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Résumeé

Le co-transporteur Na*-K*-2ClI spécifique du rein et sensible au bumétanide, NKCC2, joue un
role essentiel dans I’homéostasie hydro-électrolytique et acido-basique de I’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 a des anomalies électrolytiques. A I’opposé, une
activité accrue de NKCC2 est associée a une hypertension artérielle sensible au sel. Pourtant, peu est
connu sur la régulation moléculaire de NKCC2. Le but de ces travaux de these a donc été I’identification
des déterminants moléculaires impliqués dans la régulation de I’expression et du trafic intracellulaire de
NKCC2, plus spécifiquement dans le contrdle de qualité de ce co-transporteur. Suite au criblage par la
technique de double hybride chez la levure d’une banque d’ADNCc de rein humain, nous avons identifié
0S-9 en tant que partenaire de NKCC2. La léctine OS-9 est un facteur clé de régulation du contréle 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’0S-9 diminue I’abondance totale de NKCC2. Cet effet est aboli suite a I’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 a I’augmentation de la
dégradation de la forme immature de NKCC2. A I’inverse, le knock-down d’OS-9 endogéne augmente
I’expression du co-transporteur en augmentant la stabilité de sa forme immature. Enfin, la mutation du
domaine MRH (Mannose 6-phosphate Receptor Homology) d’0S-9 n’altére pas son effet sur NKCC2,
alors que la mutation des deux sites de N-glycosylation de NKCC2 abolie I’effet d’0S-9. L’ensemble
de nos résultats démontre I’implication de la lectine OS-9 dans le systeme ERAD de NKCC2.

Le deuxieme volet de ce travail a porté sur I’identification de nouveaux mécanismes
Moléculaires impligués dans le Syndrome de Bartter. Nous avons découvert des mutations dans le géne
MAGE-D2, situé sur la chromosome X, responsables d’une nouvelle et trés sévere forme du syndrome
de Bartter anténatal, caractérisé par un polyhydramnios trés 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 I’interactome de MAGED?2
sauvage et mutée a révélé que la protéine MAGE-D2 sauvage interagit spécifiquement avec DNAJB1
(HSP40) et/ou GNAS, suggérant I’implication de ces deux partenaires protéiques dans la régulation de
NKCC2 et NCC par MAGE-D2 pendant la grossesse.

Le troisiéme volet de ce travail a porté sur I’étude de I’effet de DNAJB1/HSP40, partenaire de
MAGE-D2, sur I’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 HSPAL1A (HSP70) interagissent avec la forme immature de NKCC2 au niveau du RE. La co-
expression de HSP40 et HSP70 augmente I’expression de NKCC2 en augmentant sa stabilité et sa
maturation. De plus, ces deux co-chaperons régulent I’expression de NCC de la méme maniére. Ces
observations suggérent que MAGE-D2 coopére avec DNAJB1/HSP40 et HSPAL1A/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 a mieux comprendre
la physiopathologie de la rétention de sodium et, in fine, offrirait une nouvelle cible pour une approche
pharmaceutique visant a prévenir et/ou traiter les troubles rénaux liés au bilan du sodium.
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Géneéraliteés

Chez un sujet sein, la quantité et la concentration des ions circulants dans I’organisme
peuvent étre soumises a des modifications d’origine extérieure. Le corps humain doit étre
capable de maintenir son homéostasie hydrique, électrolytique et I’équilibre acido-basique pour
assurer le fonctionnement normal de la machinerie cellulaire. Le maintien de cette homéostasie
est assuré par I’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 I’ion sodium qui constitue 90 a 95% de la
totalité des solutés. L’ion sodium Na* est donc le facteur majeur de la régulation de I’osmolarité
(280 des 300 mOsm/L). Les mécanismes de la soif et de la sécrétion de I’hormone antidiurétique
(ADH ou vasopressine) maintiennent la concentration plasmatique en Na* dans un intervalle
étroit (135 a 145 mM). Le volume du LEC est déterminé par I’équilibre entre les entrées et
sorties d’eau et de Na* (couplé au chlorure CI"). Le rein joue un réle majeur dans la régulation
du volume intravasculaire et de sa constitution ionique en ajustant I’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 I’équilibre acido-basique représente une autre tache
principale du rein, qui permet a cet équilibre de résister en permanence a des agressions
d’origines métaboliques et respiratoires, ainsi qu’aux sources alimentaires riches en protéines
qui constituent une source importante d’ions hydronium HsO* (résultant des oxydations des
acides aminés sulfurés). Le pouvoir tampon de I’organisme est ainsi maintenu par le rein qui
assure I’excrétion quotidienne de la charge acide produite par le métabolisme cellulaire et la

régéneération de bicarbonate HCO3 qui forment le systeme tampon majeur stabilisant le pH.

Le néphron est I’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 a travers la paroi des capillaires du
glomérule, et le liquide filtré est I’urine primitive. L’activité de transport d’eau et de solutés
effectuée par les différents segments du néphron aboutit, en modifiant I’urine primitive, a
I’urine définitive, un liquide ajusté au maintien de la composition du milieu intérieur. Parmi ces
segments, la branche large ascendante de I’anse de Henle joue un réle primordial dans le

maintien de I’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 NHj délivrés par le tubule proximal. Elle contribue aussi aux mécanismes de
concentration/dilution de I’urine en réabsorbant une partie remarquable du NaCl filtré. L acteur
principal qui réabsorbe la quasi-totalité de NaCl transportée par ce segment et reabsorbe les
ions NH; produits par le tubule proximal est le co-transporteur des ions Na+-K+-2Cl—,
NKCC2, qui fait I’objet de notre étude.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux mécanismes moléculaires
responsables de la régulation de I’expression et du trafic intracellulaire de NKCC2. Dans cette
introduction, nous allons évoquer les différents réles 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’a ce jour, ainsi qu’aux effets de son dysfonctionnement physiopathologique.



1. Contribution de la branche large ascendante a I’homéostasie hydro-
électrolytique et acido-basique

1.1.Description de la branche large ascendante

La branche large ascendante (BLA) se situe au bout de I’anse de Henle localisée entre
la fin du tubule proximal et le début de tubule distal. L’anse de Henle comprend quatre parties
differentes : la branche large descendante suivie par la branche fine descendante s’enfongant
dans la profondeur de la medullaire en forme d’une épingle a 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 nephron (cortical ou juxtamédullaire) (Figure 1).
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Figure 1 Représentation schématique de la structure du néphron, montrant les deux types du
néphron : juxtamédullaire (a gauche) et cortical (& droite). Les différents segments tubulaires sont notés
de la maniére 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
meédullaire externe ; 12, canal collecteur médullaire interne. Modifié a partir de Mount 2014 (2).

Les cellules hautes de I’épithélium de la BLA diminuent en taille régulierement de la
médulla vers le cortex. La microscopie électronique a balayage a révélé la présence de deux
4



populations de cellules formant I’épithélium de la branche large ascendante : des cellules
rugueuses dont la membrane apicale présente des microvillosités longues en contact avec la
lumiere tubulaire, et des cellules lisse ou les microvillosités sont trés petites. Les cellules lisses
caractérisent le segment medullaire, qui présente de nombreuses et profondes invaginations a
la membrane basolatérale, dont les secteurs intracellulaires sont riches en mitochondries
orientées parallélement & 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 medullaire), des jonctions serrées scellent les

cellules (2).
1.2.Réabsorption d’électrolytes par la branche large ascendante

L’épithelium de la BLA assure un transport actif des ions. Il est a peine perméable a
I’eau (< 1% de la perméabilité a I’eau au tubule proximal) et imperméable a I’urée, une propriété
des jonctions serrées intercellulaires, conférant a la BLA sa spécificité de diluer I’urine.
Pourtant, ces jonctions présentent une tres grande permeabilité aux ions, particulierement, aux
cations (8, 9).

La BLA joue un role crucial dans I’homéostasie électrolytique. Elle contribue aussi a
I’équilibre acido-basique en réabsorbant une grande quantité de HCO3 et de NHZ. Ainsi, La
BLA est le siége de réabsorption d’importantes quantités de Na* filtré et de CI, participant par
conséquent a I’homéostasie hydrique (en contrélant les mécanismes de concentration/dilution
urinaire). Elle réabsorbe également une quantité importante des cations bivalents (calcium Ca?*

et magnésium Mg?").
1.2.1. Réle de la BLA dans le maintien de I’équilibre acido-basique

La BLA contréle la régulation du statut acido-basique, d’une part en réabsorbant la
majorité de NH{ 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 NH;

La concentration urinaire en H30" libre est minime. En conséquence, I’excrétion de la
charge acide se fait majoritairement sous la forme de NHZ (10). La faible concentration
plasmatique de NH} résulte en une filtration négligeable de NHj par le glomérule (11, 12). En
effet, la quasi-totalité de NH} présent dans I’urine définitive résulte plutdt du métabolisme de

la glutamine dans les cellules du tubule proximal (10).



Buerkert et al ont évalué la contribution in vivo de I’anse de Henle dans I’excrétion de
NHj en utilisant essentiellement la microponction tubulaire (11). Ces études ont montré que la
quantité de NHZ collectée a I’entrée du tubule distal ne correspond pas a celle qui est retrouvée
a la sortie du tubule proximal bien que présente dans I’urine définitive. La présence d’une
réabsorption de NH} dans I’anse Henle a été suggérée suite a 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 a la synthese et a la sécrétion et non a la
réabsorption de NHj (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 NH; par la BLA microperfusée est
suffisant pour justifier la totalité de NHj réabsorbé dans I’anse de Henle in vivo (15). La
réabsorption nette de NH; dans les cellules de la BLA a été localisée suite a ces observations.
Plus récemment, des études ont prouvé que ce transport de NH; s’effectue selon un mode
transcellulaire actif responsable de 65 a 80% de la réabsorption totale dans la BLAm (16-18).
NH; posséde un rayon ionique semblable & celui de I’ion potassium K*. Par conséquent, les
ions NH; peuvent étre transportés d’une maniére 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 NH; 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 NHj (14) (Figure 2). Cette réabsorption passive est gérée par
le potentiel transépithélial, lumiere positive de la BLA, et générée par le transport
éléctrogénique de NaCl dépendant du cotransport Na™-K*-2CI™ (16).
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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 NH; au niveau
de la BLA, permet I’excrétion de la charge nette d’acide dans I’urine définitive. Suite a cette
réabsorption, NH;/NH; s’accumule dans le tissu interstitiel médullaire externe. De plus, la
branche fine ascendante recoit une partie du NHJ 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 NH}
retrouvés dans I’urine (NHs + H3O* = NHj + H,0). De cette maniére, la conversion de NH3
en NHj favorise le passage de NH3 du liquide interstitiel vers le canal collecteur. Donc, la BLA
contribue & la régulation de I’état acide-base de I’organisme en régulant la quantité de NHj;

excrété.
b) Réabsorption de bicarbonates (HCO3)

La réabsorption de HCOj3 dans I’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 HCO;3 étaient semblables a la fin du tubule
proximal et au début du tubule distal malgré la réabsorption de NHj . Ces résultats ont favorisé
I’hypothése de I’existence d’une réabsorption de HCO3 dans I’anse de Henle. Cette hypothese
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 I’anhydrase
carbonique et d’un transport sodé couplé a la sortie d’un ion H* du c6té apical ; elle est pourtant
indépendante du voltage transépithélial (20). Ainsi, la présence d’un échangeur CI'/HCO3,
d’un cotransporteur K*-HCO3 (probablement effectué par le cotransporteur KCC4) et d’un
échangeur Na*/H* du c6té 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 réle de la BLA d’une part dans la réabsorption
de HCO3 et, d’autre part, dans le transport de NH; vers I’interstitium médullaire participant &
I’excrétion de la charge acide dans I’urine définitive, démontre le réle crucial que ce segment

assure dans le maintien de I’équilibre acido-basique.



1.2.2. R6le de la BLA dans la réabsorption de NaCl

La BLA joue un réle primordial dans le mécanisme de concentration/dilution de I’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 a I’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 a ce fluide (24). D’autre part,
I’usage de la technique de microperfusion in vitro des differents segments isolés a permis
d’examiner directement les caractéristiques de transport de la BLA. Grace a cette méthode,
Burg et al (25) et Rocha et al (26) ont révélé que la BLA est hautement perméable vis-a-vis du
NaCl, malgré une trés faible perméabilité a I’eau (27). L’inhibition du transport de NaCl dans
la BLA, lorsque Na* (28, 29) ou CI™ (25, 26, 28, 29) est éliminé du liquide perfusé, prouve que
le transport de CI™ est couplé a celui du Na*. Cette réabsorption de NaCl est un transport
secondairement actif. En effet, I’absorption de CI™ dans la BLA s’effectue contre son gradient
électrochimique transépithélial ; en outre, I’inhibition de la pompe Na*/K*-ATPase, par son
inhibiteur spécifique I’ouabaine, abolit I’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 fagon suivante : I’activité de la pompe Na*/K*-ATPase basolatérale, qui pompe le
sodium intracellulaire vers I’interstitium, maintient le gradient électrochimique de Na" au
niveau de la membrane apicale. Suite a ce transport, la concentration de Na* intracellulaire
diminue, entrainant une différence de concentration en Na® intracellulaire et luminale,
permettant par suite d’engendrer une réabsorption apicale de NaCl secondairement active a
partir de la lumiére tubulaire vers la cellule ; la réabsorption de NaCl par BLA est donc un
transport active. Cependant, il existe un transport paracellulaire passif de Na*, paralléle a cette
voie active dans la BLA. Les études réalisées dans les BLAm de souris ont montré que
I’inhibition du transport actif de NaCl, en bloquant spécifiqguement 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 estimee grace a ces études. Cette voie participe a 50% de la réabsorption nette de cet ion
(31, 32).



L’accumulation de NaCl, réabsorbé par ces deux voies de transport dans la BLA, dans
I’interstitium medullaire crée un gradient osmotique progressif vers I’interstitium. Cette
réabsorption effectuée sans eau résulte en un fluide qui, émergeant de la BLA, est hypo-
osmotique. Dans le cas de diuréese, en absence de la sécrétion d’ADH, le canal collecteur est
faiblement perméable a I’eau, menant a I’excrétion d’une urine diluée. Néanmoins, dans des
conditions d’antidiurese, 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 a I’eau (mais pas a l’urée) au niveau des canaux collecteurs corticaux et
médullaires externes (33-35). La différence osmotique entre la lumiére tubulaire et
I’interstitium permet donc la réabsorption de I’eau. Il en résulte une excrétion d’urine

concentreée.
1.2.3. Transport des autres ions

En plus des fonctions mentionnées plus haut, la BLA joue un réle 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*-2CI™ de la
lumiere tubulaire vers la cellule est déterminée par I’activité de la pompe Na*/K*-ATPase située
a la membrane basolatérale qui pompe le Na* dans le milieu interstitiel. En paralléle, CI™
traverse la membrane basolatérale vers I’interstitium par un mode K*-CI~ (KCC4) et/ou par
conductance de CI- (CLC-NKB). Ce mécanisme aboutit par conséquent & une différence de
potentiel transépithéliale (lumiere tubulaire positive), constituant I’énergie electrique qui va
permettre aux ions Ca*™" et Mg™ de diffuser passivement par I’intermédiaire des jonctions

intercellulaires serrées hautement perméables aux cations.

Nous avons présenté dans cette partie le réle fondamental assuré par la BLA dans
le maintien de I’équilibre acido-basique ainsi que dans le maintien de I’homéostasie
hydrique de I’organisme. Le co-transporteur Na-K-2Cl~, NKCC2, situé a la membrane
apicale des cellules de la BLA, est I’élément primordial pour accomplir toutes ces

fonctions rénales.



2. Le co-transporteur Na*-K*™-2ClI~

Le co-transporteur Na™-K*-2ClI™ fait partie de la famille des co-transporteurs cations-
chlorure éléctroneutres (Cations-Chloride-Cotransporters CCC), formée de transporteurs
ioniques transmembranaires ou le transport des ions Na* et/ou K* est toujours couplé aux ions
Cl™. Cette famille comporte neuf membres codés par une famille génétiqgue 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
premiére branche est Na™-dépendant, composée de trois membres dont deux co-transporteurs
Na*-K*-2CI~ (SLC12A1/NKCC2, spécifique du rein exprimé a la membrane apicale et
SLC12A2/NKCC1, ubiquitaire exprimé a la membrane basolatérale) sensibles au furosémide,
et un troisiéme transporteur Na*-Cl~ sensible aux thiazides (SLC12A3/NCC spécifique du rein
exprimé a la membrane apicale). La deuxieme branche est Na*-indépendant, constituée de
quatre transporteurs K*-CI~ sensibles aux acides alcanoiques 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).

SLC12AB/KCCS g c12A7/KCCY

SLC12A4/KCCH I". /
~_ | / _ sLc12asiKce2
'“-u..__"_\\rfl.:_____--'
I|
SLC12A9/CIP .I
,' SLC12A8/CCC9
SLC12A2/INKCC1 | SLC12A3/NCE
o3 SLC1Z2A1/INKCC2

Figure 3 Arbre phylogénétique de la famille SLC12 (3).
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2.1.Historique de la découverte du co-transport Na*-K*-2CI~ dans la BLA

2.1.1. Description d’une activité de co-transport Na*™-K*-2CI~

Au début des années 1960s, la decouverte du furosémide et de son effet sur le gradient
de sodium rénal médullaire a permis I’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 I’importance de la présence de K* pour le transport actif de NaCl
dans la BLA, et que ce transport était sensible au furosémide. En méme temps, Geek et al (43)
ont révélé pour la premiere fois, dans les cellules tumorales non-polarisées (cellules d’Ehrich),
I’existence du méme type de co-transport actif de Na*-K*-CI~ sensible au furosémide. Ainsi,
les propriétés fonctionnelles qui caractérisent ces co-transporteurs ont-elles été déterminées :
1) le co-transport est éléctroneutre ; 2) la steechiométrie de ce co-transport est 1INa* 1K* 2CI";
3) ce systeme de co-transport est sensible aux diurétiques de I’anse (furosémide et bumétanide)
(44, 45).

2.1.2. Localisation apicale du co-transporteur Na*-K*-2CI~

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 systeme de co-transport des ions Na*, K*, CI~ similaire a celui observé dans les
hématies (47). De plus, Eveloff et Kinne (48) ont localisé un systéme de co-transport de Na*-
K*™-CI™ du co6té 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 modele actuel de co-transport de

Na*-K*-CI~ actif et apical au niveau de I’épithélium de la BLA.
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2.1.3. Mécanisme du co-transport de Na'-K*-2CI~ dans les cellules
épithéliales de la BLA

La réabsorption transépithéliale des ions Na*, K* et CI™ est engendrée par I’activité de
la pompe basolatérale Na*/K* ATPase qui maintient la concentration de Na* intracellulaire
faible pendant le transportant vers I’interstitium, et la concentration de K* élevée pendant le
transportant vers la cellule. Le potassium réabsorbé par NKCC2 est recyclé dans la lumiére
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 I’interstitium. La
sensibilité de ces transporteurs aux inhibiteurs a mis en évidence leur implication dans ce
systéme de transport. L’inhibition des canaux potassiques apicaux par I’ajout du Baryum dans
la lumiére tubulaire abolit le transport de Na*, K* et CI, ainsi qu’une faible concentration
luminale de K* diminue aussi ce transport. Parallélement, I’adjonction d’un inhibiteur des
canaux CI~ ou un faible taux de CI™ luminal réduit le transport de Na*, K* et CI". Ainsi, une
activité continue de co-transporteur Na+-K+-2Cl~ dans la BLA nécessite le recyclage de K*

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

Figure 4 Meécanisme du transport de Na*-K*-2ClI~ dans les cellules épithéliales de la BLA.

2.1.4. Transport de NH4" par le cotransporteur Na™-K*-2CI~

En 1984, Good et al (14), ont étudié la contribution de la BLA a la régulation de
I’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 NHj par le co-transporteur
Na*-K*-ClI". Cette observation a été soutenue par des études supplémentaires, parmi lesquelles

les suivantes :
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1) L’ajout du furosémide, un inhibiteur du co-transport Na*-K*-2ClI, inhibe I’absorption
propre nette de NH; dans la BLA corticale et médullaire de rat et aussi dans la BLAmM
de lapin et de souris (18, 49) ;

2) Des études sur des vésicules membranaires apicales préparées a partir de cellules de La
BLAmM de lapin montrent une compétition directe entre NH; et K* vis-a-vis d’un site

commun du co-transport Na*™-K*-2CI™ (50) ;

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

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

4) L’absorption de ?2Na*, sensible au bumétanide, en présence d’un gradient de NH4Cl est

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

5) L’absorption active de chlorure a été maintenue lorsque le NH; a entiérement remplacé
le K™ dans la solution de perfusion sur des BLAm de lapin, indiquant que le NH4" se
substitue au K™ dans le systeme de co-transport apical de Na*™-K*™-2CI™ et la Na*-K"-
ATPase basolatérale (18).

2.2.Caractéristiques moléculaires de Na*-K*-2CI~
2.2.1. Clonage du géne

Apres la découverte des mécanismes du co-transport électroneutre, Na*-K*-2CI~ dans
des cellules et des tissus de mammiferes, plusieurs laboratoires ont entrepris des tentatives non
récompensées pour identifier les genes qui codent pour ces co-transporteurs. Ce n’est qu’en
1994 que Forbush et al (52) ont réussi a isoler le gene SLC12A2 codant pour BSC2
(Bumetanide Sensitive Cotransporter), le co-transporteur ubiquitaire basolatéral de Na*-K*-
2CI7, nommé aussi NKCC1, a partir d’une banque d’ADNCc de la glande rectale du requin (un
modele des épithéliums sécrétoires connus par leur richesse en protéines de cotransport Na*-
K*-2CI"), en utilisant des anticorps monoclonaux préparés pour ce but. Ce clone a été ensuite
utilisé afin d’identifier les orthologues chez les mammiféres. Dans la méme année, Payne et
Forbush (53), ont identifié les trois isoformes (A, B et F) de I’autre co-transporteur apical
spéecifique du rein a partir d’une banque médullaire et corticale chez le lapin. La sonde utilisée

était congue a partir d’ADNc de NKCCL1 extraite de la lignée cellulaire T84 du colon humain.

Simultanément, Gamba et al (54), en se basant sur I’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’ADNCc de la région codante de co-transporteur NCC de la vessie d’un poisson, la plie rouge
(FITSC, 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 etudes dans les ovocytes de Xénope, que I’activité de transport de
NKCC2 est dépendante des ions Na*, CI~ et du 8°Rb* (un traceur radioactif de K*), et sensible
au Bumétanide. Le géne codant pour NKCC2 a été ensuite identifié dans d’autres especes

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

Il faut savoir que NKCC1 et NKCC2 sont codés par deux genes localisés dans des
régions dissemblables du génome (58). Le gene codant pour NKCC2 est situé au niveau du
chromosome 15 au locus q15-g21 (57), alors que celui codant pour NKCC1 est localisé sur le

chromosome 5 au locus q31-g33 chez I’lhomme (59, 60).

2.2.2. La protéine NKCC2
a) Structure primaire et secondaire de la protéine NKCC2

Selon I’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 espéces y compris
I’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 I’homologie de séquences qu’elle
partage avec les autres co-transporteurs de la méme famille CCC (NKCC1 et NCC). D’apres
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 NH> 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 especes

Espéce 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 AF 4,376 3,285 1095 (55)

En 1995, Igarashi et al (56), ont établi une structure similaire pour NKCC2 chez la
souris. A noter que la séquence protéique de NKCC2 est hautement conservée avec les deux
autres co-transporteurs Na*™-(K™")-CI~ (NKCC1 et NCC) a I’exception du domaine NH> terminal
qui est identique seulement a 60% a celui de NKCC1, ainsi qu’entre les différentes especes.
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 especes, dont certains ont été le
sujet de plusieurs études (Figure 5) (62). A savoir qu’a ce jour, la structure secondaire de
NKCC2 est prédite et alors que la topologie de NKCC1 est basée sur des donnees
expérimentales (4).

