km pour le Na™ externe (142). Le pK de NHE!1 pour les H'
intracellulaires a été¢ déterminé et se situe entre 6.43 et 7, dépendamment de 1’origine cellulaire

(233, 284, 355). Des pK respectifs de 6.85 pour NHE2 (233) et de 6,45 4 7.1 pour NHE3 (233,
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284, 381) ont été établis ultérieurement. Contrairement & ce qui a été observé pour le site externe
de liaison au Na’, le transport des protons ne suit pas une cinétique michaélienne simple (21, 56,
134), ce qui suggérent I’existence de deux sites de liaison pour les H" dont I’un servirait au
transport et [’autre serait responsable d’une activation allostérique (21). Au niveau moléculaire,
ces deux sites sont encore assez mal connus. Wakabayashi ef al. ont montré que le domaine
transmembranaire contient le senseur 8 H™ alors que le domaine C-terminal a pour role de
moduler le pH; d’activation de NHE1 (378). Récemment, le méme auteur a mis en évidence la
présence de ces deux sites de liaisons. En effet, ’efflux de **Na* par NHE1 est considérablement
stimulé par une acidification intracellulaire et est inhibé par une modeste alcalinisation (379). En

outre, une modélisation de la séquence de liaison des ions au NHET1 est proposée (Figure 5).

Ext
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Figure 5 : Schématisation de la liaison des ions Na™ et H' sur NHEL1. Le site senseur de protons
et le site de transport des H™ sont représentés par une cavité respectivement circulaire ou
rectangulaire. Dans le mode normal de transport (A), les deux sites doivent étre occupés par des
protons afin de permettre 1’échange Na'/H'. Dans le mode inverse de transport (B). le site
senseur de protons doit étre occupé par un H' tandis que le site de transport peut accueillir un
Na” et ainsi initier I’échange de Na"/H",.

2.6.4 Inhibiteurs et Na*

La localisation des sites de liaison des inhibiteurs et du Na” I’un par rapport a 1’autre est
encore un sujet controversé. Du fait que 1’'ion Na' hydraté et le groupement guanidium se
ressemblent en forme et en taille (294). il est tout a fait envisageable que ces deux molécules
soient en compétition pour le méme site. De plus, I’inhibition par les dérivés de I’amiloride, la
cimétidine et le HOE694, est réduite par des concentrations croissantes de Na", ce qui suggere

que ces inhibiteurs se lient au méme site que le Na* ou dans son immédiate proximité (19, 75).



61

Toutefois, d’autres études ont plutdt suggéré que les deux sites sont bien distincts (106, 172).
Dans le méme ordre d’idée, les études combinant la mutagenése et la construction de chiméres a
I’analyse du transport de Na' par les protéines exprimées dans les systémes hétérologues ont
montré que le site d’interaction des inhibiteurs peut étre perturbé sans affecter 1’affinité pour le
Na* (71, 286, 386). Plus récemment, Touret et al. ont démontré que la mutation PheqSer
diminue ’affinit¢ de NHE1 pour le cariporide et le Na" (360). Les auteurs suggérent donc que
les deux sites d’interaction sont les mémes. Toutefois, un mutant qualifié de révertant et
possédant cette méme mutation en plus de IlejgoSer ou Ile;7Thr présente une affinité pour le Na*
équivalente au NHE1 de type sauvage mais reste toujours trés résistant a I’inhibition par le
cariporide. Ces observations semblent plut6t supposer que les deux sites sont distincts. De méme,
I’utilisation d’analogues radiomarqués de I’amiloride pour quantifier la liaison des inhibiteurs sur
NHE avec ou sans Na' a montré que la présence de cet ion ne perturbe pas la liaison des

inhibiteurs (78). Ces résultats contradictoires rendent donc I’analyse difficile.

2.7 Eléments de structure des échangeurs Na'/H"

Alors que I’existence d’un systéme d’échange Na'/H" était connue depuis le milieu des
années 70, ce n’est qu’a la fin des années 80 que le premier échangeur Na'/H" a été cloné par
I’équipe de Pouysségur (324). De la séquence d’ADN obtenue, les auteurs ont pu en déduire la
séquence en acides aminés de la protéine et, aussi, en utilisant un algorithme mathématique, la
topologie probable de ce transporteur dans la membrane lipidique. Depuis lors, 1’échangeur
Na’/H" a fait I’objet de nombreuses études afin d’essayer de comprendre sa structure et
d’identifier les sites importants pour sa fonction et son interaction avec les inhibiteurs
pharmacologiques. Cette section a pour but de faire le point sur ce qui est connu de la structure

de I’échangeur Na'/H" et, plus particuliérement, de NHEI.

2.7.1 Difficultés d’étude de la structure des transporteurs membranaires

Le chercheur qui s’intéresse a la structure moléculaire d’une protéine ne dispose que de
peu d’outils présentant chacun leurs avantages mais, aussi, leurs inconvénients qui peuvent étre
rédhibitoires. La technique actuelle la plus précise au niveau de la résolution est la

cristallographie par rayons X. Prés de 85% des structures protéiques répertoriées dans la Protein
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Data Bank (PDB) ont été résolues grice a cette technique, ce qui représente environ 30000
structures. Comme son nom I’indique, cette méthode exige la préparation d’un cristal pur de la
protéine a étudier. Cette étape est généralement difficile a compléter, c’est pourquoi on considére
souvent la cristallographie comme un art plus qu’une science. Cette technique exige en outre
I’utilisation de métaux lourds, donc riches en électrons, dont le but est de délimiter les domaines
structuraux du cristal. La encore, cette étape est fastidieuse car les nombreux réactifs utilisés par
les chimistes ont peu d’affinité pour les dits domaines. Comme mentionnée plus haut, cette
technique reste trés séduisante car c’est celle qui présente le plus grand pouvoir de résolution et
donc le plus grand pouvoir « grossissant ». En effet, la longueur d’onde des rayons X n’est que
de 0.1 a 0.2 nanométre, donc assez courte pour « distinguer » les atomes du cristal. I ne s’agit
pas d’une visualisation directe comme & 1’aide d’un microscope : lorsque le cristal est frappé par
les rayons X, ces derniers sont réfractés selon la position des atomes et viennent rencontrer un
film photographique. Une fois développé, ce film présente une multitude de taches dont les
positions sont soumises a un programme informatique capable de convertir ce diffractogramme
en une structure moléculaire de la protéine. La qualité de la structure obtenue dépend largement
de la qualité de la préparation qui est en général fonction de la taille et du type de protéine. Les
protéines membranaires, possédant de larges domaines hydrophobes, sont plus difficiles a
cristalliser que les protéines globulaires car elles nécessitent souvent I’ajout de détergents. Ceux-
ci permettent de les stabiliser en solution mais interférent toutefois avec la formation du cristal.
De plus, rien ne permet d’assurer que la conformation obtenue de la protéine est effectivement
celle qu’on retrouverait dans son environnement normal. En fait, le profil obtenu est la moyenne
des conformations présentes dans le cristal et les sites a haute mobilité sont souvent difficiles a
modéliser. Enfin, cette méthode ne permet pas de situer les atomes d’hydrogéne. Compte-tenu de
toutes ces exigences, on comprend mieux pourquoi I’échangeur Na’/H*, une protéine
membranaire de plus de 800 acides aminés, n’a pas encore été cristallisée. Néanmoins, une
structure du NHE d’E.coli, NhaA (384 acides aminés), a quand méme été proposée a deux
reprises. La premiére par cryo-microscopie & une résolution de 7 a 14 A (405). Cette résolution,
assez grossicre, permet surtout de visualiser I’organisation générale de la protéine. La deuxiéme,
plus récemment, a été déterminée par diffraction aux rayons X a une résolution de 3.5 A (163).

Cette structure sera discutée plus en détail a la section 2.7.4.4.
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La résonance magnétique nucléaire (RMN) est 1’autre grande approche utilisée pour
établir la structure moléculaire d’une protéine (environ 15% des structures répertoriées dans PDB
ont été résolues par RMN). Cette technique consiste a appliquer un champ magnétique a une
protéine en solution et & mesurer la résonance des atomes de la protéine a étudier. Comme la
réponse d’un atome donné subit I’influence des atomes adjacents, les acides aminés sont d’autant
plus perturbés qu’ils sont proches. L’intensité de cette perturbation permet de déduire la distance
entre chaque résidu et, donc, d’établir un modéle tridimensionnel de la protéine. Cette méthode
n’utilise pas de cristaux, ce qui la rend plus facile d’emploi. Toutefois, elle est restreinte a I’étude
de protéines de petite taille, ou de domaines d’une protéine (moins de 200 résidus). Son pouvoir
de résolution est le méme que celui de la diffraction aux rayons X, soit de I’ordre de 2 A. En
outre, cette technique permet de modéliser des protéines actives en apportant des informations

quant a leur flexibilité et leur dynamique moléculaire.

Finalement, la troisieme approche permettant de caractériser des domaines fonctionnels
d’une protéine implique la mutagenése ou la construction de chiméres. Qu’elle soit aléatoire par
P'utilisation d’agents mutagénes ou dirigée par I’utilisation de la technique de PCR (Polymerase
Chain Reaction), la mutagenése permet de remplacer certains acides aminés par d’autres pour en
analyser les effets sur les fonctions de la protéine étudiée. La construction de chiméres quant a
elle, consiste a construire une protéine artificielle contenant des fragments polypeptidiques
caractéristiques de différents membres d’une méme famille de protéines. Ces approches ont été
utilisées avec succés dans le cas de I’échangeur Na'/H" issu d’organismes supérieurs pour lequel
il n’existe encore aucune structure cristalline a haute résolution. Toutefois, récemment, la
structure de 1’échangeur Na'/H" NhaA de la bactérie E. coli a été déterminée avec une résolution
de 3.5A (163). Etant donné la faible homologie de séquence entre NhaA et les NHE, il est
difficile d’extrapoler une structure fine de NHE en fonction de celle de NhaA. Toutefois des
analogies peuvent étre observées sur la base de certains résidus ou de structures invariables (voir

section 10 de la discussion, p.184).

2.7.2 NHE et les autres familles de transporteurs ioniques

Hormis ’échangeur Na'/H", il existe plusieurs systémes transportant le Na* : les canaux

sodiques épithéliaux ou non, les échangeurs Na*/Ca?*, les échangeurs CI7HCOj;" dépendant du
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Na'. Cette section est dédiée a une description sommaire de la structure de quelques
transporteurs de Na*. De plus, la structure des canaux Ca®* qui partagent des similarités avec les

canaux K" et Na" voltage dépendant sera aussi bri¢vement abordée.

2.7.2.1 Les canaux ioniques

Les canaux sont divisés en deux grandes superfamilles : les canaux dépendants du voltage
et les canaux dépendants d’un ligand. Dans les années 90, il a été établi que le pore des canaux
Na', Ca’ et K" dépendant du voltage présentait des motifs structuraux communs. En effet, le
pore de ces canaux est composé du segment M2 ou S6 de plusieurs sous-unités présentant deux
hélices transmembranaires séparées par une boucle intramembranaire (appelée P-loop) qui
contient le filtre de sélectivité. Le fait que beaucoup de canaux ayant des propriétés différentes
présentent un repliement similaire est en accord avec I’idée que la structure, plus que la

séquence, est importante pour comparer plusieurs protéines (419).

Les canaux ioniques Na* et Ca®" sont composés de quatre sous-unités incluses dans une
seule chaine polypeptidique, chacune étant constituée des domaines transmembranaires S1, S2,
S3 et S4, dans lequel est localisé le détecteur de voltage, et du pore (deux hélices
transmembranaires S5 et S6 séparées par une boucle) (voir Figure 6, p.64). Le canal Na'
épithélial, quant a lui, est composé de quatre sous-unités indépendantes. Chacune de ces sous-

unités est formée de deux domaines transmembranaires M1 et M2 séparés par une large boucle

extracellulaire.
Kir, KecsA Canaux K*, Na* et Ca® voltage dépendant
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Figure 6 : Topologie membranaire des canaux K'. Na' et Ca®*. Adapté de la référence (419).
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Si la structure du canal K' bactérien Kcsa a été résolue (92), seule la topologie
membranaire putative des canaux Na' et Ca’’ est connue a ce jour. Cette topologie a été par la
suite consolidée par des études de structure-fonction qui ont permis d’identifier la position exacte
dans la structure primaire, et parfois secondaire, des acides aminés importants dans la

physiologie de ces canaux.

2.7.2.1.1 Les canaux Na  sensibles a l’amiloride

Les canaux Na” épithéliaux (ENaC pour Epithelial Na~ Channel) sont des transporteurs
hétéromultimériques composés par 1’association de trois sous-unités o, B et y. Les sous-unités a
peuvent former seules des canaux mais pas les sous-unités B et y; celles-ci ont plutét un role de
régulation. Différentes combinaisons des trois sous-unités permettent une diversité fonctionnelle
des canaux au niveau des cinétiques de transport, des sélectivités ioniques ou de la sensibilité a
I’amiloride (113, 253). La comparaison des séquences des différents membres de la famille
ENaC a révélé que le deuxiéme domaine transmembranaire M2 est extrémement conservé ce qui
suggére un role essentiel dans la physiologie de ce canal. De plus la mutation de tous les résidus
de ce segment transmembranaire présente un effet sur la sensibilité a I’amiloride et la sélectivité
ionique (184, 312, 326, 385), confirmant ainsi I’importance du domaine transmembranaire M2
des trois différentes sous-unités. Il a €té aussi démontré que les résidus WYRFHY (278-283) de
la sous-unité o font partie du site d’interaction de I’amiloride (169). La délétion de ces résidus a
provoqué une augmentation du Ki de ’amiloride d’un facteur 160. Le segment M2 est aussi
impliqué dans la sélectivité du canal étant donné que des mutations telles que Ss39D dans la sous-

unité o rend le canal perméable aux ions K" et Ca®* (voir Figure 7, p.65) (184).

Ext.

Int.
Figure 7 : Coupe du canal ENaC (adapté de la référence (185))
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Le canal présente un pore étroit formé par le pré-M2 de chaque sous-unité et il est
probable que le squelette de la chaine peptidique fasse face a la lumiére du pore plutdt que les
chaines latérales des acides aminés (185). Le radical guanidium de ’amiloride peut accéder a
I’entrée du canal et ainsi le bloquer tandis que le noyau pyrazine pourrait interagir avec le
domaine extracellulaire (14). Il est intéressant de noter qu’aucun résidu chargé négativement ne

participe a la coordination des ions dans le pore.

2.7.2.1.2 Le canal calcique

Les canaux calciques sont des transporteurs hétéromultimériques composés d’une sous-
unité o; (formée de quatre domaines constitués chacun de 6 segments transmembranaire S1 a S6
et d’une boucle intramembranaire, appelée « P-loop » entre S5 et S6). a laquelle s’associe une
combinaison variable des sous-unités 3. 0,0 et y (voir Figure 8, p.66). Ces derniéres sous-unités

sont considérées comme des protéines régulatrices des canaux calciques.
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Figure 8 : Topologie du canal calcique. En rose : sous-unité al, en violet : sous-unité B, en

rose : sous-unité o2, en rouge : J, en bleu : sous-unité y (adapté de la référence (348))

Le filtre de sélectivité des canaux Ca”" est composé de quatre résidus glutamate trés
conservés répartis dans les quatre « P-loop » (190, 254, 409). Deux modéles proposent de décrire
la coordination des ions Ca®" par le filtre de sélectivité : celui de Lipkind et al. dans lequel les

quatre glutamates convergent vers 1’axe du pore pour coordonner deux ions Ca®* (238) et celui
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de Zhorov et al. qui propose que les quatre glutamates se séparent en paires chacune coordonnant
un ion Ca*" (418). De facon intéressante, c’est cette derniére situation que I’on retrouve dans la
pompe calcique de type SERCA 1a (361). Yang ef al. ont montré que la contribution des quatre
résidus glutamate n’est pas équivalente, la mutation du glutamate du domaine M3 en glutamine

est plus dramatique sur interaction du Ca®* que celle des domaines M4, M2 et M1 (409).

On retrouve dans le canal Na' un ensemble de quatre acides aminés, DEKA, situé a la
méme position que les quatre résidus glutamate du canal Ca®*, constituant le filtre de sélectivité.
La mutation des résidus lysine et alanine en glutamate confére au canal sodique mutant des

propriétés similaires au canal Ca** (152).

2.7.2.1.3 L’ échangeur Na' /Ca”

L’échangeur Na'/Ca?” (NCX) est un membre d’une importante superfamille de protéines
membranaires caractérisée par la présence de séquences répétées homologues, trés conservées
parmi les NCX, & ’intérieur des domaines transmembranaires des protéines. Ces séquences,
nommées répétitions o (0. repeats), proviennent probablement d’une duplication génique et sont
importantes pour la translocation des ions (276, 335). Les NCX sont constitués de neuf domaines
transmembranaires et les répétitions oo comprennent la moitié C-terminale du M2 jusqu’a une
courte portion N-terminale du M3 (o-1) et de la moitié C-terminale du M7 jusqu’a la moitié de la
boucle entre les M7 et 8 (c-2) (Figure 9, p.68). La mutation dans ces répétitions o des résidus
Ser;g9, Ser;1g, Gluy3, Serzg, Asnjas, Thrg;o, Serg)1, Aspsia, Sersis, et Sergzg a pour conséquence
d’inactiver I’échangeur et la mutation des résidus Thrg3, Glyios, Proiiz, Glujzg, Glyi3s, Glysoo,
Glysgs7 et Asnggr provoque une diminution de 1’activité d’échange (276). Ces résultats montrent
donc I’importance des répétitions a dans ’activité de NCX1 mais aussi que les acides aminés

impliqués ne sont pas forcément des résidus chargés négativement.

En dehors des répétitions o qui sont trés conservées et qui sont retrouvées dans plusieurs
protéines, trés peu de similarité existe entre la séquence des NCX et celles d’autres protéines.
Ainsi, il n’est pas possible d’étendre aux NCX les connaissances de la structure-fonction d’autres

transporteurs dont la structure aurait été résolue.
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Figure 9: Topologie membranaire de I’échangeur Na‘/Ca®* NCXI1. Les acides aminés

importants pour la fonction du transporteur sont indiqués. Adapté de la référence (338).

2.7.2.1.4 Le canal K~ KcsA

Le canal KcsA a été le premier canal K dont la structure a été résolue (92). A ce titre, les
informations obtenues de cette structure sont toujours utiles pour comprendre le fonctionnement
de plusieurs canaux ioniques. Depuis cette premiére cristallisation, la structure de plusieurs
autres canaux K a été résolue (MthK (175), KvAP (177), KirBAC (216)) et la résolution de la

structure de KcsA a été améliorée (265, 420, 421).

Tel que mentionné plus haut, les canaux K" présentent une structure homologue a celle
des canaux Ca’" et Na', c’est-a-dire une « P-loop » (qui comprend le filtre de sélectivité)
comprise entre les deux domaines transmembranaires dans le cas de KcsA, Kir et MthK ou entre
les deux derniers des six segments transmembranaires du canal K* voltage-dépendant (voir
Figure 6, p.64). Le canal KcsA est composé de quatre sous-unités de 97 résidus (92). Le filtre de
sélectivité est formé de la séquence TVGYG des quatre sous-unités. Les atomes d’oxygéne du
squelette peptidique de cette séquence définissent un tunnel qui interagit fortement avec les ions
K". La structure du filtre de sélectivité pourrait coordonner jusqu’a quatre ions K*. Un des
aspects les plus intéressants de la structure de KcsA est ’orientation de I’hélice interne présente
dans la boucle P. En effet, cette hélice est orientée vers le centre de la cavité du canal et pourrait

stabiliser les ions K* de fagon électrostatique lorsque le canal est fermée (Figure 10, p-69).
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Figure 10 : Structure du canal KcsA. En bleu : hélice M1, en rouge : hélice M2, en jaune : filtre
de sélectivité, en vert : hélice du pore. Seulement deux sous-unités sont représentées. Adapté de

la référence (419).

Malheureusement, il existe trés peu d’homologie entre ces différents canaux et
échangeurs avec NHE. Il est donc impossible de prédire une structure en trois dimensions de
I’échangeur Na'/H" en réalisant une modélisation par homologie utilisant les structures connues
d’autres transporteurs. Etant donné que sa fonction est trés similaire a celle de NHEI, la structure
de NhaA est certainement trés proche de celle de NHEI, tout en étant significativement
différente au point de vue structure primaire. Des informations trés intéressantes peuvent étre
tirées des comparaisons et alignements des séquences de NhaA et NHE1 (voir section 7 de la

discussion, p.184).

2.7.3 Les différents niveaux de structure des NHE

Comme n’importe quelle autre protéine, les NHE présentent plusieurs niveaux de
structure : 1) la structure primaire constituée par la s€quence en acides aminés, 2) la structure
secondaire reflétant 1’arrangement en hélices a ou feuillets B, 3) la structure tertiaire donnée par
I’arrangement en trois dimensions des deux précédentes structures et, enfin, 4) la structure
quaternaire ou organisation multimérique par association de plusieurs sous-unités identiques ou

différentes.
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2.7.3.1 Structure primaire

Tel que déja mentionné a la section 2.1.2, NHE1 est composé de 815 acides aminés pour
un poids moléculaire d’environ 90 kDa. L’analyse de la séquence révele la présence de trois sites
putatifs de N-glycosylation (Asn-X-Ser/Thr) en position 75, 370 et 410, de méme que plusieurs
sites possibles de O-glycosylation (agglomérations de résidus sérines et thréonines). Counillon et
al. ont montré que NHE1 est N-glycosylé en Asn;s et O-glycosylé sur une ou des positions
inconnues (74). Par la mutation des sites de N-glycosylation un a un, deux a deux ou les trois a la
fois, les auteurs ont montré que cette glycosylation n’est pas essentielle a la fonction de NHEI
(74, 148). NHE2 posséde un site consensus de N-glycosylation en Asnssp mais les études de
digestions en présence d’endoglycosidases ont montré que cette isoforme est O-glycosylée mais
non N-glycosylée (365). NHE3, pour sa part, posséde le site Asn3;y mais les traitements aux
endoglycosidases, neuraminidase et glycanase ont révélé que le NHE3 de rat n’est ni N-, ni O-
glycosylé (74). Toutefois, des études ultérieures ont montré que, dans les cellules LLC-PK
(lignée cellulaire issue de reins de porc), I’inhibition de la glycosylation par la tunicamycine
diminue I’activité de NHE3 et bloque son transport a la membrane (346). Dans le méme ordre
d’idée, Bizal et al. ont montré que les NHE3 de rat et de chien ne sont pas glycosylés alors que le

NHE3 de lapin I’est (49).

Une analyse de l’alignement des séquences protéiques des neufs isoformes de NHE
(Figure 11) révele que celles-ci se ressemblent le plus entre les résidus 162 et 500 (selon les
coordonnées de NHE1), ce qui suggére a priori que cette zone est importante pour la fonction de
’échangeur Na'/H". Ces acides aminés sont situés entre les domaines transmembranaires (M) 4
et 12 et certains des résidus les plus conservés ont fait I’objet d’études par mutagenése dirigée

comme nous le verrons aux sections 2.7.1.2 et 2.7.2.
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Figure 11 : Alignement des séquences des neuf isoformes connues de I’échangeur Na'/H'.
L’alignement a été réalisée a I’aide du programme CLUSTALW avec les numéros d’accession
GenBank™ indiqués au tableau I. Le code de couleurs est le suivant: Rouge: résidus
hydrophobes (A, V, F, P, M, [, L, W), Bleu : Résidus acides (D, E), Noir : résidus basiques (R,
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H, K), Vert : Résidus hydroxyl et amine (S, T, Y, C, N, G, Q). Les acides aminés constituant les
domaines transmembranaires putatifs ont été surlignés en grisé.

2.7.3.2 Structure secondaire

Lors du clonage de NHE1 (324), la séquence protéique déduite a été analysée avec les
algorithmes d’Engelman (97) et de Kyte et Doolittle (222). De ces analyses, un profil
d’hydropathie a été obtenu, ce qui a permis de prédire I’arrangement probable des acides aminés
au niveau de la membrane plasmique. Tel que présenté sur la Figure 12, NHE1 se décompose en
deux grands domaines. Un domaine membranaire N-terminal d’environ 500 acides aminés et un
domaine cytoplasmique C-terminal d’environ 300 acides aminés. Le clonage des autres
isoformes a révélé que la longueur du domaine membranaire varie entre 450 et 500 résidus alors
que celle du domaine cytoplasmique varie entre 130 et 450 acides aminés. Selon la méthode
d’analyse utilisée, le domaine associé a la membrane se décompose en 12 Ms (Kyte et Doolittle)
ou en 10 Ms (Engelman). Ce dernier algorithme a été peu a peu délaissé au profit du premier. La
premiére boucle extracellulaire contient le site de N-glycosylation, lequel a été discuté a la

section 2.7.1.1.

En 2000, Wakabayashi et al. ont proposé une nouvelle topologie de NHE1 grace a une
analyse de I’accessibilit¢é de résidus cystéine au composé hydrophile MTSET (2-
trimethylammoniummethyl-methanethiosulfate) (382). Bien que ce nouveau modéle propose
toujours une topologie & 12 segments transmembranaires (500 acides aminés) et un large
domaine cytoplasmique (315 acides aminés), certaines variations par rapport au modéle original
peuvent étre observées (Figure 12). De facon intéressante, les acides aminés constituant les
boucles séparant les M4 et 5 et les M 8 et 9 (sensées se situer du coté intracellulaire selon le
modele proposé par 1’algorithme de Kyte et Doolittle) sont sensibles au MTSET, lorsque mutés
en cystéine. Ces observations ont amené les auteurs a conclure que, bien que situées du coté
cytoplasmique, ces boucles sont accessibles de I’extérieur de la cellule et seraient situées a
Pintérieur de la membrane. Celles-ci pourraient donc former une structure délimitant le pore
aqueux de NHE1 (382). L’autre changement consiste a considérer ’ancien M10 comme un
domaine semi-transmembranaire et 1’ancienne boucle entre les M11 et 12 comme le M11.

Jusqu’a présent, c’est le modéle le plus précis concernant la structure secondaire de NHE1. Les
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autres isoformes de NHE n’ont pas fait ’objet d’une telle étude intensive mais leur relative

bonne homologie entre les M4 et 12 peuvent suggérer une topologie similaire a celle de NHE]1.

