1024

ID/S MINI-SYNTHESE

médecine/sciences 1996 ; 12 : 1024-8

Les échangeurs anioniques cardiaques : genes
multiples, protéines multiples, fonctions multiples ?

Les échangeurs d’anions, protéines
ubiquitaires

La fonction la plus connue de
I’échangeur ClI-/HCOjs™ est de relayer
le flux sortant passif, a partir des
hématies, des ions HCO;~ formés par
I’hydratation intra-érythrocytaire du
CO, sanguin. Cet échangeur est une
glycoprotéine de 90-100 kDa appelée
bande 3 d’apres ses propriétés de
mobilité électrophorétique [1-3].
Cette protéine est le transporteur
d’ions le plus rapide connu a ce
jour. Il peut échanger 10° anions/s
[4]. La bande 3 est une protéine
majeure de la membrane érythrocy-
taire représentant environ 30 % du
poids des protéines membranaires.
La protéine est codée par le géne
AFE1, I'un des membres de la famille
génomique des échangeurs d’anions
(AE, anion exchanger). Cette famille
est distincte de celle des génes
codant pour les canaux transportant
les ions chlorure. De nombreuses
protéines immunologiquement
apparentées a la bande 3 érythrocy-
taire ont été identifiées dans la plu-
part des tissus des vertébrés [5].
Toutes sont codées par I'un des
genes AE. Ces derniers sont au
nombre de 5 (AEO a AE4) dont 3
(AE1, AE2 et AE3) ont déja été clonés
a partir de ADN extrait de diffé-
rents tissus [3, 6]. AEI semble étre le
geéne ancestral exprimé tot au cours
de I’évolution chez des vertébrés
inférieurs tels que la lamproie [7].
Tous les échangeurs anioniques
codés par les génes de cette famille
sont formés de 14 domaines trans-
membranaires, ont leurs domaines
carboxy- et amino-terminaux intra-
cellulaires (figure 1), et présentent
une forte analogie de séquence

(60% a 80 % d’acides aminés iden-
tiques selon les domaines [8]).

Fonctions des échangeurs anio-
niques

La régulation de la concentration
intracellulaire des ions CI-, et plus
directement des ions HCOj;™, permet
également celle du pH intracellu-
laire. Les AE sont les seuls échan-
geurs ioniques capable d’acidifier le
cytosol par flux sortant passif des ions
HCOj;". Une étude récente de
I’expression des génes AE au cours de

I’embryogenése montre qu’ils sont
présents et fonctionnels tres tot
(stade 2 cellules) et qu’ils sont indis-
pensables au développement de
I’embryon; l'inhibition de I'activité
d’échange anionique ne permet pas
le passage au stade de blastocyste
[9].

Ces échangeurs anioniques présen-
tent en outre au moins trois autres
fonctions qui ont été particuliere-
ment bien montrées pour AEL. (1)
L’AE] fixe en effet certains enzymes
de la glycolyse, participant ainsi a la
régulation de cette voie métabolique
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Figure 1. Structure de I'’AE3 de cerveau de souris ([26] modifié d’apres [8]).
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dans I’érythrocyte [10]. (2) La pro-
téine AE1l est liée par son domaine
amino-terminal a I'ankyrine érythro-
cytaire, protéine servant de liaison
entre la membrane et le complexe
spectrine-actine du cytosquelette.
Elle participe ainsi a la fonction du
squelette lors des déformations des
hématies, déformations parfois
extrémes, nécessaires a leur circula-
tion dans les capillaires [11, 12]. (3)
Enfin, cette protéine peut engendrer
un antigéne dit du vieillissement (ou
antigene de sénescence). Bien que le
mécanisme de la formation de cet
antigeéne ne soit pas totalement élu-
cidé, les nombreuses données de la
littérature disponibles dans ce

domaine permettent d’avancer
I’hypothese que, a la suite d’une pro-
téolyse de I’AE1, un ou plusieurs épi-
topes de la protéine apparaissent a la
surface cellulaire engendrant ainsi
un site antigénique. Des anticorps
autologues circulants forment des
complexes avec le facteur du complé-
ment C3b et se lient a la protéine.
L’opsonisation de I’érythrocyte per-
met alors sa phagocytose par les
macrophages. Cette cascade d’événe-
ments cellulaires condamne 1’éry-
throcyte a une mort programmée. Le
signal qui déclenche la formation de
I’antigéne du vieillissement est
jusqu’a présent inconnu ; et son iden-
tification constitue donc encore un

