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Une pompe pour la sécrétion 
proximale de protons 

Une ATPase membranaire spécifique contribue à la 
sécrétion luminale de protons et à la réabsorption des 
bicarbonates dans le tubule proximal . Lorsque la pola­
rité d'insertion de cette protéine est inversée, celle-ci aci­
difie les vésicules de membranes de la bordure en brosse 
en présence d' ATP. Les caractéristiques pharmacologi­
ques de cette pompe la classent parmi les H + -ATPases 
de type vacuolaire. La mesure de la respiration cellu­
laire inhibée par la bafilomycine A1 démontre que 
cette activité requiert près de la moitié de l' ATP synthé­
tisé dans les tubules proximaux des carnivores comme 
le chien, mais beaucoup moins chez les herbivores 
comme le lapin et le hamster. Ces travaux mettent en 
lumière la contribution variable de la H + -ATPase et 
de l 'échangeur Na+ : H +  à la sécrétion proximale de 
protons selon les espèces . 

L 
a concentration de bicarbo­
nate dans 1 'eau plasmatique 
est maintenue à 25 mM 
chez l 'homme et le capital 
total de bicarbonate est 

locale de protons. Le résultat net en 
est la translocation d 'un ion bicarbo­
nate du fluide tubulaire vers le milieu 
cellulaire proximal (figure 1). L' ion 
bicarbonate rejoint ensuite le milieu 
extracellulaire en franchissant la 
membrane basolatérale via des systè­
mes de transport facilité. Comme la 
sortie de bicarbonate via la mem­
brane basolatérale n 'est jamais limi­
tante [ 1 ] ,  la régulation de la réab­
sorption proximale de bicarbonate 
sera principalement assurée par les 
mécanismes initiaux de sécrétion de 
protons au niveau de la membrane 
de la bordure en brosse (MBB). 

Trois mécanismes présents dans la 
MBB sont capables d 'opérer une 
translocation de protons du milieu 
intracellulaire vers la lumière tubu­
laire (figure 1 ) . Le premier, et le plus 
étudié de ces mécanismes, est un 
échangeur sodium-proton (Na+ /H + )  
( [3]  ; revues par [ 2 ]  e t  (4]) .  Cet 

approximativement de 875 mmoles 
dans 1 'eau de l 'organisme (espace de 
distribution d'environ 50 % du poids 
corporel) .  Comme 1 80 l itres de 
liquide plasmatique sont filtrés par 
jour au niveau du rein chez cette 
espèce, une quantité de 4 500 mmoles 
( 1 80 L *25 mM) de bicarbonate est 
également fùtrée et doit être entière­
ment réabsorbée pour maintenir 
constant le capital en bicarbonate . 
Cela se fera en grande partie dans le 
tu bu le proximal (revues par [ 1 ]  
et (2 ] ) .  Contrairement à d'autres 
solutes réabsorbés tels les acides ami­
nés, les phosphates, le glucose , qui 
bénéficient de mécanismes de trans­
port direct par cotransport avec du 
Na+ , la réabsorption des bicarbona­
tes est la conséquence d'une sécrétion échange électroneutre n 'est pas ---
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influencé par le  potentiel membra­
naire. L'unidirectionalité de l'échange 
est maintenue par l 'entrée du sodium 
dans la cellule dont la concentration 
cytoplasmique est maintenue basse 
par l 'activité de la Na + ,  H + -ATPase 
basolatérale . Le gradient de sodium 
étant maintenu par l 'hydrolyse de 
l 'A TP, il s'agit d'une sécrétion de 
protons « secondairement active >>. Ce 
mécanisme a été largement étudié en 
partie parce qu ' il prédomine dans les 
espèces qui se prêtent bien aux mani­
pulations de microdissection et de 
microperfusion tubulaire comme le 
lapin. 
Un second mécanisme, dont l ' impor­
tance fonctionnelle est moins bien 
définie , implique la sécrétion proxi­
male d'un acide organique ( [5]  ; 
revue par [ 1 ]). En effet la sécrétion 
de la forme protonée d'un acide orga­
nique (acide formique, acide lactique, 
acide !3-hydroxybutyrique) suivie de 
la réabsorption de sa forme anionique 
avec du sodium (lactate, formate, !3-
hydroxybutyrate) produit également 
une sécrétion nette de protons. 
Encore ici, l 'unidirectionalité de celle­
ci est assurée par le gradient trans­
membranaire de sodium maintenu 
par l 'activité de la Na + ,  K + -ATPase 
basolatérale (figure 1 ) . 