EL1

Extracellulaire
TM10 du
EL4 ELs h Y L)
00 ™ modéle original
v

Intracellulaire 815 C561A

Figure 12 : Topologie membranaire de NHE1 proposée en 2000 par Wakabayashi et al. (382).
TM : domaine transmembranaire, IL : boucle intracellulaire pour « intracellular loop », EL :
boucle extracellulaire pour « extracellular loop ». Cercles : rouges : résidus accessibles au réactif
du coté extracellulaire, bleus : résidus accessibles au réactif du coté intracellulaire, violets :
résidus inaccessibles aux réactifs, noirs: non-analysé car échangeur trop peu exprimé.
Rectangles : noirs : cystéines natives mutées en alanine, bleu : cystéine native accessible du coté
cytosolique.

Les études de Khan (187) et de Biesmesderfer (46) suggerent I’existence d’épitopes
localisés sur les domaines cytoplasmiques respectifs de NHE1 et NHE3 mais accessibles du c6té
extracellulaire. Khan a montré que la séquence 720-802 est accessible a un anticorps spécifique
dirigé contre cette région sur des vésicules de globules rouges en conformation RSO (Right Side
Out, soit I’orientation naturelle) mais pas en conformation ISO (/nside Our) dans laquelle le c6té
intracellulaire des érythrocytes est exposé a la surface externe de la vésicule. Ces observations
sont en contradiction avec le modéle de Wakabayashi et les résultats publiés par Shrode et al. qui
ont montré qu'une étiquette hémagglutinine placée a ’extrémité C-terminale de NHE1 n’est
accessible & un anticorps anti-hémagglutinine que si la membrane est perméabilisée. Par ailleurs,

Khan, par une analyse informatique, montre que la séquence 720-802 présente des feuillets
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B (187). Des études par dichroisme circulaire sur le domaine cytoplasmique de NHE1 ont révélé
que celui-ci est composé a 35% d’hélices o, 17% de feuillets B et a 48% de structures
désordonnées (119). Selon Khan, la divergence de ses résultats avec ceux des équipes de

Wakabayashi, Shrode et Pouysségur serait due aux techniques utilisées.

Il est donc difficile de favoriser une interprétation par rapport a I’autre. Néanmoins, nous
favoriserons pour la suite de ce texte le modele, plus populaire, publié par Wakabashi et al.
(382), dans lequel le domaine C-terminal dans son entier est cytoplasmique et n’est pas

accessible du coté externe de la cellule.

2.7.3.3 Structure tertiaire

La structure tertiaire est définie par I’organisation en trois dimensions des deux
précédentes structures. Si la structure secondaire est imputable a I’existence de liaisons
hydrogéne entre les différents groupements des acides aminés, la structure tertiaire dépend des
interactions hydrophobes entre résidus apolaires ainsi que de la présence de ponts disulfure entre
les acides aminés cystéine. En raison de leur grande taille, de leur localisation membranaire et
des limitations des techniques d’investigations des structures moléculaires, trés peu
d’information est disponible quant & I’organisation spatiale des échangeurs Na'/H". Toutefois,
Williams a réussi a obtenir une représentation a une résolution de 7 4 14A de NhaA, un
échangeur Na'/H" bactérien, par cryo-microscopie électronique (405). A cette résolution, I’image
ne montre que I’arrangement plus ou moins grossier des domaines transmembranaires entre eux
et au travers de la membrane. Néanmoins, il est possible d’observer un segment
transmembranaire ayant une conformation en forme de « L ». Finalement, cette représentation
montre surtout que NhaA s’organise en dimére. Plus récemment, la structure de NhaA a
finalement été résolue par Hunte ef al. a une résulotion de 3.5 A (163). Cette organisation sera

amplement discutée plus en détails a la section 2.7.4.

2.7.3.4 Structure quaternaire

La encore, peu d’information est disponible. En 1988, I’existence de NHE1 dans un état
oligomérique a ¢été suggérée par des études d’inactivation par radiations (37). Plus tard,

Fafournoux et al. ont montré que NHE1 et NHE3 forment des homodiméres et non des
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hétérodimeres (101). En effet, lorsque NHEI est révélé grice a la technique SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl-Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis), en plus de la bande prévue a
110kDa, il est possible d’observer une bande plus ou moins intense a 210-220kDa qui pourrait
représenter une forme dimérique de NHEI résistante au traitement au SDS et au [-
mercaptoéthanol présent dans le tampon d’échantillon. L utilisation d’un agent pontant. le DSS
(DiSuccinimidyl Suberate), provoque la disparition de la bande 4 110kDa au profit de la bande 4
220kDa. Selon ces auteurs, cette dimérisation n’implique pas le domaine cytoplasmique car sa
délétion n’affecte pas le degré de dimérisation. De plus, les auteurs ont montré que I’unité
fonctionnelle est le monomére puisque la coexpression d’un NHE1 de type sauvage avec un
mutant NHE1 inactif en excés n’a pas eu d’influence sur le transport de *Na*. La méme
conclusion est fournie par les travaux de Fliegel ef al. ou il est montré que la réduction des ponts
disulfure assurant la dimérisation ne perturbe pas I’activité de NHEI (105). Ces résultats
prouvent donc ’existence d’homodiméres de NHE1 ou NHE3 dans lesquels chaque monomere
est fonctionnel. Les travaux de Williams sur NhaA appuient aussi ’existence de diméres (405).
Trés récemment, et de fagon surprenante, I’équipe de Wakabayashi a montré que NHE1 dimérise
par les cystéines 561 et 794 du domaine cytoplasmique suite & 1’action d’un agent pontant les
cystéines (155). De plus, les auteurs montrent que les domaines cytoplasmiques exprimés dans
des cellules PS120 interagissent ensemble par la séquence 562-580. Ces résultats suggérent donc
que , en plus du domaine membranaire, deux molécules de NHE1 interagissent aussi directement
au niveau des acides aminés 562 a 580 et sont probablement proches I’une de I’autre en aval de

cette zone (Figure 13).

COOH
COCH

-

Extérieur Intérieur

Figure 13 : Représentation schématique de I’arrangement possible d’un dimére de NHEI. Les
deux molécules interagissent directement au niveau des acides aminés 562 & 580. Tiré de la
référence (155).
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2.7.4 Etudes structure-fonction des échangeurs Na*/H"

2.7.4.1 Quelques acides aminés importants pour P’activité de NHE1

Les résidus cystéine ont aussi fait I’objet d’une étude par 1’équipe de Fliegel (388). En
effet, des travaux antérieurs ont montré que 1’oxyde de phénylarsine, un réactif spécifique des
groupements dithiol, diminue trés nettement I’activité de NHE via une diminution du Vmax sans
perturber le Kmy,+. Ceci suggére ’existence de ponts disulfure a un site différent du site de
transport du Na'. De plus, cet effet est prévenu par un pré-traitement a 1’amiloride (215). Le
groupe de Fliegel s’est donc intéressé aux neufs résidus cystéine endogénes de NHE1 (388). Sur
ces neuf résidus cystéine, six font partie du domaine transmembranaire (Cyss_ 113, 133. 212, 421.477) €t
les trois derniers appartiennent au domaine cytoplasmique (Cyssss_ s61.794). L’étude des mutations
de chacune de ces cystéines en sérine a révélé que seule la mutation des Cys8 et 477 provoque
une diminution importante de I’activité d’échange de NHE1. La mutation de I’une ou I’autre de
ces deux cystéines a pour effet de retenir la protéine dans I’appareil de Golgi. Les auteurs
proposent que ces deux résidus sont impliqués dans le repliement de la protéine ou,
alternativement, forment un pont disulfure. Cette derniére hypothese étant toutefois peu probable
étant donné que ces deux acides aminés seraient situés de part-et-d’autre de la membrane

plasmique selon la topologie proposée par Wakabayashi et al.(382).

Les acides aminés polaires sont de bons candidats a étudier du fait de leur hydrophilicité
et, donc, de leur probabilité de se trouver a la surface du site de translocation des ions. Parmi ces
acides aminés polaires, les résidus acides sont encore plus intéressants puisque leur charge
négative pourrait jouer un réle dans I’interaction de NHE1 avec les cations. D’ailleurs, plusieurs
études ont mis en évidence I’importance de tels résidus pour 1’activité de plusieurs transporteurs
membranaires tels que la bactériorhodopsine (260, 289), I’échangeur Na'/Ca®* (276), ou encore
la pompe Na'/K'-ATPase (178, 370) ainsi que 1’échangeur Na'/H" Sod2 de la levure (91). La
topologie de NHE1 proposée par Wakabayashi et ses collaborateurs prévoit I’existence d’un
domaine semi-transmembranaire entre les acides aminés 387 et 406 (382). Cette structure n’est
d’ailleurs pas sans rappeler celle du filtre de sélectivité du canal K" (92) qui consiste aussi en un

domaine partiellement transmembranaire. L’analyse de la séquence de cette structure dans NHE1
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montre la présence de plusieurs acides aminés polaires : Sersg7, Sersgs, Seragg, Glusg et Thrigy. La
recherche de résidus acides méne aussi aux M6 et M7 dans lesquels se trouvent les résidus trés
conserveés Aspasg, Gluasy et Aspaer. Une étude impliquant la mutation systématique de ces acides
aminés révéle que Gluye, Aspay et Glusg, sont importants pour ’activité de NHE1 (270).
Fafournoux e al. ont déja attribué un réle crucial au résidu Gluyg, lors de leurs travaux sur la
dimérisation de NHE1 (101). En effet, la mutation de cet acide aminé en alanine provoque
’inactivation complete de NHEL. En fait, I’équipe de Fliegel montre que la charge de chacun des
trois acides aminés Gluyg, Aspasy et Glusg est impliquée dans I’activité de NHE1 étant donné
que la mutation de chacun d’eux en un acide aminé neutre (glutamine ou asparagine) provoque
un effet beaucoup plus prononcé que leur mutation en un résidu de méme pKa. De plus,
I’annulation de la charge en position 262 et 391 induit une forte accumulation de formes
immatures de NHE1 de plus faible poids moléculaire. Ainsi, la charge de ces acides aminés
influe sur la maturation du transporteur (de tels résultats ont aussi été obtenus par Wakabayashi
et al. concernant les résidus Tyrsss4 et Argyss (383)). Bien qu’aucun profil pharmacologique des
NHEI mutés aux positions Gluyg, Aspzs7 et Gluzg, ne soit fourni, Murtazina et al. (270)
affirment que ces résidus ne sont pas impliqués dans I’affinité pour le sodium. Il est a noter
également que la mutation des résidus adjacents a ces trois résidus ne perturbe pas 1’activité de
NHE]1, ce qui semble écarter un changement de conformation induit par la mutation de Gluyea,
Aspas7 et Glusg;. Un tel changement local de conformation aurait pu étre aussi provoqué par les
acides aminés voisins, mais ce n’est pas le cas; une influence beaucoup plus ponctuelle des

acides aminés Gluyg,, Aspasr et Gluse; doit étre alors privilégiée selon ces auteurs.

Les acides aminés responsables de la sensibilité au pHi de NHE1 ont eux aussi fait I’objet
d’une étude extensive par 1’équipe de Wakabayashi (380). Les auteurs se sont intéressés au M11
et a ses régions environnantes. La mutation des résidus Argsqo (boucle ILS), Glysss et Glysse
(M11), lesquels sont treés conservés (Figure 11), provoque une variation de la dépendance de
NHE]1 au pHi. En effet, la mutation ArgssAsp de NHE1 déplace la courbe de dépendance de
I’échangeur au pHi vers des valeurs plus acides, ce NHE1 muté est donc moins sensible au pHi
que le NHEI1 de type sauvage (pK respectifs de 6.2 et 6.7). En introduisant a cette place des
acides aminés de tailles et de charges différentes, il a été possible d’observer que la charge, et

non la taille du résidu en position 440, est importante pour la dépendance au pHi. En effet, toutes
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les mutations entrainant la perte de la charge positive en 440 provoquent une diminution de cette
dépendance alors que I’introduction de la lysine, qui porte une charge comparable a 1’arginine,
provoque un effet moins prononcé. L’hypothése la plus attrayante, proposée par les auteurs et en
relation avec les travaux antérieurs sur CHP, est que I’Argyqo de la boucle IL5 interagirait avec
les résidus chargés négativement localisés dans le domaine de liaison de CHP. La mutation de
I’ Arga4o supprimerait cette interaction et perturberait donc la dépendance au pHi. Au contraire, la
mutation GlysssGln déplace la courbe de dépendance au pHi vers des valeurs plus alcalines par
rapport au NHE1 de type sauvage (pK respectifs de 7.1 vs 6.7). Dans ce cas, les effets de la
mutation sur la dépendance au pHi dépendent de la taille de I’acide aminé en remplacement de
Glysss : plus I’acide aminé est volumineux, plus I’effet est important. Le fait que la glycine serve
de charniére et permette des changements de conformation (176, 362) pourrait expliquer son

importance et les effets de sa mutation en des acides aminés plus volumineux.

2.7.4.2 Importance du domaine transmembranaire M4

Les premiéres études visant a identifier des acides aminés de NHE1 impliqués dans le
transport ionique ou dans I’interaction avec les inhibiteurs pharmacologiques ont véritablement
commencé au début des années 90 avec les travaux de Counillon et collaborateurs (71).
Préalablement & leurs travaux, Franchi et al. avaient caractérisé une lignée cellulaire trés
résistante a I’inhibition par le MPA (107). L’ADN génomique de cette population de cellules a
été transfecté dans une lignée cellulaire dépourvue d’activité d’échange Na'/H' et I’activité
d’échange a été restaurée avec la méme résistance a I’inhibition (107). Ceci suggérait la présence
d’un NHE1 muté. En utilisant ’ADNc de NHE! en tant que sonde, Counillon et al. ont été
capables d’isoler I’ADNc du NHE1 muté et son séquengage a révél¢ la présence d’une mutation
dans laquelle la substitution d’une cytosine par une thymidine a pour effet de changer la Leu;s;
du NHE1 de type sauvage (selon la séquence du hamster, dans le NHE1 humain, ceci correspond
a la Leujs3) en phénylalanine (mutation Leu,¢;Phe). L’introduction de cette mutation dans un
NHEI1 de type sauvage confére a ce dernier la méme résistance au MPA. Selon la topologie
proposée par Wakabayashi (Figure 12) et la comparaison des séquences des différentes
isoformes de NHE (Figure 11), cet acide aminé est situé dans le M4 dans une région trés
conservée. Toutefois, comme certaines variations peuvent étre observées entre les isoformes 1, 2,

3 et 4, surtout au niveau des résidus 165, 167 et 168 de NHE1 humain, Counillon ef al. ont



81

introduit les acides aminés correspondant des NHE2, 3 et 4 dans NHE] sans toutefois reproduire
le phénotype de résistance accrue. Ces résultats ont mené les auteurs 4 proposer que d’autres
acides aminés sont certainement impliqués, avec la Leu,s3, dans I’interaction de I’échangeur avec

les inhibiteurs.

De méme, Yun ef al. se sont intéressés a I’équivalent de la Leu;s; du NHEI de hamster
dans le NHE2 de lapin, soit la Leu,43 (416). Ces auteurs ont donc muté cet acide aminé afin de
mimer le résidu correspondant dans NHE1 et NHE3. La mutation Leu,43Phe (mimant NHE3)
diminue de 20 fois la sensibilit¢é du NHE2 muté a ’EIPA, atteignant ainsi une résistance
similaire a celle de NHE3. De plus, la Tyr 44 de NHE2 a été mutée en Phe, son équivalent dans
NHEI. Malheureusement, cette mutation ne reproduisait pas le phénotype de NHEL. Ces
résultats appuient donc ceux de Counillon et al. en suggérant que d’autres acides aminés sont

impliqués dans inhibition de I’échangeur Na'/H" par I’amiloride et I’EIPA.

Afin de rechercher de nouveaux sites d’interaction de NHE1 avec les inhibiteurs,
I’approche par mutagenése aléatoire a été utilisée par le groupe de Pouysségur (72). Cette étude a
permis d’identifier la Gly 74 dans le M4 qui, mutée en sérine, diminue de prés de trois fois la
sensibilit¢ de NHE1 & I’amiloride. De plus, la double mutation Leu,¢3Phe/Gly,74Ser provoque
une diminution de I’affinité de NHE1 pour le Na" (28mM contre 14mM pour le NHE1 de type
sauvage). La Gly,74 est donc le deuxiéme acide aminé du M4, aprés la Leu;gs, qui affecte la
sensibilit¢ de NHE1 aux inhibiteurs, ce qui suggére un rdle primordial de ce segment
transmembranaire dans I’interaction de NHE1 avec les inhibiteurs, d’autant plus que les deux
résidus y sont assez €loignés 1’un de I’autre. Ces résultats ne peuvent cependant pas exclure

I’'implication d’autres acides aminés dans I’interaction de NHE1 avec ses inhibiteurs.

Le M4 présente la particularité de posséder trois résidus proline en position 167, 168 et
178 (selon la séquence du NHE1 humain). Les prolines provoquent I’apparition de coudes dans
la structure d’une I’hélice o (375) et leur amalgame dans cette zone pourrait avoir un role dans
Iinteraction de NHEI1 avec ses substrats. La proline, ne possédant pas d’hydrogéne provenant
d’un groupement amide, prive 1’acide aminé en position -4 du résidu proline de donneurs
d’hydrogene. Ainsi, les groupements carbonyl des Leu,e3, Phejgy et Gly;74 sont privés de tels

ponts par les prolines 167, 168 et 178 respectivement. De plus, la présence du coude introduit par
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la proline empéche la mise en place d’un pont hydrogéne entre le résidu +1 et le résidu -3, ce qui
implique que les Leuj¢s et Tyrj7s ne possédent pas de ponts hydrogéne. En conséquence, cette
région présenterait la flexibilité accrue nécessaire a la liaison du Na' et des inhibiteurs (72) ou

éventuellement a un changement conformationnel lors du transport.

L’importance du M4 a aussi été démontrée par les résultats récents de Touret ef al. (360).
Lors de cette étude, des cellules PS120 exprimant le NHE1 humain de type sauvage ont été
soumises a un traitement mutagéne par I’EMS (Ethyl Methane-Sulfonate). L’exposition des
cellules a une charge acide en présence de cariporide a permis d’isoler un clone, CRS, résistant a
une concentration de 30uM a 1mM (le ICs a été évalué par la suite a 87uM comparé a 0.056pM
pour le NHEI de type sauvage). De plus, ce clone présente une affinité dramatiquement
diminuée pour le Na' (248mM vs 23mM). Le clonage et le séquengage du domaine
transmembranaire de NHE1 ont révélé une seule mutation Phe g Ser qui, réintroduite dans un
NHE1 de type sauvage provoquait le méme phénotype de résistance. La comparaison des
séquences des neuf isoformes de NHE montre que cette Phejs; est extrémement conservée
(Figure 11) et, de plus, qu’elle est voisine de la Leu;¢3 discutée précédemment. Les auteurs ont
ensuite soumis ce clone a un nouveau traitement mutagéne dans le but d’obtenir des révertants
suite a une sélection par charge acide avec récupération en présence de 3mM NaCl. Cette
concentration est normalement létale pour les cellules issues du clone CRS5 mais pas pour des
cellules ayant une affinité normale pour le Na’ (donc des cellules ayant « réverté » par rapport a
leur phénotype issu de la premiére mutagenése). De fagon intéressante, deux clones CRNS et 6
ont été isolés, tous les deux ayant un Kmy,+ comparable a celui du NHE1 de type sauvage i.e de
I’ordre de 23mM, mais présentant un ICsy pour le cariporide trés diminué (de 1’ordre de celui du
clone CRS5). En plus de la mutation Phe;g;Ser issue du premier traitement mutagéne, les
révertants CRN5 et CRN6 respectivement présentent les mutations Ile;goSer et Ilej;0Thr. La
réversion du phénotype de faible affinité au Na* induit par la mutation Phe;¢Ser n’est donc pas
due a la récupération de la Phejs; native mais a la présence d’une seconde mutation pas trés
¢loignée. Les mutations IlegoSer et Ile;7oThr, qui renversent les effets de la mutation Phe;g;Ser
au niveau de I’affinité pour le Na’, recréent possiblement une conformation locale de NHEI
favorable 4 la liaison du Na'. En outre, ces résultats tendent a suggérer que le site de transport du

Na® est différent de celui de liaison des inhibiteurs.
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Trés récemment, le M4 a fait I’objet d’une étude intensive par 1’équipe de Fliegel. Ces
auteurs se sont proposés de caractériser le M4 dans son ensemble et de déterminer sa structure
par résonnance magnétique nucléaire (RMN) a haute définition et aussi d’identifier les acides
aminés qui se projettent a I’intérieur du pore ionique en utilisant la technique du « cysteine-
scanning » (342). La mutation de tous les acides aminés du M4 et la mesure subséquente de
’activité de I’échangeur montre que ce segment transmembranaire est extrémement sensible aux
mutations étant donné que tous les résidus mutés ont un effet sur sur I’activité NHE. D’autre
part, cette étude démontre que seule la phénylalanine 161 mutée en cystéine est accessible au
MTSET ou au MTSES, deux composés qui réagissent avec les résidus cystéines. Ce résultat
signifie donc que ce résidu fait probablement face au pore ionique de NHE1. Finalement, aprés
purification du M4, les auteurs se sont attachés & déterminer sa structure par RMN. Leur
conclusion est que ce segment transmembranaire n’est pas formé d’une hélice o classique. En
effet, selon cette étude, seuls les acides aminés 169-176 du segment transmembranaire adoptent
une conformation d’hélice o, le reste du segment transmembranaire étant composé d’une boucle
B et d’une structure étendue. Ces trois domaines sont par ailleurs indépendants d’un point de vue
mobilité. Bien que cette étude se soit effectuée sur un segment transmembranaire isolé, elle
montre de facon convaincante le caractére particulier et primordial de ce domaine

transmembranaire dans NHE1.

2.7.4.3 Importance du domaine transmembranaire M9

Etant donné que le résidu histidine est connu pour jouer un role de relais dans le transport
de H' par la Lac perméase d’E. coli (180) et que le DEPC (DiEthyl PyroCarbonate), un composé
qui se lie aux résidus histidine, altére 1’activité de transport de NHE dans les vésicules de
membranes de bordures en brosse de rein (130) et de placenta (114), le role de cet acide aminé
dans Pactivité d’échange de NHE1 a aussi été étudié par 1’équipe de Warnock (386). En mutant
trois histidines dans trois segments transmembranaires différents (His35, 120 et 349 dans les M1,
2 et 9 respectivement), les auteurs montrent que, parmi ces trois résidus histidine, seule 1’Hiszag
dans le domaine M9 est impliquée dans I’interaction de NHE1 avec I’amiloride. En outre, cet
acide aminé n’est pas directement impliqué dans le transport du Na* ou du Li" étant donné que sa

mutation ne perturbe pas I’affinité des NHE1 mutants pour ces ions. Le remplacement de cette
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histidine par son équivalent dans NHE3, soit une sérine, ne reproduit pas le phénotype de

résistance de NHE3 et donc, encore une fois, d’autres acides aminés sont a rechercher.

En observant que le phénotype de NHE3 n’arrivait pas a étre reproduit en utilisant
I’approche des mutations ponctuelles, Orlowski et Kandasamy ont construit plusieurs molécules
chimeres entre NHE1 et NHE3 (286). L’expression de ces chiméres et leur analyse ont montré
que I’introduction du M9 de NHE3 dans NHE1 rapproche son profil pharmacologique de celui
de NHE3. Toutefois, dans cette étude, I’introduction du M9 de NHE3 dans la séquence de NHE1
ne reproduit ’affinité pour le Na* d’aucune des deux isoformes. L’affinité pour le Na* semble
donc étre dépendante de 1’organisation spatiale de chacun des acides aminés et cette organisation
ne peut pas étre reproduite avec des chimeéres, bien qu’elles semblent correctement repliées

puisque fonctionnelles (286).

Afin d’identifier d’autres acides aminés impliqués dans les différences observées entre les
paramétres cinétiques et pharmacologiques de NHE1 et NHE3, Khadilkar et al. ont identifi¢
quelques acides aminés du NHE1 de rat dont la Glussg et la Glyssg, correspondant & Gluage et
Glyss; dans la séquence du NHE1 humain (186). La mutation de ces résidus diminue I’activité de
NHE]1 et sa sensibilité aux inhibiteurs tels que I’amiloride, I’EIPA et le HOE694, mais ne
modifie pas son affinité pour le Na*. La mutation de Glysss en son équivalent dans NHE3 (Ala),
bien que diminuant la sensibilité aux inhibiteurs, ne reproduit pas la résistance de NHE3. En
outre, le résidu Glusse est extrémement conservé au travers des neuf isoformes (Figure 11), ceci
suggere que la divergence de phénotype entre NHE1 et NHE3 n’est pas uniquement due a ces
acides aminés. Toutefois, la combinaison des mutations Leujg;Phe (Leujg; chez le rat)
découverte par Counillon (71) et GlyssgAla provoque une réduction synergique de la sensibilité a
I’EIPA de NHEI pour atteindre les valeurs de NHE3 (1.8uM et 3.2uM EIPA respectivement
contre 0.01uM pour le NHE1 de type sauvage) (186). Ce résultat suggere que le M4 et le M9

pourraient s’associer pour délimiter un « pore » nécessaire au passage des ions.

2.7.4.4 Structure de Péchangeur Na'/H" bactérien NhaA

Récemment, la structure de I’échangeur Na'/H* d’E. coli a été résolue a 3.45A (163). Ce

transporteur est composé de 388 acides aminés arrangés en 12 domaines transmembranaires avec
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les extémités N- et C-terminales du c6té cytoplasmique. La caractéristique majeure de ce cette
structure réside en la présence d’un assemblage des M4 et 11. En effet, ces deux segments
transmembranaires sont orientés de fagon opposée et se croisent au milieu de la bicouche
lipidique et sont composés de deux courtes hélices o (IVc et XIc du c6té cytoplasmique, IVp et
XIp du coté périplasmique) séparées par une chaine polypeptidique étendue (Figure 14, p.86).
Les domaines IVc et XIp sont donc orientés de fagon antiparalléle et se font face par leur
extrémité N-terminal chargée positivement. La position du résidu Asp3; permet de compenser
cette charge et de stabiliser cette conformation énergétiquement peu propice. De méme, les
domaines XIp et IVc se font face par leur extrémité négative et cette charge est compensée par le
résidu Lys3go. Ce genre d’architecture est retrouvé dans le canal Cl” procaryote (95). Le TM IX
joue probablement un grand role dans I’activation de NhaA. En effet, ¢’est un domaine de forme
non linéaire et donc flexible. Son extremité N-terminale fait partie du senseur de pH (notamment
par le résidu Gluys;) (369) et il a déja été montré qu’il subissait un changement
conformationnelle en fonction du pH (122, 369). De plus, la position du coude du TM IX est en
contact direct avec ’assemblage TM IV/XI.