Tableau |

LES TRANSCRITS ARNm DES AE EXPRIMES DANS LE MYOCARDE

Geénes Transcrits Espeéces Références
AE1 4,6 kb [14]
4,1 kb rat
3,6 kb
AE3 4,4 kb rat, souris, homme [14]
3,8 kb [16, 17]

Les transcrits en caractéres gras sont exclusivement exprimés dans le myocarde.
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Figure 2. Cartographie du géne AE3 de rat. Le méme géne code pour les pro-

téines AE3 neuronale et cardiaque. Ces deux protéines différent dans leur

partie aminoterminale, la transcription de la protéine cardiaque débute aprés
I’exon 6 du géne, et est sous la dépendance d’un promoteur spécifique du
tissu cardiaque; celui-ci comporte un site possible de liaison du facteur de
transcription Sp1, une boite E qui pourrait lier un facteur de transcription
musculaire, et une copie de I'élément M-CAT, élément souvent présent dans
les promoteurs des génes spécifiques des muscles. (D’aprés [15, 16].)
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véritable défi scientifique d’autant
plus que les échangeurs anioniques
semblent participer également, par le
méme mécanisme, a la mort des neu-
rones et probablement d’autres types
cellulaires [7].

Cette protéine a multiples fonctions,
toutes aussi importantes pour la vie
cellulaire, devient un centre d’inté-
rét considérable. Bien que notre
connaissance de ’AE] érythrocytaire
ait beaucoup progressé, cette pro-
téine étant depuis 25 ans ’objet
d’une intense curiosité, la synthese et
la fonction des échangeurs anio-
niques des autres tissus, parmi les-
quels le tissu cardiaque, sont beau-
coup moins bien connues.

Que savons-nous des échangeurs
d’anions dans le tissu cardiaque ?

L’histoire spécifique des échangeurs
anioniques cardiaques est beaucoup
plus récente que celle de la bande
3 érythrocytaire. Vaughan-Jones a
Oxford a mis en évidence ’existence
d’un échangeur ClI-/HCO, dans le
myocarde en 1979 [13]. Bien que les
propriétés de transport ionique de
cet échangeur aient été bien caracté-
risées, aucune étude biochimique de
la protéine responsable de cet
échange d’anions n’avait été entre-
prise dans ce tissu jusque récemment.
Il a fallu attendre 10 ans pour que
soient publiés les résultats d’une étude
de dépistage en Northern blot de
I’expression des ARNm des échan-
geurs anioniques dans divers tissus,
dont le myocarde [14]. Les ARNm
codant pour les échangeurs anio-
niques cardiaques se présentent sous
la forme de nombreux transcrits
(Tableaw I). En utilisant une biblio-
theque d’ADNc d’estomac, de rein et
de cerveau, Kudrycki et al. [14] mirent
en évidence trois transcrits AEI de 4,6,
4,1 et 3,6 kb et deux transcrits AE3 de
3,8 et 4,4 kb. Un faible signal fut révélé
par une sonde d’ADNc AE2. Les trans-
crits AEI de 4,1 kb et AE3 de 3,8 kb
sont exclusivement exprimés dans le
myocarde. AE3 est spécifiquement
exprimé dans les cellules excitables,
neurones et cellules cardiaques. En
outre, le transcrit AE3 de 3,8kb ayant
été seulement révélé dans le coeur, ce
dernier a été la cible privilégiée des
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Figure 3. Localisation immunocytochimique des AE cardiaques. A. La cellule
cardiaque a été incubée avec un anticorps anti-bande 3 aprés fixation et per-
méabilisation chimiques. La localisation des AE est révélée par un anticorps
secondaire couplé & un fluorochrome. La figure montre une image en micro-

