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Résumé

Le transporteur de Na'/ acide monocarboxylique sensible a I’ibuproféne (SMCT1) est exprimé
dans la membrane apicale de plusieurs épithélia. Son rdle physiologique dans la glande
thyroide reste cependant obscur mais on présume qu’il pourrait agir comme un transporteur
apical d’iode nécessaire pour la syntheése des hormones thyroidiennes. Récemment, on a montré
que SMCT1 posséde un courant de fuite anionique sensible a [Na']. qui permettrait de
transporter I’iode de fagon électrogénique. Cependant, un efflux d’iode sensible a 1’ibuproféne,
mais indépendant de la [Na']. a été aussi observé sur des cultures primaires des thyrocytes
porcins, suggérant un autre mécanisme de transport d’iode par SMCTI1. Ce travail vise a
comprendre les caractéristiques de ce genre de transport en utilisant comme modele
d’expression les ovocytes de Xenopus laevis. Les résultats obtenus des essais de captation
d’iode radioactif montrent que SMCT1 présente un transport d’iode sensible a 1’ibuproféne de
I’ordre de 30nmol/ovocyte/h. Si ce transport est non saturable en iode (0-100 mM), il nécessite
du Na" dans la solution externe. En effet, le remplacement du Na" extracellulaire par le NMDG
inhibe complétement le transport. En outre, on s’est intéress¢ a exclure la possibilit¢ de
différents artefacts. En ayant trouvé que la grande majorité de 1’iode radioactif se trouve dans la
partie soluble de I’ovocyte, on exclut une liaison non spécifique de I’iode a la membrane
cellulaire. Cependant, une bonne proportion de 1’iode transporté pourrait étre liée a des
protéines a I’intérieur de 1'ovocyte. En effet, on observe une réduction du transport d’iode dans
les ovocytes exprimant SMCT1 de 81,6 £ 2 % en présence de 2 % BSA dans la solution
extracellulaire. Egalement, on écarte la possibilité que le transport d’iode soit le résultat de la
surexpression de protéines de transport endogenes dont les canaux chlore. Le transport d’iode
semble spécifique a I’expression de SMCT1 et de maniere intéressante a I’expression d’un
autre transporteur de monocarboxylates, MCT1. L analyse de I’ensemble des essais, y compris
le fait que ’amplitude du transport observé est 20 fois plus grande que celle du courant de fuite
nous meéne a proposer que SMCT1 puisse transporter 1’iode de fagon électroneutre. Cependant,
le mécanisme par lequel ceci est accompli n’est pas évident a identifier. L utilisation d’un autre
modele cellulaire serait surement utile pour répondre a cette question.

Mots-clés : SMCT, transport apical d’iode, thyroide
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Abstract

Ibuprofen sensitive, Sodium Monocarboxylate Transporter (SMCT1) is expressed in the apical
membrane of diverse epithelia. Its physiological role in the thyroid remains however unknown,
but it has been proposed that SMCT1 could act as an apical iodide transporter required for the
main function of the gland: the thyroid hormone synthesis.

We previously reported that SMCT]1 exhibit a [Na']. sensible anionic leak current that could
account for the electrogenic transport of iodide. However, an iodine efflux sensitive to
ibuprofen but independent of [Na'],, was also observed in primary cultures of porcine
thyrocytes, suggesting another mechanism of iodine transport mediated by SMCT1. This work
aims to understand the characteristics of this type of transport using Xenopus laevis oocytes as
an SMCT]1 expression system. By realising '’I uptakes, we found that SMCT]1 transports
iodide in an ibuprofen sensitive manner (30nmol/oocyte/h). While nonsaturable uptake iodide
kinetics were observed, SMCT1 iodide transport was Na" dependent as shown by the transport
reduction when the [Na']. is replaced by NMDG. The possibility of artifacts, such as non
specific binding and the overexpression of endogenous proteins, was analysed. By observing
that the vast majority of the radioactive iodide is found in the soluble portion of the oocyte,
we excluded non-specific binding of iodide to the cell membrane. However, it is believed that
most of the iodide entering the cell is not free and must be bound to some intracellular proteins.
Indeed, there is a significant reduction of SMCT1-mediated iodide transport when 2% BSA 1is
present at the extracellular solution. Furthermore, the lack of iodide transport when
overexpressing other proteins than SMCT1, precludes the possibility of an overexpression of
endogenous transport proteins like chloride channels for example. In fact, the transport of
iodide appears to be specific to the expression of SMCT1 and interestingly of another
monocarboxylate transporter MCT1. The analysis of all trials, including the fact that the
amplitude of the observed transport is 20 times larger than the leak current lead us to propose
that SMCT1 can carry iodide in an electroneutral manner. However, the mechanism by which
this is accomplished is not easy to identify and future experiments will be necessary to
determine whether this transport is observed in other SMCT1 expression systems.

Keywords : SMCT1, iodide transport, thyroid.
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|- INTRODUCTION

Pour maintenir leur composition et leur volume, les cellules requierent un équilibre entre le
milieu extracellulaire et intracellulaire. En effet, la composition du milieu extracellulaire est
trés différente de la composition interne des cellules et celles-ci dépensent une quantité
d’énergie appréciable pour produire ou accumuler des composés importants comme les
acides nucléiques, les acides aminés et les sucres. Si la cellule n’avait pas un moyen de
s’isoler, tout en maintenant la communication avec le monde extérieur, la vie ne serait pas

possible.

En agissant comme une barriére sélective, la membrane lipidique maintient un état
stationnaire entre le milieu intérieur et extérieur en régulant le transport des ions, des
molécules et de I'eau. Cette perméabilité sélective de la membrane plasmique résulte

notamment de sa structure.

Les composants majeurs de la membrane plasmique sont les phospholipides. Les
phospholipides sont une classe de lipides qui sont formés par une téte polaire et une queue
non polaire lipidique composée d’une longue chaine hydrocarbonée. En étant
hydrophyliques a la téte et hydrophobes a la queue, leur interaction avec 1’eau est
amphiphatique et donc est idéalement adaptée pour séparer deux compartiments aqueux.

Bien que 1’0, ainsi que des molécules polaires non-chargées telles que le CO, et NH;
puissent traverser librement la membrane lipidique, des molécules solubles dans I’eau telles
que les protéines, les acides nucléiques et les sucres sont retenues a 1’intérieur de la cellule
due a leur incapacité de passer a travers le centre hydrophobique de la membrane. De la
méme maniere, la membrane reste imperméable a la diffusion simple des ions tels que le

Na',le K", le Cl etle Ca™.
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Comment fait la membrane pour favoriser le passage sélectif de ces molécules a I’intérieur
ou a I’extérieur de la cellule? En fonctionnant comme portes d’entrée ou de sortie des
différentes molécules, des protéines immergées dans la bicouche lipidique rendent possible

le transport de ces molécules.

Etant donné leur importance biologique, les protéines qui sont chargées du transport
membranaire chez I’humain forment une classe comprenant autour de 2000 geénes et donc
8 % du génome humain. Parmi eux, on trouve des genes codant pour des canaux ioniques,
des transporteurs couplés a I’ATP, des transporteurs passifs, des cotransporteurs et des
antiporteurs. Cette liste comprend aussi des récepteurs ionotropiques, des aquaporines, des
sous-unités des transporteurs et canaux, ainsi que des protéines auxiliaires ou régulatrices

des transporteurs (Hediger et al., 2004).

1- Le transport membranaire

Grossiérement, les protéines chargées du transport sont classées en fonction de leur
mécanisme d’action, et en conséquence, en fonction de la source énergétique qui permet le

mouvement des molécules.

Le mécanisme le plus simple connu est la diffusion facilitée. Ce processus utilise comme
seule source d’énergie le gradient électrochimique de la molécule a transporter. Les pores,
les canaux ioniques, les transporteurs de substrats organiques et les uniporteurs font partie

de cette catégorie (Hediger et al., 2004).

Toutefois, comme il est montré dans le tableau 1, les pores, les canaux et les transporteurs
sont fondamentalement distincts cinétiquement. Tandis que les pores sont ouverts en
permanence, les canaux subissent des transitions de conformation entre les états fermés et

ouverts. D’autre part, les transporteurs présentent une voie de perméabilité qui n’est
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pratiquement jamais ouverte simultanément a la fois dans la partie intracellulaire et
extracellulaire. Donc, si on considére que 1’événement fondamental pour un canal est
I’ouverture, 1’événement fondamental pour un transporteur est un cycle complet de
changements conformationnels. Parce que les sites de liaison dans un transporteur sont
limités, seulement un petit nombre fixe de particules est transporté lors d’un cycle de
transport. Ainsi, le nombre de particules par seconde qui peut se déplacer a travers la
membrane a travers un transporteur est plusieurs ordres de grandeur inférieur a celle

atteinte a travers un canal (Hediger et al., 2004).

Diffusion facilité : comparaison des propriétés des pores, des canaux et des transporteurs

PORES

CANAUX

TRANSPORTEURS

Exemple

Aquaporine 1

(AQP1)

Canaux de K*

(Shaker)

Transporteur de Glucose

(6LUTI)

Voie de perméation a

travers la membrane

Toujours ouverte

Ouverte de fagon

intermittente

Jamais ouverte

Mode de Changement de
(Aucun) foujours ouverte Ouverture

fonctionnment conformation

Particules tranportées
------ *6 x 10* 1-5

par événement

) i 10°- 10°
Particules transportées

Jusqu'a 2 x 10° (selon la probabilité 200 - 50,000

par seconde

d'ouverture)

Tableau 1. Comparaison des propriétés des pores, des canaux et des transporteurs. *Le nombre de particules transportées
par un canal est calculé en supposant un canal de 100-pS, soumis a une force electromotrice de 100mV et une temps

d’ouverture de 1ms (Adapté de (Boron and Boulpaep, 2003).

Pourtant, la diffusion facilitée n’est pas dans toutes les circonstances le meilleur pour la
cellule. Fréquemment la concentration d’un métabolite est beaucoup plus faible dans le
milieu extracellulaire que dans la cellule. Alors, pour étre capable de concentrer cette

molécule, la cellule a besoin d’un mécanisme plus complexe que celui d’un pore qui permet
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la diffusion simple. Le transport actif répond a ces exigences en utilisant d’autres sources
d’énergie pour transporter des molécules a 1’encontre de leur gradient. L hydrolyse d’ATP,
ainsi que I’énergie redox appartiennent a la catégorie de sources d’énergie dites directes.
Ces sources ¢énergétiques sont utilisées par des pompes comme les transporteurs couplés a

I’ATP qui sont des transporteurs actifs primaires.

L’exemple le plus clair est la fameuse pompe Na'/K'ATPase qui maintient le gradient
transmembranaire de Na” et de K™ qui constitue la source du potenticl membranaire de la
cellule. Ainsi, cette pompe crée des gradients ioniques qui non seulement sont importants
pour le bon fonctionnement de la cellule, mais peuvent aussi étres utilisés comme force

motrice d’un autre type de transport actif, le transport actif secondaire.

Les transporteurs actifs secondaires peuvent transporter toute une variété de substrats a
I’encontre ou en faveur de leur gradient, en utilisant, par exemple, le gradient favorable du
Na". Du fait que la force motrice de ce mécanisme résulte du pompage des ions hors de la
cellule, et donc du transport actif primaire, ce mécanisme de transport est dit

secondairement actif.

Les transporteurs se divisent en cotransporteurs et antiporteurs. Les cotransporteurs
transportent leurs substrats dans la méme direction, tandis que les antiporteurs le font des

directions opposées.

Les transporteurs, les antiporteurs ainsi que les transporteurs passifs sont regroupés dans la
superfamille SLC pour « SoLute Carrier » (Hediger et al., 2004). La famille SLC comprend
55 familles géniques de transporteurs classifiés selon leur identit¢ de séquence. Ceci
représente environ 300 membres. Les substrats transportés incluent notamment des cations
et anions inorganiques (ex. H', HCO®, Cl -, Na", K*, Ca*", Mg”’, etc.), des métabolites
énergétiques tels que les acides aminés, des oligopeptides, du glucose et d'autres sucres.

Des carboxylates et d'autres anions organiques, des acides gras , des lipides ainsi que des
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composés vitaux tels que des vitamines, des nucléosides et des neurotransmetteurs, entre

autres, peuvent aussi étre transportés (He et al., 2009).
En raison de son importance physiologique, le cotransporteur de Na' glucose a été le

premier cotransporteur couplé au Na' qui a été identifié. Ce dernier appartient a la famille

génique des cotransporteurs SLC5 (Wright et al., 2004).

2-La famille des SLC)

Famille SLC5

SG6LT5/5Ic5a10 S6LT2/SIc5a2

S6LT1/Slc5al
S6LT4/5Ic5a9 (Na+/glucose)
T3/5lc5a4
SGLT6/ lapin S6LT3/Slc5a
SMIT/SIc5a3

(Na*/mioinositol)

S6LT6/SIcBal 1>>
S6LT8_Xenopus

CHT/SIcba7

(Na+/choline)
NIS/Slc5ab
(Na*/iode)

0.01

SMVT/SIcbab
(Na+/multivitaminique)
Slc5a8/TSMC

(AIT)

Figure 1 L’arbre phylogénique des membres humains* de la famille des transporteurs SLCS. (Adapte de Wright et
Turk® 2004). * A exception de SGLT6 et SGLTS.

Connue aussi comme la famille des transporteurs Na' glucose, la famille SLC5 comprend
plus de 230 geénes dans les génomes bactériens et animaux. Pourtant, chez 1’humain on a

identifié seulement 11 génes. Parmi ceux-ci on trouve des protéines qui transportent des



20
sucres (SLC5A41, 2, 9, 11) du myo-inositol (SLCA3, 11), des anions (SLC545, SLC5A48,
SLC5A12), des vitamines (SLC546), de la choline (SLC5A47) ainsi qu’un senseur de glucose
(SLC5A4). A ce jour, il y a encore un géne orphelin (SLC5410) (Wright et al., 2007).

Comme tous les membres de la superfamille SLC, les génes qui appartiennent a la famille
SLCS5 ont été groupés par I’homologie de séquence qu’ils partagent entre eux. Comme la
figure 1 le montre, le degré d’homologie des membres de la famille SLCS par rapport au
transporteur de glucose SGLTI, varie de 21 a 70 %. Les plus homologues sont le senseur
de glucose SLGT3 et les transporteurs de glucose SGLT2 et SGLT4 avec un degré
d’homologie de 70, 59 et 56 % respectivement, suivi des transporteurs de myo-inositol
SMIT1 (55 %) et SMIT2 (50 %). Finalement avec 20 % d’homologie de séquence on
trouve le transporteur de choline CHT ainsi que les transporteurs anioniques, tel que le
transporteur multi vitaminique SMVT, le transporteur d’iode NIS, et les membres
récemment caractérisés SMCT1 et SMCT2 qui sont des transporteurs de Na'

monocarboxylates (Wright and Turk, 2004).

Plusieurs maladies héréditaires sont associées avec des mutations des membres de la
famille SLC5. Des mutations chez SGLT2 occasionnent la glycosurie rénale familiale
(FRG) tandis que des mutations chez SGLT1 sont la cause du syndrome de la
malabsorption de glucose-galactose (GGM) (Turk et al., 1991). Parmi les transporteurs
anioniques, il y a une association entre 1I’hypothyroidisme et des mutations sur NIS(De, V
et al., 2000) ainsi que I’incidence de plusieurs cancers avec des ¢événements

d’hyperméthylation qui rendent SMCT]1 silencieux (Li et al., 2003).

Par rapport a la régulation de I’expression de cette famille de cotransporteurs, on sait que
NIS est activé a la glande thyroide lors de I’action de I’hormone stimulante de la thyroide
(TSH) via GMPc (De, V et al., 2000). De plus, ’hypertonicité¢ cellulaire stimule le
transporteur de Na” myo -inositol par le facteur de transcription (TonEBP) (Handler and

Kwon, 2001). D’autre part, des ¢études de régulation post-transcriptionnelle par
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phosphorylation sur SGLT1 par Wright et collaborateurs (Wright et al., 1997), ont conclu
que la PKA et la PKC participent a la régulation du transport de glucose en modulant le

nombre de transporteurs a la membrane plasmique par mécanismes d’exo et d’endocytose.

La présente étude porte sur un des plus récents membres de la famille, un transporteur de
Na" monocarboxylates, SMCT1, caractérisé par notre laboratoire en 2004 (Coady et al.,

2004).

3- Le transporteur de Na” monocarboxylates : SMCT1

Aujourd’hui on sait que les génes SLC5a8 et SLCS5al2 codent pour les transporteurs de Na*
monocarboxylates SMCT1 et SMCT2. Cependant, en 2002, ils appartenaient encore aux
genes orphelins de la famille SLC5. SMCTI1 a été initialement cloné par Rodriguez et
collaborateurs (Rodriguez et al., 2002) en essayant de trouver un transporteur d’iode
similaire a NIS. En fait, ce laboratoire a méme suggéré un possible role dans le transport
d’iode pour le désormais connu SMCT1 (voir section I- Introduction, 4) SMCTI1 et la
thyroide, page 39). Peu apres, une étude suggérait que cette protéine était fortement
exprimée dans le colon et qu’elle pourrait méme avoir un role comme gene suppresseur des

tumeurs (Li et al., 2003). (Voir section 3.3.3 SMCT]1 exprimé au cblon, page 35).

Cette étude réalisée par Li et coll. (Li et al., 2003) mettait en doute que le possible substrat
pour ce transporteur soit I’iode comme Rodriguez I’avait proposé. Le fait que le
transporteur ait été trouvé dans le colon, qu’il semblait fonctionner d’une fagon dépendante
du Na', et le fait que les transporteurs les plus prés de SMCT1 dans la famille SLC5 sont
des transporteurs d’anions, nous ont suggéré de chercher un anion, abondant dans le colon,

qui pourrait agir comme le substrat privilégi¢ de SMCTI : les monocarboxylates.
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3.1- Les monocarboxylates

Comme leur nom I’indique, les monocarboxylates sont des composés organiques dont la
structure chimique possede un seul groupe carboxyle (figure 2). Ce sont des sources
importantes d’énergie pour 1’organisme et donc ont besoin de mécanismes efficaces pour

leur absorption (Andoh et al., 2003).

propionate

\/\fo /YO

O

lactate ibuprofen
0O O
®) )

O

Figure 2 Structure moléculaire des monocarboxylates tels que les acides gras a chaine courte (propionate et
butyrate) et le lactate. La structure de 1’ibuproféne, dérivé du propionate, est aussi montrée.

Comme il vient d’étre mentionné, dans 1’épithélium du cdlon il y a une forte concentration
de monocarboxylates, plus spécifiquement d’acides gras a chaine courte, tels le butyrate, le
propionate et I’acétate, connus aussi sous le nom de SCFA pour « short chain fatty acids ».
Ces acides gras ont d’un a six atomes de carbone et sont produits lors de la fermentation
bactérienne des polysaccharides, oligosaccharides, protéines et peptides. Du fait qu’ils
représentent une des principales sources d’énergie pour les colonocytes (figure 7A), il n’est
pas surprenant que leur absorption soit efficacement faite par 1’intermédiaire de trois
mécanismes différents : la diffusion passive, le transport dépendant du bicarbonate, et le

transport dépendant du Na" (Andoh et al., 2003).
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Cependant, les SCFA ne sont pas les seules molécules nommées monocarboxylates. Dans
cette catégorie on trouve le lactate et des corps cétoniques, d’autres sources énergétiques
qui jouent un réle central dans le métabolisme de plusieurs tissus (figure 3). Le lactate est
produit en conditions anaérobiques a partir du pyruvate. Quoique quelques cellules le
requi¢rent dans des conditions d’hypoxie ou d’ischémie, le lactate est essentiel pour
d’autres cellules comme les érythrocytes, les myocytes de fibres musculaires blanches et

certaines cellules tumorales, qui 'utilisent comme leur seule source d’ATP (Boron and

Boulpaep, 2003).

B-OH-butyrate acétoacétate acétone

Corps cétoniques

Acides gras de chdine
courte \ I
pyruvate «— lactate

/Acé'ril-CoA +0, I

Glucose-6P
Cycle de Glycolyse
Krebs
Glucose

Figure 3. Illustration des voies métaboliques qui impliquent les monocarboxylates (en rouge).

