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Résumé 

Le cotransporteur Na+-K+-Cl– de type 2 (NKCC2) appartient à la famille des cotransporteurs cation-Cl– (CCC). Il 

existe en tant que trois variants d’épissage, appelés A, B et F, qui ne diffèrent entre eux que de 32 acides aminés 

et qui sont tous localisés sur la membrane apicale de l’anse ascendante de Henle (AAH) à l’état homodimérique. 

Ils sont cependant exprimés de façon différentielle : NKCC2F se retrouve à la partie initiale de l’AAH où il assure 

une réabsorption importante du NaCl pour le maintien du volume extracellulaire alors que NKCC2A et NKCC2B 

se retrouvent à la partie distale de l’AAH et dans la macula densa où ils assurent une réabsorption plus modeste 

du NaCl pour aider au maintien du volume extracellulaire et soutenir la rétroaction tubuloglomérulaire. Comme 

« A » et « B » se retrouvent dans des types cellulaires communs, nous nous sommes demandé : 1) s’ils 

pouvaient former des hétérodimères AB dont les caractéristiques de transport ionique différaient de AA et BB et 

2) si les quantités relatives de AA, AB et BB pouvaient être régulés pour permettre à l’AAH distale et à la macula 

densa d’opérer adéquatement à l’intérieur d’un éventail de concentrations ioniques plus large. L’objectif de 

recherche a donc été de générer des constructions d’ADNc où deux variants sont connectés entre eux par un 

« linker » inerte pour forcer la formation de dimères AA, AB ou BB, d’exprimer le produit de ces constructions 

dans des ovocytes de Xenopus laevis et d’en caractériser la cinétique de transport. Nous avons trouvé que des 

hétérodimères déployaient des caractéristiques fonctionnelles uniques (différentes par rapport à AA ou BB). Les 

vitesses maximales de transport atteintes par l’hétérodimère AB étaient beaucoup plus élevées que les 

homodimères AA et BB. Nos données suggèrent ainsi que les sous-unités assemblées coopèrent entre elles 

durant le processus de transport. Nos données ouvrent aussi la voie sur la possibilité que la quantité 

d’hétérodimères formés puisse être régulée de manière à permettre un spectre de réponses en fonction des 

besoins à combler.   
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Abstract 

The Na+-K+-Cl- cotransporter type 2 (NKCC2) belongs to the cation-Cl- cotransporter (CCC) family. It exists as 

three splice variants called A, B and F that differ among each other by 32 residues and that are all localized on 

the apical membrane of the thick ascending loop of Henle (TALH) as homodimers. However, they are 

differentially distributed along this nephron segment: NKCC2F is localized in the initial part of the TALH where it 

ensures substantial NaCl reabsorption to maintain the extracellular fluid volume and NKCC2A and NKCC2B are 

localized in the distal part of the TALH where it ensure more modest NaCl reabsorption to help in the 

maintenance of the extracellular fluid volume and support the tubuloglomerular feedback. As “A” and “B” are 

localized in the same cellular types, we asked ourselves: 1) whether they could form AB heterodimers with 

transport characteristics that differ from AA and BB and 2) whether the relative quantities of AA, AB and BB 

formed could be regulated to allow the distal TALH and macula densa to operate adequately within a wider 

range of ionic concentrations. My research objective was thus to generate cDNA constructs in which the A and/or 

B variants are connected to each other by an inert "linker" to force the formation of AA, AB or BB by proximity, 

to express the product of these cDNA constructs in Xenopus laevis oocytes and to characterize the transport 

kinetics of the NKCC2 produced. We found that AB heterodimers exhibited unique functional characteristics 

(relative to AA or BB). In particular, maximal transport rates were much higher for the AB heterodimers than for 

the AA and BB homodimers. Our data therefore suggest that the assembled subunits cooperate with each other 

during the transport cycle. Our data also pave the way towards the possibility that the quantity of AB 

heterodimers formed is regulated such that an array of responses are allowed as a function of the needs to be 

met.  

 

  



 

iv 

Table des matières 

Résumé ............................................................................................................................................................... ii 

Abstract ............................................................................................................................................................... iii 

Table des matières ............................................................................................................................................. iv 

Liste des figures .................................................................................................................................................. vi 

Liste des tableaux ............................................................................................................................................. viii 

Liste des abréviations ......................................................................................................................................... ix 

Remerciements ................................................................................................................................................... xi 

Introduction ......................................................................................................................................................... 1 

1. Le rein ........................................................................................................................................................ 1 

1.1. Anatomie et physiologie ...................................................................................................... 1 

1.2. Régulation du débit de filtration glomérulaire .................................................................... 2 

2. Le transport membranaire .......................................................................................................................... 3 

2.1. La membrane cellulaire ........................................................................................................ 3 

2.2. Les protéines membranaires de transport ........................................................................... 4 

2.3. La famille des solute carriers ................................................................................................ 5 

3. Les cotransporteurs cation-chlore .............................................................................................................. 5 

3.1. Les cotransporteurs NKCC .................................................................................................... 7 

3.1.1. NKCC1 ......................................................................................................................................... 8 

3.1.2. NKCC2 ....................................................................................................................................... 10 

3.1.2.1. Distribution ......................................................................................................................... 10 

3.1.2.2. Structure ............................................................................................................................. 10 

3.1.2.3. Variants d’épissage ............................................................................................................ 10 

3.1.2.4. Physiologie ......................................................................................................................... 11 

3.1.2.5. Rôles .................................................................................................................................. 12 

3.1.2.6. Régulation .......................................................................................................................... 13 

3.1.2.7. Physiopathologie ................................................................................................................ 13 

3.2. Le cotransporteur NCC ....................................................................................................... 14 

3.3. Les cotransporteurs KCC .................................................................................................... 15 

4. Le processus de dimérisation ................................................................................................................... 16 

4.1. Préambule .......................................................................................................................... 16 

4.2. Principes de base ................................................................................................................ 16 

4.3. Oligomérisation chez les CCC ............................................................................................. 17 

4.3.1. Démonstration et processus de la dimérisation chez les CCC .................................................. 17 

4.3.2. Hétérodimérisation chez les CCC .............................................................................................. 18 



 

v 

4.3.3. Rôle de la dimérisation chez les CCC ....................................................................................... 18 

4.3.4. Structure 3D ............................................................................................................................... 19 

5. Hypothèses et objectifs ............................................................................................................................ 20 

Chapitre 1. Matériels et méthodes .................................................................................................................... 21 

1. Vecteur Pol1 ............................................................................................................................................. 21 

2. Clonage des variants de NKCC2 .............................................................................................................. 21 

3. Design des constructions d’ADNc ............................................................................................................ 21 

3.1. Préparation du vecteur ...................................................................................................... 22 

3.2. Insertion de la séquence linker .......................................................................................... 22 

3.3. Préparation et ajout des gènes d’intérêt dans les sites d’insertion du vecteur ................ 24 

3.4. Vérification et validation de la séquence des constructions obtenues ............................. 25 

4. Expression dans les ovocytes de Xenopus laevis .................................................................................... 25 

4.1. Techniques de Western blot et de co-immunoprécipitations ............................................ 26 

4.2. Immunofluorescence ......................................................................................................... 27 

5. Études de transport .................................................................................................................................. 28 

6. Statistiques ............................................................................................................................................... 30 

Chapitre 2. Résultats ........................................................................................................................................ 31 

1. Western blot et co-immunoprécipitations.................................................................................................. 31 

1.1. Constructions simples ........................................................................................................ 31 

1.2. Constructions doubles ........................................................................................................ 31 

2. Immunofluorescence ................................................................................................................................ 36 

2.1. Constructions simples ........................................................................................................ 36 

2.2. Constructions doubles ........................................................................................................ 36 

3. Études de transport .................................................................................................................................. 43 

3.1. Constructions simples ........................................................................................................ 43 

3.2. Constructions doubles ........................................................................................................ 46 

Chapitre 3. Discussion ...................................................................................................................................... 51 

1. Expression de NKCC2 dans les ovocytes ................................................................................................ 51 

1.1. Constructions simples ........................................................................................................ 51 

1.2. Constructions doubles ........................................................................................................ 53 

2. Cinétiques de transport de NKCC2 .......................................................................................................... 54 

2.1. Constructions simples ........................................................................................................ 54 

2.2. Constructions doubles ........................................................................................................ 55 

3. Contextualisation des résultats ................................................................................................................. 55 

Conclusion ........................................................................................................................................................ 57 

Bibliographie ..................................................................................................................................................... 58 



 

vi 

Liste des figures 

 
Introduction 

Figure 1. Le néphron. ......................................................................................................................................... 2 

Figure 2. Perméabilité de la membrane ............................................................................................................. 4 

Figure 3. Le transport membranaire ................................................................................................................... 5 

Figure 4. Exemple de la structure hydropathique des membres de la famille des CCC. ................................... 6 

Figure 5. Phylogénie de la famille des CCC....................................................................................................... 7 

Figure 6. Les changements du volume cellulaire activent certains CCC pour le retour à un volume cellulaire 

normal ................................................................................................................................................................. 9 

Figure 7. Alignement d’une portion des séquences de NKCC2A, NKCC2B et NKCC2F de lapin. .................. 11 

 

 

Chapitre 1. Matériels et méthodes 

Figure 8. Constructions d’ADNc mettant en relation les variants A et B du cotransporteur NKCC2 selon toutes 

les combinaisons possibles dans le vecteur Pol1 ............................................................................................. 22 

Figure 9. Préparation du vecteur par l’ajout de sites de restriction uniques pour créer les sites d’insertion des 

variants du cotransporteur NKCC2 ................................................................................................................... 23 

Figure 10. Représentation de la séquence du linker reliant les deux sites d’insertion dans le vecteur Pol1 .... 24 

 

 

Chapitre 2. Résultats 

Figure 11. Western blot et co-immunoprécipitations entre les constructions simples myc-NKCC2A et NKCC2B-

flag et détection de la membrane par l’anticorps anti-myc ................................................................................ 33 

Figure 12. Western blot et co-immunoprécipitations entre les constructions simples myc-NKCC2A et NKCC2B-

flag et détection de la membrane par l’anticorps anti-flag. ................................................................................ 34 

Figure 13. Western blot des protéines AA, BB et AB et détection de la membrane par l’anticorps anti-myc ... 35 

Figure 14. Immunofluorescences de la construction simple myc-NKCC2A injectée seule dans les ovocytes . 37 

Figure 15. Immunofluorescences de la construction simple NKCC2B-flag injectée seule dans les ovocytes .. 38 

Figure 16. Immunofluorescences des constructions simples myc-NKCC2A et NKCC2B-flag coinjectées dans 

les mêmes ovocytes. ........................................................................................................................................ 39 

Figure 17. Immunofluorescences de l’homodimère AA .................................................................................... 40 

Figure 18. Immunofluorescences de l’homodimère BB .................................................................................... 41 

Figure 19. Immunofluorescences de l’hétérodimère AB .................................................................................. 42 

Figure 20. Effet du changement de la concentration extracellulaire de 85Rb+ après une préincubation en milieu 

isotonique (200 mOsm) sur les caractéristiques de transport des cotransporteurs myc-NKCC2A et NKCC2B-flag 

coinjectés sous la forme de constructions simples dans les ovocytes .............................................................. 44 

Figure 21. Effet du changement de la concentration extracellulaire de 85Rb+ après une préincubation en milieu 

hypertonique (285 mOsm) sur les caractéristiques de transport des cotransporteurs myc-NKCC2A et NKCC2B-

flag coinjectés sous la forme de constructions simples dans les ovocytes ....................................................... 45 



 

vii 

Figure 22. Effet du changement de la concentration extracellulaire de 85Rb+ après une préincubation en milieu 

isotonique (200 mOsm) sur les caractéristiques de transport des dimères AA, AB et BB du cotransporteur 

NKCC2 injectés sous la forme de constructions doubles dans les ovocytes  ................................................... 48 

Figure 23. Effet du changement de la concentration extracellulaire de 85Rb+ après une préincubation en milieu 

hypertonique (285 mOsm) sur les caractéristiques de transport des dimères AA, AB et BB du cotransporteur 

NKCC2 injectés sous la forme de constructions doubles dans les ovocytes. ................................................... 49 

Figure 24. Effet de l’ajout de furosémide dans le milieu d’incubation sur l’influx en 85Rb+ par les cotransporteurs 

NKCC2A et NKCC2B injectés sous la forme de constructions doubles dans les ovocytes. ............................. 50 

 

  



 

viii 

Liste des tableaux 

 

Introduction 

Tableau 1. Moyennes calculées des caractéristiques de la cinétique de transport des variants NKCC2B, 
NKCC2A et NKCC2F rapportées dans la littérature. ........................................................................................ 12 
 

 

Chapitre 1. Matériels et méthodes 

Tableau 2. Description des réactions de mutagenèses pour l’insertion de sites de restriction uniques dans le 
vecteur Pol1 ...................................................................................................................................................... 23 
Tableau 3. Description des réactions de mutagenèses d’insertion pour l’élongation du linker dans le vecteur 
Pol1 ................................................................................................................................................................... 24 
Tableau 4. Description des réactions de PCR pour l’insertion des gènes de NKCC2A et NKCC2B dans le 
premier site d’insertion du vecteur Pol1 par la technologie In Fusion ............................................................... 25 
Tableau 5. Séquence des oligonucléotides utilisés à des fins de la validation des constructions obtenues .... 25 
Tableau 6. Composantes du milieu Barth ........................................................................................................ 26 
Tableau 7. Composantes du milieu Miki .......................................................................................................... 27 
Tableau 8. Composantes des milieux de préincubation pour induire les changements de volume chez les 
ovocytes. ........................................................................................................................................................... 29 
Tableau 9. Composantes du milieu d’incubation avec rubidium ...................................................................... 29 
 

 

Chapitre 2. Résultats 

Tableau 10. Résultats des test de student (p-values) pour la comparaison des moyennes des Km(Rb+) et des 
Vmax(Rb+) des cotransporteurs NKCC2A et NKCC2B coinjectés sous la forme de constructions simples à la 
suite de préincubations en milieu isotonique et hypertonique. Les moyennes comparées proviennent de 3-5 
expériences. ..................................................................................................................................................... 43 
Tableau 11. Résultats des test de student (p-values) pour la comparaison des moyennes des Km(Rb+) et des 
Vmax(Rb+) des cotransporteurs NKCC2A et NKCC2B injectés sous la forme de constructions doubles à la suite 
de préincubations en milieu isotonique et hypertonique. Les moyennes comparées proviennent de 4-7 
expériences. ..................................................................................................................................................... 47 
  



 

ix 

Liste des abréviations 

Å Ångström 

AA Homodimère formé de NKCC2A et NKCC2A 

AAH Anse ascendante de Henle 

AB Hétérodimère formé de NKCC2A et NKCC2B 

ADH Hormone antidiurétique 

ADN Acide désoxyribonucléique 

ADNc Acide désoxyribonucléique complémentaire 

AMPc Adénosine monophosphate cyclique 

AMPK AMP-activated protein kinase 

ARN Acide ribonucléique 

ARNc Acide ribonucléique complémentaire 

ARNm Acide ribonucléique messager 

ATP Adénosine triphosphate 

BB Homodimère formé de NKCC2B et NKCC2B 

CCC Cotransporteur cation-chlore ou cation-chloride cotransporters 

CCC8 Cotransporteur cation-Cl- de type 8 

CCC9 Cotransporteur cation-Cl- de type 9 

C-terminal Carboxyle-terminal 

DFG Débit de filtration glomérulaire 

FRET Fluorescence resonance energy transfert 

GMPc Guanosine monophosphate cyclique 

h Heure 

HEK Human embryonic kidney 

HMSN/ACC Hereditary motor sensory neuropathy with agenesis of the corpus callosum 

HRP Horseradish peroxidase 

IgG Immunoglobuline G 

IP Immunoprécipitation 

KCC Cotransporteur K+-Cl- 

KCC1 Cotransporteur K+-Cl- de type 1 

KCC2 Cotransporteur K+-Cl- de type 2 

KCC3 Cotransporteur K+-Cl- de type 3 

KCC4 Cotransporteur K+-Cl- de type 4 

kDa Kilodaltons 

Km Constante de Michaelis-Menten  

NCC Cotransporteur Na+-Cl- 

NKCC Cotransporteur Na+-K+-Cl- 

NKCC1 Cotransporteur Na+-K+-Cl- de type 1 

NKCC2 Cotransporteur Na+-K+-Cl- de type 1 

N-terminal Amino-terminal 

o Ovocyte 

OCT Optimal cutting temperature 

OSR1 Oxidative stress-response kinase 1 



 

x 

Pb Paire de base 

PCR Polymerase chain reaction 

PHAII Pseudohypoaldostéronisme de type II 

PKA Protéine kinase A 

PNF Pression nette de filtration 

PTH Hormone parathyroïdienne 

PVFD Polyvinylidene difluoride 

RVD Regulatory volume decrease 

RVI Regulatory volume increase 

S.E. Standard error 

SLC Solute carrier 

SPAK Ste20/SPS1-related proline/alanine-rich kinase 

SYK Rate tyrosine kinase 

TALH Thick ascending loop of Henle 

TM Domaine transmembranaire 

USP5 Ubiquitin specific peptidase 5 

Vmax Vitesse maximale 

WNK1 With no lysine (k) type 1 

WNK3 With no lysine (k) type 3 

WNK4 With no lysine (k) type 4 

3D Trois dimensions 

  

  



 

xi 

Remerciements 

Tout d’abord, un énorme merci à mon directeur de recherche, Dr. Paul Isenring, pour m’avoir accueillie dans 

son laboratoire et pour avoir rendu ce projet de maîtrise possible. Merci pour son soutien et son aide, c’est grâce 

à ses précieux conseils et sa grande patience que j’ai pu entreprendre et terminer ce projet. Merci pour cette 

chance, j’en serai éternellement reconnaissante! 

J’aimerais ensuite remercier avec beaucoup de gratitude toute l’équipe de laboratoire qui m’a épaulée tout au 

long de mon parcours au laboratoire. Merci à Rachelle Frenette-Cotton de m’avoir formée et montré les règles 

de l’art! Merci de m’avoir enseigné cette précision qui fait de moi aujourd’hui une étudiante très soucieuse des 

détails! Merci à Andrée-Anne Marcoux de m’avoir aussi entraînée dans ce monde infini qu’est NKCC2 et d’avoir 

été une source inépuisable d’informations sur le sujet! Merci à Marie-Jeanne Fiola, pour son aide dans les 

manipulations quand je ne voyais pas la fin. Merci à Salma et Louis-Phillipe pour leur éternel entrain et merci à 

Ludwig pour sa gentillesse sans limites! Merci à Alexandre pour son humour incroyable! 