A P’état inactivé a pH acide, le pore ionique est fermé par la barriére formée notamment
par I’hélice XIp (Figure 14, 2a, p.86). Lorsque NhaA s’active a pH alcalin, le TM IX subit un
changement de conformation suite & un signal du senseur de pH. Cette nouvelle conformation
conduit a un réarrangement des hélices XlIp et IVc ce qui exposerait le site de liaison des ions
Na’ (constitué par les résidus Aspigi, Aspiss et probablement Thr;3;) au coté cytoplasmique et

enléverait la barriere périplasmique (Figure 14, 2b et 2c, p.86).

Il est a noter que NhaA a été cristallisé en conformation inactive et que le modéle de

translocation des ions est une spéculation basée sur la structure inactive obtenue. Il est donc
. . . , . . . ., +

primordial d’obtenir un échangeur cristallisé sous forme active, lié au Na', afin de confirmer ces

suppositions.
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Figure 14 : Structure de NhaA et modele de la translocation des ions. 1, structure générale de
NhaA tel qu’inséré dans la membrane plasmique, les domaines transmembranaires sont indiqués
en chiffres romains. 2, Modéle de la translocation des ions, seuls les TM IV, V, IX et XI sont
schématisés; a, conformation inactive a pH acide; b, conformation suite & 1’activation en milieu
alcalin : le site d’interaction des ions Na" et H' est exposé (cercle jaune); ¢, ouverture du tunnel

et relache des ions. Adapté de la référence (163).

2.8 Conclusions et justification de la recherche

La mutagenese aléatoire ou dirigée de NHE1 a mis en évidence plusieurs acides aminés
importants pour la liaison des inhibiteurs et dans certains cas pour la liaison du Na*. Méme si la
structure de I’échangeur NhaA d’E. coli a été récemment résolue (163), la faible homologie
(moins de 20%) associée a des différences fondamentales de fonctionnement (NhaA est
électrogeénique) nous empéche d’extrapoler une structure précise de NHE1 a partir de celle de
NhaA, d’autant que ce transporteur a été cristallisé en conformation inactive, c¢’est-a-dire sans
liaison au Na". La compréhension de la structure et de la fonction de NHE1 nécessite donc
encore la mutagenése qu’elle soit aléatoire ou dirigée. Néanmoins, un certain nombre
d’informations pertinentes peut étre retiré de la comparaison des séquences de NhaA et NHEI en
se basant sur la topologie de NHE1 (382) et la structure de NhaA (163) (voir article no2 et
section 2.7.4.4 Structure de 1’échangeur Na'/H" bactérien NhaA)

Comme décrit dans les sections précédentes, deux hélices transmembranaires ont été

principalement impliqués dans la liaison des inhibiteurs et éventuellement du Na". Ce sont le M4
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(avec les résidus Phejg;, Leu)qs, Ilejgo, Ilej7g et Gly;74), et le M9 avec les résidus Glusss, Hissgg et

Glysso.

La découverte par notre laboratoire d’un variant spontané de NHE1 extrémement
résistant a I’inhibition et présentant la seule mutation GlusssAsp appuie donc I’implication du M9
dans D’interaction de NHE1 avec les inhibiteurs (manuscrit #1). De plus, I’importance de ce
résidu et par la-méme du M9 est renforcée par le fait que la mutation GlusgAsp diminue de
fagon significative Iaffinité de NHE1 pour la Na™. Il était donc intéressant de déterminer si ce

M9 est impliqué dans la construction d’un pore permettant le passage des ions Na' et H'.

Etant donné la faible différence structurale entre le résidu glutamate présent en position
346 dans le NHEI de type sauvage et le résidu aspartate trouvé dans le variant spontané résistant
a I’inhibition, il était intéressant de se pencher sur les mécanismes moléculaires responsables de
Pacquisition de ce phénotype de résistance. En effet, ces deux acides aminés ne difféerent que
d’un seul groupement carbony! et présente un pKa similaire d’environ 4.5. Nous nous proposons
donc d’expliquer la participation du glutamate en position 346 dans la liaison de NHE1 avec les
inhibiteurs et le Na” en tentant de décomposer les facteurs de taille, de charge et de position.
Pour ce faire, une série de mutations visant soit & introduire un acide aminé de taille radicalement
différente du glutamate (glycine, sérine, tryptophane) soit a annuler la charge du Glusss sauvage
ou de I’Aspas du variant spontané (glutamine, asparagine) soit 4 déplacer le glutamate en
position 345 ou 347 (mutations GlusssAlaLeu et AlaLeuGluss;) a été réalisée. La sensibilité aux
inhibiteurs, 1’affinité pour le Na" ainsi que I’activité intrinséque ont été mesurées pour chaque

mutant de NHE]1.

Afin de déterminer si le M9 s’associe avec le M4, délimitant ainsi un pore composé des
M4, 5, 6, 7, 8 et 9, une série de double mutations concernant la Leu;s3 du M4 et le résidu Glusag
du M9 a été construite. Selon les résultats d’Orlowski, une telle combinaison devrait

s’accompagner d’une additivité ou d’une synergie des effets des mutations doubles.

Finalement, en se basant sur la structure récemment résolue de 1’échangeur Na'/H*
bactérien NhaA (163), un alignement de séquence entre NhaA et NHE1 sera proposé en

délimitant des zones de haute homologie au niveau des domaines transmembranaires.
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Les mutations ont été réalisées par mutagenése dirigée par PCR et les vecteurs contenant
les NHE1 mutés ont été transfectés dans des cellules PS120 qui ne présentent aucune activité
d’échange Na'/H". Ces cellules, dérivées de fibroblastes issus de poumons de hamster chinois
(lignée CCL39), ont été sélectionnées et caractérisées par Pouysségur et ses collaborateurs (301).
Les cellules exprimant un NHEI muté et fonctionnel ont été sélectionnées par charge acide.
Cette technique décrite par Paris er al. (301) consiste a acidifier le milieu intracellulaire des
cellules au moyen d’une incubation dans une solution de NH4CI sans Na’. Au terme de cette
incubation, les cellules sont transférées dans un milieu de récupération comprenant 120mM de
Na’. Seul un NHE1 fonctionnel échangeant les protons intracellulaires contre le Na"
extracellulaire permet a la cellule de survivre a I’acidification qui autrement est létale. Aprés
plusieurs cycles de sélection, ’expression des différents mutants de NHEI a la membrane
plasmique des cellules est vérifiée par immunobuvardage de type Western sur des préparations
de membranes brutes a I’aide d’un anticorps anti-NHE]1 dirigé contre le domaine cytoplasmique
de NHE1 (321). Finalement, la sensibilité des mutants de NHE1 pour les inhibiteurs et leur
affinité pour le Na* sont déterminées par la mesure de I’accumulation par les cellules de 2?Na* en
présence de différentes concentrations d’inhibiteur ou de sodium non radioactif, respectivement
suite 4 une charge acide. Parallélement, la capacité de chaque mutant de NHE1 a transporter le

+ ,
Na' est mesurée.
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Chapitre 2 : Publications

Avant-Propos

Les deux articles inclus dans la présente thése ont été le fruit d’un travail d’équipe
impliquant Julie Vadnais, technicienne de laboratoire, Josette Noél, directrice de recherche et

moi-méme.

Le premier article est né de travaux préliminaires réalisés par le Dr Josette Noél dans
lesquels un mutant spontané de NHE1 a été isolé et son phénotype de haute résistance au
HOEG694 caractérisé. Les profils pharmacologiques, ainsi que les parametres cinétiques de ce
mutant GluzsAsp-NHE1, ont été établis par Julie Vadnais et Josette Noé€l. En tant que co-
premier auteur de cet article, j’ai construit, exprimé et caractérisé les différents mutants qui ont
permis de préciser I’implication du Glujs dans I’interaction de NHE1 avec les inhibiteurs et le

+ vy » ., . ‘ ’ . .
Na'. En outre, j’ai participé activement a la rédaction de cet article avec le concours de Josette

Noél.

Dans le deuxiéme article, je suis responsable du choix des mutations qui y sont €étudiées
(aprés discussion avec le Dr Noél) et de leur construction. J’ai en outre pris en charge la totalité
des expériences utiles a leur caractérisation tant aux niveaux pharmacologique que cinétique, de
méme que toute la culture cellulaire imposée par ce type d’expériences. J’ai finalement effectué
I’analyse des résultats et entiérement la premiére version d’un manuscrit qui a ensuite été
remanié conjointement avec les Dr. Josette Noél et Alfred Berteloot pour aboutir & ’article final.
Ce dernier est par ailleurs I’auteur principal du modéle cinétique et a participé activement a

I’élaboration de I’alignement NhaA-NHEI.

Durant la réalisation de ces travaux, j’ai eu I’occasion de recevoir le prix de la meilleure
présentation orale au « Congrés des Stagiaires de Recherche », organisé par /'Association des
Ftudiants aux Grades Supérieurs de la Faculté de Médecine a Montréal en janvier 2000, ainsi

qu’au colloque du Groupe de Recherche en Transport Membranaire en juin 2001.
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Méthodologie

Lignées et cultures cellulaires.

Les cellules PS120 utilisées dans cette étude sont issues d’un clone de fibroblastes de
poumon de hamster chinois (lignée CCL39 (ATCC)) qui ne présente aucune activité d’échange
Na'/H" (301). Ces cellules ont été obtenues a la suite d’un traitement mutagénique sur des
cellules CCL39 sauvages suivi par une sélection utilisant leur aptitude a résister a une charge en
lithium. Cet ion a été utilisé car il est moins toxique que le Na" a ces concentrations (120mM).
L’échangeur Na'/H" a la capacité de transporter le Li" et il est ainsi possible en incubant les
cellules dans un milieu contenant 120 mM de Li" de renverser le sens de 1’échange Na'/H". Les
cellules sont ensuite transférées dans un milieu acide et si la cellule exprime un NHE fonctionnel
a4 sa membrane plasmique, les ions Li" sont expulsés contre une entrée létale de protons , d’ou
I’appellation « proton-suicide ». A I’inverse, si la cellule n’exprime aucun échangeur Na'/H"
fonctionnel, I’entrée de H' est évitée, permettant la survie de la cellule au terme de la sélection.
Les cellules PS120 constituent ainsi un excellent outil pour 1’étude de I’échangeur Na'/H" du fait
de ’absence d’expression d’un NHE endogeéne. Ces cellules peuvent étre aisément transfectées
par un vecteur contenant la séquence d’un NHE (les fibroblastes sont des cellules trés pratiques a

cet effet) et sélectionnées sur la seule présence de ce NHE exogéne.

Les cellules sont cultivées dans un milieu essentiel Eagle’s modifié (H21, Gibco)
contenant 25mM de NaHCO; complémenté¢ avec 50 U/ml de pénicilline, 50pug/ml de
streptomycine (afin de prévenir les contaminations bactériennes) et une concentration de 7,5% en
sérum de veau (CS) ou sérum bovin (FBS pour fetal bovin serum)). Les cellules ont été

maintenues a 37°C en présence de 5% de CO,.
Sélection des variants résistants au HOE694.

Les fibroblastes PS120 exprimant le NHE1 de type sauvage ont été soumis a des charges

acides répétées en présence de 50mM de NH,4Cl a 37°C et en absence de bicarbonate et de CO,
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tel que décrit antérieurement (71). Ce traitement consiste a charger le milieu intracellulaire en
NH,CI en absence d’ions Na’. Le chlorure d’ammonium se dissocie en ammoniaque (NH;) et en
proton (H"). Au bout d’une heure, les concentrations des différents composés sont a 1’équilibre
de part et d’autre de la membrane cellulaire. Les cellules sont alors rapidement rincées par un
milieu sans Na" et incubées pendant une heure 4 37°C dans un milieu de récupération en absence
de CO, (afin d’éviter toute activité de transport de bicarbonate) et en présence de 120mM de
NaCl en absence ou en présence de 30uM de HOE694 pour inhiber toute activité NHEI de type
sauvage (280). Ce temps de récupération, en absence d’inhibiteurs, permet a la cellule exprimant
un NHEI fonctionnel 4 sa membrane plasmique d’extruder les protons contre les ions Na'
présent dans le milieu extracellulaire. La présence d’une telle concentration de HOE694 permet
I’inhibition de NHE1 de type sauvage et donc, la sélection de cellules pouvant exprimer des
protéines plus résistantes. Les cellules n’exprimant pas de NHE ne résistent pas a cette sélection
et meurent dans les heures qui suivent par cette sélection. Aprés aspiration de cette solution, du
milieu nutritif DMEM contenant du bicarbonate et du sérum de veau est ajouté aux cellules pour

les laisser récupérer & 37°C en présence de CO,.

Dans ces conditions, plus de 99% des cellules sont mortes aprés le premier test.
Toutefois, quelques colonies ont survécu a trois procédures de charges acides répétées tous les 2
a 4 jours. Les cellules ont ensuite été exposées & un traitement & la trypsine puis a nouveau
étalées. Elles ont ensuite été soumises a une charge acide suivie d’une récupération en présence
d’une concentration plus importante de HOE694, soit 100uM afin de s’assurer qu’aucune cellule
exprimant un NHE1 de type sauvage n’était cachée par les cellules résistantes dans les groupes
de cellules formant une colonie. Aprés deux procédures de ce type, plusieurs colonies
survécurent encore. Ces colonies ont encore soumises a la trypsine, étalées puis exposées a trois
charges acides suivies de récupérations en présence de 300uM de HOE694. Cette population
cellulaire résistante était stable, les charges acides subséquentes ne tuant plus aucune cellule.
Finalement, le méme protocole a été répété en présence de 1000uM de HOE694. Les différentes
populations cellulaires ont été nommées en fonction de leur phénotype de résistance au
HOE694 : HR100, HR300 et HR1000. Aprés chaque étape de sélection, les cellules résistantes
ont été congelées a -80°C pour analyses ultérieures. Les populations HR100 et HR300

montraient une résistance stable & de trés hautes concentrations d’inhibiteurs mais beaucoup de
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cellules de la colonie HR1000 mourraient pendant la procédure de sélection. Cette mortalité des

cellules HR1000 était peut-étre due a une limitation de la sélection 4 de telles doses d’inhibiteur.
Analyse par buvardage de type Northern.

Afin de vérifier le niveau d’ARN messager codant pour I’échangeur Na'/H®, un
buvardage de type Northern a été réalisé. L’ ARN total a été obtenu a partir de cellules exprimant
les NHE1 variants a I’aide de la trousse BioProbe™ dont le principe consiste a exploiter la
différence de solubilité des ARN et des ADN dans un mélange de milieux aqueux et organique.
Les ARN obtenus (30ug d’ARN total ont été chargés) ont €té soumis a une électrophorése sur
gel d’agarose en condition dénaturante en présence de formaldéhyde et enfin transférés sur
membranes de nitrocellulose de type Hybond N. Les membranes de nitrocellulose ont été
incubées a 65°C pendant 16 heures avec le fragment Pstl-Sacl de NHE1 (570pb) (ou avec le
fragment PstI-EcoRI (1290pb) de NHE3) marqués au *’P-dCTP. L’hybridation d’une sonde
NHE3 radiomarquée a été effectuée afin d’écarter toute implication de NHE3 dans le phénotype
de résistance observé. Dans ces conditions, les fragments de NHE1 ou de NHE3 radiomarqués
sont capables de s’hybrider a leur séquence complémentaire présente dans l’extrait d’ARN
obtenu plus tot. Aprés lavage, les membranes de nitrocellulose ont été appliquées sous un film
radiographique. Apres développement du film, la présence d’une bande de taille correspondante
a I’une ou a I’autre des isoformes assure la présence d’ARNm codant pour NHE1 ou pour NHE3

dans les pistes correspondantes.
RT-PCR.

Afin d’obtenir ’ADN complémentaire des ARN codant pour NHE1, 1pug d’ARN total
extrait des cellules exprimant un NHE1 de type sauvage ou variant a été retrotranscrit a 42°C en
présence de 2.5 mM de MgCl, en utilisant une amorce spécifique a NHE1 (310; 5°-
TgegAgTATgCgCTCggAAgg), la trousse de synthése d’ADN de Boeringher-Mannheim et deux
unités de la transcriptase inverse MuLV. Un volume correspondant 4 1/10°™ du milieu
réactionnel contenant le cDNA a été utilisé ainsi que des amorces spécifiques 8 NHE1 (amorce
antisens 310 (5°-TgggAgTATgCgCTCggAAgg) et sens Dbiotinylée 503-B (5°-
gggCTgCTgCCtgTTCTCAgg)). Le fragment amplifié et biotinylé de 1785pb a été isolé par des

billes magnétiques couplées & la streptavidine et dénaturé dans 0.1N de NaOH. Le fragment
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d’ADN ainsi isol€ a été séquencé en utilisant la trousse Pharmacia (qui utilise la méthode décrite
par Sanger (320)) et plusieurs amorces spécifiques de NHE1 et couvrant entiérement le domaine

transmembranaire.

Immunobuvardage de type Western.

Les membranes cellulaires brutes ont été préparées a partir des cellules exprimant les variants de
NHET1 ou des transfectants cultivés & 80-90% de confluence, tel que décrit précédemment (101).
Afin d’¢viter la dégradation des molécules de NHE] (et des protéines en général), la préparation
a été effectuée en présence d’inhibiteurs de protéase aux concentrations indiquées (leupeptine
(ImM), pepstatine (1ImM), aprotinine (ImM), phénanthroline (ImM), PMSF (0.ImM)). Les
cellules ont été rincées deux fois par du PBS a 4°C puis une fois par de I’eau distillée.
Finalement, les cellules ont été lysées par une incubation dans un milieu TE hypotonique (Tris
10mM-EDTA 1mM, pH 7.5). Les lysats ont été récupérés et centrifugés une premiére fois a 3000
rpm pendant 5 minutes & 4°C afin de séparer les noyaux du reste du lysat. Les surnageants ont
ensuite €té centrifugés a 14000rpm pendant 30 minutes a 4°C afin de précipiter les membranes
cellulaires. Celles-ci sont resuspendues dans environ 200 uL de TE contenant les inhibiteurs de
protéases. Apres quantification des protéines présentes dans les préparations de membranes,
20pg de protéines ont été soumis & une électrophorése de type SDS-PAGE (7.5% w/v) et
transférés sur une membrane de nitrocellulose de type Hybond C. Les membranes ont été
bloquées par du PBS-lait 5% et incubées avec P’anticorps RPc28 durant la nuit a 4°C.
L’anticorps RPc28 a été produit par I’équipe de Pouysségur (321) en fusionnant les 157 derniers
acides aminés du domaine C-terminal de NHEI, en immunisant un lapin avec cette protéine de
fusion et finalement, les anticorps RPc28 ont été purifiés en incubant 1’antisérum avec une
membrane de nitrocellulose sur laquelle était transférée la protéine de fusion partiellement
purifiée. La membrane de nitrocellulose hybridée avec I’anticorps primaire a ensuite été incubée
avec |’anticorps secondaire préparé chez la chévre, lequel est dirigé contre les immunoglobulines
de lapin couplé€ a la péroxydase reconnaissant NHEI. Les buvardages ont été révélés en utilisant
le systeme de détection ECL (enhanced chemiluminescence). Ce systéme utilise la péroxydase
couplé & I’anticorps secondaire pour oxyder le luminol en présence de péroxyde d’hydrogéne. La
réaction émet une lumiere a 428nm qui est utilisée pour impressioner un film photographique qui

est finalement révélé.
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Mutagenése dirigée.

La mutagenése dirigée a été réalisée par PCR avec le NHE1 humain cloné dans le vecteur
d’expression eucaryote pECE, des oligonucléotides dont les séquences sont spécifiques et
identiques a NHEI et des oligonucléotides de mutations (de 1 4 3 bases modifiées sur environ
19-21) dont les séquences sont présentées dans les différents articles présentés dans la section
« Résultats », un mélange des quatre désoxyribonucléotides tris-phosphate et 1’enzyme Vent®
polymerase. L’oligonucléotide de mutation est un court fragment d’ADN couvrant la région du
NHE] de type sauvage contenant un ou plusieurs nucléotide(s) non-apparié(s). Sa séquence a été
déterminée en s’assurant d’une homologie maximale avec le NHE1 de type sauvage. Dans un
premier temps, deux réactions paralléles ont été réalisées : I’une avec une amorce sens spécifique
de NHE1 et un oligonucléotide de mutation antisens, 1’autre avec une amorce antisens spécifique
a NHET1 et un oligonucléotide de mutation sens complémentaire de celui de la premiére réaction.
Les réactions PCR furent réalisées par une suite de 29 cycles comprenant une phase de
dénaturation de I’ADN plasmidique a 95°C, une phase de renaturation a 55°C des
oligonucléotides sur les brins d’ADN plasmidique et finalement d’une phase d’élongation a 72°C
des amorces sur les brins d’ADN parentaux. Les réactions ont été soumises a une électrophorése
sur gel d’agarose, les bandes de taille attendue ont été découpées du gel et I’ADN en a été extrait
soit en soumettant le fragment de gel inséré dans un sac a dialyse 4 un champs électrique puis
purifié par extraction au phénol-chloroforme, soit en utilisant une trousse d’extraction d’ADN.
Les fragments d’ADN obtenus des deux réactions précédentes ont ensuite été réunis dans une
méme réaction PCR en présence des deux amorces spécifiques 8 NHEI et en utilisant les mémes
conditions que précédemment. Aprés électrophorése et purification, les fragments mutés et
amplifiés ainsi que le vecteur pECE-NHE]1 de type sauvage ont été digérés par ’endonucléase de
restriction Accl. Les fragments mutés digérés par Accl ont été sous-clonés dans pECE-NHE]
digéré par Accl par I’enzyme ADN ligase T4. Les jonctions ainsi que le fragment amplifié au
complet ont été séquencés afin d’écarter toute possibilité de mutations aléatoires. Ces opérations

ont ét¢ effectuées pour la construction de chaque mutant présenté dans les deux publications
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ainsi que pour la construction des doubles et triples mutants impliquant les M4 et 9 de NHEI,

présentés dans la discussion.
Transfection et sélection des transfectants exprimant un échangeur Na'/H".

Les fibroblastes PS120 (10° cellules/plat de 100mm) déficients en activité d’échange
Na'/H" ont été ensemencés et cultivés pendant 20 heures dans du DMEM contenant 7.5% de
sérum de veau, puis transfectés avec 10ug d’ADN plasmidique contenant la séquence codante
pour NHE1 de type sauvage ou muté a I’aide de la technique de co-précipitation ADN-phosphate
de calcium. Quarante-huit heures aprés la transfection, une premiére charge acide a été réalisée
pour sélectionner seulement les cellules exprimant a leur membrane un échangeur Na'/H" actif.
Les cellules ont été incubées pendant une heure a 37°C sans CO, dans un milieu de charge a pH
7.5 (70mM de chlorure de choline, 50mM de chlorure d’ammonium, SmM de chlorure de
potassium, 1mM de chlorure de magnésium, 1.8mM de chlorure de calcium, 5SmM de glucose.
15mM HEPES), rincées rapidement par un milieu de lavage sans ammonium & pH 7.0 (120mM
de chlorure de choline, SmM de chlorure de potassium, 1 mM de chlorure de magnésium,
1.8mM de chlorure de calcium, SmM de glucose, 15mM de MOPS) pour créer la charge acide
Iétale aux cellules n’exprimant pas d’échangeur Na'/H" actif, puis incubées pendant une heure
dans un milieu de récupération a pH 7.0 contenant du sodium pour activer ’échangeur (120mM
de chlorure de sodium, SmM de chlorure de potassium, 1 mM de chlorure de magnésium,
1.8mM de chlorure de calcium, SmM de glucose, 15mM de MOPS). Quatre & cinq tests
similaires ont été réalisés sur une période de 1.5-2 semaines pour obtenir des clones de cellules
surexprimant NHE1 de fagon homogeéne. Ultérieurement, une charge acide hebdomadaire a été

réalisée pour s’assurer de la stabilité de I’expression de NHE].
Accumulation de **Na",

Les sensibilités aux inhibiteurs et les affinités pour le Na™ des différents mutants de
NHE]1 ont été mesurées par la technique de ’accumulation de *’Na* par les cellules. Les cellules
ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits 4 une densité de 10° cellules/puits et cultivées
pendant deux jours jusqu’a confluence. Une charge acide a été réalisée tel que décrit ci-dessus et
antérieurement (106). Les cellules ont ensuite été incubées a 37°C, soit pendant 30 secondes

(pour les mesures d’affinité pour le Na’, le H" ou le K* de NHE1 de type sauvage et GlusseAsp-
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NHEL1), soit pendant 20 minutes (pour tous les autres mutants) ou pendant 3 min (pour les
courbes dose-réponse aux inhibiteurs) dans un milieu contenant du *Na* en condition traceur
(0.2uCi/mL pour les mesures d’ICso, 1uCi pour les mesures de K,) en présence d’ouabaine (un
inhibiteur de la pompe Na'/K'-ATPase qui expulserait le 2?Na* avant qu’il ne s’accumule et en
absence d’ions K*, ce qui permet d’inhiber le cotransporteur Na'/K*/2CI"). Lorsqu’indiqué, un
inhibiteur cotransporteur Na'/K"/2CI’, le bumétanide, a aussi été ajouté. Les cellules ont ensuite
été ringées rapidement (moins de 15 sec) par 4 bains successifs d’une solution de NaCl 0,9 %
glacée pour freiner I’accumulation de *?Na" et éviter toute fuite de 2Na". Finalement, les cellules
ont été solubilisées par 0.IN de NaOH et la radioactivité a été quantifiée par un compteur y. Les
concentrations de protéines ont été mesurées par ’essai BCA en utilisant I’albumine comme
standard. Toutes les valeurs d’accumulation de **Na ont été normalisées par la quantité de

protéines présentes dans les essais.

