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Résumé 

Le co-transporteur Na+-K+-2Cl- spécifique du rein et sensible au bumétanide, NKCC2, joue un 
rôle essentiel dans l’homéostasie hydro-électrolytique et acido-basique de l’organisme. Les mutations 
inactivatrices de NKCC2 induisent le syndrome de Bartter anténatal de type 1, une grave maladie rénale 
caractérisée par une hypotension artérielle associée à des anomalies électrolytiques. À l’opposé, une 
activité accrue de NKCC2 est associée à une hypertension artérielle sensible au sel. Pourtant, peu est 
connu sur la régulation moléculaire de NKCC2. Le but de ces travaux de thèse a donc été l’identification 
des déterminants moléculaires impliqués dans la régulation de l’expression et du trafic intracellulaire de 
NKCC2, plus spécifiquement dans le contrôle de qualité de ce co-transporteur. Suite au criblage par la 
technique de double hybride chez la levure d’une banque d’ADNc de rein humain, nous avons identifié 
OS-9 en tant que partenaire de NKCC2. La léctine OS-9 est un facteur clé de régulation du contrôle de 
qualité des protéines au niveau du RE. Les analyses de co-immunoprécipitation dans les cellules rénales 
ont montré qu’OS-9 interagit principalement avec la forme immature de NKCC2. De plus, les 
expériences d’immunofluorescence ont révélé que cette interaction aurait lieu au niveau du RE. La 
surexpression d’OS-9 diminue l’abondance totale de NKCC2. Cet effet est aboli suite à l’inhibition de 
la voie de dégradation protéique par le protéasome par le MG132. De plus, les expériences pulse-chase 
et cycloheximide-chase ont montré que cette diminution est secondaire à l’augmentation de la 
dégradation de la forme immature de NKCC2. A l’inverse, le knock-down d’OS-9 endogène augmente 
l’expression du co-transporteur en augmentant la stabilité de sa forme immature. Enfin, la mutation du 
domaine MRH (Mannose 6-phosphate Receptor Homology) d’OS-9 n’altère pas son effet sur NKCC2, 
alors que la mutation des deux sites de N-glycosylation de NKCC2 abolie l’effet d’OS-9. L’ensemble 
de nos résultats démontre l’implication de la lectine OS-9 dans le système ERAD de NKCC2. 
 

Le deuxième volet de ce travail a porté sur l’identification de nouveaux mécanismes 
Moléculaires impliqués dans le Syndrome de Bartter. Nous avons découvert des mutations dans le gène 
MAGE-D2, situé sur la chromosome X, responsables d’une nouvelle et très sévère forme du syndrome 
de Bartter anténatal, caractérisé par un polyhydramnios très précoce avec un risque élevé 
d’accouchement prématuré et de mortalité. Nous avons montré que les anomalies de MAGE-D2 
entrainent un défaut de maturation et d’expression membranaire de NKCC2 ainsi que celle du co-
transporteur Na-Cl, NCC, du tubule distal. La comparaison in vitro de l’interactome de MAGED2 
sauvage et mutée a révélé que la protéine MAGE-D2 sauvage interagit spécifiquement avec DNAJB1 
(HSP40) et/ou GNAS, suggérant l’implication de ces deux partenaires protéiques dans la régulation de 
NKCC2 et NCC par MAGE-D2 pendant la grossesse.  
 

Le troisième volet de ce travail a porté sur l’étude de l’effet de DNAJB1/HSP40, partenaire de 
MAGE-D2, sur l’expression de NKCC2. HSP40 a été identifiée aussi comme partenaire de NKCC2 par 
la technique de double hybride réalisée par notre équipe. Nous avons montré que HSP40 et son co-
chaperon HSPA1A (HSP70) interagissent avec la forme immature de NKCC2 au niveau du RE. La co-
expression de HSP40 et HSP70 augmente l’expression de NKCC2 en augmentant sa stabilité et sa 
maturation. De plus, ces deux co-chaperons régulent l’expression de NCC de la même manière. Ces 
observations suggèrent que MAGE-D2 coopère avec DNAJB1/HSP40 et HSPA1A/HSP70 pour 
protéger NKCC2 et NCC contre la rétention et la dégradation de NKCC2 au niveau du RE durant la 
grossesse, révélant ainsi une nouvelle voie de régulation du trafic intracellulaire de NKCC2 et NCC.  
Une meilleure compréhension des voies de régulation de NKCC2 et NCC, aiderait à mieux comprendre 
la physiopathologie de la rétention de sodium et, in fine, offrirait une nouvelle cible pour une approche 
pharmaceutique visant à prévenir et/ou traiter les troubles rénaux liés au bilan du sodium. 
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Généralités 

Chez un sujet sein, la quantité et la concentration des ions circulants dans l’organisme 

peuvent être soumises à des modifications d’origine extérieure. Le corps humain doit être 

capable de maintenir son homéostasie hydrique, électrolytique et l’équilibre acido-basique pour 

assurer le fonctionnement normal de la machinerie cellulaire. Le maintien de cette homéostasie 

est assuré par l’intégration de plusieurs mécanismes physiologiques. Ainsi, la pression artérielle 

est régulée par le volume de liquide extracellulaire (LEC) formé par le plasma sanguin et le 

liquide interstitiel. Le volume du LEC dépend de l’ion sodium qui constitue 90 à 95% de la 

totalité des solutés. L’ion sodium Na+ est donc le facteur majeur de la régulation de l’osmolarité 

(280 des 300 mOsm/L). Les mécanismes de la soif et de la sécrétion de l’hormone antidiurétique 

(ADH ou vasopressine) maintiennent la concentration plasmatique en Na+ dans un intervalle 

étroit (135 à 145 mM). Le volume du LEC est déterminé par l’équilibre entre les entrées et 

sorties d’eau et de Na+ (couplé au chlorure Cl−). Le rein joue un rôle majeur dans la régulation 

du volume intravasculaire et de sa constitution ionique en ajustant l’excrétion urinaire de sel et 

d’eau en fonction des apports. Ainsi, une variation de la natrémie s’accompagne d’une variation 

proportionnelle au volume plasmatique. Par exemple, une hypernatrémie par déséquilibre en 

bilan sodé augmente la rétention rénale d’eau. Il en résulte une hypervolémie et, par conséquent, 

une hypertension artérielle. Le maintien de l’équilibre acido-basique représente une autre tâche 

principale du rein, qui permet à cet équilibre de résister en permanence à des agressions 

d’origines métaboliques et respiratoires, ainsi qu’aux sources alimentaires riches en protéines 

qui constituent une source importante d’ions hydronium H3O+ (résultant des oxydations des 

acides aminés sulfurés). Le pouvoir tampon de l’organisme est ainsi maintenu par le rein qui 

assure l’excrétion quotidienne de la charge acide produite par le métabolisme cellulaire et la 

régénération de bicarbonate HCO3
− qui forment le système tampon majeur stabilisant le pH. 

Le néphron est l’unité fonctionnelle du rein. Il comporte un filtre, le glomérule de 

Malpighi, poursuivit par 12 segments tubulaires successifs qui se distinguent 

morphologiquement et fonctionnellement. Le sang est filtré à travers la paroi des capillaires du 

glomérule, et le liquide filtré est l’urine primitive. L’activité de transport d’eau et de solutés 

effectuée par les différents segments du néphron aboutit, en modifiant l’urine primitive, à 

l’urine définitive, un liquide ajusté au maintien de la composition du milieu intérieur. Parmi ces 

segments, la branche large ascendante de l’anse de Henle joue un rôle primordial dans le 

maintien de l’équilibre acido-basique, en assurant, d’une part, la réabsorption d’une fraction 
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importante de bicarbonate filtré par le glomérule et, d’autre part, en réabsorbant les ions 

ammonium NH4
+ délivrés par le tubule proximal. Elle contribue aussi aux mécanismes de 

concentration/dilution de l’urine en réabsorbant une partie remarquable du NaCl filtré. L’acteur 

principal qui réabsorbe la quasi-totalité de NaCl transportée par ce segment et réabsorbe les 

ions NH4
+ produits par le tubule proximal est le co-transporteur des ions Na+-K+-2Cl−, 

NKCC2, qui fait l’objet de notre étude.  

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux mécanismes moléculaires 

responsables de la régulation de l’expression et du trafic intracellulaire de NKCC2. Dans cette 

introduction, nous allons évoquer les différents rôles de la branche large ascendante et surtout 

ceux qui sont effectués par le co-transporteur NKCC2 dans la fonction rénale. Nous discuterons 

également les différentes caractéristiques cellulaires et moléculaires de la protéine NKCC2 

établies jusqu’à ce jour, ainsi qu’aux effets de son dysfonctionnement physiopathologique. 
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1. Contribution de la branche large ascendante à l’homéostasie hydro-

électrolytique et acido-basique 

 Description de la branche large ascendante 

La branche large ascendante (BLA) se situe au bout de l’anse de Henle localisée entre 

la fin du tubule proximal et le début de tubule distal. L’anse de Henle comprend quatre parties 

différentes : la branche large descendante suivie par la branche fine descendante s’enfonçant 

dans la profondeur de la médullaire en forme d’une épingle à cheveux, poursuivie par la 

branche fine ascendante qui se transforme brutalement en BLA. La BLA se subdivise en un 

segment médullaire (BLAm) et un segment cortical (BLAc) plus ou moins long selon le type 

du néphron (cortical ou juxtamédullaire) (Figure 1).  

Les cellules hautes de l’épithélium de la BLA diminuent en taille régulièrement de la 

médulla vers le cortex. La microscopie électronique à balayage a révélé la présence de deux 

Figure 1 Représentation schématique de la structure du néphron, montrant les deux types du 
néphron : juxtamédullaire (à gauche) et cortical (à droite). Les différents segments tubulaires sont notés 
de la manière suivante : 1, Glomérule ; 2, tubule contourné proximal ; 3, branche large descendante ; 4, 
branche fine descendante ; 5, branche fine ascendante ; 6, branche large ascendante ; 7, macula densa ; 
8, tubule contourné distal ; 9, tubule connecteur ; 10, canal collecteur cortical ; 11, canal collecteur 
médullaire externe ; 12, canal collecteur médullaire interne. Modifié à partir de Mount 2014 (2). 
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populations de cellules formant l’épithélium de la branche large ascendante : des cellules 

rugueuses dont la membrane apicale présente des microvillosités longues en contact avec la 

lumière tubulaire, et des cellules lisse où les microvillosités sont très petites. Les cellules lisses 

caractérisent le segment médullaire, qui présente de nombreuses et profondes invaginations à 

la membrane basolatérale, dont les secteurs intracellulaires sont riches en mitochondries 

orientées parallèlement à la membrane. Quant aux cellules rugueuses, elles caractérisent le 

segment cortical de la BLA avec une membrane basolatérale moins développée (2, 7). En 

revanche dans les deux segments (cortical et médullaire), des jonctions serrées scellent les 

cellules (2). 

 Réabsorption d’électrolytes par la branche large ascendante  

L’épithélium de la BLA assure un transport actif des ions. Il est à peine perméable à 

l’eau (< 1% de la perméabilité à l’eau au tubule proximal) et imperméable à l’urée, une propriété 

des jonctions serrées intercellulaires, conférant à la BLA sa spécificité de diluer l’urine. 

Pourtant, ces jonctions présentent une très grande perméabilité aux ions, particulièrement, aux 

cations (8, 9). 

La BLA joue un rôle crucial dans l’homéostasie électrolytique. Elle contribue aussi à 

l’équilibre acido-basique en réabsorbant une grande quantité de HCO3
− et de NH4

+. Ainsi, La 

BLA est le siège de réabsorption d’importantes quantités de Na+ filtré et de Cl−, participant par 

conséquent à l’homéostasie hydrique (en contrôlant les mécanismes de concentration/dilution 

urinaire). Elle réabsorbe également une quantité importante des cations bivalents (calcium Ca2+ 

et magnésium Mg2+). 

1.2.1. Rôle de la BLA dans le maintien de l’équilibre acido-basique  

La BLA contrôle la régulation du statut acido-basique, d’une part en réabsorbant la 

majorité de NH4
+ délivré par le tubule proximal, d’autre part en réabsorbant la majorité de 

HCO3
− qui n’a pas été réabsorbé par le tubule proximal. 

a) Réabsorption de NH4
+   

La concentration urinaire en H3O+ libre est minime. En conséquence, l’excrétion de la 

charge acide se fait majoritairement sous la forme de NH4
+

P

 (10). La faible concentration 

plasmatique de NH4
+ résulte en une filtration négligeable de NH4

+ par le glomérule (11, 12). En 

effet, la quasi-totalité de NH4
+ présent dans l’urine définitive résulte plutôt du métabolisme de 

la glutamine dans les cellules du tubule proximal (10).  
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Buerkert et al ont évalué la contribution in vivo de l’anse de Henle dans l’excrétion de 

NH4
+ en utilisant essentiellement la microponction tubulaire (11). Ces études ont montré que la 

quantité de NH4
+ collectée à l’entrée du tubule distal ne correspond pas à celle qui est retrouvée 

à la sortie du tubule proximal bien que présente dans l’urine définitive. La présence d’une 

réabsorption de NH4
+ dans l’anse Henle a été suggérée suite à ces observations, en lui permettant 

de court-circuiter le tubule distal et de s’infiltrer directement dans le canal collecteur. D’autres 

travaux ont montré que le tubule proximal contribue à la synthèse et à la sécrétion et non à la 

réabsorption de NH4
+ (13). Des expériences de microperfusion du tubule isolé in vitro ont 

montré que cette réabsorption s’accomplissait principalement dans la BLA corticale et 

médullaire (14). En effet, le taux de réabsorption de NH4
+ par la BLA microperfusée est 

suffisant pour justifier la totalité de NH4
+ réabsorbé dans l’anse de Henle in vivo (15). La 

réabsorption nette de NH4
+ dans les cellules de la BLA a été localisée suite à ces observations. 

Plus récemment, des études ont prouvé que ce transport de NH4
+ s’effectue selon un mode 

transcellulaire actif responsable de 65 à 80% de la réabsorption totale dans la BLAm (16-18). 

NH4
+ possède un rayon ionique semblable à celui de l’ion potassium K+. Par conséquent, les 

ions NH4
+ peuvent être transportés d’une manière active par les transporteurs de K+ dans la BLA 

(coté apical, NKCC2 et ROMK, coté basolatéral, NHE4, KCC4 et la pompe Na+/K+ 

ATPase)(17, 19). Le transport de NH4
+ par NKCC2 sera discuté et développé plus tard. Outre 

cette voie transcellulaire, une voie paracellulaire passive est aussi présente et responsable de la 

réabsorption d’environ 35% de NH4
+ (14) (Figure 2). Cette réabsorption passive est gérée par 

le potentiel transépithélial, lumière positive de la BLA, et générée par le transport 

éléctrogénique de NaCl dépendant du cotransport Na+-K+-2Cl− (16). 