Finalement, je ne saurais jamais assez remercier Samira Slimani pour son aide plus que précieuse tout au long 

de cette maîtrise! Sans elle, ce projet n’aurait pas progressé aussi bien. Merci pour tous ces matins où nous 

nous sommes levées beaucoup trop tôt pour faire ces interminables flux et pour les avoir rendus plus agréables! 

Merci à ma collègue de laboratoire, mais aussi à cette amie incroyable que j’ai découverte en elle. Merci à ces 

interminables soirées, à ces longues journées à toujours jaser des mêmes choses, à ces podcasts qui nous ont 

rapprochés et à ces nombreux bubble tea que nous avons partagés! Merci à elle pour ces deux années 

précieuses, et pour les prochaines années à venir en sa compagnie!  

Un merci sans fin à ma famille, et pour tout l’amour et le soutien qu’ils m’ont apporté pendant mes études. Vous 

êtes et serez toujours la raison me poussant à me dépasser tous les jours. Je vous aime tous à l’infini. Merci 

pour m’avoir toujours appuyée et pour m’avoir transmis cette passion qu’est l’école. Puis, un petit mot pour 

remercier de tout mon cœur ces amis en or que j’ai rencontrés à Québec. Ils ont été le gage de ma réussite et 

de mon épanouissement dans cette nouvelle ville. Merci à ma partner in crime, Mylène, pour avoir vécu toutes 

ces belles expériences avec moi! Merci à elle et à sa belle pour m’avoir hébergée si chaleureusement dans ces 

derniers mois de maîtrise! Finalement, merci à mon copain Nicolas d’avoir vécu chaque jour de cette maîtrise 

avec moi! Merci aussi à sa petite famille, qui m’a toujours supportée dans ce grand projet! 

Pour terminer, je suis immensément reconnaissante envers la Société québécoise d’hypertension artérielle et 

la fondation du CHU de Québec pour leur soutien financier tout au long de cette maîtrise. Je tiens aussi à 

remercier tout le personnel du centre de recherche, pour avoir toujours eu la réponse à tout et pour m’avoir 

aidée sans retenue pendant ce projet!  



 

1 

Introduction 

Les reins, en plus de permettre l’excrétion des déchets produits par l’organisme, jouent un rôle majeur dans la 

régulation du volume et de la composition du sang qui parcourt les vaisseaux sanguins. Les reins sont ainsi 

impliqués dans la régulation de la pression artérielle et peuvent donc influencer l’apparition d’hypertension 

artérielle chez certains individus. L’hypertension artérielle est un facteur de risque important pour les maladies 

cardiovasculaires, qui sont une des causes principales de mortalité chez les Canadiens (1). Pour ces raisons, il 

est important de mieux comprendre la physiologie rénale et les acteurs rénaux qui ont la capacité d’influencer 

la pression artérielle. NKCC2, étant un cotransporteur rénal des ions Na+-K+-Cl-, est la cible des diurétiques de 

l’anse qui sont souvent utilisés en clinique pour réduire le volume extracellulaire (2). Il permet la réabsorption 

de 30% du NaCl de l’ultrafiltrat par l’anse ascendante de Henle. Il existe trois variants d’épissage du 

cotransporteur dont les rôles et les fonctions individuels ne sont toujours pas complètement définis. Chacun 

d’eux est organisé en homodimère à la surface cellulaire et a aussi le potentiel de s’organiser en hétérooligomère 

en s’assemblant avec un autre des variants. Ce présent projet de mémoire a pour objectif d’investiguer les 

caractéristiques fonctionnelles des hétérooligomères pour déterminer si ce type d’assemblage pourrait jouer un 

rôle physiologique dans le transport du NaCl par le rein et l’équilibre du volume extracellulaire. 

1. Le rein 

1.1. Anatomie et physiologie 

Chez les mammifères, les reins permettent la filtration du sang et l’excrétion des déchets par le biais de la 

production de l’urine (3). Les reins permettent aussi une régulation du volume et du contenu du liquide 

extracellulaire (3). Trois sections principales sont observées dans une coupe coronale de rein. La plus externe 

se nomme le cortex rénal. Celle en dessous se nomme la médulla et la section la plus interne se nomme le 

bassinet, ou le pelvis rénal, dont le rôle est la récolte de l’urine produite (3, 4). L’unité structurale et fonctionnelle 

des reins est appelée néphron et se retrouve dans le cortex et la médulla (figure 1). Cette structure est composée 

du corpuscule rénal, qui est constitué à la fois du glomérule et de la capsule de Bowman (3). Le glomérule 

correspond à un réseau capillaire acheminant le sang vers le néphron et la capsule de Bowman à un espace 

où est collectée l’urine en formation (3). Les capillaires sont bordés d’une couche de cellules endothéliales qui 

repose sur une membrane basale, laquelle est entourée de l’autre côté par une couche de cellules épithéliales. 

La couche endothéliale, la membrane basale et la couche épithéliale forment ensemble la barrière de filtration 

glomérulaire qui permet le passage de certaines molécules spécifiques entre la circulation sanguine et l’espace 

de Bowman (3, 5, 6). De cette manière, les ions, les composantes organiques et l’eau sont filtrés alors que les 

composantes cellulaires du sang demeurent dans la circulation sanguine (5). Les protéines sanguines sont aussi 

des composantes freinées par la barrière du corpuscule rénal, mais de manière partielle (5).  
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Figure 1. Le néphron. La filtration non sélective du sang se déroule au niveau du glomérule et l’ultrafiltrat ainsi 
produit parcourt le tubule et subit divers échanges avec la circulation sanguine.  

 

Le produit résultant de la filtration glomérulaire, aussi appelé ultrafiltrat, parcourt le tubule du néphron et subit 

des échanges avec la circulation sanguine selon les gradients électrochimiques présents. Le tubule du néphron 

est d’abord composé du tubule contourné proximal, succédant directement la capsule de Bowman (5). Cette 

composante du néphron assure la réabsorption des ions Na+, HCO3
-, Cl-, K+, Ca2+, PO4

3-, de l’eau, des vitamines, 

du glucose et des acides aminés vers la circulation sanguine par divers systèmes de transport (7, 8). À la suite 

du tubule contourné proximal, il y a l’anse de Henle du néphron qui se sépare en deux grandes sections, soit 

l’anse descendante et l’anse ascendante (AAH) (3, 9). L’anse descendante permet, en outre, une réabsorption 

de l’eau et l’anse ascendante une réabsorption des sels (9). Il s’y déroule aussi une réabsorption paracellulaire 

du Ca2+ et du Mg2+ (9). À la suite de l’anse de Henle, il y a le tubule contourné distal et le tubule collecteur qui 

jouent des rôles de régulation fine de la réabsorption des sels et de l’eau (3). Le tubule contourné distal participe 

notamment à la réabsorption des ions Na+, Cl- et Ca2+ (10) et le tubule collecteur participe à la réabsorption de 

l’eau sous l’influence de l’hormone antidiurétique (ADH) (11).  

1.2. Régulation du débit de filtration glomérulaire 

Le débit de filtration glomérulaire (DFG) correspond au volume de filtrat arrivant dans l’espace de Bowman par 

unité de temps (6). Le DFG est influencé par a) l’aire totale de filtration, par b) la perméabilité de cette aire et 

par c) la pression nette de filtration (PNF), qui est elle-même régie par le tonus des artérioles afférentes et 

efférentes débouchant et ressortant des capillaires glomérulaires (6). De nombreux acteurs extrinsèques sont 

Partie 
descendante 
de l’anse de 
Henle 

Partie 
ascendante 
de l’anse de 
Henle 

Tubule contourné distal 

Tubule collecteur 

Corpuscule rénal 
Tubule contourné proximal 
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impliqués dans la régulation du DFG, incluant le système nerveux périphérique et plusieurs hormones. Par 

exemple, le système nerveux sympathique, en période de stress, provoque la diminution du DFG par le biais de 

l’effet vasoconstricteur de la noradrénaline sur les artérioles afférentes via l’activation des récepteurs 

adrénergiques α (12). Au contraire, le système d’hormones rénine-angiotensine maintient le DFG par la 

vasoconstriction des artérioles efférentes (13).  

Des facteurs intrinsèques permettent aussi la régulation du DFG. Il y a, entre autres, la capacité de l’artériole 

afférente à changer de tonus devant des variations de la pression artérielle systémique, soit une vasoconstriction 

associée à une augmentation de la pression artérielle et une vasodilatation associée à une diminution de la 

pression artérielle. Ces réponses ont pour objectif le maintien d’un débit glomérulaire normal et constant. 

Finalement, il y a aussi le mécanisme de rétroaction tubuloglomérulaire qui régule aussi le DFG, par les biais 

de la section de la macula densa (14). Cette dernière consiste en un amoncellement de cellules appartenant à 

l’anse ascendante de Henle que l’on retrouve à proximité des cellules granulaires des artérioles du glomérule. 

Les cellules de la macula densa sont sensibles aux mouvements du NaCl dans le filtrat (15). Lorsque le débit 

de ce filtrat est élevé, les concentrations de NaCl dans la lumière du tubule s’élèvent ce qui entraîne une 

accumulation de solutés dans la macula densa et la fait se gonfler. Il s’en suit des réactions paracrines en 

cascade qui se soldent par la production de vasoconstricteurs entraînant une vasoconstriction des artérioles 

glomérulaires afférentes, et donc une diminution du DFG. Quand le débit du filtrat baisse, la situation inverse 

prévaut, si bien qu’il y a production de vasodilatateurs qui entraînent une vasodilatation des artérioles 

glomérulaires afférentes (14). 

2. Le transport membranaire 

2.1. La membrane cellulaire 

La membrane cellulaire est essentielle au fonctionnement des cellules, concédant à ces dernières une barrière 

physique entre le cytosol et le milieu extérieur. La membrane est formée d’une bicouche lipidique dans laquelle 

sont insérées de nombreuses protéines, dites membranaires. La bicouche de lipides de la membrane confère à 

celle-ci un centre hydrophobique et des surfaces hydrophiles, ayant pour effet de limiter le passage de 

nombreuses molécules (16). Ainsi, les grosses molécules et la plupart des molécules chargées diffusent très 

lentement au travers la membrane cellulaire, alors que les plus petites molécules non chargées et les gaz 

diffusent plus facilement (17, 18). La perméabilité de la membrane à différentes molécules est représentée à la 

figure 2. 
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Figure 2. Perméabilité de la membrane. Les petites molécules et les gaz diffusent par eux-mêmes au travers 
la membrane. Les grosses molécules chargées et les ions ne diffusent pas au travers la membrane. Inspiré de 
molecular cell biology 6th edition. 

 

2.2. Les protéines membranaires de transport  

Les diverses protéines qui sont insérées dans la membrane plasmique possèdent de nombreux rôles et 

accordent ainsi une multitude de fonctions aux cellules. Par exemple, elles peuvent agir en tant que récepteur 

et transmettre des signaux de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule. Plusieurs protéines sont aussi spécialisées 

dans le transport de molécules comme c’est le cas des canaux, des transporteurs et des pompes, illustrés à la 

figure 3 (19). Les canaux forment des pores aqueux qui laissent passer au travers la membrane les molécules 

selon leur gradient électrochimique. La taille de l’ouverture des canaux ainsi que les charges retrouvées dans 

le pore déterminent la nature des molécules qui traversent ces systèmes de transport (19). Les transporteurs, 

quant à eux, vont plutôt lier la molécule transportée et subir une série de changements de conformation pour 

acheminer cette dernière vers le côté opposé de la membrane (19). La vitesse de transport au travers les 

transporteurs est donc plus petite qu’au travers les canaux. Un transporteur peut également acheminer des 

molécules contre un gradient électrochimique lorsqu’il agit comme symporteur ou antiporteur (figure 3). 

Finalement, les pompes vont permettre le mouvement des composés contre un gradient électrochimique. Pour 

se faire, elles vont effectuer un transport actif à l’aide d’une source d’énergie métabolique (19).  
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Figure 3. Le transport membranaire. Les différents types de transport selon la protéine impliquée et le sens 
du mouvement. Lorsqu’une molécule est transportée dans le sens contraire de son gradient électrochimique, il 
y a dépense d’énergie, il s’agit donc de transport actif.  

 

2.3. La famille des solute carriers 

La famille des solute carriers (SLC) regroupe de nombreuses protéines transmembranaires dont le rôle est le 

transport de divers composés. Les membres de la famille peuvent ainsi permettre le passage au travers la 

membrane cellulaire des ions, des acides aminés, des lipides, des purines, des neurotransmetteurs et de 

plusieurs autres molécules (20-22). La famille SLC est une sous-classe parmi les protéines de transport, au 

même titre que le sont les canaux ioniques (23, 24), les aquaporines (25), les transporteurs ABC (26) et les 

pompes (21, 27). Plusieurs modes de transport sont possibles pour les SLC : un transport uniport, un transport 

couplé de plus d’un composé et un échange entre deux substrats (21, 22). Les SLC comportent plus de 400 

membres qui sont regroupés en plus de 60 familles selon l’homologie des séquences et les fonctions attribuées 

à chacun de ses membres (20, 28). Leur localisation cellulaire est très large et les membres de la famille des 

SLC sont exprimés dans de nombreux tissus (21). Parmi les sous-familles des SLC, il y a la famille des 

cotransporteurs cation-chlore (CCC), aussi nommée SLC12. Cette dernière comprend 9 membres, dont la 

protéine NKCC2, dont il sera question plus en détail à la section 3.1 de l’introduction, puisqu’il s’agit de la 

protéine à l’étude dans ce présent travail. 

3. Les cotransporteurs cation-chlore 

La famille des cotransporteurs CCC, soit la famille des cation-chloride cotransporters, regroupe des membres 

dont le rôle commun est le mouvement couplé du chlore (Cl-) à celui du potassium (K+) et/ou du sodium (Na+) 

au travers la membrane cellulaire (29-32). Les CCC présentent une structure commune (33). Il est ainsi prédit, 

selon les analyses hydropathiques, qu’ils sont composés de douze régions transmembranaires bordées de 
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larges extrémités N-terminale et C-terminale intracellulaires (30, 33). La figure 4 présente un modèle 

hydropathique de la structure commune des CCC. Ces protéines partagent un pourcentage d’identité en acides 

aminés de 25 à 75% (34). Elles peuvent être subdivisées en quatre groupes phylogénétiques, soit a) les 

transporteurs sodium-dépendants, b) les transporteurs sodium-indépendants, c) CCC8 et d) CCC9 (figure 5). 

Les transporteurs sodium-dépendants incluent les cotransporteurs NKCC (Na+-K+-Cl- cotransporter) et le 

cotransporteur NCC (Na+ - Cl- cotransporter). Les transporteurs sodium-indépendants, quant à eux, incluent les 

cotransporteurs KCC (K+ - Cl- cotransporter). Les cotransporteurs CCC8 et CCC9 ont peu été étudiés à ce jour 

et ne semblent pas effectuer un transport ionique comme les autres membres de la famille des CCC. Ils seraient 

plutôt impliqués dans le transport de polyamines et des acides aminés (35). 

Figure 4. Exemple de la structure hydropathique des membres de la famille des CCC. Il s’agit du modèle 
proposé par Biff Forbush (Université de Yale) du cotransporteur NKCC2 (36). L’analyse de la séquence en acide 
aminé de la protéine a permis de définir deux longues extrémités cytosolique (N-terminale et C-terminale). La 
structure des CCC est aussi composée d’un corps hydrophobique formé de douze segments 
transmembranaires. La membrane est représentée par la bande grise sur la figure. Les sites de glycosylation 
sont représentés par les arbres présents sur la quatrième boucle extracellulaire, entre les domaines 
transmembranaires 7 et 8. 

 

Les membres de la famille des cotransporteurs cation-chlore ont aussi été identifiés chez plusieurs espèces 

autres que l’humain, dont les plantes, les insectes, les cyanobactéries et chez de nombreux mammifères (37-

39). L’importance du rôle biologique des cotransporteurs cations-chlore est renforcée par le fait qu’ils sont très 

conservés entre les espèces et qu’ils sont impliqués dans plusieurs maladies et pathologies humaines.  
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Figure 5. Phylogénie de la famille des CCC. Selon l’homologie des séquences, la famille des CCC est 
subdivisée en quatre grands groupes. Les membres sodium-dépendants sont NKCC1, NKCC2 et NCC. Les 
membres sodium-indépendants sont KCC1, KCC2, KCC3 et KCC4. Finalement, CCC8 et CCC9 sont à part. 
Arbre phylogénétique adapté de Marcoux et al. (40) généré grâce à clustal omega et FigTree V1.4.3. 

 

3.1. Les cotransporteurs NKCC 

Les cotransporteurs NKCC permettent le passage du sodium (Na+), du potassium (K+) et du chlore (Cl-) au 

travers la membrane cellulaire. Deux différentes protéines isoformes ont été identifiées comme étant des 

cotransporteurs Na+-K+-Cl-, soit NKCC1 (codé par le gène SLC12A2) (41-43) et NKCC2 (codé par le gène 

SLC12A1) (44, 45). NKCC1 et NKCC2 partagent 61% d’identité dans leur séquence nucléique (32). Ce mode 

de transport a été identifié pour la première fois dans des cellules d’Ehrlich en 1980 par Geck et al (31). Il a 

ensuite été identifié dans l’anse ascendante du néphron par Greger et al. en 1985 (46). NKCC1 fut le premier à 

être cloné, en 1994, à partir de la glande rectale du requin (43). Puis, NKCC2 a été cloné à partir du rein chez 

le rat et la souris entre 1994 et 1995 (45, 47, 48). Il a été décrit que le mouvement des ions Na+-K+-Cl- était 

électroneutre, impliquant donc une absence de mouvement net des charges lors du transport. Le mouvement 

des ions effectué par les cotransporteurs NKCC s’effectue selon une stœchiométrie de 1Na+ :1K+ : 2Cl- (29, 31, 

49). Cependant, il est aujourd’hui connu que cette stœchiométrie peut différer selon les espèces. Par exemple, 

0.1 
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l’équipe de Hall et al. et J.M. Russel ont identifié une stœchiométrie de 2Na+ :1K+ : 3Cl- dans les globules rouges 

de furet et l’axone géant de calamar (50, 51).  