scopie confocale du marquage du sarcolemme et au niveau des tubules T

des AE, protéine(s) immunologiquement proches de la bande 3 erythrocytai-
re. B. L’'image a plus fort grossissement montre le marquage des AE au ni-
veau des stries z a comparer au marquage antimyosine (C).

nage de son ADNc. En 1992, Linn et al.
[15] présentérent le premier clone des
AE cardiaques. Une sonde préparée a
partir de 'ADNc de I'AE3 d’estomac
dépista dans une bibliotheque d’ADNc
de coeur de rat un transcrit de 3,8 kb
codant pour une protéine de
1030 acides aminés, spécifiant une
masse molaire d’environ 114kDa. Le
domaine 5’-terminal était plus court
que celui de la forme neuronale (pro-
duit par le transcrit de 4,4kb) et était
spécifique de I’AE3 cardiaque alors
que le domaine 3’-terminal non tra-
duit et les séquences codantes étaient
identiques a ceux de I’AE3 du cerveau.
La protéine qui en résultait se distin-
guait donc de ’AE3 du cerveau (masse
molaire de 160 kDa) par sa séquence
aminoterminale. Les deux transcrits
provenaient néanmoins du méme
géne. Le promoteur, également spéci-
fique du tissu cardiaque, comportait

un site possible de liaison du facteur
de transcription Spl. II contenait une
copie de I'élément M-CAT, élément
souvent présent dans les promoteurs
des genes spécifiques des muscles
(figure 2). Nous n’en savons pas plus
sur la régulation de ce gene, mais il
sera important de la préciser car la
fonction de la protéine engendrée
pourrait se révéler indispensable au
développement cellulaire [9]. 1l faut
noter que le transcrit 3,8 kb cardiaque
est 17 fois plus exprimé chez la souris
adulte que chez le foetus du rongeur
[16]. Au contraire, ’expression de
I’AE3 long neuronal (4,4 kb) diminue
au cours du développement.

Le clonage de l'isoforme cardiaque
de I’AE3 s’est poursuivi chez
I’homme. Yannoukakos et al. [17] iso-
lerent et séquencerent deux ADNc
de I'AE3 humain. IIs codaient pour
des protéines de 1232 acides aminés

(bAE3 pour brain AE3) et de
1034 acides aminés (cAE3); cette
derniére correspondait a une iso-
forme cardiaque semblable a celle
déduite de 'ADNc cloné chez le rat.
Le gene ¢AE3 est exprimé dans le
ventricule et I'oreillette alors que le
geéne DAE3 ne s’exprime que dans
I’oreillette [16]. Le promoteur du
géne est particulierement bien
conservé chez les rongeurs et chez
I’homme [16]. Le géne codant pour
I’AE3 est localisé sur le chromo-
some 2 [17] alors que les génes AEI
et AE2 sont localisés, respectivement,
sur les chromosomes 17 (locus q21-
qter) et 7 (locus q35-q36). Cette loca-
lisation chromosomique a été établie
également par d’autres auteurs [18].
Le locus fut précisé sur la bande cyto-
génétique 2q36, proche du mar-
queur D2S163 (highly polymorphic
dinucleotide repeat marker). Les auteurs
suggerent qu’il est possible que le
gene de I’AE3 soit impliqué dans des
désordres génétiques.