 

Figure 2 Représentation schématique de la voie de transport de NH4
+ dans la BLA (2). 
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Le gradient cortico-médullaire, créé par les transports actif et passif de NH4
+ au niveau 

de la BLA, permet l’excrétion de la charge nette d’acide dans l’urine définitive. Suite à cette 

réabsorption, NH4
+/NH3 s’accumule dans le tissu interstitiel médullaire externe. De plus, la 

branche fine ascendante reçoit une partie du NH4
+ réabsorbé par la BLA en s’accumulant aussi 

sous forme d’ammoniac NH3 dans le liquide interstitiel. Par conséquent, la concentration de 

NH3 dans le liquide interstitiel médullaire devient plus élevée que celle du canal collecteur, 

autorisant son passage direct dans le canal collecteur. La combinaison de NH3 aux ions H3O+, 

sécrétés essentiellement par la pompe H+/ATPase du canal collecteur, forme les ions NH4
+ 

retrouvés dans l’urine (NH3 + H3O+ ⇌ NH4
+ + H2O). De cette manière, la conversion de NH3 

en NH4
+ favorise le passage de NH3 du liquide interstitiel vers le canal collecteur. Donc, la BLA 

contribue à la régulation de l’état acide-base de l’organisme en régulant la quantité de NH4
+ 

excrété. 

b) Réabsorption de bicarbonates (HCO3
−)  

La réabsorption de HCO3
− dans l’anse de Henle a été le sujet de plusieurs études réalisées 

chez le rat (14, 20) et la souris (21) en utilisant la microponction. Les auteurs de ces travaux 

avaient trouvé que le pH et la concentration de HCO3
− étaient semblables à la fin du tubule 

proximal et au début du tubule distal malgré la réabsorption de NH4
+. Ces résultats ont favorisé 

l’hypothèse de l’existence d’une réabsorption de HCO3
−

P

 dans l’anse de Henle. Cette hypothèse 

a été confirmé en utilisant des manipes de microperfusion des BLA du rat in vitro (20). Il a été 

démontré aussi que la réabsorption de HCO3
− dans la BLA nécessite une activité de l’anhydrase 

carbonique et d’un transport sodé couplé à la sortie d’un ion H+ du côté apical ; elle est pourtant 

indépendante du voltage transépithélial (20). Ainsi, la présence d’un échangeur Cl−/HCO3
−, 

d’un cotransporteur K+-HCO3
− (probablement effectué par le cotransporteur KCC4) et d’un 

échangeur Na+/H+ du côté basolatéral de la BLA est importante pour la sortie des ions HCO3
− 

(22). D’autres études ont montré que la BLA assure la réabsorption de 15% de bicarbonates 

filtrés par le glomérule (23). 

L’ensemble de ces données illustrant le rôle de la BLA d’une part dans la réabsorption 

de HCO3
− et, d’autre part, dans le transport de NH4

+ vers l’interstitium médullaire participant à 

l’excrétion de la charge acide dans l’urine définitive, démontre le rôle crucial que ce segment 

assure dans le maintien de l’équilibre acido-basique. 
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1.2.2. Rôle de la BLA dans la réabsorption de NaCl   

La BLA joue un rôle primordial dans le mécanisme de concentration/dilution de l’urine, 

en assurant un transport actif et passif de NaCl. En effet, la BLA est le segment qui réabsorbe 

~ 25% de NaCl filtré, en diluant le fluide tubulaire. Cette dilution du fluide tubulaire se doit 

aux cellules de la BLA qui sont hautement imperméables à l’eau. 

Plusieurs observations ont démontré la présence d’un processus de transport de NaCl, 

qui s’effectue au niveau de la BLA. D’une part, les expériences de microponction des tubules 

proximaux et distaux ont révélé que la concentration en NaCl était plus faible dans le fluide 

sortant de la BLA et que le plasma était hypertonique par rapport à ce fluide (24). D’autre part, 

l’usage de la technique de microperfusion in vitro des différents segments isolés a permis 

d’examiner directement les caractéristiques de transport de la BLA. Grâce à cette méthode, 

Burg et al (25) et Rocha et al (26) ont révélé que la BLA est hautement perméable vis-à-vis du 

NaCl, malgré une très faible perméabilité à l’eau (27). L’inhibition du transport de NaCl dans 

la BLA, lorsque Na+ (28, 29) ou Cl− (25, 26, 28, 29) est éliminé du liquide perfusé, prouve que 

le transport de Cl− est couplé à celui du Na+. Cette réabsorption de NaCl est un transport 

secondairement actif. En effet, l’absorption de Cl− dans la BLA s’effectue contre son gradient 

électrochimique transépithélial ; en outre, l’inhibition de la pompe Na+/K+-ATPase, par son 

inhibiteur spécifique l’ouabaïne, abolit l’absorption de NaCl (25, 30). Dans la partie médullaire 

et corticale de la BLA, le mécanisme global de réabsorption de NaCl est semblable, et il se 

réalise de la façon suivante : l’activité de la pompe Na+/K+-ATPase basolatérale, qui pompe le 

sodium intracellulaire vers l’interstitium, maintient le gradient électrochimique de Na+ au 

niveau de la membrane apicale. Suite à ce transport, la concentration de Na+ intracellulaire 

diminue, entraînant une différence de concentration en Na+ intracellulaire et luminale, 

permettant par suite d’engendrer une réabsorption apicale de NaCl secondairement active à 

partir de la lumière tubulaire vers la cellule ; la réabsorption de NaCl par BLA est donc un 

transport active. Cependant, il existe un transport paracellulaire passif de Na+, parallèle à cette 

voie active dans la BLA. Les études réalisées dans les BLAm de souris ont montré que 

l’inhibition du transport actif de NaCl, en bloquant spécifiquement les mécanismes impliqués 

dans la voie transcellulaire, n’a pas complétement aboli la réabsorption de Na+ au niveau de la 

BLA. Ainsi, la contribution de la voie paracellulaire passive dans le transport de Na+ a-t-elle 

été estimée grâce à ces études. Cette voie participe à 50% de la réabsorption nette de cet ion 

(31, 32). 
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L’accumulation de NaCl, réabsorbé par ces deux voies de transport dans la BLA, dans 

l’interstitium médullaire crée un gradient osmotique progressif vers l’interstitium. Cette 

réabsorption effectuée sans eau résulte en un fluide qui, émergeant de la BLA, est hypo-

osmotique. Dans le cas de diurèse, en absence de la sécrétion d’ADH, le canal collecteur est 

faiblement perméable à l’eau, menant à l’excrétion d’une urine diluée. Néanmoins, dans des 

conditions d’antidiurèse, la sécrétion d’ADH augmente la réabsorption de NaCl au niveau de 

la BLAm, induisant un gradient de concentration cortico-médullaire et augmentant la 

perméabilité à l’eau (mais pas à l’urée) au niveau des canaux collecteurs corticaux et 

médullaires externes (33-35). La différence osmotique entre la lumière tubulaire et 

l’interstitium permet donc la réabsorption de l’eau. Il en résulte une excrétion d’urine 

concentrée. 

1.2.3. Transport des autres ions   

En plus des fonctions mentionnées plus haut, la BLA joue un rôle fondamental dans la 

régulation de la balance des cations bivalents (Ca++ et Mg++) (36). En effet, ce segment 

réabsorbe 40% de Ca++ et 60% de Mg++ filtrés (37). Il est vraisemblable que ce transport se 

réalise exclusivement par voie paracellulaire, ainsi qu’il dépend fortement de la réabsorption 

de NaCl. En effet, la réabsorption de NaCl effectuée par le co-transporteur Na+-K+-2Cl− de la 

lumière tubulaire vers la cellule est déterminée par l’activité de la pompe Na+/K+-ATPase située 

à la membrane basolatérale qui pompe le Na+ dans le milieu interstitiel. En parallèle, Cl− 

traverse la membrane basolatérale vers l’interstitium par un mode K+-Cl− (KCC4) et/ou par 

conductance de Cl− (CLC-NKB). Ce mécanisme aboutit par conséquent à une différence de 

potentiel transépithéliale (lumière tubulaire positive), constituant l’énergie électrique qui va 

permettre aux ions Ca++ et Mg++ de diffuser passivement par l’intermédiaire des jonctions 

intercellulaires serrées hautement perméables aux cations. 

Nous avons présenté dans cette partie le rôle fondamental assuré par la BLA dans 

le maintien de l’équilibre acido-basique ainsi que dans le maintien de l’homéostasie 

hydrique de l’organisme. Le co-transporteur Na-K-2Cl−, NKCC2, situé à la membrane 

apicale des cellules de la BLA, est l’élément primordial pour accomplir toutes ces 

fonctions rénales.  
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2. Le co-transporteur Na+-K+-2Cl− 

Le co-transporteur Na+-K+-2Cl− fait partie de la famille des co-transporteurs cations-

chlorure éléctroneutres (Cations-Chloride-Cotransporters CCC), formée de transporteurs 

ioniques transmembranaires où le transport des ions Na+ et/ou K+ est toujours couplé aux ions 

Cl−. Cette famille comporte neuf membres codés par une famille génétique nommée SLC12 

(Solute Carriers). La famille SLC12 est divisée en deux branches principales définies, non 

seulement par leurs propriétés de transports, mais aussi par leur homologie de séquence. La 

première branche est Na+-dépendant, composée de trois membres dont deux co-transporteurs 

Na+-K+-2Cl− (SLC12A1/NKCC2, spécifique du rein exprimé à la membrane apicale et 

SLC12A2/NKCC1, ubiquitaire exprimé à la membrane basolatérale) sensibles au furosémide, 

et un troisième transporteur Na+-Cl− sensible aux thiazides (SLC12A3/NCC spécifique du rein 

exprimé à la membrane apicale). La deuxième branche est Na+-indépendant, constituée de 

quatre transporteurs K+-Cl− sensibles aux acides alcanoïques dihydroindenyloxiques 

(SLC12A4-A7/KCC1-4). Ainsi, la famille de SLC12 comporte-t-elle deux membres 

(SLC12A8/CCC9 et SLC12A9/CIP) dont la fonction et le substrat sont méconnus (3, 38) 

(Figure 3).  

 

 

Figure 3 Arbre phylogénétique de la famille SLC12 (3). 
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 Historique de la découverte du co-transport Na+-K+-2Cl− dans la BLA 

2.1.1. Description d’une activité de co-transport Na+-K+-2Cl−  

Au début des années 1960s, la découverte du furosémide et de son effet sur le gradient 

de sodium rénal médullaire a permis l’identification de la réabsorption de Na+ au niveau de la 

BLA (39-41). De plus, Rocha et Kokko (26) ont montré en 1973 que ce transport de sodium 

dans la BLA du lapin est couplé au chlorure. Quelques années plus tard, en 1981, Greger (28) 

et Schlatter (42), ont démontré l’importance de la présence de K+ pour le transport actif de NaCl 

dans la BLA, et que ce transport était sensible au furosémide. En même temps, Geek et al (43) 

ont révélé pour la première fois, dans les cellules tumorales non-polarisées (cellules d’Ehrich), 

l’existence du même type de co-transport actif de Na+-K+-Cl− sensible au furosémide. Ainsi, 

les propriétés fonctionnelles qui caractérisent ces co-transporteurs ont-elles été déterminées : 

1) le co-transport est éléctroneutre ; 2) la stœchiométrie de ce co-transport est 1Na+ 1K+ 2Cl− ; 

3) ce système de co-transport est sensible aux diurétiques de l’anse (furosémide et bumétanide) 

(44, 45). 

2.1.2. Localisation apicale du co-transporteur Na+-K+-2Cl−  

Compte tenu de toutes ces observations sus-décrites, des études de perfusion in vitro ont 

été effectuées sur des segments de la BLA isolée (46). L’ensemble de ces études a donc permis 

d’y localiser un système de co-transport des ions Na+, K+, Cl− similaire à celui observé dans les 

hématies (47). De plus, Eveloff et Kinne (48) ont localisé un système de co-transport de Na+-

K+-Cl− du côté apical de la BLA de lapin, en utilisant des préparations de vésicules 

membranaires de segments isolés de BLA ; ils ont noté que la présence luminale de Na+ est 

essentielle pour cette réabsorption. Ces auteurs et d’autres se sont basés sur le fait que le retrait 

du Na+ ou du K+ du liquide de perfusion diminue le taux de transport de NaCl (73, 74, 102).  

L’ensemble de ces données a donc permis de définir le modèle actuel de co-transport de 

Na+-K+-Cl− actif et apical au niveau de l’épithélium de la BLA. 
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2.1.3.  Mécanisme du co-transport de Na+-K+-2Cl− dans les cellules 

épithéliales de la BLA   

La réabsorption transépithéliale des ions Na+, K+ et Cl− est engendrée par l’activité de 

la pompe basolatérale Na+/K+ ATPase qui maintient la concentration de Na+ intracellulaire 

faible pendant le transportant vers l’interstitium, et la concentration de K+ élevée pendant le 

transportant vers la cellule. Le potassium réabsorbé par NKCC2 est recyclé dans la lumière 

tubulaire par le canal potassique apical (ROMK [Renal Outer Medullary Kalium channel]), et 

le chlore est transporté par les canaux chlorure basolatéraux (CLC-Kb) vers l’interstitium. La 

sensibilité de ces transporteurs aux inhibiteurs a mis en évidence leur implication dans ce 

système de transport. L’inhibition des canaux potassiques apicaux par l’ajout du Baryum dans 

la lumière tubulaire abolit le transport de Na+, K+ et Cl−, ainsi qu’une faible concentration 

luminale de K+ diminue aussi ce transport. Parallèlement, l’adjonction d’un inhibiteur des 

canaux Cl− ou un faible taux de Cl− luminal réduit le transport de Na+, K+ et Cl−. Ainsi, une 

activité continue de co-transporteur Na+-K+-2Cl− dans la BLA nécessite le recyclage de K+ 

accompagné de la baisse de la concentration de NaCl intracellulaire (Figure 4). 

2.1.4. Transport de NH4
+ par le cotransporteur Na+-K+-2Cl−  

En 1984, Good et al (14), ont étudié la contribution de la BLA à la régulation de 

l’ammonium rénal, en effectuant des expériences de microperfusion sur des segments de la 

BLA de rat isolés, ils ont constaté une réabsorption active des ions NH4
+ par le co-transporteur 

Na+-K+-Cl−. Cette observation a été soutenue par des études supplémentaires, parmi lesquelles 

les suivantes : 

Figure 4  Mécanisme du transport de Na+-K+-2Cl− dans les cellules épithéliales de la BLA. 
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1) L’ajout du furosémide, un inhibiteur du co-transport Na+-K+-2Cl−, inhibe l’absorption 

propre nette de NH4
+ dans la BLA corticale et médullaire de rat et aussi dans la BLAm 

de lapin et de souris (18, 49) ; 

2) Des études sur des vésicules membranaires apicales préparées à partir de cellules de La 

BLAm de lapin montrent une compétition directe entre NH4
+ et K+ vis-à-vis d’un site 

commun du co-transport Na+-K+-2Cl− (50) ; 

3) L’inhibition spécifique du transport actif de NH4
+ dans la BLAm de rat par augmentation 

de la concentration luminale de K+ (16, 51) ; 

4) L’absorption de 22Na+, sensible au bumétanide, en présence d’un gradient de NH4Cl est 

presque identique lors de la présence d’un gradient de KCl (50) ; 

5) L’absorption active de chlorure a été maintenue lorsque le NH4
+ a entièrement remplacé 

le K+ dans la solution de perfusion sur des BLAm de lapin, indiquant que le NH4
+ se 

substitue au K+ dans le système de co-transport apical de Na+-K+-2Cl− et la Na+-K+-

ATPase basolatérale (18). 

 Caractéristiques moléculaires de Na+-K+-2Cl−  

2.2.1. Clonage du gène 

Après la découverte des mécanismes du co-transport électroneutre, Na+-K+-2Cl− dans 

des cellules et des tissus de mammifères, plusieurs laboratoires ont entrepris des tentatives non 

récompensées pour identifier les gènes qui codent pour ces co-transporteurs. Ce n’est qu’en 

1994 que Forbush et al (52) ont réussi à isoler le gène SLC12A2 codant pour BSC2 

(Bumetanide Sensitive Cotransporter), le co-transporteur ubiquitaire basolatéral de Na+-K+-

2Cl−, nommé aussi  NKCC1, à partir d’une banque d’ADNc de la glande rectale du requin (un 

modèle des épithéliums sécrétoires connus par leur richesse en protéines de cotransport Na+-

K+-2Cl−), en utilisant des anticorps monoclonaux préparés pour ce but. Ce clone a été ensuite 

utilisé afin d’identifier les orthologues chez les mammifères. Dans la même année, Payne et 

Forbush (53), ont identifié les trois isoformes (A, B et F) de l’autre co-transporteur apical 

spécifique du rein à partir d’une banque médullaire et corticale chez le lapin. La sonde utilisée 

était conçue à partir d’ADNc de NKCC1 extraite de la lignée cellulaire T84 du colon humain. 

Simultanément, Gamba et al (54), en se basant sur l’homologie de séquences, ont criblé 

en 1994 une banque d’ADNc du rat (médullaire externe et cortex) en utilisant des sondes 
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d’ADNc de la région codante de co-transporteur NCC de la vessie d’un poisson, la plie rouge 

(flTSC, flounder thiazide-sensitive cotransporter) ; ils ont identifié le co-transporteur BSC1 

(Bumétanide Sensitive Cotransporter 1) ou NKCC2. Le groupe de Gamba a par la suite 

confirmé, en effectuant des études dans les ovocytes de Xénope, que l’activité de transport de 

NKCC2 est dépendante des ions Na+, Cl− et du 86Rb+ (un traceur radioactif de K+), et sensible 

au Bumétanide. Le gène codant pour NKCC2 a été ensuite identifié dans d’autres espèces 

comme le requin (55), la souris (56) et l’homme (57). 