Les cotransporteurs Na-K-Cl remplissent de nombreuses fonctions physiologiques vitales. Ils permettent ainsi 

la régulation et le maintien du volume cellulaire et des gradients ioniques (52). Il a aussi été démontré que les 

cotransporteurs NKCC étaient sensibles aux diurétiques de l’anse, par exemple le furosémide et le bumétanide. 

Le furosémide inhibe ainsi la fonction des NKCC en se liant aux sites extracellulaires de liaison aux ions (31, 

44, 53).  

Des différences dans les séquences en acides aminés de NKCC1 et NKCC2 se retrouvent dans l’extrémité N-

terminale, où 80 résidus sont tronqués chez NKCC2 (42, 44). Des différences se retrouvent aussi aux positions 

350 et 141 de NKCC2, où on observe des insertions de un et de cinq acides aminés, respectivement, et aux 

positions 456 et 851, où on observe des délétions de un et douze acides aminés, respectivement (44). De façon 

intéressante, certaines sections dans les séquences de NKCC1 et NKCC2 ont tout de même une identité très 

élevée entre elles. Les domaines transmembranaires (TM) 1, 3, 6, 8 et 10 ont une identité de ~90% entre les 

deux séquences. De plus, la boucle reliant les TM2 et 3 et une portion de l’extrémité C-terminale sont très 

conservées chez les cotransporteurs NKCC (44). 

3.1.1. NKCC1 

Le cotransporteur NKCC1, comme les autres membres de la famille des CCC, est formé de douze segments 

transmembranaires et de larges extrémités N- et C-terminales hydrophiles (42). Il est exprimé dans un très grand 

nombre de tissus, notamment dans les poumons et les glandes salivaires (32, 42, 54), le cerveau, les intestins, 

le foie et le testicule (43). Il existe plusieurs variants d’épissage de cet isoforme, mais NKCC1A est celui qui a 

été le plus étudié puisqu’il est plus largement exprimé dans l’organisme (55, 56). 

NKCC1 joue plusieurs rôles essentiels dans plusieurs tissus. Dans les cellules épithéliales, il est localisé à la 

membrane basolatérale (49, 57, 58), lui permettant de participer à la sécrétion de fluides par plusieurs organes 

comme le tube digestif (59-61), les bronches (62) de même que les glandes salivaires (63), lacrymales (64), 

pancréatiques (65) et sudoripares (58). En permettant aussi l’accumulation de Cl- dans les cellules, il influence 

le potentiel membranaire et la contraction des cellules musculaires lisses par le fait même (58). NKCC1 participe 

aussi au développement des neurones sensoriels olfactifs (66) et de l’ouïe (67, 68). 

NKCC1 est activé par la phosphorylation de certains de ses résidus, deux en particulier (aux positions 206 et 

211 dans la séquence de la souris) qui sont présents dans son extrémité N-terminale (69) (70). Les enzymes 

STE20/SPS1-related proline/alanine-rich kinase (SPAK) et oxidative stress-responsive 1 (OSR1) figurent parmi 

les acteurs signalétiques qui agissent sur ces résidus (71, 72). Le complexe SPAK/OSR1 est lui-même activité 
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par phosphorylation grâce aux membres de la famille des with no lysine kinases (WNK) qui incluent quatre 

isoformes (71, 72). La déphosphorylation de NKCC1 produit l’effet contraire, c’est-à-dire qu’elle inhibe son 

activité (73). 

NKCC1 est typiquement activé par le rétrécissement cellulaire et la réduction de la concentration intracellulaire 

de Cl- (74, 75). La voie de signalisation WNK/SPAK-OSR1 joue probablement un rôle très important dans cette 

réponse grâce à la sensibilité des WNK à la tonicité et la concentration intracellulaire de différents ions. En 

réagissant au rétrécissement des cellules, NKCC1 permet d’en rétablir le volume via l’entrée des ions Na+, K+ 

et Cl- qui elle stimule celle de l’eau par osmose. Ce mécanisme de rétablissement du volume s’appelle 

Regulatory volume increase (RVI) (figure 6) (74, 75). 

Des mutations dans le gène NKCC1 ont été récemment associées à des maladies chez l’homme, soit une 

mutation gain de fonction chez un patient souffrant de schizophrénie (76) et une mutation perte de fonction chez 

un patient souffrant d’intolérance orthostatique et d’un trouble généralisé de la fonction du muscle lisse 

entraînant notamment de la constipation (77). Les modèles murins dépourvus de NKCC1 sont viables, mais 

présentent une surdité, des troubles de spermatogenèse et des problèmes d’équilibre (57, 67, 78, 79). 

Figure 6. Les changements du volume cellulaire activent certains CCC pour le retour à un volume 
cellulaire normal. En condition hypertonique, les cotransporteurs NKCC sont activés et engendrent l’entrée 
des ions Na+, K+ et Cl- dans la cellule. L’eau suit les ions et pénètre dans la cellule afin de diluer son contenu, 
permettant le retour à un volume normal de la cellule. C’est ce qu’on appelle la réponse RVI, ou Regulatory 
volume increase. La réponse contraire RVD, ou Regulatory volume decrease, est initiée en condition 
hypotonique. Les cotransporteurs KCC sont activés et engendrent la sortie des ions K+ et Cl- de la cellule. La 
cellule perd certaines quantités d’eau et retrouve un volume normal. Illustration adaptée de T. Kahle et al. (80)  

 

Hypertonicité Hypotonicité 
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3.1.2. NKCC2  

3.1.2.1. Distribution 

NKCC2 est fortement exprimé dans les reins, mais l’est aussi en plus faible quantité dans d’autres tissus, comme 

les cellules β du pancréas de la souris, les épithéliocytes intestinaux et le plexus nerveux des intestins du rat 

(40, 81-83). Dans le rein, le cotransporteur se situe à la membrane apicale des cellules de l’AAH exclusivement 

(41, 44, 54, 84), et ce, de la médullaire externe jusqu’au cortex (47). NKCC2 est aussi présent dans les cellules 

composant la macula densa (15, 85-87). Dans les cellules épithéliales des autres tissus où il a été identifié, il 

est aussi exprimé dans les membranes apicales, contrairement à NKCC1 (40).  

3.1.2.2. Structure 
NKCC2 est composé de 1095 à 1099 acides aminés qui sont traduits à partir de 26 exons et qui lui donnent un 

poids moléculaire d’environ 121 kilodaltons (kDa) (44, 47, 88). Le profil hydropathique de NKCC2 indique qu’il 

est similaire à celui de NKCC1, c’est-à-dire qu’il est composé d’une large région centrale hydrophobique divisée 

en 12 domaines transmembranaires bordée par des extrémités N-terminales et C-terminales hydrophiles (43, 

44, 47). Deux sites potentiels de N-glycosylation ont été identifiés entre les segments transmembranaires 7 et 

8 (44, 47). La présence de ces sites explique pourquoi la protéine migre à environ 160 kDa sur un gel de 

polyacrylamide (40, 54, 89). L’extrémité N-terminale du cotransporteur NKCC2 est composée de 174 acides 

aminés et est de nature hydrophile (47). Cette section de la protéine se distingue par un grand nombre de 

résidus proline, glutamine, sérine et alanine et par de nombreuses répétitions d’acides aminés (43). À l’instar 

de NKCC1, cette extrémité N-terminale comprend les sites d’activation par la phosphorylation (90). L’extrémité 

C-terminale de NKCC2 est composée de 454 acides aminés et est également de nature hydrophile (47). Elle 

joue un rôle dans la maturation, la dimérisation et le trafic cellulaire du cotransporteur (90). 

3.1.2.3. Variants d’épissage  
NKCC2 existe en tant que trois variants distincts qui ont été nommés NKCC2B, NKCC2A et NKCC2F. Ils ont 

été identifiés en 1993 par Payne et Forbush dans des librairies d’ADNc issues du rein du lapin (44). Ces variants 

distincts du cotransporteur NKCC2 sont produits grâce à un épissage alternatif des exons 4A, 4B et 4F qui 

comprennent chacun 96 paires de base (pb) et qui codent pour le deuxième domaine transmembranaire (TM2) 

et une portion de la boucle cytosolique suivante (44). Le TM2 est constitué de 18 acides aminés parmi lesquels 

dix diffèrent entre les variants et la boucle cytosolique suivante est constituée de 14 acides aminés dont 

seulement trois diffèrent entre les variants (40). La figure 7 présente l’alignement des acides aminés de la portion 

divergente entre NKCC2A, NKCC2B et NKCC2F. Un quatrième variant de NKCC2 a aussi été identifié. Ce 

dernier est constitué de chacune des portions divergentes des exons A et F en tandem et a ainsi été nommé 

NKCC2AF (44). La fonction de NKCC2AF est encore incertaine, mais il pourrait exercer un effet dominant négatif 

sur les autres variants de NKCC2 en étant lui-même non fonctionnel (91, 92).  
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De façon intéressante, tous les variants ne sont pas exprimés aux mêmes endroits le long de l’AAH. Le variant 

A est exprimé dans l’AAH du cortex, B dans l’AAH du cortex distal et F dans la médulla externe (44, 45, 93). De 

plus, des études plus précises d’hybridation in situ ont révélé la présence des variants NKCC2A et NKCC2B 

dans la macula densa (45). L’abondance de chacun des variants diffère aussi le long de l’AAH. Plus 

précisément, le taux d’expression de NKCC2F est environ sept fois plus élevé que celui de NKCC2B et le taux 

d’expression de NKCC2A est deux fois plus élevé que celui de NKCC2B (94). 

Figure 7. Alignement d’une portion des séquences de NKCC2A, NKCC2B et NKCC2F de lapin. 
L’alignement correspond à une portion de l’exon 4 qui différencie les variants entre eux. Le TM2 (section beige 
dans la figure) est constitué de 18 acides aminés dont 10 sont différents entre les variants. La boucle 
intracellulaire suivant le TM2 (section mauve dans la figure) est constituée de 14 acides aminés dont 3 sont 
différents entre les variants. Les acides aminés qui sont conservés entre les variants sont encadrés en noir sur 
la figure. 

 

3.1.2.4. Physiologie 

Le transport réalisé par NKCC2 est rendu possible grâce à la participation de plusieurs systèmes de transport 

ioniques qui créent des gradients ioniques favorables pour l’entrée des ions Na+ et Cl- dans les cellules de l’AAH. 

Par exemple, la pompe Na+/K+ ATPase, exprimée à la membrane basolatérale de la cellule, engendre la sortie 

des ions Na+ (44, 95), un canal à ions K+ (ROMK), situé sur la membrane apicale de la cellule, permet le 

recyclage des ions K+ vers la lumière (30, 96) et le canal à chlore CLCKα/β, situé sur la membrane basolatérale 

de la cellule, engendre la sortie du Cl- (97).  

Les caractéristiques de la cinétique du transport de NKCC2, c’est-à-dire, l’affinité pour les ions (Km) et la vitesse 

maximale de transport (Vmax), diffèrent parmi les variants. Les études qui ont permis de recenser ces 

caractéristiques (36, 98-100) ont montré que le variant NKCC2F possède des valeurs de Km pour les ions 

sodium, chlore et rubidium et des valeurs de Vmax plus élevées que NKCC2A et NKCC2B alors que NKCC2A 

et NKCC2B partagent des valeurs de Km et de Vmax similaires (40). Le tableau 1 présente les moyennes des 

Km et des Vmax calculées à partir des résultats obtenus dans plusieurs études (36, 91, 98-103). Les différences 
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dans la cinétique de transport entre les variants démontrent l’importance de l’exon 4 dans le fonctionnement du 

transporteur. De fait, il est possible de déduire que les résidus différents entre les variants dans le TM2 et la 

boucle cytosolique suivante déterminent les caractéristiques de transport par NKCC2. Des analyses par 

mutagenèses ont d’ailleurs permis de déceler des sites précis pour le transport du sodium, du potassium et du 

chlore dans le TM2 et un site précis pour le transport du chlore dans la boucle intracellulaire suivante (33, 104). 

Il est à noter que, comme la plupart des systèmes de transport, les sites de translocation pour les substrats se 

situent dans les segments transmembranaires (105). 

Tableau 1. Moyennes calculées des caractéristiques de la cinétique de transport des variants NKCC2B, 
NKCC2A et NKCC2F rapportées dans la littérature. 

 Km (mM) Vmax (Rb+) 

  Na+ Rb+ Cl- (Normalisée) 

NKCC2B 10 2 20 0,5 

NKCC2A 10 2 30 0,5 

NKCC2F 50 4 70 1,00 

 

3.1.2.5. Rôles 

Le cotransporteur NKCC2 permet de réabsorber environ 20 à 30% du Na+ filtré par le glomérule (40, 46). Il 

participe aussi au processus de concentration de l’urine (30), favorise le transport paracellulaire des ions Na+, 

Ca2+ et Mg2+ (46) et est impliqué dans la rétroaction tubuloglomérulaire (40, 106-108).  

Puisque les variants de NKCC2 possèdent des caractéristiques cinétiques de transport qui diffèrent entre eux, 

des rôles physiologiques propres leur sont attribués. NKCC2F, étant le variant le plus abondant dans l’AAH, 

ayant une valeur de Vmax plus élevée que les autres et se retrouvant dans un segment du néphron très riche 

en Na+ du côté luminal, contribue à réabsorber la majorité du Na+ qui arrive du tubule proximal (99). NKCC2A, 

ayant une affinité moins élevée que NKCC2F et étant exprimé tout le long de l’AAH cortical, assure 

probablement une réabsorption continue du NaCl malgré le travail de NKCC2F et permet d’éviter que la macula 

densa ne reçoive de trop importantes charges d’ions par son rôle de modulation fine (94, 109). NKCC2B, ayant 

une affinité aussi élevée que NKCC2A pour les ions et étant localisé dans l’AAH distal et dans les cellules de la 

macula densa, soutient la rétroaction tubuloglomérulaire (40).  

La contribution de NKCC2 à ce processus de rétroaction n’est pourtant pas bien définie. Il a été suggéré que la 

réabsorption du Na+ par NKCC2 provoque un gonflement de la cellule, ce qui induit une cascade de signalisation 

paracrine se soldant par la formation d’agents vasodilatateurs et une suppression de la rénine (106-108). Le 

résultat final serait une vasoconstriction des artérioles glomérulaires afférentes par des vasoconstricteurs et une 
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vasodilatation des artérioles glomérulaires afférentes par des vasodilatateurs pour décélérer ou accélérer le 

DFG (40). 

Finalement, NKCC2 joue aussi un rôle dans l’équilibre acide-base cellulaire et systémique en pouvant lier le 

NH4
+ à son site de liaison du K+ (110, 111). De cette façon, NKCC2 peut modifier le pH intracellulaire et amorcer 

le processus par lequel le NH3 gazeux se retrouve dans la lumière du tubule collecteur pour y jouer le rôle de 

tampon urinaire (112). 

3.1.2.6. Régulation 

Tout comme NKCC1, NKCC2 est activé par la phosphorylation de résidus clés dans l’extrémité N-terminale, soit 

T99, T104 et T117 dans la séquence du lapin, et 184, 189 et 202 dans la séquence du requin (69). Ces résidus 

et positions sont conservés entre NKCC1 et NKCC2 de même que parmi les espèces. (113). Les enzymes 

SPAK et OSR1 sont aussi celles qui agissent sur ces sites pour les phosphoryler et elles sont elles-mêmes 

régulées par les WNK, plus précisément WNK1 et WNK3 dans l’AAH (114-119). Il a toutefois été rapporté dans 

la littérature que la régulation de NKCC2 par la cascade WNK-SPAK/OSR1 diffère d’un variant à l’autre. En 

outre, WNK3 exerce un effet activateur beaucoup plus prononcé sur NKCC2A et NKCC2B que sur NKCC2F 

(99). La protéine kinase A (PKA), la spleen tyrosine kinase (SYK) et l’AMP-activated protein kinase (AMPK) 

peuvent aussi directement phosphoryler l’extrémité N-terminale de NKCC2 (120-123).  

Dans l’AAH, les voies signalétiques dont il a été question et certaines autres sont recrutées par un grand nombre 

de facteurs ou hormones pour moduler l’activité du cotransporteur. Il en est ainsi de l’AMPc qui permet 

l’activation de NKCC2 par la vasopressine (44, 122), l’angiotensine II (124), le glucagon (125), les 

prostaglandines (126), les agonistes des récepteurs β-adrénergiques (127), la PTH et la calcitonine (125). Il 

existe aussi des hormones qui régulent négativement NKCC2 via l’augmentation du GMPc, dont l’aldostérone 

(128), les agonistes α-adrénergiques et l’endothéline (129-132).  

NKCC2 est lui aussi activé par la réduction du volume cellulaire et la baisse de concentration intracellulaire de 

Cl- grâce à la phosphorylation de son extrémité N-terminale (69, 117, 133, 134). Il se produit non seulement un 

changement de phosphorylation dans ce cadre, mais aussi une augmentation de l’expression du transporteur à 

la surface membranaire (92, 99, 134-136). Ce faisant, NKCC2 est impliqué, tout comme NKCC1, dans le 

processus dit de regulatory volume increase ou RVI (figure 6) (52, 99).  

3.1.2.7. Physiopathologie 

Une maladie autosomale récessive est associée à des mutations perte de fonction dans le gène codant pour 

NKCC2 (88, 137, 138). Cette maladie, aussi nommée le syndrome de Bartter de type I, est caractérisée par une 

alcalose métabolique, une hypokaliémie, une natriurie excessive et une hypercalciurie (88, 139). L’équipe de 
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Simon et al. a pu identifier le gène en cause en comparant l’ADN génomique d’individus sains avec l’ADN 

génomique d’individus atteints du syndrome de Bartter à l’intérieur de différentes familles (88). Les mutations 

retrouvées correspondaient à des insertions ou des délétions dans la séquence, provoquant des décalages 

dans le cadre de lecture de la protéine NKCC2 (88).  

De plus, bien qu’aucune mutation de hausse de fonction chez NKCC2 n’ait été identifiée chez des patients 

atteints d’hypertension artérielle, le cotransporteur a été lié à des variations de la pression artérielle dans la 

population (2, 140). Selon l’étude de Herrera et al., les variants d’épissage contribuent à ces variations (141). 