Analyse des résultats.

Les valeurs d’ICs et de K, ainsi que les statistiques ont été obtenues a I’aide du logiciel

Microcal Origin 6.0.
Bioinformatique.

Afin de prédire une structure probable pour NHE1, un alignement des séquences de
I’échangeur Na'/H" bactérien NhaA (N° d’accession Genbank® : 1ZCD) et de I’échangeur
Na'/H" humain NHE1 (P19634) a été réalisé. A cette fin, les séquences primaires de NhaA et du

domaine membranaire de NHE1 ont été soumises séparément a une recherche de séquences

homologues de type BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) via le site www.expasy.org
(117) afin d’obtenir un maximum de séquences présentant des similarités avec NhaA ou NHE1
et ainsi donner du poids a ces similarités pour comparer, par la suite, les séquences de NhaA et
NHEI. Les BLAST de NhaA et NHE1 ont ensuite été alignés grace au logiciel ClustalW (358).
L’alignement ainsi obtenu s’est seulement montré fiable au niveau des domaines
transmembranaires 10 4 12 par rapport a la topologie proposée par Wakabayashi et al. (382).
Cette faible fiabilité est due essentiellement au fait que la séquence de NHE1 est plus longue que

NhaA d’environ 130 acides aminés. Chaque résultat de BLAST pour NhaA et NHE1 a donc été
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€dité a I’aide du logiciel Jalview (70) afin d’isoler I’ensemble des séquences homologues aux
M1, M2+3, M4+5 et M6-9 de NhaA et NHE! en accord avec les topologies résolues ou proposée
par respectivement Hunte er al et Wakabayashi er al (163, 382). Ces domaines
transmembranaires ont €té rassemblés étant donné I’absence de résidus non appariés (ou « gap »)
dans leurs séquences. Chaque ensemble de séquences homologues chez NhaA et NHE] a ensuite
été aligné par ClustalW (358). Par exemple, le groupe de séquences homologues aux M2+3 de
NhaA a €té aligné au groupe de séquences homologues aux M2+3 de NHE1. Finalement, toutes
les séquences autres que NhaA et NHE! ont été supprimées et les alignements de chaque groupe

de domaines transmembranaires ont été réunis en utilisant le logiciel Swiss-PDBViewer (140).
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Article 1

Sommaire

La sélection fortuite d’une population de cellules exprimant une isoforme de NHE1
extrémement résistante a I’inhibition par le HOE694 nous a conduit & isoler et a séquencer
’ADNc de la région associée a la membrane de ce NHE1. Nous avons ainsi démontré que le
phénotype de haute résistance a I’inhibition de ces cellules était dii a la présence d’une seule

mutation GlusseAsp, située dans le M9 de NHEI.

L’introduction de cette mutation dans un NHE! de type sauvage a reproduit exactement
le méme phénotype, ce qui indique que cette mutation a elle seule est responsable du phénotype
observé. Le profil pharmacologique de ce NHE1 mutant montre un ICsy 2000 fois plus élevé

pour le HOE694 par rapport au NHE1 de type sauvage et plus de 200 fois pour I’EIPA.

Afin de déterminer si la charge négative portée par le glutamate en position 346 est
impliquée dans I’interaction de NHE! avec les inhibiteurs, nous avons muté cet acide aminé en
glutamine. L’ICsy (pour Inhibitory Constant 50) du mutant Gluz4Gln est augmenté d’un facteur
12 par rapport au NHEI de type sauvage, ce qui indique une certaine implication de la charge de
Glusge dans I’interaction de NHE1 avec I’EIPA.

La mutation des acides aminés adjacents au Glu4s ne perturbe pas la sensibilité de NHE!
a ’EIPA. Ceci semble suggérer que Glusge interagit directement avec I’inhibiteur au lieu de
participer a I’échafaudage d’une structure tridimensionnelle propice a [’interaction des

inhibiteurs.

De fagon intéressante, le mutant GlusssAsp-NHE! présente une diminution marquée de
son affinité pour le Na" par rapport au NHE1 de type sauvage. Au contraire, les affinités pour les
protons du cdt¢ extracellulaire et le potassium ne sont pas différentes de celles du NHEI de type

sauvage.
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Par cette étude, nous démontrons I’importance du résidu Gluss non seulement pour
Iinteraction de NHE1 avec ses inhibiteurs mais aussi pour I’affinité pour le Na*. De plus, nous

suggérons que le Glusye interagit directement avec les inhibiteurs et le Na®,
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Abstract

A NHEI variant that exhibits very high resistance to (3-methyl sulfonyl-4-
piperidinobenzoyl) guanidine methane sulfonate (HOE694), a potent inhibitor of Na'/H*
exchangers, was selected and characterized. Sequencing of the coding region corresponding to
the N-terminal domain of this variant revealed the presence of only one mutation located within
membrane spanning segment 9 (M9). This base pair change modifies a glutamate (Glu) for an
aspartate (Asp). 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 HOE694 compound
and to ethylisopropyl amiloride (EIPA). We found that the NHE1-Glus4sAsp mutant was more
than 2000-fold more resistant to HOE694 and up to 300-fold more resistant to EIPA than was the
wild-type NHE1, with the size, rather than the charge, of the amino acid in position 346 having
the greatest effect. Interestingly, its affinity for Na* was at least 4-fold lower than that of the
wild-type NHE1. Mutation of amino acids in the vicinity of Glusss did not change the sensitivity
of mutated NHE1 proteins to inhibitors. We suggest there is a direct interaction of Glusse or

involvement of Glusss in a coordination site with NHE inhibitors and with Na*.
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List of Abbreviations

EIPA: Ethylisopropyl amiloride

HOE694: (3-methyl sulfonyl-4-piperidinobenzoyl) guanidine methane sulfonate
HR: HOE694 resistant

M: Membrane segment

MPA: Methylpropylamiloride

NHE: Na*/H* exchanger

PS120: A lung fibroblast cell line deficient in Na'-H "-exchange activity

VSVG: Vesicular stomatitis virus glycoprotein
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Introduction

To date, nine members of the mammalian Na*/H* exchanger family have been cloned
(see recent publications for NHE7-9 (/-3) and reviews for NHE1-6 (4-7)). Although they all
catalyze an electroneutral and reversible exchange of 1 Na" for 1 H", they exhibit differences in
cell membrane localization, tissue expression, regulation by extracellular agents, and sensitivity
to amiloride and its analogs. It was the last property that first suggested to Clark and Limbird that
more than one member of the Na*/H* exchanger family is present in the kidneys and intestine
(8), and this property is still used today to facilitate the identification of NHE isoforms in new
cell types.

By using molecular tools and heterologous systems, it has been clearly shown that NHEs
exhibit marked differences in sensitivity to amiloride and its derivatives, as well as to
HOECHST 694 (HOE694) and HOE642 (cariporide) (4, 9-12), the relationship being as follows:
NHEI > NHE2 > NHES5 > NHE3 > NHE4. Other pharmacological agents such as cimetidine,
clonidine and harmaline also inhibit NHEs, with NHEs showing marked differences in
sensitivity (11, 13-18).

Upon characterization, a variant of the hamster fibroblast NHE1 was found to be 5-fold
more resistant to amiloride and 30-fold more resistant to MPA than was the wild-type NHE].
This resistance was found to be conferred by the mutation Leu,¢;Phe within the membrane
segment four (M4), which corresponds to Leu;s3Phe of human NHE1 (/9). Random mutagenesis
followed by selection of resistant Na'/H" exchangers revealed that mutation of Gly,74 in human
NHEI in serine also induces resistance to amiloride, and that the double mutation of Leu;s3Phe
and Gly,74Ser produces an even more resistant protein (20). Mutations of other amino acids of
NHET1's M4, found to be present in NHE2, were also shown to modify amiloride sensitivity (21).
Incorporating a phenylalanine, which is present in NHE3, to replace a leucine in position 163 of
human NHE], slightly decreases sensitivity to amiloride and MPA, but does not reproduce the
typical pharmacological profile of NHE3 (/9). These results suggest that although M4 is clearly
involved in the interaction with inhibitors, other amino acids and possibly other membrane

segments may also be involved in the interaction of NHEs with inhibitors (19, 2/). This



104

hypothesis is supported by recent studies of spontaneous and revertant mutants showing that at
least three other amino acids of human NHE1 M4, Phe¢,, Ilejso and Ile;s, are involved in
sodium binding and in cariporide interactions (22). Furthermore, the functional analysis of
conserved amino acids, and particularly polar residues of NHEI, revealed that the Gluys, (23-25)
and Aspy (25) part of M7 are critical to both Na'/H™ exchanger activity and 5-(N,N-
hexamethylene)-amiloride (HMA) interaction. Studies using site-directed mutagenesis (25-27)
and NHE1-NHE3 chimeras (/5) have demonstrated that the transmembrane segment M9,
particularly histidine in position 349 of human NHE1 (26), and glutamate 350 and glycine in
position 356 of rat NHEI1 (27), are involved in the interaction of NHE1 with inhibitors. The
glutamate in position 391 of human NHE! was also shown to be important (25), while adjacent
amino acids did not seem to have an effect on NHE activity. This amino acid is part of the
membrane-associated segment between M9 and M10, according to the topology proposed by
Wakabayashi and co-workers (6). These observations point to the importance of many different
residues within the membrane domain of NHE1 in promoting an optimal interaction of NHE1
with Na" and with inhibitors. In addition, different domains of NHE1 may be associated with a
pore region of the transporting NHE1. Recent findings support this hypothesis: we (J. Noél,
unpublished results) and others (27) found synergistic effects when amino acids of both M4 and
M9 were mutated. These observations are consistent with the existence of two partial
transmembrane domains between M4 and M5 (IL1), and between M8 and M9 (IL2) (6). Their
exact role has yet to be determined, but some mutants within IL2 have been shown to inhibit

exchange activity (6).

Whereas charged amino acids exhibited the expected special significance for Na" binding
and transport, other hydrophobic amino acids have also been shown to be critical for optimal
activity and inhibitor interaction (22). The Na* binding site and Na" coordination by the NHE1
protein probably involve many amino acids. Interaction of NHE inhibitors with NHEs is
modified when the concentration of Na" increases, suggesting that the binding sites for Na' and
NHE inhibitors are identical or in close proximity to each other (28). Accordingly, changes in the
affinity of NHE1 for Na" were expected for the above-identified mutants. However, only a few
studies have in fact reported a modified affinity for Na'. Indeed, apart from the spontaneous

NHE1-Phe;g;Ser mutant that shows a dramatic impairment in Na" affinity (248 vs 23 mM) (22),
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only the combination of Leu;s;Phe and Gly;74Ser mutations has been shown to slightly affect

affinity for Na” (Km 28 mM instead of 14 mM) (20).

Having selected variants of human NHE1 that exhibits a 1500-2000 fold decrease in
sensitivity to HOE694 and a 200-fold decrease to MPA, the purpose of this study was to
determine whether this high-resistance phenotype could be 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
3a6Asp mutation. We reproduced this mutation in the wild-type NHEI by site-directed
mutagenesis, then studied the sensitivity of this protein to HOE694 and to other amiloride
analogs, as well as its affinity for extracellular Na*, Li*, H" and K*. Our results indicate that the
GluzssAsp mutation induces a significant change in the interaction of amiloride derivatives with
NHE]1, and also a significant change in the affinity of NHE1 for Na®. It is noteworthy that the
fibroblast NHE1 transfected HR300 variant identified as the NHE1-GlujssAsp allowed us to
identify glutamate in position 346 as a highly critical amino acid involved in NHE]1 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 Glusss did not

affect sensitivity to inhibitors.

Data related to the identification of the NHE1-GlujsAsp mutant were previously
presented in abstract form at the American Society of Nephrology (29).
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Experimental Procedures

Material. **NaCl, *P-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). BioProbe™ 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.
(Oakville, 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 (RPc28 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). All other
chemicals and reagents used in these experiments were purchased from Fisher Scientific
(Nepean, ON), and were of the highest quality available.

Cell lines and culture. PS120 is a Chinese hamster lung fibroblast clone that lacks Na'/H"
exchange activity (/8) and was derived from the CCL39 cell line (ATTC). These cells were
transfected with wild-type human NHE1 or mutated NHE1 ¢DNAs (see below). Fibroblasts
expressing the VSVG-tagged NHE3 isoform (3/7) were cultured and studied in parallel. Modified
Eagle's medium (H21, Gibco) containing 25 mM NaHCO; was supplemented with penicillin (50
units/ml), streptomycin (50 pg/ml) and 7.5% cool calf serum (CS). Cells were grown at 37°C in
the presence of 5% CO,.

Selection of HOEG694-resistant variants. PS120 lung hamster fibroblasts expressing the wild-
type human NHE1 were submitted to repeated acid loadings in the presence of 50 mM NH,4CI at
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37°C, and in the absence of bicarbonate and CO,, as reported previously (/9). After incubation
for 1 hour, the cells were quickly washed in a sodium-free medium and incubated for 1 hour at
37°C in a recovery medium, in the absence of CO5 and in the presence of 120 mM NaCl, with or
without 30 uM HOE694, to inhibit NHE1 activity (37). After removal of this 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 CO, to let them recover.

In these conditions, more than 99% of the cells 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 come from identical
cells issued from one original colony or represent cells expressing large amount of wild-type
NHEI that resist to 30 pM HOE694 (31). Cells were then trypsinized and submitted to an acid
load with recovery in the presence of 100 uM HOE694 to insure that no sensitive (wild-type)
cells were hidden by resistant ones and to allow a complete blockade of NHE1 exchange activity.
Following two more acid loading procedures in the presence of 100 uM HOE694, many colonies
resisted. They were again trypsinized and submitted to 3 acid loading procedures in the presence
of 300 uM HOE694 in the recovery medium. This cell population following trypsination was
stable, no cells dying following repeated acid loading procedure. Finally, the same protocol was
repeated in the presence of 1000 pM HOEG694, the overall procedure was over a three-week
period. The different cell populations were named after their HOE694-resistant phenotype :
HR100, HR300 and HR1000, respectively. After 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 HR1000 population lost their resistance and died during the selection process.

Northern Blot analysis. Total RNA was obtained from cells expressing the NHE1 variants using
the BioProbe'™ 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 **P-dCTP labelled 570 bp Pstl-SacI NHE1 insert or the **P-dCTP labelled 1290 bp PstI-
EcoRINHES3 insert. We loaded 30 pg of total RNA onto the gel.

RT-PCR. Total RNA (1 pg) extracted from the wild-type NHE1 and NHE1 variants was reverse
transcribed at 42°C in the presence of 2.5 mM MgCl, using a specific NHE1-encoding primer
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(310; 5°-TgggAgTATgCgCTCggAAgg), the Boehringer Mannheim ¢DNA 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;
gggCTgCTgCCTETTCTCAgg). 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 c¢cDNA was sequenced according to the manufacturer's recommendations
(Pharmacia kit) using specific human NHE] primers covering the entire transmembrane domain
(32).

Western Blot analysis. 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 pg 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 (ECL) detection system.

Site-directed mutagenesis. Site-directed PCR mutagenesis was performed with human NHE],
specific base pair oligonucleotides (Table 1) and high fidelity temperature-resistant Vent"
polymerase. The amplified fragments were digested by the Accl 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.

Transfection and selection of stable Na'/H' exchanger expressing transfectants. PS120
fibroblasts (1 x 10° cells per 100 mm plate) deficient in Na'/H* exchanger activity were plated
and cultured in 7.5% CS containing DMEM for 20 hours, then transfected with 10 pg of plasmid
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 (34)) was performed to select only cells expressing an active membrane-bound

Na'/H" exchanger. Four other similar tests were performed over a 2-week period to obtain cells
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homogeneously over-expressing the NHE1 proteins. Subsequently, an acid-loading procedure
was performed every 1-2 weeks to insure the stability of NHE1 expression.

2Na* uptake. **Na* uptake was measured on fibroblasts seeded in 24-well plates at 1 x 10°
cells/well and grown for 2 days to confluence. An acid-load was generated by the NH4 "-prepulse
technique, as previously described (23, 31, 34, 35). Cellular ??Na” accumulation was stopped, as
required, after 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. Cells 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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Results and Discussion

Pharmacological profiles of the spontaneous NHEI variant. PS120 cells expressing the NHEI1
isoform and that had, quite unexpectedly, survived the five acid loading procedures performed in
presence of either 100, 300 or 1000 uM HOEG694 in the recovery medium, were studied for their
transport activity in the presence of different concentrations of NHE inhibitors—amiloride, MPA
and HOE694. For comparison purposes, we also examined PS120 cells expressing the wild-type
NHEI.

Figure 1A presents the pharmacological profile for amiloride of the wild-type NHE1 and NHE1
variants resistant to 100 uM HOE694 (HR100) and to 300 uM HOE694 (HR300). For clarity,
the HR1000 data were not included since the inhibitory profiles were identical to those of HR300
in addition to the lack of stability of this population. Figure 1 shows that the HR300 variant was
much more resistant to NHE inhibitors than was the wild-type NHE1 for all three inhibitors, and
that the difference in sensitivity was specific to each inhibitor. The difference in sensitivity was
especially astonishing for the HOE694 compound (Figure 1B), the ICs¢ being around 1000-2000
fold that of the wild-type NHE1. These results reflect differences in inhibitor conformation and,
based on previous studies (/9-21), suggest differences in interaction with specific amino acids of
NHEI. This is the first time that such a significant difference in sensitivity to NHE inhibitors
compared to that of the wild-type NHE1 has been observed. The ICsy of the HR300 variant to the
HOE694 compound is in fact very close to the ICsy of the amiloride-resistant NHE3 for this
inhibitor (10, 36).

The HR100 population, which is resistant to 100 uM HOE694, tended to be 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 HOE694 compound, only the HR300

was further characterized.

mRNA and protein content of the HR variant. Figure 2A shows that the acid selection pressure
induced a progressive increase in NHE1 variant mRNAs. Indeed, more NHE1 mRNAs were

found in cells submitted to an acid loading and selected for 3 weeks in the presence of 300 uM
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HOEG694 than in those selected with 100 uM HOEG694 for 1.5 weeks. The same observation is
true for the HR1000 variant. Similarly, 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 earlier (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 HR300-expressing cells in order to confirm that this HOE694 resistant
phenotype was not due to the presence of NHE3 mRNA and NHE3 proteins in the resistant cells,
or to NHE3-expressing cells contaminating the HR300 cell population. The results presented in
Figure 2 clearly show that this was not the case.

Identification of the mutation responsible for the HOE694 resistant phenotype in HR300 cells.
Only the HR300 variant was studied further. By sequencing the near complete transmembrane
domain of NHE1 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 NHE1
published by Sardet ef 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 Sac/ 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 A), negative
charge and pKa values (4.5 vs. 4.6, respectively). This result 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 ICs, shift was found upon mutating, by site-directed mutagenesis, the glutamate
in position 350 of rat NHE1 (27).

Site-directed mutagenesis of NHE1-E346 and its surrounding amino acids in M9. To confirm
that the mutation GlusssAsp alone is responsible for the phenotype of high resistance to amiloride
analogs observed in the HR300 variant, we introduced (by PCR) the GlusssAsp mutation in the
wild-type human NHE1 by modifying only the guanosine at position 1038 for a cytosine. Using
the calcium phosphate precipitation procedure, cDNA encoding for this NHE1-GlujsAsp mutant

was transfected in PS120 fibroblasts deficient in membrane-bound Na'/H" exchange activity
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(33), and stable cell transfectants over-expressing NHE1 were selected by using the acid loading
selection procedure described in Experimental Procedures.

The mutagenized NHE1-GlusssAsp mutant is equally resistant to MPA and HOE694 (Figure 3)
than the HR300 variant shown in figure 1. A high resistance to EIPA was also observed. For this
latter inhibitor, the ICso ratio relative to the wild-type NHE1 (ICsp = 0.027 + 0.002 puM)
increased 300-fold. Together, these results unequivocally confirm that the highly resistance
phenotype observed for the HR300, and most probably for the other variants, was a consequence
of a single point mutation substituting the glutamate in position 346 of NHEI for an aspartate.
When comparing the amino acid sequence of M9 of NHE1 and NHE3, a glutamate was found
along all the other NHE isoforms, and not an aspartate, as could be expected from our
observations. These results thus indicate that despite the similar sensitivity of NHE1-GlusssAsp
and NHE3 proteins to inhibitors, the glutamate in position 346 of NHE3 cannot alone be
responsible for this highly resistant phenotype. Indeed, chimera analysis (/5) and the initial
results of site-directed mutagenesis (/9) 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 NHE]1 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 Glusge, i.€. Leuss;, Alayss and Leuss;. Two amino
acids were chosen for each site: the structurally similar glycine and the bulky tryptophan for
Alasys, and valine and tryptophan for Leuss; and Leusys. The mutated NHE1s were selected as
described above, and dose-response curves were determined for EIPA and HOE694. As shown
in Table 2, none of the mutations induced a shift in the ICso. These results were expected for
mutations that induce a slight structural change (Alas;ssGly and Leusss. 347Val), but were
surprising for the mutations, Alas4sTrp and Leusss. 347Trp. Indeed, tryptophan is a large amino
acid with a molar volume of 163 A, compared to 67 A and 124 A for Ala and Leu, respectively.
We therefore expected that introducing tryptophan into the primary sequence would, by evoking
a conformational change, interfere with the NHE1 interaction with inhibitors, especially in close
proximity to Glusse. The fact that the mutations of amino acids adjacent to 34¢ had no effect on

transport activity and on sensitivity to inhibitors confirms that Gluasg is critical for the interaction
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of NHE1 with inhibitors. Furthermore, these results suggest that the decreased affinity of
inhibitors for NHE] is due to an altered interaction between GlusssAsp and inhibitors. Indeed, if
this mutation has induced a conformational change in the structure, the mutated amino acids near
Glus4e should also have induced such a change, but this was not the case, so a direct interaction
should be considered. Our results are in agreement with those of Murtazina et al. (25) who, by
modifying the amino acids closest to amino acid 391, found no effect of these mutations on NHE
activity.

To determine if the charge of the 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 (Gln).
This mutant (exhibiting an ICsy of 0.35 £ 0.17 uM to EIPA (Table 2)) was 10 times more
resistant than the wild-type NHE1 but 20 times more sensitive than the GlussAsp. We conclude
from this mutant that the charge and size of the amino acid in position 346 is critical for the
interaction of NHE1 with inhibitors. Surprisingly, these results indicate that since the pKa of Glu
and Asp are similar, the size of the amino acid is more influential than the charge in insuring an
optimal interaction with inhibitors. These results are in accord with Khadilkar et al.’s findings
for rat NHE1, which show that mutating Glussg in glutamine significantly reduces the sensitivity

of the protein for inhibitors but does not interfere with its affinity for Na* (27).

Affinity for Na" In contrast to previous observations concerning mutations L;¢3F, G174S or H340G
that showed no change in affinity for Na* despite significant changes in sensitivity to NHE
inhibitors, we found that the single mutation Glu;ssASP significantly affects the affinity of the
NHEI! protein for Na” (Figure 4). Indeed, the Km for Na" of the NHE1-Glus4sAsp mutant is 4-
fold higher (~68 mM) than that for the wild-type NHE1 (~18 mM). In contrast, no significant
change in Li" affinity was observed for the NHE1-GlussAsp mutant (data not shown). Touret ef
al. 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 Gluss 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 Glusss. Furthermore, these results correlate with the idea that Na™ and

inhibitors share the same binding site or at least are located in some overlapping binding sites
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(27). Indeed, considering that the hydrated Na™ and the guanidinium group of amiloride are very
similar in their shape and size, a competitive behavior could be proposed between Na’ and
inhibitors (/0). Later Counillon et al. identified a double mutant NHE1-L,¢3F/G,74S presenting a
22-fold decreased affinity for HOE694 and a 2-fold decrease in Na* affinity (20). More recently,
Touret et al. found a NHE1-F4,;S mutant in which both the cariporide and the Na' affinities are
impaired (22). In fact, in this work, two revertants F6,S/I1¢oS and F16:S/1;70T restored the Na”
affinity but not the affinity for cariporide. These results sustained the idea of a shared binding
site whereas the results provided by the revertants rather suggest a distinct binding site.
Furthermore, some works have reported results suggesting that the binding sites for Na* and
inhibitors should be distinct. Among these studies, Wang et al. found a NHE1-H340G mutant
which presents a 2.4- and 4.5-fold decrease in amiloride and EIPA sensitivity, respectively,
whereas its affinity for Na~ was unaltered (26). For an integrated view of these studies see
review by Harris et al. (28). These results are corroborated by studies using the radiolabeled
amiloride derivatives methylisobutylamiloride (MIA), which revealed that the Na" does not
reduce the binding of the labeled inhibitors to the NHE (3§8). So, although it is more and more
accepted that the Na' and inhibitors binding sites are physically distinct, some clues support an
overlapping binding site.

Affinity for H'. As previously demonstrated, the Na'/H" exchange is a reversible transport event
(34, 39-43). H" in the uptake medium (out) could interact or compete with the extracellular site
for Na* and modify *Na” transport activity. Figure 5A shows that, in accord with previous
findings (13, 22, 3+) an acidic extracellular pH decreased the Na'-H" exchange activity of NHE1
expressed in PS120 cells. Since Paris ef al. showed that extracellular H" competitively inhibit
the extracellular Na* stimulation of H' release (39) a mutation such as GlusssAsp decreasing the
affinity for Na" should likely impair the affinity for extracellular H". The response of the
GluszssAsp mutant to a modification of the external pH was very similar to the wild-type NHE]1 in
the pH range studied (6.0 to 8.4). Our observations and results previously published (/3, 22) thus
support the idea that the binding sites for extracellular Na" and H" are not necessarily the same
but could overlap like those of Na' and inhibitors. Alternatively, due to their respective size, Na”
and H" may react differently to change in amino acid at that position. The H" ion being smaller
than the Na* ion, H" could lodge more easily within the Na™ binding site of the NHE1-GluzssAsp
than Na'. The observations of Touret ef al. support this interpretation. The NHE1-F;4,S mutant
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presents a Km for Na' impaired by a factor of 10 compared to the wild-type NHE1 while the Km
for both Li* and H' remained unchanged (22).