Un troisième mécanisme implique 
une pompe à protons localisée dans 
la MBB. L'énergie nécessaire au 
transport de H + est directement 
fournie par l 'hydrolyse de l 'ATP. 
Pour un ensemble de raisons reliées 
à des problèmes techniques (pureté 
des membranes isolées, spécificité des 
inhibiteurs etc . ) ,  la recherche sur ce 
mécanisme n'a commencé à progres­
ser que récemment, en dépit de 
l 'accumulation d'évidences indirectes 
plaidant pour son existence [6] . Des 
images d ' immunolocalisation avaient 
montré la présence de structures com­
patibles avec des pompes à protons 
dans la MBB et dans des vésicules 
sous-membranaires [7 ] .  De plus,  un 
ensemble d'arguments dynamiques 
indirects suggéraient l 'existence d 'un 
flux de sécrétion de protons indépen­
dant de l ' activité de la Na + ,  
K + -ATPase dans le tubule proximal 
de rat. L ' inhibition de celle-ci par la 
ouabaïne, limitant secondairement 
l 'activité de l'échangeur Na+ /H + ,  ne 
supprimait que 30 % du transport du 
bicarbonate dans le tube proximal 

microperfusé de rat [8, 9] . De même, 
le remplacement du sodium dans le 
liquide luminal d'un tubule perfusé, 
ou la présence d'amiloride, n'abolis­
sait pas complètement le flux de réab­
sorption de bicarbonate [ 10 ,  1 1 ] .  
Chez le lapin cependant, une fraction 
plus faible du flux de réabsorption de 
bicarbonate ou de la sécrétion de pro­
tons était indépendante du sodium, 
suggérant une différence entre ces 
espèces (5 ,  1 2 ,  1 3 ] .  
Des étude réalisées sur vésicules 
membranaires obtenues de MBB de 
rat ainsi que sur vésicules endocyto­
tiques sous-membranaires ont permis 
de démontrer l 'existence d 'une acti­
vité ATPasique de type H + -ATPase 
dans ces membranes ( 1 4, 15 ] .  L'équi­
valent physiologique de cette activité 
enzymatique correspondait à une 
pompe à protons de type vacuolaire. 
Ces études avaient permis de définir 
l 'affmité de la pompe pour les nucléo­
tides triphosphatés et son profil 
d' inhibition par différents inhibiteurs 
de spécificité variée [ 1 4, 1 5 ] .  Ces tra­
vaux établissaient donc la présence de 
ce mécanisme de transport de protons 
sur la MBB du cortex rénal de rat 
mais ne défmissaient pas l ' importance 
relative des trois mécanismes de 
sécrétion de protons dans le tubule 
proximal intact. 
Afin de quantifier l ' importance rela­
tive de la H + -A TPase pour la sécré­
tion de protons, nous avons utilisé un 
animal carnivore, le chien . Nous 
nous sommes penchés sur l 'existence, 
la régulation et le coût métabolique 
de la sécrétion de protons par cette 
pompe proximale. Nos expériences 
démontrent que dans des conditions 
normales, et plus encore dans certai­
nes conditions pathologiques (acidose 
et alcalose), ce mécanisme est proba­
blement responsable d 'une fraction 
significative de la réabsorption proxi­
male des bicarbonates chez cette 
espèce . 1 La pompe à protons 