D’autre part, d’autres sources d’énergie périphériques peuvent étre produites lors de
périodes prolongées de jeline ou dans des conditions ou le métabolisme du glucose n’est
pas convenable, comme dans le cas du diabéte. Evidemment, on évoque des corps
cétoniques générés a partir de 1’ acétyl coenzyme A au foie, I’acétoacétate, le pB-

hydroxybutyrate et, dans une plus faible mesure, 1’acétone (Boron and Boulpaep, 2003).
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L’importance physiologique de tous ces monocarboxylates réside bien slir en leur nature
énergétique. Pourtant, le fait qu’ils doivent étre réabsorbés dans plusieurs tissus incluant le
colon est un indice que SMCT]1 peut y jouer un rdle important. A vrai dire, les indices les
plus importants qui ont permis a notre laboratoire de démontrer que SMCT1 transportait
des monocarboxylates ont été le fait que les monocarboxylates sont des molécules
anioniques, et que des mécanismes d’absorption couplés au Na' avaient déja été décrits
pour les SCFA, mais aussi pour le lactate (voir section 3.3 Fonctions physiologiques de
SMCTI1 page 27). Comme on I'a déja mentionné plus haut, au sein de la famille SLCS,
SMCT]1 partage la plus grande homologie avec les transporteurs anioniques NIS et SMVT
(figure 1). De plus, tous les transporteurs de la famille sont couplés au Na', quel que soit

leur substrat.

Donc, tenant compte de cela, deux ans apres son identification initiale, Coady et coll.
(Coady et al,, 2004) ont identifi¢ correctement SMCT1 comme un transporteur de
monocarboxylates. Cette démonstration a été publiée deux mois aprés un court article du
laboratoire de Ganapathy (Miyauchi et al., 2004) qui arrivait essentiellement aux mémes
conclusions. Par la suite, la caractérisation d’une deuxiéme version de SMCT (SMCT2) fut

effectuée par d’autres équipes de recherche (Srinivas et al., 2005; Plata et al., 2007).

3.2- Caractérisation fonctionnelle de SMCT1

Coady et coll. (Coady et al., 2004) ont inject¢ I’ADNc de SLC548 dans des ovocytes de
grenouille, Xenopus laevis, dans le but d’exprimer SMCT1 a la membrane cellulaire.
Ensuite, ils ont mesuré le transport en condition de voltage imposé en présence de plusieurs
substrats potentiels. En raison de la forte homologie entre le géne orphelin SLC5a8 et les
transporteurs SMVT et NIS, Coady et coll. (Coady et al., 2004) ont test¢ des substrats

anioniques tels que des mono, di et tricarboxylates, ainsi que 1I’T" et le Br'.

Seulement en présence des monocarboxylates (100 uM), un courant entrant dépendant du

+ o 7 . . 4 . . .
Na' a été observé chez les ovocytes injectés. Ce courant variait en fonction du voltage, et



25
Iaffinité pour les substrats et pour le Na' a été calculée (tableau 2) en mesurant la relation
courant voltage en présence de différentes concentrations de Na' et du substrat (Coady et
al., 2004). De plus, on a vérifi¢ que les monocarboxylates étaient véritablement transportés
en faisant des expériences de captation des monocarboxylates radioactifs sur des ovocytes
de Xenopus laevis exprimant SMCT1. Cette étude était concordante avec la caractérisation

faite par Miyauchi et coll. (Miyauchi et al., 2004).

SUBSTRAT Km
Propionate 128 + 4 uyM
Butyrate 72 + 8 UM,

Lactate 159 + 24 yM

Tableau. 2 Constante d’affinité moyenne (K,,) du transporteur SMCT1 pour
différents monocarboxylates.

Il a ainsi été démontré que ce transporteur est spécifique aux monocarboxylates, pour cette
raison il a été nommé Sodium Monocarboxylate Transporter 1 ou SMCT1 (Coady et al.,
2004). La stcechiométrie du transporteur, 2 Na':1 monocarboxylate, sera établie plus tard

dans notre laboratoire (Coady et al., 2007).

3.2.1- Inhibiteurs

Dans le but de trouver des inhibiteurs spécifiques pour SMCT 1, notre laboratoire a examiné
plusieurs molécules potentielles. Parmi la liste, on trouve des inhibiteurs des autres
transporteurs de la famille tels que la phlorizine et la phlorétine; des inhibiteurs du transport
anionique, tels que le probénécide et le SITS, et des analogues des substrats, tels que le
phenyllactate, et I’ibuproféne. L’acide cyano-4-hydroxy-cinnamique (4-CHC), I’inhibiteur
de la famille de transporteurs de monocarboxylates couplé aux protons, MCT, a été aussi

testé.
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Seulement I’ibuproféne, ainsi que le probénécide, un anion organique, ont été capables
d’inhiber le transport quand ceux-ci étaient utilisés a des concentrations autour de 100 uM
et 500 uM respectivement. Ces deux inhibiteurs agissent de fagon compétitive, avec des K;
de 20 = 3 uM pour I’ibuproféne et de 195 £ 33 uM pour le probénécide (Coady et al.,
2004).

L’ibuproféne est la substance active d’un des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS),
des médicaments antipyrétiques et analgésiques utilisés en cas de douleur aigué ou
chronique (Adams, 1992). Son mécanisme d’action résulte de I’inhibition de la cyclo-
oxygénase, une enzyme impliquée dans la formation des prostaglandines et des
thromboxanes. Ces derniéres sont des médiateurs de 1’inflammation et sont impliquées dans

la fievre et I’agrégation plaquettaire (Adams, 1992).

I1 est intéressant de constater que 1’inhibition qu’exerce 1’ibuproféne sur SMCT1 n’a rien a
voir avec son role anti-inflammatoire. Son effet résulte de sa structure, puisque il est un
dérivé du propionate, un des monocarboxylates susmentionnés. Comme on peut 1’observer
dans la figure 2, les deux se ressemblent structuralement expliquant la raison de son

interaction avec SMCT1.

3.2.2-Topologie

Selon plusieurs études, SMCT possede 610 acides aminés et comprendrait, comme NIS, 13
domaines transmembranaires. Deux sites potentiels de glycosylation ont été proposés (Asn
481 et 485) ainsi que des sites consensus de phosphorylation pour la kinase dépendante de
I’AMPc (PKA) et pour la tyrosine kinase. Le géne qui code pour cette protéine se situe sur

le locus q23 du chromosome 12 (Paroder et al., 2006).
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3.3- Fonctions physiologiques de SMCT1

3.3.1 Le transport épithélial

Dans la section sur le transport membranaire, on a discuté de 1I’importance pour chaque
cellule de maintenir un équilibre avec leur milieu extérieur. Pour comprendre le role de
SMCT]I, il faut maintenant aborder la question de la maniére dont le corps humain

maintient I’homéostasie de son milieu intérieur.

De la méme facon que les cellules le font, la régulation hydrique dans le corps humain
réside dans les mécanismes de transport membranaire. Pourtant, pour pouvoir effectuer des
fonctions vitales, comme les processus de réabsorption et excrétion des solutés et
métabolites présents dans le sang, [’organisme se sert du transport épithélial (Boron and

Boulpaep, 2003).

L’¢épithélium est un des tissus principaux dans [’organisme, les autres étant le tissu
musculaire, le tissue osseux, le tissu cartilagineux, le tissue adipeux, le tissu conjonctif et le

tiSSu nerveux.

A la différence des autres tissus, un épithélium est composé par un ensemble de cellules
étroitement juxtaposées qui sont souvent polarisées. Cela veut dire que les deux extrémités
opposées sont différentes morphologiquement et biochimiquement. Quand un épithélium
forme une structure repliée sur elle-méme en forme de tubes ou en forme de sacs, la partie
de la membrane qui fait face a la lumiere est nommée apicale, tandis que la membrane qui
fait face aux vaisseaux sanguins est nommée basolatérale (Boron and Boulpaep, 2003).
Ainsi, 1’épithélium agit comme une barriere perméable sélective puisque chaque région,
soit apicale ou basolatéale, affiche divers mécanismes de transport qui permettent le
mouvement de 1’eau et de différents solutés d’un compartiment a I’autre (figure 4) (Boron

and Boulpaep, 2003).
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Tissu épithélial

Cellules polarisées

Membrane
apicale

=
@ I I Réabsorption
Lumen

Figure 4. Illustration du transport épithélial. Les cellules polarisées (en bleu) sont morphologiquement différentes.
Souvent la membrane apicale, celle qui fait face au lumen, peut présenter des bordures en brosse. La membrane
basolatérale fait face au sang (en rouge). Les fléches représentent les différents mouvements transéphitéliaux, la
réabsorption, la sécrétion et I’excrétion.

Des organes comme les intestins et le rein ont un tissu épithélial spécialisé qui leur permet
d’effectuer des mouvements transépithéliaux, soit d’absorption ou de sécrétion.

Si la fonction principale des intestins est I'absorption et la sécrétion des métabolites, celle
du rein réside dans le maintien du volume et de la composition du liquide extracellulaire au
niveau de 1'équilibre électrolytique et acido-basique (Boron and Boulpaep, 2003). Pour
arriver a accomplir cette tache, le rein doit d’abord obtenir un ultrafiltrat du plasma avant

de procéder a la réabsorption de I’ensemble des composants essentiels du plasma.

SMCT1 est exprimé dans plusieurs tissus épithéliaux a la membrane apicale. Il a été
observé dans le colon (Li et al., 2003; Takebe et al., 2005; Paroder et al., 2006; Iwanaga et
al., 2006; Gopal et al., 2007a), le rein (Gopal et al., 2004; Iwanaga et al., 2006; Thangaraju
et al., 2006a; Gopal et al., 2007a; Frank et al., 2008; Yanase et al., 2008), la thyroide
(Rodriguez et al., 2002; Lacroix et al., 2004; Porra et al., 2005; Hu et al., 2006; Xing,
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2007), le tube digestif (Ueno et al., 2004; Anderle et al., 2005; Takebe et al., 2005;
Iwanaga et al., 2006; Gopal et al., 2007a), le muscle squelettique (Srinivas et al., 2005), la
rétine (Martin et al., 2007) et le cerveau (Martin et al., 2006).

En raison de sa localisation luminale dans 1’épithélium rénal et du cdlon, plusieurs études
ont suggéré que SMCT1 pourrait servir pour I’absorption de ces métabolites énergétiques
(Ganapathy et al., 2005; Gupta et al., 2006). Evidemment, un role physiologique en rien
négligeable puisque les monocarboxylates jouent un rdle central dans le métabolisme
cellulaire de nombreux tissus. En plus, leur réabsorption et excrétion sont indispensables
pour éviter leur perte dans l'urine, ou une accumulation excessive qui peut occasionner des

troubles tels que I’acidose métabolique.

Cependant, le fait qu’il soit aussi exprimé dans d’autres tissus, ou la réabsorption de
monocarboxylates ne semble pas étre cruciale, suggere que d’autres roles physiologiques
soient aussi impliqués. Les exemples les plus clairs référent a son role possible dans la
thyroide comme transporteur d’iode (Rodriguez et al., 2002) ainsi que I’implication du géne
qui la codifie, le SLC548, comme géne suppresseur de tumeurs dans plusieurs cancers

(Thangaraju et al., 2006b; Thangaraju et al., 2008).

3.3.2 SMCT1 dans le rein

A) Réabsorption des monocarboxylates

Le monocarboxylate dont la concentration est la plus élevée dans le sang est le lactate
(1.2mM-10 mM) (Craig F.N, 1946). On sait depuis les années 50 que le tubule proximal du
rein peut réabsorber plus de 95 % du lactate filtré au glomérule. Cependant, il a fallu
attendre les années quatre-vingt avant que Boron et Siebens ne suggerent un mécanisme de
réabsorption. Leurs études électrophysiologiques ont permis de mettre en évidence le
transporteur électrogénique a la membrane basolatérale, ainsi que les transporteurs

¢lectrogénique et ¢lectroneutre a la membrane apicale (Boron and Boulpaep, 1983a; Boron
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and Boulpaep, 1983b; Siebens and Boron, 1987; Boron et al., 1988; Siebens and Boron,
1989a; Siebens and Boron, 1989c¢).

En utilisant des tubules proximaux de salamandre, ils ont observé 1’effet de I’exposition du
lactate du co6té de la membrane apicale et basolatérale sur le pH intracellulaire (pH;). Du
coté apical, ’exposition de lactate a occasionné une alcalinisation intracellulaire dépendant
du Na" sans changement dans le potentiel membranaire. En conséquence, ils ont proposé un
cotransport électroneutre Na'/lactate comme mécanisme d’entrée de lactate luminal aux

tubules proximaux (Siebens and Boron, 1987).

Méme si plusieurs études ont confirmé les résultats de Boron et Siebens quant a I’existence
d’un transporteur électroneutre de Na™ lactate a la membrane apicale (Siebens and Boron,
1987; Barbarat and Podevin, 1988; Hildmann et al., 1980), d’autres études ont plutot
montré la présence d’un transporteur Na'/lactate électrogénique (Barac-Nieto et al., 1980;
Kragh-Hansen et al., 1982; Mengual et al., 1990). Le conflit a conduit a I’hypothése de
deux systétmes de cotransport de lactate couplés au Na', un électroneutre et un
¢lectrogénique, faisant en sorte que le mode ¢€lectroneutre soit plus difficile a détecter a

cause de la présence du transporteur électrogénique (Siebens and Boron, 1987).

D’autre part, I’exposition du lactate a la membrane basolatérale occasionnait une
acidification intracellulaire indépendante du Na', réversible par des inhibiteurs du transport
anionique (CHC et SITS). Cette acidification était saturable par la concentration de lactate,
suggérant ainsi que la protéine responsable du transport basolatéral de lactate dans les
tubules proximaux était un transporteur H'/lactate électroneutre (Siebens and Boron, 1987).
Des nos jours, on sait que les protéines responsables du transport de H'/lactate a la
membrane basolatérale du tubule proximal appartient a la famille de cotransporteurs
couplés aux protons (MCTs) (Juel and Halestrap, 1999; Halestrap and Meredith, 2004). La
famille génique des MCTs (SLC16) comprend 14 membres parmi lesquels quatre, MCT1-

MCT4, transportent des monocarboxylates et des acides gras a chaine courte couplés aux
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protons. En général, les MCTs s’expriment a la membrane basolatérale dans plusieurs tissus
tels que le foie, les testicules, le cerveau, et le rein. Cependant, chaque isoforme a un

modele d’expression déterminé (Juel and Halestrap, 1999; Halestrap and Meredith, 2004).

L’identité des transporteurs apicaux n’a pas ¢été élucidée avant le milieu de cette décennie,
lorsque 1’étude des protéines orphelines issues des génes SLC5a8 et SLC5al2 (Coady et al.,
2004; Thangaraju et al., 2006a; Plata et al., 2007; Gopal et al., 2007a; Frank et al., 2008) a
suggéré que SMCT1 et SMCT2 sont les transporteurs apicaux de Na'- monocarboxylates
¢lectrogénique et électroneutre, respectivement, qui avaient ¢été proposés par Boron et
collaborateurs (Boron and Boulpaep, 1983a; Boron and Boulpaep, 1983b; Boron et al.,
1988; Siebens and Boron, 1987; Siebens and Boron, 1989b; Siebens and Boron, 1989a).
Les preuves les plus nettes de ce role étaient premiérement le fait que SMCT1 et SMCT2
transportaient des monocarboxylates de facon ¢lectrogénique (Coady et al.,, 2004) et
¢lectroneutre (Srinivas et al., 2005), respectivement. Deuxiémement, ils s’exprimaient de
facon différentielle a la membrane apicale des cellules des tubules proximaux (Gopal et al.,
2004). SMCT1, le plus affin, se trouve seulement dans le segment S3 du tubule, tandis que
SMCT?2 s’exprime de fagon ubiquitaire tout au long du tubule proximal (Gopal et al.,
2007b; Plata et al., 2007). Ces deux observations peuvent expliquer de facon satisfaisante
tout ce que I’on sait des mécanismes de captation apicale des monocarboxylates dans le

rein.

Au rein, la concentration de lactate ultrafiltré au glomérule peut varier de 1 a 10 mM en
fonction de I’activité physique. Les mécanismes de réabsorption dans le tubule proximal
font chuter la concentration du lactate tout au long du néphron. Ainsi, le lactate serait plus
¢levé dans les premiers segments du tubule proximal (S1 et S2) et plus faible dans la
derniére partie S3. Etant donné que SMCT2, le transporteur électroneutre, présente une
affinité plus faible pour les substrats (Srinivas et al., 2005), il est logique de le retrouver au
début du tubule proximal ou la concentration du lactate est la plus élevée. De la méme

manicre, on pourrait s' attendre que le transporteur de haute affinité, SMCTI1 (Coady et al.,
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2004), se trouve dans la région plus distale du tubule proximal ou la concentration du
lactate a déja chuté. Donc, la localisation segmentée de ces deux transporteurs est

précisément adaptée pour la réabsorption effective du lactate (figure 5).

SMCT1: Roles physiologiques
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Figure 5. Illustration de la réabsorption des monocarboxylates aux cellules du tubule proximal du rein par SMCT1 et
SMCT2. En médaillon: représentation du néphron, 1’unité fonctionnelle du rein. La fléche rouge indique la localisation du
tubule proximal. A droite, illustration des cellules proximales exprimant dans la premiére partiec SMCT2. SMCTI se trouve
dans le dernier segment. Les transporteurs MCT se trouvent a la membrane basolatérale.

B) Génération d’un gradient anionique pour la réabsorption des
urates

De nos jours, on sait quURAT-1 est un des transporteurs responsables de la réabsorption
de l'urate et se situe sur la membrane apicale des cellules du tubule proximal rénal. Pour
effectuer le transport d’urate, URAT-1, échange un anion intracellulaire tel que, par
exemple, le lactate, ou le pyrazinoate contre 1’urate. Donc, en fonctionnant comme un

substrat pour I’échangeur des urates-anions, les anions sont capables de stimuler la
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réabsorption d’urate (Guggino and Aronson, 1985; Roch-Ramel and Guisan, 1999; Mount
et al., 20006).

En plus de leur réle comme transporteurs de monocarboxylates, SMCT1 et SMCT2
pourraient aussi jouer un rdle secondaire dans la réabsorption de I'urate (Anzai et al.,
2007). Dans le sang la majorit¢ de l'acide urique, le produit de dégradation final du
métabolisme des purines, circule sous forme d'urate. Comme l'urate ne peut pas étre
métabolisé dans les tissus humains, le maintien du taux sérique dépend de la balance entre

production et excrétion.

Une mauvaise régulation de cette derniére peut occasionner une hyperuricémie qui est le
premier facteur de risque pour développer la maladie de la goutte. Chez 1’humain,
I’excrétion des urates est assurée a 30 % par l'intestin et a 70 % par le rein (Mount et al.,

2006).

SMCTI1 et SMCT?2 transportent des substrats anioniques tels que le lactate, pyrazinoate,
nicotinate, [-hidroxybutirate et acétoacétate (Coady et al., 2004; Gopal et al., 2004;
Miyauchi et al., 2004; Plata et al., 2007). Ceux-ci sont aussi des substrats d’URAT-1. Il a
donc été proposé que les transporteurs Na™ monocarboxylates pourraient avoir un role dans
le transport des urates en générant un gradient anionique pour 1’échangeur URAT-1 (figure
6) (Ichida et al., 2004). En accord avec cette hypothése Mount et collaborateurs(Mount et
al., 2006) ont observé récemment que la co-expression de SMCT1 et URAT-1 dans des
ovocytes de Xenopus laevis résulte en une augmentation du transport des urates quand le
pyrazinoate et le sodium sont présents. Cet effet n’est pas observé chez les ovocytes

injectés seulement avec URAT-1 ou avec de I’eau.

Ainsi, deux fonctions ont été proposées pour les SMCTs du rein, la réabsorption des

monocarboxylates tel que le lactate, et la génération d’un gradient anionique pour la
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réabsorption des urates. En effet, deux études ou I’expression de SMCT1 a été abolie ont

mis en évidence son importance dans la physiologie rénale.

SMCT1: Roles physiologiques

&enération d'un gradient anionique
pour la réabsorption des urates
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Figure 6. Illustration du role possible de SMCT1 dans la réabsorption d’urate aux cellules du tubule proximal du
rein. En médaillon: représentation du néphron, 1’unité fonctionnelle du rein. La fléche rouge indique la localisation
du tubule proximal. L’entrée des anions tels les monocarboxylates (MC") par SMCT1 stimulerait la réabsorption des
urates par le transporteur apical URATI1. La sécrétion des urates pourrait étre due au transport par OAT-1 qui
I’échange avec le o-cétoglutarate. Le gradient du a-cétoglutarate serait a la fois généré par Slc13al3. (Adapté
d’Anzai et col. 2007).