Bien que les messagers des génes AE
aient été bien étudiés ces trois der-
niéres années, il reste a savoir si tous
les transcrits sont réellement traduits
en protéine dans le myocarde. Nous
avons récemment abordé cette ques-
tion par une approche immunolo-
gique, encouragés par la forte homo-
logie de structure des AE. L'’utilisation
d’anticorps anti-bande 3 érythrocy-
taire humaine totale et d’anticorps
dirigés contre des peptides de syn-
thése correspondant a des domaines
spécifiques des protéines AEl ou
AE3, nous a permis d’identifier dans
les cellules ventriculaires de rat deux
protéines de 120 et 80 kDa codées
respectivement par les genes AE3 et
AEI. Nous ne savons pas encore
aujourd’hui si la protéine de 80 kDa
est un produit tronqué du transcrit
AEI de 4,6 kDa qui code pour la
bande 3 érythrocytaire ou si elle pro-
vient de la traduction d’un des trans-
crits de plus faible longueur, notam-
ment le transcrit de 4,1 kb spécifique
du myocarde. Une observation plus
précise des Western blots révele la pré-
sence d’un doublet AE3 a 120-
125 kDa. Des antisérums dirigés
contre des domaines C-terminaux de
I’AE1 de souris reconnaissent, outre
un doublet de protéines a 80kDa,
une protéine de plus faible poids
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moléculaire (70kDa). Des expé-
riences en cours permettront de
mieux identifier ces protéines (diffé-
rents états de glycosylation, de phos-
phorylation, autres isoformes...).

Une étude d’immunofluorescence
associée a la microscopie confocale
avec un anticorps anti-bande 3 totale
reconnaissant les deux échangeurs
anioniques dans des cellules car-
diaques de rat isolées nous a permis
de les localiser dans le sarcolemme et
le long des tubules transverses
(figure 3). Cette localisation cellulaire
permet une régulation spatiale
homogeéne du pH intracellulaire, et
suggere, en outre, qu’au moins un des
échangeurs anioniques joue un role
dans la liaison du cytosquelette au sar-
colemme des cellules cardiaques. La
micro-injection intracellulaire de
I’anticorps inhibe significativement
Pactivité d’échange CI'/HCO3". Il est
donc raisonnable de penser que 'un
des deux ou les deux AE est (sont)
un (des) échangeur(s) ionique(s)
dans la cellule cardiaque. L’incuba-
tion des cellules avec un antisérum
anti-AE1 dirigé contre un épitope
proche du site de liaison du DIDS
(4,4’ diisothiocyanostilbéne, 2,2’
disulfonate, un inhibiteur des trans-
porteurs d’ions chlorure) diminue
Pefficacité du DIDS a inhiber I'acti-
vité d’échange ionique. L’AEI joue
donc un rdéle dans I’échange
d’anions [19]. Nous avons poursuivi
notre étude de la synthese et de la
localisation intracellulaire des pro-
téines AE au cours du développe-
ment cardiaque. Dans les cellules car-
diaques de rats nouveau-nés de
2-3jours, les deux isoformes AEI et
AE3 sont déja produites. L’échange
ClI-/HCO3" est également fonction-
nel et présente les mémes propriétés
(dépendance de la concentration de
CI- extracellulaire et inhibition par le
DIDS) que I’échangeur des cellules
de rat adulte. D’abord présents dans
le systétme de Golgi (cellules a 3 jours
de culture) les AE migrent vers les
costameéres, zones de connexion
entre le cytosquelette et la mem-
brane apres 6-9 jours de culture [20].
Les AE présentent des sites consen-
sus pour certaines kinases (protéine
kinase A, protéine kinase C, tyrosine
kinases...) suggérant une régulation
neurohormonale pour la fonction de
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ces protéines. L’activité d’échange
anionique de ces AE cardiaques est, de
fait, réglée par des neuromédiateurs.
L’ATP extracellulaire, un neuromédia-
teur libéré par les terminaisons ner-
veuses des systémes sympathique et
parasympathique, stimule cette acti-
vité d’échange, déclenchant une aci-
dification intracellulaire du myocyte
cardiaque [21-23]. La voie de trans-
mission du signal purinergique
jusqu’a la protéine AE met en jeu une
tyrosine kinase, probablement cytoso-
lique. Des inhibiteurs de tyrosine
kinases inhibent I'effet purinergique
sur I’échangeur ionique. La phospho-
rylation sur des sites tyrosine de I'AE
se développe rapidement sous
I’action de la stimulation puriner-
gique et ne concerne que I’AEIL.
Cette donnée renforce 1’hypothese
selon laquelle PAE] est un échangeur
ionique dans la cellule cardiaque
([22], manuscrit en préparation).
Utilisé a des concentrations plus éle-
vées, mais semblables a celles obser-
vées lors de situations de souffrance
cardiaque, ATP induit une acidifica-
tion pouvant aller jusqu’a 0,4 unité
H a lorigine d’une facilitation du
CICR (Ca-induced Ca release) [23].
Cet effet peut entrainer une arythmie
[24]. La stimulation B-adrénergique
déclenche également 1activité
d’échange ionique a la suite de I'aug-
mentation de ’AMPc intracellulaire
[25]. La cible de la protéine kinase A,
a savoir ’AE1 ou I’AE3, reste a déter-
miner, les deux échangeurs présen-
tant des sites consensus pour cette
kinase.
La présence de deux isoformes AE] et
AE3 ainsi que de multiples transcrits
dans le myocarde complique I’étude
de ces protéines. Le bAE3 est proba-
blement un échangeur ionique dans
le cerveau [26] bien que cette iso-
forme synthétisée dans des cellules
hotes se révele moins efficace que
I’AE2 [27]. Il nous faut aussi rester
prudents quant a la fonction de trans-
port ionique du cAE3. En effet, la syn-
theése de cAE3 dans des ovocytes de
xénope apres injection de son ARNm
permet de mettre en évidence une
activité d’échange ionique ClI-/HCO4
trés modérée lorsqu’on la compare a
Pactivité mesurée apres syntheése de
I'AE1 ou de I’AE2 dans le méme sys-
téme hote [17]. 1l reste incontestable-