87 96 101 114 126 874
Rat NKCC2 80- TTFHAYDGHTNpYYLOWFGH DAVPKIEYYRNEpWGSVSGPKVNRP, LQEI————PAPKKD‘éNISTIQSM -882
Mouse NKCC2 80~ TTFHAYDSHTNpyY YLQuvFGH DAVPKIEYY (GSVSGPKVNRPSLLEI----PRAPKKD -GNISSIQSM -882
Rabbit NKCC2 83- ASFHTYDSHTNpNYYLOikFGH DAVPKIEYY GSVSGPKVNRPELLEI----PTPKKD ‘EISINTIQSM -886
Human NKCC2 84- ASFHAYDSHTNpYYLOyWFGH DAVPKIEYY GSISGPKVNRPELLEI----TTPKKDGE 'INTSQSM -886

Y S W | A A A

91 95 100 105 118 130 879

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

les différentes espéces (62).
2.2.3. Les isoformes de NKCC2
a) Les mécanismes d’épissage

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

moins a six isoformes :
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En 1994, Payne et Forbush (53), ont observé le premier événement d’épissage lorsqu’ils
ont cloné NKCC2 a partir du rein du lapin. D’autres ont montré que le méme mécanisme existait
chez la souris (56), le rat (63) et I’homme (64). Ce mécanisme d’épissage se produit a I’exon 4,
une région constituee 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 a la deuxiéme
moitié du domaine transmembranaire prédit, et a la premiére 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 sequence de I’ARNm. Ce variant de
I’exon 4 relie donc I’exon 3 a I’exon 5. Suite a ce phénomeéne, trois protéines différentes sont
produites et sont nommées NKCC2-A, B et F, en fonction de I’exon gardé. Outre ces 3
isoformes, trois autres transcrits ont été detectés chez I’nomme avec une combinaison des exons
4A et 4B, 4A et 4F ou 4B, 4A et 4F (Figure 6,7) (5).

Human Sic12a1

Il IVA IVF V VI
Il IVB IVA V VI

Il IVB IVA IVF V

Figure 6 L’épissage alternatif de I’exon 4 de pre ARNm NKCC2 chez I'homme (5).

Le second evénement d’épissage a été observé chez la souris par Mount et al en 1999
(61). 1l a été produit par la présence d’une sequence de polyA dans I’intron situé entre les exons
16 et 17, en plus de la séquence poly-A que I’on trouve a I’extrémité 3* de I’ARNm, prédisant
une protéine avec un domaine C-terminal plus court. Deux protéines de NKCC2, qui différent
par la longueur et la séquence de I’extrémite C-terminale, sont donc produites par ce mécanisme
d’épissage indépendant de I’épissage de de I’exon 4. Le domaine C-terminal de I’isoforme
longue de NKCC2 (L- NKCC2, L : long), prédit étre cytoplasmique, a une longueur de 457
résidus d’acides amines dont les 383 derniers sont absents dans I’isoforme courte de NKCC2
(S-NKCC2, S: short). En revanche, I’extrémité C-terminale de I’isoforme S-NKCC2 est
composée de 129 résidus d’acides aminés dont les 55 derniers sont absents dans I’isoforme
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L- NKCC2. Les 74 premiers présentent la région commune conservée entre les deux isoformes
(Figure 7).

Mount et al ont prouvé que ces deux phénomeénes d’épissage sont indépendants I’un de
I’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, BetF).

L-NKCC2 S-NKCC2
—
—
-
- —

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

Comme susmentionné, les trois isoformes de la protéine NKCC2 A, B et F difféerent
seulement par la deuxieme 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 conserves entre les isoformes : trois résidus sont spéecifiques de
I’isoforme A, un résidu est spécifique de I’isoforme B, et quatre résidus sont propres a

I’isoforme F (Figure 8). Ces résidus sont hautement conserves entre les especes.

mBSCl1l-A LGVIIIIAL TGLSTSAIATN G
mBSCl=B LGVIIIG ITGLSTSAIATN G
mBSCl-F LGVIIIGLS GESB]SAIE‘I‘N G
Transmembrane
domain 2

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 I’isoforme A. en bleu, ceux uniquement présents dans B.
en vert, ceux propres a I’isoforme F.

b) Localisation des difféerentes isoformes dans la BLA :

La localisation restreinte de NKCC2 dans le rein a été déterminée suite a de nombreuses
études. Initialement, des analyses par immunomarquage et liaison de I’analogue photosensible
de bumétanide [*H]BSTBA effectuées par Haas et al en 1991 (65) dans le rein de souris ont
isolé deux protéines de 75kDa et 150kDa, qui correspond a la taille des isoformes de S-NKCC2
et L-NKCC2 découvertes plus tard (61). Plus recemment, des expeériences de Northern Blot,
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d’hybridation in situ et d’immunohistochimie, ont montré I’expression de NKCC2 a la
membrane apicale des cellules épithéliales de la BLA (médullaire externe et corticale) du rein
des rats (54, 66).

Quant a 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 I’isoforme L-NKCC2 est exprimée d’une maniéere plus ou
moins homogene dans la partie médullaire et corticale, tandis que I’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 a 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 hétérogéene le long de la BLA : A présente une
localisation a la fois dans la partie médullaire et corticale, F n’est exprimée que dans la région
médullaire, alors que I’isoforme B est limitée au macula densa (cortex) (56) (Figure 9).

»
el

CAL

MAL
—
T

)
L-NKCC2

L

Figure 9 La distribution des différentes isoformes de NKCC2 dans la BLA (4).
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2.3.Fonctions de NKCC2 dans la Physiologie Renale
2.3.1. Propriétés fonctionnelles des différentes isoformes de NKCC2

a) Les isoformes longues A, Bet F

e Lesétudes d’expression :

La majorité des données portant sur les caractéristiques du transport des differentes
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 CI™ 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-
a-vis des ions Na*, K™ et CI". Ainsi, I’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 residus variants entre les
deux isoformes. De la méme maniere, Giménez et Forbush (72) ont observe que la mutation
des résidus variables de I’isoforme B par ceux de A ou F altere 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 a TM3 preésentait un réle important dans I’affinité pour le CI™. 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 chimeres de NCC et de NKCC2, en
interchangeant les domaines de NH2 et COOH terminaux entre ces deux co-transporteurs. Ces
analyses montrent que la chimére 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 a la découverte des différentes isoformes de NKCC2 ont
montré que I’affinité aux ions CI~ du transporteur du sel sensible aux diurétiques de I’anse
differe 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 a 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 medullaire
transporte le sel plus rapidement que la BLA corticale, ce qui est cohérent avec le niveau
d’expression élevé de I’isoforme F, caractérisé par une affinité ionique faible, dans la BLA
médullaire. La BLA médullaire, a I’inverse, a un pouvoir de dilution plus important, ce qui est

cohérent avec I’expression de I’isoforme B caractérisée par une affinité ionique élevée (26, 36).
o FEtudes de délétion

i) Deélétion complete de NKCC2

Takahashi et al (75) ont développé un modele de souris invalidé pour le géne SLC12A1,
afin de confirmer le r6le 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 déja un état de déshydratation séveére. Sept jours plus tard, ces souris développent
une insuffisance rénale, une concentration élevee de potassium et de rénine plasmatique, une
acidose métabolique et une hydronéphrose. Au bout de deux semaines, toutes ces souris
homozygotes sont mortes. A I’opposé des souris homozygotes, les souris hétérozygotes
NKCC2"" ne développent pas un phénotype rénal sévére, bien que le niveau d’expression
d’ARNmM soit réduit a 50% (76). L’analyse du niveau d’expression des protéines NKCC2 a
démontré que les mécanismes post-traductionnels ont totalement compensé la réduction a
moitié du niveau d’expression des ARNm, et ont donc rétabli le niveau d’expression des
NKCC2.

i) Deélétion spécifique des isoformes :

Le role spécifique des isoformes A et B de NKCC2 dans la physiologie rénale a été
déterminé par I’invalidation isoforme spécifique de NKCC2 A ou B, en introduisant un codon
stop dans I’exon 4A ou 4B (77, 78). Comme les souris hétérozygotes NKCC2"~ ne présentaient
pas un phénotype rénal sévere (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 NKCC27~. Une
Iégere diminution de I’osmolarité ambiante et de la capacité a concentrer I’urine a été observée
chez les souris déficientes en NKCC2A ou B. Ces données révélent que la contribution des
deux isoformes A et B a 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 I’absence d’activité de ces protéines. Ainsi, les résultats des
expériences de protection a 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, I’expression dominante de I’isoforme F dans la partie
médullaire associée a I’expression de I’isoforme A ou de B semble étre 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 a la réabsorption nette de CI™ le long de I’anse de Henle. Pour
déterminer la réabsorption de CI™ dans I’anse in vivo, les anses de Henle ont été perfusées a
I’aval du tubule proximal ; la concentration de CI™ a été examinée dans le fluide tubulaire
collecté a I’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 CI™ 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 entraine une
diminution de réabsorption de CI™ dans les conditions de perfusion de flux élevé (78). Ces
résultats obtenus a partir des études effectuées in vivo, sont en accord avec les études réalisees
in vitro, montrant que I’isoforme NKCC2B présente une affinité élevée aux ions, alors que
NKCC2A est I’isoforme caractérisée par une affinité plus faible et une capacité de réabsorption

plus élevée.

L’ensemble de ces données suggerent que, sous des conditions de faibles concentrations
de CI, la réabsorption dans la BLA dépend de I’activité de I’isoforme caractérisée par I’affinité
élevée au CI . Par contre, les concentrations élevées de cet ion engagent I’isoforme A, ce qui

suggere que la capacité de transport de NKCC2A depasse 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 étre stable, et que I’épissage
alternatif peut étre modulé afin de répondre aux changements de besoins de réabsorption
ionique.

Ce concept a été soutenu par les travaux effectues par Brunet et al (80) et Schiefl et al
(81). Les auteurs de la premiére 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 I'isoforme A. Cependant, I’administration de furosémide entraine une augmentation du

niveau d’expression de I’isoforme A, et une diminution de ceux des isoformes F et A/F. Les

21



mécanismes exacts de cette régulation n’ont pas été abordés expérimentalement, mais les
auteurs ont spéculé que les concentrations intracellulaires de CI™ peuvent réguler le mécanisme
d’épissage. Dans ce contexte, il a été prouvé que la concentration en CI™ intracellulaire régule
négativement I’activité de transport des NKCC (79, 82, 83). D’autre part, Schiefl et al (81) ont
observé que I’épissage alternatif de NKCC2 chez la souris est modulé par I’apport alimentaire
de sel. Un régime pauvre en sel provoque un décalage de I’épissage de NKCC2 A vers NKCC2
B dans la BLA corticale et la macula densa. L’impact fonctionnel de cette modulation de
I’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 I’épissage alternatif par le régime pauvre en sel augmente la réabsorption du sel dans la BLA

et par conséquent reduit la quantité de NaCl délivrée a la macula densa.

En plus, ces études réalisées chez les souris NKCC2A ™~ et NKCC2B ™~ ont permis de
préciser le réle fonctionnel de ces deux isoformes dans la régulation de la sécrétion de rénine.
Pour étudier ce rdle, les auteurs ont examiné I’effet de la perfusion intraveineuse d’une solution
saline d’une maniére aigué 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 secrétion de la rénine d’une maniere similaire que les souris sauvages. Ce qui
suggere que I’expression de I’isoforme A (présentant une capacité élevée de transport ClI)
permet I’induction de la réduction de la sécrétion de la rénine macula densa dépendante sous

les conditions de concentration de NaCl élevée.

Donc, I’expression des différentes isoformes de NKCC2 présentant des affinités
ioniques différentes semble importante pour une activité du transport efficace dans une région

ou les concentrations ioniques varient selon une large gamme.

Néanmoins, les souris invalidées pour I’isoforme F de NKCC2 n’ont pas été générées,
ce qui ne permet pas de caractériser son role spécifique dans la physiologie rénale.

b) L’isoforme courte S-NKCC2

L’étude fonctionnelle de la forme courte de NKCC2 a été effectuee seulement dans les
ovocytes de xénope. Ces études révelent que le S-NKCC2 transport les ions Na* et CI™ 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
I’activité de L-NKCC2, et cette activité est restaurée totalement par I’ajout d’AMPc (86). Des
expériences d’immunolocalisation ont montré que le S-NKCC2 diminue I’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 I’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 I’AMPc.
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3. Biologie cellulaire et moléculaire de la protéine NKCC2
3.1.Biosynthese de la protéine

La biosynthese de NKCC2 semble étre le schéma usuel de synthese des protéines
membranaires qui s’effectue en trois étapes : la transcription du gene SLC12A1 en ARNm,
I’épissage du messager, puis la traduction de I’ARNm en protéines. En effet, comme toutes les
protéines membranaires ou de sécrétion, la chaine polypeptidique récemment synthétisée au
ribosome sera transportée a la lumiére du RE. Les ribosomes continuent la traduction de
I’ARNm dans le RE et a I’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 sequence d’ancrage qui précisent la sens de I’insertion (87).

Durant sa biosynthese, la protéine NKCC2 se trouve sous des formes glycosylées
révélées par immunoempreintes. Cette glycosylation est inhibée par I’addition de tunicamycine,
un inhibiteur de N-glycosylation, qui entraine une diminution de la masse moléculaire. Ce qui
suggere que le noyau protéique de NKCC2 est glycosylé au cours de sa synthese dans le RE, et
gu’une chaine oligosaccharidique est ajoutée trés riche en mannose, ce qui explique sa
sensibilité a I’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 phénomene pourrait se faire d’une fagon co-

traductionnelle ou post-traductionnelle.
3.2.Contrdle qualité de NKCC2

Le RE est un déterminant principal de la quantité de protéine exprimée a la membrane
plasmique (89, 90). En effet, le RE présente un important systeme de contréle qualité pour les
protéines nouvellement synthétisées, étant donne que c’est le site de repliement des protéines
membranaires et de sécrétions (91). En principe, seules les protéines correctement repliées,
ayant passées avec succes ce systeme de contrdle qualité, seront acheminées vers I’appareil de
Golgi pour étre exprimées a la membrane. Pourtant, les protéines mal repliées seront retenues
au niveau du RE, et si le repliement de la protéine ne peut pas étre corrige, 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,
I’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 premiere protéine membranaire
identifiée comme substrat de la voie ERAD (94, 95), est un processus complexe qui nécessite

24



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,
3.3.Maturation de la protéine

Apres modification de la protéine NKCC2 au niveau du réticulum endoplasmique, la
protéine est alors adressée a la membrane apicale des cellules épithéliales de la BLA. Pour que
NKCC?2 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 a 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 N*42 et N2
situées au niveau de la quatriéme boucle extracellulaire (entre le 7°™ et 8™ domaine
transmembranaire), peut expliquer cette différence de poids moléculaire, puisque leur mutation
en glutamine semble suffire pour empécher la glycosylation de NKCC2 et expliquer cette
différence (88).

Durant la biosynthése de NKCC2, La glycosylation commence au RE par I’addition co-
traductionnelle d’un oligosaccharide précurseur et s’acheve a I’appareil de Golgi. Cet
oligosaccharide est une unité de 14 résidus glucidiques (2 N-acétylglucosamines (GIcNAc), 9
mannoses et 3 glucoses), qui est ajoutée a la chaine peptidique naissante par
I’oligosaccharyltransférase. Puis, I’al,3-glucosidase Il et I’al,2-glucosidase | éliminent
immédiatement les deux glucoses terminaux. Une fois la protéine atteint certain degré de
repliement, I’al,3-glucosidase Il enleve le troisieme glucose restant. Cette protéine riche en
mannoses est la forme immature de NKCC2 (ou core-glycosylated) sensible a I’endo H, et apte
a étre transportée vers I’appareil de Golgi.

Dans les compartiments de Golgi, des modifications enzymatiques sont réalisées en
aboutissant a 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 a I’endo H mais sensible a la PNGase F (Peptide:N-
Glycosidase F), puis des vésicules adressent cette protéine a la membrane plasmique.

3.3.2. Les déterminants de I’adressage apicale

Bien que la N-glycosylation soit importante pour la maturation de NKCC2, une
séquence responsable de I’adressage de la proteine a 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 chimeres
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 amines localisés dans
I’extrémité C-terminale (les acides aminés 708-884) de NKCC2 est suffisante pour son
adressage a la membrane apicale. Ainsi, I’analyse des séquences a montré que ces 77 acides
aminés, constituant la séquence responsable de I’adressage apicale de NKCC2, ne sont pas
présentent par I’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 identifie en 2009 le motif tri-
hydrophobique %LV dans la partie distale de I’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
empéche la sortie de RE et la maturation de NKCC2 (97). De plus, Nezu et al (100) ont montré
gue 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 cing
motifs de di-leucine, mais deux motifs de ces cing sont importants dans la sortie du RE et
I’expression membranaire de co-transporteur. A I’image de 1%L LV, |a mutation en alanine
de deux motifs (10381039, 1048 |1049) entraine la rétention de NKCC2 au niveau de RE. Ces
résultats montrent que le motif 198 L \/1%8 est nécessaire pour la sortie de RE de NKCC2 mais
n’est pas suffisant (98).
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Figure 10 IHlustration schématique de la voie de biosynthese des protéines membranaires : les
protéines membranaires sont synthétisées dans le RE, modifiées (core-glycosylé, riche en mannose),
repliees ; seule les protéines bien repliées sont transportées vers I’appareil de Golgi en passant par le
compartiment intermédiaire (ERGIC), si une protéine malrepliée s’échappe au contréle qualité du RE,
elle est retenue au cis-Golgi est retournée au RE. Dans I’appareil de Golgi, la protéine devient mature
(complexe-glycosylé). Ces protéines glycosylées sont transportées dans des vésicules et I’équilibre entre
I’exocytose, I’endocytose et le recyclage va réguler la quantité de la protéine exprimée a la membrane
plasmique. Modifié a partir de Schaeffer 2014 (6).

3.3.3. Le transport des protéines entre le RE et I’appareil de Golgi

La premiére destination de la majorité des protéines membranaires nouvellement
syntheétisées est le RE. Ces protéines sont exportées hors du RE, aprés avoir atteint leur
conformation native, essentiellement dans des vésicules COPII (pour Coat Protein complex 1)
qui bourgeonnent a partir de certains sites du RE (101). Les vésicules COPII sont des complexes
de protéines recouvrantes incluant Sec23p/Sec24p, Sec13p/Sec31lp et la GTPase (102). Ces
vesicules, débarrassees de leur manteau proteique, fusionnent avec un complexe tubulo-
vesiculaire appelé VTC (Vesicular Tubular Cluster) ou ERGIC (ER/Golgi Intermediate
Compartment), situé du coté cis du Golgi (103). Ce complexe est caractérisé par I’expression
d’une protéine transmembranaire non-glycosylée de 53kDa, ERGIC53. Cette proteine joue un
role dans le transport de la majorité des protéines transmembranaires du RE vers I’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 coté 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.
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3.3.4. Transport de la protéine entre I’appareil de Golgi et la
membrane plasmique

Plusieurs études ont étudié le trafic intracellulaire de NKCC2 entre I’appareil de Golgi
et la membrane plasmique. Ce mécanisme régule la quantité de NKCC2 exprimée a la
membrane par régulation de trois phénomenes : exocytose, endocytose et recyclage de la
protéine. Ces phénomenes impliquent des interactions protéines-protéines comme les protéines
VAMP 2 et 3 (Vesicle-Associated Membrane Protein) (107-109), I’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 AP (116). Malgré toutes ces interactions decrites, le
trafic intracellulaire de NKCC2 entre I’appareil de Golgi et la membrane plasmique reste

incompletement élucidé.

a) Role des VAMP?2 et 3 dans le transport de NKCC2 Golgi-membrane
plasmique

Des études ont montré que la stimulation de la production de I’AMPc, par la
vasopressine ou un récepteur B-adrénergique, augmente I’adressage membranaire des vésicules
subapicales et par conséquent elle augmente la réabsorption de NaCl dans la BLA en
augmentant son expression a la membrane apicale (117, 118). De plus, Ortiz a montré en 2006
que la stimulation de I’expression apicale de NKCC2 implique des protéines VAMP, qui
augmentent la fusion des vésicules subapicales & la membrane plasmique (107). Ainsi,
I’administration de la toxine tétanique, inhibiteur des VAMP 2 et 3 en induisant leur clivage,
bloque I’effet stimulateur de I’expression induite par I’AMPc de NKCC2 a la membrane dans
la BLA, suggérant un role attribué a VAMP 2 et 3 dans cette translocation (107). Récemment,
des études de knockdown spécifique in vivo de VAMP 2 ou 3, par I’utilisation de I’adénovirus
pour délivrer le ShRNA (short hairpin RNA) a la médullaire externe de la BLA, ont montré que
VAMP 2, et non VAMP 3, est impliqué dans I’exocytose de NKCC2 stimulée par I’AMPc
(108). Plus récemment, le méme groupe a révélé que VAMP 3 est important pour I’expression
membranaire de NKCC2 a I’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) Rdle de I’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 I’extrémité C-terminale de NKCC2 et les protéines exprimées
dans le rein. L’aldolase B est I’une des protéines péchées par cette technique. De plus, des
expériences de co-immunopreécipitation, de co-immunolocalisation et de biotinylation montrent
que I’aldolase B interagit avec NKCC2 dans les cellules rénales OKP et que sa surexpression
entraine une diminution de I’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 I’aldolase B ; ce qui suggere 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 I’apport aigu de fructose aux rats augmente la réabsorption de
NaCl dans la BLA (119). En effet, I’alimentation riche en fructose augmente la concentration
de fructose 1,6-biphosphate dans la BLA qui est un substrat de I’aldolase B (120), et la liaison
de ce substrat a I’aldolase pourrait augmenter I’expression de NKCC2 a la membrane
plasmique. Ces données sont en faveur de I’hypothese que I’adolase B régule in vivo la
translocation de NKCC2 vers la membrane plasmique. Reste a étudier le mécanisme précis de

cette régulation.

c) Role 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 expeériences 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
I’expression a la membrane et I’activité de NKCC2. Cet effet est di a une diminution de
I’exocytose et non pas I’endocytose. De plus, la mutation C201A, un peptide qui joue un réle
important dans la régulation de I’exocytose, abolie la diminution de NKCC2 membranaire due
a la protéine SCAMP2. D’autres études ont montré que SCAMP2 interagit avec SNAP-23, un
partenaire des VAMP2/3 dans le complexe SNARE, et I’effet de cette interaction est la
diminution de I’exocytose de plusieurs protéines (121). L’ensemble de ces données est en
faveur d’un role important de SCAMP2 dans I’inhibition de I’expression membranaire de

NKCC2.
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d) Réle 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
I’expression membranaire de NKCC2 (114). MAL/VIP17 est exprimée exclusivement a 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 amines nécessaires a
I’adressage apicale de NKCC2. La surexpression de MAL/VIP17 chez les souris transgéniques
augmente I’expression de NKCC2 a 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 I’internalisation de NKCC2 (114).

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

L’utilisation de la technique de décalage de I’anticorps, associée a 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 entraine I’accumulation de NKCC2 dans les veésicules subapicales. Ainsi, le knockdown
de la moésine diminue I’expression membranaire de NKCC2. Enfin, des analyses d’endocytose
et d’exocytose expliquent cette diminution par une réduction de I’exocytose de co-transporteur
(115).

f) La regulation 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 I’extrémité N-terminale de NKCC2 (112). La co-expression de I’un ou I’autre
de ces deux kinases avec NKCC2 dans les cellules rénales HEK dans un milieu hypotonique
(faible concentration en CI") montre que SPAK et OSR1 augmentent la phosphorylation de
quatre sites (Thr®, Thri® Thr% et Ser®) de I’extrémité N-terminale de NKCC2, et par
conséquent augmentent I’activité du co-transporteur (112). Par contre, Ser**® du domaine N-
terminal de NKCC2 est phosphorylé par I’AMPK (112, 113), un autre partenaire de NKCC2
(113).

Il est bien a 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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specifique du rein, et L-WNKZ1, forme long), WNK3 et WNK4 (125-127). Les WNKZ1s régulent
d’une maniére opposée : le ks-WNKZ1 inhibe I’activité de NKCC2, par contre le L-WNK1
stimule son activité. Les souris ks-WNKZ1 transgéniques confirment I’effet observé in vitro de
ks-WNK1 sur NKCC2 (128, 129). Les études fonctionnelles de WNK3 dans I’ovocyte de
xenope montrent que WNKS3 augmente la phosphorylation de NKCC2 via la voie SPAK/OSR1
(125, 130). Deux lignées de souris invalidées pour le géne codant pour WNK3 ont révélé que
I’effet in vivo de WNK3 semble étre limite (131). Ce désaccord avec les résultats in vitro
pourrait étre di a un effet compensateur de WNKZ1 chez les souris invalidées pour WNK3 (132).
Enfin, WNK4 stimule la phosphorylation de NCC via la voie SPAK/OSR1, alors qu’aucune
information concernant I’effet de WNK4 sur NKCC2 n’a encore été établie (133).