Par exemple, le ratio entre l’expression de NKCC2A et celle de NKCC2F est plus élevé chez les rats dits 

sensibles au sel par rapport au ratio mesuré chez les rats insensibles au sel (141). On remarque aussi chez les 

rats dits sensibles au sel une augmentation de l’expression à la surface du cotransporteur ainsi qu’une hausse 

de la phosphorylation des résidus phosphoaccepteurs (142-144). Une autre étude montre par ailleurs une 

augmentation de l’expression de NKCC2 chez des rats hypertendus (145, 146). Chez l’humain, des 

polymorphismes dans NKCC2 et ses régulateurs ont aussi été relevés dans des cas d’hypertension artérielle 

(2).  

3.2. Le cotransporteur NCC 

Tel que mentionné, NCC est un membre de la famille des CCC qui permet le passage électroneutre du sodium 

(Na+) et du chlore (Cl-) au travers la membrane cellulaire. Il ne fera l’objet que d’une brève description puisqu’il 

n’est pas localisé dans les mêmes types cellulaires que NKCC2. 

NCC est le premier membre de la famille des CCC à avoir été identifié après avoir été cloné de la vessie de la 

plie rouge (30, 147). Il est codé par le gène SLC12A3 et trois variants produits par épissage alternatif sont 

connus. Ainsi, les variants 1 et 2, eux-mêmes ne possédant qu’un seul acide aminé de différence entre eux, 

disposent de 9 acides aminés de plus dans l’exon 20 que le variant 3 (148, 149). Il est exprimé à la membrane 

apicale du tubule contourné distal du néphron où il réabsorbe 10% du Na+ filtré (30, 150, 151) et est sensible 

aux diurétiques thiazidiques (152-154). Il joue aussi un rôle indirect dans la réabsorption du Ca2+ et Mg2+ filtrés. 

Par ailleurs, ce transporteur a été associé à deux maladies héréditaires. Tout d’abord, le syndrome de Gitelman 

est causé par des mutations perte de fonction dans NCC et se manifeste par une hypocalciurie, une 

hypomagnésémie, une hypokaliémie, une alcalose métabolique et une résistance à l’hypertension artérielle 

(155-160). Puis, le pseudohypoaldostéronisme de type II (PHAII), ou syndrome de Gordon, est causé par des 

mutations gain de fonction dans WNK1 ou WNK4 – lesquels régulent l’activité de NCC à la hausse – et se 

manifeste par une hypercalciurie, une hyperkaliémie, une acidose métabolique et une hypertension artérielle 

(154, 161). 
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3.3. Les cotransporteurs KCC 

Tel que leur nom l’indique, les KCC permettent le passage électroneutre des ions potassium (K+) et chlore (Cl-) 

au travers la membrane cellulaire, et ce, en l’absence de sodium (Na+). Ils feront l’objet d’une description un peu 

plus étoffée, car ils sont exprimés dans l’AAH tout comme NKCC2 et ils auraient donc la capacité de former des 

hétérodimères avec celui-ci. Ce point sera davantage discuté à la section 4 de l’introduction.  

Le mécanisme de cotransport K+-Cl- a été identifié pour la première fois dans les globules rouges de canard par 

Kregenow et al. en 1971 (162), puis dans les globules rouges de mouton et de chèvre par Lauf & Theg en 1980 

(163) et dans les globules rouges humains par Dunham et al. en 1980 (164). Le mouvement des substrats est 

couplé dans un ratio stœchiométrique de 1 K+ : 1Cl- et n’induit donc pas de changement de charge de manière 

intrinsèque (165). Les KCC sont aussi sensibles au furosémide (166-169). 

La nature moléculaire des KCC a été formellement identifiée dans les années 1990 par divers groupes de 

recherche (170-174). Quatre isoformes ont été découverts : KCC1 (SLC12A4), KCC2 (SLC12A5), KCC3 

(SLC12A6) et KCC4 (SLC12A7) (175). Chacun des isoformes se présente lui-même sous différentes formes 

par épissage alternatif (variants A à E pour KCC1, A et B pour KCC2, A à E pour KCC3 et A et B pour KCC4). 

Les cotransporteurs KCC sont exprimés à la membrane basolatérale des cellules épithéliales de nombreux 

tissus (176). Dans les cellules polarisées du plexus choroïde, KCC4 se retrouve toutefois sur la membrane 

apicale (177).  

Dans le rein, trois des isoformes sont présents. Il s’agit de KCC1, KCC3 et KCC4 (170, 172-174). De manière 

plus spécifique, KCC1 se retrouve dans le tubule proximal, le tubule distal et le tubule collecteur (178), KCC3 

dans le tubule proximal (179, 180) et KCC4 dans le tubule proximal, l’AAH et le tubule collecteur (176, 180-182). 

Dans cet organe, ils auraient pour principaux rôles de maintenir le volume cellulaire, de favoriser le transport 

vectoriel du Cl- et de soutenir les activités de transport générales du néphron (175). 

Dans les autres tissus, les KCC participent aussi à la régulation du volume cellulaire en soutenant le Regulatory 

volume decrease, ou RVD, en cas de gonflement cellulaire (figure 6) (170). KCC1 est exprimé dans les 

ostéoclastes où il joue un rôle dans la sécrétion de protons (183), KCC2 dans le système nerveux (167, 171, 

184) où il permet l’hyperpolarisation des neurones en soutenant l’activité GABAergique (185), KCC3 dans le 

système nerveux (186), le tissu adipeux, le cœur et des vaisseaux sanguins (172-175) où il joue des rôles divers 

dont le maintien de la pression artérielle pour ne donner qu’un exemple (179, 187, 188) et KCC4 dans l’estomac, 

la prostate, le cerveau, les intestins, l’oreille interne et le pancréas (177, 189) où il joue aussi de nombreux rôles 

dont la sécrétion basale de HCl par les cellules pariétales (190) et le recyclage des ions potassium dans l’organe 

de Corti (181). KCC2 et KCC3 sont aussi impliqués dans le développement du système nerveux (191, 192).  
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Les cotransporteurs KCC sont eux aussi régulés par la cascade WNK-SPAK/OSR1 (193). Deux sites majeurs 

phosphoaccepteurs ont été identifiés dans la séquence protéique, soit T926 et T983 chez KCC1, T906 et T1007 

chez KCC2, T991 et T1048 chez KCC3 et T926 et T980 chez KCC4 (194). La phosphorylation de ces résidus 

cause l’inhibition de l’activité de transport (187). Les KCC sont activés par l’augmentation de volume cellulaire 

et inhibés par de faibles concentrations intracellulaires de Cl- (177), et ils le sont en grande partie via le 

recrutement de la cascade WNK-SPAK/OSR1. Ainsi, les mêmes enzymes régulatrices exercent des effets 

opposés sur les KCC par rapport aux NKCC. 

À ce jour, les cotransporteurs KCC n’ont pas été associés à une forme mendélienne de maladie rénale (175). 

Chez la souris, toutefois, l’inactivation de KCC4 cause une acidose tubulaire rénale avec surdité (181). Pour ce 

qui est des autres KCC, ils ont tout de même été associés à des maladies héréditaires diverses : KCC1, au 

développement de l’anémie falciforme (195), KCC2, à une forme d’épilepsie compliquée de problèmes 

neurodéveloppementaux (196), et KCC3, au syndrome d’Andermann aussi appelé Hereditary Motor Sensory 

Neuropathy with Agenesis of the Corpus Callosum (HMSN/ACC). Ce dernier syndrome est transmis de manière 

autosomique récessive et est très prévalent dans la région du Saguenay-Lac-St-Jean (187, 197, 198).  

4. Le processus de dimérisation 

4.1. Préambule 

Le présent travail de maîtrise avait notamment pour but de déterminer si des hétérodimères formés des variants 

d’épissage A, B et F de NKCC2 pouvaient jouer des rôles physiologiques dans l’AAH. La section 4 présentée 

ici sera donc consacrée à la structure quaternaire des CCC.  

4.2. Principes de base 

La formation d’une protéine fonctionnelle est possible grâce à une série d’étapes finement régulées au sein de 

la cellule. Une chaîne polypeptidique se replie typiquement à plusieurs endroits pour former diverses 

conformations 3D, par exemple, des feuillets ou des hélices, selon la nature des résidus en présence. Ces 

repliements donnent lieu à une structure secondaire (199, 200). La stabilisation d’agencements entre les hélices 

ou les feuillets de cette structure secondaire mène ensuite à la formation de la structure tertiaire de la protéine. 

Ultimement, la structure quaternaire d’une protéine est possible lorsqu'une protéine en conformation tertiaire se 

lie à une ou plusieurs autres protéines, elles aussi en conformation tertiaire. Des sites d’interaction spécifiques 

sont requis pour permettre un tel assemblage des protéines à l’état d’organisation tertiaire (201, 202).  

Chacune des protéines dans un assemblage est appelée sous-unité, monomère ou protomère. Dans la plupart 

des cas, ce sont les protéines sous la forme quaternaire qui sont soumises à diverses études dans les écrits 

scientifiques (201, 202). Lorsqu’une protéine est formée de deux, trois ou quatre sous-unités, la structure se 
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nomme dimère, trimère ou tétramère, respectivement (201, 202). Le terme oligomère est aussi utilisé pour 

désigner une structure quaternaire qui inclut au moins deux sous-unités. Finalement, les sous-unités composant 

une protéine de conformation quaternaire peuvent être de même nature et/ou de nature différente (201, 202). 

Ainsi, il est question d’un homooligomère lorsqu’une protéine est formée de sous-unités identiques et d’un 

hétérooligomère lorsque les sous-unités sont différentes. Dans le cas d’une protéine comportant deux sous-

unités seulement, les termes utilisés sont homodimère et hétérodimère.  

La grande majorité des protéines de transport sont formées de plusieurs sous-unités et sont non ou peu 

fonctionnelles à l’état monomérique. C’est le cas notamment des pompes ATPases H+/K+ (203), de l’échangeur 

Na+/H+ (204) et des aquaporines (205).  

4.3. Oligomérisation chez les CCC 

Les cotransporteurs cation-chlore forment des dimères à la membrane plasmique. Ils semblent exister 

typiquement sous forme homodimérique, mais ils ont aussi la capacité de s’assembler sous forme 

hétérodimérique par l’association de deux isoformes différents. Les mécanismes d’oligomérisation de ces 

protéines sont encore méconnus. De plus, la nature des interactions qui permet l’oligomérisation ne semble pas 

être les mêmes pour tous les membres. Par exemple, il a été décrit que KCC2 formait un lien disulfide entre ses 

sous-unités, ce qui ne semble pas être le cas pour les cotransporteurs NCC et NKCC (206). 

4.3.1. Démonstration et processus de la dimérisation chez les CCC 

La structure quaternaire des CCC a été élucidée grâce à différents travaux de recherche. Ainsi, grâce à des 

études de co-immunoprécipitation et de Western blot, Moore-Hoone et Turner ont d’abord démontré que les 

chaînes peptidiques de NKCC1 du rat se liaient ensemble pour former un homodimère à la surface de la 

membrane. Dans ces études, le groupe de recherche a observé que NKCC1 se liait à une autre protéine ayant 

un poids moléculaire égal au sien. Cette autre protéine s’est finalement révélée être NKCC1 sur la foi de son 

profil de glycosylation et son affinité pour un anticorps spécifique (39, 207). De la même façon, il a aussi été 

confirmé que NKCC2, NCC et les KCC étaient tous exprimés à la membrane en tant qu’homodimères (206, 

208-210). 

D’autres études ont également exploré la nature des sites d’interaction possibles entre les sous-unités. Puisque 

l’extrémité C-terminale est très conservée parmi les CCC, il était possible que ce domaine soit impliqué (105). 

C’est ainsi qu’en 2004, Simard et al. ont identifié deux sites d’interaction dans l’extrémité C-terminale de 

NKCC1 : C1t comprenant les résidus 759 à 923 et C2t comprenant les résidus 994 à 1211 chez l’humain; 769-

914 et 1015-1203 chez le rat (211). Il a aussi été observé que l’extrémité N-terminale de la protéine ne semblait 

pas impliquée dans ce processus (39, 207). Des régions correspondantes impliquées dans la dimérisation ont 

aussi été identifiées chez NKCC2 (91).  
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En 2007, l’équipe de Parvin et al. confirme elle aussi l’importance de l’extrémité C-terminale de NKCC1 dans la 

dimérisation du cotransporteur (207). Toutefois, le groupe de recherche infirme le rôle des régions C1t et C2t 

identifiées par Simard et al. (211), leur attribuant plutôt un rôle dans les interactions intramoléculaires (207), et 

identifie la région située entre les résidus 751 et 998 du rat comme site d’interaction intermoléculaire. Plus 

précisément, ils identifient la glycine à la position 812 dans la séquence de NKCC1 du rat comme étant un résidu 

clé à cet égard.  

Finalement, des études récentes de structure 3D ont révélé que les CCC étaient organisés à la membrane dans 

une configuration de type domain swapping, définie par un croisement de deux sous-unités autour d’un site 

d’entrelacement interne avec opposition subséquente des sous-domaines séparés par ce site (212). Les sites 

d’interaction intramonomériques identifiés correspondaient à ceux prédits par l’équipe de Simard et al. en 2004 

(211-213).  

Pour terminer, la dimérisation de NKCC2 et des autres CCC pourrait se dérouler à la membrane plasmique 

plutôt qu’en milieu intracellulaire (91). Cette possibilité demeure toutefois à confirmer. 

4.3.2. Hétérodimérisation chez les CCC 

Grâce à des études de co-immunoprécipitation, l’équipe de Casula et al. a démontré que le polypeptide du 

KCC1 murin sauvage était en mesure de s’associer avec des KCC1 murins mutants et l’équipe de Uvarov et al. 

a démontré que deux variants KCC du même isoforme KCC (KCC2A et KCC2B) pouvaient aussi s’associer 

entre eux in vitro et in vivo (214, 215). L’équipe de Simard et al. a démontré, de son côté, que des hétérodimères 

pouvaient aussi être formés entre KCC2 et KCC4, entre KCC4 et NKCC1 et entre KCC1 et KCC3 (216). 

Finalement, l’équipe de Casula et al. a démontré que tous les isoformes des KCC pouvaient se lier entre eux 

pour former des hétérodimères fonctionnels (215).  

Grâce à d’autres expériences de co-immunoprécipitation, Parvin et al. ont montré que NKCC1 et NKCC2 ne 

formaient pas d’hétérodimères ensemble, mais que NKCC1 et NCC en avaient la capacité (207). Toutefois, 

NKCC1 et NCC n’étant pas exprimés dans les mêmes cellules, il est important de mentionner que la pertinence 

biologique de dimères NKCC2-NCC est faible (207). Contrairement à ce qu’ont présenté Parvin et al., l’équipe 

de Brunet et al. a observé que des interactions entre NKCC1 et NKCC2 humain étaient possibles (91). 

4.3.3. Rôle de la dimérisation chez les CCC 

Il existe toutefois peu d’indices à l’heure actuelle sur les raisons qui sous-tendent l’oligodimérisation des CCC. 

Grâce à des études de transfert d'énergie par résonance de type Förster, Pedersen et al. ont montré à cet effet 

que les NKCC siègent à la membrane plasmique de cellules HEK-293 quasi exclusivement en tant qu’oligomère, 

mais que cette organisation structurale n’est pas nécessaire à la phosphorylation (217). Ce groupe de recherche 
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est aussi arrivé à la conclusion que les sous-unités du dimère NKCC2-NKCC2 opèrent indépendamment l’une 

de l’autre et le groupe de recherche de Moore-Hoone et Turner a supposé (39) qu’il en était de même pour les 

sous-unités du dimère NKCC1-NKCC1 (39). D’autres groupes ont trouvé au contraire que l’oligomérisation est 

nécessaire au fonctionnement des CCC. Par exemple, Parvin et al. concluent qu’il existe bel et bien une 

interaction fonctionnelle entre les sous-unités du dimère de NKCC1 (207), Blaesse et al. montrent qu’une sous-

unité non-dimérisée des cotransporteurs KCC présente à la membrane de la cellule est inactive et qu’elle 

n’effectue aucun transport d’ions (206). Le même groupe montre que la dimérisation de KCC2 est dépendant 

du développement neuronal (206). Dans le dernier cas de figure, l’absence d’activité de KCC2 dans des 

neurones immatures serait associée à la présence d’un cotransporteur à l’état monomérique à la surface plutôt 

que sous sa forme dimérique.  

Pour ce qui est des hétérodimères formés de différents CCC, leurs rôles seraient le plus probablement de 

diversifier la nature du cotransport cation-Cl en fonction des besoins à combler. À ce jour, toutefois, il existe peu 

de données quant à la pertinence de ces structures in vivo.  

4.3.4. Structure 3D  

Les premières images 3D à haute résolution de certains membres des CCC ont été rapportées récemment 

grâce à l’utilisation de la cryomicroscopie électronique. Les observations faites ont permis de confirmer plusieurs 

hypothèses déjà proposées dans le passé concernant la structure 3D de ces cotransporteurs en plus d’apporter 

un niveau de précision grandement supérieur.  

De cette manière, en 2019, Chew et al. (218) ont reporté pour la première fois les images de cryomicroscopie 

du cotransporteur NKCC1 du poisson-zèbre (Danio rerio) à une résolution de 2.9 Å. Les images ainsi obtenues 

ont confirmé que NKCC1 était organisé en homodimère selon une configuration domain swapping, et ce, comme 

Parvin et al. l’avaient supposé en 2011 (213). Le modèle montre de fait que l’extrémité C-terminale de l’une des 

sous-unités se retrouve près du domaine transmembranaire de la sous-unité opposée. Les images générées 

ont aussi permis d’identifier des sites d’interactions entre les deux sous-unités incluant 1) les domaines 

transmembranaires 10, 11 et 12 avec la présence de lipides à l’interface agissant en tant que colle moléculaire, 

2) l’hélice α3 et le feuillet β3 dans l’extrémité C-terminale et 3) des hélices entrecroisées qui relient les domaines 

transmembranaires et les extrémités C-terminale de chacune des sous-unités (aussi dites scissor hélices) (218). 