La premiere, réalisée par Thangaraju et coll. (Thangaraju et al., 2006a), porte sur la
génération d’une souris double knockout (KO) pour le facteur de transcription C/EBP9, un
membre de la famille des CCAAT/enhancer binding proteins. L’absence de ce facteur de
transcription a comme conséquence 1’abolition de 1’expression rénale des transporteurs
SMCT1 et SMCT2 et constitue un outil trés important pour comprendre son role dans ce

tissu. Ces auteurs ont observé que contrairement a la souris de type sauvage, la souris KO
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C/EBP3™", présente une augmentation dans I’excrétion de lactate, et une diminution de la
concentration de lactate dans le sang. De plus, ils ont observé une augmentation dans
I’excrétion des urates indépendante de 1’expression du transporteur d’urates URAT-1
(Thangaraju et al.,, 2006a). En effet, ces deux observations confirmeraient le role des
SMCTs dans la réabsorption de lactate, et aussi dans la génération d’un gradient anionique

pour la réabsorption des urates.

La deuxiéme et trés récente étude, réalisée par Franck et collaborateurs (Frank et al., 2008),
analyse une souris knockout de SMCTI. A la différence de la premiére étude, celle-ci ne
vise pas de facteurs de transcription, mais elle propose plutdt d’éliminer 1’expression
générale de SMCT1 en créant une troncation a I’exon 4 et 5 du gene. Dans le rein,
I’absence de SMCT1 provoquerait une augmentation de lactate dans 1’urine, confirmant son
role dans 1’absorption de ce monocarboxylate par le tubule proximal. Pourtant, a différence
de la souris C/EBP§” (Thangaraju et al., 2006a), la souris SLC548" ne présentait aucun
changement dans les niveaux de lactate sanguins ni des irrégularités dans la réabsorption
des urates(Frank et al., 2008). Bien que I’absence de SMCT2, homologue de SMCT]1, sur la
souris C/EBP3” pourrait expliquer les différences entre les deux études, d’autres
changements physiologiques dans ce dernier ne sont pas exclus. Ainsi, les deux études ont
montré le role de SMCTI1 dans la réabsorption de lactate. Cependant, son rdle secondaire
dans la réabsorption d'urate devrait étre ¢tudié¢ plus en détail. L’impact de 1’absence de

SMCT1 dans d’autres tissus chez la souris KO SLC548, sera discuté plus tard.

3.3.3- SMCT1 exprimé au colon

Comme dans le rein, la fonction de SMCT 1 dans le colon a été associée avec des processus
de réabsorption des monocarboxylates, mais aussi, de fagon intéressante, avec des fonctions
anti-cancérigénes (Ganapathy et al., 2005). Comme on 1’a mentionné plus haut, la
corrélation entre la forte concentration des SCFA dans le c6lon et ’expression de SMCT1

a la membrane apicale des colonocytes (Paroder et al., 2006; Iwanaga et al., 2006) nous a
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fait penser deés le début que ce transporteur était impliqué dans la réabsorption des
métabolites énergétiques. En effet, les SCFA sont des substrats de SMCT1 (Coady et al.,
2004), et donc ce transporteur doit étre un des mécanismes qui permettent leur utilisation

par les colonocytes.

Pourtant, le role des SCFA s'étend au-dela de leur role comme sources d’énergie puisqu’ils
participent aussi comme modulateurs a d’autres aspects cellulaires du cdlon. Plusieurs
études ont montré que les SCFA peuvent avoir un effet sur le pH;, le volume cellulaire, la
prolifération, la différenciation et 1’expression génique (Andoh et al., 2003; Cook and

Sellin, 1998; Wong et al., 2006) (figure 7B).

En effet, la quantité des SCFA, ainsi que les différences de concentration dans chaque
région du colon, ont été¢ associées avec des pathologies telles que des troubles gastro-
intestinaux et méme le cancer (Cook and Sellin, 1998; Nkondjock et al., 2003; Whiteley et
al., 1996; Young and Le Leu, 2004). Le butyrate, en particulier, a ét¢ le SCFA le plus
é¢tudié di a son possible role comme agent thérapeutique pour le traitement du
cancer(Grunstein, 1997).Ses effets anti cancérigeénes tels que I’arrét de la prolifération
cellulaire et I’induction de 1’apoptose sont le résultat de I’inhibition qu’il exerce sur les

désacétylasses des histones (HDAC) (Lupton, 2004; Sengupta et al., 2006).

SMCT1 transporte du butyrate (Coady et al., 2004). Etant donné qu’il y a de nombreuses
études qui ont associé les niveaux de butyrate avec une baisse de 1’incidence de cancer du
colon, il a été suggéré que le transport de butyrate exercé par SMCT1 pourrait lui conférer

un role de suppresseur de tumeur (Gupta et al., 2006).
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Figure 7. Illustration de 1’origine des SCFA au c6lon ainsi que de ses roles physiologiques.

A) SLC5A48 un possible gene suppresseur de tumeurs

L’hypothese du transport de butyrate au colon
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En 2003, Li et coll. (Li et al., 2003) ont identifi¢ le géne qui code pour SMCT1, SLC548,

comme un des genes rendus silencieux par hyperméthylation lors d’un cancer du célon. On

a alors fait I’hypothése qu’il puisse agir comme un « tumor suppressor gene » (geéne

suppresseur des tumeurs) puisque la réintroduction de ce géne sur des lignées cellulaires du

cancer du célon empéche la croissance tumorale.
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Comme il a déja été mentionné, le mécanisme par lequel le géne SLC548 aurait un effet
protecteur envers le cancer du colon pourrait étre la réabsorption du butyrate, un inhibiteur
des HDAC. A vrai dire, plusieurs études réalisées par le groupe de Ganapathy et coll.
(Ganapathy et al., 2005; Gupta et al., 2006; Ganapathy et al., 2008; Thangaraju et al., 2008)
se sont concentrées sur cette hypothése en observant 1’effet de la réintroduction de SMCT1

et du butyrate sur diverses lignées cellulaires provenant du cancer du colon.

Ainsi, ils ont observé que la réintroduction de SMCT1, mais non du vecteur vide, en
présence de butyrate, conduit a I’apoptose sur les cellules SW480, une lignée maligne ou
SMCTI1 est completement silencieux. En revanche, cet effet est absent sur la lignée
cellulaire non maligne CCD841, qui exprime SMCT1 abondamment, suggérant ainsi que
I’entrée de butyrate via SMCTT est capable d’induire 1I’apoptose seulement dans les cellules

cancéreuses (Thangaraju et al., 2008).

De plus, pour confirmer que 1’entrée de butyrate dans les cellules via SMCTT1 a un effet sur
les HDAC, ils ont comparé¢ le degré d’acétylation des histones sur les deux lignées
cellulaires. Dans les cellules non malignes, ou non transfectées, le butyrate n’a pas d’effet
sur Iactivité des HDAC. Par contre, cet effet est bien présent chez les cellules malignes

quand on réintroduit SMCT1 en présence de butyrate (Thangaraju et al., 2008).

En outre, I’induction de I’apoptose dans la lignée cellulaire maligne SW480 par
SMCT/butyrate est associée avec l’augmentation des geénes pro-apoptotiques et la

diminution des génes anti-apoptotiques (Thangaraju et al., 2008).

Pourtant, si toutes ces observations semblent indiquer que SMCT1 a un effet
anticancérigéne grace a son transport de butyrate, I’étude des préparations cellulaires
provenant du colon de la souris knockout (SLC548") n’est pas tout a fait concordante.

En effet, Frank et coll. (Frank et al., 2008) n’ont pas observé des différences de transport du

butyrate ni du propionate entre la souris knockout et WT. De plus, la souris SLC5a8" ne



39
présente aucune malformation morphologique mettant en doute son réle comme gene

suppresseur de tumeur.

SLC5A48 comme suppresseur des tumeurs dans d’autres tissus

Plusieurs études ont montré que le géne SLC5A48 est aussi rendu silencieux dans plusieurs
cancers tels que le cancer de la thyroide (Xing, 2007; Porra et al., 2005; Lacroix et al.,
2004), de I’estomac (Ueno et al., 2004), du cerveau (Hong et al., 2004), du sein
(Thangaraju et al., 2006b), du pancréas (Park et al., 2008), du rein, de la prostate (Park et
al., 2007) et de la peau (Bennett et al., 2008).

A la différence du colon, aucun de ces tissus ne présente une concentration élevée de
butyrate. Donc, selon Ganapathy et coll. (Thangaraju et al., 2006b) la raison pour laquelle
SMCT]1 aurait un effet anti cancérigéne serait due au transport de pyruvate, un autre
substrat du transporteur. Dans la lignée cellulaire de cancer de sein MCF7, ou SMCT]1 est
rendu silencieux, il a été montré que la réintroduction de SMCT]1 en présence de pyruvate

induit I’apoptose.

Du fait que dans 1’étude Frank et coll. (Frank et al., 2008), la souris knockout n’ait présenté
aucune malformation ou prédisposition au cancer en aucun de ses tissus, le role du

transporteur dans le cancer est encore douteux.

4- SMCT1 et la thyroide

Comme on a déja mentionné, la fonction initialement proposée pour SMCT]1 était de servir
de transporteur apical d’iode chez les thyrocytes. Pour mieux comprendre I’importance de
ce role éventuel, nous allons d’abord bri¢vement présenter quelques notions de base sur la

physiologie de la glande thyroide.
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Figure 8. Structure moléculaire des hormones thyroidiennes, triiodothyronine (T3) et la thyroxine (T4). Les deux
sont formés a partir de la fusion d’une tyrosine avec le groupe benzyl d’une autre tyrosine. Un ou deux atomes d’iode
(en cercles jaunes) se lient a chaque groupe benzyl.

La thyroide est une glande endocrine située a la face antérieure du cou. Chez I’humain, elle
joue un réle clé dans le métabolisme, le développement, et la croissance grace a 1’action des
hormones qu’elle produit, la triiodothyronine (T3) et la thyroxine (T4) (Boron and

Boulpaep, 2003).

La figure 8 montre les structures de la T3 et la T4. Remarquons la présence des atomes
d’iode qui sont liés aux anneaux de benzene. Ceci constitue un élément clé indispensable
pour I’activité biologique de ces hormones et en conséquence pour leurs synthéses. Dans
les endroits ou il y a un manque endémique d’iode, un manque d’hormone T3 et T4 est
associé a un taux élevé de crétinisme, une maladie caractérisée par un profond retard
mental chez les enfants (Boron and Boulpaep, 2003). C’est la glande thyroide qui est
responsable d’accumuler I’iode dans un milieu ou elle peut étre correctement 1’insérer dans

la structure de la T3 et de la T4.

4.1- Syntheése des hormones thyroidiennes

L’iodure existe dans la nature comme un oligo-¢lément. De nos jours, on ’incorpore dans
le sel et dans les aliments afin de favoriser une absorption suffisante dans les intestins. Une
fois dans le sang, son accumulation dans la thyroide est faite par un systéme hautement

spécialisé : les follicules thyroidiens (figure 9). En effet, la thyroide est composée de
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plusieurs follicules qui sont des sacs remplis d’un milieu colloidal et entourés par des

cellules folliculaires (Boron and Boulpaep, 2003).

L’accumulation d’iode dans les cellules folliculaires se fait grace a un transporteur
secondairement actif couplé au Na" que 1’on appelle NIS « Na'/ I symporter ». Ce dernier
permet 1’absorption de I’iode a travers la membrane basolatérale (Boron and Boulpaep,
2003) (figure 9.1). Une fois que I’iode est accumulé dans les cellules folliculaires, il est
libéré vers la partie colloidale par un mécanisme d’efflux qui n’est pas encore bien compris
(figure 9.2). Les protéines qui ont été suggérées comme responsable de ce role seront

discutées dans la section suivante.

Parallélement a la sécrétion d’I', les cellules folliculaires sécrétent la thyroglobuline
(figure9.3), une protéine qui forme le colloide et représente la moiti¢ du contenu protéique
dans les follicules thyroidiens. En effet, la thyroglobuline est la base structurale des
hormones thyroidiennes puisque, comme on peut I’observer dans le coin supérieur gauche
de la figure 9, la thyroglobuline contient des résidus de tyrosine auxquels des atomes d’iode

peuvent se lier (Boron and Boulpaep, 2003).
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Figure 9. Tllustration de la synthése des hormones T3 et T4 dans les follicules thyroidiens. 1) Le transporteur de Na":I' basolatéral, NIS, permet 1’accumulation d’iode & I’intérieur des cellules
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La liaison d’iode aux résidus de tyrosine spécifiques de la thyroglobuline est possible grace
a I’oxydation de I'" effectuée, en présence de peroxyde d’hydrogéne, par les peroxydases
thyroidiennes (TPO) qui sont des enzymes secrétées en méme temps que la thyroglobuline
dans 1’espace colloidal (figure 9.3). En d’autres termes, les TPO permettent la formation
des mono- et di-iodotyrosines (MIT et DIT) (figure 9.4). Ensuite, un réarrangement interne,
catalysé aussi par les TPO, permet aux iodo-tyrosines de se conjuguer, ce qui entraine la
formation de la structure T3 (DIT+MIT) et la T4 (DIT+DIT) (figure 9.5). Cependant,
méme si la structure des hormones thyroidiennes est déja préte, la T3 et la T4 sont encore
attachées a la structure de la thyroglobuline (Boron and Boulpaep, 2003). Pour étre activée,
la thyroglobuline doit d’abord étre endocytée par les cellules folliculaires (figure 9.6) et
clivée lors de la fusion de la vésicule avec un lysosome (figure 9.7). Ainsi, les enzymes
lysosomales clivent la thyroglobuline formant la T3 et la T4 qui peuvent €tre relachées a la

membrane basolatérale de la cellule vers le sang (figure 9.8) (Boron and Boulpaep, 2003).

Le chef d’orchestre de la syntheése et de la sécrétion des hormones thyroidiennes est la
thyréotropine, en anglais TSH (Thyroid Stimulating Hormone), une hormone qui est
sécrétée par 1’antéhypophyse. Celle-ci est régulée a la fois par une hormone relachée par
I’hypothalamus, la thyréotrope ou TRH, d’aprés son nom anglais Thyrotropin-Realising
Hormone. Comme plusieurs mécanismes endocriniens, les hormones thyroidiennes
exercent une boucle de controle négatif vis-a-vis des hormones qui contrdlent la synthése et
la sécrétion : la TSH et la TRH (Boron and Boulpaep, 2003). Il est clair que la synthése des
hormones thyroidiennes représente un processus assez complexe. Le rapport avec le présent
travail est que SMCT1 pourrait jouer un role dans le transport de 1’iode a travers la

membrane apicale des cellules folliculaires.

4.1.2- Le transporteur basolatéral d’iode : NIS

Comme on vient de le mentionner, 1’accumulation d’iode dans le milieu colloidal de la
glande thyroide se fait grace a la présence de transporteurs a la membrane basolatérale et

apicale des cellules folliculaires.
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De nos jours, on comprend bien le mécanisme pour le transport basolatéral. En effet, le fait
que les cellules folliculaires puissent concentrer I’l' d’un facteur 20-40 a 1’égard de sa
concentration plasmatique est connu depuis 1915 (Marine D and Feiss HO, ). Pourtant,
I’identification moléculaire du transporteur basolatéral de Na'/I" (NIS) a eu lieu seulement
en 1996, grace a son clonage par la technique d’expression fonctionnelle sur des ovocytes
de Xenope par le groupe de Nancy Carrasco (Dai et al., 1996). En raison de son importance
physiologique, plusieurs études ont suivi I’identification de ce transporteur qui appartient a
la famille SLC5. Des enregistrements €lectrophysiologiques avec la technique de voltage-
imposé a deux microélectrodes ont permis d’établir que NIS est un transporteur d’iode
électrogénique dépendant du Na'. Sa stoechiométrie, obtenue a partir de mesures
simultanées de flux et de courant, correspond au transport de 2 cations Na' pour un anion I".
En plus de I’iode, NIS peut transporter d’autres substrats anioniques tels que le ClO”, le
SCN, le SeCN, le NO*", et le Br . Son inhibiteur spécifique est le perchlorate (Dohan et al.,
2007; Tran et al., 2008; Bizhanova and Kopp, 2009).

Le géne codant pour NIS est localis¢ sur le chromosome 19p12-13.2 et comprend 14
introns et 15 exons (Smanik et al., 1997). Par rapport a sa structure topologique, le modele
actuel suggere la présence de 13 segments transmembranaires. L extrémité amino terminale
fait face au milieu extracellulaire, tandis que I’extrémité carboxy terminale fait face au
cytoplasme (Dohan et al., 2003). La protéine a un poids de 87 kDa et présente trois sites
potentiels de glycosylation.

D’autre part, deux facteurs peuvent agir sur I’expression de NIS et donc affecter le
transport d’iode a la thyroide. Le premier est la TSH qui augmente I’expression de NIS et
donc favorise le transport d’iode a travers les cellules folliculaires (Levy et al., 1997). Le
deuxiéme facteur est la concentration d’I". En effet, une augmentation de la concentration
plasmatique d’I- provoque I’effet contraire en diminuant I’expression de NIS et donc le

transport (Eng et al., 2001).
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Evidemment, 1’importance de NIS est soulignée dans les maladies thyroidiennes. Des
mutations spontanées de NIS causent des défauts congénitaux dans le transport d’iode, ou
ITD «iodide transport defect». ITD est une condition autosomale récessive qui est

associée a I’hypothyroidisme et au goitre (De, V et al., 2000).

L’étude de NIS n’a pas seulement permis de comprendre son role physiopathologique a la
thyroide. Son inhibiteur, le perchlorate, est utilisé¢ dans la thérapie pour I’hyperthyroidisme,
ainsi que dans la détection des défauts dans 1’organification de 1’iode (BASCHIERI et al.,
1963). D’autre part, I’introduction du transporteur dans des tissus cancéreux a été utilisée
comme une stratégie pour induire la destruction de ces tissus par accumulation d’"*'I. Cette

approche de thérapie génique semble en effet trés prometteuse.

Si I'on est bien convaincu de I’importance du transport d’iode basolatéral effectué par NIS,
I’identité¢ du transporteur apical reste controversée. De nous jours, trois candidats ont été

considérés : la pendrine, le canal chlore CLC5, et SMCTI.
4.1.3) La controverse du transporteur apical : la pendrine, SMCT1 ou CLC5?

Evidences de I’existence d’un transporteur apical

Comme on vient de discuter, NIS est nécessaire pour I’accumulation d’iode a I’intérieur des
cellules folliculaires. Pourtant, pour synthétiser des hormones thyroidiennes 1’iode doit se

rendre dans la lumiére folliculaire.

Pendant des années, il a été¢ largement admis que l'iode pouvait traverser la membrane
apicale grace au gradient électrochimique qui existe entre le cytosol et la lumiére
folliculaire (Wolff, 2005). Néanmoins, en 1967, des études autoradiographiques par Andros
et coll.(Andros and Wollman, 1967) ont montré que 1’iode s’accumule dans le cytosol de la
cellule folliculaire avant de rentrer au colloide, suggérant donc un mécanisme pour son

transport apical.

A cet égard, Nilsson et ses collégues ont étudié I’efflux d’iode en utilisant comme modéle

des monocouches polarisées provenant de cultures primaires de thyrocytes porcins. En
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chargeant initialement les cellules d’iode, grace au transport basolatéral, ils ont observé un
efflux d’iode a la membrane apicale insensible au perchlorate. Du fait que ce phénomeéne
puisse étre accéléré par la TSH (Nilsson et al., 1990) et ralenti par le facteur de croissance
épidermique (EGF) (Nilsson et al., 1992), I’idée de I’existence d’un transporteur ou d’un

canal apical spécifique est née aux débuts des années 90.

En 1992, Goldstein et coll. (Golstein et al., 1992) ont réalisé une étude sur des vésicules
membranaires thyroidiennes ou ils suggéraient 1’existence de deux systémes de transport
d’iode apicaux. Le premier présente une haute perméabilité et affinité pour iode (Ky~70
uM) par rapport au deuxiéme mécanisme qui €tait beaucoup moins affin (K,~33 mM).
Cependant, pour I’instant, 1’identit¢ des protéines responsables de ces deux modes de
transport d’iode n’a pas encore ¢été révélée de facon convaincante du point de vue
moléculaire. Une premiere étude a ce sujet a suggéré que la protéine issue du gene

SLC26A44, la pendrine, pourrait jouer le réle de transporteur d’iode apical.

A) La pendrine et le syndrome de Pendred

Le syndrome de Pendred est une maladie autosomale récessive qui se caractérise par la
surdité, le goitre, des défauts partiels dans 1’organification d’iode et I’hypothyroidisme.
Cependant, la surdité est le signe clinique le plus important de la maladie (Kopp et al.,

2008).