En plus des WNKS, une autre protéine interagissant avec SPAK a été decrite. Cette
protéine est appelée SORLA (Sorting protein-related receptor containing LDLR class A
repeats). L’invalidation de ce dernier chez la souris du gene codant pour SORLA entraine 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 I’administration de
la cyclosporine, un agent immunosuppresseur qui inhibe la calcineurine phosphatase. La
calcineurine exprimée dans la BLA est la calcineurine AP, qui est surexprimee chez les souris
SORLA invalidées (116). Ces données suggerent que SORLA joue un r6le stimulateur de
SPAK, qui stimule a son réle la phosphorylation de NKCC2 et joue un réle inhibiteur de la
calcineurine AP, qui déphosphoryle NKCC2 (116).

Récemment, des études ont montré que I’uromoduline (UMOD, protéine spécifique de
la BLA) augmente la phosphorylation et I’activité de NKCC2. En effet, un polymorphisme dans
le promoteur du géne UMOD a été lié au risque de I’insuffisance rénale chronique et de
I’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 I’organisme. Une variabilité phénotypique observée chez les patients du
syndrome de Bartter est due a la mutation qui affecte les différentes protéines impliquées dans

la réabsorption de la BLA.
4.1.Tableau clinique

Les signes cliniques du syndrome de Bartter se caracterisent 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 séveres : un
polyhydramonios, une prématurité, une polyuropolydipsie avec risque de deshydratation et un
retard de croissance. Ainsi, plusieurs formes de BS se caractérisent par une hypercalciurie
associée dans la majorité des cas a la néphrocalcinose, qui peut provoguer secondairement une

insuffisance rénale néonatale.
4.2.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 role crucial dans la régulation de la concentration de I’urine, une fonction accomplie par un
mécanisme de transport transépithélial du sel intégrant differents transporteurs, dont NKCC2
constitue I’élément clé. Le syndrome de Bartter est d0 a I’inactivation du systéme de transport
de sel dans la BLA par des mutations affectant au moins quatre genes différents codant pour
des protéines impliquées dans ce systéeme : les genes 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, I1, 1 et 1V respectivement. La mutation de ces différentes protéines entraine des phénotypes
presque similaires avec un syndrome de Bartter néonatal sévere dans la majorité des cas. La
perte du sel dans I’urine accompagnée par une polyurie, due a I’inactivation de I’une ou I’autre
de ces protéines, provoque un rétrécissement du volume extracellulaire et une diminution de la

volémie. Cette hypovolémie entraine une hyperplasie de I’appareil juxtaglomérulaire associée

32



a une activation du systeme rénine-angiotensine et une augmentation de la sécrétion
d’aldostérone. Le systéme rénine-angiotensine et I’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
systeme 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
symptdmes extra-rénaux observés chez les patients de BS, telles les fievres, vomissements,
diarrhées, ostéopénie et retard de croissance, sont associés en partie a I’hypersécrétion de la
PGE2.

En outre, I’augmentation de I’aldostérone due au défaut de réabsorption de NaCl dans
la BLA entraine 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, I’aldostérone
provoque une réabsorption accrue de Na* dans les tubules collecteurs en activant le canal
sodiqgue ENAC (Epithelial sodium Channel), et par consequent une augmentation de la
réabsorption de HCOj3 (accroissant aussi leur taux dans le sang), et une sécrétion élevée des

ions K* et H3O" dans I’urine, aboutissant tous a I’alcalose métabolique hypokaliémique.

Les complications les plus fréquentes liées a I’hypokaliémie peuvent étre prononcees
chez les patients de BS, vu que le K* est essentiel pour I’activité musculaire et la fonction
cellulaire, incluant une fatigue chronique, des crampes musculaires, et une faiblesse musculaire
qui pourrait causer une paralysie compléte et une rupture de fibres musculaires corrélée au degré
de sévérité de I’hypokaliemie.

D’autre part, une perte du calcium dans les urines (hypercalciurie) a été observée chez
les patients atteints de BS. Cette perte de Ca®" entraine 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 étre responsable de
I’hyperparathyroidie (sécrétion élevée de la parathormone, PTH) observée chez ces patients.

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

plus séveres.
4.3. Traitement

Actuellement, les traitements du syndrome de Bartter consistent a rétablir le bilan
ionique et la volémie. Pour cette fin, les patients atteints de BS recoivent 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 I’amiloride, avec des inhibiteurs de synthése de PGE2 comme
I’indométacine, ou des inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine (139).

4.4.Historique de la decouverte du Syndrome de Bartter type |

En 1962, Bartter et al ont décrit chez deux patients pour la premiere fois un nouveau
syndrome caractérisé par une alcalose métabolique hypokaliémique, une hyponatréemie, une
hypochlorémie, un hyperréninisme avec un hyperaldostéronisme et une pression arterielle
normale. Les études histologiques des reins de deux patients ont révélé une hyperplasie de
I’appareil juxtaglomérulaire (140). Dans les années suivantes, plusieurs études ont décrit des
anomalies supplémentaires cliniques et biochimiques qui s’associent & 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 caracterisé
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 etudes plus récentes ont précisé que les différentes tubulopathies

hypokaliémiques peuvent étre dues a des mutations génétiques autosomales récessives (147).

Néanmoins, la base moléculaire qui cause le syndrome de Bartter type | est restée
longtemps non identifiée. C’est en 1996 que Simon et al ont cloné pour la premiére fois le gene
codant pour NKCC2 humain, et ont démontré le lien entre le syndrome de Bartter et le co-
transporteur Na*™-K*-2CI™ rénal, NKCC2 (57). Ces auteurs se sont référé a plusieurs études : 1-
Gill et Bartter en 1978 ont montré qu’un défaut de réabsorption de CI™ dans la BLA peut étre
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 étre expliqués par la perte de sa fonction. De plus, I’inhibition spécifique de ce co-
transporteur engendre des changements électrolytiques comparable a ceux observes chez les
patients de Bartter (150). 3- leur étude antérieure, ou ils ont démontre le lien direct entre le
syndrome de Gitelman et la mutation du géne codant pour le co-transporteur Na*-Cl~, NCC,
exprimé a 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 di a des mutations affectant le géne SLC12A1 codant pour le co-
transporteur Na*-K*-2CI~, NKCC2, de la BLA.

En premier lieu, ces auteurs ont séquencé le chromosome 16 (porteur de gene codant
pour NCC) chez des patients de syndrome de Bartter. Les résultats de ce séquencage ont
confirmé I’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 a partir d’une librairie de plasmide artificiel de
chromosome (PAC, Plasmid Artificial Chromosome) par hybridation, ce qui a permis de
déterminer la structure du géne en introns-exons. Enfin, ils ont établi une relation causale entre

NKCC2 et le syndrome de Bartter, en identifiant cing différentes mutations chez ces patients.
4.4.1. Mutations dans NKCC2

A I’heure actuelle, prés de 79 mutations ont été reportés par dix-sept études différentes
sur le géne 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 I’extremité C-teminale due soit a I’insertion
prématurée de codons stop (mutations non-sens) soit a 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 I’hypertension artérielle (T235M, P254A,
R302W, P348L, N399S, L505V, P569H, Y1070C, P1083A) (Figure 11).

Comme mentionné dans la partie précédente, les souris invalidées pour le géne
SLC12A1 developpent un phénotype similaire au syndrome de Bartter type 1. En plus, des
études fonctionnelles de certaines mutations (F177Y, G193R, A267S, G319R, AS08T, A526N,
Y 998X et D918fs) causant ce syndrome dans le systéme d’expression hétérologue, les ovocytes
de xénope, ont montré que ces mutations ne sont pas fonctionnelles, a I’exception de la mutation
F177Y qui est a moitié active (153, 166).
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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 I’hypertension artérielle. (4)

Plus récemment, une étude menée dans notre laboratoire dans laquelle pour la premiére
fois NKCC2 est exprimé dans les cellules mammiferes donne une nouvelle matiére pour I’étude
fonctionnelle de cette protéine (110). Suite a cette étude, la mutation Y998X a été la premiére
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 bloguée au niveau du
réticulum endoplasmique (RE), tandis qu’elle s’exprime & la membrane cytoplasmique de
I’ovocyte de xénope, faute de trois motifs 1038|1039, 1048] |1049 gt 1081] | \/1083 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 I’adressage des protéines
membranaires (comme les canaux et les transporteurs) a 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 AF508 du canal CFTR (responsable
de la majorité des cas de la maladie de mucoviscidose), qui est active lorsqu’elle est exprimée
dans I’ovocyte de xénope alors qu’elle retenue au niveau de RE. De plus, le traitement des
souris affectees par cette mutation par le chaperon chimique TMAO (trimethylamine N-oxide)

corrige partiellement son expression a la membrane et son activité (167).
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En se basant sur ces études de la mutation AF508 du canal CFTR, on peut suggérer que
NKCC2 peut avoir des mutations qui n’affectent pas son activité mais son adressage a la
membrane ; d’ou I’importance d’étudier les modifications post-traductionnelles de NKCC2.
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Position du probleme

Malgre I’'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. A présent, aucune information concernant le mécanisme de contréle de
qualité de NKCC2 n’a été établie. Le but de notre travail a donc été I’identification des
partenaires protéiques de NKCC2 impliqués dans la régulation de I’expression et le contrdle

qualité du co-transporteur.

Les résultats obtenus dans ce travail seront présentés en trois parties : la premiére sera
consacrée a I’identification des partenaires proteiques interagissant avec NKCC2 et impliqués
dans sa dégradation (cette partie sera présentée sous forme d’article publié). La deuxiéme partie
sera réservée a I’identification d’un nouveau gene dont sa mutation cause un syndrome de
Bartter anténatal et séveére en régulant I’expression de NKCC2 (cette partie sera présentée sous
forme d’article publié). La troisieme sera dédiée a I’identification des protéines de choc

thermique (HSP) interagissant avec NKCC2 et impliquées dans sa dégradation et sa maturation.
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Materiels et methodes
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1. Constructions utilisées
1.1.Description des constructions

L’ADNCc de NKCC2 et NCC ont été fusionnés a I’extrémité N-terminale par I’étiquette
Myc (Myc-NKCC2 et Myc-NCC) ou EGFP (EGFP-NKCC?2) en utilisant les vecteurs pPCMV-
Myc (Clontech) et pEGFP-C2 (Clontech), respectivement. Ainsi, la séquence codante d’OS-9
a été clonee 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-
MAGED?2 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).

1.2. Mutageneése dirigée

La mutagenése dirigée a eté utilisée pour réaliser la mutation d’intérét sans obtention
préalable d’ADN simple brin, qui peut étre une étape critique. Le principe de cette méthode est
basé sur I’utilisation de deux amorces d’ADN complémentaires contenant la mutation désirée,
qui vont s’hybrider a chacun des deux brins du plasmide d’intérét. Cette technique a été réalisee
sur des sites particuliers afin d’obtenir les différentes mutations du domaine MRH de la protéine
0S-9 (Y120A, Q130E, R188A, E212N et Y218A). La mutagenése dirigée a été effectuée selon
le protocole du kit ‘QuickChange™XL Site-Directed Mutagenesis’ vendu chez Stratagene®.
L’ensemble des mutations a été vérifié et validé par séquencage.

1.3. Amplification des constructions

L’amplification du matériel génétique a étudier s’effectue en deux étapes: la

transformation bactérienne et I’extraction de I’ADN plasmidique.
1.3.1. Transformation bactérienne

La transformation bactérienne artificielle est une technique bien maitrisée et utilisée
couramment dans notre laboratoire pour amplifier I’ADN plasmidique. Le protocole utilisé est
décrit ci-dessous :

Un microlitre d’ADN d’intérét (dilué a 10 ng/pL) était prélevé et mis en présence de 50
uL de bactéries E. coli compétentes DHS5a (Invitrogen) pré-incubées dans la glace. Apres
incubation de 30 minutes dans la glace, les bactéries sont transformées par choc thermiquea
42°C pendant une minute, puis placées deux minutes dans la glace. Ensuite, les bactéries sont

diluées dans 450 pL de milieu SOC (Super Optimized Culture, Invitrogen) préchauffé a 42°C
40



et incubées 1 h a 37°C sous agitation a 225 rpm pour permettre I’expression du géne de
résistance a I’antibiotique présent dans le vecteur. Cent microlitres de ces pré-cultures
bactériennes étaient ultérieurement étalées sur des boites de Pétri contenant du LB-Agar (Luria
Bertani Agar) supplémenté par I’antibiotique adéquate. Les plasmides utilises, portent soit un
gene de résistance a I’ampicilline soit un géne de résistance a la kanamycine. Ces deux
antibiotiques ont été utilisées a une concentration de 100 pg/mL pour I’ampicilline et 50 pg/mL

pour la kanamycine. Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant une nuit.
1.3.2. Extraction de I’ADN plasmidique de bactéries

Pour extraire I’ADN plasmidique, une colonie des bactéries transformées était
ensemencée dans 5 mL de milieu LB liquide supplémenté par I’antibiotique adéquate. Les
bactéries étaient ensuite incubées sur la nuit a 37°C sous agitation a 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 I’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
2.1. 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 maniére
transitoire. Ces cellules sont connues par leur production accrue de protéines recombinantes
transfectées de fagon transitoire. Elles sont aussi utilisées pour la mesure de I’activité de

transport ionique.
2.1.2. Cellules HEK?293

La lignée HEK293, d’origine rénale facile a cultiver, est utilisée pour produire des
protéines recombinantes, notamment celles qui nécessitent des modifications post-
traductionnelles complexes pour étre actives. Ces cellules sont hautement et facilement
transfectable et permettent la réplication de nombreux plasmides ainsi que la maturation

compléte des protéines désirées.
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2.2. Conditions de culture

Les cellules OKP et HEK293 sont maintenues en culture dans une boite contenant un
milieu spécifique de chaque lignée. Les cellules sont incubées dans I’incubateur a 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 HEK?293
DMEM*, high glucose, HEPES DMEM*, high glucose, GlutaMAX
(lifetechnologies, ref : 42430-025) (lifetechnologies, ref : 61965-026)

10% de serum de veau feetal (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, a 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 a 37°C. La
trypsine est inhibée par I’addition de Ca?*, 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 boite de réserves de 75 cm? de surface, 0,8 million par
boite de pétri de 40mm de diamétre (B40), 1,5 millions par boite de pétri de 60mm de diametre
(B60). Les cellules sont ensuite remises dans I’incubateur a 37°C sous 5% de CO-.

2.2.2. Congélation

A la suite de la trypsinisation des cellules, le culot cellulaire, obtenu aprés centrifugation
a 1000 x g pendant 5 min a 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 boite spéciale congélation (contenant de I’isopropanol).
Elles sont stockées a -80°C pendant ~ 4 mois et, finalement, stockées dans de I’azote liquide (-

195°C). La décongélation peut se faire a n’importe quel moment du processus.
2.3. 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 maniére transitoire les
plasmides d’intérét, deux solutions A et B sont préparées dans un milieu de culture a réduction
de serum, Opti-MEM (Invitrogen, ref : 31985-070). La solution A comprend les Plasmides
d’interét 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 réalisees
avec les différentes quantités de réactifs et de plasmides comme indiquées dans le tableau 3.
Aprés une incubation de 20 min a température ambiante (TA), les solutions A et B sont ensuite
mises ensemble dans un mélange qui est depose, apres 20 min d’incubation a TA, sur les
cellules confluentes a 60-70%, préalablement lavées deux fois avec de I’Opti-MEM. Les
cellules sont incubées a 37°C, 5% CO2 pendant 5 h. Aprés ce temps d’incubation, la transfection
est arrétée en remplacant le milieu de transfection par du milieu complet adéquat.

Tableau 3 Volume de plasmides, de réactif plus, de lipofectamine utilisés pour transfecter une boite

de 60mm/40mm de diamétre.

Mélange A Mélange B

Diametre

_ V(uL) V(uL) V(uL) V(uL) V(uL) _
Plasmide ) o _ _ ) de la boite

ADN* | Optim-EM | réactif plus | Optim-EM | lipofectamine

(mm)

C X** 250-X-8 8 238 12 60mm

C Y*r* 100-Y-6 6 96 4 40mm

*Volume suffisant pour 2ug/B60 et 1ug/B40 en pl de plasmide C
**X=2000/(concentration de C en ng/uL)
***Y=1000/(concentration de C en ng/uL)

2.4. Knockdown des protéines endogénes

Afin de d’invalider les génes 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’0OS-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
SiIRNA séguence
UUUCUCUUGAACUCCUCCAUU specifique de HSPA1A, utilisée dans une étude antérieure
(171). Dans une boite de diamétre 40 mm, 30 pmol de siRNA étaient dilués dans 500 uL de

Dharmacon. Nous avons utilisé le dont la
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I’Opti-MEM et 10 pl de lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen, ref: 13778-075) etait
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 a 37°C, 5%
CO2 pendant 16 h, ensuite le milieu est changé par un autre milieu qui contient de I’antibiotique.
Aprés 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 uL/B40 ou 500 uL/B60 d’un tampon de lyse est
ajouté. L’extraction protéique est réalisée avec le tampon de solubilisation pH 7.4 (50 mM
Tris/HCI, 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 récupérees dans un tube 1,5 mL a I’aide d’un récolteur et incubées pendant
1 h a 4°C sous agitation. Les noyaux et les cellules non solubilisées sont ensuite culottés par
centrifugation (16000 rpm, 15 min a 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 a 95°C, avant d’étre
déposés sur un gel SDS-PAGE 7,5%.

4. Electrophorese et immunodétection

La séparation des protéines en condition dénaturante (SDS-PAGE) est réalisee sur un
gel d’acrylamide a 7,5%. Ainsi, 10 ug de I’échantillon sont déposeés sur le gel en présence d’un
marqueur de poids moléculaire (PageRuler™ Prestained Protein Ladder) (Invitrogen, ref:
26616). Les protéines sont séparées pendant ~ 2h a 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 & 40V et & 4°C dans le tampon de transfert (80% de tampon de migration et
20% d’éthanol). L’ immunodétection est réalisée aprés 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 a TA sous agitation. L’incubation avec les anticorps est réalisee
a TA pendant 1 h 30 min ou a 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-antigene se fait grace a un anticorps secondaire
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marqué a la peroxydase. Cet anticorps secondaire est dilue dans le lait 5% (dans du PBS-Tween
0,05%), est déposeé sur la membrane pendant 1h a 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 mina TA.

5. Immunoprécipitation

La co-immunoprécipitation permet de mettre en évidence des interactions entre des
protéines dans un systeme cellulaire. Apres 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 Hépés 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 a I’aide d’un anticorps dirigé
contre I’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 & TA. Les protéines G ont une grande affinité pour les anticorps formant ainsi un
complexe, nommé immunocomplexe. Cet immunocomplexe est lave 3 fois avec 0,5 ml de
tampon sodium phosphate 0,1 M pH 7 tween 0,01%. Puis a cet immunocomplexe est ajouté le
lysat cellulaire contenant le complexe proteique d’intérét. Le tout est incubé pendant 1h a
température ambiante sous agitation lente. Ensuite, cet immunocomplexe est lavé 3 fois avec 1
mL de PBS. Enfin, I’élution est effectuée en diluant I’immunocomplexe dans le tampon
d’élution (3 volumes de solution de lyse + 2 volumes de tampon de dénaturation), le tout est
chauffé 10 min & 95°C, puis le surnageant contenant le complexe protéique immunoprécipité
est récupéré apres la fixation des billes magnétiques sur I’aimant. Les échantillons ont été
ensuite analyseés par immunoempreinte. Cette derniere analyse est réalisee en utilisant un

anticorps primaire dirigé contre la seconde protéine d’intérét.
6. Biotinylation

La biotinylation permet de mettre évidence la régulation de I’expression membranaire
des protéines. Apres 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, 0,21mM CaClz, 1mM MgCl», pH 8.
Les cellules ont été incubées a 4°C pendant 1h dans la méme 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 a la solution du ringage)

et incubées a 4°C dans la méme 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 KCI, 120 mM Tris/Hépes, pH 7.4, 1%
Triton X-100) contenant des inhibiteurs de protéases. Les échantillons ont été récoltés a I’aide
d’un récolteur et incubés pendant 1 h a 4°C sous agitation. Les noyaux et les cellules non
solubilisées sont ensuite culottés par centrifugation (16000 rpm, 15 min a 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 a 4°C sous agitation lente. Les
échantillons sont ensuite centrifugés a 16000 rpm pendant 5 min a 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 a 16000 rpm a 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 a 95°C, et stockés a -20°C. Dix microgrammes de chaque

fraction ont été utilisés pour une analyse par immunoempreinte.
7. Immunolocalisation cellulaire
7.1. Principe général

Dans la technique d’immunofluorescence indirecte, I’immunomarquage permet de
localiser une protéine dans un tissu ou dans une cellule a I’aide d’un anticorps spécifique puis
un anticorps secondaire couplé a un fluorochrome. Dans la technique de fluorescence directe,
la protéine d’intérét est fusionnée a une protéine auto-fluorescente (a titre d’exemple : la GFP).
La fluorescence dans les deux cas, est ensuite détectée a I’aide de microscopie classique ou de

microscopie confocale.
7.2. 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. Apres 48
h de culture, la localisation cellulaire des protéines étudiées est obtenue apres fixation des
cellules pendant 20 min a TA sans agitation par le paraformaldéhyde a 2% dans du DMEM.
Les cellules sont ensuite fixées avec 50 mM NH4Cl pendant 5 min pour saturer les sites oxydés
géneérés par le paraformaldéhyde. Aprés 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 a TA sans
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agitation pour bloquer les sites de liaison non specifiques. L’ immunofluorescence indirecte a
été effectuée en utilisant un anticorps primaire selon le cas. Les cellules ont été incubées
pendant 1 h a TA avec un anticorps primaire dilué dans le DAKO (les dilutions sont indiquées
dans le tableau 4). Cette incubation avec I’anticorps primaire a été suivie par une autre
incubation avec un anticorps secondaire conjugué a FITC ou au texas red, selon le cas, dilué a
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 utilises

Anticorps (espece) Immunoempreinte Immunofluorescence
Anticorps primaires
Anti-Myc (souris) 1/2500 1/100
(clontech, ref : 631206)
Anti-Myc (lapin) 1/50
(Invitrogen)
Anti-V’5 (souris) 1/100000 1/500
(Invitrogen)
Anti-0S-9 (lapin) 1/1000
(Invitrogen)
Anti-MAGED?2 (lapin) 1/2500
Anti-HA (rat) 1/2500
(Sigma)
Anti-B-actine (souris) 1/100000
(Sigma)
Anti-clanexine (lapin) 1/100
(Abcam, ref ; 22595)
Anticorps secondaires
Anti-souris 1/10000
(Bio-rad, ref : 1706516)
Anti-lapin 1/10000
(Bio-rad, ref : 1706515)
Anti-rat 1/10000
(Sigma)
Anti-souris (Texas Red) 1/200
Anti-lapin (FITC) 1/200
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7.3. Microscopie confocale

Le microscope confocal, utilisant le laser pour balayer la surface d’intérét, permet de
visualiser, a I’aide de fluorochromes, des protéines au niveau cellulaire et tissulaire. La
technique d’imagerie confocale a fluorescence permet d’obtenir des images de grande
résolution grace a des coupes « optiques » de I’échantillon obtenues par une projection sur I’axe
Z. Basée sur I’élimination des signaux de fluorescence provenant des régions situées en dehors
du plan focal, cette technique permet d’étudier la co-localisation de protéines a I’échelle
subcellulaire. Le systéme disponible au sein de I’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 a immersion. L’acquisition de la
fluorescence, la reconstitution des images et les échelles sont donnees par le logiciel contrélant
le systeme : LSM Zen (ZEISS).