Les résultats obtenus semblent indiquer par ailleurs que l‘extrémité N-terminale ne joue pas de rôle dans la 

structure tridimensionnelle de la protéine et que les poches de translocation des ions sont formées par les TM1, 

3, 6 et 8 dans chacune des sous-unités (218). Finalement, des études de cryomicroscopie électronique ayant 

comme protéine d’intérêt KCC1, KCC2, KCC3, KCC4 et NKCC1 humain ont montré des structures 3D similaires 

à celle du cotransporteur NKCC1 du poisson-zèbre (219-224).  
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5. Hypothèses et objectifs 

Sachant que a) le cotransporteur NKCC2 forme un oligomère à la membrane plasmique, que b) les variants 

NKCC2A et NKCC2B sont exprimés dans les mêmes cellules de l’AAH à plusieurs endroits (dans la région 

corticale et la macula densa notamment), et que c) ils devraient avoir la possibilité de s’assembler entre eux 

puisqu’ils sont presque identiques sur le plan de la séquence en acides aminés, il est pertinent de s’intéresser 

à la possibilité pour le cotransporteur de former un hétérodimère composé de NKCC2A et NKCC2B (qui sera 

dit hétérodimère AB) et qu’il soit utile sur le plan fonctionnel. Nous supposons que cet hétérodimère AB aurait 

des caractéristiques uniques (différentes de celles des homodimères AA et BB) si les sous-unités coopèrent 

entre elles plutôt que de transporter les ions indépendamment. Nous supposons aussi qu’un mélange de 

dimères AA, BB et AB (avec expression modulable de chacune de ces structures) permettrait à la macula densa 

de déployer des caractéristiques cinétiques du transport en NaCl plus étendue et de jouer un rôle de senseur 

plus fin dans la rétroaction tubuloglomérulaire. 

Le premier objectif de ce projet de recherche est de construire trois plasmides qui contiennent chacun les 

séquences d’ADNc des deux NKCC2 en tandem (AA, BB ou AB) reliées par un linker clivable et d’exprimer ces 

ADNc dans un système d’expression hétérologue. L’idée derrière ces constructions est de forcer la formation 

des dimères à étudier par proximité, craignant que la coexpression d’un NKCC2A avec un NKCC2B non reliés 

entre eux se solde par un mélange de dimères AA, BB et AB. Le deuxième objectif vise à décrire les 

caractéristiques de la cinétique du transport ionique des dimères AA, BB et AB.  
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Chapitre 1. Matériels et méthodes 

1. Vecteur Pol1 

Le vecteur Pol1 a été utilisé pour toutes les constructions produites au laboratoire au cours de ce projet. Ce 

vecteur permet de produire de l’ARNc qui est ensuite injecté dans les ovocytes de Xenopus laevis pour produire 

des protéines d’intérêt. Le vecteur Pol1, qui est dérivé du vecteur pGEM, contient les séquences suivantes de 

5’ vers 3’ : le promoteur T7, provenant du bactériophage du même nom, pour la transcription en ARN, la 

séquence non traduite 5’ de la β-globine de Xenopus laevis (5’UTR), un site de clonage multiple, dans lequel 

sont insérés les séquences des gènes à l’étude, la séquence non traduite 3’ de la β-globine de Xenopus laevis 

(3’UTR), une queue polyA et un site de linéarisation. Le vecteur Pol1 sur lequel les manipulations ont été 

effectuées possède un épitope Myc (EQKLISEEDL) en 5’ du site de clonage multiple. 

2. Clonage des variants de NKCC2 

Les constructions de NKCC2A et NKCC2B étaient déjà disponibles au laboratoire dans le vecteur Pol1. Les 

constructions ont été produites par Valérie Montminy en 2001 au sein du laboratoire du Dr. Paul Isenring au 

centre de recherche L’Hôtel-Dieu de Québec. Ils ont été clonés par PCR à partir d’une banque d’ARN du rein 

de lapin avant d’être introduits dans le vecteur Pol1. À des fins de comparaisons, les constructions simples de 

NKCC2A et NKCC2B dans le vecteur Pol1 ont aussi été utilisées pour les expériences de ce projet. La 

construction NKCC2A possède l’épitope myc en N-terminal de la protéine et la construction NKCC2B possède 

l’épitope flag (DYKDDDDK) en C-terminal de la protéine. À des fins de simplifications, les constructions de myc-

NKCC2A et de NKCC2B-flag seront appelées constructions simples pour le reste de ce travail. 

3. Design des constructions d’ADNc  

L’objectif de cette étude étant la description fonctionnelle d’un hétérodimère entre les variants A et B du 

cotransporteur NKCC2, il a d’abord fallu générer les plasmides voulus mettant en relation les variants A et B. 

La figure 8 présente les différentes combinaisons de variants à insérer dans le vecteur Pol1 dans le cadre de 

ce projet. Chacune des combinaisons représente des constructions doubles qui seront utilisées tout au long de 

ce projet et appelées comme telles pour le reste de ce travail à des fins de simplifications. 
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Figure 8. Constructions d’ADNc mettant en relation les variants A et B du cotransporteur NKCC2 selon 
toutes les combinaisons possibles dans le vecteur Pol1. De gauche à droite, est d’abord représenté le 
vecteur mettant en relation le variant A afin d’induire la formation d’un homodimère AA. Ensuite est représenté 
le vecteur mettant en relation le variant A et le variant B afin d’induire la formation d’un hétérodimère AB. 
Finalement est représenté le vecteur mettant en relation le variant B afin d’induire la formation d’un homodimère 
BB. 

 

3.1. Préparation du vecteur 

Le vecteur Pol1 a dû être modifié de sorte qu’il puisse accueillir deux séquences une à la suite de l’autre 

séparées d’un linker dont le cadre de lecture est en continuité avec chacune d’elles. D’abord, des sites de 

restrictions uniques ont été introduits par mutagenèse ciblée (à l’aide du Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit de 

New England Biolabs) dans la séquence du vecteur pour créer les futurs sites d’insertions des variants. Le 

premier site d’insertion est bordé des sites de restriction uniques SalI et XhoI et le deuxième des sites de 

restriction uniques PmlI et AvrII (figure 9). Le tableau 2 liste les oligonucléotides utilisés pour générer les 

mutations. 

3.2. Insertion de la séquence linker 

Pour forcer l’interaction entre deux variants dans l’ovocyte, le linker utilisé s’est voulu flexible et a donc compris 

une séquence codant pour six répétitions des résidus GGGGS (225, 226). Il a été inséré entre les sites XhoI et 

PmlI tel qu’illustré par l’arc jaune de la figure 9. À l’extrémité 3’ du linker, un épitope flag a aussi été ajouté afin 

qu’il soit associé au second site d’insertion. L’épitope Myc, déjà présent dans le vecteur est associé au premier 

site d’insertion en 5’. Finalement, deux sites protéolytiques ont été greffés au linker à chacune de ses extrémités 

(LRGG – reconnu par la protéase ubiquitin specific peptidase 5 (USP5)) pour son clivage éventuel. L’insertion 

de la séquence linker entre les deux sites d’insertion s’est effectuée par plusieurs réactions séquentielles de 

mutagenèse d’insertion ciblée. Le tableau 3 résume la liste des oligonucléotides utilisés pour chacune des 

réactions d’élongation du linker. Le résultat final est représenté à la figure 10.  
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Figure 9. Préparation du vecteur par l’ajout de sites de restriction uniques pour créer les sites d’insertion 

des variants du cotransporteur NKCC2. Le premier site d’insertion, qui accueillera la séquence du premier 

variant mis en relation dans le dimère, est bordé des sites de restrictions uniques SalI et XhoI. Le deuxième site 

d’insertion, qui accueillera la séquence du second variant mis en relation dans le dimère, est bordé des sites de 

restrictions uniques PmlI et AvrII. La section jaune du vecteur correspond au linker mettant en relation les deux 

variants. 

 

 

Tableau 2. Description des réactions de mutagenèses pour l’insertion de sites de restriction uniques dans le 
vecteur Pol1 

Nom Site Séquence des oligonucléotides 
Température 
d’hybridation 

SalI GTCGAC Sens : CTCGAGATGTCACTAAATAACTCTTCC 
58 ℃ 

Antisens : GTCGACGAGGTCTTCCTCAGATATC 

XhoI CTCGAG Sens : 
CTGACATTTTACTCTCTCGAGATGAAAGATTAGAAAAC 

58 ℃ 
Antisens : 
GACATTTTTGTGATTTCCTCTAACTAGTAAGACAG 

PmlI CAGGTG Sens : GAGCACGTGAAAGATTAGAAAAC 
52 ℃ 

Antisens : GAGAGAGTAAAATGTCAGGACATTTTTGTG 

AvrII CCTAGG Sens : CACGTGCCTAGGTAGAAAACATATTAATG 
52 ℃ 

Antisens : CTCGAGAGAGAGTAAAAGTCAGG 
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Tableau 3. Description des réactions de mutagenèses d’insertion pour l’élongation du linker dans le vecteur 
Pol1 

Étape Composantes Séquence des oligonucléotides 
Température 

 d’hybridation 

Élongation 
1 

Premier site 
protéolytique 

(LRGG) 

Sens : GCGGTGGTGGTCACGTGCCTAGGTAGAAAAC 

65 ℃ 
Antisens : GGAGCTCGAGGTCGACGAGCTC 

Élongation 
2 

Séquence 
flexible 

GGGGS 

Sens : 
TGGTGGTCACGTGCCTAGGTAGAAAACATATTAATGTATG
G 65 ℃ 

Antisens : CCACCGGATCCACCACCACCGCGGAGCTC 

Élongation 
3 

Séquence 
flexible 

GGGGS 

Sens : 
GGGTTCTGGTCACGTGCCTAGGTAGAAAACATATTAATG 67 ℃ 
Antisens : CCGCCACCACTACCACCACCACCGGATCC 

Élongation 
4 

Deuxième site 
protéolytique 

(LRGG) 

Sens : 
CTTCGTGGTGGTCACGTGCCTAGGTAGAAAACATATTAAT
GTATGG 70 ℃ 

Antisens : AGAACCACCACCACCAGAACCCCCGCCACC 

Élongation 
5 

Épitope Flag Sens : GATGACGATAAGCACGTGCCTAGGTAGAAAAC 

65 ℃ Antisens : 
ATCCTTATAATCATCCTTATAATCACCACCACGAAGAGAA
CC 

 

3.3. Préparation et ajout des gènes d’intérêt dans les sites d’insertion du vecteur 

Les manipulations nécessaires à l’insertion des séquences de NKCC2 ont été réalisées avec le vecteur 

contenant les sites de restrictions uniques et le linker (voir sections 3.2 et 3.1). En ce qui concerne le premier 

site d’insertion, les variants A et B ont tous les deux été insérés dans le vecteur par la technologie In fusion 

Cloning de Takara, c’est-à-dire, par recombinaison homologue entre les extrémités des inserts (les variants A 

et B) et du vecteur (Pol1+linker). Les extrémités homologues au vecteur avaient été ajoutées préalablement sur 

les inserts par des réactions de PCR (voir tableau 4). La séquence codante de NKCC2A a ainsi été insérée 

dans le premier site d’insertion pour former une première construction et la séquence codante de NKCC2B a 

été insérée de cette même façon dans le premier site d’insertion pour former une seconde construction. 

Figure 10. Représentation de la séquence du linker reliant les deux sites d’insertion dans le vecteur Pol1. 
De 5’ vers 3’, la séquence est composée de l’épitope Myc suivi du premier site d’insertion formé par les sites de 
restriction SalI et XhoI, du premier site protéolytique LRGG, de la séquence flexible constituée de six répétitions 
des résidus GGGGS, du second site protéolytique LRGG, de l’épitope Flag et finalement du deuxième site 
d’insertion formé par les sites de restriction PmlI et AvrII.  
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Tableau 4. Description des réactions de PCR pour l’insertion des gènes de NKCC2A et NKCC2B dans le 
premier site d’insertion du vecteur Pol1 par la technologie In Fusion  

Nom Gabarit Séquence des oligonucléotides 
Température 
d’hybridation 

NKCC2 
in 

fusion 

NKCC2A 
et 

NKCC2B 

Sens : 
CTGAGGAAGACCTCGTCGACATGTCACTAAATAACTCTTCCAGTG 

52 

Antisens : 
CACCGCGGAGCTCGAGAGAGTAAAATGTCAGGACATTTTTG 

 
Pour le deuxième site d’insertion, nous avons fait appel à la compagnie Twist Bioscience située à San Francisco. 

Grâce à une high-throughput silicon platform, les membres de l’équipe y ont cloné les séquences des gènes de 

NKCC2A et NKCC2B de sorte que trois vecteurs différents ont été produits, soit les combinaisons AA, BB et AB 

(figure 8). Nous avons eu recours à l’aide de Twist Bioscience puisque ces dernières étapes d’insertion avaient 

échoué à plusieurs reprises au laboratoire malgré de nombreuses tentatives.  

3.4. Vérification et validation de la séquence des constructions obtenues 

Toutes les séquences des constructions obtenues (AA, BB et AB) ont été vérifiées par Twist Bioscience et par 

séquençage de type Sanger grâce à la plateforme du CHU de Québec. Les oligonucléotides utilisés pour 

séquencer chacune des constructions au complet sont listés dans le tableau 5.  

Tableau 5. Séquence des oligonucléotides utilisés à des fins de la validation des constructions obtenues  

Nom Séquence 

Position 
dans la 

séquence 
(pb) 

Seq1 TGAGATTCACGAGCAACTGG 680 

Seq2 CCACTGGGATACTTGCTGGT 1459 

Seq3 ACCAGACCTGCTCTCTTGGA 2364 

Seq4 CAGATGCAGAACTGGAAGCA 3352 

Seq5 GTCGAACTTGGCGGTAACTC 3383 

Seq6 TCCCTGGAGACTGTCCTACC 3681 

Seq7 TGTGAAATGGAAATGCTTGC 4547 

Seq8 GGCACAATTGATGTTTGGTG 3012 

 

4. Expression dans les ovocytes de Xenopus laevis 

L’insert de chacune des constructions est rétrotranscrit par la polymérase T7 du kit mMessage-mMachine 

transcription de Invitrogen après linéarisation du plasmide à l’extrémité distale de la région 3’ non traduite du 

gène de la β-globine. Ces ARNc sont ensuite directement injectés dans des ovocytes de Xenopus laevis 
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défolliculés de stade V-VI grâce à un système de pression à micro-injection. Chaque ovocyte reçoit 17,5 ng du 

matériel.  

Pour les expériences, nous avons étudié les constructions simples exprimées ensemble (myc-NKCC2A + myc-

NKCC2A, NKCC2B-flag + NKCC2B-flag ou myc-NKCC2A + NKCC2B-flag) et les constructions doubles 

séparément (AA, AB ou BB) (figure 8).  Pour chacune des expériences, des ovocytes sont aussi injectés avec 

de l’eau dans l’objectif d’obtenir des valeurs contrôles.  

Les ovocytes injectés sont par la suite incubés dans une solution Barth avec 0,25 mM de furosémide à 18 ℃ 

pour trois jours afin de permettre l’expression des protéines. Le tableau 6 résume les composantes du milieu 

Barth. La présence du furosémide est importante pour l’inhibition du cotransporteur NKCC2 puisque les 

ovocytes possèdent peu de tolérance pour l’activité hétérologue du cotransporteur pendant cette période de 72 

heures. L’expression des protéines traduites dans les ovocytes est validée ultimement par des expériences de 

type Western blot et d’immunofluorescence. 

Tableau 6. Composantes du milieu Barth  

Composante Concentration finale (mM) 

Na+ 97,00 

Cl- 86,00 

K+ 1,00 

Ca2+ 0,74 

Mg2+ 0,82 

SO4
2- 0,82 

Hepes 10,00 

NO3
- 0,66 

HCO3
- 2,40 

Osmolarité finale de la solution 200 

  

4.1. Techniques de Western blot et de co-immunoprécipitations 

Les ovocytes sont d’abord soumis à une préincubation d’une heure dans un milieu activant le transport de 

NKCC2, soit un milieu hypertonique (285 mOsm) (47), pour ensuite être lysés dans une solution dite de Miki 

(dont les composantes sont indiquées dans le tableau 7). Le matériel obtenu est ensuite centrifugé et c’est le 

surnageant (lysat) qui est conservé pour les expériences. 

Une immunoprécipitation (IP) est effectuée à partir du lysat par l’utilisation d’anticorps spécifiques aux épitopes 

insérés dans les protéines d’intérêt, c’est-à-dire, un anti-myc (1/100, fournisseur : Sigma) ou un anti-flag (1/100, 



 

27 

fournisseur : Sigma), et l’utilisation de billes magnétiques couplées à la protéine G (Thermo Fisher Scientific). 

Le reste du lysat est utilisé pour mesurer le taux d’expression totale des protéines. Les échantillons ainsi 

préparés sont par la suite dilués dans un tampon Laemmli (20% glycérol, 10% 2-mercaptoéthanol, 4% SDS, 

0,004% bleu de bromophénol et 0,125 M Tris HCl) et analysés par immunobuvardage de type Western blot (en 

utilisant un gel d’acrylamide 7.5% et une membrane de PVFD pour le transfert). La détection des protéines est 

faite avec les anticorps primaires anti-myc (1/500, fournisseur : Sigma) et anti-flag (1/500, fournisseur : Sigma) 

et les anticorps secondaires anti-IgG de souris produit dans le mouton et couplé à la HRP (1/5000). 

Tableau 7. Composantes du milieu Miki  

Composante Concentration finale 

Tris pH 8.0 20,0 mM 

MgCl2 1,0 mM 

EDTA 0,1 mM 

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 1,0 mM 

Glycérol 10% 

Triton-X 1% 

Complete Mini (Cocktail d'inhibiteurs de protéases) 1 comprimé/10 mL de Miki 

 

Des expériences de co-immunoprécipitation peuvent aussi être faites pour déterminer s’il y a interaction entre 

des NKCC2 exprimés dans les mêmes ovocytes, comme ce fût le cas pour les ovocytes qui ont été injectés 

avec les constructions simples myc-NKCC2A et NKCC2B-flag. Dans cet exemple, un anticorps anti-myc (1/100, 

fournisseur : Sigma) sera utilisé pour immunoprécipiter myc-NKCC2A et un anticorps anti-flag (1/100, 

fournisseur : Sigma) pour détecter NKCC2B-flag par Western blot. Le contraire, soit une immunoprécipitation 

de NKCC2B-flag par un anticorps anti-flag et une détection de myc-NKCC2A par un anticorps anti-myc, est 

aussi possible. Le traitement des échantillons à la suite de l’immunoprécipitation est identique à celui décrit plus 

haut.  