Il faut savoir que NKCC1 et NKCC2 sont codés par deux gènes localisés dans des 

régions dissemblables du génome (58). Le gène codant pour NKCC2 est situé au niveau du 

chromosome 15 au locus q15-q21 (57), alors que celui codant pour NKCC1 est localisé sur le 

chromosome 5 au locus q31-q33 chez l’homme (59, 60). 

2.2.2. La protéine NKCC2  

a) Structure primaire et secondaire de la protéine NKCC2  

Selon l’étude réalisée chez le rat par Gamba et al en 1994 (54), la taille totale du transcrit 

de NKCC2 est d’environ 4,6 kb, dont la région codante est de 3,3kb, ce qui prédit une protéine 

de 1095 a.a.. Les caractéristiques des transcrits de NKCC2 chez d’autres espèces y compris 

l’homme (57), le lapin (53), le souris (56, 61) et le requin (55), sont présentés dans le Tableau 

1. 

La topologie de NKCC2 a été prédite en se basant sur l’homologie de séquences qu’elle 

partage avec les autres co-transporteurs de la même famille CCC (NKCC1 et NCC). D’après 

Gamba et al (54), en 1994, des analyses du profil d’hydrophobicité et de traduction in vitro ont 

suggéré que les co-transporteurs électroneutres Na+-(K+)-Cl− disposent de trois domaines 

distincts. Chez le rat, la protéine NKCC2 comporte une extrémité NH2 terminale hydrophile 

d’environ 174 a.a. poursuivie par une région centrale hydrophobe constituée de douze domaines 

transmembranaires d’environ 467 a.a., et une région hydrophile COOH terminale d’environ 

454 a.a. (Figure 7). 
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Tableau 1 les caractéristiques des transcrits de NKCC2 chez les différentes espèces 

Espèce Isoformes Transcrit, kb Région codante, kb Nombre des a.a. Référence 

Homme hNKCC2 3,362 3,297 1099 (57) 

Lapin A, B, F 4,750 3,300 1099 (53) 

Rat rBSC1 4,546 3,285 1095 (54) 

Souris A, B, F 4,655 3,285 1095 (56) 

mBSC1-L 4,605 3,285 1095 (61) 

mBSC1-S 2,968 2,310 770 (61) 

Requin A,F 4,376 3,285 1095 (55) 

En 1995, Igarashi et al (56), ont établi une structure similaire pour NKCC2 chez la 

souris. À noter que la séquence protéique de NKCC2 est hautement conservée avec les deux 

autres co-transporteurs Na+-(K+)-Cl− (NKCC1 et NCC) à l’exception du domaine NH2 terminal 

qui est identique seulement à 60% à celui de NKCC1, ainsi qu’entre les différentes espèces. 

Deux sites putatifs de N-glycosylation (N442 et N452) se situent dans la boucle hydrophile 

extracellulaire entre les deux segments transmembranaires 7 et 8. Plusieurs sites de 

phosphorylation prédits sont conservés entre les différentes espèces, dont certains ont été le 

sujet de plusieurs études (Figure 5) (62). À savoir qu’à ce jour, la structure secondaire de 

NKCC2 est prédite et alors que la topologie de NKCC1 est basée sur des données 

expérimentales (4). 

2.2.3. Les isoformes de NKCC2  

a) Les mécanismes d’épissage 

L’ARNm de NKCC2 subit deux phénomènes indépendants d’épissage, menant au 

moins à six isoformes : 

Figure 5 Alignement de séquences indiquant plusieurs sites de phosphorylation de NKCC2 chez 

les différentes espèces (62). 
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En 1994, Payne et Forbush (53), ont observé le premier événement d’épissage lorsqu’ils 

ont cloné NKCC2 à partir du rein du lapin. D’autres ont montré que le même mécanisme existait 

chez la souris (56), le rat (63) et l’homme (64). Ce mécanisme d’épissage se produit à l’exon 4, 

une région constituée de 3 cassettes désignées par les lettres A, B et F comprenant chacune 96 

paires de bases. Chaque cassette code pour 32 acides aminés qui correspondent à la deuxième 

moitié du domaine transmembranaire prédit, et à la première boucle hydrophile intracellulaire 

reliant les deux domaines transmembranaire TM2 et TM3 (Figure 7). Durant cet événement 

d’épissage, un seul exon 4A, 4B ou 4F est gardé dans la séquence de l’ARNm. Ce variant de 

l’exon 4 relie donc l’exon 3 à l’exon 5. Suite à ce phénomène, trois protéines différentes sont 

produites et sont nommées NKCC2-A, B et F, en fonction de l’exon gardé. Outre ces 3 

isoformes, trois autres transcrits ont été détectés chez l’homme avec une combinaison des exons 

4A et 4B, 4A et 4F ou 4B, 4A et 4F (Figure 6,7) (5).  

Le second événement d’épissage a été observé chez la souris par Mount et al en 1999 

(61). Il a été produit par la présence d’une séquence de polyA dans l’intron situé entre les exons 

16 et 17, en plus de la séquence poly-A que l’on trouve à l’extrémité 3’ de l’ARNm, prédisant 

une protéine avec un domaine C-terminal plus court. Deux protéines de NKCC2, qui diffèrent 

par la longueur et la séquence de l’extrémité C-terminale, sont donc produites par ce mécanisme 

d’épissage indépendant de l’épissage de de l’exon 4. Le domaine C-terminal de l’isoforme 

longue de NKCC2 (L- NKCC2, L : long), prédit être cytoplasmique, a une longueur de 457 

résidus d’acides aminés dont les 383 derniers sont absents dans l’isoforme courte de NKCC2 

(S-NKCC2, S : short). En revanche, l’extrémité C-terminale de l’isoforme S-NKCC2 est 

composée de 129 résidus d’acides aminés dont les 55 derniers sont absents dans l’isoforme 

Figure 6 L’épissage alternatif de l’exon 4 de préARNm NKCC2 chez l'homme (5). 



17 
 

L- NKCC2. Les 74 premiers présentent la région commune conservée entre les deux isoformes 

(Figure 7).  

Mount et al ont prouvé que ces deux phénomènes d’épissage sont indépendants l’un de 

l’autre dans le rein de souris. Ainsi, la combinaison de ces deux mécanismes produit au moins 

six isoformes : trois isoformes longues (L-NKCC2 A, B et F) et trois autres courtes (S-NKCC2 

A, B et F).  

Comme susmentionné, les trois isoformes de la protéine NKCC2 A, B et F diffèrent 

seulement par la deuxième moitié du second domaine transmembranaire et la boucle 

intracellulaire reliant les deux domaines transmembranaires TM2 et TM3. En effet, on distingue 

trois a.a. qui ne sont pas conservés entre les isoformes : trois résidus sont spécifiques de 

l’isoforme A, un résidu est spécifique de l’isoforme B, et quatre résidus sont propres à 

l’isoforme F (Figure 8). Ces résidus sont hautement conservés entre les espèces. 

b) Localisation des différentes isoformes dans la BLA :  

La localisation restreinte de NKCC2 dans le rein a été déterminée suite à de nombreuses 

études. Initialement, des analyses par immunomarquage et liaison de l’analogue photosensible 

de bumétanide [3H]BSTBA effectuées par Haas et al en 1991 (65) dans le rein de souris ont 

isolé deux protéines de 75kDa et 150kDa, qui correspond à la taille des isoformes de S-NKCC2 

et L-NKCC2 découvertes plus tard (61). Plus récemment, des expériences de Northern Blot, 

  

L - NKCC2   S - NKCC2   

Figure 7 Topologie proposée pour les variants d’épissage de NKCC2. En vert, la région codée par 
l’exon 4, en rouge, le domaine carboxy-terminal absent dans S-NKCC2 et en bleu le domaine absent 
dans L-NKCC2.   

Figure 8 Les trois isoformes de NKCC2 : A, B et F (1). Séquences en acides aminés des exons 4 A, 
B et F de NKCC2 de souris. En rouge, les acides aminés différents entre les trois isoformes. En orange, 
les acides aminés exclusivement présents dans l’isoforme A. en bleu, ceux uniquement présents dans B. 
en vert, ceux propres à l’isoforme F. 
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d’hybridation in situ et d’immunohistochimie, ont montré l’expression de NKCC2 à la 

membrane apicale des cellules épithéliales de la BLA (médullaire externe et corticale) du rein 

des rats (54, 66). 

Quant à la distribution des différentes isoformes dans la BLA, des études de Northern 

Blot et de RT-PCR ont révélé une hétérogénéité d’expression de ces protéines dans la BLA de 

souris. Ces études ont montré que l’isoforme L-NKCC2 est exprimée d’une manière plus ou 

moins homogène dans la partie médullaire et corticale, tandis que l’isoforme S-NKCC2 est 

essentiellement exprimée dans la partie médullaire de la BLA (61, 66). Aussi des expériences 

d’immunofluorescence ont montré que les deux isoformes s’expriment à la membrane apicale 

des cellules épithéliales de la BLA (61) (Figure 9). 

En ce qui concerne les isoformes A, B et F, des analyses par immunolocalisation et 

hybridation in situ montrent une distribution hétérogène le long de la BLA : A présente une 

localisation à la fois dans la partie médullaire et corticale, F n’est exprimée que dans la région 

médullaire, alors que l’isoforme B est limitée au macula densa (cortex) (56) (Figure 9).  

 

 

 

 

 

Figure 9 La distribution des différentes isoformes de NKCC2 dans la BLA (4). 
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 Fonctions de NKCC2 dans la Physiologie Rénale  

2.3.1. Propriétés fonctionnelles des différentes isoformes de NKCC2   

a) Les isoformes longues A, B et F  

• Les études d’expression :  

La majorité des données portant sur les caractéristiques du transport des différentes 

isoformes de NKCC2, exprimées dans la BLA, s’appuie sur des études d’expression 

hétérologue effectuées dans les ovocytes de xénope. De nombreuses analyses fonctionnelles 

des isoformes A, B et F de NKCC2 montrent que le second domaine transmembranaire TM2 

est impliqué dans la liaison et la translocation des ions. En 1983, Forbush et al (67) et Haas et 

al (68) ont révélé que le bumétanide entrait en compétition avec le Cl− et se liait aux sites de 

dernier. D’autres études effectuées chez la souris (69) et chez le lapin (70), ont montré que les 

différentes isoformes de NKCC2 présentaient des affinités variables (NKCC2 B > A > F) vis-

à-vis des ions Na+, K+ et Cl−. Ainsi, l’affinité de B pour la bumétanide est plus élevée que celle 

de A et F (69). Ces résultats ont suggéré que les résidus variant entre les trois isoformes, qui se 

situent dans la seconde moitié de TM2 et/ou dans la boucle intracellulaire reliant TM2 et TM3, 

contribuent au processus de transport. Gagnon et al (71) ont déterminé les résidus impliqués 

dans la différence d’affinité ionique entre A et F en mutants certains résidus variants entre les 

deux isoformes. De la même manière, Giménez et Forbush (72) ont observé que la mutation 

des résidus variables de l’isoforme B par ceux de A ou F altère les propriétés du transport de B 

vers celles de A ou F respectivement. Ces expériences ont montré que la seconde moitié de 

TM2 avait une affinité élevée pour les cations et le bumétanide, tandis que la boucle reliant 

TM2 à TM3 présentait un rôle important dans l’affinité pour le Cl−. Par ailleurs, Tovar-palacio 

et al (73) ont prouvé la responsabilité du domaine central hydrophobe dans le processus de 

transport des ions et la sensibilité aux diurétiques en utilisant les ovocytes de xénope pour 

étudier les propriétés fonctionnelles des protéines chimères de NCC et de NKCC2, en 

interchangeant les domaines de NH2 et COOH terminaux entre ces deux co-transporteurs. Ces 

analyses montrent que la chimère formée du domaine central de NKCC2 et des extrémités NH2 

et COOH terminales de NCC conserve les propriétés du transport ionique de NKCC2. Ainsi, 

les terminaux de ce dernier n’ont-ils aucune importance dans le transport ionique et la sensibilité 

aux diurétiques. 

D’autres études antérieures à la découverte des différentes isoformes de NKCC2 ont 

montré que l’affinité aux ions Cl− du transporteur du sel sensible aux diurétiques de l’anse 

diffère entre les segments médullaires et corticaux de la BLA (45, 74). Les données relatives 
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aux caractéristiques du transport des différentes isoformes de NKCC2, combinées à leur 

localisation le long de la BLA, sont en accord avec les études fonctionnelles récentes utilisant 

la technique de microperfusion de tubules isolés. Selon ces études, la BLA médullaire 

transporte le sel plus rapidement que la BLA corticale, ce qui est cohérent avec le niveau 

d’expression élevé de l’isoforme F, caractérisé par une affinité ionique faible, dans la BLA 

médullaire. La BLA médullaire, à l’inverse, a un pouvoir de dilution plus important, ce qui est 

cohérent avec l’expression de l’isoforme B caractérisée par une affinité ionique élevée (26, 36). 

• Études de délétion   

i) Délétion complète de NKCC2   

Takahashi et al (75) ont développé un modèle de souris invalidé pour le gène SLC12A1, 

afin de confirmer le rôle fondamental de NKCC2 dans la réabsorption de sel dans la BLA. Ces 

souris homozygotes NKCC2−/− naissent normales, mais au bout du premier jour postnatal, elles 

présentent déjà un état de déshydratation sévère. Sept jours plus tard, ces souris développent 

une insuffisance rénale, une concentration élevée de potassium et de rénine plasmatique, une 

acidose métabolique et une hydronéphrose. Au bout de deux semaines, toutes ces souris 

homozygotes sont mortes. À l’opposé des souris homozygotes, les souris hétérozygotes 

NKCC2+/− ne développent pas un phénotype rénal sévère, bien que le niveau d’expression 

d’ARNm soit réduit à 50% (76). L’analyse du niveau d’expression des protéines NKCC2 a 

démontré que les mécanismes post-traductionnels ont totalement compensé la réduction à 

moitié du niveau d’expression des ARNm, et ont donc rétabli le niveau d’expression des 

NKCC2. 

ii) Délétion spécifique des isoformes :  

Le rôle spécifique des isoformes A et B de NKCC2 dans la physiologie rénale a été 

déterminé par l’invalidation isoforme spécifique de NKCC2 A ou B, en introduisant un codon 

stop dans l’exon 4A ou 4B (77, 78). Comme les souris hétérozygotes NKCC2+/− ne présentaient 

pas un phénotype rénal sévère (76), il n’est pas surprenant que l’invalidation isoforme 

spécifique de NKCC2, A ou B, n’a pas eu d’effets considérables sur le bilan salin et hydrique. 

Ces souris n’ont pas un taux de survie réduit comme les souris homozygotes NKCC2−/−. Une 

légère diminution de l’osmolarité ambiante et de la capacité à concentrer l’urine a été observée 

chez les souris déficientes en NKCC2A ou B. Ces données révèlent que la contribution des 

deux isoformes A et B à la réabsorption globale de sel dans le rein est mineure, ou que des 

processus de compensation se produisent dans les parties distales du néphron en augmentant la 
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réabsorption de sel lors de l’absence d’activité de ces protéines. Ainsi, les résultats des 

expériences de protection à la RNase isoforme-spécifique montrent que le pourcentage des 

transcrits de NKCC2 B, A et F de souris est respectivement 10%, 20% et 70% des transcrits 

totaux de NKCC2 (79). De ce fait, l’expression dominante de l’isoforme F dans la partie 

médullaire associée à l’expression de l’isoforme A ou de B semble être suffisante pour éviter 

tout dysfonctionnement électrolytique au niveau de la BLA. 