8. Mesure de stabilité des protéines

Afin de mesurer la stabilit¢ de la forme immature de NKCC2, deux techniques

différentes ont été utilisées : pulse ‘chase’ et cycloheximide “‘chase’.
8.1. Pulse “‘chase’

La technique pulse ‘chase’ a pour intérét de suivre in vivo le devenir d'une protéine au
cours du temps. Cette technique consiste en un marquage des protéines néosynthétisees par
incorporation de méthionine et de cystéine marquées au %S pendant une période déterminée
(pulse ou poussée), puis en un suivi de ces protéines marquees au cours du temps dans un

environnement contenant ces mémes acides aminés froids (chase ou chasse).

A environ 90% de confluence, les cellules OKP transfectées de maniére transitoire
étaient rincées trois fois avec du PBS contenant 0,1 mM de Ca?* et 2 mM Mg?*, puis incubées
1 h dans un milieu DMEM ne contenant ni méthionine ni cystéine (Invitrogen) a 37°C. Celles-
ci étaient ensuite incubées a 37°C dans le méme milieu supplémenté par 200 pCi de méthionine
et cystéine marquées au *S (PRO-MIXTM L-[**S] in vitro cell labelling mix, Amersham
Biosciences) pendant 1h a 37°C (Figure 12). Les protéines radiomarquées nouvellement
synthétisées durant la période de pulse pouvaient ainsi étre suivies au cours du temps. Apres
deux rincages au PBS contenant 0,1 mM de Ca?* et 2 mM Mg?*, les cellules étaient alors
incubées pendant une durée variable (de 0, 1, 2, 4h) dans le milieu de culture habituel. A Ia fin

de la période de chasse, I’extraction des protéines a été realisee selon la technique sus-décrite.
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Les protéines ont été ensuite dosées et immunopreécipitées avec I’anticorps anti-Myc (I’étiquette
de NKCC2)

Les protéines immunoprécipitées étaient ensuite séparées en condition dénaturante
(SDS- PAGE) sur des gels d’acrylamide a 7,5%. Aprés un ringage de 5 min dans de I’eau, les
gels étaient sechés sous vide pendant 75 min a 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 a 10 jours & -80°C. Les films sont enfin révélés par

autoradiographie. Les mesures d’intensité de radioactivité ont éte réalisees a I’aide du logiciel

NIH Image J.
1h 1h
déplétion chasse
v v ¥V Extraction protéique

Oh 1h 2h 4h

Figure 12 schéma représentant le protocole utilisé pour étudier la stabilite.

8.2. Cycloheximide ‘chase’

La technique de cycloheximide ‘chase’ a pour intérét de suivre in vivo la stabilité d'une
protéine au cours du temps. La cycloheximide est un antifongique qui bloque la synthése
protéique chez les cellules eucaryotes. C'est un inhibiteur a la fois de la phase d'initiation et
d'élongation dans la synthese protéique. Aprés 12-16 h de transfection des cellules rénales, les
cellules ont été traiteées avec la cycloheximide a une concentration de 20 pug/ml dans le milieu
de culture. Les protéines nouvellement synthétisées apres la transfection pouvaient étre suivies
au cours du temps (période de chasse). A la fin de la période de chasse, I’extraction des protéines

a eteé realisee selon les procédures sus-décrites.
9. Mesure de pH intracellulaire et de I’activité de co-transport Na-K-2Cl

Le pH est mesuré grace 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 a travers les membranes cellulaires. Dans la cellule, elle est destérifiee par les
estérases cellulaires, elle devient fluorescente et imperméante.

Les cellules sont chargees en BCECF-AM (dans le bain) pendant 20 min a 37°C dans
un milieu tampon de HEPES/Tris contenant 135 mM NaCl ; 10 mM HEPES pH 7,4 ; 5mM KClI
; ImM MgCl> ; 0,8mM KH2PO4 ; 0,2mM K2HOP4 ; ImMCacCl, et 10m MBaCl.. Afin de

49



mesurer I’activité de NKCC2, la vitesse de récupération du pH intracellulaire a été mesurée
suite & I’ajout de 20mM de NH4CI au milieu iso-osmotique (remplacant le NaCl).

La fluorescence du BCECF étant dépendante des variations de pH a la longueur d’onde
d’excitation 490 nm et non sensible a 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,

I’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 definie comme

p< 0,05.
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Résultats
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Premiere partie :
Identification des partenaires
protéiques impliqués dans le controle
de qualité de NKCC2
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Introduction

Comme décrit dans I’introduction bibliographique, NKCC2 est une protéine clé de la
fonction renale, surtout dans I’homéostasie hydro-électrolytique et acido-basique de
I’organisme. Malgre cette importance, les informations concernant la regulation intracellulaire
du co-transporteur restent trés pauvres. De plus, aucune étude n’a décrit le mécanisme de
contr6le de qualité au niveau du RE de NKCC2. Grace au criblage par le systeme de double
hybride chez la levure, d’une librairie d’ADNCc de rein humain, notre laboratoire a identifié
plusieurs partenaires de NKCC2 qui peuvent étre impliqués dans la régulation de I’expression
de ce co-transporteur. Pour cette partie de travail, nous avons choisi la protéine OS-9 pour
étudier son effet sur I’expression de NKCC2. La protéine OS-9 fait partie des molécules
chaperonnes réticulaires dont la fonction est d’empécher les agrégats proteiques dans la cellule.
Pour accomplir ce réle, ces protéines peuvent faciliter I’acquisition d’une conformation
fonctionnelle des protéines nouvellement synthétisées ou les diriger vers la voie de déegradation
par le protéasome. Toutefois, le role précis d’OS-9 peut varier, allant d’un réle dans la
maturation a un role dans la dégradation des protéines, ceci en fonction du substrat protéique
(172-175).

Le but de cette partie est de déterminer le réle d’OS-9 dans la régulation du controle 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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0OS9 Protein Interacts with Na-K-2Cl Co-transporter (NKCC2)
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Mutations in the renal specific Na-K-2Cl co-transporter
(NKCC2) lead to type I Bartter syndrome, a life-threatening kid-
ney disease featuring arterial hypotension along with electrolyte
abnormalities. We have previously shown that NKCC2 and its
disease-causing mutants are subject to regulation by endoplas-
mic reticulum-associated degradation (ERAD). The aim of the
present study was to identify the protein partners specifically
involved in ERAD of NKCC2. To this end, we screened a kidney
¢DNA library through a yeast two-hybrid assay using NKCC2 C
terminus as bait. We identified OS9 (amplified in osteosarco-
mas) as a novel and specific binding partner of NKCC2. Co-
immunoprecipitation assays in renal cells revealed that OS9
association involves mainly the immature form of NKCC2.
Accordingly, immunocytochemistry analysis showed that
NKCC2 and OS9 co-localize at the endoplasmic reticulum. In
cells overexpressing OS9, total cellular NKCC2 protein levels
were markedly decreased, an effect blocked by the proteasome
inhibitor MG132. Pulse-chase and cycloheximide-chase assays
demonstrated that the marked reduction in the co-transporter
protein levels was essentially due to increased protein degrada-
tion of the immature form of NKCC2. Conversely, knockdown
of OS9 by small interfering RNA increased NKCC2 expression
by increasing the co-transporter stability. Inactivation of the
mannose 6-phosphate receptor homology domain of OS9 had
no effect on its action on NKCC2. In contrast, mutations
of NKCC2 N-glycosylation sites abolished the effects of
089, indicating that OS9-induced protein degradation is
N-glycan-dependent. In summary, our results demonstrate
the presence of an OS9-mediated ERAD pathway in renal
cells that degrades immature NKCC2 proteins. The identifi-
cation and selective modulation of ERAD components spe-
cific to NKCC2 and its disease-causing mutants might pro-
vide novel therapeutic strategies for the treatment of type I
Bartter syndrome.
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The thick ascending limb of loop of Henle (TAL)® of the
kidney is responsible for absorbing 20-30% of the filtered load
of NaCl (1, 2). Given that the reabsorptive capacity of down-
stream portions of the nephron is limited, inhibition of TAL
transport capacity results in marked natriuresis and diuresis,
making specific inhibitors of NaCl transport in TAL cells such
as furosemide or bumetanide the most potent class of all diuret-
ics (3). The apically located Na-K-2Cl co-transporter (NKCC2)
is the pacemaker of TAL sodium chloride reabsorption (2).
Hence, the activity of NKCC2 is a key determinant of final uri-
nary salt excretion, consequently influencing long term blood
pressure levels (2). Thisis of particular interest because changes
in NKCC2 expression can be caused by several conditions such
as high salt intake (4), diabetes mellitus (5), obesity (6), and
aging (7). Inherited variation in the activity of NKCC2 or its
regulators alters blood pressure in humans (8). Indeed, loss-of-
function mutations in the NKCC2 gene, SLCI12A1, cause type I
Bartter syndrome (BS1), a life-threatening disease featuring
arterial hypotension along with electrolyte abnormalities (2).
Conversely, enhanced activity of NKCC2 has been linked to
salt-sensitive hypertension (2, 8, 9). More recently, it was shown
that carriers of rare NKCC2 mutations are protected against
the development of arterial hypertension, further supporting
the notion that factors governing the activity of NKCC2 are key
determinants of essential hypertension in the general popula-
tion (10-12). Intriguingly, despite the importance of NKCC2 in
the regulation of blood pressure and the pathogenesis of Bartter
syndrome, the molecular mechanisms underlying the traf-
ficking, targeting, and turnover of NKCC2 remain largely
unknown.

NKCC2 belongs to the superfamily of electroneutral cation-
coupled chloride co-transporters, which also contains the
Na-Cland K-Cl co-transporters (13). Similar to nearly all mem-
brane proteins, the preparation for appropriate trafficking
starts as the co-transporter protein is inserted into the endo-
plasmic reticulum (ER) (14-16). The ER acts therefore as an

3The abbreviations used are: TAL, thick ascending limb; OKP, opossum kid-
ney; NCC, Na-Cl co-transporter; ER, endoplasmicreticulum; BS1, type | Bart-
ter syndrome; pH; cytoplasmic pH; NHS, N-hydroxysuccinimide; MRH,
mannose 6-phosphate receptor homology; ERAD, endoplasmic reticulum-
associated degradation; NKCC2, Na-K-2Cl co-transporter; CFTR, cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator; ENaC, epithelial sodium
channel; Hsp, heat shock protein; CHIP, Hsp70-interacting protein; EGFP,
enhanced GFP; ETB, endothelin B; dpH/dt, initial rate of intracellular pH
recovery; TRP, transient receptor potential; DC-STAMP, dendritic cell-spe-
cific transmembrane protein.
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important determinant of the amount of protein that reaches
the plasma membrane (14, 15). The ER represents an important
quality control mechanism for newly synthesized proteins
given that it is the site where membrane and secretory proteins
fold, and only properly folded proteins usually exit the ER (17).
Incompletely folded proteins may be retained in the ER, and if
folding cannot be achieved, they may form aggregates or be
targeted for ER-associated protein degradation (ERAD) (18,
19). Based on their size and complex topologies, even the wild-
type forms of integral membrane proteins such as cation-cou-
pled chloride co-transporters are expected to encounter a sig-
nificant number of hurdles during synthesis (19). The first
integral membrane mammalian protein to be characterized as
an ERAD substrate was the cystic fibrosis transmembrane con-
ductance regulator (CFTR) (20, 21). CFTR folding and matura-
tion in the ER is an inefficient, temperature-sensitive process as
illustrated by the fact that 80% of wild-type CFTR is degraded
via ERAD (20, 21). Likewise, the epithelial sodium channel
(ENaC) assembles inefficiently after its insertion into the ER; a
substantial portion of its subunits is targeted for ERAD (22, 23).
The ERAD pathway is a multistep process that requires sub-
strate recognition, retrotranslocation, ubiquitination, and pro-
teolysis of aberrant proteins (18, 19). Generally, the selection of
misfolded proteins requires substrate-specific interactions
with molecular chaperones (18, 19). For instance, the ERAD of
CFTR isa complex process requiring several chaperones such
as members of the heat shock protein 70 (Hsp70) and 40
(Hsp40) protein family, Hsp70-interacting protein (CHIP), and
derlin 1 (24). Similar to ENaC (22, 23) and CFTR (20, 21), we
previously demonstrated that NKCC2 is a substrate for the
ERAD quality control system (25, 26). Most importantly, we
found evidence that the maturation of NKCC2 is also a rela-
tively slow and inefficient process and suggested that export
from the ER constitutesthe limiting step in the maturation and
cell surface expression of the co-transporter (26). Accordingly,
the majority of newly synthesized NKCC2 proteins is trapped in
the ER and destined for ERAD (25, 26). Despite this, our knowl-
edge of the molecular mechanisms underlying the ER quality
control of NKCC2 proteins is nil. More specifically, the identi-
ties of the protein partners of NKC(C2 that are involved in the
ERAD of the co-transporter are unknown. Accordingly, identi-
fving proteins that specifically interact with NKCC2 at the ER
should help to begin to define the pathway by which NKCC2 is
subject to quality control. In this report, we describe a novel
protein-protein interaction between the C-terminal tail of
NKCC2 and 089, a ubiquitous protein originally identified as
being amplified in certain osteosarcomas (27). Previous studies
have implicated a role for OS89 in ER quality control (28 -31)
and ER-to-Golgi transport (32—35). Here, we show that OS9
interacts with the ER-resident form of NKCC2 and promotes
its degradation by the proteasome pathway, revealing therefore
a new molecular pathway in the regulation of the co-trans-
porter. Consequently, these findings may open up new avenues
in studying the regulation of the ER-associated degradation of
cation-coupled chloride co-transporters in general and in pat-
ticular of renal Na-Cl co-transporters, proteins that are neces-
sary for normal blood pressure homeostasis.
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Experimental Procedures

Materials—All chemicals were obtained from Sigma unless
otherwise noted. Penicillin and streptomycin were from Invit-
rogen. Subclonings were carried out with the following vectors:
1) pGKT7 (Clontech), 2) pCMV-Myc {Clontech), 3) pEGFP-C2
{Clontech}, and 4) pcDNA3.1/V5-His-TOPO (Invitrogen).

Yeast Two-hybrid Assay—Yeast two-hvbrid screening was
parformed as described previously in detail (29). Briefly, the
cDNA fragment encoding the distal region of the NKCC2 C
terminus (last 195 amino acids) was cloned in-frame with the
GAL4 DNA-binding domain in pGBKT7-BD and transformed
into the yeast strain AH109. AH109 expressing the bait was
then mated with the Y187 veast strain pretransformed with a
human kidney ¢cDNA library constructed in the pACT2-AD
vector. Mated yeast cells were first grown on low stringency
selection plates (—Leu, —Trp, —His) and then on high strin-
gency selection plates (—Leu, —Trp, —His, —Ade). Colonies
were tested for 3-galactosidase activity, and DNA from positive
clones encoding the putative interacting proteins was isolated
from yeast cells using the RPM yeast plasmid isolation kit (BIO
101 Systems). Prey plasmids were rescued by transtormation
into DH5w bacteria (Invitrogen) and isolated using a Qiagen kit.
Insert sizes were checked by Bglll digestion. cDNA plasmids
were then sequenced and assessed using the BLAST program.

Plasmid Construction and Site-Direct Mutagenesis—The
c¢DNAs encoding mouse NKCC2 and Na-Cl co-transporter
(NCC) were fused at the N-terminal end of Myc (Myc-NKCC2
and Myc-NCC) or EGFP (EGFP-NKCC2) using pCMV-Myc
and pEGFP-C2 vectors, respectively. The mouse pcDNAS3 plas-
mid encoding mouse 059.1 was a kind gift from L. Litovchick
(Dana-Farber Cancer Institute, Boston, MA). The mouse OS9
coding sequence was subcloned into the mammalian expres-
sion pcDNA3.1/V5 vector. Alanine, glutamine, or asparagine
substitutions were introduced into the OS-V5 construct at Tyr-
120 (Y120A), Gln-130 (QL30E), Arg-188 (R188A), Glu-212
(E212N), and Tyr-212 {(Y212A) using the QuikChange
mutagenesis system (Stratagene). All mutations were con-
firmed by sequencing.

Cell Culture—Opossum kidney (OKP) cells were grown in
DMEM complemented with 10% fetal bovine serum (Invitro-
gen), 100 units/ml penicillin, and 100 units/ml streptomycin at
37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO,. Human
embryonic kidney (HEK) 293 cells were maintained in DMEM
supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% penicillin/
streptomycin. For DNA transfection, cells were grown to
60-70% confluence on plastic culture dishes and then tran-
siently transfected for 5 h with plasmids using a Lipofectamine
Plus kit according to the manufacturer’s instructions (Invitro-
gen). For protein degradation assays, transiently transfected
cells were treated with MG132 (10 ) or leupeptin (100 )
overnight prior to cell lysis.

Measurement of Intracellular pH and Na-K-2Cl Co-trans-
porter Activity—Measurement of cvtoplasmic pH (pH,) was
accomplished in cells grown to confluence on coverslips using
the intracellularly trapped pH-sensitive dye 2°,7'-bis(2-car-
boxyethyl)-5-{and-6)-carboxyfluorescein as described earlier
(25, 26, 36, 37). Likewise, Na-K-2Cl co-transport activity was
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measured as bumetanide-sensitive NH, influx as described pre-
viously {25, 26, 36, 37). Briefly, cells were first bathed at 37 *C in
a CO,-free Hepes/Tris-buffered medium to measure baseline
pH;. 20 mm NH,CI was then added to the medium, causing a
very rapid initial cellular alkalinization followed by a pH, recov-
ery. The initial rate of intracellular pH recovery {dpH,/d¢) was
measured over the first 20 s of recordings as reported earlier
(36, 38). The dpH, caused by NH,Cl addition was used to cal-
culate the cell buffer capacity, which was not different between
the studied groups (data not shown). Hence, the Na-K-2Cl co-
transporter transport activity is expressed as dpH,/dt.

Protein Preparation, Immunoblotting and Inumunopreci-
pitation—TForty-eight hours post-transfection, cells were
washed with cold PBS and lysed in 0.2 or 0.5 ml of lysis buffer
(120 mm Tris/Hepes, pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 3 mm
KCl, 1% {v/v) Triton X-100) containing protease inhibitors
(Complete, Roche Diagnostics catalog number 1697498). Sam-
ples were harvested and centrifuged at 16,000 rpm for 15 min at
4. °C. Protein expression levels were assessed after normalizing
andloading equal amounts of total protein for 7.5% SDS-PAGE
separation and immunoblotting with the antibodies of interest.
For immunoprecipitation, cells were solubilized with lysis
buffer containing 0.4 M NaCl, 0.5 msm EGTA, 1.5 mm MgCl,, 10
mu Hepes, pH 7.9, 5% (v/v) glycerol, 0.5% (v/v) Nonidet P-40),
and protease inhibitors (Complete). Immunoprecipitation was
carried out using the primary antibody of interest and affinity
purification using protein G-agarose beads (Dynal). After incu-
bation with protein G-agarose beads for 1 h at room tempera-
ture, the immunocomplex was washed three times in PBS
(Invitrogen). The protein samples were boiled inloading buffer,
run on gradient 7.5% SDS-polvacrylamide gels, and probed
with primary antibodies of interest and horseradish peroxi-
dase-conjugated secondary antibody according to standard
procedures. Proteins were visualized by enhanced chemilumi-
nescence detection (PerkinElmer Life Sciences) according to
the manufacturer’s instructions.

Biotinylation—Cells were placed onice and rinsed twice with
a cold rinsing solution containing PBS™, pH 8.0, containing 1
mm MgCl,, and 0.1 mm CaCl,, Cells were then gently agitated at
4°Cfor 1 hin PBS™ in containing 1 mg/ml NHS-biotin. Bioti-
nylation was stopped by incubation with PBS supplemented
with 100 mm glycine. Cells were then washed three times in PBS
supplemented with 1 mm MgCl, and 0.1 mm CaCl,. Washed
cells were lysed for 1 h at 4°C in solubilizing buffer {150 mm
NaCl, 5 mm EDTA, 3 ms KCI, 120 mm Tris/Hepes, pH 7.4, 1%
(v/v) Triton X-100) containing protease inhibitors {Complete).
After quantification and normalization, an aliquot of the total
cell extract wastaken fromeach sample to provide a measure of
total NKCC2 expression, and the rest of the cell lysates were
incubated with NeutrAvidin-agarose beads (Thermo Fisher)
overnight at 4°C. After overnight incubation, samples were
centrifuged at 16,000 rpm for 5 min, and the supernatant (the
intracellular fraction) was removed. Avidin beads were then
washed with solubilizing buffer and centrifuged for 7 min at
16,000 rpm seven times. Pellets were incubated in solubilizing
buffer and denaturing buffer for 10 min at 95 °C and stored at
—20 °C. Each fraction was subjected to SDS-PAGE and West-
ern blotting analysis
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Immunocytochemistry—48 h  post-transfection, confluent
cells were washed twice with PBS®™, pH 8, containing 1 mm
MgClL, and 0.1 mm CaCl,. Cells were then fixed with 2% para-
formaldehyde in PBS for 20 min at room temperature, incu-
bated with 50 mm NH,Cl, permeabilized with 0.1% Triton
X-100 for 1 min, and incubated with Dako antibody diluent
with background-reducing components for 30 min to block
nonspecific antibody binding. Fixed cells were incubated for 1 h
at room temperature with the primary antibodies at appropri-
ate dilution in Dako antibody diluent. To assess protein expres-
sion at the cell surface, confluent cells were first incubated at
4°C for 1 h in PBS** containing 1 mg/ml NHS-biotin. Cells
were rinsed three times in rinsing solution with 100 ma glycine
and reincubated at 4. °C in the same solution for 10 min, After
washing with PBS®™, the moenolavers were fixed and stained for
cell surface biotin (avidin-Cy2; green). Mouse anti-Myc and
anti-V5 antibodies were visualized with Texas Red-coupled
secondary antibodies. Rabbit anti-calnexin was visualized with
FITC-coupled [gG antibodies. Cellswere then washed with PBS
and mounted with Vectashield.

Pulse-Chase and Cycloheximide-Chase Assays—For pulse-
chase assays, OKP and HEK 293 cells transiently transfected
with NKCC2 plasmid ¢ DNAs were incubated in cysteine- and
methionine-free DMEM starvation medium for 1 h. Starvation
medium was removed and replaced with DMEM labeling
medium containing [**S]methionine/cysteine labeling mixture.
After 1 h, cells were rinsed three times with PBS and another
three times with normal growth medium and returned to nor-
mal growth medium for the duration of chase to the specified
time points. Cells were washed twice with ice-cold PBS and
incubated on ice for 1 h in lysis buffer with a mixture of protease
inhibitors after which solubilized extracts were collected for
immunoprecipitation. Proteins were immunoprecipitated with
monoclonal anti-Myc antibody, resolved by SDS-PAGE, blot-
ted onto nitrocellulose, and revealed by autoradiography. For
cvcloheximide-chase assays, cycloheximide was added at a con-
centration of 100 pm to OKP or HEK cells 1214 h post-trans-
fection with NKCC2 plasmids. Cell lysates were then collected
at 0,1, 2, and 4 h and analyzed by quantitative immunoblotting.

Senall Interfering RNA (siRNA) Knockdown—The siRNAs for
control and OS9 siRNAs were purchased from Dharmacon
as ON-TARGETplus SMARTpools (L-010811-01-0005) and
Santa Cruz Biotechnology siRINAs (sc-96230). HEK cells were
first transfected with control or specific siRNA with Lipo-
fectamine RNAIMAX (Invitrogen) using the manufacturer’s
specifications. 1 day after siRNA transfection, cells were trans-
fected with NKCC2 plasmids. 24— 48 h after NKCC?2 transfec-
tion, cell lysates were analyzed for each protein using the indi-
cated antibodies.

Statistical Analyses—Results are expressed as mean *+ S.E.
Differences between means were evaluated using paired or
unpaired ¢ test or analysis of variance as appropriate. p << 0.05
was considered statistically significant.