En effet, les déficiences thyroidiennes telles que des défauts dans 1’organification d’iode et
le développement de goitre sont extrémement variables (Kopp et al., 2008). Si Vaughan
Pendred (Kopp et al., 2008) a décrit ce syndrome en 1896, ce n’est qu’en 1997 que Everett
et coll. (Everett et al., 1997) identifiérent un géne li¢ a la maladie. En effet en utilisant une
stratégie de clonage positionnel, ils ont démontré que des patients atteints du syndrome
avaient des mutations sur le gene SLC2644, un membre de la famille des transporteurs
anioniques SLC26A dont la fonction était inconnue a 1’époque. Tout ce qu’on savait alors
concernant la fonction de la protéine était qu’elle avait une forte ressemblance avec les

transporteurs de sulfate (Everett et al., 1997). Des études postérieures proposerent de
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multiples fonctions de cette protéine dans I’oreille interne (Everett et al., 2001), le rein

(Royaux et al., 2001) et la thyroide (Royaux et al., 2000).

Dans I’oreille interne, la pendrine agit comme un échangeur CI" / HCO;™. Ainsi, en gardant
la composition ionique de 1’endolymphe, la pendrine permet le bon fonctionnement des

cellules sensorielles (Everett et al., 1999; Wangemann et al., 2009).

Dans le Syndrome de Pendred, ou la pendrine est dysfonctionnelle, la dérégulation de la
composition ionique favorise une augmentation progressive du volume de I’endolymphe.
Ceci résulte en un ¢élargissement du labyrinthe membraneux et des structures osseuses
voisines qui conduisent a une dégénérescence des cellules sensorielles de 1'oreille interne.

Tout cela se traduit par une sévere perte auditive neurosensorielle (Everett et al., 2001).

Dans le rein, la pendrine s’exprime dans les cellules intercalaires du tubule collecteur.
Puisqu’elle agit aussi comme un échangeur de chlore/bicarbonate, il a été proposé qu’elle
soit aussi un régulateur important dans 1’équilibre acido-basique. En effet, la pendrine
pourrait contribuer a la régulation de la pression et du pH sanguin grace a sa participation
dans l'excrétion rénale de CI. Pourtant, aucune étude n’a montré une association des
troubles de la fonction rénale avec la dysfonctionalité de cette protéine (Royaux et al.,

2001).

Finalement, comme il a déja été mentionné, la pendrine pourrait agir comme un

transporteur d’iode apical dans la thyroide.

Roéle de la pendrine dans la thyroide

Comme on I’a discuté antérieurement, des patients atteints du syndrome de Pendred
peuvent présenter des défauts dans 1’organification d’iode et méme de 1’hypothyroidisme
(Kopp et al., 2008). Puisque tout ce qu’on savait par rapport a la pendrine se résumait a sa
ressemblance avec les transporteurs de sulfate, il a été proposé qu’elle pouvait avoir un role
dans la sulfatation de la thyroglobuline, le précurseur des hormones thyroidiennes (Everett

etal., 1997).



48
Scott el coll. (Scott et al., 1999) réaliseront la premicre étude a propos de ce rdle
hypothétique. Pourtant, contrairement aux attentes, ils n’observent aucun transport de
sulfate chez les ovocytes ou les cellules Sf9 exprimant la protéine. Par contre, le transport
d'autres anions tels que le Cl et I’I" est clairement mis en évidence. En effet, Scott et coll.
ont observé que la pendrine peut agir comme un transporteur de chlore et d’iode,
indépendant du Na’. Un an plus tard, deux groupes de recherche démontreront son

expression a la membrane apicale des thyrocytes (Royaux et al., 2000; Bidart et al., 2000).

Ainsi, comme le syndrome de Pendred se caractérise par des défauts dans 1’organification
d’iode, il a été présumé que la pendrine était importante pour le transport d’iode dans la
glande thyroide. C’est ainsi que 1’hypothese qui propose que la pendrine soit le transporteur

apical d’iode dans la glande thyroide est née.

Par la suite, plusieurs groupes de recherche utiliseront des cellules de mammifére pour
confirmer le role de la pendrine comme transporteur d’iode. En utilisant des cellules non
polarisées CHO, transfectées seulement avec NIS, ou doublement transfectées (NIS +
pendrine) Yoshida et coll. (Yoshida et al., 2002) ont observé un efflux d’iode plus

important chez les cellules contenant la pendrine.

Plus tard, appuyant ces résultats, le méme groupe publiera une étude électrophysiologique
sur cellules COS-7 transfectées avec la pendrine. Dans cette étude, ils suggerent que la
pendrine pourrait agir comme un échangeur de chlore-iode. En effet, les cellules
transfectées avec la pendrine présentent des courants entrants d’iode (sortie des anions) en
présence d’iode et de chlore. Ces courants augmentent en fonction de la concentration de

CI' (Yoshida et al., 2004).

De plus, pour imiter plus précisément la situation de la pendrine dans la cellule folliculaire,
des études sur des systémes polarisés ont aussi été réalisées. En utilisant des membranes
semi-perméables sur des dispositifs bicaméraux, Guillam et coll. (Gillam et al., 2004) ont

¢tudi¢ le transport d’iode chez des cellules MDCK non transfectées, transfectées avec NIS,
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ou transfectées avec NIS et la pendrine. Comme prévu, lors de I’exposition d’iode
radioactif a la membrane basolatérale, des cellules transfectées avec NIS ont présenté une
accumulation d’iode intracellulaire a la différence des cellules non-transfectées. Quand des
cellules transfectées avec NIS et la pendrine sont mises dans la méme situation, celles-ci
présentent une accumulation d’iode apicale, et une diminution de 1’iode intracellulaire

(Gillam et al., 2004) indiquant la présence d’un transport trans-épithélial.

De plus, ce méme groupe a testé la captation d’iode sur des cellules cotransfectées avec
NIS et un des deux mutants de la pendrine survenant naturellement : le L6776Q et le
FS306>309X. A différence des cellules cotransfectées avec la pendrine WT, les deux

mutants perdent la capacité de promouvoir I’efflux apical (Gillam et al., 2004).

Ainsi, tous ces résultats, ajoutés aux défauts dans I’organification d’iode chez des patients
présentant le syndrome de Pendred, sont concordants avec l'idée que la pendrine pourrait
jouer un rdle a la thyroide en facilitant le transport vectoriel d’iode. Cependant, cette notion

a été remise en question a plusieurs reprises.

Questions concernant le role de la pendrine en tant que transporteur d’iode apical

Plusieurs observations rendent l'hypothése de la pendrine comme transporteur apical

difficile a soutenir.

En 2001 Everett et coll. (Everett et al., 2001) ont généré une souris knockout pour le géne
de la pendrine. Comme attendu, le signe le plus caractéristique de la maladie, la surdité,
¢tait présent chez les souris PDS . Pourtant, méme si les résultats de cette étude
démontrent I’importance de la pendrine sur le développement de I’oreille interne, aucune
preuve de sa fonction 4 la thyroide n’a été montrée. En effet, les souris PDS” ne montrent
aucune différence histologique avec les souris WT. En outre, aucun signe
d’hypothyroidisme n’a été observé pendant les 2 premicéres années de vie (Everett et al.,

2001).
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Comme on a mentionné plus haut, la surdité est le phénotype par excellence du Syndrome
de Pendred. En effet, des mutations bi alléliques sur la pendrine peuvent ou non
occasionner le phénotype thyroidien (Bizhanova and Kopp, 2009). S’il a été affirmé que
ces variations peuvent étre dues aux différences dans la prise d’iode, ceci n’a pas été encore
démontré. Si cela était vrai, le goitre ou I’hypothyroidisme chez les patients avec PS devrait

étre plus fréquent dans des endroits ou il a un manque d’iode (Wolff, 2005).

Aussi il est curieux que la méme protéine ait des fonctions différentes dans la thyroide, le
rein et ’oreille interne (Wolff, 2005). Si cette hypothése était respectée, les patients avec
PS devraient aussi avoir des dysfonctions rénales relatives a I’absorption des anions (Wolff,

2005), ce qui n’a pas été observé.

En outre, si la fonction de la pendrine dans la thyroide est bel et bien le transport d’iode,
elle ne doit pas étre la seule protéine a réaliser cette fonction. En effet, pour expliquer la
variabilité¢ des anions reconnus par la pendrine, il a été proposé que celle-ci puisse faire
partie d’un complexe multiprotéique dont la composition peut varier dépendamment du
type cellulaire. Mais quelles seront les autres composantes? L’implication de deux autres
protéines a été suggérée : SMCTI1 et CLCS (Rodriguez et al., 2002; van den Hove et al.,
2006).

B) Le canal CLC-5

En 2006, Van den Hove et coll. (van den Hove et al., 2006) ont proposé que le canal de
chlore dépendant du voltage CLC-5 puisse agir comme un des médiateurs impliqués dans le

transport apical d’iode dans la glande thyroide.

A vrai dire, ce canal était plutdt connu pour son role au tubule proximal du rein. En effet,
des mutations affectant le géne du CLC-5 entrainent une protéinurie et une calciurie chez
des patients qui ont la maladie de Dent’s (lithiase rénale familiale liée au chromosome X)

(Devuyst et al., 1999; Wang et al., 2000). De facon intéressante, il a ét¢ démontré que la
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perte de CLC-5 entraine une protéinurie qui est due a un défaut dans le processus
d’endocytose des protéines de faible poids moléculaire au niveau du tubule proximal
(Wang et al., 2000). Si ce processus est réalisé par des récepteurs « multiligands » tels que
la mégaline et la cubiline, des anomalies dans la fonction du CLC-5 pourraient affecter
I’acidification endosomale et donc le trafic vésiculaire de ces récepteurs (Christensen et al.,
2003). En effet, on pense que le CLC-5 procure la conductance anionique nécessaire au bon

fonctionnement de la pompe électrogénique H'-ATPase vacuolaire (Gunther et al., 1998).

Mais quelle est la relation entre ce canal de chlore et la thyroide? Rappelons-nous qu’un
pas critique dans la sécrétion des hormones thyroidiennes est 1’endocytose de la
prohormone thyroglobuline iodée au niveau de la membrane apicale des cellules
folliculaires (figure 9.6). Si I’identité du récepteur qui est impliqué dans cette endocytose

semble controversée, la megaline semble étre un candidat réaliste (Marino et al., 2001).

Au contraire des attentes, le canal CLC-5 n’a aucun réle dans [’endocytose de la
thyroglobuline. Aussi, contrairement a ce qui est observé au tubule proximal, la perte de
CLC-5 ne diminue pas I’endocytose de thyroglobuline médiée par la mégaline. Au
contraire, le taux de transfert de la thyroglobuline iode vers les lysosomes est accéléré. En

plus, aucune altération dans les niveaux de T4 circulants n’a été observée.

Cependant, de fagon inattendue, 1’inactivation de CLC-5 chez la souris knockout, conduit a
un goitre euthyroidien causé par des délais dans 1’organification d’iode. En plus, ces souris
présentent une diminution de I’expression de la pendrine, reflétant un phénotype tres

similaire au syndrome de Pendred (van den Hove et al., 2006).

Quel est donc le role de CLC-5 a la membrane apicale des thyrocytes? Trois suggestions

ont été proposées a partir des observations antérieures.
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Figure 10. Mod¢les de la fonction a la thyroide de CICS et son interaction avec la pendrine. A) CICS agit
comme un transporteur d’iode a la thyroide, méme si il est plus affin au CI". Son activité est indépendante de
celle de PDS. B) CICS agit comme un canal Cl- appuyant I’activité de PDS (échangeur CI/T’). C) CICS régule
de facon indirecte I’expression de PDS.

Le premier modele propose que CLC-5 fonctionne comme un canal apical d’iode

indépendant de la pendrine. En effet, le profil de conductance du canal porcin orthologue

pCLC-5, nitrate > Cl = Br > I > acétate > gluconate, nous suggére que ceci est

possible(Dowland et al., 2000). Bien que ce canal présente une affinité plus haute pour le
chlore que pour I’iode, la concentration d’iode a I’intérieur des thyrocytes permettrait a ce

canal de transporter ce dernier (van den Hove et al., 2006) (figure 10A).

Contrairement au premier modéle, le deuxiéme propose que le transport de chlore effectué
par CLC-5 est couplé au transport d’iode réalisé par la pendrine. En effet, le transport de
chlore par CLC-5 serait nécessaire pour soutenir 1’échange de chlore/iode réalisé par la

pendrine (van den Hove et al., 2006) (figure 10B).
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Finalement, le troisiéme modele suggere que le canal CLC-5 régule de fagon indirecte
I’expression de la pendrine (van den Hove et al., 2006) (figure 10C). L hypothése liée a ce
modele est basée sur les observations de la régulation de la pendrine chez les cellules
rénales. En effet, des variations dans 1’équilibre du chlore entrainent des changements dans
son expression. Une augmentation de la concentration de chlore diminue I’expression de la
pendrine, tandis que la déplétion de cet anion entraine sa surexpression(Quentin et al.,
2004). Puisque la concentration de chlore est plus faible au colloide thyroidien que dans
I’urine, (97 mM vs 143 mM) (Hayden et al., 1970; Waugh, 1974) la régulation de
I’expression de la pendrine pourrait €tre plus sensible aux changements de la concentration

de chlore aux thyrocytes (van den Hove et al., 2006).

Ainsi, si ces trois modeles semblent intéressants, personne n’a réalis¢ d’études définitives a
ce propos. Comment est-ce que I’iode est donc transporté? Est-ce que le transport est
effectué par une simple protéine ou par un complexe multriproteique? (Wolff, 2005). Dans

ce contexte, SMCT1 constitue une troisi¢me possibilité.

C) Donnés concernant le possible transport d’iode par SMCT1

Identification initiale de SMCT1 comme transporteur d’iode

Aujourd’hui, on sait que le géne SLC5a8 code pour le transporteur de Na'
monocarboxylates SMCT1. Cependant, comme on 1’a déja mentionn¢, SMCTI1 a été
initialement cloné par Rodriguez et coll. (Rodriguez et al., 2002) dans une tentative pour
identifier un transporteur d’'iode apical qui serait structurellement similaire au NIS

(SLC5A5) basolatéral.

En utilisant une stratégie par RT-PCR basée sur une homologie de séquence, on a trouve,
dans une librairie de rein, un géne présentant 46% d’homologie avec NIS : il s’agissait du
SLC5a8 (Rodriguez et al., 2002). Ainsi, pour identifier si a 1’égal que NIS, SMCT1 pouvait
transporter de 1’iode, il a été transfecté de fagon transitoire dans des cellules COS-7 et on a

testé sa capacité de transport de 1’ '*°L.



54
A la différence des cellules transfectées avec NIS, celles transfectées avec SMCTI, n’ont
pas montré une capacit¢ a accumuler I’iode. Pourtant, quand les deux protéines étaient
cotransfectées, une diminution dans la quantité d’iode accumulée par NIS fut observée
(Rodriguez et al., 2002). Ceci a été interprété comme signifiant que SMCT1 pouvait
procurer une voie de sortie pour 1’iode qui avait été¢ cotransporté¢ par NIS. Pour mieux
caractériser la fonction de cette protéine, on a créé une lignée stable CHO-SMCTI1. A la
différence des cellules COS-7-SMCTI1, les cellules CHO-SMCTlont démontré une
perméabilité accrue a 1’iode. Curieusement, ce transport était sensible au perchlorate,

I’inhibiteur de NIS (Rodriguez et al., 2002).

Ainsi, a partir de ces deux observations il a été conclu que SMCT1 pouvait gérer le
transport passif d’iode. Les différences dans le transport d’iode chez les deux types
cellulaires, pourrait s’expliquer, selon Rodriguez, par le faible rendement de transfection
chez les cellules COS-7. Puisqu’ils ont montré aussi que SMCT1 était fortement exprimé
a la membrane apicale des thyrocytes, ils ont suggéré que, comme la pendrine, cette
protéine pourrait agir comme un des systémes de transport d’iode a la membrane apicale
des cellules folliculaires thyroidiennes. En effet, ils ont nommé hAIT (human Apical
lodide Transporter) le transporteur que nous connaissons maintenant sous le nom de

SMCT1 (Rodriguez et al., 2002).

Mais comment est-ce que la méme protéine a pu étre identifiée comme un transporteur de
monocarboxylates couplé au Na'? En effet, peu aprés I’étude réalisée par Rodriguez et
coll., Li et coll. ont montré de facon complétement indépendante que 1’inactivation par
méthylation de SLC548 était un événement trés précoce dans la transformation des cellules
cancéreuses du colon (Li et al., 2003). Le produit du géne SLC548 qui était inactif dans les
cellules du colon mais aussi dans le cas des cancers de la thyroide (Xing, 2007; Porra et al.,
2005; Lacroix et al., 2004), de I’estomac (Ueno et al., 2004), du cerveau(Hong et al., 2004),
du sein (Thangaraju et al., 2006b), du pancréas (Park et al., 2008), du rein, de la prostate
(Park et al., 2007) et de la peau (Bennett et al., 2008) a été traité comme un suppresseur de

tumeur. La fonction de transport du SLC5A48 est restée inconnue jusqu’en 2004. En nous
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basant sur I’arbre phylogénique de la famille des SLCS, nous avions la conviction que le
substrat transporté par cette protéine membranaire était un anion organique. Apres avoir
testé quelques substrats divers, Michael Coady dans notre laboratoire a découvert que
SLC5A8 exprimé dans les ovocytes de Xenopus laevis transportait avidement le lactate et le
propionate (Coady et al., 2004). Au méme moment, une é¢tude du laboratoire de Ganapathy
publiait un court article qui concluait que SLC5A48 était bel et bien un cotransporteur Na'-

acide monocarboxylique de courte chaine (Miyauchi et al., 2004).

Analyse de la souris SMCTI 7

En 2008, Frank et coll. (Frank et al., 2008) apportaient une contribution significative dans
la compréhension du role physiologique de SMCT1 en publiant leurs observations sur le
phénotype de la souris knockout SMCT1™". Avec des études histochimiques, ils ont
démontré qu’il n’y a aucune différence en taille et en morphologie entre les souris WT et
knockout sur des souris agées jusqu’a deux ans. De plus, ils n’ont pas trouvé de différences
dans la concentration périphérique de T4 et de la TSH. Pour analyser un possible défaut
dans D’organification d’iode dans la thyroide, ils ont mesuré 1’incorporation d’iode
radioactif dans les hormones thyroidiennes. Encore 1, ils n’ont détecté aucune différence.
Cependant, pour faire une analyse plus profonde, ils ont méme généré une souris déficiente
en pendrine et SMCT1. De la méme maniére que les souris SMCT1 déficientes, les souris
SMCT1-pendrine déficientes n’ont présenté aucune dysfonction thyroidienne en suggérant
qu’aucune de ces deux protéines n’est essentielle pour la fonction de la thyroide (Frank et
al., 2008).

Pourquoi donc est-ce nous nous sommes intéressés au transport d’iode effectué par
SMCT1? S’il est clair que SMCT1 n’est pas le seul transporteur d’iode a la thyroide, et que
sa fonction n’est pas cruciale dans la physiologie thyroidienne, il existe plusieurs
observations qui nous suggerent que cette protéine pourrait participer a ce processus

complexe.
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Il- DONNEES PRELIMINAIRES

Observations suggérant une implication de SMCT1 dans

le transport apical d’iode par la thyroide

1.- Les courants de fuite anioniques

Outre les observations par Rodriguez et coll.(Rodriguez et al., 2002), le seul travail qui ait
révélé une relation entre les anions et SMCTI1 est une caractérisation qui a été faite dans
notre laboratoire concernant les courants de fuite de SMCT1. En effet, quand on a
caractéris¢ SMCT1 comme un transporteur de Na™ monocarboxylates, nous avons observé
la présence d’un courant sensible a I’ibuproféne en absence d’acides monocarboxyliques.
Ce courant diminuait d’amplitude aux voltages positifs lorsque le CI” était remplacé par le
MES. Dans le cas de SMCTI, il a été noté que le MES est un anion de remplacement
appropri¢ pour le CI” tandis que 1’acide aspartique est transporté¢ par SMCT1 et que le
cyclamate s’est avéré étre un inhibiteur de ce cotransporteur. Ainsi, on a pu mettre en
évidence la présence de courant anioniques, sensibles a 1’ibuproféne en absence de

monocarboxylates (Coady et al., 2010).