D’autre part, ces souris déficientes de NKCC2 A et B ont été utilisées pour estimer la 

contribution de ces isoforomes à la réabsorption nette de Cl− le long de l’anse de Henle. Pour 

déterminer la réabsorption de Cl− dans l’anse in vivo, les anses de Henle ont été perfusées à 

l’aval du tubule proximal ; la concentration de Cl− a été examinée dans le fluide tubulaire 

collecté à l’entrée du tubule distal par microponction. Les auteurs ont observé que dans des 

conditions de perfusion de flux faible, les souris NKCC2B−/− réabsorbent significativement 

moins de Cl− par rapport aux souris sauvages (77), alors qu’aucune différence n’a été observée 

chez les souris NKCC2A−/−. Par contre, la délétion spécifique de NKCC2A entraîne une 

diminution de réabsorption de Cl− dans les conditions de perfusion de flux élevé (78). Ces 

résultats obtenus à partir des études effectuées in vivo, sont en accord avec les études réalisées 

in vitro, montrant que l’isoforme NKCC2B présente une affinité élevée aux ions, alors que 

NKCC2A est l’isoforme caractérisée par une affinité plus faible et une capacité de réabsorption 

plus élevée. 

L’ensemble de ces données suggèrent que, sous des conditions de faibles concentrations 

de Cl−, la réabsorption dans la BLA dépend de l’activité de l’isoforme caractérisée par l’affinité 

élevée au Cl−. Par contre, les concentrations élevées de cet ion engagent l’isoforme A, ce qui 

suggère que la capacité de transport de NKCC2A dépasse celle de NKCC2B. 

Compte tenu de toutes les différences remarquables susmentionnées, dans les propriétés 

de transport des différentes isoformes de NKCC2, il est raisonnable de penser que le 

pourcentage de niveau d’expression des isoformes peut ne pas être stable, et que l’épissage 

alternatif peut être modulé afin de répondre aux changements de besoins de réabsorption 

ionique. 

Ce concept a été soutenu par les travaux effectués par Brunet et al (80) et Schieβl et al 

(81). Les auteurs de la première étude ont révélé chez le rat qu’une charge chronique en eau 

induit une diminution du niveau d’expression des isoformes F et A/F, tout en épargnant celui 

de l’isoforme A. Cependant, l’administration de furosémide entraîne une augmentation du 

niveau d’expression de l’isoforme A, et une diminution de ceux des isoformes F et A/F. Les 
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mécanismes exacts de cette régulation n’ont pas été abordés expérimentalement, mais les 

auteurs ont spéculé que les concentrations intracellulaires de Cl− peuvent réguler le mécanisme 

d’épissage. Dans ce contexte, il a été prouvé que la concentration en Cl− intracellulaire régule 

négativement l’activité de transport des NKCC (79, 82, 83). D’autre part, Schieβl et al (81) ont 

observé que l’épissage alternatif de NKCC2 chez la souris est modulé par l’apport alimentaire 

de sel. Un régime pauvre en sel provoque un décalage de l’épissage de NKCC2 A vers NKCC2 

B dans la BLA corticale et la macula densa. L’impact fonctionnel de cette modulation de 

l’épissage alternatif de NKCC2 sous un régime pauvre en sel a également été évalué dans une 

étude de modélisation récente (84). Les résultats de cette analyse ont suggéré que la modulation 

de l’épissage alternatif par le régime pauvre en sel augmente la réabsorption du sel dans la BLA 

et par conséquent réduit la quantité de NaCl délivrée à la macula densa. 

En plus, ces études réalisées chez les souris NKCC2A−/− et NKCC2B−/− ont permis de 

préciser le rôle fonctionnel de ces deux isoformes dans la régulation de la sécrétion de rénine. 

Pour étudier ce rôle, les auteurs ont examiné l’effet de la perfusion intraveineuse d’une solution 

saline d’une manière aiguë chez ces souris. La sécrétion de la rénine n’été pas réduite chez les 

souris NKCC2A−/− comme attendu, alors que les souris NKCC2B−/− ont répondu par une 

diminution de la sécrétion de la rénine d’une manière similaire que les souris sauvages. Ce qui 

suggère que l’expression de l’isoforme A (présentant une capacité élevée de transport Cl−) 

permet l’induction de la réduction de la sécrétion de la rénine macula densa dépendante sous 

les conditions de concentration de NaCl élevée. 

Donc, l’expression des différentes isoformes de NKCC2 présentant des affinités 

ioniques différentes semble importante pour une activité du transport efficace dans une région 

où les concentrations ioniques varient selon une large gamme. 

Néanmoins, les souris invalidées pour l’isoforme F de NKCC2 n’ont pas été générées, 

ce qui ne permet pas de caractériser son rôle spécifique dans la physiologie rénale. 

b) L’isoforme courte S-NKCC2  

L’étude fonctionnelle de la forme courte de NKCC2 a été effectuée seulement dans les 

ovocytes de xénope. Ces études révèlent que le S-NKCC2 transport les ions Na+ et Cl− est 

indépendant de K+, et que ce transport sensible au furosémide nécessite un milieu hypotonique 

(85). De plus, la co-expression de L-NKCC2 et S-NKCC2 dans les ovocytes de xénope réduit 

l’activité de L-NKCC2, et cette activité est restaurée totalement par l’ajout d’AMPc (86). Des 

expériences d’immunolocalisation ont montré que le S-NKCC2 diminue l’activité de L-

NKCC2 par rétention de ce dernier dans le compartiment subapical (86). Pourtant, ces études 
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n’ont pas montré une interaction entre ces deux formes de NKCC2. Ces observations ont ainsi 

suggéré l’implication de ce mécanisme dans la régulation de NKCC2 par les différentes 

hormones comme la vasopressine et la PTH, dont la voie de signalisation intracellulaire régule 

le niveau de l’AMPc. 
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3. Biologie cellulaire et moléculaire de la protéine NKCC2  

 Biosynthèse de la protéine 

La biosynthèse de NKCC2 semble être le schéma usuel de synthèse des protéines 

membranaires qui s’effectue en trois étapes : la transcription du gène SLC12A1 en ARNm, 

l’épissage du messager, puis la traduction de l’ARNm en protéines. En effet, comme toutes les 

protéines membranaires ou de sécrétion, la chaîne polypeptidique récemment synthétisée au 

ribosome sera transportée à la lumière du RE. Les ribosomes continuent la traduction de 

l’ARNm dans le RE et à l’aide d’un complexe de translocation les douze domaines 

transmembranaires sont insérés dans la bicouche lipidique du RE. Cette insertion se fait en 

fonction de séquence d’ancrage qui précisent la sens de l’insertion (87). 

Durant sa biosynthèse, la protéine NKCC2 se trouve sous des formes glycosylées 

révélées par immunoempreintes. Cette glycosylation est inhibée par l’addition de tunicamycine, 

un inhibiteur de N-glycosylation, qui entraîne une diminution de la masse moléculaire. Ce qui 

suggère que le noyau protéique de NKCC2 est glycosylé au cours de sa synthèse dans le RE, et 

qu’une chaîne oligosaccharidique est ajoutée très riche en mannose, ce qui explique sa 

sensibilité à l’endglycosidase H (endo H) (88). Quant au repliement de NKCC2, aucune 

information n’a encore été établie. Pourtant, en se basant sur des protéines de transport 

membranaire comme la protéine CFTR, ce phénomène pourrait se faire d’une façon co-

traductionnelle ou post-traductionnelle. 

 Contrôle qualité de NKCC2 

Le RE est un déterminant principal de la quantité de protéine exprimée à la membrane 

plasmique (89, 90). En effet, le RE présente un important système de contrôle qualité pour les 

protéines nouvellement synthétisées, étant donné que c’est le site de repliement des protéines 

membranaires et de sécrétions (91). En principe, seules les protéines correctement repliées, 

ayant passées avec succès ce système de contrôle qualité, seront acheminées vers l’appareil de 

Golgi pour être exprimées à la membrane. Pourtant, les protéines mal repliées seront retenues 

au niveau du RE, et si le repliement de la protéine ne peut pas être corrigé, elles seront dirigées 

vers la voie de dégradation appelée ERAD (ER-Associated-Degradation). La voie ERAD est 

un processus qui nécessite plusieurs étapes : la reconnaissance, la rétrotranslocation, 

l’ubiquitinylation et la dégradation des protéines mal repliées. La reconnaissance de ces 

protéines mal repliées se fait par des interactions substrat-spécifique avec des protéines 

chaperonnes (92, 93). La voie ERAD de la protéine CFTR, la première protéine membranaire 

identifiée comme substrat de la voie ERAD (94, 95), est un processus complexe qui nécessite 
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plusieurs molécules chaperonnes, y compris HSP40 (Heat Shock Protein 40), HSP70, CHIP 

(Partenaire de la protéine HSP70) et derlin 1 (96). En outre, des études menées dans notre 

laboratoire ont montré que la majorité de NKCC2 nouvellement synthétisés est retenue au 

niveau du RE et est dégradée par le protéasome (97, 98). Malgré cela, aucune chaperonne du 

RE n’a pas encore été décrite comme partenaire de la protéine NKCC2. 

 Maturation de la protéine 

Après modification de la protéine NKCC2 au niveau du réticulum endoplasmique, la 

protéine est alors adressée à la membrane apicale des cellules épithéliales de la BLA. Pour que 

NKCC2 atteigne cette membrane, les protéines bien repliées doivent finir leur glycosylation 

débutée au RE et avoir des motifs de sortie du RE et d’adressage à la membrane apicale intacts 

(88, 97-99).  

3.3.1. Glycosylation de NKCC2 

La séquence protéique de NKCC2 prédit un poids moléculaire d’environ 120kDa (56). 

Néanmoins, le poids moléculaire de NKCC2 détecté par immunoempreinte est d’environ 

160kDa (61, 88). La présence de deux sites de N-glycosylation, deux asparagines N442 et N452 

situées au niveau de la quatrième boucle extracellulaire (entre le 7ème et 8ème domaine 

transmembranaire), peut expliquer cette différence de poids moléculaire, puisque leur mutation 

en glutamine semble suffire pour empêcher la glycosylation de NKCC2 et expliquer cette 

différence (88). 

Durant la biosynthèse de NKCC2, La glycosylation commence au RE par l’addition co-

traductionnelle d’un oligosaccharide précurseur et s’achève à l’appareil de Golgi. Cet 

oligosaccharide est une unité de 14 résidus glucidiques (2 N-acétylglucosamines (GlcNAc), 9 

mannoses et 3 glucoses), qui est ajoutée à la chaîne peptidique naissante par 

l’oligosaccharyltransférase. Puis, l’α1,3-glucosidase II et l’α1,2-glucosidase I éliminent 

immédiatement les deux glucoses terminaux. Une fois la protéine atteint certain degré de 

repliement, l’α1,3-glucosidase II enlève le troisième glucose restant. Cette protéine riche en 

mannoses est la forme immature de NKCC2 (ou core-glycosylated) sensible à l’endo H, et apte 

à être transportée vers l’appareil de Golgi. 

Dans les compartiments de Golgi, des modifications enzymatiques sont réalisées en 

aboutissant à la maturation N-glycane de NKCC2, qui devient hautement glycosylée. Cette 

maturation se traduit par une augmentation de son poids moléculaires d’environ 40kDa. La 

protéine hautement glycosylée est appelée forme mature (ou complex-glycosylated). Cette 
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protéine mature devient résistante à l’endo H mais sensible à la PNGase F (Peptide:N-

Glycosidase F), puis des vésicules adressent cette protéine à la membrane plasmique. 

3.3.2. Les déterminants de l’adressage apicale 

Bien que la N-glycosylation soit importante pour la maturation de NKCC2, une 

séquence responsable de l’adressage de la protéine à la membrane apicale dans des cellules 

épithéliales polarisées a été identifiée dans la partie C-terminale. En 2008, Carmosino et al (99) 

ont identifié la séquence d’adressage apicale de NKCC2 en exprimant des structures chimères 

de NKCC1 et NKCC2 dans des cellules polarisées rénales de chien (Madin Darby Canine 

Kidney, MDCK). Les auteurs ont révélé que la présence de 77 acides aminés localisés dans 

l’extrémité C-terminale (les acides aminés 708–884) de NKCC2 est suffisante pour son 

adressage à la membrane apicale. Ainsi, l’analyse des séquences a montré que ces 77 acides 

aminés, constituant la séquence responsable de l’adressage apicale de NKCC2, ne sont pas 

présentent par l’extrémité C-terminale de NKCC1 (99). 

En outre, deux études effectuées dans notre laboratoire ont montré que le domaine 

COOH-terminal NKCC2 contient des motifs nécessaires pour la sortie de RE (97, 98). En 

exprimant la mutation Y998X dans les cellules rénales OKP (Opossum Kidney clone-P) et 

HEK293 (Human Embryonic Kidney), Zaarour et al (97) ont identifié en 2009 le motif tri-

hydrophobique 1081LLV1083 dans la partie distale de l’extrémité C-terminale de NKCC2, 

indispensable pour la maturation de NKCC2. Ce motif a été identifié par la délétion linéaire de 

la partie C-terminale en aval de cette mutation. La substitution de ce motif en trois alanines 

empêche la sortie de RE et la maturation de NKCC2 (97). De plus, Nezu et al (100) ont montré 

que ce motif est indispensable pour la sortie de NKCC1 du RE. 

Néanmoins, des autres motifs dans la partie C-terminale de NKCC2 peuvent contribuer 

au repliement et le trafic intracellulaire de cette protéine. L’analyse de séquence a révélé cinq 

motifs de di-leucine, mais deux motifs de ces cinq sont importants dans la sortie du RE et 

l’expression membranaire de co-transporteur. À l’image de 1081LLV1083, la mutation en alanine 

de deux motifs (1038LL1039, 1048LI1049) entraîne la rétention de NKCC2 au niveau de RE. Ces 

résultats montrent que le motif 1081LLV1083 est nécessaire pour la sortie de RE de NKCC2 mais 

n’est pas suffisant (98).  
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3.3.3. Le transport des protéines entre le RE et l’appareil de Golgi  

La première destination de la majorité des protéines membranaires nouvellement 

synthétisées est le RE. Ces protéines sont exportées hors du RE, après avoir atteint leur 

conformation native, essentiellement dans des vésicules COPII (pour Coat Protein complex II) 

qui bourgeonnent à partir de certains sites du RE (101). Les vésicules COPII sont des complexes 

de protéines recouvrantes incluant Sec23p/Sec24p, Sec13p/Sec31p et la GTPase (102). Ces 

vésicules, débarrassées de leur manteau protéique, fusionnent avec un complexe tubulo-

vésiculaire appelé VTC (Vesicular Tubular Cluster) ou ERGIC (ER/Golgi Intermediate 

Compartment), situé du côté cis du Golgi (103). Ce complexe est caractérisé par l’expression 

d’une protéine transmembranaire non-glycosylée de 53kDa, ERGIC53. Cette protéine joue un 

rôle dans le transport de la majorité des protéines transmembranaires du RE vers l’appareil de 

Golgi. Les protéines des vésicules COPII exporte les protéines du RE par la reconnaissance 

d’une séquence signal d’export (104, 105). Parfois, des protéines mal repliées pourraient sortir 

du RE et atteindre le côté cis du Golgi, et elles seront retournées au RE via les vésicules COPI 

(106). Cependant, aucune interaction entre ces protéines et la protéine NKCC2 n’a encore été 

décrite. 