Results

Yeast Two-hybrid Screen Identifies OS9 as a Novel NKCC2-
binding Protein—As described in previous repotrts, to identify
novel NKCC2-interacting proteins, we used a yeast two-hybrid
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system to screen a human kidney cDNA expression library
using a series of bait fragments spanning the predicted cyto-
plasmic C terminus (residues 661-1095) of murine NKCC2
named Cl-term (residues 661-768), C2-term (residues 741—
909), and C3-term (residues 898 —1095) (36, 37). We previously
identified two NKCC2 binding partners, aldolase B (36) and
SCAMP2 (37), thal specifically interact with the proximal
region of NKCC2 C terminus (residues 661-768). In this report,
we describe results obtained from the distal region of NKCC2 C
terminus (residues 898 —1095, C3-term). 29 positive clones
were selected by activation of three reporter genes, ADE2, HIS3,
and MEL1. Among these positives clones, five matched the
sequence originating from the same ¢cDNA sequence. The
protein encoded by this cDNA was originally identified as
amplified in osteosarcomas and termed OS89 (27). Three
splicing isoforms of human OS9 were initially described (39).
The longest isoform, isoform 1, contains 667 amino acids;
isoform 2 lacks amino acids 535-589, whereas isoform 3
lacks amino acids 456 —470 and 535-589. All five identified
clones code for the C-terminal domain of OS9 isoform-1
starting at residue 358, The interaction between OS9 and
NKCC2 C3-term could be easily confirmed by retransform-
ing the cloned cDNA into yeast using constructs issued from
the yeast two-hybrid screening as judged by growth of the
AH109 reporter strain on selection medium (Fig. 14). To
check for the specificity of the interaction between OS89 and
(C3-term, AH109 yeast cells were co-transformed with OS9
and NKCC2 Cl-term (residues 661-768). In contrast to
aldolase B (36) and SCAMP2 (37), no growth was observed
when AH109 yeast cells were transformed with OS9 and the
proximal region of NKCC2 C terminus (Fig. 14), indicaling
that the co-transporter interaction with OS9 is specific to
the distal region of NKCC2 C terminus.

0892 Interacts with NKCC2 in Renal Cells—The above data
clearly indicate that OS89 interacts specifically with the distal
region of NKCC2 C terminus in yeast. To show that the inter-
action between S9 and NKCC2 also occurs in mammalian
cells, Myc-NKCC2 construct was transiently expressed either
singly or in combination with OS9-V5 in OKP cells. Cell lysates
were incubated with anti-V5 or anti-Myc antibody, and the
resultant immunoprecipitates were resolved by SDS-PAGE and
immunoblotting. In agreement with our previous findings (25,
26, 36, 37), when NKCC2 is exogenously expressed in renal
cultured cells, both the core (immature, ER-resident) and com-
plex glvcosylated (mature) forms are observed with the latter
being more abundant, As shown in Fig, 1B, lane 3, immunopre-
cipitation of OS9 followed by immunoblotting for NKCC2
revealed robust co-immunoprecipitation of the two proteins as
illustrated by the intensity of the bands corresponding to
NKCC2 proteins. Interestingly, the interaction involves
mainly the immature, ER-resident form of NKCC2 despite
the predominant expression of mature, glycosylated NKCC2
in these cells. Moreover, the interaction appears to be spe-
cific because Myc-NKCC?2 protein was not detected in con-
trol experiments in which OKP cells were not co-transfected
with OS9-V5 (lane 2). In sum, these [indings clearly indicate
that the interaction of NKCC2 with OS9 is not an artifact of
the yeast two-hybrid system and that the two proteins really
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FIGURE 1. Identification of OS9 as a novel NKCC2-interacting protein. A,
0S9 interacts specifically with the distal region of NKCC2 C terminus in yeast.
A yeast two-hybrid assay was performed using the Matchmaker system as
described under “Experimental Procedures.” The experiment confirmed the
interaction of OS9 with the distal region of NKCC2 C terminus 5 (C3-term) as
judged by growth of the AH109 reporter strain on selection medium (—Trp,
—Leu, —His, —Ade). In contrast, no growth was observed when AH109 was
transformed with OS9 and C1-term. B, NKCC2 interacts in vivo with OS2 in OKP
cells. OKP cells transiently expressing Myc-NKCC2 singly or in combination
with OS9 wereimmunoprecipitated (/P) with anti-V5 anti-body (lanes Zand 3).
5% of total cell lysate (Lys) was resolved as a positive control. NKCC-2 co-
immunoprecipitated with 0S9 was detected by immunoblotting (/B) using
anti-Myc (lane 3). The positions of the core glycosylated (immature) and com-
plex glycosylated (mature) proteins of NKCC2 are indicated. The interaction
of NKCC2 with OS9 involves mainly the core glycosylated, immature form of
the co-transporter. 5D, synthetic defined medium; IgGH, the heavy chain of
IgG.

associate in vive. Most importantly, they demonstrate that
thisinteraction involves mainly the core glycosylated form of
the co-transporter.

089 Also Interacts with the NCC—The sequence of NKCC2
C terminus protein shares considerable homology with other
mermbers of the sodium-dependent chloride transporter family,
namely the ubiquitous Na-K-2Cl co-transporter isoform
NKCC1 and the related kidney-specific electroneutral NCC (2),
suggesting that they may be have several common binding pro-
teins. In support of this notion, we previously showed that
SCAMP2 interacts with NKCC2 and with NCC (37). Hence, to
determine whether OS9 also interacts with NCC, we performed
a co-immunoprecipitation assay in OKP cells using Myc-NCC
and OS89-V5 proteins. Moreover, to test for the specificity of the
interaction, we also checked, under the same experimental con-
ditions, whether OS9 could interact with the endothelin B
(E'TB) receptor. Like NKCC?2, the E'TB receptor is expressed in
the TAL, but it is not structurally related to the Na-Cl co-trans-
porter family. Similar to NKCC2 (Fig. 24, lane 3), NCC protein
could be recovered from OS9 immunoprecipitates (Fig. 24,
lanes 7 and 10), indicaling interactions between the proteins.
Moreover, like NKCC2, the interaction of OS89 with NCC
involves mainly the immature form of the co-transporter (Fig.
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FIGURE 2. 0S9 interacts specifically with NKCC2 and the related NCC. A, co-immunoprecipitation of OS9 with NKCC2 and NCC in OKP cells. Cell lysates from
cells transiently transfected with Myc-NKCC2 or Myc-NCC in the presence or absence of 059-V5 were immunoprecipitated (/P) with anti-V5 antibody. Similar to
NKCC2, NCC co-immunoprecipitated with O59-V5 was detected by immunoblotting (iB) using anti-Myc (lanes 7 and 10). Again, the interaction with 0S9
involves mainly the core glycosylated (immature) form of the co-transporters. 5% of total cell lysate (Lys) was resolved as a positive control. B, 059 does not
interact with ETB receptor. Cell lysates fram OKP cells transiently transfected with the co-transporters proteins or ETB receptor in the presence or absence of
059-V5 were immunoprecipitated with anti-V5 anti-bedy. Again, 5% of total cell lysate (Lys) was resolved as a positive control. In contrast to NKCC2 and NCC,
ETB receptor protein was not recovered from O59 immunoprecipitates (lane 10). igGH, the heavy chain of IgG.

24, lares 7 and 10). In contrast to the co-transporter proteins
(Fig. 2, A and B), the ETB receptor did not co-immunoprecipi-
tate with OS9 (Fig. 2B, lane 10), providing additional evidence
for the specificity of the interaction of OS9 with NCC and
NKCC2 in renal cells.

NKCC2 and OS9 Co-localize at the ER—The association of
089 with the immature form of NKCC2 suggests that the two
proteins interact in the ER. To support this hypothesis, we visu-
alized the subcellular distribution of NKCC2 and OS89 proteins
by immunofluorescence microscopy in renal cultured cells. To
that end, OKP cells were co-transfected with EGFP-NKCC2
and OS9-V5 proteins. Of note, we have previously shown that,
similar to Myc, N-terminal tagging of NKCC2 with EGEP does
not influence the co-transporter intracellular trafficking (25,
36). As shown in Fig. 34, NKCC2 (green) largely co-localized
with OS9 (red), indicating that these two proteins share over-
lapping subcellular localization. Moreover, the two proteins
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displayed an immunofluorescence staining pattern that is more
restricted to a perinuclear ER-like distribution, which is in
agreement with an interaction of NKCC2 with OS9 at the ER.
To confirm this, the subcellular localization of NKCC2 in the
presence and absence of transfected OS9 was compared with
the distribution of calnexin, an ER marker. As anticipated,
when transfected alone, NKCC2 was found distributed primar-
ily in the plasma membrane. Under these conditions, NKCC2
cell surface expression surrounded the calnexin signal (Fig. 3B,
upper panels). In contrast, upon OS9 co-expression, a signifi-
cant fraction of total NKCC2 appeared, most of the time, to be
retained in the ER as judged by its excellent co-localization with
the ER marker calnexin (Fig. 3B, lower panels). Accordingly,
(S9 protein also displayed considerable co-localization with
calnexin (Fig. 3C). Collectively, these findings provide addi-
tional evidence that NKCC2 and OS89 interact, an interaction
that takes place mainly in the ER. Moreover, they suggest that
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FIGURE 3. OS9 co-localizes with NKCC2 in the endoplasmic reticulum. A,
immunofluorescence confocal microscopy showing distribution of NKCC2
and OS9 in OKP cells. OKP cells were transfected with NKCC2 N-terminally
tagged with EGFP (green) and OS9-V5. Fixed and permeabilized cells were
stained with mouse anti-V5 for OS9 (Texas Red). The yellow color (merged
image) indicates co-localization of the proteins. B, effect of OS9 on subcellular
distribution of NKCC2. OKP cells transfected with Myc-NKCC2 alone or with
0S9 were stained with mouse anti-Myc (Texas Red; red) and rabbit anti-cal-
nexin (fluorescein isothiocyanate; green). The yellow color indicates overlap
between the Myc tag of NKCC2 protein (green) and the ER marker (red), rep-
resenting co-localization of the proteins. C, subcellular distribution of OS9 in
OKP cells. OKP cells overexpressing NKCC2 and OS9-V5 were stained with
mouse anti-V5 (Texas Red; red) and rabbit anti-calnexin (FITC; green). The yel-
low color in the merged image indicates co-localization of OS9 (red) with the
ER marker (green). The white scale bars represent 5 um.

0S89 regulates NKCC2 transit through the ER to alter its cell
surface expression.

OS9 Regulates the Amount of NKCC2 Protein—Numerous
previous reports documented that OS9 plays a pivotal role in
the ER-associated regulation of several proteins (28-31).
Hence, to assess the functional consequence of OS9-NKCC2
interactions, we first assessed the effects of OS9 on total
NKCC2 expression. Toward this, Myc-NKCC2 cDNA was
transfected into OKP cells in the absence (empty vector) or
presence of OS9-V5 in OKP cells. The expression of NKCC2
and OS9 was assessed by immunoblotting lysates from OKP
cells with either anti-Myc or anti-V5 antibody. As shown in Fig.
44, OS9 co-expression strikingly decreased the amount of
immature and mature forms of NKCC2 (Fig. 4 A, lower panel).
Accordingly, the graph in Fig. 44 (lower panel), showing aver-
aged results for eight independent experiments, demonstrates a
significant decrease in total NKCC2 protein upon OS9 co-ex-
pression (—60%; p < 0.0001). Importantly, similar results were
obtained when NKCC2 was co-transfected with untagged OS9
protein (—48%; p < 0.001). Moreover, it is worth noting that
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FIGURE 4. Regulation of steady-state protein level of NKCC2 by 0S9. A,
0S9 co-expression decreases the expression of NKCC2 proteins. Upper panel,
representative immunoblotting analysis showing the effect of OS9 overex-
pression on NKCC2 protein abundance in OKP cells. Cells were transfected
with Myc-NKCC2 alone or in the presence of 0S9-V5. 48 h post-transfection,
total cell lysates were subjected to immunoblotting analysis for Myc-NKCC2,
0S9-V5, and actin. Actin was used as a loading control Lower panel, quantita-
tion of steady-state mature, immature, and total NKCC2 expression levels
with or without OS9 co-expression. NKCC2 expression is given as the percent-
age of that observed in controls co-expressing empty vector (n = 6; mean *
S.E.). Data are expressed as a percentage of control =S.E. *, p < 0.0004; #, p <
0.0003; **, p < 0.0001 versus control. B, the effect of 0S9 on NKCC2 is specific.
Upper panel, representative immunoblotting analysis showing the effect of
0S9, B-galactosidase (8-gal), and SCAMP2 on NKCC2 protein abundance in
OKP cells. Cells were co-transfected with Myc-NKCC2 and the empty vector
(pCDNA3) or with 0S9.1, B-galactosidase-V5 (8-gal), or SCAMP2-V5 cDNAs.
Bottom, summary of results. NS, not significant versus NKCC2 alone; *, p <
0.001 versus NKCC2 alone. NKCC2 alone, n = 8; NKCC2 with 0S9.1, n = 8;
NKCC2 with B-gal, n = 5. In contrast to OS9, SCAMP2-V5 overexpression had
no effect NKCC2 protein abundance. OKP cells were co-transfected with Myc-
NKCC2 (0.1 pg/well) alone or in combination with SCAMP2-V5 (0.3 pg/well).
Bottom, summiary of results. NS, not significant versus NKCC2 alone (NKCC2
alone, n = 5; NKCC2 with SCAMP2-V5, n = 5). Error bars, S.E.

co-transfecting B-galactosidase, a non-related protein, had no
effect on the expression of NKCC2 (Fig. 4B), suggesting that the
0S9-induced down-regulation of OS9 is not an artifact of pro-
tein overexpression. Additionally, it is also of great interest to
note that, under identical conditions, the co-expression of
SCAMP?2, another NKCC2 binding partner (37), had no effect
on total NKCC2 protein abundance (Fig. 4B), further corrobo-
rating our conclusion that the effect of OS9 on total NKCC2
protein abundance is specific.
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0S89 Decreases NKCC2 Surface Expression and Function—To
further elucidate the functional consequence of OS9-NKCC2
interactions, we checked the effect of OS9 on NKCC2 surface
expression and activity. Toward that, we first performed cell
surface biotinylation experiments. As expected, immunocyto-
chemistry analysis showed that in the absence of OS9 transfec-
tion NKCC2 staining co-localized with biotinylated cell surface
proteins, indicating appropriate trafficking of NKCC2 to the
cell surface. Once again, in cells co-expressing both proteins,
NKCC2 mostly disappeared from the cell membrane and clus-
tered in an intracellular location, presumably the ER (Fig. 54),
suggesting that OS9 decreases the cell surface expression of the
co-transporter. To study in a more quantitative fashion the
effect of OS9 on NKCC2 surface expression, we opted for cell
surface biotinylation assays. To this end, surface membrane
proteins were biotinylated by reaction with sulfo-NHS-SS-bio-
tin and isolated by precipitation with NeutrAvidin-bound aga-
rose. Myc-NKCC2 protein was then identified by immunoblot-
ting using anti-Myc antibody. We documented previously (25,
26, 36, 37) that only the complex glycosylated form of NKCC2
(160 -170kDa) is able to reach the cell membrane. Accordingly,
only the fully glycosylated, mature form of NKCC2 was
detected in biotinylated cell surface proteins. Most impor-
tantly, the decrease in total NKCC2 protein abundance in cells
overexpressing OS9 was associated with a reduction (—55%;
p < 0.004) in NKCC2 expression at the cell surface (Fig. 5B).

To elucidate the functional consequence of the observed
reduction in the co-transporter cell surface level, we then
checked the effect of OS9 co-expression on NKCC2 transport
activity. As described previously (25, 26, 36, 37, 40), to assess
Na-K-2Cl co-transporter activity, we took advantage of the fact
that NH; can be carried by NKCC2 using its extracellular
K*-binding site. OKP cells were exposed to NH, and the rate
of cell acidification following the initial cell alkalinization was
studied as an index of NH, transport into the cells. dpH,/dt,
which is fully due to NH, entry, was measured over the first 20
of recordings as described earlier (25, 36). As can be seen in Fig.
5C, Na-K-2Cl co-transporter activity decreased upon OS9 co-
expression (—66%; p < 0.03). Taken together, these results
clearly indicate that OS9 co-expression decreases the transport
activity of NKCC2 by decreasing the cell surface level of the
co-transporter.

089 Promotes NKCC2 ERAD in a Proteasome-dependent
Manner—Based upon the above findings, we hypothesized that
OS9 co-expression results in ER retention and/or degradation
of NKCC2, leading to a decrease in total and cell surface expres-
sion of the co-transporter. This mechanism involves, in most
cases, activation of the proteasome proteolysis pathway and/or
the lysosomal machinery (18, 19, 41-43). Accordingly, we
anticipated that treatment with proteasome and lysosome
inhibitors might provide important insights into the possible
mechanisms of NKCC2 degradation upon OS9 co-expression.

To investigate the possible involvement of proteasomal
and/or lysosomal degradation pathways in the effect of OS9-
induced down-regulation of NKCC2, cells were treated over-
night with 10 um MG132 or 100 uM leupeptin, and their lysates
were subjected to Western blotting analysis. In agreement with
our previous report (25), exposure to MG132 significantly
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FIGURE 5. 0S9 decreases NKCC2 cell surface expression and activity. A,
effect of 059 on subcellular distribution of NKCC2. OKP cells were transfected
with Myc-NKCC2 (red) alone or with SCAMP2-V5. Membrane proteins of con-
fluentcells were biotinylated at 4 °C with the biotinylation reagent sulfo-NHS-
SS-biotin. Then the monolayers were fixed and stained for cell surface biotin
(avidin-Cy2; green). The stained specimens were evaluated by confocal
microscopy. Optical sections (xy) at the cell surface are depicted for the Texas
Red channel (red), Cy2 channel (red), and a merged channel. B, total and sur-
face NKCC2 proteins are down-regulated by 0S9. OKP cells were co-trans-
fected with Myc-NKCC2 (0.1 pg/well) alone or in combination with OS9 (0.3
pg/well) as indicated. Biotinylated proteins were recovered from cell extracts
by precipitation with NeutrAvidin-agarose. NKCC2 proteins on the cell sur-
face were detected by immunoblotting with Myc antibody. An aliquot of the
total cell extract from each sample was also run on a parallel SDS gel and
Western blotted for total NKCC2 expression. Bottom, densitometric analysis
of total and surface NKCC2 from cells expressing NKCC2 alone or with OS9.
Data are expressed as a percentage of control. ¥, p < 0.004 versus NKCC2
alone (n = 3). C, measurement of Na-K-2Cl co-transport activity in OKP cells
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increased the protein levels of the immature form of NKCC2
without an apparent increase in its mature form, an effect con-
sistent with an ER-associated degradation (Fig. 64). In support
of this notion, OS9 was also up-regulated under these experi-
mental conditions (Fig. 64), which is in agreement with previ-
ous reports (44). Most importantly, when cells co-transfected
with Myc-NKCC2 and OS9-V5 were treated with MG132, the
0S9-dependent decrease of NKCC2 protein level was abro-
gated (Fig. 6A4), suggesting that a proteasome-dependent mech-
anism underlies the degradation of NKCC2. In contrast to
MG@G132, leupeptin was without action on the OS9-induced
down-regulation of NKCC?2 (Fig. 64), indicating that the lyso-
some pathway is not involved in the action of OS9 on NKCC2
protein. Altogether, these results strongly suggest that OS9
decreases NKCC2 expression by promoting its ERAD in a pro-
teasome-dependent manner.

To directly examine the effect of OS9 protein on the degra-
dation and the maturation of NKCC2 protein, we traced the
sorting delivery of newly synthesized proteins from the ER to
Golgi compartments using pulse-chase analysis. In these exper-
iments, cells transfected with Myc-tagged wild-type NKCC2 in
the presence or absence of OS9 construct were labeled for 1 h
with [**S]methionine/cysteine and chased with unlabeled
methionine and cysteine during different intervals between 1
and 4 h. At £ = 0, similar quantities of newly synthesized
NKCC2 proteins were present in controls and in cells that over-
expressed OS9. During the chase period, the core glycosylated
(immature) form of NKCC2 is progressively converted to a
more slowly migrating band, representing the mature and func-
tional form of the co-transporter (25, 26, 36, 37). As shown in
Fig. 6B, in cells transfected with OS9, immature NKCC2 pro-
tein showed a faster rate of decay during the chase period. In
kinetic analysis, the estimated half-life of the immature form of
NKCC2 protein was decreased by —55% upon OS9 co-expres-
sion. The decrease represents the conversion of the immature
to the mature form as well as the degradation of the immature
form of NKCC2 protein. Consequently, OS9 co-expression
decreased the maturation efficiency of NKCC2 at different time
points during the chase period. At ¢ = 4 h, the effect of OS9 on
NKCC2 maturation efficiency reached —49% (Fig. 6B). To fur-
ther corroborate these observations, we used the cyclohexi-
mide decay assay as a second approach to assess the stability
and maturation of NKCC2. To this end, 12—14 h post-transfec-
tion, cycloheximide was added to block protein synthesis, and
at various times after addition of cycloheximide, NKCC2 levels
were monitored by immunoblotting. As illustrated in Fig. 6,
OS89 overexpression decreased the half-life of immature
NKCC2 protein by 61%, which is in agreement with the pulse-
chase analysis described above. Moreover, the decrease in
immature NKCC?2 stability in cells overexpressing OS9 was
associated with a decrease in the conversion of the protein from
the immature to the mature form. OS9-induced decrease in the
maturation efficiency of NKCC2 was accentuated during the
chase period to reach —45% at 4 h (Fig. 6C). Taken together,
the results above indicate that OS9 targets the immature form
of NKCC2 to the proteasome-dependent ER-associated degra-
dation pathway.
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FIGURE 6. 0OS9 promotes NKCC2 degradation. A, OS9 decreases NKCC2
expression in a proteasome-dependent manner. OKP cells transiently trans-
fected with Myc-NKCC2 alone or with OS9-V5 were treated with (+) or with-
out (—) 10 pum MG132 or 100 um leupeptin for 12-16 h prior to cell lysis. The
cell lysates were subjected to SDS-PAGE and immunoblotted with anti-Myc
and anti-V5 antibodies. Bottom, densitometric analysis of NKCC2 bands from
untreated (—) cells and cells treated (+) with MG132 or leupeptin. Data are
expressed as percentage of control =S.E. ¥, p < 0.0001 versus control (n = 8);
NS, not significant versus control (n = 9); #, p < 0.02 versus control (n = 3). B,
pulse-chase experiments performed in OKP cells transfected with the indi-
cated plasmids. Cells were labeled with [**S]methionine/cysteine and har-
vested at the indicated chase times for Myc-NKCC2 immunoprecipitation.
Signals were detected by autoradiography. Lower left panel, quantitative
analysis of immature NKCC2. The density of the immature form of NKCC2
protein was normalized to the density at time 0 (100%). Lower right panel,
quantitative analysis of NKCC2 maturation. In these experiments, we com-
pared the amount of the newly synthesized NKCC2 (immature form at time 0)
and the conversion to the complex glycosylated form of the co-transporter
(mature form) during the chase period. C, cycloheximide-chase analysis of
NKCC2 in the presence or absence of 059-V5. 14 -16 h post-transfection, OKP
cells transiently expressing WT NKCC2 alone or in combination with OS9 were
chased for the indicated times after addition of cycloheximide. Total cell
lysates were separated by SDS-PAGE and probed by anti-Myc antibody. The
density of the mature and immature forms of NKCC2 proteins was normalized
to the density at time 0. Error bars represent S.E.
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N-Glycosylation of NKCC2 Is Critical for the OS9-dependent
ERAD Pathway—The processing of N-linked oligosaccharides
plays an important role in the ERAD of glycoproteins. NKCC2
is N-glycosylated at two sites, Asn-442 and Asn-452, located in
the long extracellularloop (2, 36). Consequently, we next exam-
ined the role of N-glycan in the OS9-mediated ERAD of
NKCC2. To this end, we mutated the two predicted glycosyla-
tion sites, Asn-442 and Asn-452, to glutamine (Gln) and
assessed the effect of these mutations on 0S9-induced down-
regulation of NKCC2. Hence, N442Q/N452Q proteins were
expressed in OKP cells in the presence or absence of OS9 con-
struct. As expected, elimination of both N-glycosylated sites
(N442Q/N452Q)) resulted in the complete loss of the upper
band with a lower band around 120 kDa remaining (Fig. 74).
Nevertheless, as can be seen in Fig. 74, OS9 was still able to bind
to the non-glycosylated form of the NKCC2. However, OS9
association with non-glycosylated NKCC2 was unproductive
because, in contrast to its effect on WT NKCC2, it did not affect
the protein abundance of the co-transporter under these con-
ditions (Fig. 7B). To corroborate this observation, we per-
formed a pulse analysis assay. In contrast to WT NKCC2, OS9
did not affect the kinetics of disappearance of the non-glycosy-
lated form of the co-transporter (Fig. 7C). In sum, these data
demonstrate that mutations of NKCC2 N-glycosylation sites
(N442Q and N452Q) abolish the OS89 effects, indicating that
08S9-induced protein degradation of the co-transporter is
N-glycan-dependent.