Affinity for K'. It has been reported that the amiloride-sensitive NHE] and the amiloride-
resistant isoform NHE3 differ in their sensitivity to potassium—the activity of NHEI is inhibited
in high concentrations of potassium, while that of NHE3 is unaffected (/5). K™ ions were
reported to compete with Na™ for the same binding site on NHE1 but are not transported. We
wanted to determine whether the GlusssAsp mutation, modifying the interaction with Na', could
also change the interaction of NHE1 with K'. We examined how varying the concentration of
potassium in the uptake medium affected the activity of the wild-type NHE1 and the GlussAsp
mutant expressed in PS120 fibroblasts (Figure 5B). The response of these two stable
transfectants to modification of the potassium concentration was identical (Figure 5B). No
change in the activity was observed up to 50 mM potassium for both the mutant and wild-type
NHEI. Our results for the wild-type NHE1 contrast with those of Orlowski et al. (15), even
though we followed the same protocol (bumetanide to inhibit a potential Na',K'2CI
transporter). A species difference may, however, explain these differences since we used human
NHE1 cDNA while these authors used rat NHE1 cDNAs. Small changes in amino acid
sequences between rat and human NHE1 could modify some interactions between amino acids
and explain these differences. Structure-function studies of NHEs from different species,
particularly from human NHEs, are therefore crucial in providing new insights into structural
relationships between NHEs and inhibitors that will foster drug development.

In summary, a spontaneous variant of NHE1 that exhibits a huge increase in resistance to
amiloride and its derivatives (up to 2000X) has been isolated and characterized. The amino acid
responsible for the phenotype of high resistance has been identified, an aspartate replacing a
glutamate in position 346. Since our research shows that mutations of Leusss Alasys, Leusss for
bulky amino acids do not affect the sensitivity of mutated NHE1 proteins for EIPA, the
hypothesis of a major conformation change is not valid. Together with the observation that the
mutant NHE1-GlusssAsp presents a significant difference in affinity for Na*, but not for H" and
K", compared to the wild-type protein, our results support the idea that competitive inhibitors
and Na" interact with the same binding site(s) or with separated binding sites in close proximity
to each other. Amino acid Glusss of M9 takes part of this binding site. A detailed mutagenesis

study is in progress in order to understand how Gluss is involved in the interaction of NHE1
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with inhibitors and/or Na' by introducing amino acids of different physical characteristics. The
results presented above, by identifying the amino acid Glusss within M9 as a crucial aminoacid
involved in interaction with both inhibitors and Na’, should contribute to the development of

more specific and more potent drugs for therapeutic use.
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Figure captions

Figure 1

Pharmacological profiles of HOE694-resistant NHEI variants to NHE inhibitors, compared
to the wild-type NHE1. NHE1-expressing PS120 cells (NHE1, o) and selected cell populations
resistant to 100 uM (HR100, ©) and to 300 uM HOE694 (HR300, A) in the Na'-containing
recovery medium were analyzed for their Na'/H" sensitivity to amiloride (A), HOE694 (B) and
MPA (C). The maximal Na"/H" exchanger activity was measured in the near absence of cold
external Na” and is expressed here as the percent of *Na’ accumulation in the absence of
inhibitors. The data are means of values obtained from two independent experiments performed

in triplicate.

Figure 2

RNA and protein content analysis of HR100, HR300, HR1000 mutants and wild-type NHE1
and NHE3-VSVG expressing cells. A) Northern Blot analysis of total RNA isolated from
HR100, HR300 and HR1000 mutants probed with NHE1-(upper panel) and NHE3-(middle
panel) specific probes, compared with the wild-type NHE1. Ethidium bromide coloration (lower
panel) is presented as a loading control. B) Western Blot analysis of crude membrane proteins
isolated from stable HR100, HR300 and HR1000 mutants probed with antibodies recognizing
the NHE1 epitope or the VSVG tag grafted to NHE3, compared with the wild-type NHE1. The

data are representative results from three similar experiments.

Figure 3

Pharmacological profiles of the NHEI-GlussAsp mutant to NHE inhibitors. PS120 cells
transfected with the mutated NHE1-Gluj4Asp ¢cDNA and selected for their Na'/H" exchanger
activity were analyzed for their transport activity in the presence of different concentrations of
MPA (W), EIPA (A) (dotted line) and HOE694 (®). The activity is expressed as the percent of

#Na* accumulation in the absence of inhibitors. The data are presented as the average of values
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obtained from three to eight independent experiments performed in triplicate. The normalized

intrinsic activity of NHE1-GlusssAsp is quite similar to the wild-type NHE1 (data not shown).

Figure 4

Determination of the affinity of the NHEI-GluszAsp mutant for Na'. Wild-type (M) and
NHE1-Glu(®) cells were analyzed for their transport activity in the presence of different
concentrations of external NaCl. The **Na" accumulation was performed in the presence of the
tracer for only 30 sec. The transport activity is expressed as the percent of cpm accumulated in
cells in the absence of cold NaCl, as a function of NaCl concentration expressed in a logarithmic
scale. With this method, the concentration of NaCl corresponding to 50% of the maximal Na'/H"
exchange activity (Km n,+) can be directly determined in the figure or obtained from curve fitting

analysis. Km was 17.5 £ 3.4 (n=4) for wild-type NHE1, and 67.6 + 6.3 (n=4) for NHE1-.

Figure 5

The effects of varying extracellular H' and K' concentrations on Na'/H " exchange activity of
wild-type and NHEI-proteins. Wild-type (M, solid line) and NHE1-Glus4sAsp (®, dashed line)
cells were analyzed for their transport activity in the presence of different concentrations of
external H" (varying pH out) (A) and KCI concentrations (B). The **Na' accumulation was
performed in the presence of tracer for only 30 sec. The amount of *Na* accumulated in cells
and sensitive to 1 mM MPA was expressed as the percent of maximal ??Na* accumulation at pH
8.0 (A) or in the absence of external KCI (B). The data are means of values obtained from two to

four independent experiments performed in triplicate.

Figures



123

( Table 1. List of amino acid substitutions engineered in wild-type human NHE1

Mutation | Codon change Oligonucleotides (sense)

Leuss;Val TTG = GTC 5'GC TAC ATG GCC TAC GTC TCA GCC GAG CTC 3'
LeusysTrp | TTG = TGG 5'GC TAC ATG GCC TAC TGG TCA GCC GAG CTC 3'
AlaysGly | GCC = GGC 5'G GCC TAC TTG TCA GGC GAG CTC TTC CAC CTG 3'
AlaysTrp | GCC = TGG 5S'GGCCTACTTG TCA TGG GAG CTC TTC CACCTG 3'
GlussAsp | GAG = GAC 5'TTG TCA GCC GAC CTC TTC CAC 3'

GluyGln | GAG = CAG 5'TTG TCA GCC CAGCTCTTCC 3’

Leus;Val | CTC = GTC 5'CTTG TCA GCC GAG GTC TTC CAC CTG TCA GG 3'
Leuy-Trp | CTC = TGG |5 GCC TAC TTG TCA GCC GAG TGG TTC CAC CTG TCA GGC 3'

P ™



AT,

Table 2. ICsg values of NHE1 mutants for EIPA

NHE1 mutant ICs for EIPA (UM) (n)
Wild-type NHE1 0.03 £0.003 (8)
Leusy;Val 0.03 £0.001 (3)
Leusy;Trp 0.04 £0.002 (3)
AlassGly 0.07 £0.005 (3)
AlajzysTrp 0.04 = 0.006 (3)
GlusgeAsp 7.52£1.937(8)
Gluy4Gln 0.35£0.17(3)
Leusgr Trp 0.03 £0.003 (3)
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Figure 3
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Article 2

Sommaire

La faible différence structurale entre le glutamate présent dans le NHE1 de type sauvage
et I’aspartate présent dans le mutant spontané GlusssAsp-NHE1 sélectionné lors de 1’étude
précédente, nous a poussé rechercher les paramétres physico-chimique nécessaires au Glusse

pour permettre une bonne interaction de NHE1 avec ses inhibiteurs et le Na'.

Nous nous sommes donc intéressés a muter le Glusse en acides aminés de charge
différente (Gln, Asn), de tailles différentes (Gly, Trp) et nous avons mis a I’épreuve I’importance
de la position de Glusss en décalant celui-ci en position 345 ou en position 347. Les profils
pharmacologiques montrent que ces mutants sont tous résistants a I’inhibition a des degrés
divers. Les résultats nous permettent d’affirmer que la charge plus que la taille de Glus4e sont

critiques pour permettre une interaction idéale de NHEI1 avec ses inhibiteurs.

L’affinité pour le Na" a été mesurée pour tous les mutants. L’absence de corrélation entre
les résistances et les affinités des différents mutants semble suggérer que les sites d’interaction
des inhibiteurs et du Na" ne sont pas les mémes, méme si certains déterminants peuvent étre

communs.

Finalement, I’activité normalisée par I’expression (v*) de chaque mutant incluant le
GlusssAsp-NHE] a été déterminée et nous démontrons que tous les mutants de NHE1 présentent
une activité diminuée, ce qui en accord avec la diminution observée des affinités pour le Na'.
Néanmoins, le mutant GluzssAsp-NHE] ne présente pas une diminution aussi prononcée et étant
donné que son affinité pour le Na" est toutefois trés diminuée, nous parvenons a la conclusion

que ce mutant doit présenter un Vmax augmenté qui compense la diminution de son expression.

A cause d’événements indépendants de notre volonté, 1article qui suit n’a pas pu étre étre
soumis avant le dépot de cette thése. Il sera soumis aussitét que possible a la revue Journal of

Biological Chemistry.
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THE SIDE-CHAIN AND NEGATIVE CHARGE OF GLUTAMATE 346 IN HUMAN
NHE1 MODULATE THE ACCESS TO, AND THE REORIENTATION OF THE Na*
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Site-directed mutagenesis was used to define the structural basis underlying the functional role of
Glusg in transmembrane segment M9 of the human Na'/H* exchanger isoform 1 (NHEI)'. All
GlusseX mutants showed decreased V. for Na* transport with occasional effect on K,,, except
for Gluz4Asp in which a K, increase was associated with a gain of function as regards Vax.
They also displayed increased resistance to two amiloride derivatives with differential effects on
the K; values characterizing drug inhibition. In addition, GlusssAlalLeu and AlaLeuGluss;
mutants exhibiting decreased transport rates and sensitivity to inhibitors highlight the strategic
location of the negative charge with regard to its functional role. The strong likelihood of the
existence in the NHE1 protein of structural elements identified in the bacterial NhaA exchanger
is supported by a realistic alignment of the NhaA/NHE! sequences, and by the synergistic effect
on drug resistance of the dual substitution Leu;s3Phe/GlusssAsp in M4/M9. Accordingly, the
lateral chains of X346 would stand near the center of the membrane in close proximity to the
positive dipole-ends linked to the so-called M4/M11 assembly. Although not essential for
function, the negative charge of glutamate or aspartate at this position does increase the Vmax
for transport by 10- to 20-fold, respectively, thus emphasizing its importance in the gating
process (destabilization/reorientation of the Na* binding site) leading to transport. The lateral
chain itself could affect the relative positions of M2, M4, M5, M9, and M11 shaping the access
funnels to the Na' binding site and the inhibitor-binding pocket, hence the differential effects
observed on the K./K; of Na*/drug binding.

Na'/H" exchangers (NHE) form an important family of proteins currently counting 9
isoforms in mammalian tissues, namely the ubiquitous NHE]1, the epithelial NHE2-4 and 8 (1-5),
the non-epithelial NHES (6,7), the intracellular NHE6-9 (1,8-12). They are involved in critical

cell functions such as internal pH and cell volume regulation, bicarbonate reabsorption, cell
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proliferation in response to growth factors (13-16), and cell motility (17-19). The diuretic
compound amiloride and its derivatives like 5-(N-ethyl-N-isopropyl)-amiloride (EIPA) (20)
inhibit NHE activity in a isoform-dependent manner with the following order of sensitivity
NHEI1 > NHE2 > NHE3 > NHE4 (14,21). More recently, newly-discovered NHE inhibitors like
(3-methylsulfonyl-4-piperidinobenzoyl)-guanidine-methane-sulfonate (HOE694) have been
synthesized and shown to be 4000-fold more potent in inhibiting NHE1 than NHE3 (22,23).

Limited information is presently available on the structure of the NHE proteins. Their
overall organization consists of an N-terminal membrane domain responsible for Na'/H"
exchange, and a C-terminal cytoplasmic domain involved in the regulation of transport activity
(24,25). A 12-transmembrane segments (M) model is generally predicted by hydropathy analysis
of the membrane domain of NHE1 according to the Kyte-Doolittle algorithm (26,27). Based on
the results from cysteine accessibility analysis, Wakabayashi et al. (28) proposed a novel 12-M
model in which at least a portion of the intracellular loops IL2 and IL4 connecting M4/MS5 and
M8/M9, respectively, would be localized within the membrane and could form a structure lining
an aqueous pore accessible from either side of the membrane. More recently, Slepkov et al. (29)
performed a cysteine-scan analysis of putative M4 of the human NHE1 showing that it was
exquisitely sensitive to mutation, and that Phe;s; would be a pore-lining residue. The structure of
purified M4 peptide was also determined in these studies using high resolution NMR, which
revealed that M4 was structured but not as a canonical a-helix: residues Asp;so-Leujq; were a
series of B-turns, residues Leu,¢5-Projgg showed an extended structure, and only residues Ile;go-

Phe ¢ were helical in character (29).

Interestingly, a number of these predictions seems to be substantiated by the crystal
structure of the bacterial Na'/H® exchanger NhaA (30). The 12-M membrane domain is
organized in two densely packed bundles each containing six helices (30). An ion funnel formed
by M2, M4, M5 and M9 opens to the cytoplasm, and ends in the middle of the membrane at the
putative ion-binding site (30). There, a unique assembly of two pairs of short helices from M4
and M11, connected by crossed extended-chains, creates a balanced electrostatic environment
(30). Unfortunately, the absence of significant homology between the amino acid sequences of

NhaA and NHE1 makes it difficult to establish a direct correspondence between the bacterial and
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human exchangers. Moreover, as presented, the crystal structure of NhaA characterizes an

inactive pH-downregulated and amiloride-insensitive form of Na'/H" exchanger.

So far, little is known about the overall mechanism behind cation transport by, and
amiloride-drugs binding to NHE]1. Yet, its functional topology was probed in a number of studies
that proved successful in identifying a few key elements. For example, the studies of Counillon
et al. (31,32) characterized the mutations Leu;s3Phe and Gly,74Ser, and their results suggested
that M4 contains part of the amiloride-binding site. In addition, analyses of chimeras between
NHE1 and NHE3 (33), and of mutations involving Hiszse (34) in M9 support the implication of
these regions in drug recognition. Murtazina et al. (35) also identified residues Gluys (M7),
Aspye7 (M7) and Gluzg; (M10) as putative good candidates for being involved in Na’
coordination by the human NHE1 protein. More recently, site-directed mutagenesis of the rat
NHEI protein (36,37) and selection of HOE694-resistant cells transfected with its human
counterpart (36,37) both identified a highly conserved residue in M9 (Glussg or Glusge in these
two species, respectively) that when mutated affected drug recognition and Na'/H™ exchange
activity. In this respect, the GluzssAsp mutation was shown to decrease the sensitivity to EIPA
and HOE694 by factors of 300- and 3000-fold, respectively (37). Furthermore, Na' affinity was
also decreased (37), thus supporting the hypothesis that Gluiss may be involved in both Na”

transport and Na'/amiloride-drugs binding.

The aim of the present studies was to further define the structural basis underlying the
functional role of Glusse in human NHE1 using site-directed mutagenesis. Our kinetic and
pharmacological data were interpreted using a conventional kinetic mechanism of Na'/H"
exchange to demonstrate that the amino acid in position 346 affects both Na'/inhibitor binding
and cation translocation independently of each other. We also put forward an alignment of the
NhaA and NHEI sequences suggesting that a similar fold may apply to both exchangers. We
finally propose a unifying hypothesis with regard to Na'/drug binding to NHE! and Na'
transport in which the side-chain and negative charge of Glus;6 modulate both the access to, and

the reorientation of the Na” binding site.
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Experimental Procedures

PCR-mediated site-directed mutagenesis —Mutations were introduced into the human NHEI-
cDNA by polymerase chain-reaction (PCR) using the Vent® DNA Polymerase (New England
Biolabs) as previously described (37). The primers and oligonucleotides were synthesized in the
Department of Biochemistry at the University of Montreal (Canada). Primers 309
(GATGTCTTCGATGCCTGTCAG) and 506 (GAGTTTGCCA-ACTACGAACACQ)
corresponding to the NHE1 sequence were used respectively as 3’ and 5° extremity primers.
Pairs of oligonucleotides were designed to respect wild-type sequence homology as much as
possible (see Table I for sequences). The mutated PCR fragments were digested by the
restriction endonuclease Acc/ (New England Biolabs), purified and sub-cloned into pEAPK
using the T4 DNA-ligase (New England Biolabs). The occurrence of mutations and the proper
orientation of the insert were verified by sequencing, which was performed using the T7 DNA
sequencing kit (Pharmacia) or, alternatively, by Sheldon Biotechnology (McGill University,
Montréal, Qc).

Transfection and functional selection — Wild-type and mutated NHE1 (20 pg) were introduced
into the exchanger-deficient PS120 cells (courtesy of Dr. J. Pouysségur, Nice, France) using the
Ca,POs4-precipitation technique (38). An acute acid-loading procedure was applied to select the
NHE]1-expressing cells (39). This selection was repeated 5 times, every 2 to 3 days to obtain a
stable population of NHE1-expressing cells, and then performed weekly to maintain good
expression levels of the Na'/H" exchangers at the cell membrane. Two independent populations
of transfected cells were selected and characterized to confirm the observed phenotypes.

Western blot analysis — Crude membranes containing plasma, Golgi and endoplasmic reticulum
membranes were purified as described earlier (40). Pellets were resuspended in an hypotonic
buffer containing protease inhibitors. Proteins were denatured in Laemmli buffer,separated by
SDS-PAGE (7.5%, w/v) and transferred to Hybond-C nitrocellulose membranes (Amersham).
Immunoblotting was performed by incubation with the anti-NHE1 N1P1 antibody (18) using
PBS-milk 5% as the blocking agent followed by revelation with horseradish peroxydase-
conjugated anti-rabbit antibodies (Jackson Immunoresearch). Protein signals from the
nitrocellulose membrane were revealed by chemiluminescence using the ECL kit (Amersham),

and documented through a photographic film (Biomax ML, Kodak).
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*’Na" uptake — Transport activity and inhibition by EIPA (Research Biochemicals International)
or HOE694 (a gift from Dr. W. Scholtz, Frankfort) were determined for each mutant by a H'-
driven **Na’ uptake procedure as previously described (23,37). When determining initial rates of
transport (v*), uptake was performed in the absence of cold Na* for 3 minutes in a medium
containing 0.2 uCi/ml Na* (Mandel), 1 mM ouabain (Fisher Scientific) to inhibit Na*/K"-
ATPase, and varying concentrations of the inhibitors dissolved in DMSO. When estimating the
kinetic parameters of transport, uptakes were performed for 20 min in the presence of 1uCi/ml
Na" and increasing cold Na* concentrations; choline chloride was used to maintain osmolarity.
Plates were rinsed very quickly in 4 baths of ice-cold saline solution (0.9% NaCl). Cells were
solubilized in 0.IN NaOH, and radioactivity measured using a y-counter (Beckman Coulter).
Protein concentrations were measured using the BCA (Bicinchoninic acid) protein-assay kit from
Pierce and bovine-serum albumin as a standard. The dose-response curves were fitted and ICsg
values determined with the Microcal Origin 6.0 software using weighted non-linear regression
analysis of the data points to a sigmoid model equation.

Sequence alignments — All bioinformatic tools used in these studies were accessed through the
ExPASy Proteomics Server (41) maintained by the Swiss Institute of Bioinformatics. The
sequences of the Na'/H" exchangers NhaA from E. coli (Genbank™ Data Bank Accession
Number 1ZCD) and NHE1 from human (Swiss-Prot Accession Number P19634) were separately
submitted to a BLAST search. Restricting the redundancy to the range of 30-90% similarity
reduced the number of homologous proteins in each family. Moreover, only the first 520 amino
acids corresponding roughly to the membrane domain of the NHE1-related sequences were kept
for further analysis. The NhaA and NHE]1 files were merged and analyzed using ClustalW (42)
with the following settings: PAM protein weight matrix for slow pairwise alignment, BLOSUM
weight matrix for multiple alignment parameters, and all other parameters by default. The
alignment so obtained proved acceptable with respect to M10-M12 only, the rest being
incompatible with the substituted cysteine accessibility analysis reported by Wakabayashi et al.
(28). This difficulty arises due to the fact that the membrane domain of NHET1 is 120-130 amino
acids longer than NhaA (30). As a second trial, then, the individual sequences and their
associated files were cut to isolate M1, and the combinations of M2/M3, M4/M5 and M6-M9
that would respect either the crystal structure for the NhaA-related sequences or the cysteine-

scan data of Wakabayashi er al. (28) for the NHEI-linked proteins. Note that the grouping of
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M2/M3 and M4/MS5 is also justified by the absence of gaps in these regions of the NhaA and
NHE]1 families of proteins (result not shown). Once again, the truncated NhaA and NHE]1 files
were merged and analyzed using ClustalW (42) as above to get the best alignments of the

different M regions.

RESULTS

Expression and transport activities of NHEI proteins — Fig. 14 illustrates that all cell
populations showed the same pattern of immunoreactive bands following a Western blot analysis
of crude membrane extracts, in which the 70 and 110 kDa bands correspond to the immature,
unglycosylated, and to the mature, membrane-inserted isoforms, respectively (43). A
densitometric analysis of these data reveals that the relative abundance of the latter is generally
higher in cells expressing the mutants as compared to the wild-type NHE1 (Fig. 1B), a notable
exception in this respect being GlusysAsp for which a close to 60% reduction in its expression
level was observed. Moreover, as expected from the selection procedure, Fig. 1C clearly
indicates that all mutants were active with regard to Na /H exchange activity. Following
correction of these data for the relative expression of the wild-type and mutated proteins, it can
be estimated that the initial rate of **Na* transport (v*) is decreased by 62-90% in the mutants,
with the exception of GluzssAsp showing a 49% reduction only in its transport activity (Table II).
Kinetic parameters of Na transport — Fig. 24 depicts the results of uptake time course studies
performed on PS120 cells, from which it can be appreciated that initial rate conditions of **Na*
transport prevail for up to 20 min of uptake as compared to 3 min only for the mutated and wild-
type NHEI proteins, respectively. Therefore, to maximize the signal over noise ratio, the kinetic
parameters of Na™ transport characterizing the mutant exchangers were determined using a one
time-point approach in which the uptake assays were performed over a 20 min time period.

The apparent affinities (Ki,) of Na’ transport are listed in Table II, as estimated from the
normalized uptake data presented in Fig. 2B. Clearly, the mutant proteins can be subdivided into
two main classes, i.e. group-I with K, values of 12-18 mM (replacement of Glusse by Gln, Asn
and Gly, and GlusssAlaLeu), thus comparable to the wild type NHE1 (17.5 mM), and group-II
with K, values of 50-62 mM (GlusseAsp, GluzeTrp, and AlaLeuGluigy).

The transport data shown in Fig. 1C result from uptake assays performed at a **Na’ tracer

concentration of 0.01 pM. Under these experimental conditions, the wild type and mutant
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exchangers are far from being saturated by their substrate, so that the transport rates v" listed in
Table II should be directly proportional to their associated Vu,a./Ky, ratios (see Appendix).
Accordingly, when normalized to wild-type activity, the decreased rates of transport seen in
group-I mutants should be the consequence of Vna changes alone, whereas those in group-II
mutants should involve V. fluctuations in addition to the K, modifications noted earlier.
Moreover, the transport rate recorded for GlusssAsp appears to be about 2-fold higher than
predicted from the increased K., value alone, in which case one may suspect a near to 2-fold
increase in the associated transport V. As shown in Table II, all of these predictions were
indeed confirmed by a direct evaluation of the V. values pertaining to the wild type and
mutated proteins.

To our knowledge, this is the first report of an increased efficiency of transport being measured
in a mutant NHE1 protein. In support of this conclusion, it is interesting to note that the 60%
reduction in GlusssAsp expression relative to wild type is closely matched by a 57% increase in
its functional activity. Indeed, at the Na concentration of 120 mM used for the functional
selection of stable transfectants, and with the kinetic parameter values listed in Table II, a
classical Michaelis-Menten equation allows us to calculate transport rates of 899 and 573
umol.min™'.mg protein™ for the Glus4sAsp and wild type proteins, respectively.

Transport sensitivity to amiloride derivatives — The kinetic data currently available suggest that
inhibition of NHE1 activity by amiloride derivatives should be competitive in the chloride-
containing buffers used in the present studies (44,45). Because the dose response curves for
inhibition of Na"/H" exchange activity were further established at a *’Na tracer concentration of
0.01 uM, thus well below the apparent K, values of the wild-type and mutant proteins (Table II),
the half-inhibitory concentrations (ICsq) of EIPA and HOE694 can in fact be assimilated to their
real K values (see Appendix).

As illustrated in Fig. 3 and summarized in Table III, the present studies first confirm our
previous results showing that the rather conservative GlusssAsp mutation increases NHE1
resistance to both EIPA and HOE694 (37). In addition, it can be seen that charge neutralization
by either one of the two conservative Gln or Asn mutations is not as effective with regard to the
effect of EIPA (17 to 21-fold increase in K; values as compared to wild-type). However, in the
case of HOE694, the former decreases (5.6-fold) whereas the latter slightly increases the

resistance of Na'/H" exchange activity to inhibition as compared to GluisAsp. Similarly, the
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substitution of Glusse for an amino acid with either a bulky (Trp) or no side chain (Gly) has
differential effects on EIPA and HOE694 binding: both mutants resulted in lower and higher K;
values than the GluzsgAsp mutation, respectively (Fig. 4 and Table III).