Figure 10 Illustration schématique de la voie de biosynthèse des protéines membranaires : les 
protéines membranaires sont synthétisées dans le RE, modifiées (core-glycosylé, riche en mannose), 
repliées ; seule les protéines bien repliées sont transportées vers l’appareil de Golgi en passant par le 
compartiment intermédiaire (ERGIC), si une protéine malrepliée s’échappe au contrôle qualité du RE, 
elle est retenue au cis-Golgi est retournée au RE. Dans l’appareil de Golgi, la protéine devient mature 
(complexe-glycosylé). Ces protéines glycosylées sont transportées dans des vésicules et l’équilibre entre 
l’exocytose, l’endocytose et le recyclage va réguler la quantité de la protéine exprimée à la membrane 
plasmique. Modifié à partir de Schaeffer 2014 (6). 
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3.3.4. Transport de la protéine entre l’appareil de Golgi et la 

membrane plasmique  

Plusieurs études ont étudié le trafic intracellulaire de NKCC2 entre l’appareil de Golgi 

et la membrane plasmique. Ce mécanisme régule la quantité de NKCC2 exprimée à la 

membrane par régulation de trois phénomènes : exocytose, endocytose et recyclage de la 

protéine. Ces phénomènes impliquent des interactions protéines-protéines comme les protéines 

VAMP 2 et 3 (Vesicle-Associated Membrane Protein) (107-109), l’adolase B (110), SCAMP2 

(secretory carrier membrane protein 2) (111), SPAK /OSR1 (Ste20-related praline–alanine-rich 

kinase, oxidative stress response kinase) (112), AMPK (AMP-activated protein kinase) (113), 

MAL–VIP17 (Myelin and lymphocyte-associated protein–vesicle integral protein of 17 kDa) 

(114), la moésine (115) et la calcineurine Aβ (116). Malgré toutes ces interactions décrites, le 

trafic intracellulaire de NKCC2 entre l’appareil de Golgi et la membrane plasmique reste 

incomplètement élucidé. 

a) Rôle des VAMP2 et 3 dans le transport de NKCC2 Golgi-membrane 

plasmique 

Des études ont montré que la stimulation de la production de l’AMPc, par la 

vasopressine ou un récepteur β-adrénergique, augmente l’adressage membranaire des vésicules 

subapicales et par conséquent elle augmente la réabsorption de NaCl dans la BLA en 

augmentant son expression à la membrane apicale (117, 118). De plus, Ortiz a montré en 2006 

que la stimulation de l’expression apicale de NKCC2 implique des protéines VAMP, qui 

augmentent la fusion des vésicules subapicales à la membrane plasmique (107). Ainsi, 

l’administration de la toxine tétanique, inhibiteur des VAMP 2 et 3 en induisant leur clivage, 

bloque l’effet stimulateur de l’expression induite par l’AMPc de NKCC2 à la membrane dans 

la BLA, suggérant un rôle attribué à VAMP 2 et 3 dans cette translocation (107). Récemment, 

des études de knockdown spécifique in vivo de VAMP 2 ou 3, par l’utilisation de l’adénovirus 

pour délivrer le shRNA (short hairpin RNA) à la médullaire externe de la BLA, ont montré que 

VAMP 2, et non VAMP 3, est impliqué dans l’exocytose de NKCC2 stimulée par l’AMPc 

(108). Plus récemment, le même groupe a révélé que VAMP 3 est important pour l’expression 

membranaire de NKCC2 à l’état basal. En effet, les souris invalidées pour VAMP 3 ont moins 

de NKCC2 dans la BLA et une pression artérielle plus basse que les souris sauvages (109). 

Enfin, ces deux études récentes ont montré une interaction entre NKCC2 et VAMP 2 et 3 par 

des expériences de co-immunoprécipitation et de co-immunolocalisation (108, 109). 
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b) Rôle de l’aldolase B dans le transport de NKCC2 Golgi-membrane 

plasmique 

Notre laboratoire a utilisé la technique de double hybride chez la levure pour détecter 

les interactions possibles entre l’extrémité C-terminale de NKCC2 et les protéines exprimées 

dans le rein. L’aldolase B est l’une des protéines pêchées par cette technique. De plus, des 

expériences de co-immunoprécipitation, de co-immunolocalisation et de biotinylation montrent 

que l’aldolase B interagit avec NKCC2 dans les cellules rénales OKP et que sa surexpression 

entraîne une diminution de l’expression membranaire du co-transporteur sans que la quantité 

totale de la protéine ne soit modifiée. Cette diminution a été abolie en présence du fructose 1,6-

biphosphate, un substrat de l’aldolase B ; ce qui suggère que ce dernier retient NKCC2 soit en 

diminuant son exocytose soit en augmentant son endocytose (110). Des observations récentes 

par Ares et Ortiz ont montré que l’apport aigu de fructose aux rats augmente la réabsorption de 

NaCl dans la BLA (119). En effet, l’alimentation riche en fructose augmente la concentration 

de fructose 1,6-biphosphate dans la BLA qui est un substrat de l’aldolase B (120), et la liaison 

de ce substrat à l’aldolase pourrait augmenter l’expression de NKCC2 à la membrane 

plasmique. Ces données sont en faveur de l’hypothèse que l’adolase B régule in vivo la 

translocation de NKCC2 vers la membrane plasmique. Reste à étudier le mécanisme précis de 

cette régulation. 

c) Rôle de SCAMP2 dans le transport de NKCC2 Golgi-membrane 

plasmique 

La technique de double hybride utilisée par notre laboratoire a révélé une interaction 

possible entre le domaine C-terminal de NKCC2 et la protéine SCAMP2. Cette interaction a 

été validée dans les cellules rénales OKP et HEK par des expériences de co-

immunoprécipitation. Ainsi, des édtudes de co-immunolocalisation ont montré que cette 

interaction se fait dans les endosomes de recyclage. La surexpression de SCAMP2 diminue 

l’expression à la membrane et l’activité de NKCC2. Cet effet est dû à une diminution de 

l’exocytose et non pas l’endocytose. De plus, la mutation C201A, un peptide qui joue un rôle 

important dans la régulation de l’exocytose, abolie la diminution de NKCC2 membranaire due 

à la protéine SCAMP2. D’autres études ont montré que SCAMP2 interagit avec SNAP-23, un 

partenaire des VAMP2/3 dans le complexe SNARE, et l’effet de cette interaction est la 

diminution de l’exocytose de plusieurs protéines (121). L’ensemble de ces données est en 

faveur d’un rôle important de SCAMP2 dans l’inhibition de l’expression membranaire de 

NKCC2. 
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d) Rôle de MAL–VIP17 dans le transport de NKCC2 Golgi-membrane 

plasmique 

Carmosino et al ont montré que MAL/VIP17 est impliqué dans la régulation de 

l’expression membranaire de NKCC2 (114). MAL/VIP17 est exprimée exclusivement à la 

membrane apicale des cellules épithéliale rénales (122, 123). Cette interaction implique 150 

acides aminés de la partie C-terminale de NKCC2, incluant les 77 acides aminés nécessaires à 

l’adressage apicale de NKCC2. La surexpression de MAL/VIP17 chez les souris transgéniques 

augmente l’expression de NKCC2 à la membrane, en stabilisant son expression membranaire 

et en augmentant sa phosphorylation. Ainsi, des analyses d’endocytose dans des cellules 

épithéliales (MDCK et LLC-PK1) ont démontré que cette stabilisation est accompagnée par 

une diminution de l’internalisation de NKCC2 (114). 

e) Rôle de la moésine dans le transport de NKCC2 Golgi-membrane 

plasmique 

L’utilisation de la technique de décalage de l’anticorps, associée à la migration bleue 

native/SDS-PAGE et la spectrométrie de masse, permet d’identifier la moésine comme 

partenaire de NKCC2 (115). La transfection de la moésine dominante négative taguée par la 

GFP entraîne l’accumulation de NKCC2 dans les vésicules subapicales. Ainsi, le knockdown 

de la moésine diminue l’expression membranaire de NKCC2. Enfin, des analyses d’endocytose 

et d’exocytose expliquent cette diminution par une réduction de l’exocytose de co-transporteur 

(115). 

f) La régulation de la phosphorylation de NKCC2 

Piechotta et al ont montré une interaction probable entre SPAK/OSR1 et la  protéine 

NKCC2 en utilisant la technique de double hybride (124). Cette interaction s’établit avec le 

motif RFQV de l’extrémité N-terminale de NKCC2 (112). La co-expression de l’un ou l’autre 

de ces deux kinases avec NKCC2 dans les cellules rénales HEK dans un milieu hypotonique 

(faible concentration en Cl−) montre que SPAK et OSR1 augmentent la phosphorylation de 

quatre sites (Thr95, Thr100, Thr105 et Ser91) de l’extrémité N-terminale de NKCC2, et par 

conséquent augmentent l’activité du co-transporteur (112). Par contre, Ser130 du domaine N-

terminal de NKCC2 est phosphorylé par l’AMPK (112, 113), un autre partenaire de NKCC2 

(113). 

Il est bien à noter que trois membres de la famille WNK (no lysine kinase) régulant la 

voie SPAK et OSR1 en amont, sont exprimés dans la BLA : WNK1 (les deux formes ks-WNK1, 
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spécifique du rein, et L-WNK1, forme long), WNK3 et WNK4 (125-127). Les WNK1s régulent 

d’une manière opposée : le ks-WNK1 inhibe l’activité de NKCC2, par contre le L-WNK1 

stimule son activité. Les souris ks-WNK1 transgéniques confirment l’effet observé in vitro de 

ks-WNK1 sur NKCC2 (128, 129). Les études fonctionnelles de WNK3 dans l’ovocyte de 

xénope montrent que WNK3 augmente la phosphorylation de NKCC2 via la voie SPAK/OSR1 

(125, 130). Deux lignées de souris invalidées pour le gène codant pour WNK3 ont révélé que 

l’effet in vivo de WNK3 semble être limité (131). Ce désaccord avec les résultats in vitro 

pourrait être dû à un effet compensateur de WNK1 chez les souris invalidées pour WNK3 (132). 

Enfin, WNK4 stimule la phosphorylation de NCC via la voie SPAK/OSR1, alors qu’aucune 

information concernant l’effet de WNK4 sur NKCC2 n’a encore été établie (133). 

En plus des WNKS, une autre protéine interagissant avec SPAK a été décrite. Cette 

protéine est appelée SORLA (Sorting protein-related receptor containing LDLR class A 

repeats). L’invalidation de ce dernier chez la souris du gène codant pour SORLA entraîne une 

forte baisse de la co-localisation entre SPAK et NKCC2, et une diminution dramatique de la 

phosphorylation de NKCC2 (−75%) (134). Cette diminution est abolie par l’administration de 

la cyclosporine, un agent immunosuppresseur qui inhibe la calcineurine phosphatase. La 

calcineurine exprimée dans la BLA est la calcineurine Aβ, qui est surexprimée chez les souris 

SORLA invalidées (116). Ces données suggèrent que SORLA joue un rôle stimulateur de 

SPAK, qui stimule à son rôle la phosphorylation de NKCC2 et joue un rôle inhibiteur de la 

calcineurine Aβ, qui déphosphoryle NKCC2 (116). 

Récemment, des études ont montré que l’uromoduline (UMOD, protéine spécifique de 

la BLA) augmente la phosphorylation et l’activité de NKCC2. En effet, un polymorphisme dans 

le promoteur du gène UMOD a été lié au risque de l’insuffisance rénale chronique et de 

l’hypertension artérielle (135). En revanche, aucune interaction physique n’a été montrée entre 

NKCC2 et UMOD. 
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4. NKCC2 dans le Syndrome de Bartter  

Le syndrome de Bartter (BS) est une tubulopathie héréditaire rare, de type autosomique 

récessif (BS type 1, 2, 3 et 4) ou dominant (BS type 5). Cette maladie est caractérisée par le 

défaut de réabsorption de NaCl au niveau de la BLA, et par conséquent, une fonction rénale 

anormale qui se traduit par une incapacité de régulation de volume et de composition ionique 

des fluides de l’organisme. Une variabilité phénotypique observée chez les patients du 

syndrome de Bartter est due à la mutation qui affecte les différentes protéines impliquées dans 

la réabsorption de la BLA. 

 Tableau clinique  

Les signes cliniques du syndrome de Bartter se caractérisent par une alcalose 

métabolique hypokaliémique, une pression normale basse, une rénine plasmatique élevée avec 

hyperaldostéronisme et des troubles digestifs (anorexie, vomissements, constipation, diarrhée). 

Une forme anténatale a été décrite, associant en plus des signes cliniques plus sévères : un 

polyhydramonios, une prématurité, une polyuropolydipsie avec risque de déshydratation et un 

retard de croissance. Ainsi, plusieurs formes de BS se caractérisent par une hypercalciurie 

associée dans la majorité des cas à la néphrocalcinose, qui peut provoquer secondairement une 

insuffisance rénale néonatale. 

 Physiopathologie  

Le syndrome de Bartter est un ensemble de tubulopathies génétiques affectant le 

transport du sel au niveau de la BLA. Comme mentionné dans la partie précédente, la BLA joue 

un rôle crucial dans la régulation de la concentration de l’urine, une fonction accomplie par un 

mécanisme de transport transépithélial du sel intégrant différents transporteurs, dont NKCC2 

constitue l’élément clé. Le syndrome de Bartter est dû à l’inactivation du système de transport 

de sel dans la BLA par des mutations affectant au moins quatre gènes différents codant pour 

des protéines impliquées dans ce système : les gènes SLC12A1, KCNJ1, CLCNKB et BSND, 

codant pour les protéines NKCC2, ROMK, CLC-Kb et la barttine (la sous unité régulatrice des 

canaux chlorures basolatéraux CLC-Ka et CLC-Kb), caractérisant le syndrome de Bartter type 

I, II, III et IV respectivement. La mutation de ces différentes protéines entraîne des phénotypes 

presque similaires avec un syndrome de Bartter néonatal sévère dans la majorité des cas. La 

perte du sel dans l’urine accompagnée par une polyurie, due à l’inactivation de l’une ou l’autre 

de ces protéines, provoque un rétrécissement du volume extracellulaire et une diminution de la 

volémie. Cette hypovolémie entraîne une hyperplasie de l’appareil juxtaglomérulaire associée 
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à une activation du système rénine-angiotensine et une augmentation de la sécrétion 

d’aldostérone. Le système rénine-angiotensine et l’aldostérone agissent en aval de la BLA de 

telle sorte que la baisse dangereuse de la pression artérielle et de la volémie est évitée, en 

augmentant la réabsorption de sodium et la résistance vasculaire. En plus de la stimulation du 

système rénine-angiotensine, la sécrétion rénale excessive de prostaglandine E2 (PGE2) est 

aussi stimulée. Cette hypersécrétion inhibe la réabsorption de NaCl dans la BLA. Ainsi, des 

symptômes extra-rénaux observés chez les patients de BS, telles les fièvres, vomissements, 

diarrhées, ostéopénie et retard de croissance, sont associés en partie à l’hypersécrétion de la 

PGE2. 

En outre, l’augmentation de l’aldostérone due au défaut de réabsorption de NaCl dans 

la BLA entraîne une hypokaliémie qui est expliquée au moins en partie par les mécanismes 

compensatoires activés en aval de ce site, dans les tubules collecteurs. En effet, l’aldostérone 

provoque une réabsorption accrue de Na+ dans les tubules collecteurs en activant le canal 

sodique ENAC (Epithelial sodium Channel), et par conséquent une augmentation de la 

réabsorption de HCO3
− (accroissant aussi leur taux dans le sang), et une sécrétion élevée des 

ions K+ et H3O+ dans l’urine, aboutissant tous à l’alcalose métabolique hypokaliémique. 

Les complications les plus fréquentes liées à l’hypokaliémie peuvent être prononcées 

chez les patients de BS, vu que le K+ est essentiel pour l’activité musculaire et la fonction 

cellulaire, incluant une fatigue chronique, des crampes musculaires, et une faiblesse musculaire 

qui pourrait causer une paralysie complète et une rupture de fibres musculaires corrélée au degré 

de sévérité de l’hypokaliémie. 

D’autre part, une perte du calcium dans les urines (hypercalciurie) a été observée chez 

les patients atteints de BS. Cette perte de Ca2+ entraîne une calcification du tissu rénal 

(néphrocalcinose) qui deviendrait une insuffisance rénale. En plus de néphrocalcinose, trois 

études récentes (136-138) ont suggéré que cette hypercalciurie peut être responsable de 

l’hyperparathyroïdie (sécrétion élevée de la parathormone, PTH) observée chez ces patients. 

Parmi les différents types de BS, le syndrome de Bartter type I est l’une des formes les 

plus sévères.  

 Traitement   

Actuellement, les traitements du syndrome de Bartter consistent à rétablir le bilan 

ionique et la volémie. Pour cette fin, les patients atteints de BS reçoivent une combinaison de 

suppléments de K+ et Na+ ou des diurétiques inhibant les canaux potassiques apicaux, pour 
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éviter la perte de K+, comme l’amiloride, avec des inhibiteurs de synthèse de PGE2 comme 

l’indométacine, ou des inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (139). 