4.2. Immunofluorescence 

Après l’injection de l’ARNc et une incubation dans un milieu isotonique (200 mOsm) et un milieu hypertonique 

(285 mOsm), les ovocytes sont cryogénisés à l’azote liquide dans un milieu OCT (fournisseur : Fisher), coupés 

en fines tranches de 10 µm et trempées 30 minutes dans le paraformaldéhyde 4% pour fixer les protéines. 

NKCC2 est ensuite détecté avec les anticorps primaires anti-myc (1/100, fournisseur : Sigma) ou anti-flag 

(1/100, fournisseur : Sigma) et un anticorps secondaire, soit un IgG de souris couplé à l’Alexa Fluor 488 (1/500, 
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fournisseur : Invitrogen) pour être visualisé sur lame à l’aide d’un microscope confocal (Olympus FV-1000). Des 

contrôles négatifs sont produits en soumettant des ovocytes injectés avec de l’eau au même traitement et/ou 

en omettant l’anticorps primaire. 

5. Études de transport 

Les ovocytes sont soumis à des incubations séquentielles à 22 ℃. Les ovocytes sont incubés : 1) 20 minutes 

dans une solution de Barth sans furosémide pour retirer l’inhibiteur, 2) 60 minutes dans un milieu isotonique 

contrôle (200 mOsM) ou un milieu hypertonique activateur (285 mOsM), 3) 45 minutes dans un milieu isotonique 

contenant 90 mM Cl-, 10 mM de ouabaïne et entre 0,1 et 20 mM de rubidium (85Rb+) pour permettre le transport 

de cet ion et 4) environ 1 minute (sous de lavages répétés) dans un milieu glacé contenant 10 mM de ouabaïne, 

0,25 mM de furosémide, 0,05 mM de bumétanide et 74 mM de K+ pour éviter que le rubidium ne s’échappe des 

ovocytes. Le tableau 8 résume les composantes des milieux de préincubation isotonique (200 mOsm) et 

hypertonique (285 mOsm). 

Le rubidium est utilisé dans le milieu d’incubation servant à mesurer le transport puisqu’il partage avec le 

potassium le même rayon moléculaire et de ce fait, peut emprunter le site de translocation de ce dernier substrat 

chez NKCC2 (189). L’utilisation du rubidium est largement répandue pour caractériser le transport des CCC 

(189) et facilite aussi les expériences puisqu’il est présent en bien moins grande quantité dans les 

environnements extracellulaire et intracellulaire que le potassium. Les solutions contenant du rubidium 

possèdent par ailleurs une concentration de Cl- faible et constante (5mM) pour éviter l’influence des 

changements de concentration de cet anion sur le transport. Le tableau 9 résume les composantes du milieu 

d’incubation avec le rubidium. Par défaut, l’étape d’influx se déroule dans une solution contenant 7 mM de 85Rb+. 

Cependant, des concentrations qui varient entre 0,1 et 20 mM de 85Rb+ sont aussi utilisées pour étudier la 

cinétique de transport de NKCC2. Cette incubation se fait en présence ou en l’absence de 0,25 mM de 

furosémide dans le but d’obtenir une activité de transport furosémide-sensible.  

Après les quatre incubations, chaque ovocyte est distribué dans un microtube et solubilisé dans 25 µL d’acide 

nitrique 70%. Les échantillons sont par la suite mis à 80 ℃ pour 100 minutes et les lyophilisats ainsi obtenus 

sont resuspendus dans 1 mL d’eau. Le contenu en rubidium de chaque échantillon est déterminé grâce à un 

spectrophotomètre d’absorption atomique. Cet appareil permet une mesure très précise (dans l’ordre du 

picomolaire) et spécifique pour une grande variété de cations, incluant la majorité des cations monovalents ou 

divalents connus.  
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Tableau 8. Composantes des milieux de préincubation pour induire les changements de volume chez les 
ovocytes. 

Composante Concentration finale (mM) 

  Milieu isotonique Milieu hypertonique 

Na+ 55,00 55,00 

Cl- 5,00 5,00 

K+ 4,400 4,40 

Ca2+ 1,25 1,25 

Mg2+ 1.25 1,25 

HPO4- 0,63 0,63 

SO4
2- 0,63 0,63 

Hepes 6,25 6,25 

Gluc 50,60 50,60 

Suc 75,00 160,00 

Osmolarité finale de la solution 200 285 

 

 

Tableau 9. Composantes du milieu d’incubation avec rubidium 

Composante 
Concentration finale 

(mM) 

Na+ 78,00 

Cl- 83,00 

K+ 0,00 

Ca2+ 1,00 

Mg2+ 1 

SO4
2- 1 

Hepes 15,00 

HPO4
- 1,00 

NMG 0,00 - 14,95 

Gluc 0,00 - 4.95 
86Rb+ 0,10 - 20,00 

Osmolarité finale de la solution 200 
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6. Statistiques 

En ce qui concerne la taille d’échantillon, nous avons établi que chaque grenouille équivaut à n=1 et que pour 

chaque condition testée, il faut un minimum de quatre ovocytes. Pour chacune des conditions testées, 

l’expérience doit aussi être répétée au moins 4 fois (n=4), donc les ovocytes de quatre grenouilles différentes 

doivent recevoir les traitements. Cette taille d’échantillon de n=4 a été préétablie par des expériences ultérieures 

semblables réalisées au laboratoire et confirmée par un calcul de taille d’échantillon (99% de puissance pour 

n=4). 

Les données obtenues par spectrophotométrie d’absorption atomique sont présentées sous la forme de 

moyennes ± les écarts-types provenant des expériences répétées. Elles sont sujettes à une analyse inférentielle 

bivariée, soit de leur relation associative en tant que variables continues (les moyennes calculées par 

spectrophotométrie) avec des variables catégoriques (la nature de l’ARNc injecté dans les ovocytes étudiés). 

Puisque les données obtenues sont distribuées normalement, la validité des résultats est testée en analysant 

les différences entre deux groupes par le test de student bidirectionnel. L’analyse d’égalité des variances est 

aussi effectuée, grâce au test de Bartlett. Enfin, les résultats sont considérés significatifs à un seuil de p-value 

< 0,05. 
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Chapitre 2. Résultats 

1. Western blot et co-immunoprécipitations 

1.1. Constructions simples 

Les résultats de Western blot confirment que les protéines myc-NKCC2A et NKCC2B-flag sont bien exprimées 

dans les ovocytes (figures 11 et 12). Lorsque myc-NKCC2A est immunoprécipité avec l’anticorps anti-myc et 

qu’il y a détection avec l’anticorps anti-myc, les deux bandes caractéristiques de la protéine, correspondant à la 

forme glycosylée à 160 kDa et la forme non glycosylée à 110 kDa, sont observées (figure 11A). Il en est de 

même pour NKCC2B-flag dont les bandes caractéristiques de la protéine sont observées après 

immunoprécipitation avec l’anticorps anti-flag et détection avec l’anticorps anti-flag (figure 12B). Cependant, 

lorsque myc-NKCC2A est immunoprécipité avec l’anticorps anti-myc et détecté avec l’anticorps anti-flag (figure 

12A) ou lorsque NKCC2B-flag est immunoprécipité avec l’anti-flag et détecté avec l’anti-myc, (figure 11B), il n’y 

a aucun signal. Ces résultats pourraient suggérer que NKCC2A et NKCC2B n’interagissent pas entre eux dans 

les ovocytes.  

Lorsqu’il n’y a pas d’immunoprécipitation préalable avec les anticorps anti-myc ou anti-flag, la détection des 

protéines myc-NKCC2A et flag-NKCC2B est tout de même possible (protéines totales). On observe en effet la 

présence de myc-NKCC2A dans les échantillons totaux avec l’anticorps anti-myc (figure 11A et B) et de 

NKCC2B-flag avec l’anticorps anti-flag (figure 12A et B). Tel qu’attendu, l’intensité des signaux pour les 

échantillons qui ont préalablement subi une immunoprécipitation est plus élevée.  

Les résultats aux figures 11 et 12 proviennent d’une seule expérience, mais celle-ci a été choisie parmi trois 

autres. On observe les mêmes résultats pour les quatre expériences, soit l’absence de signal lors de la co-

immunoprécipitation entre myc-NKCC2A et NKCC2B-flag. Finalement, aucun signal n’est ou n’a été détecté 

pour les contrôles négatifs, c’est-à-dire pour les ovocytes injectés d’eau. 

1.2. Constructions doubles 

Les résultats de Western blot montrent que les protéines NKCC2 sont bien exprimées dans les ovocytes. La 

figure 13 permet d’observer les bandes caractéristiques du cotransporteur pour chacune des constructions 

doubles (AA, BB et AB). Toutefois, les bandes se retrouvent à des hauteurs de 160 et 110 kDa, et non 320 et 

220 kDa comme l’on s’attendait pour les protéines de fusion produites par les constructions doubles. Ce point 

sera traité plus en détail au chapitre 3.  

Les signaux observés à la figure 13A sont obtenus à la suite d’une immunoprécipitation préalable avec 

l’anticorps anti-myc et une détection avec l’anticorps anti-myc. À la figure 13B, toutefois, il n’y a plus de signaux 
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observables lorsqu’il y a une immunoprécipitation avec l’anti-myc et une détection avec l’anti-flag. Nous arrivons 

au même constat lorsqu’il y a immunoprécipitation avec l’anti-flag et détection avec l’anti-flag ou l’anti-myc 

(résultats non présentés ici). Ainsi, les résultats sont partiellement concordants avec ceux présentés aux figures 

11 et 12. Des signaux auraient dû être observés dans les conditions où l’immunoprécipitation s’est faite avec 

l’anti-flag et la détection avec l’anti-flag. Ces données seront également discutées plus en détail au chapitre 3. 

Lorsqu’il n’y a pas d’immunoprécipitation préalable avec les anticorps anti-myc ou anti-flag, la détection des 

protéines est tout de même possible (protéines totales) avec l’anti-myc (figure 13A et B), mais impossible avec 

l’anti-flag (résultats non présentés ici). L’intensité du signal des bandes pour les échantillons qui ont 

préalablement subi une immunoprécipitation avec l’anti-myc est encore une fois plus élevée que pour les 

protéines détectées dans les échantillons totaux sans immunoprécipitation préalable. 

À la figure 13 est représentée une seule expérience, mais celle-ci a été effectuée parmi trois autres expériences. 

On observe les mêmes résultats pour les quatre expériences. Finalement, aucun signal n’est ou n’a été détecté 

pour les contrôles négatifs, c’est-à-dire pour les ovocytes injectés d’eau. 
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Figure 11. Western blot et co-immunoprécipitations entre les constructions simples myc-NKCC2A et 
NKCC2B-flag et détection de la membrane par l’anticorps anti-myc A) IP préalable avec l’anticorps anti-
myc et B) IP préalable avec l’anticorps anti-flag. L’immunodétection sur membrane de PVFD a été réalisée avec 
l’anticorps anti-myc. Les conditions NKCC2A+NKCC2B sont possibles grâce à des injections dans les mêmes 
ovocytes des constructions simples myc-NKCC2A et NKCC2B-flag. Les ovocytes exprimant les cotransporteurs 
NKCC2A et NKCC2B ont subi une préincubation d’une heure dans un milieu hypertonique (285 mOsm). Les IP 
sont en haut de la figure et les résultats des protéines totales sont en bas de la figure. 
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Figure 12. Western blot et co-immunoprécipitations entre les constructions simples myc-NKCC2A et 
NKCC2B-flag et détection de la membrane par l’anticorps anti-flag A) IP préalable avec l’anticorps anti-myc 
et B) IP préalable avec l’anticorps anti-flag. L’immunodétection sur membrane de PVFD a été réalisée avec 
l’anticorps anti-flag. Les conditions NKCC2A+NKCC2B sont possibles grâce à des injections dans les mêmes 
ovocytes des constructions simples myc-NKCC2A et NKCC2B-flag. Les ovocytes exprimant les cotransporteurs 
NKCC2A et NKCC2B ont subi une préincubation d’une heure dans un milieu hypertonique (285 mOsm). Les IP 
sont en haut de la figure et les résultats des protéines totales sont en bas de la figure. 
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Figure 13. Western blot des protéines AA, BB et AB et détection de la membrane par l’anticorps anti-
myc A) IP préalable avec l’anticorps anti-myc et B) IP préalable avec l’anticorps anti-flag. L’immunodétection 
sur membrane de PVFD a été réalisée avec l’anticorps anti-myc. Les conditions AA, BB et AB sont possibles 
grâce aux injections des constructions doubles. Les ovocytes exprimant les cotransporteurs AA, BB et AB ont 
subi une préincubation d’une heure dans un milieu hypertonique (285 mOsm). Les IP sont en haut de la figure 
et les résultats des protéines totales sont en bas de la figure.  
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2. Immunofluorescence 

2.1. Constructions simples 

Pour les constructions simples myc-NKCC2A et NKCC2B-flag injectées dans différents ovocytes, un signal 

fluorescent fort est obtenu à la membrane plasmique, et ce pour toutes les conditions de préincubations 

(isotonique et hypertonique), avec les anticorps primaires anti-myc et anti-flag (figures 14 et 15). Pour les 

contrôles négatifs, aucun signal n’est observé. Pour les constructions simples myc-NKCC2A et NKCC2B-flag 

coinjectées dans les mêmes ovocytes, un résultat analogue est obtenu avec l’un ou l’autre des anticorps (figure 

16) tandis que pour les contrôles négatifs, il n’y a toujours pas de signal. Enfin, aucun signal n’est détecté pour 

les ovocytes injectés d’eau (résultats non présentés ici). À noter, toutefois, que l’intensité du signal à la 

membrane est plus forte en condition hypertonique. 

2.2. Constructions doubles 

Pour les constructions doubles (AA, BB et AB) injectées dans différents ovocytes, un signal fluorescent fort est 

obtenu à la membrane plasmique avec les anticorps primaires anti-myc et anti-flag, et ce, pour toutes les 

conditions de préincubations (isotonique et hypertonique) (figures 17, 18 et 19). Pour les contrôles négatifs, 

aucun signal n’est observé. La fluorescence observée à la suite d’une détection avec l’anticorps anti-flag (figures 

17, 18 et 19) est toutefois plus diffuse et moins intense lorsqu’on la compare à la fluorescence émise à la suite 

de la détection avec l’anticorps anti-myc. Ces résultats montrent ainsi que les protéines de fusion sont exprimées 

correctement. Toutefois, l’intensité des signaux en milieu hypertonique n’est pas supérieure dans ces conditions. 

Enfin, aucun signal n’est détecté pour les ovocytes injectés d’eau (résultats non présentés ici). 
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Figure 14. Immunofluorescences de la construction simple myc-NKCC2A injectée seule dans les 
ovocytes. À gauche sont représentés les ovocytes détectés avec l’anticorps primaire anti-myc. L’anticorps anti-
myc permet la détection de myc-NKCC2A, qui possède l’épitope myc en N-terminal de la construction 
plasmidique. À droite sont représentés les contrôles négatifs pour chacune des conditions, où aucun anticorps 
primaire n’a été appliqué aux échantillons. Tous les ovocytes exprimant le cotransporteur NKCC2A ont subi une 
préincubation d’une heure dans un milieu isotonique (200 mOsm) ou dans un milieu hypertonique (285 mOsm). 
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Figure 15. Immunofluorescences de la construction simple NKCC2B-flag injectée seule dans les 
ovocytes. À gauche sont représentés les ovocytes détectés avec l’anticorps primaire anti-flag. L’anticorps anti-
flag permet la détection de NKCC2B-flag, qui possède l’épitope flag en C-terminal de la construction 
plasmidique. À droite sont représentés les contrôles négatifs pour chacune des conditions, où aucun anticorps 
primaire n’a été appliqué aux échantillons. Tous les ovocytes exprimant le cotransporteur NKCC2B ont subi une 
préincubation d’une heure dans un milieu isotonique (200 mOsm) ou dans un milieu hypertonique (285 mOsm). 
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Figure 16. Immunofluorescences des constructions simples myc-NKCC2A et NKCC2B-flag coinjectées dans les mêmes ovocytes. À gauche sont 
représentés les ovocytes détectés avec les anticorps primaires anti-myc et anti-flag. L’anticorps myc permet la détection de myc-NKCC2A, qui possède l’épitope 
myc en N-terminal de la construction plasmidique. L’anticorps flag permet la détection de NKCC2B-flag, qui possède l’épitope flag en C-terminal de la construction 
plasmidique. À droite sont représentés les contrôles négatifs pour chacune des conditions, où aucun anticorps primaire n’a été appliqué aux échantillons. Les 
conditions myc-NKCC2A+NKCC2B-flag sont possibles grâce à des coinjections dans les mêmes ovocytes des constructions simples myc-NKCC2A et de NKCC2B-
flag. Tous les ovocytes exprimant les cotransporteurs NKCC2A et NKCC2B ont subi une préincubation d’une heure dans un milieu isotonique (200 mOsm) ou dans 
un milieu hypertonique (285 mOsm).
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Figure 17. Immunofluorescences de l’homodimère AA. À gauche sont représentés les ovocytes détectés avec les anticorps primaires anti-myc et anti-flag. Les 
anticorps anti-myc et anti-flag permettent la détection de l’homodimère AA du cotransporteur NKCC2. L’épitope myc se retrouve en position N-terminale de la 
construction double. L’épitope flag se retrouve au niveau du linker de la construction double. À droite sont représentés les contrôles négatifs pour chacune des 
conditions, où aucun anticorps primaire n’a été appliqué aux échantillons. Tous les ovocytes exprimant le dimère AA du cotransporteur NKCC2 ont subi une 
préincubation d’une heure dans un milieu isotonique (200 mOsm) ou dans un milieu hypertonique (285 mOsm). 
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Figure 18. Immunofluorescences de l’homodimère BB. À gauche sont représentés les ovocytes détectés avec les anticorps primaires anti-myc et anti-flag. Les 
anticorps anti-myc et anti-flag permettent la détection de l’homodimère BB du cotransporteur NKCC2. L’épitope myc se retrouve en position N-terminale de la 
construction double. L’épitope flag se retrouve au niveau du linker de la construction double. À droite sont représentés les contrôles négatifs pour chacune des 
conditions, où aucun anticorps primaire n’a été appliqué aux échantillons. Tous les ovocytes exprimant le dimère BB du cotransporteur NKCC2 ont subi une 
préincubation d’une heure dans un milieu isotonique (200 mOsm) ou dans un milieu hypertonique (285 mOsm). 