Importance of the charge at position 346 - Our former studies showed that mutations in the next
neighbors of Glusse (AlazssGly, AlasssTrp, Leuss;Val, and Leuss;Trp) had no effect on EIPA
binding to NHE1 (37). Therefore, to better define the importance of the negative charge of Glu at
position 346 in relation to Na™ transport and EIPA binding, the two additional constructs
GluzssAlaLeu and AlaLeuGluis; were investigated. As depicted in Fig. 2B and 5 with kinetic
parameter values listed in Tables II and III, displacement of Glu by one residue upstream or
downstream from position 346 did not rescue the negative effects on transport function and
sensitivity to inhibitors likely introduced by the Ala or Leu substitutions for Glu at this position.
Alignment of the NhaAd and NHEI sequences — A fair appraisal of the role played by Glusss
would benefit from pieces of information gathered at the structural level. In this respect, the
putative 12-M topology proposed for NHE1 by Wakabayashi et al. (28) is compatible with that
obtained from the X-ray diffraction data of NhaA crystals (30) showing an arrangement of the
membrane domain in two densely packed sub-domains A (formed by M3-M5 and M10-M12)
and B (including the remaining 6-M). However, the model structure of NhaA does not support
equal lengths for each of the 12 membrane segments as proposed in the putative topology of
NHE1 (28). Therefore, to investigate whether the NhaA fold may also apply to NHEI1, we
attempted to get a significant alignment of the two sequences.

The strategy described under “Experimental Procedures” allows us to put forward the full
alignment presented in Fig. 6. With respect to the transmembrane helices only, there is 17.6%
identity and up to 69.7% similarity between the two sequences. Note that the N-terminal end of
the molecule up to M2 presents the highest degree of variability among the proteins of the NHE1
family (result not shown), so that the alignment in this region shows the highest level of
incertitude. Also, as compared to NhaA, external loops EL1, EL4, and EL5 of NHE1 would be
far longer. Therefore, the proposal that the latter would be mostly associated with the lipid
bilayer (28) cannot be evaluated from the NhaA structure. In contrast, the suggestion of a partial
penetration in the membrane of IL2 and IL4 also reported for NHE1 (28) does not seem to be
verified in the NhaA structure. Indeed, these differences could reflect structural disparities and/or

adaptations in NHE1 as compared to NhaA. Yet, we believe that the alignment proposed in Fig.
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6 is realistic and strongly suggests that a similar fold and common structural elements may be
found in the NhaA and NHE! families of exchanger proteins, as justified below.

A characteristic feature of domain A is constituted by the so-called M4/M11 assembly in which
the two segments are of opposite direction in the membrane and each is composed of a short
helix, an extended polypeptide chain, and a short helix (30) The chains cross each other, forming
close contacts in the middle of the membrane, so that the positive and negative dipole ends of the
short helices of M4/M11 face each other, and need to be charge compensated by Asps; and
Lys3oo0, respectively (30) The existence of similar structural elements in NHE1 is supported by
the fact that the purified M4 peptide of NHE1 shows three ordered regions rotating quite freely
with respect to the others when its structure was analyzed using high resolution NMR in a
CD3;0H:CDCl3: H;O mixture (46). Interestingly, the alignment proposed in Fig. 6 proves
successful in getting the extended parts of M4 in NhaA (Trpi26-Aspi33) (30) and NHE1 (Leu;g6-
Projes) (46) to coincide. Moreover, the motif L;¢s-L-P-P-I-[IV]-[LF]-[DEHY];7> (numbered
relative to human NHE1) appears to be a signature sequence for the nine mammalian NHE
isoforms with Proes corresponding to the highly conserved Pro;y9 in the NhaA family of proteins
(results not shown). Therefore, the stabilizing role played by Asp;s3 in NhaA (30) could also
apply to Asp;7; in NHE]1 (also present in NHE2, 3 and 5, or substituted for by a Glu residue in
NHE 4 and 8). Similarly, the alignment shown in Fig. 6 suggests that the negative dipole ends
created by the M4/M11 assembly (30) could be charge compensated by Argss in NHE1, a
conservative substitution for Lyssqo in the M10 of NhaA that is also found in the eight other NHE
isoforms (results not shown). As regards M11, the extended polypeptide chain encompasses
residues Vals3-Glyssg in NhaA (30), which were found to align with residues Tyrsss-llegs; in
NHE!. Furthermore, the motif [YF]454-[GSA]-G-[LV]-R-G-Ay4s0 (numbered relative to human
NHELI) also appears to be a signature sequence for the nine mammalian NHE isoforms with
Glysso corresponding to the highly conserved Glysse in the NhaA family of proteins (results not
shown).

Validation of a close association between M4 and M9 — The NhaA structure suggests that M4
and M9 may be in close spatial proximity to each other within the funnel (formed in conjunction
with M2, M5, and M11) leading to the Na* binding site close to the center of the membrane (30).
Accordingly, one would predict additive effects of simultaneous mutations of key residues in the

two helices. This presumption was evaluated by combining the M4 mutation Leu;s3Phe
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described by Counillon er al. (31) with GlussAsp and testing its effect on Na' transport
inhibition by EIPA. As shown in Fig. 7 and Table III, synergy rather than addition was in fact
observed: the single Leu,¢3Phe or GluzssAsp mutations increased the resistance to drug inhibition
by 35- or 267-fold, with a further augmentation of 54- or 7-fold brought in by the second
mutation, respectively. A similar conclusion was previously reached in the rat using the dual
substitution Leu,¢7Phe/GlysssAla (equivalent to Leu,3Phe/Glyss;Ala in human) (36). In this case,
the single mutations produced similar reductions in drug sensitivity of about 30-fold, with an
additional 5-fold decrease introduced by the second mutation independently of which of the
Leu;s7Phe or GlysssAla mutation was performed first (36). Clearly, then, the Glus4Asp mutation
has more effect on EIPA binding than either one of the Leu¢3Phe or GlyssAla substitutions.

DISCUSSION

The main results of the present studies establish that, when compared to wild-type NHE1,
all Glus4X mutants showed (i) decreased Ve for Na* transport with occasional effect on Ky,
except for GlusssAsp in which a Ky, increase was associated with a gain of function as regards
Vmax (Table II), and (ii) increased resistance to inhibition by amiloride drugs with differential
effects on the K; values of EIPA and HOE694 binding (Table III). A thorough interpretation of
these kinetic and pharmacological data as a whole is complicated by the fact that ion transport
and inhibitor binding are largely different processes, and by the absence of structural data on the

Na" and drug binding sites.

The critical issue regarding the meaning of the kinetic parameters of Na" transport can be
addressed through the derivation of a conventional kinetic mechanism of Na'/H" exchange
(47,48). Accordingly, as demonstrated in Appendix, it can first be stated that the ICso commonly
used to report transport inhibition by amiloride-drugs can in fact be assimilated under our
experimental conditions to the real K; characterizing EIPA and HOE694 binding to the protein.
In addition, equations A4-A6 clearly show that V., Ky, and v’ are not independent parameters
with respect to the dissociation and microscopic rate constants characterizing the transport
model. For that reason, when confronted to our results with the group-I mutants (replacement of

Glusge by GlIn, Asn, and Gly, and GlusssAlaLeu), the simplification ksg << k3 needs to be
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introduced into this set of equations to simultaneously accommodate our observations of K,
values similar to wild-type NHE1 and concomitant 16- to 20-fold reduction in V. Therefore, it
can also be stated that: (i) the K, for Na* transport measures Kus, the dissociation constant
characterizing Na* binding to the exchanger, (ii) the Vpa/T, ratio (maximum rate normalized for
NHE]1 expression) estimates kse, the rate constant characterizing the reorientation of the Na®
binding site from an outward- to an inward-facing configuration, and (iii) the v'/T, ratio (relative
initial rates of tracer *Na* uptake normalized for NHE1 expression) quantifies the ks¢/Kys ratio
and is therefore proportional to the turnover number of Na'/H" exchange. Thus, this kinetic
analysis allows us to convincingly conclude that the amino acid in position 346 affects both

Na'/inhibitor binding and cation translocation independently of each other.

The structural issue can be tentatively addressed on the grounds of a strong likelihood
that NHE1 and NhaA share similar structural elements, as validated by a realistic alignment of
the two sequences (Fig. 6). Yet, a key question unsolved by the crystal structure of NhaA relates
to the molecular basis for binding sites and passage of substrates, in part because this structure is
a snapshot of the native, acidic pH-locked conformation of the protein, and also because no Na*
ion could be localized within the protein. Yet, it clearly indicates that a funnel formed by M2,
M4, M5 and M11 opens to the cytoplasm, but is blocked approximately in the middle of the
membrane at the crossing of the extended chains of the M4/MI11 assembly (30). This
cytoplasmic channel appears to be accessible to the hydrated Na®, Li*, and K* ions as well as
water, and could therefore represent a putative cation passage (30). However, the fully hydrated
ions cannot access the end of the funnel in the middle of the membrane (30), so that dehydration
of the ions and/or conformation changes in the protein structure following cation entrance into
the channel ought to be necessary for efficient ion transport to occur. In this respect, the
coordination cage provided by the protein as replacement for the water molecules surrounding
the ion in solution might prove more efficient in the control of ionic selectivity, which appears to
be dictated by the intrinsic local physical properties of the reactive groups coordinating the
cation in the binding site (49) One possibility to achieve Na' selectivity was recently discussed
by Roux (49) and involves a salt-bridge formed by the association of two charged residues
directly into the pore. Such a situation could well account for Na* binding to NhaA through the

highly conserved D63-Dg4 motif (30), which has long been recognized to be absent from the
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NHE family of exchangers (50). Alternatively, then, one should also consider the previous
suggestion that Na'/H" exchangers may act by coordination of substrate cations through a crown
ether-like cluster of polar amino acids (50). Yet, another way to achieve selectivity is also
apparent when considering an extensive analysis of high-resolution crystal structures of ion
binding proteins indicating that the most common donor group associated with Na" or K'
binding is the main-chain carbonyl group, but that preferential metal-donor atom distances and
coordination numbers are associated with the two ions (51). Indeed, the last two possibilities are
not mutually exclusive, as supported by the crystal structure of a bacterial 2 Na": 1 leucine
cotransport system (LeuTa,) in which the ion binding sites are defined by partially unwound
transmembrane helices, with main-chain carbonyls, side-chain carbonyls of Asn, and side-chain
hydroxyl of Ser and Thr all contributing to Na* binding (52). For the NHE family of exchanger
proteins lacking the D-D motif discussed above, a similar scenario could be proposed whereby
the coordination cage for cation binding would in part involve the backbone carbonyls that are
freely accessible in the extended chains of the M4/M11 assembly and/or, as previously
suggested, at positions i-3 and/or i-4 of Pro¢7 (46,53). However, our results showing that the K,
for Na" transport is not affected in all of the mutants (Table II) should be taken as evidence that

Gluage is not directly involved in cation binding to the exchanger.

Similarly, although the bacterial exchanger NhaA is insensitive to amiloride derivatives,
the likelihood of the existence in NHE]1 of structural elements similar to the M4/M11 assembly,
and of access funnel(s) to the center of the membrane should nevertheless help us in defining
their potential relationship with the drug binding site(s). In this respect, the competitive
inhibition usually observed between substrate transport and inhibitor binding is most easily
interpreted using a model in which the two classes of molecules interact with the same
conformation of the exchanger (see Fig. Al). If this view is correct, then it is logical to postulate
that the Na" ion and the amiloride derivatives compete for binding to the exchanger protein at the
level of the structural elements discussed above. It is therefore justified to address the question of
whether these molecules share or not a common docking site on the protein, more specifically
within the putative outside channel leading to the Na’ binding site under physiological
conditions. In this regard, Fig. 8 illustrates the fact that EIPA and HOE694 have in common a

guanidinium moiety, the protonated form of which is absolutely required for pharmacological
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activity. Interestingly, the guanidinium ion shares structural similarities with the hydrated
sodium species (54) and its K; for competitive inhibition of exchange activity is close to the
apparent K., for Na' transport (55). These pieces of information seem to indicate that the
guanidinium moiety of the amiloride derivatives may interact directly with the Na' binding site,
or at least sense the electrostatic potential attracting the Na" ion towards this location. Yet, the
observations that higher affinities are noted for the drugs as compared to Na' (and guanidinium),
and that some mutations affecting the K; for drug binding do not alter the K., for Na" transport
(see Tables II and III) should both be taken as evidence that sites different from and/or
complementary to the Na* binding site itself are also involved in inhibitor binding. Beside, there

is no indication that the free energy of binding should be identical for inhibitor and Na'.

In connection with the present studies, a direct interaction between Glusse and amiloride
derivatives seems to be ruled out by the differential effects of the GlussX mutations on EIPA
and HOE694 binding (Table III). Rather, these results in conjunction with the observation that
HOEG694 is less potent than EIPA but more selective towards NHE1 (56) strongly suggest that
specific but different amino acid residues participate to the docking of these drugs. Indeed, the
residues involved cannot be identified from our studies, but their hydrophobic nature can be
tentatively inferred from the observation that the potency of the pyrazine (EIPA) or
benzoylguanidine (HOE694) derivatives of amiloride can be modified by substitution at
positions 5 or 4 of their respective pyrazine or phenyl rings (56,57). As regards their location on
the NHE1 protein, it is worth pointing out that M4 and M9 contain several of the amino acids
previously identified as important in inhibitor binding (58). Our studies confirm that the
LeujgsPhe (M4) or GlussAsp (M9) mutations significantly reduced sensitivity to EIPA
(31,36,37). They further argue in favor of a close spatial proximity between M4 (or the M4/M11
assembly revealed by the crystal structure of NhaA) and M9 to form (at least part of) the
inhibitor-binding pocket by showing that the dual substitution Leu;s;Phe/GlussAsp had a

synergistic effect on the reduction of drug sensitivity (Table III).

The crystal structure of NhaA (30) and the evidence discussed above suggest that Na'/H"
exchangers have a narrow constriction zone that acts as a selectivity filter near the membrane
center and likely involves the extended chains of the M4/M11 assembly. Accordingly, the width

of the dielectric barrier over which the cations are transported is small relative to the overall
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thickness of the membrane, and the cation binding site ought to be reached through cytoplasmic
and (putative) outward funnels likely involving M2, M4, M5, M9, and M11 (30). In the crystal
structure of NhaA, M9 appears to be distorted and is in direct contact with the M4/M11 assembly
close to its kink at the centre of the membrane (30). These characteristics argue in favour of M9
being the most likely structural element capable of transmitting the pH signal required to activate
the exchanger function (30). Such a pH-sensing role of M9 is very improbable in NHEI1, and
may instead involve M11 and its neighboring IL5 (50). In this respect, it is worth noting that the
curvature of M9 in NhaA starts at Projss, a highly conserved residue in the NhaA family of
proteins (result not shown), and that this amino acid is substituted for the highly conserved
Gluzge in the NHE family of exchangers (result not shown, but see Fig. 6 for NHE1).
Accordingly, the lateral chain of Gluss would stand near the center of the membrane in close
proximity to the extended chains and positive dipole ends of the short helices of the M4/M11
assembly, and the functional and unique conformation adopted by M9 in NHE1 would

correspond to its straightened configuration resulting from pH activation in NhaA (30).

The kinetic and structural considerations discussed above allow us to propose a unifying
hypothesis with regard to Na* and drug binding to NHE1 as follows. In the basal state, the Na"
binding site is accessible from the outside through the (putative) external funnel, and the overall
architecture of this conformation is stabilized at the level of the central part of the M4/M11
assembly in such a way that the positive and negative dipole ends of this structural element are
(mostly) neutralized by Asp,7, and Argyys. respectively. As suggested for NhaA, Na” binding to
the active site would result in charge imbalance that would in turn trigger a small movement of
the M4/M11 assembly and their extended chains, thus leading to the reorientation of the Na"
binding site towards the cytoplasm with concomitant closing and opening of the external and
cytoplasmic channels, respectively (30). Because all mutations canceling the wild-type negative
charge at position 346 simply reduce the Vpa of transport without knocking down Na'/H"
exchange activity, it must be concluded that this charge is not essential for function but that its
presence increases the efficiency of the gating process leading to Na’ transport. Indeed, the
strategic location in the central part of the membrane of a negative charge at position 346 might
increase the transport rate (kse in figure A1) by contributing to the destabilization/reorientation of

the Na' binding site, maybe through an interaction with (at least one of) the positive dipole ends



148

of the M4/M11 assembly. According to this view, the displacement of Glu by one residue
upstream or downstream from position 346 should not rescue the negative effects on transport
function likely introduced by the Ala or Leu substitutions for Glu at this position, as observed
(Fig. 5). Moreover, the shorter lateral chain of Asp could slightly destabilize the M4/M11
assembly in the basal state, an effect that would result in a decreased affinity for Na" binding
with subsequent increase in the rate of movement of the short helices of M4 and M11, hence the
higher Vi values of transport as compared to Glu. Similarly, the bulky side chain of Trp could
also destabilize the M4/M11 assembly with subsequent lower affinity for Na* binding, but in this
case the transport rate would be close to its basal value observed in the absence of charge at
position 346. In addition, any of the Glu3sX mutations could disturb the basal architecture to
some extent without affecting Na" affinity if the majority of them mostly affect the relative
positions of the transmembrane helices shaping the access funnel to the Na binding site.
Consequently, the relative accessibility of the amino acid residues lining the funnel would be
essentially dictated by the X substitution for Glusss, hence the differential effects observed on

EIPA and HOE694 binding with specific mutations.
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'The abbreviations used are: EIPA, ethylisopropyl amiloride; HOE694, 3-methyl
sulfonyl-4-piperidinobenzoyl) guanidine methane sulfonate; M, membrane segment; NHE,

Na*/H* exchanger; PS120, A lung fibroblast cell line deficient in Na'-H'-exchange
activity; PCR, polymerase chain reaction, SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis; PBS, phosphate buffered saline; NMR, nuclear
magnetic resonance; ExPASy, Expert Protein Analysis System; IL, intracellular loop; EL,
extracellular loop.

2 NHE1 (Swiss-Prot Accession Number P19634); NhaA (Genbank™ Data Bank
Accession Number 1ZCD)

FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Expression and transport activity of wild type and mutant NHE! proteins. 4,
Western blot analysis. Stably transfected PS120 cells were lysed, the membrane extracts
were subjected to SDS-PAGE followed by protein transfer to Hybond-C nitrocellulose
membranes, the membranes were probed with the N1P1 anti-NHEI or anti-p125™%

antibodies, and the proteins were detected using chemiluminescence as detailed in
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“Experimental Procedures”. The top panel shows the plasmalemmal fully glycosylated
(upper band labeled as NHE] at right) and the intracellular core-glycosylated (lower band)
forms of NHE1 whereas the lower panel displays p125FAK (FAK) used as an internal
control to ascertain homogenous loading of the different wells. Molecular mass (kDa) is
indicated to the left. B, densitometric analysis of the plasma membrane bound forms of
NHE]1. Band densities were systematically normalized to that of the wild-type exchanger
and to the relative expression of p1257*X. Values represent the mean + SD of 3 independent
experiments. C, initial rates of H'-driven **Na" uptake in PS120 cells acid-loaded by the
NH4Cl prepulse technique. Values represent the mean + SD of 3 independent experiments

in which triplicate measurements were performed.

Fig. 2. Determination of the kinetic parameters of Na' transport. 4, uptake time course
studies in PS120 cells acid-loaded by the NH4ClI prepulse technique (see “Experimental
Procedures” for details). Linear regression analysis was used to assess that initial rate
conditions prevail for up to 20 min of uptake as compared to 3 min only in the case of the
mutated and wild type NHE1 proteins, respectively. B, apparent affinities of Na" transport.
A one time-point approach was used to measure the initial rates of transport as a function of
extracellular Na' concentrations in the absence and presence of 300uM EIPA. The data
points represent NHE-specific uptake obtained from the difference between these two rates,
and normalized thereafter to the maximum value observed in each data set. Lines shown
were obtained by non-linear regression analysis using a sigmoid model equation to the data
points assimilated to the group I (solid line) and group II (dashed line) mutants discussed in
the text. Results for the individual proteins are summarized in table 2. In 4 and B, values
represent the mean + SD of 3 independent experiments in which triplicate measurements
were performed for the wild type NHE1 ( ) and mutated proteins GluzssAsp ( ), GluzGln
(®), GluzseAsn (¥), GluzseGly (&), GlugeTrp (¥), AlaLeuGlusgs (»), and GlusssAlaLeu

(4J). Missing error bars were smaller than the symbol size.
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Fig. 3. Na" transport sensitivity to EIPA (4) and HOE694 (B) in PS120 cells expressing
wild-type NHE1 (@), Gluz4Gin (@) or GlussAsn (). The previously described (37)
GluzsAsp mutant (B) is also shown for comparison. The initial rates of transport were
estimated by a one time-point approach (3 min) at increasing concentrations of the drugs in
the extracellular medium (see “Experimental Procedures” for details), and normalized
thereafter to the maximum value observed in each data set. Values in 4 represent the mean
+ SD of 3 independent experiments in which triplicate measurements were performed.
Those in B are the average of triplicate measurements performed in 3 independent
experiments using different range of drug concentrations. In 4 and B, lines shown were
obtained by non-linear regression analysis using a sigmoid model equation to the data

points.

Fig. 4. Na' transport sensitivity to EIPA (4) and HOE694 (B) in PS120 cells expressing
wild-type NHE1 (@), Glu3sGly (4A) or GlusTrp (¥). The previously described (37)
GluzseAsp mutant (M) is also shown for comparison. Experimental conditions and analyses

were as described in the legend of Fig. 3.

Fig 5. Na" transport sensitivity to EIPA in PS120 cells expressing wild-type NHE1 (@),
GlusssAlaLeu (L) or AlaLeuGluszs; (»). Experimental conditions and analyses were as

described for EIPA in the legend of Fig. 3.

Fig. 6. Sequence alignment of the membrane domains of NhaA and NHE1. The strategy
used is described in “Experimental Procedures”. Above the NhaA sequence, the black lines
indicate the transmembrane segments established from its crystal structure (30), and
residues Asp;33 and Lys3g appear in black bold. In the NHE1 sequence, the amino acid
residues coloured in red, blue or violet were located by cysteine scan analysis (28)
extracellularly, intracellularly or inside of the membrane, respectively. Glusse also appears

in black bold.
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Fig. 7. Effect of individual mutations Leujs;Phe (») and GlusgAsp (B), and of dual
substitution Leu;3Phe/GluzseAsp (V) in M4 and M9 on Na* transport sensitivity to EIPA.
Wild-type NHE1 (@) is also shown for comparison. Experimental conditions and analyses

were as described for EIPA in the legend of Fig. 3.

Fig. 8. Chemical structures of EIPA and HOE694. Both molecules share a protonated
guanidinium group (A), but diverge in showing either pyrazine (B) or phenyl (C) rings
substituted at positions 5 or 4 with different hydrophobic groups, respectively.

APPENDIX. Derivation of a kinetic mechanism of Na'/H" exchange

Fig. Al. Kinetic model of Na'/H" exchange. Details are given in the text.
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Table 1. Oligonucleotide sequences used to construct the NHE1 mutants. Base mismatches

are in bold and the codon changed are underlined.

Mutation Sequence 5'—3'

Glu;zGly CTTGTCAGCCGGGCTCTTCC

GluzTrp CTTGTCAGCCIGGCTCTTCC

Glu34Gln CTTGTCAGCCCAGCTCTTCC

Glu;4,Asn CTTGTCAGCCAACCTCTTCC
AlaLeuGlu;,, GCCTACTTGTCAGCCCTGGAGTTCCACCTGTCAGGC
Gluz;AlaLeu TACTTGTCAGAGGCGCTCTTCCAC

Leu, ;Phe GTCTTCTTCTICTTCCTGCTG
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Table II. Kinetic parameter values of wild-type and mutant NHE1 exchangers. The initial
rates of tracer “*Na’ uptake (v), expressed in pmol.3 min"'.mg protein’,
correspond to the data shown in Fig. 1C after normalization for mature exchanger
expression according to the densitometric analysis displayed in Fig. 1B. Apparent
Km values (mM) for Na* transport were determined from the data presented in
Fig. 2B. Vnax values (umol.min™.mg protein™) were obtained from the same data
(not normalized to the highest value) and were corrected for exchanger expression

at the plasma membrane.

Mutation V¥ (%) K Vinas Vinax/Km (%)
wtNHE1 0.23+0.02(100)  17.5+3.1 656 + 25 37.5 (100)
Gluz46Asp 0.12+0.06 (51)  61.8+4.] 1361 + 88 22.0 (59)
GlussGln ~ 0.042+0.009 (18)  12.4+0.7 39.5+ 1.1 3.2 (8.5)
GluzisAsn  0.040 £ 0.010 (19)  15.1 £2.0 326+ 1.8 2.2 (6)
GlusiGly  0.035+0.011(15) 168 +2.1 373+ 4.0 2.2 (6)
GlusseTrp  0.023 +0.007 (10)  50.8 5.0 84.5 + 20.5 1.7 (4.5)

AlaLeuGlusy; 0.024 £0.007 (11)  58.3+0.8 106 + 16 1.8 (5)

GluzsAlalLeu 0.087 +0.008 (38) 18.4+0.4 332+72 1.8 (5)
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Table IIl  Dissociation constants (K;) of drug binding to wild type and mutant NHE!

exchangers. Values shown are the best fit parameter = SER (standard error of

regression) corresponding to the non linear regression analyses presented in Fig.