 Historique de la découverte du Syndrome de Bartter type I   

En 1962, Bartter et al ont décrit chez deux patients pour la première fois un nouveau 

syndrome caractérisé par une alcalose métabolique hypokaliémique, une hyponatrémie, une 

hypochlorémie, un hyperréninisme avec un hyperaldostéronisme et une pression artérielle 

normale. Les études histologiques des reins de deux patients ont révélé une hyperplasie de 

l’appareil juxtaglomérulaire (140). Dans les années suivantes, plusieurs études ont décrit des 

anomalies supplémentaires cliniques et biochimiques qui s’associent à une alcalose 

métabolique hypokaliémique (141-143). Ces observations ont permis de classifier les patients 

en fonction de leur phénotype en trois groupes distincts : 1- le syndrome de Gitelman caractérisé 

par une hypocalciurie, 2- le syndrome de Bartter anténatal qui se distingue du premier par une 

hypercalciurie avec néphrocalcinose et insuffisance rénale, 3- le syndrome de Bartter classique 

(144-146). Des études plus récentes ont précisé que les différentes tubulopathies 

hypokaliémiques peuvent être dues à des mutations génétiques autosomales récessives (147). 

Néanmoins, la base moléculaire qui cause le syndrome de Bartter type I est restée 

longtemps non identifiée. C’est en 1996 que Simon et al ont cloné pour la première fois le gène 

codant pour NKCC2 humain, et ont démontré le lien entre le syndrome de Bartter et le co-

transporteur Na+-K+-2Cl− rénal, NKCC2 (57). Ces auteurs se sont référé à plusieurs études : 1- 

Gill et Bartter en 1978 ont montré qu’un défaut de réabsorption de Cl− dans la BLA peut être 

la cause du syndrome de Bartter (148). 2- le médiateur principal de la réabsorption de NaCl 

dans ce segment du rein est NKCC2 (8), et les signes cliniques observés chez les patients (149) 

pourrait être expliqués par la perte de sa fonction. De plus, l’inhibition spécifique de ce co-

transporteur engendre des changements électrolytiques comparable à ceux observés chez les 

patients de Bartter (150). 3- leur étude antérieure, où ils ont démontré le lien direct entre le 

syndrome de Gitelman et la mutation du gène codant pour le co-transporteur Na+-Cl−, NCC, 

exprimé à la membrane apicale des cellules du tubule distal (151). Ces observations chez les 

patients de Gitelman ont laissé la question ouverte : si le syndrome de Bartter était une variante 

de ce syndrome ou s’il était dû à des mutations affectant le gène SLC12A1 codant pour le co-

transporteur Na+-K+-2Cl−, NKCC2, de la BLA. 

En premier lieu, ces auteurs ont séquencé le chromosome 16 (porteur de gène codant 

pour NCC) chez des patients de syndrome de Bartter. Les résultats de ce séquençage ont 

confirmé l’absence de lien entre la mutation de NCC et le syndrome de Bartter. Ainsi, ils ont 
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déterminé le locus génomique de NKCC2 à partir d’une librairie de plasmide artificiel de 

chromosome (PAC, Plasmid Artificial Chromosome) par hybridation, ce qui a permis de 

déterminer la structure du gène en introns-exons. Enfin, ils ont établi une relation causale entre 

NKCC2 et le syndrome de Bartter, en identifiant cinq différentes mutations chez ces patients. 

4.4.1. Mutations dans NKCC2  

À l’heure actuelle, près de 79 mutations ont été reportés par dix-sept études différentes 

sur le gène codant pour NKCC2 (57, 64, 138, 152-165). Ces mutations sont réparties comme 

suit : quarante-huit mutations faux-sens (incluant, F177Y, G193R, L196P, R199G, G224D, 

T235M, G243E, P254A, G257S, A267S, V272F, R302Q, R302W, G319R, P348L, N399S, 

C436Y, C461R, G478A, L505V, S507P, A508T, A510D, A555T, P569H, Y1070C, P1083A, 

D648N), six mutations non-sens (R471X, W625X, Q656X, R761X, W936X, Y998X), quatorze 

mutations de microdélétions, cinq mutations de microinsertions, cinq mutations d’épissage et 

une mutation de grande délétion. Elles affectent tous les domaines de NKCC2, avec un nombre 

considérable des délétions graves au niveau de l’extrémité C-teminale due soit à l’insertion 

prématurée de codons stop (mutations non-sens) soit à un décalage de la phase de lecture 

(mutations d’insertion et de délétion). 

45% des sujets porteurs des mutations de NKCC2 sont homozygotes, 35% sont 

hétérozygotes pour des mutations combinées et 20% sont hétérozygotes incluant les sujets 

porteurs de neuf mutations protectrices contre l’hypertension artérielle (T235M, P254A, 

R302W, P348L, N399S, L505V, P569H, Y1070C, P1083A) (Figure 11). 

Comme mentionné dans la partie précédente, les souris invalidées pour le gène 

SLC12A1 développent un phénotype similaire au syndrome de Bartter type I. En plus, des 

études fonctionnelles de certaines mutations (F177Y, G193R, A267S, G319R, A508T, Δ526N, 

Y998X et D918fs) causant ce syndrome dans le système d’expression hétérologue, les ovocytes 

de xénope, ont montré que ces mutations ne sont pas fonctionnelles, à l’exception de la mutation 

F177Y qui est à moitié active (153, 166). 
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Plus récemment, une étude menée dans notre laboratoire dans laquelle pour la première 

fois NKCC2 est exprimé dans les cellules mammifères donne une nouvelle matière pour l’étude 

fonctionnelle de cette protéine (110). Suite à cette étude, la mutation Y998X a été la première 

mutation de NKCC2 étudiée dans les cellules épithéliales en culture. L’étude fonctionnelle de 

cette mutation dans les cellules a montré que la protéine mutée reste bloquée au niveau du 

réticulum endoplasmique (RE), tandis qu’elle s’exprime à la membrane cytoplasmique de 

l’ovocyte de xénope, faute de trois motifs 1038LL1039, 1048LI1049 et 1081LLV1083, nécessaires pour 

la sortie de NKCC2 du RE (97, 98). 

En effet, plusieurs études ont montré que de nombreuses maladies héréditaires, outre la 

maladie de Bartter, sont induites par des mutations affectant l’adressage des protéines 

membranaires (comme les canaux et les transporteurs) à la membrane cytoplasmique, soit par 

mutation directe de la protéine soit par mutation d’une protéine intracellulaire de la machinerie 

d’adressage(6). L’exemple le mieux connue est la mutation ∆F508 du canal CFTR (responsable 

de la majorité des cas de la maladie de mucoviscidose), qui est active lorsqu’elle est exprimée 

dans l’ovocyte de xénope alors qu’elle retenue au niveau de RE. De plus, le traitement des 

souris affectées par cette mutation par le chaperon chimique TMAO (trimethylamine N-oxide) 

corrige partiellement son expression à la membrane et son activité (167). 

Figure 11 Représentation schématique de structure de la protéine NKCC2 avec une sélection 

des mutations connues induisant le syndrome de Bartter type 1 (en bleu), et des mutations 

hétérozygotes protectrices contre l’hypertension artérielle. (4) 
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En se basant sur ces études de la mutation ∆F508 du canal CFTR, on peut suggérer que 

NKCC2 peut avoir des mutations qui n’affectent pas son activité mais son adressage à la 

membrane ; d’où l’importance d’étudier les modifications post-traductionnelles de NKCC2. 
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Position du problème 

Malgré l’importance de NKCC2 dans la fonction rénale sus-décrite, nos connaissances 

sur les mécanismes moléculaires qui régulent son trafic intracellulaire ne sont actuellement que 

partiellement connus. À présent, aucune information concernant le mécanisme de contrôle de 

qualité de NKCC2 n’a été établie. Le but de notre travail a donc été l’identification des 

partenaires protéiques de NKCC2 impliqués dans la régulation de l’expression et le contrôle 

qualité du co-transporteur. 

Les résultats obtenus dans ce travail seront présentés en trois parties : la première sera 

consacrée à l’identification des partenaires protéiques interagissant avec NKCC2 et impliqués 

dans sa dégradation (cette partie sera présentée sous forme d’article publié). La deuxième partie 

sera réservée à l’identification d’un nouveau gène dont sa mutation cause un syndrome de 

Bartter anténatal et sévère en régulant l’expression de NKCC2 (cette partie sera présentée sous 

forme d’article publié). La troisième sera dédiée à l’identification des protéines de choc 

thermique (HSP) interagissant avec NKCC2 et impliquées dans sa dégradation et sa maturation. 
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Matériels et méthodes 
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1. Constructions utilisées 

 Description des constructions 

L’ADNc de NKCC2 et NCC ont été fusionnés à l’extrémité N-terminale par l’étiquette 

Myc (Myc-NKCC2 et Myc-NCC) ou EGFP (EGFP-NKCC2) en utilisant les vecteurs pCMV-

Myc (Clontech) et pEGFP-C2 (Clontech), respectivement. Ainsi, la séquence codante d’OS-9 

a été clonée dans le vecteur pcDNA3.1/V5-His-TOPO (Invitrogen). D’autres constructions ont 

été généreusement fournies par des différents Professeurs : le plasmide codant pour Myc-

MAGED2 par le Professeur B. BECK, les constructions codantes pour la HSP40/DNAJB1-V5 

sauvage et muté (H32Q) par le Professeur H. KAMPINGA (168), le vecteur codant pour la 

HSP70/HSPA1A-Myc par le Professeur J. BRODSKY (169), et le plasmide codant pour la 

HSP70 ‘like’, HSPA13/STCH-GFP, par le Professeur K. PARK (170). 

  Mutagenèse dirigée 

La mutagenèse dirigée a été utilisée pour réaliser la mutation d’intérêt sans obtention 

préalable d’ADN simple brin, qui peut être une étape critique. Le principe de cette méthode est 

basé sur l’utilisation de deux amorces d’ADN complémentaires contenant la mutation désirée, 

qui vont s’hybrider à chacun des deux brins du plasmide d’intérêt. Cette technique a été réalisée 

sur des sites particuliers afin d’obtenir les différentes mutations du domaine MRH de la protéine 

OS-9 (Y120A, Q130E, R188A, E212N et Y218A). La mutagenèse dirigée a été effectuée selon 

le protocole du kit ‘QuickChangeTMXL Site-Directed Mutagenesis’ vendu chez Stratagene®. 

L’ensemble des mutations a été vérifié et validé par séquençage. 

  Amplification des constructions 

L’amplification du matériel génétique à étudier s’effectue en deux étapes : la 

transformation bactérienne et l’extraction de l’ADN plasmidique. 

1.3.1. Transformation bactérienne 

La transformation bactérienne artificielle est une technique bien maitrisée et utilisée 

couramment dans notre laboratoire pour amplifier l’ADN plasmidique. Le protocole utilisé est 

décrit ci-dessous : 

Un microlitre d’ADN d’intérêt (dilué à 10 ng/µL) était prélevé et mis en présence de 50 

µL de bactéries E. coli compétentes DH5α (Invitrogen) pré-incubées dans la glace. Après 

incubation de 30 minutes dans la glace, les bactéries sont transformées par choc thermiqueà 

42°C pendant une minute, puis placées deux minutes dans la glace. Ensuite, les bactéries sont 

diluées dans 450 µL de milieu SOC (Super Optimized Culture, Invitrogen) préchauffé à 42°C 
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et incubées 1 h à 37°C sous agitation à 225 rpm pour permettre l’expression du gène de 

résistance à l’antibiotique présent dans le vecteur. Cent microlitres de ces pré-cultures 

bactériennes étaient ultérieurement étalées sur des boîtes de Pétri contenant du LB-Agar (Luria 

Bertani Agar) supplémenté par l’antibiotique adéquate. Les plasmides utilisés, portent soit un 

gène de résistance à l’ampicilline soit un gène de résistance à la kanamycine.  Ces deux 

antibiotiques ont été utilisées à une concentration de 100 µg/mL pour l’ampicilline et 50 µg/mL 

pour la kanamycine. Les boîtes sont ensuite incubées à 37°C pendant une nuit. 

1.3.2. Extraction de l’ADN plasmidique de bactéries 

Pour extraire l’ADN plasmidique, une colonie des bactéries transformées était 

ensemencée dans 5 mL de milieu LB liquide supplémenté par l’antibiotique adéquate. Les 

bactéries étaient ensuite incubées sur la nuit à 37°C sous agitation à 225 rpm. L’extraction des 

plasmides était réalisée en utilisant le kit de minipréparation plasmidique Thermo Scientific 

GeneJET. Enfin, les plasmides amplifiés étaient vérifiés par la digestion enzymatique en 

utilisant des enzymes de restriction coupant dans l’insert et dans le plasmide. Le produit de 

digestion était ensuite déposé sur un gel d’agarose de 0,8% contenant de BET (Bromure 

d'éthidium). 

2. Culture cellulaire 

  Lignées cellulaires 

Au cours de ce travail, deux lignées cellulaires rénales ont été utilisées, OKP (Opossum 

Kidney clone P) et HEK293 (Human Embrionic Kidney). 

2.1.1. Cellules OKP 

La lignée OKP, originaire de tubule proximal, est couramment utilisée pour la 

caractérisation biochimique de protéines recombinantes qui y sont exprimées de manière 

transitoire. Ces cellules sont connues par leur production accrue de protéines recombinantes 

transfectées de façon transitoire. Elles sont aussi utilisées pour la mesure de l’activité de 

transport ionique. 

2.1.2. Cellules HEK293 

La lignée HEK293, d’origine rénale facile à cultiver, est utilisée pour produire des 

protéines recombinantes, notamment celles qui nécessitent des modifications post-

traductionnelles complexes pour être actives. Ces cellules sont hautement et facilement 

transfectable et permettent la réplication de nombreux plasmides ainsi que la maturation 

complète des protéines désirées. 
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  Conditions de culture 

Les cellules OKP et HEK293 sont maintenues en culture dans une boîte contenant un 

milieu spécifique de chaque lignée. Les cellules sont incubées dans l’incubateur à 37°C, 5% 

CO2. La composition des milieux utilisés est présentée au tableau 2. 

Tableau 2 Composition de milieu de culture pour les lignées OKP et HEK293. 

OKP HEK293 
DMEM*, high glucose, HEPES 

(lifetechnologies, ref : 42430-025) 
DMEM*, high glucose, GlutaMAX 
(lifetechnologies, ref : 61965-026) 

10% de sérum de veau fœtal (SVF, Eurobio) 
1% de la pénicilline et de la Streptomycine (lifetechnologies, ref : 15140122) 

1% de Pyruvate de Sodium 
(Sigma, ref : S8636)  

*DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium 
 

2.2.1. Repiquage 

Les cellules sont repiquées une fois par semaine, à confluence. Pour ce faire, le milieu 

de culture est enlevé et les cellules sont lavées avec 2 mL de trypsine-EDTA (lifetechnologies, 

0,05% pour les HEK293 et 0,25% pour les OKP, ref : 25300-054 et 25200-056, 

respectivement), puis décollées par ajout de 2 ml de trypsine pendant 3-5 min à 37°C. La 

trypsine est inhibée par l’addition de Ca2+, présent dans le milieu de culture. Les cellules sont 

alors resuspendues avec le milieu complet OKP ou HEK (Tableau 2), puis selon le cas, une 

dilution est effectuée avec le milieu complet de culture approprié pour obtenir une quantité de 

1 million de cellules OKP ou HEK par boîte de réserves de 75 cm2 de surface, 0,8 million par 

boîte de pétri de 40mm de diamètre (B40), 1,5 millions par boîte de pétri de 60mm de diamètre 

(B60).  Les cellules sont ensuite remises dans l’incubateur à 37°C sous 5% de CO2.  

2.2.2. Congélation 

À la suite de la trypsinisation des cellules, le culot cellulaire, obtenu après centrifugation 

à 1000 x g pendant 5 min à 4°C, est resuspendu dans le milieu de congélation (SVF + 10% 

DMSO (Diméthylsulfoxyde)). Les cellules sont par la suite aliquotées dans des tubes de 

congélation puis transférées dans la boîte spéciale congélation (contenant de l’isopropanol). 