Mannose 6-Phosphate Receptor Homology (MRH) Domain of
0S89 Is Dispensable for the Effect on NKCC2 Degradation—In
yeasl, it has been shown that the MRH domain of OS9 is
required for its role in the ER quality control pathway (45). To
examine the role of the lectin activity of the MRH domain in the
089-induced down-regulation of NKCC2, we focused on five
residues within this region (namely Tyr-120, GIn-130, Arg-188,
Glu-212, and Tyr-212) that were found to be required for ERAD
in yeast. The specific role of each of these amino acids was
analyzed by site-directed mutagenesis converting each of them
individually to alanine, glutamine, or asparagine (Fig. 84). OKP
cells were then transfected with NKCC2 singly or in combina-
tion with WT OS89 or mutated OS9 proteins. As can be seen in
Fig. 8, inactivating the MRH domain of OS9 did not prevent the
089-induced down-regulation of NKCC2 protein abundance.
Indeed, similar to WT OS89, co-expression of mutated OS9 pro-
teing decreased NKCC2 protein expression (Fig. 8, A and B),
clearly indicating that the MRH domain of OS89 is dispensable
for the ERAD of NKCC2.

The Impact of OS9 on NKCC2 Expression Is Independent of
the Expression Systern—DBecause the ER quality control mecha-
nism and the ERAD system may be cell-dependent, we sought
to corroborate our findings by conducting the experiments in a
second renal cell line, HEK cells. As illustrated in Fig. 94, sim-
ilar to OKP cells, immunoprecipitation of 0OS9 followed by
immunoblotting for NKCC2 also revealed robust interaction of
the two proteins. Importantly, as in OKP cells, NKCC2 interac-
tion with NKCC2 in HEK cells involves mainly the immature
form of the co-transporter. Accordingly, NKCC2 and OS9 were
also co-localized to the ER in HEK cells as indicated by co-lo-
calization with the ER marker calnexin (Fig. 9B). Most impor-
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FIGURE 7. N-Glycosylation of NKCC2 is critical for the 059-induced down-
regulation of NKCC2, A, co-immunoprecipitation of OS9 with non-glycosy-
lated NKCC2 (N442Q/N452Q). Cell lysates from cells transfected with N442Q/
N452Q in the presence or absence of 059-V5 were immunoprecipitated (IP)
with anti-Myc or anti-V5 antibody. N442Q/N452Q co-immunoprecipitated
with OS9 was detected by immuncblotting (WB) using anti-Myc (lane 3). B,
0S9 association with non-glycosylated NKCC2 is unproductive. Cells were
transfected with Myc-NKCC2 or N442Q/N452Qin the presence or absence of
0S9-V5. 48 h post-transfection, total cell lysates were subjected to immuno-
blotting analysis for Myc-NKCC2, 0S9-V5, and actin. Lower panel, quantitation
of steady-state total NKCC2 expression levels with or without OS2 co-expres-
sion.*, p << 0.001 versus control (n = 4); NS, not significant versus control (n =
4). C, pulse-chase experiments performed in OKP cells transfected with non-
glycosylated NKCC2 in the presence or absence of 059 construct. Cells were
labeled with [**S]methionine/cysteine and harvested at the indicated chase
times for Myc-NKCC2 immunoprecipitation. Signals were detected by auto-
radiography. Lower panel, quantitative analysis of non-glycosylated NKCC2.
The density of NKCC2 proteins was normalized to the density at time 0
(100%). IgGH, the heavy chain of IgG. Error bars represent S.E.
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FIGURE 8. Effect of overexpression of 0S9 with mutated MRH domain. A,
representative immunoblotting analysis showing the effect of OS9 overex-
pression with mutated MRH domain on NKCC2 protein abundance. OKP cells
were transfected with NKCC2 singly (Control) or in combination with WT OS9
or mutated OS9 proteins. 48 h later, total cell lysates were subjected to immu-
noblot analysis for Myc-NKCC2, 0S9-V5, and actin. B, summary of results. *,
p < 0.005 versus control (n = 5). Error bars represent S.E.

tantly, similar to OKP cells, OS9 co-expression in HEK cells
decreased both immature and mature NKCC2 proteins (Fig. 9,
C and D), clearly indicating that OS9 effects on the co-trans-
porter expression are independent of the expression system.

Endogenous OS9 Interacts with Immature NKCC2 and Regu-
lates the Expression of the Co-transporter—The potential signif-
icance of our findings is that the interaction of OS9 with
NKCC2 in the ER could be very important for sorting determi-
nants for the ER quality control of the co-transporter. To fur-
ther corroborate these findings, we next examined the role of
endogenous OS9 in NKCC2 degradation. To this end, we first
checked the ability of NKCC2 to interact with endogenously
expressed OS9 in HEK cells. To address this, we used a rabbit
OS89 antibody raised against native OS9 protein. Importantly,
Western blotting analysis following immunoprecipitation with
anti-OS9 antibody detected a protein band around 100 kDa,
corresponding to the expected size band of isoform 1 of OS9.
More importantly, immunoprecipitation of endogenous OS9
protein brought only the immature form NKCC2, thus again
demonstrating physical interaction between OS9 and the ER-
resident form of the co-transporter (Fig. 104, lane 3). Of note,
Myc-NKCC2 protein was not detected in control experiments
in which immunoprecipitations were carried out using mouse
anti-V5 antibodies (Fig. 104, lane 2). Taken in concert, these
findings clearly indicate that, similar to exogenously expressed
089, endogenous OS9 interacts in vivo with NKCC2, an inter-
action that involves principally the immature form of the
co-transporter.

To examine the role of endogenous OS9 in the regulation of
NKCC2, we first checked the effect of OS9 knockdown on
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NKCC2 expression using siRNA. To this end, a sequential
transfection in HEK cells was performed. Cells were first trans-
fected with siRNAs for at least 24 h before transfection with
Myc-NKCC2 plasmids for 48 h. Asillustrated in Fig. 105, rela-
tive to control, the endogenous expression of OS9 was reduced
by 80% in cells transfected with OS9 specific siRNA (from
Dharmacon). With this degree of OS9 knockdown, the steady-
state level of NKCC2 was increased by 80% (p < 0.004). Impor-
tantly, this increase in total NKCC2 protein abundance was
associated with an increase in the surface expression of the
co-transporter protein (+76%; p < 0.007). To corroborate
these findings, we also used a second set of OS9-specific siRNA
(from Santa Cruz Biotechnology). As can be seen in Fig. 10C,
using this second set of OS9 siRNA, OS9 knockdown again
increased total and surface NKCC2 expression by 81 (p < 0.03)
and 84% (p < 0.0001), respectively. Consequently, these data
are fully in agreement with a role of endogenous OS9 in the
ERAD of immature NKCC2 protein.

To further corroborate these observations, we used the
cycloheximide decay assay to assess the effect of OS9 knock-
down on the half-life of the immature form of NKCC2. To this
end, a sequential transfection in HEK cells was performed as
indicated above. However, in this series of experiments, 12—14
h after transfection of HEK cells with Myc-NKCC2 plasmids,
cycloheximide was added to block protein synthesis, and at var-
ious times after addition of cycloheximide, NKCC?2 levels were
monitored by Western blotting. It is worth nothing that at the
start of the chase period (£ = 0) total NKCC2 protein levels were
comparable between the studied groups (Fig. 10D), indicating
that a modification of protein synthesis is not responsible for
the increase in total NKCC2 protein levels observed above (Fig.
10, B and C). Most importantly, in cells transfected with OS9
siRNA, immature NKCC2 protein had a slower rate of decay at
different time points during the chase period (Fig. 10D). Indeed,
in kinetic analysis, the estimated half-life of immature form of
NKCC2 protein was increased by +79% (p < 0.05) upon OS9
knockdown. Moreover, this increase in the stability of the
immature form of NKCC2 was associated with an increase in
the conversion of the protein from the immature to the mature
form of the co-transporter (Fig. 10D). Altogether, these data
strongly hint ata role of endogenous OS9 in the ERAD ofimma-
ture NKCC2 protein.

Discussion

This study was carried out to gain insight into the molecular
mechanisms underlying the regulation of NKCC2 transit in the
ER. By means of yeast two-hybrid analysis and co-immunopre-
cipitation assays, we identified OS9 as a bona fide NKCC2-
interacting protein. The interaction involves mainly the imma-
ture form of the co-transporter, therefore taking place in the
ER. We have found that OS9 co-expression decreases the sta-
bility of core glycosylated NKCC2 by increasing its degradation
by the proteasome pathway. Accordingly, OS9 depletion
increases the stability and maturation of the co-transporter
protein, indicating therefore that OS9 targets NKCC2 for the
ERAD pathway.

0S89 was originally identified as a gene of unknown function
amplified in osteosarcoma (27). OS9 is expressed ubiquitously
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FIGURE 9. The effect of 0S9 on NKCC2 ERAD is independent of the expression system. A, OS9 interacts with immature NKCC2 in HEK cells. Cell lysates from
HEK cells transiently transfected with Myc-NKCC2 singly or in combination with OS9-V5 were immunoprecipitated (/P) with anti-Myc or anti-V5 antibody.
NKCC2 protein was recovered from OS9 immunoprecipitates mainly in its immature form (lane 3). B, 0S9 and NKCC2 co-localizes in the ER. Upper panel,
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cell lysates were subjected toimmunoblotting analysis for Myc-NKCC2, 0S9-V5, and actin. D, summary of results. Data are expressed as a percentage of control

*S.E. ¥, p < 0.02 versus control (n = 3). Error bars represent S.E.

and has alternatively splice versions (39). The function of OS9
remained mysterious until human OS9 and its yeast homolog
Yos9p were implicated in ER-to-Golgi transport (35). Likewise,
mammalian OS9 interacts with the C-terminal tails of meprin 3
(32) and DC-STAMP (33) to facilitate their transport from the
ER. Besides its role in ER-to-Golgi transport, OS9 has been
reported to interact with hypoxia-inducible factor 1-« in the
cytosol to regulate its proteasome-mediated degradation in an
O,-dependent manner (46). Moreover, more recent reports
have also implicated OS9 in the ERAD of misfolded glycopro-
teins (28 —31). It was first reported that removal of Yos9p from
the yeast ER selectively inhibits degradation of glycosylated
ERAD substrates (47). Subsequent studies in mammalian cells
indicated that the degradation of misfolded glycoproteins is
partially inhibited by OS9 knockdown, but this effect seems to
depend on the ERAD substrates (45). In this regard, it is worth
mentioning that it was initially thought that OS9 is required for
disposal of substrates with luminal folding defects, whereas it is
dispensable for disposal of proteins with defects in the trans-
membrane and cytosolic domains (28, 29, 48 —51). However, a
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recent report showed evidence that the Arabidopsis homolog of
the mammalian OS9 protein plays a key role in the ERAD of the
receptor-like kinases, which are transmembrane proteins (52).
Moreover, although Jansen et al. (33) have not explored in
detail the role of OS9 in the degradation of DC-STAMDP, they
reported that preliminary biochemical data suggest that OS9
may also be involved in the ERAD of DC-STAMP (33). In the
present study, we showed evidence for a specific interaction of
mammalian OS9 with NKCC2 and NCC, two renal transmem-
brane proteins. Importantly, we demonstrated that OS9 bind-
ing in vivo involves mainly the immature form of NKCC2. Most
importantly, we provided evidence that OS9 binding is involved
in the regulation of NKCC2 ERAD.

In support of ERAD as a major regulator of NKCC?2 traffick-
ing and function, we previously demonstrated that the majority
of newly synthesized NKCC2 proteins are targeted to protea-
some degradation before export to the Golgi (26). In the present
work, the function of OS9 in the ERAD of NKCC2 was first
suggested by co-immunoprecipitation studies that demon-
strated that the interaction iz vivo involves mainly the imma-
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FIGURE 10. Knockdown of endogenous 0S9 increases NKCC2 biogenesis. A, endogenous OS9 interacts with immature NKCC2. HEK cells overexpressing
Myc-NKCC2 were immunoprecipitated (/P) with anti-Myc (positive control; lane 1), anti-V5 (negative control; lane 2), or anti-OS9 antibody (lane 3). Co-immu-
noprecipitated NKCC2 (mainly the immature form) was detected by immunoblotting (/B) using anti-Myc antibody (fane 3). IgGH, the heavy chain of IgG. Band
C knockdown of endogenous OS9 increases total and cell surface expression of NKCC2. Upper panels, representative immunoblotting analysis illustrating the
effect of 0S9 knockdown on total and surface NKCC2. HEK cells were transfected with NKCC2 in the absence (Control) or presence of specific OS9 siRNAs from
Dharmacon (D) or Santa Cruz Biotechnology (S). 48 h post-transfection, biotinylated proteins were recovered from cell extracts by precipitation with NeutrA-
vidin-agarose. An aliquot of the total cell extract from each sample was also run on a parallel SDS gel and Western blotted for total NKCC2 expression. NKCC2
proteins were detected by immunoblotting with Myc antibody. Lower panels, summary of results. Data are expressed as a percentage of control. ¥, p < 0.004
versus control (n = 4); #, p < 0.007 versus control (n = 4); §, p < 0.0001 versus control (n = 5); **, p < 0.03 versus control (n = 5). D, knockdown of endogenous
0S9 increases NKCC2 stability and maturation. HEK cells were first transfected in the absence (Control) or presence of OS9 siRNA followed by transfection with
NKCC2 plasmids 24 hlater. 12-14 h post-transfection of NKCC2, cells were chased for the indicated times after addition of cycloheximide. Total cell lysates were
subjected to immunoblot analysis for NKCC2 and OS9. Lower left panel, quantitative analysis of immature NKCC2. The density of the immature form of NKCC2
proteins was normalized to the density at time 0 (100%). Lower right panel, quantitative analysis of NKCC2 maturation. The results are presented as relative
intensity. Each point represents the mean = S.E. of three independent experiments. ¥, p < 0.05 versus controls (n = 4). Error bars represent S.E.

ture, ER-resident form of NKCC2. Accordingly, the localization
studies showed that OS9 co-localizes with NKCC?2 at the endo-
plasmic reticulum. In contrast, OS9 did not co-immunopre-
cipitate with the ETB receptor, suggesting that OS9 is not sim-
ply interacting with all membrane proteins. In support of this
notion, Wang et al. (34) demonstrated that OS9 specifically
interacts with the TRP channels of the vanilloid group but not
with other tested TRP channels or «NaC (34). Furthermore, we
have shown that elevated OS9 levels, through the expression of
exogenous OS9, prevent the cell surface localization of NKCC2
and cause the co-transporter to accumulate in a perinuclear
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location. The OS9-induced down-regulation of NKCC2 surface
expression was associated with an increase in co-transporter
degradation. Moreover, OS9 effects on the ER-resident form of
NKCC2 were prevented in the presence of the proteasome
inhibitor MG132 but not with leupeptin, an inhibitor of lyso-
somal function, indicating that OS9 targets the immature form
of the co-transporter to the proteasome-dependent ERAD
pathway. It is of interest to note that, under similar experimen-
tal conditions, Wang et al. (34) reported that OS9 overexpres-
sion appears to protect TRPV4 from the ER-associated degra-
dation, indicating that the effect of OS9 is substrate-dependent
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(34). It is well documented that a single chaperone might be
involved in either folding or degrading a given substrate that
transits through the ER (53). OS89 is no exception, and therefore
its actions also depend on the ERAD substrates (34). Conse-
quently, it is conceivable that OS89 might play a protective role
for TRPV4 but a destructive one for NKCC2 during ERAD. To
further support the role of OS9 in the ERAD of NKCC2, we
used the siRNA approach and demonstrated that OS9 knock-
down delayed the degradation of the immature form of the
co-transporter. Moreover, we showed that mutations of
NKCC2 N-glycosylation sites also abolished OS9 effects, indi-
cating that 0S89-induced protein degradation is N-glycan-de-
pendent. In contrast, the MRH domain of OS9 appears to be
dispensable for the effect on NKCC2 degradation. In this
regard, it is worth mentioning that the role of the MRH domain
of OS9 remains unclear. Indeed, the significance of the lectin
activity of the MRH domain of OS9 in vivo remains controver-
sial and likely depends on the levels of overexpressed OS9, its
sugar binding-defective mutants, and/or the veast or mamma-
lian expression system used (45, 54). In agreement with our
findings, Bernasconi et al. (30) also demonstrated that the activ-
ity of ©S9, in a mammalian cell background, does not require a
functional MRH domain. In sum, our results demonstrate the
presence of an O59-mediated ERAD pathway in renal cells that
degrades immature NKCC2 proteins.

ERAD starts with the recognition of a misfolded protein by
molecular chaperones (19, 55). ERAD substrates can present a
misfolded lesion either in the ER lumen, ER membrane, or cyto-
plasm, which will dictate the types of chaperones with which
they interact (19, 55). Consequently, three different ZRAD
pathways have been proposed as ERAD-L, ERAD-M, and
ERAD-C (19, 55). Soluble or membrane-bound proteins with a
misfolded luminal domain are degraded via the ERAD-L (19,
55). Transmembrane substrates containing misfolded portions
inthe cytoplasmic and membrane domains are degraded viathe
ERAD-C and ERAD-M pathways, respectively (19, 55). For
instance, to aid in folding and to select misfolded species for
ERAD, nascent CI'TR engages both cytoplasmic and ER lumi-
nal chaperones of CFTR {24). Likewise, NCC, another trans-
membrane protein, involves several cytoplasmic chaperones
for its ERAD (56, 57). Similar to NCC, NKCC2 contains 12
transmembrane segments, two large cytoplasmic domains, and
a large ER-exposed exofacial loop. Given the fact that the co-
transporter contains domains inthe ER and cytoplasm, NKCC2
could potentially interact with OS9 and/or other ER molecular
chaperones on either side or on both sides of the ER membrane.
In this regard, a remarkable difference between Yos9p, which is
expressed only in the lumen of the ER, and its mammalian
counterparts is the absence of a KDEL or other potential ER
retention sequence from the mammalian proteins. However,
mammalian OS89 contains a stretch of hydrophobic residues at
the N terminus, suggesting at least transient localization in the
ER(27). Accordingly, localization studies of OS9 in mammalian
cells indicated that the protein might reside at both luminal and
cytoplasmic surfaces of the ER (30, 32, 33). Hence, an interac-
tion between OS9 and the C-terminal domain of NKCC?2 at the
cytoplasmic side of the ER is conceivable. However, one cannot
exclude the possibility that OS9 may also interact with other
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domains of NKCC2 protein. In this respect, to further define
the parts in the cytoplasmic tail of NKCC2 that are responsible
for the interaction with OS89, we created a series of delstion
mutants in the C-terminal tail of NKCC2. Subsequent co-im-
munoprecipitation experiments revealed that, even in the
absence of the distal part of the NKCC2 C terminus, the co-
transporter is still able to interact with OS9 (data not shown),
opening the possibility for an interaction of OS9 with other
parts of NKCC2 protein. Consequently, an invelvement of 059
in the ERAD-L, ERAD-M, and/or ERAD-C of NKCC2 remains
possible. Undeniakly, OS9 cannot work in isolation to mediate
the ERAD of the co-transporter. Appropriately, one may rea-
sonably postulate that OS9 works in concert, sequentially or
simultanecusly, with other NKCC2-binding proteins and
ERAD components such as CHIP and the Hsp70/Hsp90 orga-
nizer protein that are involved in structurally related renal NCC
ERAD (56, 57) to mediate the ER quality control and its associ-
ated protein degradation of the co-transporter. Obviously, fur-
ther experiments are needed to uncover the precise mechanism
behind this process.

Ildentification of proteins that interact specifically with the
immature forms of NKCC2 is important to decipher the molec-
ular mechanisms underlying the regulation of the ER-to-Golgi
transport of the co-transporter. Although our study was con-
ducted in renal cultured cells, it is likely that NKCC2 interac-
tion with OS89 also takes place in native TAL cells to play a
crucial role in the chronic adaptations of the co-transporter.
Indeed, given that variation in the activities of Na-Cl co-trans-
porters or their regulators alters blood pressure in humans (2,
9), it is conceivable that physiological or pathological changesin
the expression level of their binding partners may affect their
activities, therefore altering the sodium balance and blood pres-
sure. Insupport of this notion, a recent report showed evidence
that i vivo loss of Nedd4-2, a binding partner of NCC, leads to
increased NCC abundance and function (58). Most impor-
tantly, renal tubular Nedd4-2 deficiency causes NCC-mediated
salt-dependent hypertension (58). Similarly, it is reasonable to
postulate that physiological or pathological changes in OS9
expression levels may also affect NKCC2 function. In support of
this hypothesis, a previous report showed evidence that OS9 is
up-regulated in response to ER stress and facilitates the ERAD
of several glycosylated proteins under these conditions (44).
The OS89 overexpression approach used in the present study
may therefore actually mimic OS9 up-regulation under agents
or conditions causing ER stress in TAL cells such as salt loading
and aging (59, 60). This is of particular interest because NKCC2
protein expression is down-regulated by high salt intake {4) and
in the aged kidney (7). Consequently, an increase in OS9
expression in response to ER stress could contribute to the
down-regulation of NKCC2 expression via the ubiquitin-pro-
teasome pathway under these conditions (4, 7).

Intensive research onthe mechanisms underlying the ERAD
machinery has provided new insights into how ERAD contrib-
utes to human health during both normal and diseases states
(19, 60). The importance of ER quality control in general and
the ERAD process in particular has been indicated in a large
number of human pathologies called conformational diseases
(19,61, 62). One example is CFTR, the protein in which muta-
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tions give rise to cystic fibrosis {(63). One emerging and prom-
ising strategy for the possible treatment of ERAD diseases is to
overcome ER retention (61, 62, 64) because some mutant proteins
such as the cystic fibrosis AF508-CFT'R mutant are actually func-
tional if they exit the ER and reach their normal cellular location
{63, 65). In regard to NKCC2, previous reports demonstrated that,
when expressed in a mammalian cell background, several NKCC2
mutants are retained in the ER (10, 25, 66). Moreover, although
distinet cellular mechanisms may account for NKCC2 loss of func-
tion in BS1 disease, our preliminary data in the laboratory revealed
that ER-associated protein degradation is the most common
mechanism underpinning BS1.* Consequently, understandingthe
involvement of this process in BS1 is essential to provide novel
therapeutic strategies for the treatment of BS1. Indeed, the identi-
fication and selective modulation of ERAD components specific to
NKCC2 and its disease causing mutants might help to define a
strategy to release fractions of misfolded mutant proteins fromthe
ER by preventing their interactions with the quality control com-
ponents to rescue their surface expression and restore their func-
tional activity. Hence, it will be of interest to determine whether
alterations in NKCC2 protein levels in NKCC2-related diseases
are also mediated by OS89,

In summary, we found that NKCC2 interacts specifically
with OS89, a protein known to be involved in the regulation of
the transit in the ER, OS89 interacts mainly with the ER-resident
form of NKCC2 to accelerate its degradation by the ERAD
pathway. To the best of our knowledge, this is the first study
identifying a protein partner of NKCC2 that plays a role in
proteasome-dependent ERAD of the co-transporter. Besides,
this is also the first report providing evidence that mammalian
89 can be also involved in the ERAD of transmembrane pro-
teins. Moreover, QOS89 also binds to the structurally related co-
transporter NCC, suggesting that the interaction with OS9 isa
common feature of members of the SLC12A family, a group of
cation-chloride co-transporters that are targets of therapeutic
drugs and mutated in several human diseases such as Bartter,
Gitelman, and Andermann syndromes (2, 67, 68). Conse-
quently, further studies of 089-mediated NKCC2 degradation
should be useful in defining the recognition principles associ-
ated with the disposition of NKCC2 and perhaps other mem-
bers of the cation-coupled chloride co-transporter family, in
particular NCC. The thorough characterization and identifica-
tion of the molecular mechanisms underlying the ER quality
control of the cation-chloride co-transporters may provide a
foundation for the development of therapeutic strategies tar-
geting co-transporter transport from the ER to the cell surface.
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Introduction

Comme décrit dans I’introduction, le syndrome de Bartter est une tubulopathie rénale
héréditaire. Cette maladie est caractérisée comme un defaut de réabsorption de sel dans la BLA,
qui est assurée par des protéines membranaires apicales et basolatérales. L’inactivation de ce
systéeme de transport de sel dans la BLA par les mutations affectant au moins quatre génes
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, 11, 111 et IV respectivement. A I’exception du syndrome de Bartter
de type 111, le polyhydramonios plus ou moins sévere, chez la femme porteuse d’un feetus 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 I’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), I’étude concernant I’identification pour la premiere fois d’un
nouveau gene impliqué dans la régulation de NKCC2 et sa mutation qui cause un syndrome de
Bartter anténatal et sévére. 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 I’article et la figure 4 des données supplémentaires.
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Polyhydramnios, Transient Antenatal
Bartter’s Syndrome, and MAGED2 Mutations

Kamel Laghmani, Ph.D., Bodo B. Beck, M.D., Sung-Sen Yang, M.D.,
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Mathieu J.M. Bertrand, Ph.D., Markus M. Rinschen, M.D., Olivier de Backer, Ph.D.,
Martin Konrad, M.D., and Martin Kémhoff, M.D.