3,4,5,and 7.
Mutation EIPA HOE694
K; (uM) Ratio vs. wt K; (uM) Ratio vs. wt

wtNHE1 0.027 £ 0.002 0.070 + 0.07
GluzcAsp 72+£1.0 265 68.5+6.8 980
Glu;4GlIn 0.45+£0.06 17 122+ 1.8 175
GluzAsn 0.57 £ 0.04 21 85.5+12.2 1222
Glu;Gly 1.04 £ 0.15 39 132.2+16.6 1890
Glu;Trp 528 +£1.04 195 761.1 £104.2 10870
GlusySer 0.22 £ 0.03 8 ND

AlaLeuGlu;,, 16.8 £2.6 622 ND

Glu;ysAlaleu 0.8+0.2 30 ND
Leu,4;Phe 0.94 + 0.07 35 ND

Leu;s;Phe/Glus cAsp 50.8 9.1 1881 ND
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Figure 4
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APPENDIX: Derivation of a kinetic mechanism of Na'/H" exchange

The generally accepted model explaining Na'/H" exchange corresponds to the
alternating-access mechanism illustrated in figure Al (47,48). In this model, the transporter
has two major alternating conformations with the cation-binding site facing either inwards
(Ny) or outwards (N4). Interconversion between these two conformations is only possible
through the H™-bound (N and N3) or Na"-bound (N5 and Ng) forms of the protein. In the
most general case, internal H® (H;) and Na* (Na;) compete for binding to N; whereas
external H (H,) and Na" (Na,) compete for binding to N4, so that the net rate (v) of Na*
transport in exchange for H is dictated by the respective gradients of the two cations and is
given by equation Al.

v=kyN;- kN (Al)

Binding of the amiloride derivatives (I,) occurs only on the outside and is assumed to be
competitive with Na* binding to the Ny carrier species. As presented in figure Al, the
kinetic model assumes that the cation and inhibitor binding steps are fast (single arrows,
associated with the dissociation constants K3, K¢, K43, K45, and K;) as compared to the
cation transport steps (double arrows associated with the microscopic rate constants ka3, k3o,
ks, and kes). This so-called rapid equilibrium assumption is justified by the fact that the
generic form of the initial rate equation so obtained is identical to that derived under the
most general steady-state assumption (result not shown).

The steady-state velocity equation was derived for the general case corresponding to
the kinetic model shown in figure Al using the computer program developed by Falk et al.

(59). It was next simplified to give equation A2 describing the initial rate of Na* transport
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under the experimental conditions of our experiments, which favour H; and Na, binding
over H, and Na; binding (acid-loading for 1 hour and **Na uptake measurements at pH 7.4,
see main text).

kyykss(Na,)N,
V=
b Kos + knKys[(1,) 1 K 1+ (kg + kg X(Nat,)

(A2)

Equation A2 can be cast under the classical Michaelis-Menten form of equation A3.

I/mzm (Na() )
K 1+[a,)/ & J}+ (Na,)

v =

(A3)

In the absence of inhibitor, the kinetic parameters V., and K, are thus given by equations

A4 and A5, respectively.

kyiksg N,
= A4
T kgt kg (A9
21 Kys
= A5
m k.,3 + k56 ( )

At the very low Na' concentrations used in figure 1, the simplification (Nagy) << Ky, can be
applied to equation A3, and the initial rates of tracer *’Na uptake v are therefore given by

equation A6.

v Via(Na,) kssNy(Na,)
b K ) Kis

m

(A6)

In the inhibition studies by amiloride derivatives, the drug concentrations producing 50%
inhibition of Na* transport (ICso) are given by equation A7, which can be easily derived
from equation A3 by solving the equality v; (rate in the presence of inhibitor) / v, (rate in

the absence of inhibitor) = '4.
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(Na,)|
v |J (A7)

(ICy)=K |1+
At the very low Na" concentrations used in these studies, the inequality (Na,) << K, also

applies, and equation A7 clearly shows that the ICs, value measures directly the

dissociation constant of inhibitor binding K.
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Chapitre 3 : Discussion

Notre laboratoire s’est intéressé au domaine transmembranaire 9 de I’échangeur
Na'/H" NHETI et, plus particuliérement, au résidu Glus4e et & son environnement proche. En
effet, un variant spontané de NHE1 extrémement résistant a 1’inhibition par les inhibiteurs
classiques a été isolé et caractérisé. Le séquencage de ce NHE1 a révélé la présence d’une
mutation unique GlussAsp qui est seule responsable du phénotype de haute résistance.
Cette mutation se situe dans le M9, a proximité de I’His3q9 pour laquelle Wang et al.
suggerent également un role dans la sensibilité aux inhibiteurs (386). Il est d’ailleurs
intéressant de noter que ces acides aminés ne sont séparés que par deux acides aminés, ce
qui les améne grossiérement du méme c6té de I’hélice o (Figure 15, p.172). Par ailleurs, il
convient de rappeler que la structure secondaire de NHE1 n’est pas connue. Toutefois,
I’analyse informatique de la séquence de NHEI1 et, plus particuliérement, du M9 (dont la
position est tirée des travaux de Wakabayashi er al. (382)) suggére que cette région
s’organise en hélice ooavec une probabilité de 0.9 (valeur déterminée par le logiciel
Antheprot (86)). Cette configuration est alors compatible avec son caractére

transmembranaire potentiel.

LEII343

© Leu;,;

Lol L

. Hydrophile . Hydrophobe Autre

Figure 15 : Schématisation des domaines transmembranaires 4, 7 et 9 de NHEI1 en
projection verticale. La projection des hélices o a été réalisée a I’aide du logiciel Antheprot
en utilisant la séquence de NHE! au numéro d’accession GenBank® NP 003038.2. Les
coordonnées des segments transmembranaires ont été tirées de la référence (382). Les
résidus hydrophiles et hydrophobes sont respectivement représentés en rouge et en bleu.
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1. Implication de Gluss dans P’interaction avec les

inhibiteurs et le Na*

Les acides aminés acides polaires présents dans la séquence des transporteurs de cations
sont de bons candidats a la mutagenése dirigée. En effet, leurs charges négatives peuvent
étre engagées dans des liaisons de type électrostatique avec des charges positives d’autres
acides aminés, d’inhibiteurs ou des cations transportés, ce qui rend ces acides aminés
séduisants. Ainsi, les résidus Asp et Glu ont fait I’objet d’études aussi bien au niveau de
I’échangeur Na’/H" qu’au niveau d’autres transporteurs et canaux ioniques. En effet, lors
de leur travaux sur I’échangeur Na'/H" de levure, 1’équipe de Fliegel a démontré que les
résidus Asp145, 178, 266 et 267 sont importants pour I’activité d’échange de sod2 et a émis
I’hypothése que ces acides aminés font face a la lumiére du « pore » de sod2 (91, 403). Des
résidus polaires et acides ont aussi été identifiés dans le canal calcique ECaCl pour lequel
la mutation de I’aspartate 542 en asparagine, glycine et alanine diminue trés
significativement I’affinité du canal pour le Ca** (173). La perte de cette charge négative
modifie complétement 1’interaction avec le Ca®* puisque ce canal forme un tétramére. Dans
le canal sodique ENaC, la mutation des résidus Gluseg, Glus7;, Aspszs, Glusgs, Gluseg et

Aspeo2 de la sous-unité o de ENaC abolit ou diminue I’activité du canal (230, 336).

Toutefois, la coordination des ions dans le pore d’un transporteur ionique n’est pas
toujours uniquement due a la chaine latérale des acides aminés qui tapissent ce pore. En
effet, dans plusieurs cas, la coordination fait intervenir les groupements carbonyl (-C=0) de
I’ossature de la chaine protéique. C’est le cas notamment du filtre de sélectivité du canal K*
KCsA dans lequel quatre couronnes de quatre atomes d’oxygéne provenant du lien

peptidique assurent la coordination et le transport du K™ (176).

Bien que la valeur du ICsy obtenu pour le mutant GlusssAsp-NHE]1 soit tout & fait
comparable a celle de NHE3 (Tableau 3, p.55), la comparaison des séquences des

différentes isoformes montrent que le Gluisg est un acide aminé extrémement conservé
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(voir Figure 11, p.73). Ce résidu ne peut donc pas étre responsable du phénotype de haute

résistance a I’inhibition de NHE3 par rapport a NHE1.

Afin de déterminer si Gluasg interagit directement avec le Na" et les inhibiteurs ou
intervient seulement dans 1’établissement d’une conformation tridimensionnelle favorable a
ces interactions, une série de mutations concernant les résidus adjacents au Gluy a été
planifiée. Les acides aminés Alasss et Leuss; sont situés de part et d’autre de Glusyg alors
que Leus,; est située a environ un tour d’hélice en amont de Gluass. L’ Alasss a été mutée en
Gly et en Trp afin d’étudier les effets d’une mutation majoritairement conservatrice, d’une
part, et tres délétére, d’autre part. Pour les mémes raisons, Leusys et Leuss7 ont été mutées
en Val (un acide aminé hydrophobe) et Trp. De fagon surprenante, I’analyse du profil
pharmacologique de tous ces mutants a montré des ICsy a I’EIPA tout-a-fait comparables au
ICso de NHEI de type sauvage (environ 0.03uM). De méme, tous ces mutants présentent

une affinité pour le Na” similaire a celle de NHE1 soit environ 18mM (276).
Deux possibilités doivent étre envisagées :
1- Le résidu Glusz, interagit directement avec les inhibiteurs et le Na' ou
2- Le résidu Gluz s prend part a un site de coordination

1- Selon la premiére hypothése, le résidu Gluss interagit directement avec les
inhibiteurs et le Na* car la mutation des acides aminés voisins ne perturbe pas I’interaction
de NHE!1 avec les inhibiteurs et le Na'. Si Gluy faisait partie d’une architecture
moléculaire propice aux interactions avec les inhibiteurs ou autres résidus critiques, sa
mutation aurait effectivement des effets sur les ICsg et le Km, mais on s’attendrait a ce que
les résidus voisins fassent aussi partie de cette architecture. Or, leur mutation n’entraine
aucun effet. Toutefois, la mutation de 1’Hisiso diminue la sensibilité de NHE1 a I’EIPA
d’un facteur 6 par rapport au NHE1 de type sauvage mais n’a pas d’effet sur ’affinité pour
le Na'. Ces valeurs sont bien en dega de nos résultats (le GluzssAsp-NHE1 est 210 fois plus
résistant 3 ’EIPA que le NHEI de type sauvage et son affinité pour le Na' est diminuée

d’un facteur 3 a 4), ce qui nous permet de relativiser I’implication de Hisss dans
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Iinteraction de NHE1 avec les inhibiteurs. Selon cette premiére hypothése, I’implication du
M9 dans I’interaction de NHE1 avec les inhibiteurs et le Na* serait donc restreinte a une
interaction directe de ceux-ci avec le Gluss. L’hypothése 2 implique que le M9 (et a
Jortiori Gluzge) n’est certainement pas le seul segment transmembranaire impliqué dans la
liaison de NHE1 aux inhibiteurs et au Na*. Par conséquent, Gluzse forme plutot un site de
coordination avec d’autres structures, et la mutation des acides aminés adjacents au Gluigs
(soit Leusys, Alazs et Leusss) ne devrait présenter aucun effet a la condition que ces
mutations ne perturbent pas I’architecture du site de liaison ou ne modifie pas I’accés au

site dans le pore.

L’attrait principal de la mutation GlussAsp est dii a la trés faible différence de
structure entre le glutamate et 1’aspartate. En effet, Glu ne posséde qu’un carbone de plus
dans sa chaine latérale. Toutefois, comme les profils pharmacologiques le montrent, une si
petite différence peut entrainer des effets trés importants (la mutation Aspge3Glu de la
pompe Na'/K'-ATPase provoque aussi un effet dramatique sur son activité (36)) . Cette
observation nous a poussés a analyser les propriétés physico-chimiques qui régissent
I’interaction de Gluasg avec le Na” et les inhibiteurs. A cette fin, le résidu Glusge a été muté
en différents acides aminés aux propriétés physico-chimiques différentes. Bien qu’a priori,
la charge de Gluss ne devrait pas jouer de role important (Glu et Asp portent la méme
charge, pKa de 4.5-4.6), les deux résidus induisent deux phénotypes trés différents. 11 faut
toutefois tenir compte de la possibilité que la position relative de la charge est critique. Par
conséquent, un raccourcissement de la chaine du glutamate vers I’aspartate (1,5A) pourrait
avoir un effet conséquent sur les interactions de NHE1 avec les inhibiteurs et/ou le Na'.
Glusge a donc été muté de fagon a vérifier cette hypothése; Glu a été remplacé par Gln et
aussi par Asn dans le but d’observer les effets de la neutralisation et de la position relative
de la charge de Asp présent dans le mutant original GluysAsp-NHE1. Etant donné que la
seule différence entre Glu et Asp est la taille de la chaine latérale, ce facteur a été étudié en
mutant Glusss en Gly, un acide aminé de faible encombrement stérique (volume de 48 A3)
et en Trp, un résidu trés encombrant (163 A®), et finalement, I’effet de la position du

glutamate en 346 a été mise a ’épreuve par les mutations consistant & interchanger Glussg
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avec ses deux voisins immédiats, soient Alasss et Leuss; donnant les mutants GluzssAlaleu

et AlaLeuGlusgs respectifs.

2. La charge de Glus est impliquée dans P’interaction

avec les inhibiteurs et lIe Na*

Alors que la différence de phénotype entre NHEI de type sauvage et le mutant
GluzseAsp-NHE1 ne peut pas étre due uniquement a la charge, I’annulation de celle-ci par
le mutant Glus34GIn-NHE1 entraine toutefois une diminution de la sensibilité a I’EIPA d’un
facteur 11 environ par rapport au NHE! de type sauvage (un facteur de 210 est observé
pour GluzssAsp-NHE1). Ceci indique donc que la charge n’est pas le seul facteur critique
de I’interaction de Glusse avec les inhibiteurs. Toutefois, il faut considérer que la mutation
GluszssAsp a aussi pour effet de déplacer la charge négative dans I’espace étant donné que
cette mutation raccourcit la chaine latérale de 1.5A et aussi fait pivoter le radical situé en
fin de chaine. Ainsi, la charge pourrait quand méme jouer un réle important dans
I'interaction de NHE1 avec ses inhibiteurs. L’explication la plus séduisante est que la
charge négative portée par Glusse serait en mesure d’interagir avec la charge positive du
guanidine des inhibiteurs. La neutralisation de celle-ci (par Gln) ou son déplacement sur la
chaine latérale (par Asp) perturbe cette interaction et empéche I’inhibiteur d’occuper sa
position. Le déplacement de la charge serait donc un facteur plus critique que sa
neutralisation. Un des résultats surprenants provient de la mutation GlussAsn dont le but
était d’étudier les effets de I’annulation de la charge de Aspss. En effet, a la lumiére de
I’hypothése émise ci-dessus, 1’addition des effets de ’annulation de la charge et la
modification de la taille de la chaine latérale du résidu 346 aurait di en principe aboutir a
un NHEI encore plus résistant a I’EIPA et aux autres inhibiteurs que le mutant GlusssAsp.
Or nous avons observé le contraire, c’est-a-dire un NHE1 plus sensible que GlusssAsp avec

un ICsy comparable a celui du mutant Glus;6Gln.

Ces résultats sont donc a mettre en rapport avec les activités intrinséques de ces

mutants déterminées en prenant en compte I’activité de transport globale et la quantité de
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protéines exprimées (Figure 1, p.158 et tableau 2, p.156). En effet, On peut remarquer que
tant que la charge négative est placée en position 346 que ce soit par le glutamate soit par
I’aspartate, I’activité intrinséque de NHEI est plus élevée que pour tous les autres mutants
€liminant la charge. La charge en elle-méme, plus que sa position relative, est un
déterminant important de la vitesse de transport alors que, a I’inverse, tant la charge que sa
position relative sont des facteurs critiques vis-a-vis de la liaison de I’'EIPA. Rappellons que
I’équipe de Fliegel a trouvé des résultats similaires lors de son travail de mutagenése sur
sod2, la neutralisation de la charge des résidus Aspl45, 178, 241, 266 ou 267 ayant
diminué I’activité de sod2 (403). La méme équipe a aussi déterminé que la charge des

acides aminés Gluysa, Aspaer et Gluzg, est importante pour I’activité de NHE1 (270)

L’étude de Daffinité des différents mutants pour le Na" fiit trés difficile du fait que
les mutants Glusse présentaient des activités intrinséques trés diminuées (voir plus loin a ce
sujet). L’équipe d’Orlowski a aussi été confrontée a un tel probléme pour certains mutants
(186). En effet, typiquement, la mesure des affinités pour le Na* s’effectue par des essais
d’accumulation de **Na* (en concentration traceur soit environ 50pM) en présence de
concentrations croissantes de NaCl non marqué (de 0 a 120mM) et ce, pendant environ 30
secondes. Toutefois, dans ces conditions standards, nous avons été incapables d’obtenir une
accumulation de *’Na* mesurable pour tous les mutants sauf GlussAsp-NHEL. Nous
savions que les NHE1 mutants étaient assez actifs pour permettre aux cellules les exprimant
de survivre 4 une sélection par charge acide mais, dans ce cas, le temps de récupération
dans un milieu contenant du NaCl 120mM est d’une heure. De plus, les essais pour obtenir
les ICso aux inhibiteurs qui se déroulent sur trois minutes permettent un influx mesurable de
22Na*. L’allongement du temps d’incubation peut poser probléme dans le cas de la mesure
des affinités pour le Na* car I’accumulation de ?Na* est saturable dans le temps et dépend
du volume de la cellule. La partie linéaire de la courbe d’accumulation de *>Na* en fonction
du temps ne dépasse pas 4-5 minutes. Bien sir, un efflux de ?Na* par la pompe Na‘/K"-
ATPase et le cotransporteur Na'/K*/2Cl" est évité d’une part par ’ajout d’ouabaine (un
inhibiteur de la pompe Na'/K'-ATPase), et d’autre part par le retrait des ions K* dans le

milieu réactionnel ce qui permet d’empécher le cotransporteur Na'/K*/2CI" de fonctionner.



178

Afin de déterminer si la période linéaire d’accumulation de **Na” par les différents mutants
était différente de celle pour le NHEI1 de type sauvage, une mesure de I’accumulation de
2’Na" en fonction du temps a été entreprise. S’étalant sur une période allant de 30 secondes
jusqu’a 20 minutes, ces essais ont montré que ’accumulation de **Na* par tous les mutants
était encore linéaire au bout de 20 minutes (ce qui est compatible avec les activités
intrinséques diminuées), alors que I’accumulation de **Na* par le NHE1 de type sauvage
fléchit au bout de 4 a 5 minutes (Figure 2A, p.159). Ce résultat nous a permis de réaliser les

mesures d’affinité pour le Na* par des essais de 20 minutes.

Ces expériences montrent ainsi que les mutants Gluss6Gln et GlujssAsn présentent
des Kmna+ équivalents (12 a 15mM). Ces valeurs ne sont pas différentes de celle du NHE1
de type sauvage (17.5mM) mais bien en-dessous de celle du mutant GluzssAsp (62mM). La
neutralisation de la charge en position 346 semble donc avoir moins d’impact sur 1’affinité
pour le Na" que sur la sensibilité aux inhibiteurs. La différence de volume entre le Na" et
I’inhibiteur pourrait étre a ’origine de cette différence. L’ion Na" étant beaucoup plus petit
que ’inhibiteur, il pourrait éventuellement s’accommoder plus facilement d’une perte de
charge de I’acide aminé en position 346. Toutefois, la coordination du Na' est trés
perturbée par la mutation GlusseAsp alors que la charge négative est toujours présente.
Donc encore une fois, le changement de position dans I’espace de la charge, en
conséquence du raccourcissement de la chaine latérale, provoque des effets plus importants

que I’annulation de la charge, elle-méme..

3. L’encombrement stérique en position 346 ne module
pas de facon importante ’affinité au Na" et sa sensibilité

aux inhibiteurs.

Etant donné que Glu et Asp ne sont différents qu’au niveau de la taille de leur
chaine latérale, il nous est apparu intéressant d’étudier les effets de 1’introduction d’acides

aminés respectivement de petite taille, comme la glycine, et de grande taille, comme le
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tryptophane. Ces deux résidus représentent les deux extrémités du spectre de taille des
acides aminés. La glycine étant connue pour ses effets perturbateurs sur le squelette des
hélices o, I’alanine, qui présente un volume comparable 4 la glycine, a aussi été introduite
en position 346 (résultats non présenté) : aucune différence n’a été observée dans les profils
pharmacologiques entre les mutants GluysGly et GlussAla, ce qui nous a permis de

conserver le mutant GlusssGly-NHE1 pour la suite des études.

L’analyse des ICso a I’EIPA obtenus pour GlussGly-NHEI et GluzsTrp-NHE1
montre une faible différence entre ces deux mutants comparativement a la différence entre
le NHE1 de type sauvage et GlusssAsp-NHE1. En effet, GluysTrp-NHE1 est environ 5 fois
plus résistant que Glus4Gly-NHE1 au EIPA et au HOE694, ce qui est peu par rapport aux
265 fois entre NHEI1 de type sauvage et GlusssAsp-NHE1L. De plus cette différence de 5
fois s’accompagne d’un changement presque équivalent de I’affinité pour le Na* (5 fois)
qui se répercute directement sur l’activité intrinséque. L’encombrement stérique du

tryptophane ne semble finalement présenter qu’un modeste impact par rapport a la glycine.

Les résidus hydrophobes vont avoir tendance a s’éloigner des molécules d’eau et,
donc, de la lumiére du transporteur, alors qu’on s’attend a trouver les acides aminés
hydrophiles tapisser la lumiére de NHE1. Néanmoins, le M9 ne présente pas un profil aussi
typique dans la répartition de ses acides aminés (Figure 15, p.172). En effet, le M9 ainsi
que le M4 voient leurs résidus hydrophiles répartis de fagon relativement égale sur le
pourtour de I’hélice o, ce qui est peu représentatif d’un segment transmembranaire
participant a la création d’un pore. Au contraire, le M7 dans lequel ont été identifiés les
acides aminés Gluye, et Aspag, critiques pour Iactivité d’échange (voir chapitre 2.7.4.1
Quelques acides aminés importants pour I’activité de NHE1, p.78), présente une répartition
typique d’un tel segment transmembranaire: les résidus hydrophiles occupent
majoritairement une moitié de la circonférence de I’hélice o et on peut facilement imaginer
que cette moiti€ soit tournée vers ’intérieur de la lumiére. Bien qu’il ait été démontré hors
de tout doute que le M4 et le M9 sont impliqués dans I’interaction avec les inhibiteurs et le

transport du Na™ (ce qui a priori les placeraient face a la lumiere), I'analyse de la
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répartition des acides aminés de ces segments transmembranaires semble contredire cette
prédiction. Encore une fois, les limites des techniques employées ici ont été atteintes et des
informations plus précises provenant de 1’établissement d’une structure tridimensionnelle

de NHET1 sont nécessaires.

4. La charge en position 346 est importante pour

Pactivité de NHE1

Le dernier aspect abordé dans cette étude de I’implication de Gluss dans
I’interaction de NHE1 avec les inhibiteurs et le Na* est la mesure des effets des différentes
mutations sur Iactivité intrinséque de NHEI. En effet, I’étude du transport du Na™ par
NHE]! en présence ou non d’inhibiteurs ou de Na' non marqué est effectuée a ’aide du
22Na*. Aprés I’essai, les cellules sont lysées et la quantité de 2Na" incorporée est reflétée
par les cpm (coups par minute) ou les dpm (désintégrations par minute) quantifiés dans un
compteur Y. Etant donné que le nombre de cellules peut varier d’une expérience a I’autre, la
quantité de *Na" incorporée peut également varier. Cette quantité doit alors nécessairement
étre ramenée ou normalisée par la quantité de protéines présente dans chaque essai, la
valeur ainsi obtenue étant appelée activité spécifique. Afin de mesurer les effets de chaque
mutation sur une molécule de NHEI1, I’activité spécifique est normalisée par le nombre de
molécules de NHE1 exprimée a la membrane des cellules examinées. Cette quantité est
déterminée par la densitométriec des bandes spécifiques a NHE1 obtenues lors d’un
immunobuvardage de type Western anti-NHE]1. L’activité intrinséque est donc une mesure
du taux de transport de Na" par une seule molécule de NHE1 et prend donc en compte le
niveau d’expression des différents mutants. Ces niveaux d’expression sont d’ailleurs
similaires pour tous les mutants sauf pour GlussAsp-NHE1 et GluygsAlaleu-NHEL.
Toutefois, 1’accumulation brute de ’Na’ est diminuée pour tous les mutants, ce qui
confirme le caractére exceptionnel de Glusss dans la physiologie de NHEIL. La
détermination de I’activité intrinséque montre que tous les mutants, a 1’exception de

GluzseAsp-NHE1 et GluyssAlaleu-NHE1, fonctionnent avec un taux de transport
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grandement diminué. On peut donc conclure que la charge est essentielle pour I’activité de
NHEI1 car GlussAsp-NHE]1, le seul mutant qui conserve une charge équivalente présente
une activité intrinséque peu diminuée par rapport aux autres mutants. Par ailleurs, il faut
comparer ces résultats 4 ceux de la Figure 2B, p.159 concernant 1’affinité pour le Na™ des
différents mutants de NHE1. Le Kmy,: est un paramétre complexe qui fait intervenir
I’affinit¢ de NHE1 pour le Na' et la vitesse de réorientation du transporteur. Un
changement d’activité intrinseque en absence d’effet sur le Kmy,+ indique que les
mutations GluzsGIn, Asn, Gly et Ser affectent essentiellement des changements de
conformations du transporteur et, par conséquent, que Glusse est important pour ces
changements. Inversement, le mutant GlusssAsp-NHE1 montre un changement de Km qui
dans les conditions expérimentales utilisées, devrait conduire a une réduction de quatre fois
de Pactivité intrinséque, ce qui est plus que la diminution de deux fois observée (Tableau 2,
p.156). La baisse du Km observée doit alors étre en partie compensée pour une
augmentation de la vitesse de transport (Vmay). Ceci signifie qu’en dépit d’un Kmng+ et
d’une activité intrinséque diminués, le mutant GlusssAsp-NHE1 transporte plus
efficacement le Na' & travers la membrane que le NHE1 de type sauvage. Ce Viax

augmenté pourrait expliquer la diminution de I’expression du mutant GluzssAsp-NHEL.

De fagon intéressante, le mutant GlusssAlaLeu-NHE], bien que moins exprimé a la
membrane par rapport aux autres mutants (Figure 1A p.158), posseéde aussi une activité
intrinséque plus grande que ceux-ci. Ceci appuie donc le point abordé dans la section
précédente concernant 1’orientation du M9 par rapport a la lumiére du pore de NHE1. Cette
configuration favoriserait I’interaction du glutamate avec le Na', ce qui permettrait une

activité d’échange Na'/H" optimale.

S. Signification des résultats sur la localisation des sites

d’interaction de ’EIPA et du Na".