Préincubation 

en milieu 

isotonique 

Préincubation 

en milieu 

hypertonique 

Myc + Myc - Flag + Flag - 



 

42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19. Immunofluorescences de l’hétérodimère AB. À gauche sont représentés les ovocytes détectés avec les anticorps primaires anti-myc et anti-flag. Les 
anticorps anti-myc et anti-flag permettent la détection de l’hétérodimère AB du cotransporteur NKCC2. L’épitope myc se retrouve en position N-terminale de la 
construction double. L’épitope flag se retrouve au niveau du linker de la construction double. À droite sont représentés les contrôles négatifs pour chacune des 
conditions, où aucun anticorps primaire n’a été appliqué aux échantillons. Tous les ovocytes exprimant le dimère AB du cotransporteur NKCC2 ont subi une 
préincubation d’une heure dans un milieu isotonique (200 mOsm) ou dans un milieu hypertonique (285 mOsm).
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3. Études de transport 

3.1. Constructions simples 

Lorsque les constructions simples sont coinjectées dans les mêmes ovocytes, il n’y a pas de différences 

statistiquement significatives entre les moyennes des Km(Rb+) et des Vmax(Rb+) calculées pour les 

préincubations en milieu isotonique. De fait, les Km(Rb+) pour NKCC2A+NKCC2A, NKCC2B+NKCC2B et 

NKCC2A+NKCC2B sont, respectivement, 4,13±1,21, 2,58±0,88 et 5,21±2,02 mM et les Vmax(Rb+) sont de 

4,59±1,21, 4,31±1,26 et 3,95±0,82 nmol/ovocyte/h (figure 20). Les p-values calculées grâce au test statistique 

de Student sont résumées dans le tableau 10. Il en va de même pour les préincubations en milieu hypertonique : 

les valeurs de Km(Rb+) sont respectivement de 4,26±0,85, 3,61±0,41 et 5,05±0,94 mM et les valeurs de 

Vmax(Rb+) sont de 9,70±2,71, 9,14±3,55 et 7,37±2,38 nmol/ovocytes/h (figure 21). Les p-values calculées 

grâce au test statistique de Student sont résumées dans le tableau 10. 

Tableau 10. Résultats des test de student (p-values) pour la comparaison des moyennes des Km(Rb+) et des 

Vmax(Rb+) des cotransporteurs NKCC2A et NKCC2B coinjectés sous la forme de constructions simples à la 

suite de préincubations en milieu isotonique et hypertonique. Les moyennes comparées proviennent de 3-5 

expériences.  

Conditions comparées p-values 

  Km(Rb+) Vmax(Rb+) 

Préincubation en milieu isotonique   

AA vs. BB 
 

0,334032 0,879075 

AA vs. AB 
 

0,644673 0,690815 

BB vs. AB 
 

0,237421 0,825748 

Préincubation en milieu hypertonique 
  

AA vs. BB 
 

0,527643 0,903521 

AA vs. AB 
 

0,545275 0,535521 

BB vs. AB 
 

0,221009 0,689043 
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Figure 20. Effet du changement de la concentration extracellulaire de 85Rb+ après une préincubation en milieu isotonique (200 mOsm) sur les 
caractéristiques de transport des cotransporteurs myc-NKCC2A et NKCC2B-flag coinjectés sous la forme de constructions simples dans les ovocytes. 
L’influx de 85Rb+ a été mesuré à des concentrations extracellulaires croissantes de 85Rb+ à la suite d’une préincubation d’une heure dans un milieu isotonique (200 
mOsm). Chacune des courbes correspond à des ovocytes injectés de la construction simple myc-NKCC2A (AA sur la figure), des constructions simples myc-
NKCC2A et NKCC2B-flag (AB sur la figure) et de la construction simple NKCC2B-flag (BB sur la figure). Le panneau A présente les données sous forme de 
moyennes ± S.E auxquelles ont été soustraites les moyennes obtenues pour les ovocytes injectés avec de l’eau. Les courbes obtenues dans le panneau A ont été 
calculées grâce à l’équation de Michaelis-Menten. Les panneaux B et C présentent respectivement les caractéristiques de transport de la Km(Rb+) et de la Vmax(Rb+) 
exprimées sous la forme de moyennes ± S.E. aussi calculées grâce à l’équation de Michaelis-Menten. Les moyennes proviennent de 3-5 expériences. 
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Figure 21. Effet du changement de la concentration extracellulaire de 85Rb+ après une préincubation en milieu hypertonique (285 mOsm) sur les 
caractéristiques de transport des cotransporteurs myc-NKCC2A et NKCC2B-flag coinjectés sous la forme de constructions simples dans les ovocytes. 
L’influx de 85Rb+ a été mesuré à des concentrations extracellulaires croissantes de 85Rb+ à la suite d’une préincubation d’une heure dans un milieu hypertonique 
(285 mOsm). Chacune des courbes correspond à des ovocytes injectés de la construction simple myc-NKCC2A (AA sur la figure), des constructions simples myc-
NKCC2A et NKCC2B-flag (AB sur la figure) et de la construction simple NKCC2B-flag (BB sur la figure). Le panneau A présente les données sous forme de 
moyennes ± S.E auxquelles ont été soustraites les moyennes obtenues pour les ovocytes injectés avec de l’eau. Les courbes obtenues dans le panneau A ont été 
calculées grâce à l’équation de Michaelis-Menten. Les panneaux B et C présentent respectivement les caractéristiques de transport de la Km(Rb+) et de la Vmax(Rb+) 
exprimées sous la forme de moyennes ± S.E. aussi calculées grâce à l’équation de Michaelis-Menten. Les moyennes proviennent de 3-5 expériences. 
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3.2. Constructions doubles 

Lorsque les variants sont exprimés sous forme de protéines de fusion (AA, BB et AB), on observe des 

différences statistiquement significatives entre les moyennes des Vmax(Rb+) de AB par rapport à AA et BB en 

milieu isotonique (200 mOsm). Les valeurs de Vmax(Rb+) sont de 1,72±0,18 pour AA, 2,33±0,21 pour BB et 

3,72±0,43 nmol/ovocyte/h pour AB (figure 22). Il n’existe cependant aucune différence significative en ce qui 

concerne les moyennes des Km(Rb+) pour les préincubations en milieu isotonique (200 mOsm). 

Respectivement, les Km(Rb+) calculées pour les conditions injectées AA, BB et AB sont : 2,49±0,50, 2,77±0,73 

et 3,30±1,17 mM (figure 22). Les p-values calculées grâce au test statistique de Student sont résumées dans 

le tableau 11. 

De la même façon, il existe des différences statistiquement significatives pour les moyennes de Vmax(Rb+) de 

AB par rapport à AA et BB en milieu hypertonique (285 mOsm), soit 5,36±0,63 pour AA, 6,68±0,93 pour BB et 

10,36±1,12 nmol/ovocyte/h pour AB, et non pour les moyennes de Km(Rb+), soit 1,91±0,47 pour AA, 1,36±0,42 

pour BB et 3,05±1,09 mM pour AB (figure 23). Les p-values calculées grâce au test statistique de Student sont 

résumées dans le tableau 11. 

Pour tous les dimères, une sensibilité importante au furosémide a été notée autant en milieu isotonique qu’en 

milieu hypertonique (figure 24). Les cotransporteurs produits dans l’ovocyte avaient donc un comportement 

normal.  

En ce qui concerne l’homodimère AA, la moyenne mesurée de l’influx de 85Rb+ en milieu isotonique est de 

2,81±0,58 nmol/ovocyte/h sans furosémide et de 0,135±0,08 nmol/ovocyte/h avec furosémide (figure 24A), ce 

qui se traduit en une différence très significative (p-value de 0,005374). Pour ce qui est de la moyenne mesurée 

de l’influx de 85Rb+ en milieu hypertonique, elle est de 5,88±1,27 nmol/ovocyte/h sans furosémide et de 

0,133±0,05 nmol/ovocyte/h avec furosémide (figure 24A), ce qui se traduit aussi en une différence très 

significative (p-value de 0,006133).  
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Tableau 11. Résultats des tests de student (p-values) pour la comparaison des moyennes des Km(Rb+) et des 

Vmax(Rb+) des cotransporteurs NKCC2A et NKCC2B injectés sous la forme de constructions doubles à la suite 

de préincubations en milieu isotonique et hypertonique. Les moyennes comparées proviennent de 4-7 

expériences. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

ap-value < 0,05 
bp-value < 0,01 

 

Un constat similaire s’impose en ce qui concerne l’homodimère BB. L’influx de 85Rb+ en milieu isotonique est de 

2,85±0,79 nmol/ovocyte/h sans furosémide et de 0,229±0,07 nmol/ovocyte/h avec furosémide (figure 24B) 

tandis qu’en milieu hypertonique, il est de 7,44±1,75 sans furosémide et de 0,213±0,06 nmol/ovocyte/h avec 

furosémide (figure 24B). Dans les deux cas, les différences étaient statistiquement très significatives (p-values 

de 0,003213 et de 0,008974, respectivement).  

Finalement, le constat est aussi identique pour l’hétérodimère AB. Les valeurs obtenues en milieu isotonique 

sont de 6,224±1,20 nmol/ovocyte/h sans furosémide et de 0,143±0,04 nmol/ovocyte/h avec furosémide (p-value 

de 0,007156; figure 24C) alors qu’il est de 9,02±1,16 nmol/ovocyte/h sans furosémide et de 0,170±0,09 avec 

furosémide en milieu hypertonique (p-value de 0,000014; figure 24C).  

Pour terminer, les niveaux atteints d’influx en présence de furosémide sont similaires parmi les trois dimères. 

Les hétérodimères AB ont donc le même comportement que les homodimères AA et BB à cet égard. 

Conditions comparées p-values 

  Km(Rb+) Vmax(Rb+) 

Préincubation en milieu isotonique   

AA vs. BB 
 

0,747983 0,066589 

AA vs. AB 
 

0,494562 0,006621b 

BB vs. AB 
 

0,702416 0,027951a 

Préincubation en milieu hypertonique 
  

AA vs. BB 
 

0,410001 0,251979 

AA vs. AB 
 

0,332739 0,004702b 

BB vs. AB 
 

0,178426 0,030684a 
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Figure 22. Effet du changement de la concentration extracellulaire de 85Rb+ après une préincubation en milieu isotonique (200 mOsm) sur les 
caractéristiques de transport des dimères AA, AB et BB du cotransporteur NKCC2 injectés sous la forme de constructions doubles dans les ovocytes. 
L’influx de 85Rb+ a été mesuré à des concentrations extracellulaires croissantes de 85Rb+ à la suite d’une préincubation d’une heure dans un milieu isotonique (200 
mOsm). Chacune des courbes correspond à des ovocytes injectés des constructions doubles produisant la protéine de fusion NKCC2A+NKCC2A (AA dans la 
figure), des constructions doubles produisant la protéine de fusion NKCC2A+NKCC2B (AB dans la figure) et des constructions doubles produisant la protéine de 
fusion NKCC2B+NKCC2B (BB dans la figure). Le panneau A présente les données sous forme de moyennes ± S.E auxquelles ont été soustraites les moyennes 
obtenues pour les ovocytes injectés avec de l’eau. Les courbes obtenues dans le panneau A ont été calculées grâce à l’équation de Michaelis-Menten. Les panneaux 
B et C présentent respectivement les caractéristiques de transport de la Km(Rb+) et de la Vmax(Rb+) exprimées sous la forme de moyennes ± S.E. aussi calculées 
grâce à l’équation de Michaelis-Menten. Les moyennes proviennent de 4-7 expériences. * : p-value < 0,05 et ** : p-value < 0,01. 
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Figure 23. Effet du changement de la concentration extracellulaire de 85Rb+ après une préincubation en milieu hypertonique (285 mOsm) sur les 
caractéristiques de transport des dimères AA, AB et BB du cotransporteur NKCC2 injectés sous la forme de constructions doubles dans les ovocytes. 
L’influx de 85Rb+ a été mesuré à des concentrations extracellulaires croissantes de 85Rb+ à la suite d’une préincubation d’une heure dans un milieu hypertonique 
(285 mOsm). Chacune des courbes correspond à des ovocytes injectés des constructions doubles produisant la protéine de fusion NKCC2A+NKCC2A (AA dans la 
figure), des constructions doubles produisant la protéine de fusion NKCC2A+NKCC2B (AB dans la figure) et des constructions doubles produisant la protéine de 
fusion NKCC2B+NKCC2B (BB dans la figure). Le panneau A présente les données sous forme de moyennes ± S.E auxquelles ont été soustraites les moyennes 
obtenues pour les ovocytes injectés avec de l’eau. Les courbes obtenues dans le panneau A ont été calculées grâce à l’équation de Michaelis-Menten. Les panneaux 
B et C présentent respectivement les caractéristiques de transport de la Km(Rb+) et de la Vmax(Rb+) exprimées sous la forme de moyennes ± S.E. aussi calculées 
grâce à l’équation de Michaelis-Menten. Les moyennes proviennent de 4-7 expériences. * : p-value < 0,05 et ** : p-value < 0,01. 
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Figure 24. Effet de l’ajout de furosémide dans le milieu d’incubation sur l’influx en 85Rb+ par les cotransporteurs NKCC2A et NKCC2B injectés sous la 
forme de constructions doubles dans les ovocytes. L’influx de 85Rb+ a été mesuré à une concentration extracellulaire de 7mM de 85Rb+ en présence (+) ou non 
(-) de 0,25 mM de furosémide. Des préincubations d’une heure en milieu isotonique (200 mOsm) et en milieu hypertonique (285 mOsm) ont été effectuées. Le 
panneau A correspond aux influx mesurés chez les ovocytes dont l’ARNc de la protéine de fusion NKCC2A-NKCC2A (AA) a été injecté. Le panneau B correspond 
aux influx mesurés chez les ovocytes dont l’ARNc de la protéine de fusion NKCC2B-NKCC2B (BB) a été injecté. Le panneau C correspond aux influx mesurés chez 
les ovocytes dont l’ARNc de la protéine de fusion NKCC2A-NKCC2B (AB) a été injecté. Toutes les données sont présentées sous la forme de moyenne ± S.E. 
auxquelles ont été soustraites les moyennes obtenues pour les ovocytes injectés avec de l’eau. Les moyennes proviennent de 4-6 expériences. * : p-value < 0,05 
et ** : p-value < 0,01. 
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Chapitre 3. Discussion 

1. Expression de NKCC2 dans les ovocytes 

Des analyses de Western blot et d’immunofluorescences ont été utilisées dans ce travail pour confirmer 

l’expression des protéines à l’étude avant d’en tester la fonction, soit de comparer la cinétique de transport parmi 

des NKCC2 produits à partir de constructions simples et doubles. Ces expériences n’avaient pour pas objectif 

immédiat de comparer les niveaux d’expressions entre les NKCC2 dans la mesure où plusieurs des paramètres 

cinétiques qui ont été mesurés ne devraient pas en dépendre. Un objectif à long terme sera toutefois de procéder 

à de telles analyses quantitatives pour aider dans l’interprétation globale des résultats. 

1.1. Constructions simples 

Tout d’abord, la construction simple codant pour la protéine myc-NKCC2A est bien exprimée dans les ovocytes 

de Xenopus laevis. Les deux bandes observées au panneau A de la figure 11 correspondent à la protéine myc-

NKCC2A sous ses deux formes : la forme non glycosylée (110 kDa) et la forme glycosylée (160 kDa). La 

protéine est détectée lorsqu’une immunoprécipitation est faite au préalable avec l’anticorps anti-myc (IP) et dans 

l’échantillon total sans immunoprécipitation préalable (Total). Il est normal que le signal pour les bandes en 

condition IP soit plus fort puisque NKCC2 se retrouve concentré dans l’échantillon. Les expériences 

d’immunofluorescences ont aussi confirmé l’expression de la protéine myc-NKCC2A autant en milieu 

hypertonique qu’isotonique (figure 14) et que cette expression était à la membrane plasmique de l’ovocyte, 

conformément à la théorie, sachant que le cotransporteur NKCC2 est une protéine transmembranaire. Le signal 

semblait aussi plus fort en condition hypertonique.  

Ensuite, la construction simple codant pour la protéine NKCC2B-flag est elle aussi bien exprimée dans les 

ovocytes de Xenopus laevis. En analyse Western, en milieu hypertonique, les mêmes bandes de 110 kDa et 

160 kDa sont observées au panneau B de la figure 12 avec un signal plus fort lorsque la protéine est 

immunoprécipitée au préalable. En immunofluorescence, un signal à la membrane plasmique est observé en 

milieu hypertonique et en milieu isotonique (figure 15). 

L’un des objectifs principaux de ce projet était de caractériser la fonction d’un hétérodimère formé par les 

variants A et B du cotransporteur NKCC2. Nous avons donc tenté de démontrer la dimérisation naturelle de 

NKCC2A et NKCC2B dans un modèle in vitro, celui des ovocytes de Xenopus laevis. Pour ce faire, nous avons 

coinjecté les constructions simples myc-NKCC2A et NKCC2B-flag dans ces cellules et réalisé des expériences 

de co-immunoprécipitation entre les protéines myc-NKCC2A et NKCC2B-flag. Le panneau A de la figure 12 

montre que l’immunoprécipitation avec anti-myc suivie de la détection avec anti-flag ne présente aucun signal 

(n=4) et le panneau B de la figure 11 que l’immunoprécipitation avec anti-flag suivie de la détection avec anti-
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myc se traduit aussi par un résultat négatif (n=4). D’après ces expériences, il semble donc que NKCC2A et 

NKCC2B n’auraient pas la capacité d’interagir entre eux dans l’ovocyte.  