Bien que ce type de transport ait d’abord été considéré comme le produit d’un mécanisme
de couplage imparfait, on se demande maintenant si ces courants n’auraient pas un role
physiologique a jouer. En effet, de plus en plus on entend parler de transporteurs qui
présentent des courants de fuite. Par exemple, GAT1 et GAT3, des transporteurs du
neurotransmetteur GABA, présentent des courants de fuite de lithium (Grossman and
Nelson, 2003). Une fuite de protons a été aussi observée chez le transporteur de sérotonine
rSERT (Mager et al., 1994), ainsi que chez celui de la dopamine (Sonders et al., 1997). En
plus, plusieurs membres de la superfamille SLC sont caractérisés par des courants de fuites
significatifs. Des courants de fuite de Na' (ou, plus précisément aux cations) ont été

observés chez le transporteur de Na'/glucose (Umbach et al., 1990), les transporteurs de
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Na'/phosphates (Forster et al., 1998), le transporteur de Na'/myoinositol (Coady et al.,
2002) et méme le transporteur de Na'/iode (Eskandari et al., 1997).

Donc par rapport 8 SMCT, quelle est I'importance de 1’existence de ces courants de fuite
anioniques? A vrai dire, le r6le physiologique de ce phénoméne est encore inconnu, méme
si Coady et coll. (Coady et al., 2010) ont récemment fait des observations intéressantes a ce

sujet.
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Figurell. Spécificité¢ du courant de fuite de SMCT1. Le courant de fuite a été étudie en remplacant le CI
extracellulaire avec les anions inorganiques NO;y, I, Br” ou MES". On montre la mesure des courants sensibles
a I’ibuproféne sur des ovocytes exprimant SMCT1 a différents potentiels membranaires.

Coady M. et al, 2010.

La sélectivit¢ ionique du courant de fuite favorise nettement les plus gros anions
monovalents (NO*> I> Br>CI"). Comme on peut observer a la figure 11, ces courants
apparaissent pour les potentiels dépolarisants quand le nitrate, le brome et I’iode,
remplacent le Cl" dans la solution de perfusion. Ces courants outward représentent un

influx d’anions (Coady et al., 2010). En fait, ces courants de fuite sont bidirectionnels.

Des ovocytes exprimant SMCT1 montrent des courants de fuite inward lorsque la

concentration intracellulaire de grands anions est augmentée par 1’injection d’une solution
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concentrée de NMDG-NO; correspondant a une concentration intracellulaire finale de
18mM. Ces courants inward observés aux potentiels membranaires négatifs représentent un
efflux d’anions (Coady et al., 2010). En plus il est intéressant de constater que ce courant
d’efflux est inhibé par la présence de Na' externe. En effet, la diminution de la
concentration de Na' extracellulaire augmente la grandeur des courants de leak (figure 12)

(Coady et al., 2010). Ce phénomene est aussi observé sur le courant outward (figure 13).

Figurel2. Effets du Na' extracellulaire sur le courant
de leak inward sur des ovocytes exprimant SMCT1. La
concentration de Na' initial de la solution de perfusion
(96mM) a été diminuée en le remplagant de fagon
isotonique par NMDG". Aprés I’injection de 23nl
200mM NMDGI, les courants ont été encore mesurés
en utilisant les mémes solutions de perfusion. Les
donnés montrent la différence entre les courants
mesurés avant et apres 1’injection de NMDGI.

4 -0.204 Coady M. et al., 2010.

o @ 025 HA)

[Na] (mM)

Pourquoi est-ce qu’on considére ces observations comme un signe d’un possible role de
SMCTI1 dans la glande thyroide? Si ces observations ont été faites sur un systéme
d’expression hétérologue, les courants de fuite observés pourraient représenter un
mécanisme de transport d’iode in vivo. Cela serait possible, par exemple, dans le cas de
tissus ou la concentration extracellulaire de Na" est faible et ou le potentiel membranaire est
légérement dépolarisée. Ceci pourrait étre le cas de la lumiére du cdlon et des follicules

thyroidiens.
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Figure 13. Effets du Na" extracellulaire sur le courant de leak outward sur des ovocytes exprimant SMCT]1. Le
remplacement de [Na'], par NMDG" augmente la courant de leak outward aux potentiels de membrane différents.
A) Le CI' (96 mM) contenu a la solution de perfusion a été initialement remplacé par MES .Ceci a été a la fois
remplacé par I".Ensuite le Na" a été remplacé par NMDG' La concentration d’iode dans la solution extracellulaire
est de 100 mM. B) L’amplitude du courant de leak a -30 mV en présence ou absence de Na'. Comme il est reconnu
que les courants sensibles a la présence de 1’iode ne sont pas saturables, on a calculé les courants attendus pour une
concentration de 10 mM d’iode dans la solution extracellulaire.

En effet, pour étudier ce phénoméne de fagon plus approfondie, un de nos collaborateurs,
M. Nilsson, a vérifié ces prédictions dans le cas d’un modele cellulaire plus physiologique,
des cultures primaires de thyrocytes porcins.

91125

2- Le transport d sur des cultures primaires de

thyrocytes porcins

Comme on 1’a mentionné plus haut, les chambres bicamérales sont un outil important pour
analyser la polarité¢ des systémes de transport. En effet, en utilisant ce systéme, Nilsson et
coll. (Nilsson, 2007) ont observé le transport d’iode radioactif du c6té basolatéral vers le

coté apical sur des cultures primaires de thyrocytes porcins.

Comme le montre la figure 14, un efflux d’iode sensible a I’ibuproféne, probablement
attribuable au transport effectué par SMCT1, est observé dans ce systéme. Pourtant quand
la concentration extracellulaire du Na’ est augmentée, il n’y a pas de diminution du

transport d’iode comme nous avions observé chez les ovocytes.
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Figure 14. Mesures de I’efflux d”'*I sur des monocouches polarisées de cultures primaires de thyrocytes porcines.
Les concentrations de [Na'] ont été diminuées en le remplacant par NMDG. L’ibuproféne a été utilisé a une
concentration de 1TmM.

Nilsson M. et al. 2007.

Pourquoi y a-t-il cette différence? Le transport observé sur les cellules est plus significatif
au niveau physiologique que celui dii aux courants de fuite dans un ovocyte exprimant
SMCTI. Bien qu’on pourrait soutenir I’existence d’autres transporteurs d’iode tels que la
pendrine ou CLCS5 dans les cellules, le transport observé est sensible a 1’ibuproféne. Donc,
si ce transport est di a SMCTI, pourquoi n’avait-il pas été observé avant dans les
expériences d’¢lectrophysiologie? Est-ce que le transport anionique observé dans les deux

systemes représente des mécanismes différents?

En cherchant les réponses a ces questions nous sommes venus a émettre [’hypothése que
SMCT1 pourrait avoir, en plus des courants de fuite anioniques, un mécanisme de transport
¢lectroneutre qui serait dominant, mais qui aurait échappé a nos mesures

¢lectrophysiologiques.
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Ill- OBJECTIF GENERAL

Pour démontrer ou réfuter notre hypothese, on a décidé d’analyser les caractéristiques du
transport d’iode électroneutre sur des ovocytes exprimant SMCT1 en utilisant des mesures
de transport d’iode radioactif. Ce modele, contrairement a des cultures primaires des

thyrocytes porcins, nous aide a observer de fagon précise le transport effectu¢ par SMCT1.
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IV- MATERIELS ET METHODES

Le présent travail comprend des techniques de biologie moléculaire ainsi que des essais
d’expression fonctionnelle sur des ovocytes de Xenope (Xenopus laevis). Toutes les
expériences ont été effectuées en conformité avec les réglements du Comité de déontologie

de I'expérimentation sur les animaux de 1'Université de Montréal.

1- Préparation des ovocytes

La grenouille a été anesthésiée avec de la tricaine (acide 3-aminobenzoique ethyl ester) par

voie cutanée a une concentration de 1,33% pendant 15 min.

Figure 15. Illustration de la préparation et de 1’injection des ovocytes. A) Chirurgie de la grenouille. B) Lobes
contenants les ovocytes enlevés lors de la chirurgie. C) Ovocytes traitées a la collagénase, defolliculés et triés.
D) Microinjection.

Une fois la grenouille anesthésiée, les lobes contentant les ovocytes ont été enlevés par
chirurgie (figure 15A, B). Par la suite, les ovocytes ont été dissociés les uns des autres et

placés dans une solution saline sans calcium (200 mOsm) (102 mM NaCl, 3 mM KCl, 1
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mM MgCl,, 5 mM Hepes) ou ils ont subi un traitement a la collagénase (1,75 mg/ml).
Seulement les ovocytes matures, correspondant a I'étape V-VI selon la description de
Dumont(Dumont, 1972), ont été sélectionnés (figure 15C). Les ovocytes sélectionnés sont
ensuite maintenus a 18°C dans une solution de Barth [en mM: 90 NaCl, 3 KCI, 0,82
MgSOs, 0,41 CaCl,, 0,33 Ca(NOs),, et 5 HEPES, pH 7,6] supplémentée avec 100 U/ml de

pénicilline et 0,1 mg/ml de streptomycine.

2- Synthése de mRNA et injection

L’ARNm de SMCTI humain a été synthétisé a partir du vecteur pT7TS-SMCT1. Ce
dernier a été linéarisé avec I’endonuclease de restriction Sa/l. La transcription in vitro a été
faite avec de la trousse T7 mMessage mMachine d’Ambion (Woodward, TX). La qualité
de PARNm a été vérifiée avec 1’aide d’un gel d’agarose, et sa concentration a été établie

par spectrophotométrie.

L’ARNm de SMCTI1 a été injecté (46 nl, 0,1 pg/ul) dans les ovocytes 1 ou 2 jours apres
leur extraction (figurel5 D). Ils ont été utilisés pour des essais d’expression fonctionnelle

trois jours apres I’injection.

3- Essais d’expression fonctionnelle

L'évaluation du transport d’iode, chez les ovocytes exprimant SMCT]1, a été effectuée en
mesurant la captation de I'isotope radioactif '*’I" (Perkin Elmer) dans le cadre du protocole

suivant.

Les ovocytes (n = 6 a 10 par groupe / par expérience) ont été incubés dans une solution de
transport ND96, supplémentée avec Nal (0-10 mM), en présence ou non d’ibuproféne
(1mM) sur une période de 30min-1h sous agitation (0-10 mM Nal, 86-96 mM NacCl, 2 mM
KCl, 1 mM MgCl, 1,8 mM CaCl,, 5 mM HEPES). 1.0p Ci/ ml de T a été utilisé
comme marqueur. Des boites a culture de 24 puits ont été utilisées comme contenant.
Chaque groupe expérimental ou controle a été¢ mis dans un puits avec 1ml de la solution de
transport. Pour assurer 1’agitation, la boite a été placée sur un agitateur de laboratoire

pendant toute la période de captation.
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A la fin de la période de captation, chaque groupe d’ovocytes a été lavé 5 fois avec 3.5 ml
de solution ND96 froide ne contenant pas d’iode radioactif. Pour y parvenir, les ovocytes
ont été enlevés de la boite de captation avec I’aide d’une pipete de transfert, et ils ont été
successivement plongés dans la solution de ringage contenue dans 5 tubes en verre
distincts. Postérieurement, chaque ovocyte a ¢été placé séparément dans des tubes

Eppendorf de 1ml ou le détergent SDS 10% a été ajouté afin de les dissocier complétement.

Finalement ces tubes contenant 1’ovocyte lysé ont été mis a D’intérieur des tubes de

scintillation qui sont adapté au compteur de rayonnement gamma (Beckman).

4- Graphiques et analyse statistique

Les résultats des expériences d’expression fonctionnelle sont représentés, en majorité, dans
des graphiques en colonnes, dont chacune correspond a la moyenne + erreur standard (ES),
obtenue pour chaque groupe d’ovocytes (axe X). La captation de 1’iode est présentée en
nmol/ovocyte/hr sur l'axe des Y. Les graphiques montrés représentent des expériences
typiques. Sauf indication contraire, toutes les manipulations ont été refaites de 2 a 3 fois en

utilisant des donneurs d’ovocytes différents.

Les tests statistiques utilisés ont été 1'analyse de variance (one-way ANOVA) avec les tests
de comparaisons multiples en utilisant la correction de Bonferroni et le t-test de Student.
Les astérisques représentent la signification statistique (P < 0.05) telle qu’indiquée dans les

légendes des figures.

5- Précisions par rapport au stockage et a la

manipulation de I’ T’'*°

L’iode 125, commercialement disponible en solution diluée dans le NaOH, est un isotope
qui émet un rayonnement gamma dont la demi-vie est de 59.6 jours. Puisqu’il est trés

volatil, sa manipulation nécessite des techniques spéciales pour réduire la possibilité que
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I’expérimentateur ne soit exposé a trop de radiation. Ainsi, les expériences ont toujours été
faites dans une hotte avec une vélocité minimale de 125 pieds linéaires par minute. En

outre, I’utilisation des gants est clairement requise.

Par rapport a son stockage, il est recommandé de ne pas congeler la solution contenant
1"'%I et d’éviter les solutions acides. En effet, il est méme suggéré de prélever le produit
directement a partir du contenant recu, en utilisant des seringues et des aiguilles
hypodermiques. Pourtant, dans le cadre de la présente étude, la prise directe de I’iode a
partir du contenant stock n’as pas été possible. En effet, di a des restrictions sur notre
permis d’utilisation des isotopes, la manipulation maximale autorisée a été de 100 pCi.
Puisque la quantité minimale vendue par les compagnies est de 1mCi, un échantillonnage
hors des nos installations a été nécessaire. En effet des échantillons de 100 pCi ont été
préparés en les diluants dans 100 pl d’eau pour une concentration finale de 1 uCi/pl. Tel
que suggéré, ces échantillons ont été stockés dans des Eppendorfs bien scellés et entreposés

sous la hote de travail.

Malheureusement, au cours de I'utilisation des nos contenants stock, on a observé une
évaporation évidente qui nous a obligé a changer nos conditions d’entreposage. En effet, les
dilutions de 100 uCi dans 100 pl ont été remplacées par des dilutions 100 puCi dans 1000 pl
dans le but de réduire I'importance relative de 1’évaporation. Si ceci nous a aidé a
contourner le probléme de 1’évaporation, on considere que lors de la suite de cette étude il

serait préférable de ne pas faire d’échantillonnages du tout.
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V- RESULTATS

1) Caractérisation du transport d’iode par SMCT1

1.1- Les ovocytes injectés avec SMCT1 montrent une captation
d’iode radioactif

Dans le but de vérifier le transport d’iode total (électroneutre et électrogénique) par
SMCT], on a réalisé des essais de captation d’iode radioactif sur des ovocytes exprimant

SMCTT1 et sur des ovocytes contrdle non injectés.
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Figure 16. Détermination de la portion linéaire de la captation d’iode en fonction du temps en présence de 10mM
iode. En bleu, ovocytes exprimant SMCT1, et en pointillé ovocytes témoin. Chaque point représente la moyenne de
n=6 ovocytes. Expérience répétée a 3 reprises.



67
Le tout premier point a établir quand on veut mesurer la captation d’un substrat radioactif
est la période de linéarité en fonction du temps. Nous avons donc fait des mesures de
captation d’iode pour des périodes variant de 5 & 60 min. Comme on peut observer dans la
figure16 la linéarité du transport s’étend certainement au dela de la période de 1 h. Dans les
expériences qui suivent, nous avons utilisé des temps de captation de 30 ou de 60 min et les

données sont présentées de fagon uniforme en nmol/ovocyte/heure.

Ainsi, comme on peut observer a la figure 17 dans le cas d’une expérience représentative,
les ovocytes exprimant SMCT1 présentent une captation d’iode significativement plus
grande que celle des ovocytes controle (en nmol/ovocyte/h : SMCT1=28,25 + 1,34 VS. non
injectés=5,56 + 0,35).
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Figure 17. Captation d’'*I sur des ovocytes contréle (barre noire) ou exprimant SMCT1 (barre blanche). La
concentration d’iode dans la solution extracellulaire est de 10mM. Chaque barre représente la moyenne + ES sur
n=9. Signification statistique (P < 0.05).* SMCT1 vs non injectés. Expérience répétée a 4 reprises.
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1.2- Le transport d’iode observé chez les ovocytes exprimant
SMCT1 est sensible a I’ibuproféne.

Il est bien connu que I’ibuproféne peut interférer avec le transport des monocarboxylates
effectué¢ par SMCT1 (Coady et al., 2004; Miyauchi et al., 2004). En effet, son effet est di a
la ressemblance moléculaire qu’il partage avec les monocarboxylates, 1’ibuprofeéne étant un

dérivé de I’acide propionique.

Comme on peut observer dans la figure 18, I’ibuprofene (1mM) réduit de fagon
significative la captation d’iode présentée par les ovocytes exprimant SMCTI, nous
confirmant la spécificité du transport. Dans le cas de cette expérience représentative,
I’ibuproféne a réduit le transport d’iode effectué par des ovocytes exprimant SMCT1 de (en
nmol/ovocyte/h) 17,3 + 1,5 a 4,4 + 0,3. En moyenne sur 4 expériences du type montré a la

figure 18, I’ibuproféne a bloqué 75,6 + 2% du transport d’iode dit a SMCT].
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Figure 18. Captation d’'*I sur des ovocytes non injectés (barre noire), non injectés avec ibuproféne (barre grise),
exprimant SMCT1 (barre blanche) et exprimant SMCT1 en présence de ImM d’ibuproféne (barre hachurée). La
concentration d’iode dans la solution extracellulaire est de 10 mM. Chaque barre représente la moyenne + ES sur 9
ovocytes. Signification statistique (P < 0.05).* SMCT1 vs non injectés, **SMCT1 vs SMCT1+1 mM ibuproféne.
Expérience répété a 4 reprises.
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1.3) Les ovocytes exprimant SMCT1 présentent un efflux d’iode

radioactif sensible a I’ibuproféne

Dans la glande thyroide, le transport d’iode a travers la membrane apicale se fait de la
cellule vers la lumiére. Pour vérifier si les ovocytes exprimant SMCT1 pourraient aussi
permettre la sortie d’iode intracellulaire, on a réalis¢ des mesures d’efflux. Brievement, les
ovocytes ont suivi le processus de captation d’iode déja décrit (pendant 1 heure), suivi
d’une incubation dans une solution identique a la solution de captation mais sans iode.
Cette incubation représente la période d’efflux. A la fin de celle-ci, I’ovocyte est mis dans
un tube de scintillation et la quantité d’iode marquée restant dans 1’ovocyte est mesurée.
Pour vérifier que le mécanisme de transport d’iode est en effet di a I’activité de SMCT1,
des ovocytes exprimant SMCT1 ainsi que des ovocytes non injectés ont été exposés a

I’ibuproféne pendant la période d’efflux.

Comme on peut observer a la figure 19, aprés la période d’efflux, les ovocytes exprimant
SMCTT1, présentent une quantité d’iode intracellulaire plus grande que celle contenue dans
les ovocytes injectés a 1’eau (en nmol/ovocyte: SMCT1=6,6 + 1,3 vs non
injectés=0,75+0,5. En effet, ceci est di a I’accumulation initiale d’iode pendant la période
de captation. De plus, la sortie d’iode chez les ovocytes SMCT1 est sensible a
I’ibuprofene, puisque les ovocytes SMCT1 dont la solution d’efflux contenait cet inhibiteur
pendant la période d’efflux ont conservé plus d’iode que les ovocytes dont le cotransporteur

n’était pas inhibé (SMCT1= 6,6 £ 1,3 vs SMCT1 + 1 mM ibuproféne=22,7 + 1,4).

Comme on I'a mentionné plus haut, le role physiologique de SMCT1 dans la glande
thyroide pourrait étre 1’efflux d’iode a travers la membrane apicale. Donc, d’un point de
vue physiologique, les mesures d’efflux d’iode par SMCT1 semblent plus intéressantes que
celles de captation. Pourtant, les mesures d’efflux ont un inconvénient. Puisqu’ils sont
nécessairement plus longues que les mesures de captation, le risque d’évaporation de
I’isotope est majeur (voir section IV- Matériels et méthodes, 5-Précisions par rapport au

stockage et manipulation de I’'*’I, page 63). En effet, la quantité d’iode libérée par les
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ovocytes exprimant SMCT1 n’est pas quantitativement retrouvée dans la solution d’efflux a
la fin de la manipulation (donnée non montrée) et ceci, méme en prenant des mesures en
fonction du temps d’efflux. Ainsi, car cela pourrait conduire a des imprécisions, I’analyse

du transport d’iode par SMCT1 a été réalisée avec des mesures de captation.
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Figure 19. Quantité d’'*°I restant 4 I’intérieur de I"ovocyte aprés une période d’efflux d’une heure. En noir les
ovocytes non injectés, en blanc les ovocytes exprimant SCMT1. En présence de 1mM de ibuproféne, on montre
en gris les ovocytes non injectés et en hachuré les ovocytes exprimant SMCT1. Chaque barre représente la
moyenne + ES sur n=10. Signification statistique (P <0.05).*SMCT1 vs non injecté, **SMCTI wvs
SMCT1+1mM ibuproféne. Expérience répété a 2 reprises.