Elles sont stockées à -80°C pendant ~ 4 mois et, finalement, stockées dans de l’azote liquide (-

195°C). La décongélation peut se faire à n’importe quel moment du processus. 

  Expression des protéines 

2.3.1. Transfection avec la lipofectamine plus 
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Afin de transfecter dans les cellules OKP ou HEK293 de manière transitoire les 

plasmides d’intérêt, deux solutions A et B sont préparées dans un milieu de culture à réduction 

de sérum, Opti-MEM (Invitrogen, ref : 31985-070). La solution A comprend les Plasmides 

d’intérêt et le réactif plus (Invitrogen, ref : 11514-015), alors que la solution B comprend la 

lipofectamine (Invitrogen, ref : 18324-012). Les expériences de transfection ont été réalisées 

avec les différentes quantités de réactifs et de plasmides comme indiquées dans le tableau 3. 

Après une incubation de 20 min à température ambiante (TA), les solutions A et B sont ensuite 

mises ensemble dans un mélange qui est déposé, après 20 min d’incubation à TA, sur les 

cellules confluentes à 60-70%, préalablement lavées deux fois avec de l’Opti-MEM. Les 

cellules sont incubées à 37°C, 5% CO2 pendant 5 h. Après ce temps d’incubation, la transfection 

est arrêtée en remplaçant le milieu de transfection par du milieu complet adéquat.  

Tableau 3 Volume de plasmides, de réactif plus, de lipofectamine utilisés pour transfecter une boîte 

de 60mm/40mm de diamètre. 

Mélange A Mélange B  

Plasmide 
V(µL)  

ADN* 

V(µL) 

Optim-EM 

V(µL) 

réactif plus 

V(µL) 

Optim-EM 

V(µL) 

lipofectamine 

Diamètre 

de la boite 

(mm) 

C X** 250-X-8  8  238 12  60mm 

C Y*** 100-Y-6  6  96  4  40mm 

*Volume suffisant pour 2µg/B60 et 1µg/B40 en µl de plasmide C 

**X= 2000/(concentration de C en ng/µL) 

***Y= 1000/(concentration de C en ng/µL) 

  Knockdown des protéines endogènes 

Afin de d’invalider les gènes codant pour différents partenaires de NKCC2, nous avons 

utilisé la technique de small interfering RNA (siRNA) par reverse transfection dans les cellules 

HEK. Le siRNA d’OS-9 utilisé a été commandé de chez Dharmacon (ref : L-010811-01-0005) 

et Santa Cruz Biotechnology (ref : sc-96230). Pour le Knockdown de MAGED2, un mélange 

de 4 siRNA (1 : GGACGAAGCUGAUAUCGGA, 2 : GCUAAAGACCAGACGAAGA, 3 : 

AGGCGAUGGAAGCGGAUUU, 4 : GAAAAGGACAGUAGCUCGA) a été acheté chez 

Dharmacon. Nous avons utilisé le siRNA dont la séquence 

UUUCUCUUGAACUCCUCCAUU spécifique de HSPA1A, utilisée dans une étude antérieure 

(171). Dans une boîte de diamètre 40 mm, 30 pmol de siRNA étaient dilués dans 500 µL de 
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l’Opti-MEM et 10 µl de lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen, ref : 13778-075) était 

additionné. 1.5 millions des cellules diluées dans un milieu de culture HEK sans antibiotique 

étaient ensuite ajoutées au mélange étalé dans la boite. Les cellules sont incubées à 37°C, 5% 

CO2 pendant 16 h, ensuite le milieu est changé par un autre milieu qui contient de l’antibiotique. 

Après 4 h de changement de milieu, les cellules étaient transfectées par le plasmide codant pour 

NKCC2. 

3. Extraction protéique 

Les cellules transféctées sont placées sur un plateau 4°C, lavées trois fois avec du PBS 

(Invitrogen, ref : 14190-094) froid puis 250 µL/B40 ou 500 µL/B60 d’un tampon de lyse est 

ajouté. L’extraction protéique est réalisée avec le tampon de solubilisation pH 7.4 (50 mM 

Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% SDS, et 1% Triton X-100) contenant des 

inhibiteurs de protéases (Thermo Scientific, ref : 88666). Ensuite les cellules contenant le 

tampon de lyse sont récupérées dans un tube 1,5 mL à l’aide d’un récolteur et incubées pendant 

1 h à 4°C sous agitation. Les noyaux et les cellules non solubilisées sont ensuite culottés par 

centrifugation (16000 rpm, 15 min à 4°C). Le surnageant est prélevé et dénaturé par ajout du 

tampon de dénaturation (2 % SDS, 40 mM dithiothreitol (DTT), EDTA 5 mM, 10% Glycérol, 

0,01% bleu de bromophénol). Ensuite les échantillons sont chauffés 10 min à 95°C, avant d’être 

déposés sur un gel SDS-PAGE 7,5%.   

4. Electrophorèse et immunodétection   

 La séparation des protéines en condition dénaturante (SDS-PAGE) est réalisée sur un 

gel d’acrylamide à 7,5%. Ainsi, 10 µg de l’échantillon sont déposés sur le gel en présence d’un 

marqueur de poids moléculaire (PageRuler™ Prestained Protein Ladder) (Invitrogen, ref : 

26616). Les protéines sont séparées pendant ~ 2h à 125V, en présence de tampon de migration 

(Tris base 25mM, 192mM de glycine et 0,1% SDS). Ces protéines sont, par la suite, transférées 

sur une membrane de nitrocellulose (0,45 mm de porosité ; Thermo Scientific, ref : 88018) 

durant 1h30min à 40V et à 4°C dans le tampon de transfert (80% de tampon de migration et 

20% d’éthanol). L’immunodétection est réalisée après saturation des sites non spécifiques au 

niveau de la membrane de nitrocellulose par le tampon de blocage (PBS, 5% de lait écrémé, 

0,05% Tween 20) pendant 1 h à TA sous agitation. L’incubation avec les anticorps est réalisée 

à TA pendant 1 h 30 min ou à 4°C pendant la nuit sous agitation (les dilutions sont indiquées 

dans le tableau 4). La membrane est ensuite lavée 5 fois pendant 10 min dans du PBS-Tween 

0,05%. La détection du complexe anticorps-antigène se fait grâce à un anticorps secondaire 
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marqué à la peroxydase. Cet anticorps secondaire est dilué dans le lait 5% (dans du PBS-Tween 

0,05%), est déposé sur la membrane pendant 1h à TA sous agitation. La membrane est lavée 5 

fois pendant 5 min, dans du PBS-Tween 0,05%.   

Une réaction de chimiluminescence est effectuée en déposant sur la membrane une 

solution préparée de ECL (Pierce ECL Western Blotting Substrate ; Thermo Scientific, ref : 

32106) pour une durée de 1 min à TA.   

5. Immunoprécipitation   

 La co-immunoprécipitation permet de mettre en évidence des interactions entre des 

protéines dans un système cellulaire. Après 48h de transfection, les cellules ont été lavées 3 fois 

avec du PBS froid. Les protéines ont été solubilisées avec le tampon de lyse (10 mM Hépès pH 

7,9 ; 0,4 M NaCl ; 1,5 mM MgCl2 ; 0,5 mM EGTA ; 5% glycérol ; 0,5% NP40) contenant les 

inhibiteurs de protéases. La co-immunoprécipitation s’effectue à l’aide d’un anticorps dirigé 

contre l’une des protéines du complexe. Cet anticorps est incubé avec des protéines G couplées 

avec des billes d’agarose magnétique (Dynabeads Protein G ; Invitrogen, ref : 10004D) pendant 

40 min à TA. Les protéines G ont une grande affinité pour les anticorps formant ainsi un 

complexe, nommé immunocomplexe. Cet immunocomplexe est lavé 3 fois avec 0,5 ml de 

tampon sodium phosphate 0,1 M pH 7 tween 0,01%. Puis à cet immunocomplexe est ajouté le 

lysat cellulaire contenant le complexe protéique d’intérêt. Le tout est incubé pendant 1h à 

température ambiante sous agitation lente. Ensuite, cet immunocomplexe est lavé 3 fois avec 1 

mL de PBS. Enfin, l’élution est effectuée en diluant l’immunocomplexe dans le tampon 

d’élution (3 volumes de solution de lyse + 2 volumes de tampon de dénaturation), le tout est 

chauffé 10 min à 95°C, puis le surnageant contenant le complexe protéique immunoprécipité 

est récupéré après la fixation des billes magnétiques sur l’aimant. Les échantillons ont été 

ensuite analysés par immunoempreinte. Cette dernière analyse est réalisée en utilisant un 

anticorps primaire dirigé contre la seconde protéine d’intérêt. 

6. Biotinylation  

La biotinylation permet de mettre évidence la régulation de l’expression membranaire 

des protéines. Après 48 h de transfection, les cellules ont été placées sur glace et rincées 4 fois 

avec une solution du PBS-Ca-Mg froide contenant : PBS, 0,1mM CaCl2, 1mM MgCl2, pH 8. 

Les cellules ont été incubées à 4°C pendant 1h dans la même solution du PBS-Ca-Mg contenant 

1 mg/mL Sulfo-NHS-LC-Biotine (Thermo Scientific, ref : 21335). Les cellules ont ensuite été 

rincées 3 fois avec une solution de ‘quenshing’ (100mM glycine ajouté à la solution du rinçage) 

et incubées à 4°C dans la même solution ‘quenshing’ pendant 10min. Puis, les cellules ont été 
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de nouveau lavées 3 fois avec du PBS-Ca-Mg. L’extraction protéique est ensuite réalisée avec 

le tampon de lyse (150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 3 mM KCl, 120 mM Tris/Hépès, pH 7.4, 1% 

Triton X-100) contenant des inhibiteurs de protéases. Les échantillons ont été récoltés à l’aide 

d’un récolteur et incubés pendant 1 h à 4°C sous agitation. Les noyaux et les cellules non 

solubilisées sont ensuite culottés par centrifugation (16000 rpm, 15 min à 4°C). Des aliquotes 

du lysat cellulaire ont été prélevés afin de révéler la fraction protéique totale. Les protéines ont 

été quantifiées et normalisées par la méthode de Bradford. Ensuite, les protéines biotinylées ont 

été immunoprécipitées par des billes d’avidine pendant la nuit à 4°C sous agitation lente. Les 

échantillons sont ensuite centrifugés à 16000 rpm pendant 5 min à 4°C, et le surnageant (les 

protéines non biotinylées) a été retiré. Les billes d’avidine ont été lavées 7 fois avec le tampon 

de solubilisation et centrifugées pendant 7 min à 16000 rpm à 4°C. Les culots ont été incubés 

dans un tampon d’élution (3 volumes de tampon de solubilisation + 2 volumes de tampon de 

dénaturation) pendant 10 min à 95°C, et stockés à -20°C. Dix microgrammes de chaque 

fraction ont été utilisés pour une analyse par immunoempreinte.  

7. Immunolocalisation cellulaire   

  Principe général  

Dans la technique d’immunofluorescence indirecte, l’immunomarquage permet de 

localiser une protéine dans un tissu ou dans une cellule à l’aide d’un anticorps spécifique puis 

un anticorps secondaire couplé à un fluorochrome. Dans la technique de fluorescence directe, 

la protéine d’intérêt est fusionnée à une protéine auto-fluorescente (à titre d’exemple : la GFP).  

La fluorescence dans les deux cas, est ensuite détectée à l’aide de microscopie classique ou de 

microscopie confocale. 

  Protocole d’immunomarquage   

Pour les expériences d’immunolocalisation, les cellules transfectées avec la construction 

Myc-NKCC2 et/ou avec la construction contenant la protéine interagissant avec NKCC2 

fusionnée avec une étiquette, sont cultivées sur des lamelles rectangulaires en verre. Après 48 

h de culture, la localisation cellulaire des protéines étudiées est obtenue après fixation des 

cellules pendant 20 min à TA sans agitation par le paraformaldéhyde à 2% dans du DMEM. 

Les cellules sont ensuite fixées avec 50 mM NH4Cl pendant 5 min pour saturer les sites oxydés 

générés par le paraformaldéhyde.  Après fixation, les cellules sont perméabilisées avec de PBS 

contenant 0,1% de Triton X-100 pendant 1 min et la lamelle est saturée avec du DAKO 

(Antibody Diluent, Background Reducing ; Agilent, ref : S302283-2) pendant 30 min à TA sans 
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agitation pour bloquer les sites de liaison non spécifiques. L’immunofluorescence indirecte a 

été effectuée en utilisant un anticorps primaire selon le cas. Les cellules ont été incubées 

pendant 1 h à TA avec un anticorps primaire dilué dans le DAKO (les dilutions sont indiquées 

dans le tableau 4). Cette incubation avec l’anticorps primaire a été suivie par une autre 

incubation avec un anticorps secondaire conjugué à FITC ou au texas red, selon le cas, dilué à 

1/200 dans le DAKO. L’immunofluorescence directe a été effectuée en transfectant les 

constructions de NKCC2 fusionnés avec le fluorochrome EGFP. 
Tableau 4 dilution des anticorps utilisés 

Anticorps (espèce) Immunoempreinte Immunofluorescence 

Anticorps primaires 

Anti-Myc (souris) 
(clontech, ref : 631206) 

1/2500 1/100 

Anti-Myc (lapin) 
(Invitrogen) 

 1/50 

Anti-V5 (souris) 
(Invitrogen) 

1/100000 1/500 

Anti-OS-9 (lapin) 
(Invitrogen) 

1/1000  

Anti-MAGED2 (lapin) 1/2500  

Anti-HA (rat) 
(Sigma) 

1/2500  

Anti-β-actine (souris) 
(Sigma) 

1/100000  

Anti-clanexine (lapin) 
(Abcam, ref : 22595) 

 1/100 

Anticorps secondaires 

Anti-souris 
(Bio-rad, ref : 1706516) 

1/10000  

Anti-lapin 
(Bio-rad, ref : 1706515) 

1/10000  

Anti-rat 
(Sigma) 

1/10000  

Anti-souris (Texas Red)  1/200 

Anti-lapin (FITC)  1/200 
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  Microscopie confocale   

 Le microscope confocal, utilisant le laser pour balayer la surface d’intérêt, permet de 

visualiser, à l’aide de fluorochromes, des protéines au niveau cellulaire et tissulaire. La 

technique d’imagerie confocale à fluorescence permet d’obtenir des images de grande 

résolution grâce à des coupes « optiques » de l’échantillon obtenues par une projection sur l’axe 

Z. Basée sur l’élimination des signaux de fluorescence provenant des régions situées en dehors 

du plan focal, cette technique permet d’étudier la co-localisation de protéines à l’échelle 

subcellulaire. Le système disponible au sein de l’institut est un microscope confocal LSM 710. 

Il est équipé de quatre lasers : deux diodes lasers (CW/pulsed et DPSS), un Hélium-Néon et un 

Argon permettant d’obtenir 8 raies d’excitation (405, 457, 488, 514, 561 et 633 nm), couvrant 

ainsi tout le spectre d’excitation. L’objectif utilisé est un 63X à immersion. L’acquisition de la 

fluorescence, la reconstitution des images et les échelles sont données par le logiciel contrôlant 

le système : LSM Zen (ZEISS).  

8. Mesure de stabilité des protéines 

Afin de mesurer la stabilité de la forme immature de NKCC2, deux techniques 

différentes ont été utilisées : pulse ‘chase’ et cycloheximide ‘chase’. 

  Pulse ‘chase’ 

La technique pulse ‘chase’ a pour intérêt de suivre in vivo le devenir d'une protéine au 

cours du temps. Cette technique consiste en un marquage des protéines néosynthétisées par 

incorporation de méthionine et de cystéine marquées au 35S pendant une période déterminée 

(pulse ou poussée), puis en un suivi de ces protéines marquées au cours du temps dans un 

environnement contenant ces mêmes acides aminés froids (chase ou chasse).  