La localisation des sites d’interaction des inhibiteurs et du Na" 1’un par rapport &

’autre a fait I’objet de plusieurs discussions. En effet, comme mentionné au chapitre 11-6-4,
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deux arguments s’affrontent : 1) les sites d’interaction du Na' et des inhibiteurs sont les
mémes ou, au moins, se recoupent comme le suggérent plusieurs études (19, 75, 274, 294)
ou 2) ces sites sont différents (71, 106, 172, 286, 386). La mutation GlusssAsp, en plus de
perturber la liaison aux inhibiteurs, diminue aussi I’affinité pour le Na", ce qui semble
signifier que le site d’interaction pour I’inhibiteur n’est pas totalement détaché du site

d’interaction du Na" et que ces deux sites partagent au moins le Glusgg.

Cependant, I’affirmation que les sites d’interaction du Na’ et des inhibiteurs sont
identiques devient rapidement indéfendable. En effet, si on suppose que le groupement
guanidinium et le Na™ sont structuralement équivalents comment expliquer que les affinités
pour les inhibiteurs sont plus grandes que pour le Na* ? 1l faut en outre considérer le fait
que les mutants présentent des sensibilités différentes aux inhibiteurs testés: EIPA :
Glu<GIn<Asn<Gly<Trp<Asp; HOE694 : Glu<Gln<Asp<Gly<Asn<Trp. Il doit donc
exister des sites supplémentaires d’interaction pour les inhibiteurs et que ces sites, en
stabilisant les inhibiteurs plus que le Na” augmentent considérablement 1’affinité observée :
de I’ordre du micromolaire pour les inhibiteurs et du millimolaire pour le Na*. Il convient
donc de se demander si le site primaire d’interaction des inhibiteurs et du Na' sont
identiques. Malheureusement, les résultats apportés par cette étude ne permettent pas de

répondre a cette question.

En outre, il n’y a aucune indication que les énergies libres de liaison des inhibiteurs
et du Na' soient les mémes. En effet, ’énergie libre de liaison détermine si une réaction est
favorable ou non. A ce titre, la liaison des inhibiteurs et celle du Na™ n’ont pas forcément le

méme potentiel.

6. Confrontation de ces résultats a la littérature.

Durant la réalisation de ce projet, 1’équipe d’Orlowski a publié des résultats
similaires lors d’une étude consistant & rechercher des acides aminés critiques impliqués
dans la différence de sensibilité aux inhibiteurs entre NHE1 et NHE3 (186). Parmi les

diverses mutations étudiées, les auteurs ont décidé d’étudier le résidu Glusso du NHE1 de
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rat (équivalent au Gluyss du NHE1 humain), bien que cet acide aminé soit conservé entre
NHET1 et NHE3 et ne puisse, en aucun cas, étre responsable d’une quelconque différence de
phénotype entre ces deux isoformes. Cet acide aminé a aussi ét€ muté en Asp, Asn et Gln.
Les ICso pour I’EIPA des mutants GluzspAsp-NHE1 et GlujsoAsn-NHEI1 sont tout a fait
comparables & ceux que nous avons déterminés avec des valeurs respectives de SuM et
0.6uM (279). Néanmoins, le mutant Glu;s0GIn-NHE1 présente un ICso de 1.4uM EIPA, ce
qui est plus élevé que la valeur que nous avons déterminée pour GluszyGIn-NHE]
(0.35uM). Toutefois, nous trouvons la méme affinité pour le Na* soit environ 15mM. Il est
difficile d’expliquer la différence de comportement du mutant GlussoGln au niveau de la
sensibilité a I’EIPA; la différence de séquence primaire dans cette région entre les NHE1 de
rat et humain pourrait éventuellement en étre la raison. De fagon surprenante, ces auteurs
n’ont pas mesuré 1’affinité pour le Na' des mutants GluzsoAsp-NHE]1 et GlusspAsn-NHE1.
Leur détermination de ’activité intrinseéque est aussi cohérente avec nos résultats : les
mutations annulant la charge sont trés peu actifs (environ 5 a 10% de ’activité du NHE1 de
type sauvage) et 1’activité intrinséque du mutant GluszspAsp-NHE1 est un peu moins
affectée (environ 20% de I’activité du NHE1 de type sauvage comparativement aux 50%

que nous avons mesurés pour GluzssAsp-NHE1).

Alors qu’aucune variation de 1’affinité pour le Na* du mutant Glu;s0GIn-NHE1 n’a
été décelée par rapport au NHE1 de type sauvage, les auteurs ne se prononcent pas sur la
position du site d’interaction des inhibiteurs par rapport a celui du Na". En outre, en se
basant sur le fait que le glutamate en position 350 (ou 346 chez I’humain) n’est pas
conservé dans les NHE des organismes inférieurs, ces auteurs suggérent que ce résidu n’est
pas essentiel pour la fonction d’échange de NHE. Cette hypothése nous apparait trés
surprenante étant donné que le résidu Glusse est extrémement conservé parmi les 9
isoformes clonées a ce jours et dans les différents NHE clonés chez les organismes
supérieurs. De plus, la physiologie des échangeurs Na'/H" des organismes inférieurs est
différente de celle des organismes supérieurs. En effet, le sens et la stoechiométrie de

I’échange peuvent varier (voir sections 2.6.1 Electroneutralité, p.59)
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Nos résultats montrent que la mutation GlussAsp affecte non seulement la
sensibilité aux inhibiteurs mais aussi ’affinité pour le Na’. Malheureusement, ce dernier
aspect n’a pas été étudié pour le mutant GlusspAsp et les auteurs se sont donc retrouvés a

émettre une hypothése différente de la notre en se basant sur une étude incompléte.

Malgré quelques divergences, les résultats présentés par 1’équipe d’Orlowski sont
donc dans I’ensemble assez compatible avec les ndtres et confirment I’importance du résidu
Glus4e dans I’interaction de NHE1 avec les inhibiteurs. Toutefois nos résultats montrent

aussi son importance dans I’affinité de NHEI pour le Na'.

7. Alignement des séquences de NHE1 et de NhaA

Trés récemment, la structure de 1’échangeur Na'/H" bactérien NhaA a été résolue
(163). Les éléments principaux de cette structure sont discutés a la section. Les séquences
des domaines membranaires ont été soumises a une recherche de type BLAST (pour Basic
Local Alignment Search Tool) afin d’obtenir un certain nombre de protéines homologues et
ainsi donner un certain poids aux différentes séquences consensus ainsi mises en évidence.
L’ensemble des protéines identifiées par la recherche a été ensuite découpé de fagon a
isoler les M1,2 et 3,4 et5,6a9et 10a 12 en respectant les coordonnées déterminées pour
NhaA et NHE1. Toutes les hélices ou groupes d’hélices homologues & NhaA ont été soumis

a un alignement de séquences par le logiciel ClustalW.

Par exemple, I’ensemble des séquences homologues correspondant aux M2+3 de
NhaA a été aligné avec 1’ensemble des séquences homologues correspondant aux mémes
segments transmembranaires de NHE1. Cette méthode est donc aisément reproductible et
nécessite peu d’intervention de I’expérimentateur. Aprés suppression des séquences autres
que NhaA et NHEI, I’alignement a été finalisé en ré-éditant ’ensemble des domaines
transmembranaires tel que présenté a la figure 6, p.160. Avant d’extrapoler certains
éléments de NhaA a NHEI, il faut tenir compte que ces deux échangeurs sont trés
différents aussi bien au niveau de leur nombre d’acides aminés (815 pour NHEI1 et 384

pour NhaA), que de leur physiologie (NhaA est électrogénique mais pas NHE1) et de leur
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pharmacologie (NHE1 est sensible a 1’amiloride mais pas NhaA). Il est donc normal
d’observer un faible pourcentage d’identité entre ces deux transporteurs (moins de 20%).
Toutefois, NhaA et NHEI1 transportent tous deux du Na' en échange de H et il est
raisonnable de penser qu’ils doivent partager certains €léments structuraux. La structure
cristalline de NhaA est discutée en détail a la section 2.7.4.4 Structure de 1’échangeur
Na'/H" bactérien NhaA et il en ressort que les TM IV et XI sont orientés de fagon opposée
et se croisent au milieu de la bicouche lipidique. Chacun de ces deux TM est partagé en
deux demi-hélices (une périplamique (IVp et XlIp) et I’autre cytoplasmique (IVc et Xlc)),
séparées par chaine étendue. Les extrémités C-terminales des demi-hélices IVc et XIp se
font face et, étant donné que chacune de ces deux demi-hélices forme un dipdle €lectrique,
deux charges positives se retrouvent en vis-a-vis. Cette conformation normalement trés
instable est en fait rendue possible par la présence d’une charge négative portée par un
résidu Asp;3;. Une situation similaire est retrouvée pour les domaines Xlc et [Vp dont les
charges négatives sont stabilisées par la Lys3go. Les résidus Aspis3 et Lyssgp sont donc des
éléments clé de la structure de NhaA. Un alignement des séquences de NHE1 et NhaA
hélice par hélice montre que les résidus Asp;33 et Lys3oo de NhaA s’alignent respectivement
avec I’Aspj7 et Arggrs de NHEI, soit des acides aminés aux propriétés physico-chimiques

équivalentes. Ceci valide donc que I’approche utilisée pour réaliser I’alignement.

L’analyse de la structure de NhaA met en évidence le role probable des résidus
Aspies et Aspiss dans la liaison des ions Na® a NhaA bien qu’aucune preuve ne soit
disponible a ce jour. En effet, ’échangeur NhaA ayant été cristallisé en absence d’ions Na®,
il est impossible de prédire avec précision la conformation du site de liaison en présence de
Na®. L’alignement de NhaA et NHEI montre que Aspj; et Aspjes correspondent
respectivement aux Phe,g, et Pheygs, soit des acides aminés aux propriétés trés différentes.
Cette différence pourrait étre attribuée au fait que NhaA est un transporteur électrogénique
(un ion Na* échangé contre deux protons). La structure du site de liaison des ions de NhaA

et NHE1 doit étre donc différente.
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Il est intéressant de comparer la structure résolue de NhaA avec les travaux de
Slepkov et al. (342). En effet, ces derniers ont isolé le quatrieme domaine
transmembranaire de NHE] et en ont résolu la structure par RMN. Selon cette étude le M4
serait composé de trois domaines sépar€s : un «B-turn» et une hélice o séparés par une
structure étendue. Ces domaines peuvent bouger indépendamment les uns des autres et
cette structure appuie de fagon séduisante celle de NhaA dans laquelle le TM IV est aussi
composé de trois domaines. Les études de Hunte er al et celles de Slepkov et al.
confirment donc I’'importance et le caractére unique du M4 aussi bien chez les bactéries que

chez les humains.

La structure de NhaA met aussi en évidence I’importance du TM IX dans la
structure du site de liaison des ions a NhaA. En effet, lorsque NhaA est dans une
conformation inactive, le TM IX présente un coude en son centre et, a la suite d’un signal
du senseur de protons, ce segment transmembranaire pourrait subir un changement
conformationnel qui le redresserait et induirait une réorientation des hélices XlIp et IVc, ce
qui finalement exposerait le site de liaison des ions Na* du coté cytoplasmique. Bien que
I’alignement proposé par notre étude suggere que les M9 de NhaA et NHEI partagent
environ 45% d’homologie, les acides aminés Glusss (279), Hiszsg (386) ou Glyssz (186) qui
jouent un rdle dans la fonction ou dans la pharmacologie de NHE1 ne trouvent pas de
résidus homologues dans NhaA. Etant donné que NhaA n’est pas sensible a ’amiloride au
contraire de NHE]I, il serait séduisant d’émettre I’hypothése que ces acides aminés sont
responsables de la sensibilité de NHE1 a I’amiloride et a ses dérivés. Toutefois, NhaB, un
autre échangeur Na'/H" bactérien qui partage peu d’homologie avec NhaA, est quant a lui
sensible & I’amiloride (Ki: 0.SmM) (298). Un alignement entre NhaA et NhaB (non
montré) montre que ce dernier ne présente pas de résidu chargé négativement a la place de
la Proyes de NhaA (qui s’aligne avec le Gluzss de NHE1). D’autres acides aminés seraient
donc responsables de la sensibilité de I’échangeur Na'/H' a 1’amiloride. 11 convient
toutefois d’étre prudent sur cette derniére affirmation étant donné le faible pourcentage

d’homologie entre NhaA et NHaB et aussi I’absence de structure résolue pour NhaB.
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Une partie de ce projet a consisté a construire des doubles mutants impliquant
Gluzge et Leujg; du M4 afin de mettre en évidence une éventuelle interaction physique entre
ces résidus et donc des domaines transmembranaire. La combinaison de la mutation
Leuj¢3Phe identifiée par Counillon ef al. (71) et de la mutation GluzseAsp au sein d’un
méme NHE1 provoque une résistance a I'EIPA plus importante (facteur de 2500 par
rapport au NHE1 de type sauvage) que les mutations Leu;s3Phe et GlussAsp seules
(facteurs de 100 et 1000 respectivement).

Afin de déterminer si la charge de Glussg peut étre impliquée dans I’interaction M4-
M9, la double mutation Leu;3Phe/GlussGln a été construite et exprimée (Figure 16, p188).
La molécule de NHE1 portant ces deux mutations est un peu moins résistante que
Leu;¢3Phe/GluszsgAsp-NHE1 a I’inhibition par ’EIPA mais plus que GluzsGIn-NHE]1 et
GluigeAsp-NHE1. Ceci semble donc exclure une implication de la charge négative de
Glusse dans D’interaction M4-M9. La position relative de la charge négative située en
position 346 semble donc étre un facteur déterminant dans I’effet synergique des doubles

mutants.
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Figure 16 : Profils pharmacologiques des mutants E3sQ, Lje3F/E3sD et Lig3F/Eas6Q
comparés au NHE1 de type sauvage. Les cellules exprimant les différents NHE] ont été
cultivées dans des plaques & 24 puits puis soumises a une charge acide pendant 1 heure.
Aprés un bref ringage, 1’accumulation de ?Na™ a été réalisée pendant 3 minutes en présence
de quantités croissantes d’EIPA. Les cellules ont été rincées dans 4 bains rapides de
solution saline 4 4°C. Le **Na" incorporé a été mesuré & 1’aide d’un compteur Y et normalisé
par la quantité de protéines présente dans chaque puits.

Si ces résultats semblent suggérer une interaction entre les M4 et 9 de NHE1 qui
serait appuyée par la structure de NhaA, les deux échangeurs sont suffisamment différents
au point de vue fonctionnel et structure primaire pour envisager que les deux segments
transmembranaires n’interagissent pas directement. En effet, la mutation d’un résidu dans
une de ces deux hélices pourrait avoir une influence sur P’autre hélice tout en restant
dissoci€é de celle-ci. C’est d’ailleurs ce que suggére la structure de NHE1 prédite par
’alignement NhaA-NHEI. Il est toutefois primordial d’obtenir la structure réelle de NHE1

pour confirmer ou infirmer les hypothéses émises ici.

Disposant d’un alignement raisonnable de NHEI sur la séquence primaire de
NHaA, il est tentant de procéder a une modélisation de NHE1 en se servant de la structure
de NhaA comme canevas. En effet, grace a des logiciels comme Swiss-PDBviewer ou
SAM-TO2, il est possible d’appliquer une structure primaire d’une protéine quelconque sur
la structure d’une protéine qui a été cristallisée. Dans le cas qui nous intéresse, il s’agirait
donc d’appliquer I’alignement NhaA-NHE1 proposé dans le deuxiéme manuscrit sur la
structure résolue de NhaA. Toutefois, un certain nombre d’arguments s’oppose a cette
tentative de modélisation. En effet, il convient de rappeler que 1’échangeur Na'/H"
bactérien NhaA a été cristallisé sous sa forme inactive, ¢’est-a-dire non lié au Na*. Dans ces
conditions, le M9 adopte une courbure due & la présence de résidus proline dont la Proags.
Selon les auteurs ayant cristallisé NhaA, le M9 constitue le site senseur de protons. A la
suite d’un changement de pH environnant, le M9 subirait un changement de conformation
qui le redresserait et influerait ainsi sur I’assemblage M4/M11, dégageant un passage pour

les ions Na".
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Dans NHEI1, la Proys s’aligne avec le Gluss. La modélisation de NHEI est
présentée a la Figure 17, p.190. Nous pouvons remarquer que le Glussg est présent dans un
M9 présentant la méme conformation que celui de NhaA ce qui est normal étant donné que
la structure de NhaA a servi de base pour cette modélisation mais peu logique étant donné
I’absence de résidus proline dans la séquence du M9 de NHEI. La conformation plus
redressée similaire a celle prédite par Hunte et al. (163) lors de I’activation de NhaA serait
attendue. Or, dans cette structure, le Glusse ne se trouve a proximité d’aucun résidu dans un
rayon de 4A, a I’exception de quelques acides aminés dans le M1. Toutefois, le M1 étant
trés peu conservé parmi 1’ensemble des NHE, cette interaction nous apparait peu pertinente.
De plus, aucune observation de la littérature n’a mis en évidence une quelconque

implication d’acides aminés de M1 dans la sensibilité aux inhibiteurs.

Intérieur

Extérieur
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Figure 17 : Modélisation de NHE1 selon la structure de NhaA. L’alignement NhaA-NHE1
a été réalisé tel que décrit précédemment. La séquence de NHEI ainsi obtenue a été
appliquée sur la structure de NhaA a I’aide du logiciel Swiss-PDBviewer. Pour plus de
clarté, seuls les domaines transmembranaires 4, 9 et 11 ont été représentés. En vert : M4, en

rouge : M11, en blanc : M9. Cercle : collision entre molécules.

En outre, cette structure de NHE1 présente plusieurs collisions entre acides aminés,
ce qui est impossible dans une structure réelle. Afin de crédibiliser la proposition d’un
modeéle de NHE1 sur la base de la structure de NhaA, il conviendrait de procéder a un
travail de modélisation par homologie qui comprend entre autre la minimisation des
énergies qui permet d’optimiser la distance entre les acides aminés d’une protéine.
Toutefois, il n’est pas utile d’effectuer un tel travail sur une conformation inactive. II est
donc nécessaire de cristalliser NhaA sous sa forme active pour pouvoir en retirer des

renseignements significatifs.

Pour toutes ces raisons, il nous apparait prématuré de proposer une structure 3D de
NHE1 en se basant sur la structure de NhaA, cristallisé en mode inactif. La présente étude
avait pour but de proposer un alignement des séquences de NhaA et NHE! afin de
déterminer si I’acide aminé Gluss de M9 pouvait étre en position stratégique pour interagir
avec d’autres acides aminés clés du « pore » et/ou d’acides aminés de M4 potentiellement
impliqués dans I’interaction avec les inhibiteurs. L’excellente homologie ainsi mise en
évidence au niveau des domaines transmembranaires nous assure que 1’approche utilisée est
valide et que les deux échangeurs doivent partager une certaine similarité au niveau de
I’organisation de leurs domaines transmembranaires. La présence de motifs d’acides
aminés hydrophobes retrouvés aux centres de M4 et M11 de NhaA et de NHEI ainsi que
I’alignement de certains acides aminés clés (Asp;33 de NhaA avec Asp;7; de NHEI; Lyssgo
de NhaA avec Argyy;s de NHE1) donnent aussi du poids a cette comparaison. Cependant, a
ce stade, pousser plus loin I’analyse serait de la spéculation. L’€lucidation de la structure

active de NhaA ou de NHE1 permettra de pousser plus loin les analyses.
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Chapitre 4 : Conclusions

Le but de cette étude était de définir préciser I’'importance du résidu glutamate en
position 346 de I’isoforme 1 de I’échangeur Na'/H" pour sa fonction d’échange et lors de

son inhibition par les inhibiteurs.

L’étude de diverses mutations de NHE1 en position 346 nous a permis d’aboutir aux

conclusions suivantes ;

- Le résidu glutamate en position 346 de NHE1 est important pour la liaison

des inhibiteurs et du Na".

- Les acides aminés adjacents a Glusgg soient Leusys, Alasss, Leusss ne sont
pas impliqués dans les interactions qui régissent 1’affinité de NHE1 pour

les inhibiteurs et le Na".

- Les mutations de Glusse modifiant la charge (GlussGln, Asn) ou la taille
(GluzssAsp, Gly, Trp) ou encore impliquant un changement de position du
Glu en position adjacente (GlusssAlaleu, AlalLeuGluss;) ont pour

conséquence une réduction significative de I’activité intrinséque de NHE]1.

- L’affinité pour le Na" n’est diminuée que pour les mutants GlussAsp,

Glu346Trp et AlaLeuGlusgs.

- L’augmentation du Kmy,+ du mutant GluzsAsp-NHE1 est compensée par
une augmentation de la vitesse de transport. GlusssAsp-NHE1 est donc un

transporteur de Na* plus efficace que la forme sauvage de NHEI.

- Toutes les mutations concernant Glusse provoquent une diminution de la

sensibilité de NHE1 aux inhibiteurs de type EIPA ou HOE694.
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Etant donné que les diminutions d’affinité pour le Na' des différents
mutants ne corrélent pas nécessairement avec les diminutions d’affinité
pour les inhibiteurs, il est probable que les sites d’interactions du Na™ et

des inhibiteurs ne soient pas strictement les mémes.

La résistance différentielle des différents mutants aux différents inhibiteurs
testés, 1’absence d’effet de certaines mutations sur le Kmy,+ ainsi que le
non parallélisme entre ICsp et Kmng+ suggerent que Glusge n’interagit pas
directement avec les inhibiteurs ou le Na* mais plutét qu’il participe a
I’élaboration d’une conformation tridimensionnelle idéale a la liaison des

inhibiteurs et du Na'.

La présence d’effets additifs ou synergiques de mutations impliquant les
M4 et 9 suggére que ces deux domaines transmembranaires interagissent

ou a tout le moins s’influencent mutuellement.

La position du glutamate en position 346 est cruciale car son déplacement
en position 345 ou 347 s’accompagne d’une diminution de la sensibilité
aux inhibiteurs et de 1affinité pour le Na". Une orientation différente du
glutamate dans 1’axe du M9, par rapport aux segments transmembranaires
environnants dont le M4 précédemment identifié, est proposée pour

expliquer cette différence.
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Chapitre S : Perspectives

Une meilleure connaissance de la structure de NHE1 nécessitera la cristallisation de
la protéine, étape nécessaire a I’élaboration d’une structure en trois dimensions par rayons
X (ce qui s’annonce difficile), ou I’identification d’autres résidus importants pour la

fonction de 1’échangeur Na'/H" ou son interaction avec les inhibiteurs pharmacologiques.

Bien que la cristallisation de I’échangeur Na'/H" bactérien NhaA inactivé fournisse
de trés intéressantes informations sur la structure de ce transporteur, il demeure primordial
de le cristalliser sous forme active, c’est-a-dire en mode transport avec un ou des ions Na* a
I’intérieur afin d’observer véritablement les changements de conformation provoqués par le

passage des ions.

La cristallisation de NhaA a néanmoins permis de localiser quelques acides aminés
de toute premiere importance dans la fonction d’échange tels que la Thr3y, 1’Aspiss,
I’Aspie3, I’Aspies €t la Lyssgo. Ces acides aminés sont trés conservés dans les différents
transporteurs analogues a NhaA et une comparaison de séquence entre NhaA et NHE1
révele que les résidus Aspiss et Lyssoo ont aussi leur équivalent dans NHE1 (respectivement
Aspi73 et Argaas). 1l apparait alors intéressant de muter ces acides aminés afin d’étudier leur
importance dans I’activité d’échange Na'/H" de NHE1. De plus, étant donné que le Glussg
de NHE1 ne trouve pas d’homologue dans NhaA, il serait aussi intéressant d’introduire un
résidu chargé négativement Glu ou Asp a la méme position, soit en position 265, pour

pouvoir en mesurer ainsi un effet potentiateur sur la sensibilité de NhaA a I’amiloride

L’étude des changements éventuels de conformation au niveau du site d’interaction
de NHE avec I’amiloride pourrait étre entreprise avec l’utilisation d’anticorps anti-
idiotypiques spécifique a I’amiloride. Ces anticorps présentent la particularité de mimer la
forme de la molécule d’amiloride et de pouvoir se fixer sur le site d’interaction de NHE1
avec |’amiloride. L’équipe de Kleyman a réalisé une série d’études sur le canal sodique

épithélial ENaC qui lui ont permis de définir le site d’interaction précis de I’ENaC avec
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’amiloride (188). Il est ainsi observé que le site d’interaction est formé d’acides aminés de
plus d’un segment membranaire. Malheureusement, nous n’avons pas eu la chance de
développer une collaboration avec ce groupe afin de nous procurer ces anticorps. Ceux-ci
nous auraient pourtant permis de démontrer une différence de la liaison avec les différents
mutants de NHE1 que nous avons construits et exprimés dans les cellules PS120 par
rapport au NHE1 de type sauvage et a d’autres isoformes. Une telle différence aurait reflété
un changement de conformation du site d’interaction de NHE1 avec 1’amiloride induite par
les mutations. Dans le cas ol aucune différence n’aurait pas été détectée, un changement de
conformation aurait pu étre écarté ou tout au moins minimisé et ainsi appuyer le point que
le résidu Glusye interagit directement avec les inhibiteurs. Toutefois, cette approche suppose
qu’une seule mutation ponctuelle dans NHE1 ne perturbe pas la reconnaissance de

’anticorps.

Une modélisation par homologie de NHE1 pourrait étre entreprise en se basant sur
les données fournies par la cristallisation de NhaA. Bien que le pourcentage d’homologie
entre ces deux transporteurs soit faible, certaines régions présentent une homologie
significativement plus forte et pourraient servir & modéliser par voie informatique une
structure tridimensionnelle de NHE1. C’est néanmoins un processus fort complexe faisant
intervenir de nombreux paramétres. En outre, les résultats devront étre considérés avec
beaucoup de prudence étant donné le faible pourcentage d’homologie entre NhaA et NHE]
ainsi que leurs différences fondamentales dans leur fonctionnement: NhaA est
électrogénique et fonctionne en sens inverse de NHE1 (expulsion de Na' contre
accumulation de H"). En conséquence, méme si une structure globale identique peut étre
attendue entre ces deux transporteurs, des différences structurales ponctuelles majeures

doivent aussi étre envisagées.

Finalement, une communication personnelle du Dr. James Féthiére nous a permis
d’apprendre que NHE] a été exprimé en quantité suffisante dans des cellules Sf9 avec une
pureté satisfaisante par son équipe. Ceci implique que la cristallisation et ’élucidation de la

structure de NHE1 pourrait étre possible dans un futur proche.
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