1.4) Détermination de I’affinité pour I’iode

Puisque le transport d’iode observé chez les ovocytes exprimant SMCT1 est
significativement différent des ovocytes non injectés et sensible a 1’ibuproféne, notre
prochaine question a résoudre a été celle de 1’affinit¢ de SMCT1 pour ’iode. Pour y
répondre, on a fait des essais de captation d’iode en utilisant différentes concentrations de
cet anion allant de 0 a 10mM. En effet, ces concentrations couvrent la gamme du transport
observé par NIS (Dai et al., 1996) et la pendrine (Yoshida et al., 2002) ainsi que d’autres
protéines qui transporte 1’iode (Nilsson et al., 1992; Golstein et al., 1995; Yoshida et al.,

1997) mais qui n’ont pas encore ¢été identifiées au niveau moléculaire.
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De fagon totalement inattendue, on a été incapable de saturer le transporteur. Comme on
peut observer dans la figure 20, le transport d’iode est parfaitement linéaire de 0 jusqu’au

10 mM.
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Figure 20. Captation d’'*I avec des concentrations allant de 0-10mM d’iode. Le transport effectué par les ovocytes
non injectés est représenté par la ligne en pointillé, tandis que ce des ovocytes exprimant SMCT1 est représenté
par la ligne bleu foncé. n=9-10. Expérience répétée a 3 reprises. En médaillon : le transport observé en présence de
0-1 mM d’iode.

Comme I’é¢tude de Golstein et coll. (Golstein et al., 1992) suggere la présence dans la
glande thyroide de deux systémes de transport d’iode non encore identifiés, dont un
présente une affinit¢ faible (K;~33 mM), on a décidé d’élargir notre domaine de
concentrations. Ainsi, le transport d’iode sur des ovocytes exprimant SMCT1 a été testé en
concentrations allant jusqu’au 100mM. Pourtant, la méme linéarit¢ a été observée

(figure21).
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Figure 21. Captation d’'*I avec des concentrations allant de 0-100mM d’iode. Le transport effectué par les
ovocytes non injectés est représenté par la ligne bleu clair en pointillé, tandis que ce des ovocytes exprimant
SMCT]1 est représenté par la ligne bleu foncé. La ligne noir en pointillé montre la régression linéaire de chacun
respectivement. n=9-10 ovocytes par point.

La non-saturabilité du systéme suggere un mécanisme de faible affinit¢ de type canal.
Cependant, la grandeur des flux observés correspondrait a des courants énormes si I'T,
traversait la membrane tout seul, de facon électrogénique. Par exemple, un flux de 40
nmol/h, tel que montré a la figure 19 pour une concentration d’iode de 10 mM,
correspondrait & un courant de 1 pA. Un tel courant di a la présence d’iode au potentiel de
repos de I’ovocyte n’a jamais été observé lors des mesures €lectrophysiologiques faites sur
des ovocytes exprimant SMCT1. Ainsi, on peut exclure la possibilité qu’il s’agisse d’un
simple transport électrogénique d’iode, et suggérer plutdt un mécanisme de transport
¢lectroneutre. Il faudrait alors que I’iode extérieur soit échangé pour un anion interne ou

cotransporté avec un cation externe.

Etant donné ’amplitude du transport d’iode a 10 mM (30nmol/ovocyte/h), on n’a pas

priorisé des essais qui testent la possibilit¢ d’un échange anionique. Par exemple, si la
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concentration du CI intracellulaire est de I’ordre de 30 mM, un volume intracellulaire
accessible de 0.5 pl nous permet d’estimer que le contenu total en Cl” de I’ovocyte est de
15nmol (Dascal, 1987). Au rythme de transport d’iode observé, il ne resterait plus de CI’
dans la cellule apreés 30 min. La linéarit¢ du flux d’iode pour plus d’une heure élimine

completement la possibilité d’un échange I'/CI".

On a donc investigué la possibilité d’un cotransport avec un cation. En fait, le Na' est
nécessaire pour le transport des monocarboxylates par SMCT1 et agit comme inhibiteur du
courant de fuite du méme transporteur. On a donc fait I’hypothése que le Na' pouvait trés

bien avoir un role a jouer dans le transport d’iode électroneutre.

1.5) Le transport d’iode par SMCT1 est sensible au Na"

Ainsi, pour vérifier I’effet du Na" sur le transport électroneutre d’iode chez les ovocytes

exprimant SMCT1, on a fait des essais de captation d’iode en présence ou absence de Na'.

Comme on peut observer dans la figure 22, le remplacement du Na' par le NMDG dans la
solution extracellulaire annule le transport d’iode observé chez les ovocytes exprimant
SMCT1 (en nmol/ovocyte/h: SMCT1 96mM Na'= 282 + 1,3 SMCT1 96 mM
NMDG=340,2). Si sur d’autres conditions cet effet pourrait étre interprété comme un
transport d’iode couplé au gradient du Na', le fait que le transport soit non-saturable rend

cette possibilité plus difficile a défendre.
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Figure 22. Captation d’'*’I en présence ou absence du Na* extracellulaire. On présente en noir, des ovocytes non
injectés en présence de 96 mM Na', en blanc des ovocytes exprimant SMCT1 aussi en présence de Na' et en gris
des ovocytes exprimant SMCT1 ou le Na" a été remplacé par NMDG. La concentration d’iode a la solution
extracellulaire est de 10 mM. Chaque barre représente la moyenne + ES sur n= 9 - 10 ovocytes. Signification
statistique (P < 0.05).* SMCT1 vs non injectés, **SMCT1 96 mM Na" vs SMCT1 96 mM NMDG. Expérience
répetée 3 fois.

, .y . . . . + . N , .
Donc, comment réconcilier une claire implication du Na' qui suggeére un mécanisme de
cotransport avec 1’absence de saturation selon la concentration d’iode qui suggére un

mécanisme de type canal?

2) Conclusions partielles et observations surprenantes

Contrairement aux ovocytes injectés a 1’eau, nous avons observé chez les ovocytes
exprimant SMCTT1 un transport d’iode sensible a I’ibuproféne, complétement dépendent du
Na", non saturable en iode et linéaire dans le temps pour de longues périodes. La différence
entre I’amplitude du transport d’iode observée chez les ovocytes injectés a 1’eau et les
ovocytes exprimant SMCTI, ainsi que la sensibilité¢ a 1’ibuproféne nous suggerent bel et
bien que I’iode passe a travers ce transporteur. Cependant, le mécanisme par lequel 1’iode

est transporté n’est pas évident a identifier.
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2.1) Le transport d’iode est électroneutre : les ovocytes injectés
avec SMCT1 montrent une captation d’iode radioactif 20 fois

plus grande que le courant de fuite

D’abord, méme en observant un transport non-saturable en iode, on exclut la possibilité
d’un transport électrogénique de type canal. La raison la plus évidente est que ce type de

transport n’est pas visible lors des mesures ¢électrophysiologiques.
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Fig.23. Comparaison de I’amplitude du transport d’iode électroneutre (captation) vs le courant d’iode (courant de
fuite associé a SMCT1)(Coady et al., 2010). Les mesures de captation (nmol/ovocyte/h) on été converties en pA.
La grandeur du courant de fuite sortant correspond a la mesure prise a -30mV. En noir ovocytes non injectés, en
blanc ovocytes exprimant SMCT1. La concentration d’iode dans la solution extracellulaire sur les deux mesures
(captation et électrophysiologie) est de 10 mM. Chaque barre représente la moyenne + ES sur n=5 (fuite) et n=10
ovocytes (captation). Signification statistique (P <0.05).* uptake SMCT]1 vs leakSMCT1. Les deux expériences ont
été répétées au moins 3 fois.

En effet, si l'on compare I’amplitude du transport qu’on observe en captation
(SMCT1captation= 0,8 + 0,04 pA) avec celle des courants de fuite anioniques, le seul type

transport d’iode électrogénique attribuable 8 SMCT1, on voit que ce dernier est 20 fois plus
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grand (SMCTlge= 0,045 + 0,002 pA) (figure 23). Donc a partir de cela on suggere qu’au

moins 95 % du transport d’iode doit se faire de fagon électroneutre.

2.2) La grandeur du transport d’iode indique que Diode
transporté ne peut pas étre libre dans le cytosol

Pourtant si le transport d’iode est électroneutre, le niveau de captation d’iode qui peut
atteindre (30 nmol/ovocyte/h) indique que celui-ci ne pourrait étre libre dans le cytosol. En
effet, en présence de 10 mM iode dans le milieu extracellulaire, le transport atteint en 1
heure est de 30 nmol par ovocyte. Si I'on considére que le volume accessible d’un ovocyte
est de 0.5 pl et cette quantit¢ d’iode représenterait une concentration de 60 mM

(équation 1).

nt ra OSﬂl

= 60mM (Equation 1)
Sans doute que cette concentration d’iode libre est irréaliste, a plus forte raison si le
transport d’iode peut encore étre multipli¢ par 10 en augmentant sa concentration

extracellulaire a 100 mM.

Donc, si la concentration d’iode intracellulaire nous indique que cet anion ne peut pas étre
libre dans le cytosol, ou est I’iode qui semble avoir été transporté? Premi¢rement, nous
avons fait une simple expérience pour exclure la possibilité que 1’iode ne soit pas transporté

mais simplement lié¢ a I’extérieur de 1’ovocyte.

2.2.1) L’iode radioactif n’est pas lié a la membrane cellulaire

Aprés un essai de captation de 30 min, on a écrasé et centrifugé I’ovocyte en un volume
d’eau déterminé pour en séparer la partie 1égére qui contient le cytosol, les protéines
solubles et les petits fragments membranaires de la partie plus lourde qui contient
essentiellement les grands fragments membranaires et les protéines qu’ils contiennent.

Ensuite, les deux échantillons ont été¢ comptés séparément a I’aide du compteur gamma.
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Figure 24. Séparation par centrifugation de la partie soluble et protéique d’un ovocyte exprimant SMCT1 apres la
captation d’'*I pendant 1 heure. On montre en vert la radioactivité retrouvée dans le culot et en blanc la
radioactivité associée au surnageant. Chaque barre représente la moyenne + ES sur n=4 ovocytes. Signification
statistique (P < 0.05).*culot vs surnageant. Expérience faite 1 fois.

En effet, si le transport qu’on observe était dii a la liaison d’iode a I’extérieur de la
membrane cellulaire, la majorité de I’iode radioactif devrait se trouver associée avec la
fraction lourde. Pourtant, comme on observe dans la figure 24, I’iode radioactif a été trouvé
en trés grande majorité dans la partie soluble, éliminant ainsi la possibilit¢ d’une liaison

d’iode a la membrane cellulaire (en nmol/h; surnageant=12,6 + 1,8 vs culot=1,1 £ 0,3).

2.2.2) L’albumine peut lier I’iode de facon non spécifique.

Alors, si I’iode est transporté a ’intérieur de 1’ovocyte, il reste possible qu’il se lie aux
protéines intracellulaires. A ce propos, on a utilisé 1’albumine bovine (le BSA) dans le but
de démontrer de facon indirecte la possibilité que ceci ait lieu. En effet, nous avons fait
I’hypothése que 1’ajout de BSA dans la solution de captation réduirait le taux de transport

d’iode di a la liaison de celui-ci a I’albumine.



78

0.8 1 Il ron injectés
— * [ smcTi
e
5 I
S 06 -
o
2
g
*k%
< 04 T
1)
N
>
[
£ 02
8
Q
8 *ok
00 | |
BSA 2%

Figure 25. Captation d’'%I en présence ou absence de 2% de BSA dans la solution de captation. On présente en
noir, des ovocytes non injectés, en blanc des ovocytes exprimant SMCT1. La concentration d’iode dans la solution
extracellulaire est de 1mM. Chaque barre représente la moyenne + ES sur n=7-10 ovocytes. Signification
statistique (P < 0.05).* SMCT1 vs non injectés, ** non injectés vs non injectés+ BSA, *** SMCTI1 vs
SMCT1+BSA. Expérience faite 4 fois.

Comme on peut observer dans la figure 25, I’addition de 2% de BSA a réduit
significativement la captation d’iode par les ovocytes exprimant SMCT1 et aussi celle
mesurée chez les ovocytes témoin (expérience faite en présence de 1 mM iode). Ce résultat
suggere que I’iode est capable de se lier a des protéines et que c’est possiblement son sort
dans le milieu intracellulaire. Cependant le pourcentage de réduction différe entre les
ovocytes non-injectés et ceux exprimant SMCT1. En effet, la captation d’iode en absence
de BSA dans les ovocytes non inyectés équivaut a 0,25 £ 0,01 nmol/ovocyte/h tandis que
celle des non inyectés + BSA est de 0,045 + 0,004 nmol/ovocyte/h. De la méme fagon les
ovocytes exprimant SMCT1 présentent une captation d’iode de 0,62 =+
0,054nmol/ovocyte/h comparé a celle en présence de BSA de 0,38 + 0,02 nmol/ovocyte/h.
En moyenne pour les 4 répétitions de I’expérience montrée a la Fig. 25, la réduction en
présence de BSA pour les ovocytes non injectés est de 81,6 £1,9% alors que pour les
ovocytes exprimant SMCT]1, la réduction du transport causée par la présence de BSA est de
38 £ 3,3%. Cette différence est surprenante car le transport d’iode nous est apparu comme

strictement proportionnel a la concentration de 1’iode pour ces deux types d’ovocyte (voir
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Fig 21). Si la présence de BSA fait chuter la concentration d’iode libre dans la solution de
transport, il semble qu’elle ait un effet supplémentaire sur le mécanisme de transport

endogene aux ovocytes.

Si le fait que I’iode, une fois transporté, se lie aux protéines intracellulaires ne nous
surprend pas et pourrait méme étre, en fait, un avantage pour la précision de nos mesures,
un autre aspect concernant la quantité d’iode retrouvé a I’intérieur de I’ovocyte a la fin de la

période de captation nous a obligé a vérifier d’autres sources d’artéfacts possibles.

3) Vérification quant a la possibilité de présence de

différents artéfacts

3.1) Le taux de transport d’iode peut varier selon la grenouille
donneuse

Comme on peut observer dans la figure 26, pour de mémes conditions de captation d’iode
sur des ovocytes exprimant SMCTI, on a trouvé des chiffres allant de 34 nmol/ovocyte/h

jusqu’aux six fois moins (5nmol/ovocyte/h).

Si dans tous les cas la captation d’iode sur les ovocytes exprimant SMCT1 est
significativement plus ¢élevée que celle des ovocytes témoin, il est trés surprenant de voir de
si grandes variations d’un groupe d’ovocytes a I’autre. Ce qui est encore plus surprenant,
c’est que le transport par les ovocytes injectés a 1’eau varie en parallele avec le transport
associ¢ a I’expression de SMCT1. Cette situation pourrait se produire si SMCT1 agissait
comme un stimulateur d’une protéine endogéne que 1’on retrouve en quantité variable selon

le donneur d’ovocyte.
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Figure 26. Captation d’'*I en fonction de la concentration d’iode. Le transport effectué par les ovocytes non
injectés est représenté par la ligne en pointillé, tandis que ce des ovocytes exprimant SMCT]1 est représenté par la
ligne bleu foncé. n=9-10 ovocytes par point. Les conditions de captation représentées par les deux graphes sont les
mémes, la seule variante est la grenouille donneuse.
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3.2) Le transport d’iode observé chez les ovocytes exprimant
SMCT1 n’est pas dii a la surexpression des canaux de chlore
endogénes

Si on a constaté que I’expression des canaux chlore des ovocytes peut varier selon la
grenouille donneuse, la question que nous nous demandions vraiment c’était si I’injection

d’ARNm de SMCT1 pouvait entrainer la surexpression des canaux chlore endogenes.

Effectivement, il est connu que I’expression

hétérologue des plusieurs protéines chez les

a o
ovocytes de Xemopus peut entrainer la .
surexpression de protéines endogénes telles que § 0
des canaux chlore (Attali et al., 1993; Kowdley - 0.1 1 10 100
. I [Isk] (ng ™)
et al.,, 1994; Tzounopoulos et al., 1995). Parmi 5 ler-

J &4 +
ces protéines, on trouve le canal de K", IskK.

Figure 27. Relation dose-réponse entre

. . I’amplitude des courants de K+ et Cl- et la
EIl 1993 Attall et COH. (Attall et al., 1993) Ont concentration de mMRNA d’IsK lnjecté aux

, ye . . ovocytes. Les courants ont été mesurés a -30mV
montré que I'injection de hautes concentrations ¢ -130mV respectivement.
de ARNm d’IsK sur des ovocytes induit en plus  Atalli B, et al., 1993.
+ .7
du courant de K associ¢ au canal, une autre

courant de chlore activé par une hyperpolarisation (figure27).

Puisque le profil biophysique, pharmacologique, et le profil de régulation du courant de
chlore observé, différe de celui des canaux K, il a été suggéré que le canal de K peut agir
comme un activateur puissant des canaux Cl° endogenes (Attali et al., 1993) lorsqu’on

|’exprime en injectant plus de 1 pg/ul™ par ovocyte.
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Donc, pour vérifier de fagon indirecte si la surexpression de SMCT1 pourrait induire
I’expression des canaux chlore endogénes, on a décidé de tester la captation d’iode

radioactif sur des ovocytes qui expriment IsK.

Comme on peut observer dans la figure 28, les ovocytes exprimant IsK (injection de 4.6 ng
d’ARNm) présentent une captation d’iode égale aux ovocytes non injectés, nous suggérant,
de facon indirecte, que le transport observé n’est pas du a la surexpression des canaux

chlore endogenes (en nmol/ovocyte/h : non injectés= 0,37 + 0,02 vs IsK=0,36 + 0,01).

0,6

0,5 1

0,4 1

0,3 1

0,2 1

0,1 1

Captation d'125I (nmol/oocyte/h)

0,0
1mM ibuprofen

Figure 28. Captation d’'*’I sur des ovocytes non injectés (barres noires) et sur des ovocytes exprimant Isk
(barres grises) (46nl 0.1ng/nl). La concentration d’iode dans la solution extracellulaire est de ImM. Chaque
barre représente la moyenne + ES sur n=10 ovocytes. Il n’y a pas une signification statistique (P < 0.05).
Expérience faite 1 fois.

3.3) Le transport d’iode sensible a ’ibuproféne est aussi associé
a ’expression du transporteur de H'/monocarboxylates, MCT1

Si Pexpression de IsK ne se traduit pas en une captation d’iode due a I’expression des
canaux chlore endogénes de 1’ovocyte, on a décidé de vérifier si la captation d’iode pouvait
étre influencée par I’expression des divers transporteurs autres que SMCT1 et IsK. Nous
faisons I’hypothese implicite que la captation d’iode observée chez les ovocytes exprimant

SMCTTI serait due a la stimulation de 1’expression d’une protéine endogeéne. Si c’était le
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cas, il devrait étre possible de voir le méme type de flux avec 1’expression de d’autres

cotransporteurs.
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3,0 T - non injectés
|:| 1mM ibuprofen
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Figure 29. Captation d’'*I sur des ovocytes non injectés (barres noirs) et sur des ovocytes injectés avec 46nl (0.1ng/nl)
SMCTI1, KCC3, NKCC, DAT, SGLT1 et MCTI1 avec (barres grises) ou sans ibuproféne (barres blancs)
respectivement. La concentration d’iode a la solution extracellulaire est de 1 mM. Chaque barre représente la moyenne +
ES sur n=10. Signification statistique (P <0.05).*SMCT1 vs témoin et MCT1 vs témoin. **SMCT1 vs MCT]I. Cette
expérience au complet a été faite juste une fois, pourtant, la captation d’iode par MCT1 a été observé au moins 3 fois.