ABSTRACT

BACKGROUND

Three’ pregnancies with male offspring in one family were complicated by severe poly-
hydramnios and prematurity. One fetus died; the other two had transient massive
salt-wasting and polyuria reminiscent of antenatal Bartter’s syndrome.

METHODS

To uncover the molecular cause of this possibly X-linked disease, we performed whole-
exome sequencing of DNA from two members of the index family and targeted gene
analysis of other members of this family and of six additional families with alfected
male fetuses. We also evaluated a series of women with idiopathic polyhydramnios who
were pregnant with male fetuses. We performed immunohistochemical analysis,
knockdown and overexpression experiments, and protein—protein interaction studies.

RESULTS

We identified a mutation in MAGED? in each of the 13 infants in our analysis who had
transient antenatal Bartter’s syndrome. MAGED2 encodes melanoma-associated antigen
D2 (MAGE-D2) and maps to the X chromosome. We also identified two different
MAGED?2 mutations in two families with idiopathic polyhydramnios. Four patients died
perinatally, and 11 survived. The initial presentation was more severe than in known
types of antenatal Bartter’s syndrome, as reflected by an earlier onset of polyhydramnios
and labor. All symptoms disappeared spontanecusly during follow-up in the infants
who survived. We showed that MAGE-D2 affects the expression and function of the
sodium chloride cotransporters NKCC2 and NCC (key components of salt reabsorption
in the distal renal tubule), possibly through adenylate cyclase and cyclic AMP signaling
and a cytoplasmic heat-shock protein.

CONCLUSIONS

We found that MAGED? mutations caused X-linked polyhydramnios with prematurity
and a severe but transient form of antenatal Bartter’s syndrome. MAGE-D?2 is essential
for fetal renal salt reabsorption, amniotic fluid homeostasis, and the maintenance of
pregnancy. (Funded by the University of Groningen and others.)
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N THE SECOND TRIMESTER OF GESTATION,

fetal kidneys become the predominant scurce

of amniotic fluid, which is primarily removed
by the fetus swallowing it.'! Excessive amniotic
fluid (called polyhydramnios) is caused by an
imbalance between its production and removal
— as observed, for instance, in fetuses with
esophageal atresia. Overall, polyhydramnios has
a prevalence of 1 to 2% and confers an increased
risk of adverse perinatal outcome, especially
preterm delivery.? The cause of pelyhydramnios
remains unknown in 30 to 60% of cases.”*
There are only a few mendelian diseases associ-
ated with polyhydramnios, including antenatal
Bartter’s syndrome, a rare autosomal recessive
renal tubular disorder. Antenatal Bartter’s syn-
drome is a potentially life-threatening disease
characterized by fetal polyuria, polyhydramnios,
prematurity, and postnatal polyuria with persis-
tent renal salt wasting. The known genetic
causes of antenatal Bartter’s syndrome directly
affect the molecules that mediate salt reabsorp-
tion in the thick ascending limb of the loop of
Henle! Treatment includes lifelong fluid and
electrolyte supplementation, as well as the use of
nonstercidal antiinflammatory drugs (NSAIDs)
to inhibit excessive renal prostaglandin E, forma-
tion,” although the safety of long-term treatment
with NSAIDs, especially in preterm infants, is a
subject of controversy.’

Two case reports describing three male in-
fants with antenatal Bartter’s syndrome are of
special interest because salt wasting spontane-
ously resolved within several weeks after birth.”?
In one family with three affected sons, only the
younger two sons had postnatal development of
polyuria.® This points to an overlap with another
condition of unknown cause, termed acute re-
current polvhydramnios, a familial condition that
has also been described in male infants.”* In
this study, we sought to characterize severe poly-
hydramnios and transient antenatal Bartter’s
syndrome in 15 boys from nine families, to de-
termine the genetic basis of this disorder, and to
provide insight into the pathophysiological basis
of the phenotype.

METHODS

STUDY DESIGN AND OVERSIGHT
We conducted the study from April 2013 until
May 2015. DNA samples were obtained with
written informed consent from the patients or
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their guardians, as well as from unaffected fam-
ily members. Clinical and biochemical data were
collected retrospectively from medical charts. We
studied the index family (F1) plus 6 additional
families (F2 through F7, all of which had mem-
bers with a transient clinical course of antenatal
Bartter’s syndrome) of Dutch, German, Belgian,
and Turkish descent chosen from a cohort of
300 families with antenatal Bartter’s syndrome.
All affected infants were male and had tested
negative for mutations in SLCI2A1 (encoding
NKCC2), KCNJI (encoding ROMK), and BSND (en-
coding barttin). We also evaluated a series of 11
women who had been counseled for idiopathic
polyhydramnios during pregnancies with male
fetuses. Polyhydramnios was diagnosed as an
amniotic fluid index (a score indicating the
amount of amniotic {luid measured on an ultra-
sonogram) of greater than 24 cm.*? The study was
approved by the ethics committees at the Univer-
sity Medical Centers in Cologne and Groningen.

LABORATORY ANALYSIS
Standard methods were used to analyze electro-
lyte and creatinine levels and solute concentra-
tions (osmolalities) in urine and blood. Plasma
aldosterone and plasma renin concentrations
were measured with the use of radioimmuno-
logic assays.”* Urinary prostaglandin E, (PGE.)
was measured by gas chromatography-tandem
mass spectrometry in cooled 24-hour urine
samples, as described previously.

GENETIC ANALYSIS

We performed whole-exome sequencing of DNA
from Patient F1.III-1 and his mother (F1.II-2), as
described previously.'® Splicing was analyzed in
vitro with a minigene (pSPL3 splicing) assay.*®
See the Supplementary Appendix, available with
the full text of this article at NEJM.org, for fur-
ther details of the genetic analysis methods, as
well as for details of the immunchistochemical
analysis, the studies of manipulating gene ex-
pression in a cell line, and interactome analyses.

RESULTS

INDEX FAMILY

The first pregnancy of Family Member F1.I-2 was
complicated by severe polyhydramnios that was
diagnosed at 19 weeks of gestation and resulted
in preterm delivery of a stillborn male (F1.II-1)
at 22 weeks (Fig. 1A). Two subsequent pregnan-
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Figure 1. Clinical and Genetic Characteristics of the Index Family and Amniotic Fluid Index in Patients with Mutations
in MAGEDZ.

Parel A shows a pedigree of Family F1, in which pregnancies with male fetuses were comnplicated by early-onset and
severa polyhydramnios. A stillborn male (F1.11-1} was delivered at 22 weels of gestation; two subsequent pregnarncies
{with fermale fetuses) were uneventful. In the mother’s last pregnancy, a male infant (F1.11-4) was delivered at 27 weelcs.
The genotypes are shown beneath each symbol; Mut denotes the mutant MAGED? allele, and Wt wild type. Squares
denote male family members, circles female family members, solid symbols affected family members, symbols with
a dot unaffected carriers, and symbols with a line through them deceased family members. During the first pregnancy
of Famnily Member F1.112, shown in Panel B, early-onset severe polyhydramnios (amniotic fluid index [a score indicat-
ing the amount of amniotic fluid measured on an ultrasonogram, 98 crry occurred and led to birth of a preterm male
infant (F1.111-1) after 31 weeks of gestation. Panel C shows the amniotic fluid index for each patient with MAGED?Z
mutations {labeled symbols), as well as for patients with idiopathic polyhydramnios who did not have MAGEDZ muta-
tions (diamonds); the 50th percentile {gray circles) and 95th percentile (gray squares) for values during normal
pregnancy are shown for comparison.

cies (with female fetuses) were uneventful. The (amniotic fluid index, 51 cm) that led to preterm
mother’s last pregnancy was again complicated delivery, at 27 weeks, of a male infant (F1II-4).
by early-onset (at 19 weeks) severe polyhydramnios Immediately after birth, progressive polyuria
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developed in the infant (maximum, 140 ml per
kilogram per hour), with salt loss necessitating
intravenous fluid infusion. Severe hypercalciuria
also developed, which caused medullary nephro-
calcinosis. Despite the surprising disappearance
of the clinical symptoms within 3 to 4 weeks,
antenatal Bartter’s syndrome was suspected, and
the patient was treated with supplemental elec-
trolytes and indomethacin for 1 year. At the last
follow-up, when the patient was 17 years of age,
he showed no clinical signs of renal salt loss and
had normal urinary concentrating and diluting
capacities.

During the first pregnancy of his sister (F1.I1-2),
early-onset (at 19 weeks of gestation) severe
polyhydramnios (amniotic fluid index, 98 cm)
{(Fig. 1B and 1C) occurred and led to birth of a
preterm male infant (F1.I1I-1) after 31 weeks of
gestation. Again, neonatal polyuria was observed,
which peaked at 50 ml per kilogram per hour
and normalized within 1 week. At last follow-up,
at 2 years of age, the patient had normal tubular
and glomerular function.

GENETIC ANALYSIS

Because polyhydramnios occurred exclusively in
pregnancies with male offspring, we filtered the
results obtained by whole-exome sequencing
analysis of DNA from Patient F1.ITI-1 and his
mother for rare shared X-chromosomal variants
{minor-allele frequency, <0.001). Both the mother
and the son carried a nonsense mutation that
resulted in a premature stop codon in MAGED2
{c.1038C—G, p.Y346%), which encodes melanoma-
associated antigen D2 (MAGE-D2).

Targeted Sanger sequencing of DNA from fam-
ily members showed cosegregation of p.Y346* in
all affected males and their mothers (Fig. 1A).
Subsequent sequencing of MAGED2 in six addi-
tional families with transient antenatal Bartter’s
syndrome and 11 women who had had idiopathic
polyhydramnios while pregnant with male fe-
tuses identified mutations that were specific to
each family in all affected males with transient
antenatal Bartter’s syndrome (F2 through F7)
{Fig. 2A) and to two families with idiopathic
polyhydramnios (F8 and F9). In total, seven
truncating mutations (two nonsense, two frame-
shift, and three splice-site mutations) and two
nontruncating mutations (one missense and one
in-frame deletion) were identified (Fig. 2B, and
Tables 81 and 82 in the Supplementary Appen-
dix), none of which was present in 110 persons
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of European descent without a family history of
polyhydramnios or in public databases (1000
Genomes [http:/{1000genomes.org] and ExAC
[http:/iexac.broadinstitute.org]).

TRANSIENT ANTENATAL BARTTER'S SYNDROME
Polyhydramnios was recognized early during
pregnancy, at 19 to 20 weeks of gestation (Ta-
ble 1; for individual data, see Table S1 in the
Supplementary Appendix), and was deemed to be
severe (amniotic fluid index, »35 cm) (Fig. 1C).?
All the infants were born preterm, seven of them
extremely preterm (at <28 weeks).”” The onset
of polyhydramnios and labor occurred several
weeks eatlier than in known types of Bartter’s
syndrome. Two fetuses died in utero withour a
recognizable cause on autopsy, and one infant
died from extreme prematurity.

In the preterm babies, polyuria lasted from
3 days to 6 weeks and ended at 30 to 33 weeks
of gestational age. Hypercalciuria was initially
present, but it normalized in parallel with the
resolution of renal salt and water losses. Neph-
rocalcinosis was noted in six patients and per-
sisted in four patients. In the neonatal period,
hyponatremia, hypokalemia, and elevated levels
of renin and aldosterone were noted; these sub-
sequently resolved or normalized. Five patients
were treated with indomethacin for up to 9 years.

IDIOPATHIC POLYHYDRAMNIOS AND MAGED2
MUTATIONS

Because the first son of Family F3 presented
with polyhydramnios only,® we studied a series
of 11 women who had idiopathic polyhydram-
nios while pregnant with male fetuses and
found MAGED? mutations in two additional
families (F8 and F9) (Fig. 2A). We identified a
missense mutation in one fetus (F8.11-1), who
died at 22 weeks of gestation, and a hetero-
zygous intronic mutation in the mother of a
second family. The boy in the second family
(F9.11-1), whe was born after 29 weeks of gesta-
tion, survived without transient antenatal Bart-
ter’s syndrome. Aberrant splicing was shown in
vitro; this splicing led to the generation of a
premature stop codon (Fig. $1 in the Supplemen-
tary Appendix).

EXPRESSION OF MAGE-D2 IN HUMAN KIDNEY
We observed prominent tubular expression of
MAGE-D2 in the human fetal renal cortex (Fig.
§2 in the Supplementary Appendix). In both fetal
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Figure 2. Genetic Characteristics of Patients with Transient Antenatal Bartter’s Syndrome and Idiopathic Polyhydramnios
with Mutations in MAGED?2.
Panel A shows the pedigrees of six additional families with transient antenatal Bartter's syndrome (F2 through F7)
and of two families with idiopathic polyhydramnios that occurred during pregnancies with male fetuses (F& and F9);
MAGFED? mutations were found in all affected males. The abbreviation nd denotes no data. Panel B shows the seven
truncating mutations and two nontruncating mutations that were identified in MAGEDZ; mutations are shown at
the nucleotide level and protein level for each family. The splice-site mutation in Family F3 has not been confirmed
in vitro.

and adule kidney, MAGE-D2—positive tubules also
bound antt-uromodulin (UMOD) antibedy, which
supported the conclusion that MAGE-D2 is ex-
pressed in the thick ascending limb of the loop
of Henle (Fig. 83 in the Supplementary Appen-
dix). We also found that MAGE-D2 is expressed
in tubules outside the thick ascending limb of
the loop of Henle in both fetal and adult kidney.

EXPRESSION OF NKCC2 AND NCC IN FETAL KIDNEY
Because of the phenotypic overlap between tran-
sient Bartter’s syndrome and antenatal Bartter’s
syndrome caused by NKCC2 defects, we ana-
lyzed expression of NKCC2 in fetal kidney from
Patient F1.IT-1 and from control kidneys (21 and
23 weeks of gestation). In fetal controls, NKCC2
localized predominantly at the apical membrane

N ENGL) MED 374519 N

of tubular epithelial cells (Fig. 3A). In contrast,
NKCC2 expression was reduced and virtually
absent from the apical cell membrane in Patient
F1.II-1. Instead, NKCC2 staining was predomi-
nantly cytoplasmic and colocalized with a marker
of the endoplasmic reticulum.

Recause impaired NKCC2 expression cannot
fully account for the severity of transient Bart-
ter’s syndrome, we also analyzed the expression
of the sodium chloride cotransporter NCC, a
crucial component of salt reabsorption in the
distal convoluted tubule that was previously
shown to be compensatorily up-regulated in a
mouse model of antenatal Bartter’s syndrome.*
Like NKCC2, NCC was absent from the apical
membrane in the patient’s kidney tubules
{Fig. 3B). Instead, intracellular retention of NCC
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Table 1. Clinical and Postnatal Biochemical Characteristics of Patients with MAGED2 Mutations.*

Characteristic

Clinical data

Onset of polyhydramnios — wk of gestation
Amniotic fluid index — cm

Gestational age at delivery — wk

Duration of polyuria — wk
Nephrocalcinosis — no. of patients
Duration of mineral supplementation — mo
Duration of indormethacin treatment — yr
Blood data

Sodium — mmol/liter

Chloride — mrmol/liter

Potassium — mmol/liter

Bicarbonate — mmol/liter

Renin — ng/ml/hr

Aldosterone — ng/dl

Urine data

Maximal calcium:creatinine ratiof:

PGE; — ng/hrf1.73 ni

Normal Value Patients with Mutations
Median (Range) No. of Patients

19 (19-20) 10

<24 51 (36-98) 7

40 28 (22-34) 15

45 {0.5-6) 8

6 of 10

6 (1-36) 8

2 (1-9) 6

134-146 128 (123-133) 9

9/7-110 94 (84-100) 9

465 2.9 (2.3-3.3) 9

22-29 28 (24-28) o

4-23 69 (11-320) [

25-213 1735 (107-4260) 6

<0.3 5 (2.9-14.3) 8

4-27 85 (8.4-243) 5

% To convert the values for aldosterone to picomoles per liter, multiply by 27.74. To convert the values for renin to nano-
grams per liter-second, multiply by 0.2778. PGE; denotes prostaglandin E.

T The amniotic fluid index is a score indicating the amount of amniotic fluid measured on an ultrasonogram.

i The levels of calciurn and creatinine used to calculate the ratio were rmeasured in milligrars per deciliter.

was observed in the patient sample. Unlike the
expression of NKCC2 and NCC, UMOD expres-
sion was clearly discernible in the apical mem-
brane in the sample from the patient (Fig. 3C).

EFFECT OF MAGE-D2 ON NKCC2, NCC, AND UMOD
On the basis of the intracellular retention of
NKCC2, we hypothesized that a loss of MAGE-D2
may cause retention of NKCC2 and its degrada-
tion in the endoplasmic reticulum, resulting in
diminished total and cell-surface expression. We
therefore analyzed the effects of MAGE-D2 on the
stability and biosynthetic processing of NKCC2,
using a cycloheximide decay assay in HEK293T
cells transiently expressing NKCC2. In cells trans-
fected with MAGE-D2 small interfering RNA
(Fig. 4A), we observed a faster rate of decay of
the immature NKCC2 protein, which was as-
sociated with significantly lower levels of ma-
ture NKCC2 protein. To confirm the specificity
of these findings, we investigated the effects of
MAGE-D2 overexpression, which increased the

N ENGL J MED 374,19

halflife of immature NKCC2 (Fig. 4B) and accel-
erated its maturation, resulting in higher levels
of the mature and hence membrane-expressed
NKCC22* These results were confirmed by the
increase in cell-surface expression and activity of
NKCC2 when it was coexpressed with MAGE-D2
(Fig. 4C and 4D). MAGE-D2 overexpression en-
hanced the expression of total and cell-surface
NCC but did not affect the expression of UMOD,
a finding consistent with the immunochistochem-
ical findings (Fig. S4A and S4B in the Supplemen-
tary Appendix).

INTERACTOME OF MAGE-D2
To determine the mechanism by which MAGE-D?2
regulates renal salt reabsorption, we analyzed
the MAGE-D2 interactome and compared the
interactors of wild-type versus mutant MAGE-D2
(p-R4406C). Gs-alpha (also called GNAS) and
Hsp40 (also called DNAJB1) interacted with wild-
type MAGE-D2 but not with mutant MAGE-D2
(Fig. S5A and S5B in the Supplementary Appen-
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dix). The interaction of MAGE-D2 with Gs-alpha
was further confirmed in HEK293T cells with
the use of endogenous MAGE-D? immunopre-
cipitated with two different polyclonal antibod-
ies with nonoverlapping epitopes (Fig. S5C and
S50 in the Supplementary Appendix).

DISCUSSION

We examined an X-linked disease entity charac-
terized by acute, early-onset, severe polyhydram-
nios; prematurity; perinatal mortality; and tran-
sient renal salt-wasting. We identified mutations
in MAGED? in nine families, including those
originally described in the 1990s.* In develop-
ing and adult kidneys, we found expression of
MAGE-D2? in the thick ascending limb of the
loop of Henle and distal tubules. In a fetus with
transient antenatal Bartter’s syndrome, we found
reduced expression of the two critical sodium
chloride cotransporters NKCC2 and NCC (which
are expressed in the thick ascending limb of the
loop of Henle and distal convoluted tubules),
which explains the massive salt loss. We observed
that, in a cultured renal-cell line, MAGE-D2 pro-
motes NKCC2 and NCC expression and activity
and that MAGE-D2 interacts specifically with
Hsp40 and Gs-alpha. MAGE-D2 may thereby
control the maturation of membrane proteins in
the endoplasmic reticulum and enhance apical
expression and activity of sodium chloride co-
transporters.

Our results indicate that MAGE-D2 is critical
for the maintenance of normal pregnancy. The
fetal genotype is both necessary and sufficient
for the full obstetrical and perinatal phenotype,
as evidenced by Family B6, in which a de novo
mutation in MAGED? was found in the fetus.
Antenatal Bartter's syndrome with sensorineural
deafness caused by mutations in BSND was
hitherto considered to be the form of antenatal
Bartter's syndrome with the most severe initial
presentation.’®?* However, the severe conse-
quences of fetal MAGE-D2 loss are illustrated by
the fact that the onset of severe polyhydramnios
was earlier in fetuses with MAGE-I)2 loss than
in fetuses with BSND' mutations {median, 19 vs.
22 weeks of gestation), as was the age at delivery
{median, 28 vs. 32 weeks of gestation). The se-
verity of the polyhydramnios caused by mutated
MAGED?Z is further illustrated by a comparison of
the amniotic fluid index in patients with “idio-
pathic” polyhydramnios who had MAGED? muta-
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Figure 3. Altered Expression of NKCC2 and NCC in Fetal Renal Tissue from
a Patient with Transient Antenatal Bartter’s Syndrome.

Panel A shows the localization of NKCC2 predominantly at the apical mem-
brane of tubular epithelial cells in fetal controls, whereas in Patient F1.11-1,
NICCC2 expression was lower and virtually absent from the apical cell mem-
brane. In the patient, NIKCC2 staining was predominantly cytoplasmic and
colocalized with a marker of the endoplasmic reticulurm (ER). Parel B shows
the localization of NCC, which was absent from the apical membrane in the
patient’s kidney tubules, in contrast to the control; in the patient, intracel-
lular retention of NCC was observed. Panel C shows the expression of uro-
modulin (UMOD}) immunoreactive protein, which was clearly disce mible in
the apical membrane in the sample from the patient.
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Figure 4 (facing page). Promotion of NKCC2 Biosynthesis,
Cell-Surface Exprassion, and Activity by MAGE-D2.

To assess the stability and maturation of NKCC2, 12 to
14 hours after transfection of the cotransporter, cyclo-
heximide was added to block protein synthesis; at vari-
ous times after the addition of cycloheximide, NKCC2
levels were monitored by means of Western blotting.
In cells transfected with MAGE-D2 small interfering
RNA (siRNA), the immature NKCC2 protein had a high-
er rate of decay, which was associated with a significant-
ly decreased maturation of NKCC2 protein (Panel A).
MAGE-D2 overexpression was found to increase the
half-life of immature NKCC2 (Panel B) and accelerate
its maturation, resulting in increased levels of the ma-
ture and therefore membrane-expressed NKCC2. I bars
represent the mean +SE. Asterisks indicate significant
differences (P<0.05). These results were confirmed by
the increase in cell-surface expression and activity of
NKCC2 when coexpressed with MAGE-D2 (Panels C and
D). The bars and T bars in Panel D represent the mean
+SF rates of cell pH recovery from the ammonium-
induced alkaline load.

tions with those who did not have such muta-
tions (Fig. 1C). The absence of pelyuria in F3.I1-1
and FQ.II-1 raises the question of whether previ-
ously reported cases of acute recurrent polyhy-
dramnios might also be attributed to MAGED2
mutations.”*

Apart from our previous study showing that
MAGE-D2 is prominently expressed in the devel-
oping mouse and human Kkidney,” studies of
MAGE-D2 have been conducted primarily in the
context of proliferation and tumor biclogy.>* In
contrast to several MAGEs that have been shown
to promote ubiquitylation by activating RING
ligases, little is known about the precise function
of MAGE-D2.” We therefore sought to identify
its binding partners and showed that MAGE-D2
interacts with Hsp40 and Gs-alpha.