Devant ces résultats, la possibilité que l’épitope myc ou flag aurait pu devenir inaccessible à la détection dans 

un hétérodimère formé des variants myc-NKCC2A et NKCC2B-flag a été envisagée. À l’heure actuelle, il n’est 

pas possible d’éliminer cette possibilité. Une expérience qui serait utile à cet égard serait de coinjecter des 

constructions simples myc-NKCC2A avec NKCC2A-flag, flag-NKCC2A avec NKCC2A-myc, myc-NKCC2B avec 

NKCC2B-flag ou flag-NKCC2B avec NKCC2B-myc dans des ovocytes et de répéter les expériences de co-

immunoprécipitation. Si les NKCC2 immunoprécipités avec l’anti-myc n’étaient pas détectables avec l’anti-flag 

et si les NKCC2 immunoprécipités avec l’anti-flag n’étaient pas détectables avec l’anti-myc, l’hypothèse de 

l’épitope caché deviendrait probable puisqu’il est connu que les NKCC sont organisés en homodimères. Cette 

hypothèse est d’autant plus à considérer que les images 3D du cotransporteur NKCC1 obtenues par 

cryomicroscopie électronique ont montré que la dimérisation du cotransporteur se produit par l’interaction entre 

les TM10, 11 et 12 et les extrémités C-terminales de chacune des sous-unités alors que les séquences en 

acides aminés entre les variants A et B de NKCC2 différent entre eux dans le TM2 et la boucle intracellulaire 

suivante de manière exclusive. La formation d’un hétérodimère AB devrait donc être possible. 

Il demeure néanmoins possible que la formation d’homodimères AA et BB soit hautement favorisée au sein de 

l’ovocyte, ne permettant ainsi qu’à un très petit nombre d’hétérodimères AB de se former et d’échapper alors à 

la détection. Si tel était le cas, il faudrait donc penser que le TM2 et la boucle intracellulaire suivante jouent un 

rôle clé dans la dimérisation du transporteur en forçant des associations AA ou BB strictes. Il s’agirait alors d’une 

fonction inédite pour l’exon 4 dans l’organisation quaternaire de NKCC2 et sans doute dans celle de plusieurs 

autres membres de la famille des CCC. En résumé, la détection d’interactions naturelles entre NKCC2A et 

NKCC2B n’est pas rapportée dans ce présent projet, mais des techniques plus fines pourront éventuellement 

être mises en œuvre au laboratoire pour y arriver 

Les ovocytes qui ont été coinjectés avec les constructions simples myc-NKCC2A et NKCC2B-flag ont aussi été 

l’objet d’expériences en immunofluorescence après avoir été soumis à des préincubations en milieux isotonique 

ou hypertonique. Il a été possible d’obtenir des signaux avec les anticorps anti-myc et anti-flag (figure 16), 

permettant de confirmer que les deux protéines sont exprimées à la surface de l’ovocyte. D’après les 

expériences d’immunoprécipitation, toutefois, on pourrait penser que seuls les dimères AA et BB ont été 

détectés sur cette figure. 
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1.2. Constructions doubles 

Les ovocytes injectés avec les constructions doubles produisant les dimères AA, BB et AB ont aussi été soumis 

à des expériences de Western blot (après préincubation des ovocytes en milieu hypertonique) et 

d’immunofluorescences (après préincubation des ovocytes en milieu isotonique ou hypertonique). Les résultats 

de ces expériences avaient été décrits aux figures 13 et 17 à 19 et seront discutés dans la section qui suit.  

Pour ce qui est des analyses de type Western, les deux bandes observées au panneau A de la figure 13 

correspondent à la protéine NKCC2 sous ses deux formes, soit la forme non glycosylée (110 kDa) et la forme 

glycosylée (160 kDa). Il est intéressant d’observer que les bandes ont migré à des hauteurs de 160 et 110 kDa, 

et non de 320 et 220 kDa comme on devait s’attendre pour les protéines de fusion produites par les constructions 

doubles.  

Il est probable que la présence d’une protéine homologue à la protéase USP5, protéine qui correspondrait à un 

orthologue endogène chez l’espèce de Xenopus laevis (227), ait été responsable du clivage de la protéine de 

fusion. Cette protéine endogène reconnaitrait donc les sites protéolytiques LRGG présents dans la séquence 

du linker qui relie les deux variants dans l’ovocyte (figure 10), expliquant pourquoi les bandes observées à la 

figure 13 sont à des hauteurs de 160 et 110 kDa. Toutefois, plusieurs raisons, qui seront abordées un peu plus 

bas, semblent indiquer que la protéolyse réalisée par l’homologue de USP5 n’empêche pas la formation d’un 

hétérodimère entre NKCC2A et NKCC2B.  

Après clivage des sites protéolytiques LRGG dans la séquence, on devrait obtenir dans chaque ovocyte deux 

séquences de NKCC2 séparées, soit : a) myc-NKCC2A avec flag-NKCC2A (construction double AA), b) myc-

NKCC2B avec flag-NKCC2B (construction double BB) et c) myc-NKCC2A avec flag-NKCC2B (construction 

double AB). Tous les épitopes se retrouvent en N-terminal des protéines. De cette manière, il est possible 

d’observer les bandes caractéristiques de NKCC2A pour AA, NKCC2B pour BB et NKCC2A pour AB après 

immunoprécipitation avec anti-myc et détection avec anti-myc (figure 13A). Toutefois, aucune bande n’a été 

observée après immunoprécipitation avec flag et détection avec myc (figure 13B). Ainsi, l’expérience que nous 

aurions pu réaliser pour prouver l’hypothèse de l’épitope caché pourrait l’avoir été grâce aux constructions 

doubles en tenant compte du fait que certains ovocytes expriment myc-NKCC2A avec flag-NKCC2A ou myc-

NKCC2B avec flag-NKCC2B. 

Cependant, les NKCC2 immunoprécipités avec l’anti-flag n’ont pu être détectés avec l’anti-flag (résultats non 

montrés) alors qu’ils avaient pu l’être dans les conditions où les ovocytes avaient été coinjectés avec les 

constructions simples. Une seconde hypothèse est donc que la protéolyse réalisée par l’homologue de USP5 

pourrait avoir endommagé l’épitope flag. En effet, le site LRGG se trouve juste en amont de la séquence de 
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l’épitope flag et permet le clivage après le deuxième résidu glycine, qui est à 1 résidu de l’épitope (information 

trouvée dans la base de données MEROPS, prise en charge par EMBL-EBI). Finalement, une autre possibilité 

est que l’épitope flag pourrait être devenu grandement inaccessible dans les homodimères AA, BB ou AB en 

étant localisé à la partie N-terminale plutôt que C-terminale. Des études sont en cours au laboratoire dans le but 

d’éloigner le site protéolytique de l’épitope flag (pour générer des protéines de fusion qui peuvent être clivées 

sans endommager l’épitope) et dans le but de le faire disparaître (pour générer des protéines de fusion non 

clivables).  

Pour ce qui est des expériences d’immunofluorescences, elles ont confirmé l’expression de NKCC2 à partir des 

constructions doubles dans les deux milieux de préincubation (isotonique et hypertonique) puisqu’on observe 

un signal plasmique pour les protéines de fusion AA, BB et AB avec l’anti-myc et anti-flag (figure 17, 18 et 19, 

respectivement). De façon intéressante, on observe aussi un signal avec l’anti-flag, mais plus diffus et moins 

intense. Ces observations seraient aussi en accord avec un problème d’intégrité ou d’accessibilité de l’épitope 

flag. Il est aussi possible que les faibles signaux correspondent aux protéines de fusion non clivées.  

2. Cinétiques de transport de NKCC2 

Les constructions simples et les constructions doubles ont été soumises à des tests fonctionnels pour analyser 

la cinétique de transport de chacune des protéines produites à partir des constructions, et ce, à la suite de 

préincubations en milieu isotonique et hypertonique. Ainsi, les expériences ont été menées en incubant les 

ovocytes dans des solutions dont la concentration en rubidium variait de 0 à 20 mM durant l’étape de l’influx. En 

traçant ensuite une courbe michaelienne avec les valeurs d’influx obtenues en fonction de la concentration en 

rubidium dans la solution, il a été possible de calculer les Km(Rb+) et Vmax(Rb+) pour chacune des constructions 

testées. 

2.1. Constructions simples 

Pour les constructions simples, les caractéristiques des cinétiques de transport (Km(Rb+) et Vmax(Rb+)) sont 

environ les mêmes pour les conditions NKCC2A+NKCC2A, NKCC2B+NKCC2B et NKCC2A+NKCC2B, et ce, 

autant en milieu isotonique (figure 20 et tableau 10) qu’en milieu hypertonique (figure 21 et tableau 10). Ces 

résultats sont en accord avec la théorie, puisqu’il est connu que la cinétique de transport pour le rubidium est 

très semblable entre les variants NKCC2A et NKCC2B (tableau 1). Ainsi, lorsque les deux variants sont 

coinjectés dans les mêmes ovocytes, la cinétique obtenue ne diffère pas de celles mesurées individuellement 

chez chacun des variants. Ces résultats suggèrent deux possibilités : 1) que A et B ne forment pas 

d’hétérodimères AB dans les ovocytes puisque le transport net correspond à une simple addition entre le 

transport généré par AA et celui généré par BB, ou 2) que si des hétérodimères AB se forment dans les ovocytes, 

le transport net correspond aussi à une simple addition comme si les monomères opéraient de manière 
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indépendante. Si les Km(Rb+) et Vmax(Rb+) pour AB avaient été différentes des Km(Rb+) et Vmax(Rb+) pour 

AA et BB, il aurait alors été possible de conclure que les sous-unités A et B d’un hétérodimère AB coopéraient 

entre elles pour former une structure fonctionnellement nouvelle. Les résultats obtenus en co-

immunoprécipitation sont davantage en faveur de la première possibilité, suggérant que l’assemblage des 

homodimères AA et BB est favorisé par rapport à la formation d’un hétérodimère AB.  

Finalement, le transport est activé par le rétrécissement cellulaire, causé par l’incubation en milieu hypertonique, 

que ce soit pour AA, BB ou AB. Dans chacun des cas, les Vmax(Rb+) sont effectivement deux fois plus élevées 

à la suite d’une préincubation en milieu hypertonique par rapport aux préincubations en milieu isotonique 

(comparer figures 20 et 21) alors que les Km(Rb+) demeurent inchangées. Ces résultats sont conformes aux 

attentes d’après les données disponibles dans la littérature. 

2.2. Constructions doubles 

Pour les cinétiques de transport des NKCC2 produits à partir des constructions doubles, on observe que les 

Km(Rb+) sont semblables parmi les conditions AA, BB et AB que ce soit en milieu isotonique (figure 22 et tableau 

11) ou hypertonique (figure 23 et tableau 11). Ces résultats n’ont rien d’inattendu à la lumière des résultats qui 

ont été discutés jusqu’à maintenant et puisqu’il est connu que la cinétique de transport pour le rubidium est très 

semblable entre les variants NKCC2A et NKCC2B (tableau 1). On observe toutefois des résultats inattendus en 

ce qui a trait aux Vmax(Rb+) puisque l’on remarque des valeurs beaucoup plus élevées pour AB par rapport aux 

dimères AA et BB (figure 22, figure 23 et tableau 11). Ces différences s’inscrivent cependant dans un contexte 

ou le transport demeure activable en milieu hypertonique (comparer figure 23 avec 22) et sensible au furosémide 

(voir figure 24) autant pour AA, BB que AB.  

3. Contextualisation des résultats 

Il a été observé un peu plus tôt que les protéines produites dans les ovocytes à la suite des injections doubles 

se retrouvaient à des hauteurs de 160 et 110 kDa et non à 320 et 220 kDa comme l’on pourrait s’attendre (figure 

13). Cette observation a été expliquée par la présence d’un homologue de USP5 dans les ovocytes 

reconnaissant les sites protéolytiques dans le linker. Toutefois, certains résultats indiquent que les ovocytes 

semblent avoir été capables de former une petite quantité d’hétérodimères AB. Il se pourrait ainsi que les 

Vmax(Rb+) observées pour AB correspondent ici à l’activité de transport qui est réalisée par cet hétérodimère 

et qui s’ajoute à celle de AA et BB. Dans un tel hétérodimère, les sous-unités A et B coopéreraient donc 

ensemble pour former une structure aux caractéristiques cinétiques uniques. Une telle observation, soit 

l’apparition de nouvelles caractéristiques de transport, implique donc que la protéolyse du site LRGG par USP5 

pourrait être incomplète en survenant alors qu’une fraction des hétérodimères sont déjà à la surface de l’ovocyte. 

De plus, de par sa localisation dans le noyau, les lysosomes et le cytoplasme, USP5 pourrait effectivement 
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n’avoir accès au LRGG du linker que lorsque NKCC2 est exprimé à la membrane plasmique (228, 229). Dans 

ce local cellulaire, LRGG se retrouve dans le cytosol plutôt que dans la lumière d’une vésicule, qui est l’autre 

site d’expression de NKCC2 (36).  

Si un hétérodimère AB était recruté naturellement dans la section de la macula densa du néphron, structure 

dans laquelle NKCC2A et NKCC2B sont tous les deux exprimés et où ils participent à la rétroaction 

tubuloglomérulaire, il provoquerait (d’après nos données) une activité de transport plus importante que des 

homodimères AA et BB à une concentration luminale d’ions donnée. En effet, sa valeur de Vmax(Rb+) serait 

plus élevée, mais sa valeur de Km(Rb+) similaire. Il s’en suivrait un transfert plus important d’ions de la lumière 

vers le cytoplasme de la macula densa et une sensibilité accrue au déclenchement d’une rétroaction 

tubuloglomérulaire. La macula densa dispose peut-être de mécanismes qui permettent de contrôler la quantité 

d’hétérodimères AB formés (vs. AA et BB) et qui sont eux-mêmes sous la dépendance de certains facteurs 

comme le flot tubulaire, le statut volémique, le niveau d’activation du système rénine-angiotensine, etc. Nos 

données suggèrent aussi que malgré une tendance naturelle à l’homodimérisation, il suffirait peut-être d’une 

légère augmentation du nombre d’hétérodimères AB pour faire une différence importante. 

NKCC2A et NKCC2B sont aussi tous deux exprimés dans la partie corticale de l’AAH qui est l’un des sites où 

les sels ultrafiltrés retournent dans la circulation. Dans la mesure où cette fraction de sels réabsorbés contribue 

au maintien du volume extracellulaire et de la pression artérielle, on pourrait aussi s’imaginer que la régulation 

du nombre d’hétérodimères AB par rapport aux homodimères servirait à des fins homéostatiques ou même 

qu’une propension innée à former trop de ces hétérodimères pourrait contribuer à l’hypertension artérielle 

sensible au sel. Mentionnons à cet effet que NKCC2A et NKCC2F partagent des sites d’expression le long de 

l’AAH médullaire et qu’ils pourraient donc eux aussi s’y assembler pour former des hétérodimères AF aux 

propriétés fonctionnelles uniques. 

Dans ce travail, nous avons utilisé des milieux hypertoniques pour stimuler le transport Na+-K+-Cl- par les 

cotransporteurs NKCC2 et l’avons analysé autrement dans des conditions isotoniques. Il se pourrait que ces 

conditions expérimentales aient été un frein à la formation d’hétérodimères en supposant que celle-ci soit 

régulée par des facteurs divers. Il sera donc intéressant, à l’aide d’expériences ultérieures, de tester plusieurs 

conditions afin d’identifier celles qui auraient des effets hétérodimérisants. Au préalable, il faudra d’abord 

générer deux autres groupes de constructions à partir de celles qui sont disponibles : a) un groupe où le site 

LRGG est éloigné de l’épitope flag et b) un autre où le site LRGG est simplement aboli. Enfin, les rôles que joue 

NKCC2 dans la réabsorption du NaCl et dans l’hypertension artérielle sont certainement un sujet à étudier 

davantage et la démonstration de la formation d’un hétérodimère AB in vivo serait très pertinente à cet effet. 
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Conclusion 

Cette étude représente un premier pas vers la démonstration de la capacité des variants A et B de NKCC2 à 

former des hétérodimères qui possèdent des caractéristiques cinétiques différentes des homodimères AA et 

BB. Toutefois, il ne semble pas que le modèle cellulaire exploité privilégie la formation de tels hétérodimères 

puisqu’il y aurait une tendance beaucoup plus forte pour la formation d’homodimères. Les résultats obtenus 

permettraient d’identifier un nouveau rôle possible pour l’exon 4 des CCC. Il avait déjà été démontré que cet 

exon 4, qui code pour le TM2 et une portion de la boucle intracellulaire suivante, jouait un rôle important dans 

le transport des ions, dans le trafic cellulaire de la protéine et dans l’expression différentielle des variants. Qu’il 

pourrait maintenant jouer un rôle dans l’assemblage de NKCC2 correspond certes à une observation inattendue, 

mais qui ouvre néanmoins une voie de recherche portant sur la régulation de la structure quaternaire des CCC. 

Il importe aussi de mentionner que même si la quantité d’hétérodimères formés pourraient être assez faible 

comparée à la quantité d’homodimères AA ou BB formés, et ce, en toutes circonstances, les Vmax(Rb) 

observées pour les constructions doubles AB dans notre travail étaient franchement plus élevées que pour les 

deux autres constructions doubles.  

Le travail mené jusqu’à maintenant nécessitera toutefois beaucoup d’approfondissement. En outre, il faudra 

réparer ou modifier les constructions actuelles pour confirmer les résultats, identifier des conditions qui 

pourraient favoriser l’hétérodimérisation, mesurer l’expression des NKCC2 à la surface cellulaire avec plus de 

précision et étudier les interactions par des approches additionnelles comme des analyses de transfert d’énergie 

entre molécules fluorescentes (FRET) ou des analyses de BioID. Éventuellement, il sera aussi important de 

démontrer que l’hétérodimérisation peut aussi survenir in vivo. À cet égard, il apparaît probable que c’est une 

possibilité, puisque dans le système d’expression hétérologue des ovocytes de Xenopus laevis, les protéines 

hétérologues ont tendance à adopter le comportement qu’elles présentent normalement dans un système natif. 

Les hétérodimères AB pourraient avoir d’importants rôles physiologiques, notamment dans la régulation de la 

rétroaction tubuloglomérulaire pour lui permettre de se dérouler avec un maximum de précision. La possibilité 

de former différents ratios de AA, BB et AB donnerait à la macula densa la possibilité d’agir en tant que senseur 

efficace à l’intérieur d’un intervalle élargi de concentration luminale de NaCl. On pourrait aussi imaginer que la 

possibilité de former des hétérodimères AF en quantités variables dans les segments intermédiaires du néphron 

procurerait ce même type de plasticité fonctionnelle pour la réabsorption du NaCl vers la circulation sanguine. 
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