Ainsi, on a exprimé de facon indépendante le transporteur de Na' glucose humain hSLGT1,
un membre de la méme famille que SMCTI; le transporteur de H :monocarboxylates de
rat, ’IMCT1, une protéine avec une fonction similaire a celle de SMCT1; le transporteur de
Na":K":2Cl de lapin, tbNKCC2A, et le transporteur humain de K" :2CI', hKCC3a, deux
transporteurs de cations-chlore membres de la famille SLC/2; ainsi que le transporteur de
dopamine, hDAT de la famille SLC6A43. Pourtant, comme nous 1’avions observé pour IsK,
d'autres transporteurs tels que rbNKCC2A, hKCC3a, hDAT, hSGLTI1, n’ont pas montré
une captation d’iode comparable a ce que I’on peut voir chez les ovocytes exprimant
SMCT1 (en nmol/ovocyte/h : NKCC=0,6 + 0,03 KCC=0,4 = 0,02 DAT= 0,45 + 0,02
SGLT1=0,5 + 0,02 vs SMCT1=1,35 £ 0,1). La seule protéine qui le fait c’est rMCT1, un
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transporteur de monocarboxylates couplé au H'. De fagon intéressante, cette captation est
sensible a I’ibuproféne (en nmol/ovocyte/h : SMCTI1= 1,35 + 0,1 vs MCTI1= 2,8 £ 0,1)
(figure 29).
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VI-DISCUSSION

1) Justification

En 2004, notre laboratoire a identifié la protéine SMCT1 comme un cotransporteur de Na"
et d’acide monocarboxylique. Puisque SMCT1 est exprimé a la membrane apicale des
épithélia spécialisés dans ’absorption d’ions et de solutés, tels que le tube digestif et le
tubule rénal, on a rapidement présumé que son rdle physiologique était d’absorber ces
métabolites énergétiques (Coady et al., 2004). En effet, selon le groupe de Ganapathy, la
réabsorption de certains monocarboxylates comme le butyrate et le propionate, pourrait
méme expliquer le réle de SLC548 comme géne suppresseur des tumeurs dans le colon et

dans d’autres tissus (Ganapathy et al., 2008).

Pourtant, si aujourd’hui on comprend mieux 1’implication physiologique du transport de
monocarboxylates par SMCTI, il reste que ce transporteur s’exprime aussi chez d'autres
tissus ou la réabsorption des ces métabolites énergétiques n’est pas éminemment claire.

Parmi ces tissus on trouve la thyroide.

La fonction la plus importante de la thyroide est la synthése des hormones thyroidiennes.
Etant donné que le transport d’iode en est une étape clé, plusieurs groupes ont centré leurs
efforts sur la compréhension du mécanisme qui permet a 1’iode de jouer son rdle.
Aujourd’hui, on sait que 1’iode est transporté a la membrane basolatérale par le transporteur
de sodium/iode NIS (Dai et al., 1996). Par contre, 1’identité de la ou des protéines

responsables du transport apical reste controversée.

La pendrine, le canal CIC5 et SMCT1 semblent avoir un role a jouer dans cette fonction
(Scott et al., 1999; van den Hove et al., 2006; Rodriguez et al., 2002). Pourtant, le
mécanisme nécessaire pour le transport d’iode a la membrane apicale semble assez
complexe et parait dépendre de plus d’une protéine. En effet, I’hypothése de 1’existence des

mécanismes couplés, ou d’un complexe multiprotéique a déja été proposé (Wolff, 2005).
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L’objectif initial du présent travail était de mettre en évidence le role de SMCT1 dans le
transport de d’iode impliqué dans ce processus. A vrai dire, 1'idée du transport d’iode par ce
transporteur a déja été abordée. En effet, I’hypotheése du transport d’iode par SMCT1 a
permis son clonage, méme avant de connaitre son role comme transporteur de Na' et de
monocarboxylates(Rodriguez et al., 2002). Pourtant, si cette étude a permis de souligner
I’homologie du transporteur avec NIS, ainsi que d’établir son expression a la membrane
apicale des thyrocytes, les conclusions obtenues par rapport au transport d’iode semblent

peu convaincantes.

En effet, comme on le mentionne dans « Identification initiale de SMCTI1 comme
transporteur d’iode (page 32) » le fait d’avoir observé une accumulation d’iode sur les
cellules SMCTI-CHO et un efflux sur les SMCT1-NIS-COS-7 a permis a Rodriguez et
coll de conclure que SMCT]1 est un transporteur d’iode passif (Rodriguez et al., 2002).

Pourtant, il est important de souligner que I’accumulation d’iode est observée seulement
pour un des deux modeles cellulaires, le SMCT1-CHO. Ainsi, si les différences dans
I’accumulation d’iode pouvaient s’expliquer, comme argumente Rodriguez, par un faible
taux de rendement de transfection, cela serait contradictoire avec 1’attribution a SMCT1 de
I’efflux d’iode observé chez les cellules SMCT1-NIS-COS?7. En d’autres termes, si SMCT1
ne peut pas accumuler d’iode a cause de sa faible expression chez les cellules COS7, il ne

devrait pas non plus pouvoir réaliser une fonction similaire telle que I’efflux.

En plus, si SMCT1 s’exprime mieux chez les cellules CHO, pourquoi celles-ci n’ont pas
été utilisées pour montrer I’effet de la diminution de la concentration d’iode une fois
qu’elles sont transfectés avec NIS? En outre, les auteurs de 1’étude observent un transport

sensible au perchlorate, un inhibiteur qui est connu pour son effet sur NIS, mais pas sur

SMCTI.
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Donc, il va sans dire qu’en étant a I’époque le seul travail a aborder le possible role de
SMCT1 dans la thyroide, cette idée est restée dans 1’oubli depuis 2002. Evidemment, ceci
n’a pas été di seulement aux imprécisions dans 1’é¢tude de Rodriguez (Rodriguez et al.,
2002). La caractérisation de SMCT1 comme transporteur de Na" monocarboxylates (Coady
et al., 2004), les travaux de Paroder (Paroder et al., 2006) montrant I’insensibilité du
transporteur au régulateur clef de la thyroide : la TSH, ainsi que 1’analyse de la souris
knockout soulignant un réle non essentiel du transporteur dans la physiologie thyroidienne
(Frank et al., 2008), y ont aussi contribué. Pourtant, plusieurs observations nous suggerent

que SMCTT pourrait avoir un role mineur dans le transport d’iode a la thyroide.

2) Observations

L’intérét pour I’étude du transport d’iode par SMCT1 remonte a la récente publication de
I’analyse des courants de fuite anioniques. Cette étude, réalisée dans des ovocytes de
Xenope exprimant la protéine en question, montre que SMCT1 est capable de transporter
des anions, tels que I’iode(Coady et al., 2010). Aussi, le fait que I’efflux d’iode chez des
cultures primaires de thyrocytes porcines(Nilsson, 2007) se soit avérée sensible a
I’ibuproféne constituait un autre indice nous indiquant que SMCT1 pourrait transporter

I’10de.

Bien que les essais d’efflux d’'*I sur des thyrocytes porcins paraissent une bonne approche
pour s'attaquer a la question du transport d’iode par SMCTI1, il aurait été difficile
d’identifier la contribution spécifique de SMCT1 dans un systéme qui exprime plusieurs
protéines, parmi lesquelles on trouve la pendrine et CICS5. Conséquemment, cette étude a
été faite sur des ovocytes de Xenope exprimant SMCTI1. Ainsi, on montre que
contrairement a des ovocytes injectés a 1’eau, des ovocytes exprimant SMCT1 présentent

une captation d’iode sensible a I’ibuproféne, 1’inhibiteur spécifique du transporteur.

Méme si les essais de captation radioactive peuvent refléter autant le transport électroneutre

qu’électrogénique, on pense que la grande majorité de ce transport est électroneutre, car il
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existe une grande différence entre les courants de fuites dus a 1’addition d’iode et
I’amplitude des flux d’iodes radioactif. Ainsi, comme I’amplitude du transport observé lors

. 125
des mesures de captation d’

I' est 20 fois plus grande que celle des courants de fuite, on
présume que 95% du transport d’iode est électroneutre et est passé inaper¢u dans nos études
¢lectrophysiologiques. Parce que ce mécanisme doit forcement €tre électroneutre, 1’iode

doit passer en étant li¢ a un cation ou en échange pour un autre anion.

Etant donné la grandeur de I’influx d’iode observé, il est peu probable que I’iode soit
échangé pour un anion intracellulaire donc nous avons négligé la possibilité d’un échange
anionique. En effet, il est difficile identifier 1’anion intracellulaire qui serait capable de

s’échanger avec une aussi grande quantité d’iode.

Comme on le mentionn¢ précédemment, I’amplitude du transport d’iode a 10 mM
correspond a une accumulation d’iode a l’intérieur de I’ovocyte aprés une heure est de
60mM (équation 1). Donc, nous aurions besoin d’au moins la méme quantité¢ d’anion a
échanger pour attendre 1’amplitude observé. Le chlore, le principal anion intracellulaire
n’atteindrait que 45 mM étant donné son potentiel d’inversion qui est autour de -20 mV en
présence de 90 mM de Cl externe. Pour cette raison et parce que le transport d’iode est
sensible a la présence de Na extracellulaire, nous avons plutdt investigué la possibilité que

I’iode soit cotransporté avec le Na'.

A ce propos, il est intéressant de constater que tous les membres de la famille génique
SLC5 sont des transporteurs couplés au Na'. Parmi eux, on trouve, le cotransporteur de
Na'T’, NIS, qui a été largement caractérisé et dont la fonction clé est le transport d’iode
dans la thyroide. SMCTI1 partage une grande homologie avec NIS en lui étant 70 %
similaire et 46 % identique. Cette identité inclus 8 des 12 cystéines présentes dans NIS
(130, 173, 270, 297, 308, 344, 396, et 480). De plus, la majorité des résidus critiques de
NIS, dont la mutation est la cause des défauts congénitaux du transport d’iode, sont aussi
conservés dans la séquence de SMCT1 (Val57, Argl22, Thr352, Gly393, et Gly536) (Levy
et al., 1998; Dohan et al., 2002; De, V et al., 2004; Paroder et al., 2006). Il va sans dire que
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le transport de monocarboxylates effectué par SMCT1 est aussi Na' dépendant (Coady et
al., 2004).

Pourtant, le fait que le transport observé soit sensible au Na™ est en contradiction avec
I’insensibilité au Na" de I’efflux observé chez les thyrocytes porcines (Nilsson, 2007). A ce
moment-ci, nous n’avons pas encore d’explication claire au sujet de cette nette différence

mais nous pouvons proposer deux hypothéses.

La premi¢re hypothése se base sur le fait que les thyrocytes constituent un systéme
beaucoup plus complexe que les ovocytes et que 1’analyse des caractéristiques du transport
d’iode par ces cellules reste plus difficile a décortiquer. En effet, s’il est vrai que chez les
thyrocytes I’efflux observé est sensible a I’ibuproféne, il reste possible qu’il ne s’agit pas
d’un transport effectu¢ par SMCT1, mais par un autre systeéme qui est sensible au méme
inhibiteur. Dans le méme sens, il est possible que D’efflux observé soit le résultat de
I’expression de plusieurs autres transporteurs d’iode y compris SMCT1. Dans ces deux cas,
’expression d’autres possibles transporteurs d’iode pourrait masquer 1’effet précis du Na"

sur le transport effectu¢ par SMCTI.

La deuxiéme hypothése explore la possibilité que le Na" externe affecte différemment
I’influx et ’efflux d’iode généré par SMCT1. Comme on le mentionne dans la section 1.3
des résultats (page 68), pour des raisons techniques 1’ensemble des résultats obtenus dans
les ovocytes référe a la captation et non a I’efflux d’iode. Si on pourrait présumer que les
caractéristiques du transport observées a la captation seront les mémes pour I’efflux, il faut
bien préciser que des essais d’efflux en absence de Na" extracellulaire n’ont pas encore été
faits dans notre laboratoire. Cependant, puisque 1’efflux d’iode radioactive observé chez les
ovocytes a était fait en présence de Na', on élimine la possibilité que le Na™ agisse comme
inhibiteur, comme c’est le cas pour I’efflux d’iode électrogénique observé chez les
ovocytes. Ainsi, il est possible que I’enlévement du Na" extracellulaire n’ait aucun effet sur
I’efflux et soit donc différent de 1’effet observé pour la captation chez les ovocytes. Si tel

PO + , . .
est le cas, la sensibilit¢ au Na' du transport observé dans ce travail ne serait pas en
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contradiction avec les données préliminaires de Nilsson (Nilsson, 2007). Plutdt, ceci serait

simplement expliqué par des effets différents du Na" selon la directionnalité du transport.

En outre, il est surprenant de voir que SMCT1 transporte 1’iode d’une fagon particuliére par
rapport aux mécanismes de cotransport classiques. En effet, I’activité de cotransport n’est
pas saturable en fonction de la concentration d’iode. Cette constante d’affinité extrémement
faible nous rappelle plutdt le comportement attendu d’un canal ionique. L’¢électroneutralité
du mécanisme de transport nous suggere pourtant que le transport d’iode est couplé au

transport d’un autre ion.

Donc, puisqu’on élimine la possibilité qu’il s’agisse d’un mécanisme de type canal pour I'T"
da a I’électroneutralité du transport, on propose deux hypothéses qui essayent de concilier
trois caractéristiques du transport observé : 1’électroneutralité, la dépendance au Na', et

I’absence de saturabilité en fonction de la concentration d’iode.

3) Hypothése 1 : SMCT1 transporte une autre espéce que
I’iode anionique (I') : I’iode moléculaire (I,)

La premiere hypothése suggere que le transport qu’on mesure est le résultat de
I’accumulation d’une molécule qui contient 1’iode radioactif, mais sans étre de 1’iode
anionique I'. Cette molécule serait éventuellement en équilibre avec 1’iode anionique dont
la concentration est présumée dominante. En effet, a pH 7.4, 1’oxydation de I’iode
anionique peut donner lieu a d’autres especes d’iode y compris 1’iode moléculaire (1), le
triiode (I3), I’acide hypoiodeux (HOI), I’ion hypoiodite (OI') et ’anion HI,O ®esster et al-
2999) A vrai dire, ceci est le mécanisme utilisé par les thyroperoxidases pour lier I’iode a la
structure de la thyroglobuline. En oxydant I’iode anionique, ils produisent 1’iode

moléculaire qui est reconnu comme un puissant agent ionisant.
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Pourtant, 1’oxydation d’iode peut se faire en absence des thyroperoxydases (TPO) en
utilisant H,O, (Huwiler et al., 1985). Cependant, puisque le taux de ce genre d’oxydation
n’est que d’un milliéme du taux de la réaction inverse (la réduction d’l,), la concentration
d’I, par rapport a I est trés faible. Encore plus si on tient compte du fait que le mécanisme

est aussi utilisé pour la production d’I5 (figure 30).

H,0, 20H

210 % I; (+Is- quand il y en a un excés d’I’)

2H" + 0, H,0,

Figure. 30. Oxydation d’T’, production d’I; et I;.

Ainsi, en retournant a notre hypothése de départ, il se peut que la molécule transportée par
SMCT1 soit I’iode moléculaire. En effet, le manque de saturabilité serait expliqué par la
faible concentration d'l, contenue dans une solution qui est constituée majoritairement
d’iode anionique. Si I’hypothése du transport d’I, peut expliquer 1’électroneutralité et le
manque de saturabilité (la concentration d’l, étant de plusieurs ordres de grandeur
inférieure & la concentration d’I-), il faudrait cependant comprendre pourquoi ce transport

, . +
nécessite du Na'.

Contrairement au transport Na'/lactate, le possible transport d’I, ne pourrait pas étre couplé
au gradient sodique puisqu’il deviendrait électrogénique. Quel role aurait donc le Na" dans
ce genre de transport? En effet, on suggére que dans ce cas-ci, que le Na' ne servirait qu’a
activer le transporteur mais sans étre transporté. Ainsi, la conformation de SMCT1 acquise

lors de la liaison du Na' permettrait le passage électroneutre d’iode.
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Pourtant, si notre hypothése semble expliquer 1’¢lectroneutralit¢ du transport ainsi que le
manque de saturabilité, il y aurait deux aspects a confirmer. Le premier et le plus évident
est I’affinité du transporteur pour le Na™ En effet, si le Na” se lie 8 SMCT1 nous devrions
pouvoir calculer son K, Par contre s’il se comporte comme I’iode (transport non saturable
en fonction de la concentration d’iode), cette hypothése ne pourrait expliquer la dépendance

auNa' du transporteur.

Le deuxieme aspect a prendre en compte est la puissance de 1’iode moléculaire pour se lier
aux protéines. En effet, comme le HOI, I’'l; est un des plus puissants iodants méme aux
concentrations aussi petites que 2 um (Huwiler et al., 1985). Donc, s’il est vraiment
transporté par SMCT1 in situ, il faudrait que I’iode ne soit pas sous une forme liée aux
protéines avant d’étre transporté. En d’autres termes, dii au pouvoir iodant de I'l,, il reste
difficile a comprendre comment 1’iode moléculaire ne réagirait qu’avec les protéines
cytosoliques sans affecter les protéines membranaires. En effet, 1’oxydation dans un
compartiment spécifique, serait seulement envisageable si I’espeéce anionique (I’T') serait
I’espece transporté et qu’il y avait une transformation en I, seulement au contact du milieu
intracellulaire.  L’exemple physiologique le plus clair c’est 1’organification de la
thyroglobuline au colloide folliculaire. Lors de son transport a travers le thyrocyte, I'T" est
incapable d’oxyder les protéines membranaires ou cytosoliques. C’est seulement quand il
est oxydé¢ dans le colloide, et donc converti dans un agent iodant, qu’il peut réagir avec les

résidus tyrosines de la thyroglobuline.

Ainsi, on pourrait donc concevoir un transport d’I, dans des ovocytes exprimant SMCT1 et
exposés a une solution extracellulaire qui ne contient pas de protéines mais ceci serait

impossible pour SMCT1 exprimé a la membrane apicale de la glande thyroide.

4) Hypothese 2 : SMCT1 transporte du Nal

D’autre part, nous pouvons suggérer une deuxieme hypothése qui serait en mesure

d’expliquer le transport observé. Puisqu’on parle d’un transport électroneutre qui implique
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I’iode et le sodium, on propose qu’il s’agisse d’un transport de Nal (a ne pas confondre
avec un cotransport de Na' et d’I" tel que celui réalisé¢ par NIS). En d’autres termes, le
transport d’iode ne représenterait pas I’iode dissous en solution, mais plutét une faible
quantité qui serait sous la forme de Nal. Dans ce cas-ci, on prédit que le Na™ activerait le
transport d’iode dans la mesure ou il favoriserait la formation de Nal en fonction de la
constante d’équilibre de la réaction entre le Na et I’iode. Si tel est le cas, contrairement a
notre premiére hypothése, le transporteur ne serait pas saturable en Na', plutot, comme
I’iode, on observerait une linéarit¢ du transport par rapport aux concentrations
extracellulaires. Toutefois, si on a vu de fagon répétitive la sensibilité du transport de 1’iode

\ r + . . o .
a la présence de Na', on ignore toujours I’affinité du transporteur pour ce cation.

Pourtant, cette hypothése est tout de méme réfutable di a I’impossibilité d’accumuler
autant de Na' a I’intérieur de 1’ovocyte. Si I’entrée de ce dernier pouvait étre en équilibre

avec sa sortie par un autre mécanisme, cela deviendrait mesurable en électrophysiologie.

5) Analyse des artefacts

Tout de méme, il pourrait étre argumenté que le transport qu’on observe n’est pas
attribuable 8 SMCT1. A ce propos, notre travail prend aussi en compte cette possibilité.
Premic¢rement, la possible liaison non spécifique de 1'iode a la membrane cellulaire a été
exclue. En effet, on montre que 1’iode radioactif mesuré se trouve dans la partie 1égére qui
contient le cytosol, les protéines solubles et les petits fragments membranaires, et non sur la
partie plus lourde que 1’on peut culotter avec une centrifugation d’une minute a 12000 rpm.
L’iode semble donc avoir traversé¢ la membrane et résiste aux multiples lavages que nous

avons faits avant de compter la radioactivité associée a 1’ovocyte.

Pourtant, vu que le transport a été réduit quand on utilise le BSA dans la solution
extracellulaire, on présume qu’une fois que 1’iode est entré, il peut se lier dans une certaine
mesure aux protéines intracellulaires. En effet, comme on I’a mentionné plus tot, ceci est

possible di a la formation d’l, lors de I’oxydation d’iode anionique. Cependant, il reste a



94
expliquer comment, dans nos mesures d’efflux, nous avons réussi a voir une diminution
significative de I’iode de I’ovocyte apres avoir exposé celui-ci a un milieu extracellulaire
sans iode. En d’autres termes ’iode semble donc étre capable de sortir ce qui pourrait

s’expliquer par un certain équilibre entre 1’iode 1ié et I’iode libre a I’intérieur de I’ovocyte.