ment a différencier les fonctions res-
pectives de ces protéines. Nous avons
abordé cette question en utilisant un
oligonucléotide antisens dirigé contre
le site de début de la transcription du
cAE3 de 3,8 kb, seule séquence clonée
a I’heure actuelle. La transfection dans
des cellules cardiaques en culture de
rats nouveau-nés de I'oligonucléotide
antisens supprime jusqu'a 80 % de
I'expression de I’AE3. Cette approche
se révele donc prometteuse pour I'ave-
nir.

Les échangeurs anioniques partici-
pent-ils a la fonction du cytosquelette
cardiaque? Ce role est suggéré par
I'observation que I’AE3 lie I'ankyrine
[28] et par la localisation membra-
naire des AE cardiaques. Sont-ils régu-
lateurs de la glycolyse cardiaque?
Aucune donnée n’est disponible pour
répondre a cette question. Néan-
moins, outre la possibilité de liaison
des enzymes glycolytiques a I’AE1,
lacidification intracellulaire déclen-
chée par D’activation des AE doit
modifier le potentiel d’oxydoréduc-
tion (rapport NADH/NAD) de la cel-
lule et donc I’équilibre des voies méta-
boliques. Sont-ils a 'origine d’un
antigéne du vieillissement et partici-
pentils ainsi a la mort cellulaire car-
diaque? Cette question est fondamen-
tale puisque le mécanisme de la mort
cellulaire cardiaque au cours du
vieillissement est totalement inconnu.
Enfin, des anomalies de structure ou
d’expression des AE ont été associées
a des anomalies des cellules sanguines
mais aussi du tissu hépatique [29].
Des recherches dans le domaine car-
diovasculaire doivent étre orientées
vers cette hypothese. Outre la fonc-
tion basale des échangeurs anio-
niques, l'activation neurohormonale
de I'un d’eux peut étre une source
d’arythmie ventriculaire. Une surex-
pression de cet AL cardiaque renfor-
cerait ce phénomene pathologique ®
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