À environ 90% de confluence, les cellules OKP transfectées de manière transitoire 

étaient rincées trois fois avec du PBS contenant 0,1 mM de Ca2+ et 2 mM Mg2+, puis incubées 

1 h dans un milieu DMEM ne contenant ni méthionine ni cystéine (Invitrogen) à 37°C. Celles-

ci étaient ensuite incubées à 37°C dans le même milieu supplémenté par 200 µCi de méthionine 

et cystéine marquées au 35S (PRO-MIXTM L-[35S] in vitro cell labelling mix, Amersham 

Biosciences) pendant 1h à 37°C (Figure 12). Les protéines radiomarquées nouvellement 

synthétisées durant la période de pulse pouvaient ainsi être suivies au cours du temps. Après 

deux rinçages au PBS contenant 0,1 mM de Ca2+ et 2 mM Mg2+, les cellules étaient alors 

incubées pendant une durée variable (de 0, 1, 2, 4h) dans le milieu de culture habituel. À la fin 

de la période de chasse, l’extraction des protéines a été réalisée selon la technique sus-décrite. 
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Les protéines ont été ensuite dosées et immunoprécipitées avec l’anticorps anti-Myc (l’étiquette 

de NKCC2)  

 Les protéines immunoprécipitées étaient ensuite séparées en condition dénaturante 

(SDS- PAGE) sur des gels d’acrylamide à 7,5%. Après un rinçage de 5 min dans de l’eau, les 

gels étaient séchés sous vide pendant 75 min à 70°C. Les gels secs étaient par la suite exposés 

dans une cassette Kodak BioMax (Kodak, France) contenant un film Kodak (Kodak BioMax 

MS film, Kodak, France) pendant 7 à 10 jours à -80°C. Les films sont enfin révélés par 

autoradiographie. Les mesures d’intensité de radioactivité ont été réalisées à l’aide du logiciel 

NIH Image J.  

  Cycloheximide ‘chase’ 

La technique de cycloheximide ‘chase’ a pour intérêt de suivre in vivo la stabilité d'une 

protéine au cours du temps. La cycloheximide est un antifongique qui bloque la synthèse 

protéique chez les cellules eucaryotes. C'est un inhibiteur à la fois de la phase d'initiation et 

d'élongation dans la synthèse protéique. Après 12-16 h de transfection des cellules rénales, les 

cellules ont été traitées avec la cycloheximide à une concentration de 20 µg/ml dans le milieu 

de culture. Les protéines nouvellement synthétisées après la transfection pouvaient être suivies 

au cours du temps (période de chasse). À la fin de la période de chasse, l’extraction des protéines 

a été réalisée selon les procédures sus-décrites. 

9. Mesure de pH intracellulaire et de l’activité de co-transport Na-K-2Cl  

Le pH est mesuré grâce aux variations d’intensité de fluorescence du 2’,7’-

bis(carboxyéthyl)5(6)-carboxyfluorescéine (BCECF). Cette sonde est introduite dans le milieu 

ou les cellules confluentes sont cultivées sur des lamelles rectangulaires en verre de 12 mm de 

largeur, sous sa forme estérifiée (BCECF-AM ; Invitrogen, ref : B1150), non fluorescente et 

diffusible à travers les membranes cellulaires. Dans la cellule, elle est destérifiée par les 

estérases cellulaires, elle devient fluorescente et imperméante.  

Les cellules sont chargées en BCECF-AM (dans le bain) pendant 20 min à 37°C dans 

un milieu tampon de HEPES/Tris contenant 135 mM NaCl ; 10 mM HEPES pH 7,4 ; 5mM KCl 

; 1mM MgCl2 ; 0,8mM KH2PO4 ; 0,2mM K2HOP4 ; 1mMCaCl2 et 10m MBaCl2. Afin de 

déplétion 
  35 S 

  
chasse 

h       1h                   2h                      4h  0 

h 1 h 1 

Extraction protéique 

Figure 12 schéma représentant le protocole utilisé pour étudier la stabilité. 
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mesurer l’activité de NKCC2, la vitesse de récupération du pH intracellulaire a été mesurée 

suite à l’ajout de 20mM de NH4Cl au milieu iso-osmotique (remplaçant le NaCl).  

La fluorescence du BCECF étant dépendante des variations de pH à la longueur d’onde 

d’excitation 490 nm et non sensible à 440 nm (témoin d’intégrité des cellules et de la sonde 

fluorescente), le rapport 490 nm sur 440 nm est donc proportionnel aux variations de pHi. Ainsi, 

l’activité du transport de NKCC2 est exprimée par le rapport dpHi/dt. 

10.  Analyse statistique  

Les différentes données proviennent d’expériences indépendantes en utilisant des 

préparations cellulaires différentes. Chacune des expériences présentées dans cette étude a été 

répétée au minimum trois fois. Pour chacune de ces expériences, les barres d’erreurs 

correspondent aux écarts type de la moyenne. Les données ont été analysées en utilisant le test 

t de Student pour des données non appariées. La significativité statistique a été définie comme 

p< 0,05.  
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Première partie : 

Identification des partenaires 

protéiques impliqués dans le contrôle 

de qualité de NKCC2 



53 
 

Introduction 

Comme décrit dans l’introduction bibliographique, NKCC2 est une protéine clé de la 

fonction rénale, surtout dans l’homéostasie hydro-électrolytique et acido-basique de 

l’organisme. Malgré cette importance, les informations concernant la régulation intracellulaire 

du co-transporteur restent très pauvres. De plus, aucune étude n’a décrit le mécanisme de 

contrôle de qualité au niveau du RE de NKCC2. Grâce au criblage par le système de double 

hybride chez la levure, d’une librairie d’ADNc de rein humain, notre laboratoire a identifié 

plusieurs partenaires de NKCC2 qui peuvent être impliqués dans la régulation de l’expression 

de ce co-transporteur. Pour cette partie de travail, nous avons choisi la protéine OS-9 pour 

étudier son effet sur l’expression de NKCC2. La protéine OS-9 fait partie des molécules 

chaperonnes réticulaires dont la fonction est d’empêcher les agrégats protéiques dans la cellule. 

Pour accomplir ce rôle, ces protéines peuvent faciliter l’acquisition d’une conformation 

fonctionnelle des protéines nouvellement synthétisées ou les diriger vers la voie de dégradation 

par le protéasome. Toutefois, le rôle précis d’OS-9 peut varier, allant d’un rôle dans la 

maturation à un rôle dans la dégradation des protéines, ceci en fonction du substrat protéique 

(172-175). 

Le but de cette partie est de déterminer le rôle d’OS-9 dans la régulation du contrôle de 

qualité de NKCC2. Les résultats obtenus seront présentés sous forme d’un article publié dans 

JBC (The Journal of Biological Chemistry). 
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Deuxième partie : 

Identification de nouveaux 

mécanismes moléculaires impliqués 

dans le syndrome de Bartter 
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Introduction 

Comme décrit dans l’introduction, le syndrome de Bartter est une tubulopathie rénale 

héréditaire. Cette maladie est caractérisée comme un défaut de réabsorption de sel dans la BLA, 

qui est assurée par des protéines membranaires apicales et basolatérales. L’inactivation de ce 

système de transport de sel dans la BLA par les mutations affectant au moins quatre gènes 

différents codant pour des protéines impliquées dans ce mécanisme cause les différents types 

de syndrome de Bartter. L’inactivation des protéines NKCC2, ROMK, CLC-Kb et la barttine 

(la sous unité régulatrice des canaux chlorures basolatéraux CLC-Ka et CLC-Kb), caractérise 

le syndrome de Bartter type I, II, III et IV respectivement. À l’exception du syndrome de Bartter 

de type III, le polyhydramonios plus ou moins sévère, chez la femme porteuse d’un fœtus atteint 

de cette tubulopathie, caractérise cette maladie. 

Cependant, il est important de noter que la cause génétique de presque 20% des cas de 

syndrome de Bartter anténatale reste inconnue. Dans la partie précédente, nous avons montré 

que la protéine OS-9 est importante pour la régulation de l’expression de NKCC2, ce qui nous 

laisse penser que des mutations affectant un partenaire de NKCC2 ou d’autres protéines 

impliquées dans le mécanisme de transport de sel dans la BLA pourraient expliquer la cause 

génétique chez de tels patients. 

Dans cette partie, nous présentons sous forme d’un article publié dans NEJM (The New 

England Journal of Medicine), l’étude concernant l’identification pour la première fois d’un 

nouveau gène impliqué dans la régulation de NKCC2 et sa mutation qui cause un syndrome de 

Bartter anténatal et sévère. Cette étude est une collaboration internationale dans laquelle j’étais 

impliqué dans la partie biologie cellulaire et moléculaire et mes résultats sont présentés dans la 

figure 4 de l’article et la figure 4 des données supplémentaires. 
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Troisième partie : 

Rôle des protéines de choc thermique 

(HSP) dans la dégradation et la 

maturation de NKCC2 
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Dans ce travail, nous avons participé à approfondir les connaissances sur la régulation 

du trafic intracellulaire de la protéine NKCC2 depuis sa biosynthèse. Nous avons démontré 

qu’à l’image de toutes les protéines membranaires, la maturation des protéines NKCC2 

nouvellement synthétisées au niveau du RE est l’étape critique pour l’expression membranaire 

du co-transporteur. En effet, cette maturation implique un réseau protéique du contrôle qualité 

selon lequel les formes improprement repliées de NKCC2 sont corrigées et stabilisées par des 

chaperons spécifiques, et ceux qui persistent mal-repliées, sont dégradées par la voie de 

dégradation associée au RE appelée ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated Degradation). 

Nous avons identifié par le système de double hybride et de co-immunoprécipitation, les 

protéines OS-9, DNAJB1, HSPA1A et STCH comme partenaire spécifique de la forme 

immature de NKCC2. La co-expression d’OS-9 augmente la dégradation de la forme immature 

de NKCC2 par le protéasome et diminue son expression membranaire. D’autre part, sous des 

conditions de stress, la co-expression de DNAJB1 ou HSPA1A augmente la stabilité de la forme 

immature de NKCC2 augmentant aussi sa maturation. En revanche, sous les mêmes conditions 

de stress, la co-expression de STCH, membre de la même famille que HSPA1A, diminue la 

stabilité de la forme immature du co-transporteur diminuant aussi sa maturation. Nous avons 

montré aussi que HSPA1A régule d’une manière différentielle l’expression de NKCC2 en 

fonction de l’état de stress de la cellule, en protégeant le co-transporteur en présence de stress 

et en le dégradant en absence de stress. Plus encore, en collaboration avec d’autres groupes de 

recherche internationaux, nous avons montré pour la première fois que la mutation du gène 

codant pour la protéine MAGED2, partenaire de DNAJB1, entraîne un syndrome de Bartter 

sévère et transitoire en diminuant l’expression membranaire de NKCC2 et NCC. Une meilleure 

compréhension du mécanisme de contrôle qualité de NKCC2 via l’identification de composants 

spécifiques modulant la régulation de NKCC2 pourrait à long terme aboutir à des nouveaux 

outils thérapeutiques dans le traitement du syndrome de Bartter de type I. 

À l’image de nombreuses autres maladies rénales héréditaires, le syndrome de Bartter 

de type I serait secondaire à des défauts de trafic intracellulaire des protéines NKCC2 exprimant 

des mutations dans les sites régulateurs. Une stratégie thérapeutique facilitant le trafic 

intracellulaire et l’adressage membranaire des protéines mutées pourrait donc permettre le 

traitement pharmacologique de cette tubulopathie (6, 205). Cette hypothèse est renforcée par la 

capacité d’un chaperon chimique (Lumacaftor, Orkambi), approuvé pour l’utilisation clinique 

par l’agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA), à traiter les sujets 

porteurs de la mutation ∆F508 du CFTR, responsable de la majorité des cas de mucoviscidose, 
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ce chaperon corrige l’expression membranaire de la protéine CFTR mutée (206). Cette stratégie 

de restauration fonctionnelle des protéines mutées a été également étudiée pour plusieurs autres 

maladies héréditaires comme le syndrome de déficience de transporteur de dopamine 

(dopamine transporter deficiency syndrome, DTDS) et le diabète insipide néphrogénique. Dans 

le cas du diabète insipide néphrogénique lié au chromosome X, il a été montré que des 

chaperons chimiques, comme le glycérol, le DMSO, la curcumine et l’ionomycine, peuvent 

restaurer l’expression et la fonction du récepteur V2 muté de la vasopressine, responsable de la 

maladie. Ainsi, le traitement des cellules par le bupropion et l’ibigaine a montré une capacité 

de restauration d’expression fonctionnelle du transporteur de dopamine muté (A314V et 

R445C) en augmentant sa maturation (207). À l’image de ces trois protéines 

transmembranaires, nous étudierons l’effet de ces chaperons pharmacologiques et d’autres sur 

l’expression et le trafic intracellulaire des mutants de NKCC2 retenus au niveau du RE. 

En dehors de ces chaperons pharmacologiques, l’inhibition ou l’activation d’une 

interaction spécifique entre NKCC2 et un de ces partenaire pourrait également fournir une 

deuxième approche thérapeutique pour les sujets atteints de syndrome de Bartter de type I (205, 

208). Cette approche a été validée par des études effectuées sur quelques protéines 

membranaires (209-211). Le meilleur exemple est celui de l’interaction entre le récepteur 

AMPA (régule la majorité de la transmission synaptique rapide dans le système nerveux 

central) et la protéine TARP-γ8 (augmente l’expression membranaire du récepteur AMPA) qui 

pourrait être inhibé d’une manière spécifique au niveau de l’hippocampe par le traitement avec 

la molécule JNJ-55511118 (5-[2-chloro-6-(trifluoromethoxy)phenyl]-1,3-

dihydrobenzimidazol-2-one) (209). À ce sujet, il est donc important dans la suite de ce travail 

d’identifier les protéines impliquées dans la régulation de l’expression de NKCC2 sauvage et 

mutée, en étudiant les partenaires identifiés par la technique de double hybride effectuée par 

notre laboratoire. Nous avons choisi AUP1 (ancient ubiquitous protein 1) et MAN1A1 (1,2-

alpha-mannosidase IA), ces deux protéines interagissent avec la forme immature de NKCC2, 

pour étudier leur effet sur l’expression de NKCC2.  La surexpression de la protéines AUP1, un 

partenaire d’OS-9 (212), entraîne une diminution de l’expression de NKCC2, un effet associé 

à l’augmentation de la poly-ubiquitinylation du co-transporteur. Ainsi, la surexpression de la 

protéine MAN1A1, une protéine connue par deux rôles ; le premier est de favoriser la 

maturation des protéines N-glycosylées par son activité catalytique et le deuxième est de 

favoriser la dégradation du substrat par le système ERAD (213), entraînant une diminution de 

l’expression de NKCC2. Il serait donc intéressant d’approfondir l’étude de l’effet de ces 
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protéines, en particulier sur la stabilité de la forme immature de NKCC2, de vérifier la voie de 

dégradation du co-transporteur par l’utilisation des inhibiteurs spécifiques de protéasome et de 

l’autophagie, et de confirmer l’ordre de leur interaction, s’il existe, en accomplissant des 

expériences de knock-down suivies par des co-immunoprécipitations avec NKCC2. 

À la lumière des résultats obtenus avec MAGED2 et les différentes HSPs, il est tentant 

de spéculer que la présence de l’hypoxie chez le fœtus pendant la grossesse entraine 

l’expression de MAGED2 pour maintenir l’expression membranaire de NKCC2 et NCC. En 

effet, l’hypoxie induit un stress de RE à l’image de la transfection transitoire des protéines 

membranaires et dans ces conditions, la mutation ou l’invalidation de MAGED2 pourrait 

entraîner une diminution de l’expression de DNAJB1 entraînant ainsi la diminution de 

l’abondance membranaire de NKCC2 et NCC. À ce sujet, nos expériences préliminaires ont 

montré que MAGED2 co-immunoprécipite NKCC2 et DNAJB1 et augmente l’expression de 

DNAJB1 en fonction de la quantité exprimée de MAGED2. Il serait donc intéressant d’étudier 

en détail l’interaction NKCC2/MGED2/DNAJB1, en particulier de déterminer l’ordre de 

l’interaction de MAGED2 et DNAJB1 avec NKCC2, et de déterminer si l’interaction 

NKCC2/MAGED2 est directe ou indirecte en procédant à des expériences de knock-down 

suivies par des co-immunoprécipitations avec le co-transporteur. 
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