A ce propos, on pense qu’une autre espéce d’iode pourrait expliquer ce phénomeéne: I’I5. En
effet, I’I; est formé a partir de I’'l; et de I'T’, quand il y a un exces de ce dernier. Puisque 1’5
se dissocie spontanément, il y a été proposé que ce mécanisme puisse représenter un
systeme d’entreposage d’I, dont la fonction physiologique serait de réduire le niveau des
agents iodants, c'est-a-dire d’l. En effet, in vivo, la production d’I; peut affecter 1’iodation
des tyrosines en réduisant les niveaux d’I, nécessaires pour ce processus. Ceci pourrait
méme étre un des causes de I’hypothyroidisme causé par un exceés d’iode mieux connu

comme I’effet Wolff-Chaicoff (Huwiler et al., 1985).

En outre, on a observé une énorme variabilit¢ dans le taux de transport mesuré¢ d’une
semaine a l’autre i.e. pour des groupes d’ovocytes différents. Si 1'on n’est pas en mesure
d’expliquer ce phénomene, on pense que le fait d’avoir eu de différents fournisseurs de
grenouilles au cours de nos expériences a pu €tre une des raisons de cette variabilité.
Pourtant, ceci n’expliquerait pas pourquoi ce genre de probléme ne s’est pas manifesté dans

d’autres types des expériences utilisant ces mémes ovocytes dans des laboratoires voisins.

Une autre hypothese pour expliquer ce phénoméne prend en compte la possibilité que la
différence dans le taux de transport observé soit due a une variation de la forme d’iode
marquée qui a été utilisée au cours de nos expériences. En effet, il se peut que les variations
observées dans le taux de transport ne soient pas vraiment dues a la grenouille donneuse,
mais plutot a des concentrations variables des especes d’iode (I', I, I5"...) en fonction du
temps et de notre facon de préparer et d’entreposer 1’iode radioactive. Par exemple, au
début de cet étude, la grandeur des contenants et la dilution de 1"'*’I avaient créé des
problémes d’évaporation de nos solutions stock (voir section IV- Matériels et Méthodes, 5)

Précisions par rapport au stockage et 4 la manipulation de I’'*I, page 63).
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D’autre part, comme il est bien connu que des canaux chlore endogenes, de loin les plus
abondants de 1’ovocyte, peuvent interférer lors de I’analyse du transport anionique d’une
protéine donnée (Attali et al., 1993; Kowdley et al., 1994; Tzounopoulos et al., 1995), on a
décidé d’analyser la possibilit¢ que D’expression de SMCTI1 puisse entrainer une
augmentation de la présence de canaux CI” endogenes. En fait, comme dans le cas de la
possible liaison a la membrane cellulaire, on a exclu I’idée de la surexpression des ces
canaux en montrant que le transport d’iode semble étre spécifique aux ovocytes exprimant

des transporteurs des monocarboxylates SMCT1 et MCT1.

En effet, SMCT1 et MCT1 présentent un transport d’iode sensible a I’ibuproféne. S’il reste
possible que seulement ces transporteurs soient capables de stimuler I’expression de canaux
chlore endogénes, le fait que le transport observé par SMCT1 nécessite du Na' n’est pas
cohérent avec cette hypothése. Les canaux chlore qui prédominent sur les ovocytes de
Xenope sont ceux activés ou inactivés par le Ca’ (CaCC et CalC respectivement), ceux
activés par I’hypotonicité¢ (Cl',,), ainsi que ceux induits par I’hyperpolarization (Cl,)
(Weber, 1999). Donc, comme le sodium a été remplacé de facon isotonique par le NMDG,
une réduction du transport serait improbable si elle était le résultat de 1’activité¢ de
n’importe quel de ces canaux. En outre, si le transport d’iode qu’on observe chez les
ovocytes exprimant SMCT1 et MCT]1 est dii a ’expression des canaux chlore, I’apparente

¢lectroneutralité ne pourrait s’expliquer non plus.

6) Interprétation du role physiologique du transport

d’iode électroneutre par SMCT1

Contrairement a I’étude de Rodriguez et coll. (Rodriguez et al., 2002) qui suggere que
SMCTI effectue un transport passif indépendant du Na', nous proposons un transport

r r + ) . .
¢lectroneutre, dépendant du Na™ dont le mécanisme est encore mal compris.
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Si cela est correct, SMCT1 aurait deux mécanismes différents pour le transport d’iode :
celui des courants de fuite, et le transport électroneutre. Si nous ignorons la raison pour
laquelle il serait nécessaire d’avoir sur une méme protéine des mécanismes différents de
transport d'iode, on pense qu’il serait difficile que son activité soit synergique. En effet, il
est possible que ces mécanismes soient mutuellement exclusifs a cause de la dépendance du
sodium de 1’un, et I’inhibition exercée par ce cation sur I’autre (la présence de Na' externe

inhibe le courant de fuite de SMCT]1).

Le réle physiologique le plus évident pour n’importe quel de ces types de transport est le
transport d’iode dans les tissus ou SMCTI1 est exprimé. Pourtant, les concentrations
normales de Na" (140Mm) ainsi que le potentiel membranaire (~ -50mV) inhiberaient le

courant de fuite dans presque tous les épithélia.

Donc, comme Coady et coll. (Coady et al., 2010) l’ont discuté, le flux d’iode
¢lectrogénique pourrait avoir lieu seulement & la membrane apicale des thyrocytes et
colonocytes. En effet, ces deux épithélia présentent des concentrations faibles de Na™ ainsi
qu’un potentiel membranaire un peu dépolarisé. Pourtant dans les deux cas, a cause de la
sélectivité¢ ionique du courant, un grand flux de chlore bidirectionnel coexisterait avec le

faible flux d’iode.

D’autre part, en matiére du transport d’iode ¢électroneutre, il serait facile de dire qu’il
constitue le mécanisme d’efflux d’iode a la membrane apicale des thyrocytes. En fait, si on
base notre étude sur des mesures d’uptake, nous observons un transport d’iode sensible a

I’ibuproféne lors des mesures d’efflux.

Pourtant, on a appris de I’étude de la pendrine qu’il faut plus que la démonstration du
transport d’iode sur des systémes hétérologues pour faire ce genre de conclusions. En effet,
si plusieurs travaux appuient le role de la pendrine comme transporteur d’iode dans la
thyroide, son role demeure controversé. Entre autres, I’analyse de la souris pendrine

knockout qui ne montre aucune dysfonction thyroidienne est une observation trés forte qui
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met en doute I'implication de la pendrine comme transporteur principal d’iode a la

membrane apicale des thyrocytes.

En effet, ceci pourrait aussi étre le cas pour SMCTI1. S’il n’existe pas encore autant
d’études par rapport a son transport d’iode comme il y en existe pour la pendrine, I’analyse
de la souris knockout de SMCT1 montre que son absence ne nuit pas non plus a la fonction
de la thyroide. Encore plus intéressant, I’inactivation combinée de la pendrine et de SMCT1
(souris SMCT1™" et pendrine ) ne résulte en aucun défaut thyroidien(Frank et al., 2008).

Donc, comment concilier cette étude avec nos résultats?

Premiérement, le fait que I’inactivation des deux protéines, la pendrine et SMCTI1, ne
refléte pas les mémes conclusions que 1’étude de sa fonction, peut étre dii a la présence
d’un mécanisme de compensation induit lorsque I’on empéche la pendrine et SMCT1 de
jouer leurs rdles. En d’autres termes il est aussi possible que la délétion d’une protéine
entraine la surexpression d’autres protéines capables d’assurer au moins une partie de la

fonction.

Pourtant, dans le cas de 1’étude de I’inactivation de la pendrine, la surexpression d’autres
protéines n’as pas été étudiée parce qu’aucun autre transporteur n’avait été¢ suggéré pour la
méme fonction. Dans le méme ordre d’idées, quand Frank et coll. (Frank et al., 2008) ont
analysé la souris SMCT1 knockout, seulement la pendrine était connue, 1’implication

possible du canal CIC5 n’avait pas encore été suggérée.

En outre, on pense que le fait que le transporteur n’ait pas un rdle essentiel a la thyroide
n’exclut pas I’idée qu’il puisse contribuer a ce role. En d'autres termes, on croit que le
transport d’iode a la membrane apicale des thyrocytes est loin d’étre simple. En effet, il
faudrait déja comprendre le mécanisme du transport électroneutre observé, mais aussi

envisager qu’il puisse dépendre d’un complexe protéique pas encore complétement connu.
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A ce sujet, I’idée qu’une seule protéine soit responsable de 1’efflux d’iode & la thyroide a
commencé a disparaitre. En effet, I’analyse de I’inactivation du canal CICS5 suggeére

fortement qu’il agisse comme modulateur de la fonction ou de I’expression de la pendrine

(Frank et al., 2008).

Si on ignore ce genre d’interaction de la part de SMCT1, Anzai et coll. (Anzai et al., 2006)
ont fait une observation intéressante par rapport a sa capacité¢ de former des complexes

protéiques impliquant les célébres motifs de liaison PDZ (pour PSD-95/SAP90, DLG, ZO-
1).

En effet, les motifs de liaison PDZ (entre 80-90aa) sont des motifs de la structure protéique
qui permettent la liaison des protéines contentant un domaine PDZ telles que celles
appartenant aux familles NHERF et PDZK1. Bien que sa fonction ait été initialement lié¢e
avec 1’échafaudage moléculaire des complexes multiprotéiques de signalisation,
aujourd’hui sa fonction a été reconnue comme importante pour le ciblage, I’activation et

I’interaction multiprotéique des transporteurs (Fanning and Anderson, 1999).

SMCT]1 présente sur son extrémité C-terminale ce genre de motif, et il a ét¢ démontré que
la protéine contentant un domaine PDZ, la PDZK1, peut se lier a celui-ci (Anzai et al.,
2006). En effet, au méme titre que SMCT]1, plusieurs transporteurs appartenant a la famille
SLC, tels que PEPT1, PEPT2, OAT4, OCTNI1, OCTN2, OATP-A, OATP-B, présentent des
motifs de liaison PDZK1 a I’extrémité carboxy-terminale. En plus, il est intéressant de
constater que, comme SMCT1, la majorité de ces protéines s’expriment a la membrane
apicale des épithélia tels que le rein ou ’intestin gréle. Cette localisation est partagée aussi
pour les protéines PDZ soulignant 1I’impact de ces motifs dans le ciblage protéique ainsi

que la formation des complexes protéiques (Kato et al., 2006).

En effet, la formation des complexes protéiques semble étre un mécanisme de base pour le
couplage fonctionnel des transporteurs. Par exemple, la fonction de NHE3 peut étre

modifiée a cause de ’activation du récepteur adrénergique B2. Il a été démontré que
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I’interaction entre ces deux protéines est possible grace a la formation d’un complexe
protéique de ces motifs de liaison PDZ avec NHERF. Pourtant, NHERF n’est pas

seulement nécessaire pour le lien physique, mais aussi pour que la régulation de NHE3 ait

lieu (Short et al., 1998; Hall et al., 1998).

Par rapport a SMCTI, il a été suggéré que la liaison de son motif PDZ avec PDZK1
pourrait étre impliquée dans le transport des urates au tubule proximal. En effet, comme on
le mentionne dans la section «3.3.2 SMCT1 dans le rein», une des fonctions
physiologiques de SMCT1 consiste en la génération d’un gradient anionique nécessaire
pour le transport des urates effectué¢ par URATI. En effet, ceci serait accompli grace a la
capacité des deux transporteurs de se lier a PDZK1 formant un complexe multimoléculaire
ou « urate transportosome » formé par au moins 5 protéines, les transporteurs des urates

URATTI et NaPil, ainsi que SMCT1 et deux PDZK1 (Endou and Anzai, 2008).

Ainsi, si la capacit¢ de SMCT1 d’interagir avec d’autres protéines via PDZK1 a été
seulement envisagée dans le rein, on pense qu’il serait intéressant d’investiguer si le motif
PDZ de SMCT]1 a aussi une implication dans la formation d’un complexe protéique a la

thyroide.

De facon intéressante, la pendrine présente sur son extrémité carboxy-terminale un domaine
STAS (sulfate transporter and antisigma factor antagonist domain). Si la fonction exacte
de ce domaine n’est pas encore bien comprise, il a été suggéré qu’il pourrait aussi servir a
des interactions protéiques a cause de sa capacité d’interagir avec le domaine régulateur de
CFTR(Ko et al., 2002; Ko et al., 2004). En effet, il a été proposé que les transporteurs de sa
famille, Slc26, ainsi que CFTR soient recrutés pour le complexe en se liant a des

échafaudages contentant des domaines PDZ (Shcheynikov et al., 2006).
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7) Perspectives

Ainsi, les perspectives de recherche sur ce sujet sont vastes. Non seulement le transport a la
membrane apicale des thyrocytes est un processus complexe, mais aussi SMCTI1 est une

protéine récemment étudiée.

Notre étude a permis de mettre en évidence un possible transport électroneutre d’iode par
SMCT1 en nous servant d’un moyen largement utilis¢ pour I’étude des protéines
membranaires : des ovocytes de Xenope. Pourtant, s’il est clair que les ovocytes présentent
beaucoup d’avantages dans 1’analyse des systémes de transport, ceci peut se compliquer a
cause de plusieurs inconvénients. Parmi ceux-ci, on peut mentionner des variations
saisonnicres, des variations entre les différents donneurs, ainsi que la contamination du

signal par un transport endogene.

A vrai dire, ces facteurs ont fait partie des problématiques de cette étude. Si on a démontré
de différentes fagons que le transport d’iode observé est dii a I’expression de SMCTI, il
serait opportun de tester un autre modeéle cellulaire exprimant SMCT1 afin de constater si le

méme type de transport d’iode y aurait aussi cours.

En effet, il est connu que des transporteurs et des canaux peuvent faire preuve d’une
fonction altérée lorsqu’ils sont exprimés dans différents modeles cellulaires (Lesage et al.,
1993; Yoshida et al., 2002). Un exemple pertinent pour notre étude est celui de la pendrine.
Contrairement aux études faites sur des ovocytes de Xenope et sur des cellules d’insecte
Sf9 ou le transport d’iode résultant de I’expression de la pendrine est dépendent du CI
(Scott et al., 1999), ce n’est pas le cas lorsqu’on exprime la pendrine chez les cellules P-4J
et FRTL-5 (Yoshida et al., 2002). De plus, I’affinité observée chez des ovocytes (~30uM)

n’est pas du tout en accord avec celle proposée pour les cellules (1mM).
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Par rapport a SMCT1, on ignore si les caractéristiques du transport d’iode observé chez des
ovocytes pourraient étre modifiées en utilisant un autre modele cellulaire. Cependant, nous

croyons indispensable de vérifier nos données a I’aide de cellules de mammifeére.

Récemment, la lignée MDCK-SMCT1 (transfectant stable) nous a été offerte par la
professeur Nancy Carrasco. Puisqu’a la différence des cellules en culture thyroidiennes
telles que les FRTL-5 (functionnal rat thyroid cells), ces cellules n’expriment pas des
protéines thyroidiennes telles que la pendrine, CICS et NIS, on pense qu’elles seront trés

utiles pour étudier la fonction de SMCT1 de fagon indépendante.

A ce propos, il s’agirait premiérement de confirmer I’expression de SMCT]1 en testant les
cellules pour le transport des monocarboxylates, ou en réalisant des essais
d’immunobuvardage comme des westerns blots. Puisque le transporteur MCT1 s’exprime
de facon endogene, il faudrait ’inhiber en travaillant aux pH basiques ou en utilisant son

inhibiteur spécifique CHC, a condition qu’il n’interfére pas avec la fonction de SMCT]1.

Une fois que les caractéristiques de la lignée seront établies, le transport d’iode par SMCT 1
pourrait étre testé avec des essais de captation d’iode radioactif sur des cultures en plats de
Pétri. Les caractéristiques immédiates & vérifier seront la dépendance du transport au Na',
ainsi que la saturabilité en iode et en Na'. Aussi il serait intéressant de vérifier la possibilité
que le Na" externe affecte différemment 1’influx et I’efflux d’iode.

Si un transport d’iode est observé, il serait intéressant de faire des essais sur des systémes

bicaméraux sur des cellules MDCK-SMCT1 cotransfectées avec NIS.

Pourtant, bien que ces deux modeles puissent donner une idée du transport de 1'iode par
SMCT]1, dans le futur, d'autres études plus complexes seront nécessaires pour analyser
d’autres aspects intéressants tels que l'interaction, la régulation et le mécanisme de toutes
les protéines impliquées dans le processus. A ce moment, des cellules FRTL-5 ainsi que

des cultures primaires de thyrocytes deviendront plus utiles. De plus, pour vérifier la
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possible formation d’un complexe via les segments PDZ, il serait nécessaire de faire des

essais de double hybride en levure.

En plus, il serait opportun d’analyser de facon plus approfondie les souris knockouts. En
effet, I’analyse de la fonction de la thyroide comme mesure de I’implication d’une protéine
est un point utile et intéressant mais elle pourrait étre complétée par une étude de

I’expression des autres composants possibles du systéme.

Aussi pour saisir toute la portée de la fonction physiologique de SMCT1 a la thyroide, il
serait important d’analyser son implication dans le cancer de cette glande. En effet, on été
observé une régulation sélective a la baisse (40 fois) de I’expression de SMCT1 sur des
carcinomes papillaires thyroidiens de forme classique (PTC-cf). Comme dans d'autres
tissus, cette diminution de I’expression est due a I’hyperméthylation du promoteur du

transporteur (Porra et al., 2005; Hu et al., 2006).

Alors que la pertinence de SMCT1 comme un suppresseur de tumeurs dans d’autres tissus
tels que le colon est immédiatement apparente en raison de la présence de concentrations
¢levées de butyrate dans la lumicére du colon, les mécanismes possibles par lesquels ce
transporteur pourrait fonctionner comme un suppresseur de tumeurs dans la thyroide ne
sont pas immédiatement évidents. Pourtant, le fait que les expressions d’autres genes
spécifiques, y compris NIS (Venkataraman et al., 1999; Neumann et al., 2004), la
pendrine(Xing et al., 2003a) et le récepteur de ’hormone stimulante de la thyroide (TSHR)
(Xing et al., 2003b), soient fortement diminuées dans le cancer de cette glande souligne la
possible implication de SMCT1 dans la physiopathologie de ce systéme. Le transport

d’iode observé par MCT1 constituera, évidemment, un autre sujet de recherche.
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VIl- CONCLUSION

Ce travail visait a analyser le possible transport d’iode électroneutre par SMCT1, un co-
transporteur de Na'/monocarboxylates dont I’identification est relativement récente et dont

la fonction a la thyroide est jusqu'a présent trés peu étudiée.

Les essais de captation d’iode radioactif réalisés sur des ovocytes de Xenopus laevis
exprimant SMCT1, nous permettent de proposer que cette protéine présente un transport
d’iode sensible a I’ibuproféne, non saturable en iode, mais sensible au Na'. Etant donné
qu'un transport d’iode d’une telle amplitude n’a jamais était enregistré en
¢lectrophysiologie, on propose qu’il est électroneutre. Pourtant, le mécanisme qui couvre
les caractéristiques du transport observé : 1’électroneutralité, non-saturabilité et dépendance

du Na’, n’est pas évident a identifier.

Ainsi, on propose deux hypothéses. La premiére suggére que la liaison du Na™ permet a
SMCT1 d’acquérir une conformation adéquate pour le transport d’iode moléculaire.
D’autre part, la deuxiéme propose que SMCT]1 transporte de I’iode sous la forme du Nal.
L’analyse de I’affinité du transporteur pour le Na™ serait nécessaire pour distinguer ces

deux possibilités.

Finalement, on exclut que des artefacts, tels que la liaison a la membrane cellulaire, ou la
surexpression des canaux chlore endogénes, soient les responsables du transport observé.
En effet, le transport d’iode semble spécifique de SMCTI1 et au transporteur des
H'/monocarboxylates MCT1.

Si ce travail a permis de comprendre un peu plus sur le transport d’iode par SMCTI, il a
également conduit a d’autres questions qui seraient intéressantes a résoudre. Il s’agirait

premiérement de confirmer le transport ici observé sur un autre modele cellulaire pour
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ensuite comprendre le mécanisme que permettrait a SMCT1 de transporter 1’iode de fagcon
électroneutre, dépendant du Na' et non saturable. D'ailleurs, la possible interaction avec
d’autres transporteurs, ainsi que la signifiance physiologique, et la contribution au

fonctionnement de la thyroide restent des sujets trés vastes a analyser.
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