Hsp40 is a cytoplasmic chaperone that inter-
acts with NCC (and NKCC2 [unpublished obser-
vations]) and regulates its biogenesis in the
endoplasmic reticulum.”® Our observation that
MAGE-D2 promotes NCC and NKCC2 biogenesis
in a heterologous expression system that induces
endoplasmic reticulum—associated degradation”
is consistent with Hsp40 being a binding part-
ner of MAGE-D2.

Gs-alpha is activated by G protein—coupled
receptors and promotes the generation of cyclic
AMP (cAMP) by activating adenylate cyclases.
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Our finding that MAGE-D2 promotes both total
and cell-surface expression of NKCC2 and NCC
is compatible with its binding to Gs-alpha. First,
heterozygous loss of GNAS, which encodes Gs-
alpha, reduces the expression of NKCC2 total
protein.® Second, cAMP is a key regulator of
cell-surface expression of NKCC2 and also en-
hances the activity of NCC.**

An intriguing aspect is the transient character
of the renal phenotype, which is characterized
by the spontanecus resclution of polyuria, a de-
crease in the concentrations of renin and aldo-
sterone, and a decrease in urinary prostaglandin
E, levels. Five patients in our study were given
long-term treatment with NSAIDs and supple-
mental minerals in spite of their clinical and
biochemical recovery; genetic diagnosis facili-
tated by our findings may help patients avoid
such long-term treatment and may lead to better
clinical management.

We do not have an explanation for the tran-
sient nature of the phenotype and can only
speculate about the mechanisms involved. First,
we hypothesize that increases in the sensitivity
of adenylate cyclase activity to vasopressin, which
has been described during renal development in
several species,™>* permit expression of NKCC2
and NCC independent of MAGE-D2 beyond a
certain stage of renal development. In addition,
or alternatively, higher levels of oxygenation in
the kidney during gestation may promote syn-
thesis of NKC(C2 and NCC: antenatally, the renal
blood supply is just one fifth of postnatal values,
which results in a remarkable degree of tissue
hypoxia, especially in the medulla, where NKCC2
is expressed.”* Both tissue hypoxia and heter-
ologous expression of membrane proteins (i.e.,
NKCC2 in HEK293T cells) induce endoplasmic
reticulum—associated protein degradation.®

We speculate that MAGE-D2 binding to the
cytoplasmic chaperone Hsp40 protects NKCGC2
and NCC from endoplasmic reticulum—associated
degradation mediated by Hsp40. This could ex-
plain the (constitutive) requirement of MAGE-D2
for proper expression of NCC and NKCC2 in our
cell system, in contrast to the oxygen-dependent
— and, hence, time-dependent — function of
MAGE-D2 during gestation.

We have shown that loss-offunction muta-
tions in MAGED? caused a previously unrecognized
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distinct phenotype of transient renal salt-wasting,
which promoted early and severe polyhydramnios
and therefore prematurity in association with
substantial perinatal mortality. Our data indicate
that MAGE-D2 has a role in positively regulating
the expression of membrane proteins, which
points to new avenues for restoring the traffick-

ance of unnecessary diagnostic measures in preg-
nant women and of potentially harmful treat-

ment of preterm babies.
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ing of defective membrane proteins in human
diseases. We speculate that the identification of
loss-of-function mutations in MAGED2 in the
mothers of male fetuses with acute, early, and
severe polyhydramnios may result in the avoid-
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Methods

Genetic analysis

Whole exome sequencing was performed using NimbleGen SeqCapEZ Human Exome
Library v2.0 (Roche NimbleGen, Inc.) followed by next generation sequencing on an
Illumina HighSeq™ sequencing platform as described:' Filtering and variant calling was
performed using the Cologne Center for Genomics® VARBANK database and analysis
tool (https://varbank.ccg.uni-koeln.de).

Minigene Assay/pSPL3 splicing assay: In vitro analysis of the potential splice-site
mutation ¢.847+9)C>G was performed using the pSPL3 splicing assay. Fragments of the
human MAGED2 gene containing exon 5, flanked by MAGED2 upstream and
downstream intronic sequences, were cloned into the splicing vector pSPL3 generating
the plasmids pSPL3-MAGED2-Exon5-WT and the mutant pSPL3-AMAGEDZ-c.847(-
NC>G-ExonS. Accordingly, ir vitro analysis of the potential splice-site mutation
c.1484C>G was performed by cloning fragments of the human MAGED2 gene
containing exon 12 flanked by MAGED?2 upstream and downstream sequences into the
splicing vector pSPL3 generating the plasmid pSPL3-MAGED2-Exonl2-WT. The
¢.1336C>G mutation was introduced by site-directed mutagenesis generating the plasmid
pSPL3-MAGED2-Exonl2-1484C>G. All plasmids were sequenced to confirm the
distinct mutation and absence of off-target mutations in the constructs. Plasmids were
transfected into HEK293T cells and mRNA was reverse transcribed.

Databases: The following sources were used to obtain genetic information: National

Center for Biotechnology Information (NCRBI; http://ncbi.nlm.nih.gov/), UCSC Genome
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Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu)), 1000 Genomes (http://1000genomes.org/) and

Broad Institute (http://exac.broadinstitute.org). Missense variants were subjected to in

silico analysis using the following tools: PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2,

http://eenetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT (http://sift.jcvi.org)), Alamut software

(http://www.interactive-biosoftware. com/doc/alamut-visual/whats new/v2.6.html).

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed as described previously.> Human fetal samples
were derived from autopsy of patient F1.1I-1 and control samples after medical abortions
at 18, 21 and 23 weeks of gestation. Adult kidney tissue was obtained after tumor

nephrectomy.

Antibodies

Use of all antibodies for immunohistochemistry on paraffin-embedded tissue: Abcam,
Cambridge UK (BIP ab21685, UMOD abl11221, XBP1 ab37152), EMD millipore,
Temecula, CA (NCC: AB 3553, NKCC2: AB3562P) and Santa Cruz, Heidelberg,
Germany (Calnexin: sc-80645) has been described.>” Monoclonal anti-Calnexin
antibodies were used as ER-markers in double-immunofluorescence studies with
polyclonal anti-NKCC2- and NCC antibodies. Polyclonal anti-BIP (ER-marker)
antibodies were used in combination with monoclonal anti UMOD antibodies. The
specificity of the anti MAGE-D2 antibodies (Atlas, Stockholm, SE, HPA031572) has

been analyzed by comparing the staining of control and knockout tissue (see
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Supplementary figure 2). Immunofluorescence images were obtained using a LL.SM3510
microscope (Carl Zeiss).

Western-Blotting: A rabbit anti-mouse-MAGE-D2 antibody was raised by immunization
with the peptide QVQENQDTRPKVKAK corresponding to the amino acids 161-175 of
the mouse Maged2 protein. Specificity was shown by absence of a band at 58 kd in
MAGE-D2 knockout cells. Monoclonal anti-Mye, anti-Flag, and anti-Pactin antibodies
were from Invitrogen (Cergy Pontoise, France) and Sigma (Saint (Quentin-Fallavier,

France), respectively.

Knockdowr/over-expression of MAGE-D2 in HEK293 cells

We knocked down the endogenous expression of MAGE-D2 in human embryonic kidney
(HEK293) cells wusing a mixture of MAGE-D2-specific siRNA’s (1:
GGACGAAGCUGAUAUCGGA, 2: GCUAAAGACCAGACGAAGA, 3
AGGCGAUGGAAGCGGAUUU, 4 GAAAAGGACAGUAGCUCGA.) or scrambled
control siRNA (UGGUUUACAUGUCGACUAA, GE Darmachon, France). Cells were
then transfected with a plasmid containing Myc-tagged NKCC2. To analyze the stability
and maturation of NKCC2, cycloheximide (20 pg/ml) was added to the culture medium
at 12to 14 h post—t1r:;1nsfecti0n.8 To investigate the effects of MAGE-D2 over-expression,
cells were transfected with genes encoding the cation-chloride cotransporters NKCC2,
NCC or the biochemically distinct membrane protein UMOD with or without a MAGE-
D2-encoding plasmid. To determine the presence of NKCC2, NCC and UMOD at the
plasma membrane their cell surface biotinylation and the activity of transiently expressed

NKCC2 were analyzed in HEK293 cells.” "
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Quantification of NKCC?2 biosynthesis

To analyze the stability of immature NKCC2, its density at given time points of the chase
was normalized to its density at time O by means of the NIH-Image program. To quantify
NKCC2 maturation, the density of mature NKCC2 at each time point was compared to
immature NKCC?2 at time . Results are expressed as mean + S.E. Differences between
means were evaluated using paired or unpaired t-test or analysis of variance as

appropriate. p < 0.05 was considered statistically significant.

Interactome analysis

Prior analyzing the MAGED-2 interactome we selected the most appropriate
nontruncating mutation for subsequent protein interaction studies. As predicted, a
minigene splice assay revealed that ¢.1484C>G activates a cryptic splice donor site
within exon 12, leading to aberrantly spliced mRNA (p.A495Dfs*39), whereas splicing
was not affected by ¢.1336C>T (p.R46C). The latter mutant was therefore selected for
comparison to wildtype MAGE-D2. HEK293T protein lysates were then generated and
endogenous MAGE-D2 was immunoprecipitated using two different MAGE-D2
antibodies (Atlas, Stockholm, SE, HPA031572, HPAQ31573) as previously described. u
To compare the interactome of wildtype MAGE-D2 and the p.R446C-mutant MAGE-D2,
we tagged both wildtype and mutant AMAGED2 ¢cDNAs such that the N-termini of the
proteins would carry the FLAG epitope, transfected the eDNAs into HEK293T cells, and

then purified recombinant protein by immunoprecipitation.
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LC-MS/MS: Quantitative label-free interactomic analysis was performed in triplicates
according to a protocol previously described. * Briefly, peptides were cleaned-up using
C18 stage-tips as previously described and loaded on a nLC-MS/MS system which was
coupled to a Q Exactive Plus tandem mass spectrometer (Thermo scientific).” Separation
was performed using an in-house packed 50 em column with 1.7 ym C18 beads (Dr
Maisch GmbH) in a column oven. A binary buffer system was utilized (solution A: 0.1%
formic acid, and solution B: 80% acetonitrile, 0.1% formic acid and a linear gradient
from 7-38% B in 60 min). MS1 spectra were acquired (AGC target of 1E6). Resolution
was 70,000 within a mass range of 200-1200 m/z. Topl0 peaks were fragmented by
Higher-energy collisional dissociation (HCD). Resolution for MS/MS spectra was set to

35,000 at 200m/z. The raw data of this study, including search results, is available via

ProteomeXchange/PRIDE, Project accession: PXD003279, Username:
reviewer60194(@ebi.ac.uk, Password: 72egNIPW, Password will be removed upon
acceptance of the manuscript."!

Bioinformatic analysis: For analysis of RAW files, Maxquant v 1.5.1 was used with
default settings and the human reference uniprot database (May 2014, including common
contaminants) as a database. Identifications were filtered to a protein and peptide FDR of
0.01. Match between run option was enabled. The MaxQuant label-free quantification
algorithm was enabled for all samples.” Perseus (v. 1.5.2.4) was used for further analysis,
including removal of reverse and contaminant protein identifications as previously

described.'* ' Missing values were imputed, if at least 3 valid LFQ values were present
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in at least one experimental group. To correct p-values for multiple testing, an approach

similar to SAM was utilized (sO=1, and the maximum allowed FDR was <0.05).
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Supplemental figure 1: Tn vitro characterization of the putative splicesite mutations in

MAGED?2 in families F9 and F4.

Panel A shows the results of the Minigene splicing assay with a size shift of the ¢.847(-
NC>G MAGED2 PCR amplicon compared to wild type cDNA on agarose gel. Panel B
depicts a schematic representation of the splicing assay: the fragments of the human
MAGED?2 gene containing exon 5 flanked by intronic upstream and downstream
sequences were cloned into the splicing vector pSPL3 generating the plasmids pSPL3-
MAGED2-Exon5-WT and pSPL3-AAGEDZ2-Exon5-847(-9C>G.  After transfection,

mRNA was extracted from HEK293T cells and reverse transcribed cDNA was amplified



using specific flanking primers. As predicted, the C>G substitution at position -9 crippled
the wild type acceptor splice site by activating an aberrant new acceptor site which leads
to the inclusion of 8 bp from intron 4 and subsequent generation of a premature stop
codon (p.A283Sfs*8).

Panel C shows the results of the Minigene splicing assay with a size shift of the
¢.1484C>G MAGED2 PCR amplicon compared to wild type cDNA on agarose gel. Panel
D depicts a schematic representation of the splicing assay: the fragments of the human
MAGED?2 gene containing exons 12 and 13 flanked by intronic upstream and downstream
sequences were cloned into the splicing vector pSPL3 generating the plasmids pSPL3-
MAGED2-Exonl12-WT and pSPL3-MAGED2-Exon12-1484C>G. After transfection,
mRNA was extracted from HEK293T cells and reverse transcribed cDNA was amplified
using specific flanking primers. As predicted, the C>G substitution at position ¢.1484
generated a new donor splice-site which leads to alternative splicing inducing a

frameshift and premature protein truncation (p. A495Dfs*39).
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Control Patient 1.1

MAGE-D2

Supplemental figure 2: Cortical expression of MAGE-D2 in fetal human kidney.

Widespread tubular expression is seen swrrouding a glomerulum (“G”™). Unspecific
staining of erythrocytes (white arrows) are noted both in the control and the kidney from

patient F1.I1-1. Note complete absence of specific staiming in F1.11-1.
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MAGE-D2 Ur1oD IMerge

Adult

Supplemental figure 3: Expression of MAGE-D2 in fetal and adult human kidney.

Panel A: In fetal kidney (18wGA), MAGE-D2 {green) 1s expressed in tubules (tubule “a”
is demarcated by white dashed lines), which can partly (tubule “b”) be identified as thick
ascending limbs of the loop of Henle by coexpression of UMOD (red). There is also
abundant interstitial staining (") localizing to capillaries and interstitial cells. Likewise,
MAGE-D2 is observed in both TALH and UMOD-negative nephron segments in adult

human kidney.
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Supplemental figure 4: Total and surface NCC are specifically upregulated by MAGE-

D2.
HEK295T cells were transfected with NCC (A) or UMOD (B), in the absence or
presence of MAGE-D2 as indicated. Surface biotinylated proteins were recovered from

» 10 Similar to

cell extracts by precipitation with neutravidin-agarose as described earlier
NKCC2 (Fig. 4C), MAGE-D2 overexpression increased total and surface NCC protein
expression by 46% (p < 001, n=5) and 104% (p < 0.02, n=5). In contrast to NKCC2 and

NCC, MAGE-D2 had no significant effect on UMOD expression (n= 7).
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Supplemental figure 5 A and B: The cytoplasmic chaperone Hsp40 and Gs-alpha interact

with wildtype but not with mutant MAGE-D2 p.R446C

Panel A: Heatmap demonstrating replicate proteomic analyses of FL AG-tagged MAGE-
D2 wildtype (WT) and mutant protein (p.R446C) pulldowns. NAP1L1, NAP1L4, GNAS
(Gs-alpha) and DNAJB1 (Hsp40) were first identified as interactors by statistically
significant changes in binding to WT, or empty vector (control) by means of label-free
quantification (LFQ) intensities. Whereas NAP1L1 and NAP1L4 bound to both, WT or
mutant MAGE-D2, the latter did not interact with GNAS (Gs-alpha) and DNAJB1
(Hsp40). Coverage denotes the total percentage of individual protein sequences covered
by identified and quantified peptides. Panel B: Quantitative proteomic analysis of the
MAGE-D2 interactome. Logarithmized ratio of quantitative imnmnoprecipitation (IP)
analysis of FLAG-tagged WT protein (F.MAGE-D2 WT IP vs. control IP) 1s plotted
against the ratio from the FLAG-tagged mutant protein (F.MAGE-D2 p.R446C IP vs.
control IP). Labeled proteins were determined as interactors after correction for multiple
testing (FDR = 0.05; s0 = 1). Non-binding proteins have a ratio close to 1:1 and are

located close to the dashed 0-lines. Density of data points is coded in grey scale. The
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interactors GNAS and DNAJB1 were only significant in MAGE-D2 W'T IP, but not
MAGE-D2 p.R446C IP. Relative enrichment for GNAS in the WT immunoprecipitation
is 17.6 fold as compared to p.R446C protein (p < 0.001, FDR < 0.035), whereas

enrichment for DNAJBI1 is 62.2 fold as compared to R446C (p < 0.001, FDR < 0.05).

97



15

endogenous IP, antibody 1 endogenous IP, antibody 2
«© NAP1L1 . o«
5 MAGED2 NAP1L1
© o .
> =
2 S
= GNAS av
T NAP1L4 S NAS
! . MAGED2
- L4 -
< o
6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 -4 -2 0 2 4 [ 8
log2(IP EMAGED?2 IP/control IP) log2(IP FMAGED2 IP/control IP)

Supplemental figure 5 C and D: Proteomic analysis of the endogenous MAGE-D2

interactome in HEK293T cells.

Volcano plot of endogenous MAGE-D2 pulldowns using two different anti-MAGE-D2
antibodies as indicated in the methods. Logarithmized LFQ ratios of triplicate analyses
are plotted against the negative logarithmic P value of a Student's #test. The proteins on
the right side of the curved line were determined as interactors. This line was drawn to
correct for multiple testing [false discovery rate (FDR) = 0.05; sO = 1]. Interactors

confirmed from the first study (Fig. S5 A and B) are indicated by their Gene symbol.
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Troisieme partie :
Role des protéines de choc thermique
(HSP) dans la dégradation et la
maturation de NKCC2
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Conclusions et perspectives
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Dans ce travail, nous avons participé a approfondir les connaissances sur la régulation
du trafic intracellulaire de la protéine NKCC2 depuis sa biosynthése. Nous avons démontré
gu’a I’'image de toutes les protéines membranaires, la maturation des protéines NKCC2
nouvellement synthétisées au niveau du RE est I’étape critique pour I’expression membranaire
du co-transporteur. En effet, cette maturation implique un réseau protéique du contrdle qualité
selon lequel les formes improprement repliées de NKCC2 sont corrigées et stabilisées par des
chaperons spécifiques, et ceux qui persistent mal-repliées, sont dégradees par la voie de
dégradation associee au RE appelée ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated Degradation).
Nous avons identifié par le systeme 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 HSPALA augmente la stabilité de la forme
immature de NKCC2 augmentant aussi sa maturation. En revanche, sous les mémes conditions
de stress, la co-expression de STCH, membre de la méme 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 maniére différentielle I’expression de NKCC2 en
fonction de I’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 premiére fois que la mutation du gene
codant pour la protéine MAGED?2, partenaire de DNAJBL, entraine un syndrome de Bartter
sévere et transitoire en diminuant I’expression membranaire de NKCC2 et NCC. Une meilleure
compréhension du mécanisme de contrdle qualité de NKCC2 via I’identification de composants
specifiques modulant la régulation de NKCC2 pourrait a long terme aboutir a des nouveaux

outils therapeutiques dans le traitement du syndrome de Bartter de type I.

A I’image de nombreuses autres maladies rénales héréditaires, le syndrome de Bartter
de type | serait secondaire a des défauts de trafic intracellulaire des protéines NKCC2 exprimant
des mutations dans les sites régulateurs. Une stratégie thérapeutique facilitant le trafic
intracellulaire et I’adressage membranaire des protéines mutées pourrait donc permettre le
traitement pharmacologique de cette tubulopathie (6, 205). Cette hypothese est renforcée par la
capacité d’un chaperon chimique (Lumacaftor, Orkambi), approuvé pour I’utilisation clinique
par I’agence américaine des produits alimentaires et medicamenteux (FDA), a traiter les sujets

porteurs de la mutation AF508 du CFTR, responsable de la majorité des cas de mucoviscidose,
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ce chaperon corrige I’expression membranaire de la protéine CFTR mutée (206). Cette stratégie
de restauration fonctionnelle des protéines mutées a été également étudiée pour plusieurs autres
maladies heréditaires comme le syndrome de déficience de transporteur de dopamine
(dopamine transporter deficiency syndrome, DTDS) et le diabete insipide néphrogénique. Dans
le cas du diabéte insipide néphrogénique lié au chromosome X, il a été montré que des
chaperons chimiques, comme le glycérol, le DMSO, la curcumine et I’ionomycine, peuvent
restaurer I’expression et la fonction du récepteur V2 muté de la vasopressine, responsable de la
maladie. Ainsi, le traitement des cellules par le bupropion et I’ibigaine a montré une capacité
de restauration d’expression fonctionnelle du transporteur de dopamine muté (A314V et
R445C) en augmentant sa maturation (207). A I'image de ces trois protéines
transmembranaires, nous étudierons I’effet de ces chaperons pharmacologiques et d’autres sur

I’expression et le trafic intracellulaire des mutants de NKCC2 retenus au niveau du RE.

En dehors de ces chaperons pharmacologiques, I’inhibition ou P’activation d’une
interaction spécifique entre NKCC2 et un de ces partenaire pourrait également fournir une
deuxieme approche thérapeutique pour les sujets atteints de syndrome de Bartter de type 1 (205,
208). Cette approche a été validée par des études effectuées sur quelques protéines
membranaires (209-211). Le meilleur exemple est celui de I’interaction entre le récepteur
AMPA (régule la majorité de la transmission synaptique rapide dans le systéme nerveux
central) et la protéine TARP-y8 (augmente I’expression membranaire du récepteur AMPA) qui
pourrait étre inhibé d’une maniére spécifique au niveau de I’hippocampe par le traitement avec
la molécule JNJ-55511118 (5-[2-chloro-6-(trifluoromethoxy)phenyl]-1,3-
dihydrobenzimidazol-2-one) (209). A ce sujet, il est donc important dans la suite de ce travail
d’identifier les protéines impliquées dans la régulation de I’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 MAN1ALl (1,2-
alpha-mannosidase 1A), ces deux protéines interagissent avec la forme immature de NKCC2,
pour étudier leur effet sur I’expression de NKCC2. La surexpression de la protéines AUP1, un
partenaire d’OS-9 (212), entraine une diminution de I’expression de NKCC2, un effet associé
a I’augmentation de la poly-ubiquitinylation du co-transporteur. Ainsi, la surexpression de la
protéine MAN1A1, une protéine connue par deux roéles; le premier est de favoriser la
maturation des protéines N-glycosylées par son activité catalytique et le deuxiéme est de
favoriser la dégradation du substrat par le systeme ERAD (213), entrainant une diminution de

I’expression de NKCC2. Il serait donc intéressant d’approfondir I’étude de I’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 I’utilisation des inhibiteurs spécifiques de protéasome et de
I’autophagie, et de confirmer I’ordre de leur interaction, s’il existe, en accomplissant des

expériences de knock-down suivies par des co-immunoprécipitations avec NKCC2.

A la lumiére des résultats obtenus avec MAGED?2 et les différentes HSPs, il est tentant
de spéculer que la présence de I’hypoxie chez le feetus pendant la grossesse entraine
I’expression de MAGED2 pour maintenir I’expression membranaire de NKCC2 et NCC. En
effet, I’hypoxie induit un stress de RE a I’image de la transfection transitoire des protéines
membranaires et dans ces conditions, la mutation ou I’invalidation de MAGED2 pourrait
entrainer une diminution de I’expression de DNAJBL1 entrainant ainsi la diminution de
I’abondance membranaire de NKCC2 et NCC. A ce sujet, nos expériences préliminaires ont
montré que MAGED?2 co-immunoprécipite NKCC2 et DNAJB1 et augmente I’expression de
DNAJBL en fonction de la quantité exprimée de MAGED?2. Il serait donc intéressant d’étudier
en détail I’interaction NKCC2/MGED2/DNAJB1, en particulier de déterminer I’ordre de
I’interaction de MAGED2 et DNAJB1 avec NKCC2, et de déterminer si I’interaction
NKCC2/MAGED?2 est directe ou indirecte en procédant a des expériences de knock-down

suivies par des co-immunoprécipitations avec le co-transporteur.
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