entre la membrane 
et /' endosome 

Les pompes à protons présentes dans 
la MBB sont formées d 'un segment 
intramembranaire lipophile, corres­
pondant à un canal à protons, asso­
cié à un complexe hydrophile globu­
laire cytoplasmique sur lequel on 
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Figure 1 .  Mécanismes impliqués dans la sécrétion proximale de protons. [ 1] : échangeur Na +/H + fonction­
nellement couplé à la Na +, K + -A TPase basolatérale, [ 21 : sécrétion de métabolites protonés (HA) suivie de la réab­
sorption de leurs formes anioniques (A-) avec le sodium et [3] : H+-A TPase (pompe à protons). La sécrétion de pro­
tons par ces trois mécanismes assure la réabsorption des bicarbonates. AJ Les bicarbonates sont d'abord transformés 
par la sécrétion luminale de protons en acide carbonique (H2C03). 8) Sous l'effet d'une anhydrase carbonique mem­
branaire (AC), cet acide carbonique se dissocie dans la lumière tubulaire en eau et en C02. C) Celui-ci diffuse dans 
le compartiment cytoplasmique où une anhydrase carbonique cellulaire catalyse la resynthèse d'acide carbonique qui 
se dissocie, régénérant dans la cellule le proton précédemment sécrété et libérant un ion bicarbonate. 0) Les ions 
bicarbonates ainsi régénérés sont expulsés de la cellule au niveau de la membrane basolatérale au moyen de mécanis­
mes impliquant soit un échange CI-/HC03- soit un cotransporteur Na + 3HC03-· 

retrouve les sites de liaison de l 'A TP 
(revues par [ 1 6] et [ 1 7]) .  L 'énergie 
libérée par l 'hydrolyse de l 'ATP 
induit un changement de conforma­
tion conduisant à une sécrétion de 
protons. Lorsque l 'on prépare des 
vésicules de MBB, les feuillets mem­
branaires se présentent sous plusieurs 
configurations qui sont présentées au 
bas de la figure 2. La majorité des 
membranes se referment spontané­
ment selon leur polarité naturelle, 
enfermant dans la lumière de la vési­
cule les sites de liaison de l 'A TP de 
la pompe à protons. On ne peut donc 
révéler l 'activité A TPasique spécifique 
de ces unités sans solubiliser aupara­
vant les membranes pour permettre 
l'accès de l 'ATP à l 'enzyme. Par ail-
mis n °  5 uol. 9, TTUJi 93 

leurs, ces pompes à protons existent 
également sous une forme de réserve 
dans des e ndosomes sous­
membranaires : ceux-ci exposent 
spontanément le complexe hydrophile 
de leurs pompes à l 'ATP cellulaire. 
La préparation de MBB est toujours 
plus ou moins contaminée d 'endoso­
mes.  On s'attend donc à mesurer 
d'abord l 'activité ATPasique sponta­
née de ces endosomes (ainsi que celle 
de feuillets de MBB non refermés 
et/ou de vésicules inversées) et à ne 
révéler 1 '  activité A TPasique intravé­
siculaire qu 'après solubilisation des 
membranes par un détergent. 
Le panneau de gauche de la figure 2 
présente l 'hydrolyse de l'ATP mesu­
rée sur une suspension vésiculaire de 

MBB de chien. L 'activité initiale est 
attribuable aux endosomes et aux 
membranes non refermées en vésicles 
étanches qui exposent spontanément 
leurs sites de fixation de l' ATP au 
milieu extravésiculaire. Cette activité 
augmente de cinq fois à la suite de 
la solubilisation des membranes et de 
l'ouverture des vésicules de MBB par 
le déoxycholate. n s 'agit d'une acti­
vité sensible au N-éthylmaléimide 
(NEM) comme à la bafùomycine 
A ' ,  deux inhibiteurs des 
H • -ATPases vacuolaires (revue 
par [ 1 6] ; [ 1 5]) .  Ce profù d 'inhibition 
démontre bien la nature vacuolaire de 
cet enzyme, et la stimulation de 
l 'activité observée après solubilisation 
des membranes confirme que la 
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Figure 2. Effet de la solubilisation des membranes par le déoxycholate 
0. 1 % (DOC} sur l'activité H + -A TPasique sensible au NEM (ou à la bafi­
lomycine} de vésicules de MBB de chien traitées ou non traitées au cho­
late de sodium 1 %. La conformation des éléments membranaires avant et 
après solubilisation est représentée au bas de chaque panneau. La pompe à 
protons est représentée par un cercle fermé doté d'un trident représentant le 
site de liaison de I'A TP, la génération d'ADP et la fixation d'un proton. Les 
vésicules acidifiées sont présentées en gris. (Figure adaptée de [ 22] ) .  

majorité des H + -ATPases présen­
taient un site intravésiculaire de liai­
son pour 1 'A TP, en accord avec une 
polarité naturelle permettant la sécré­
tion de protons dans la lumière tubu­
laire. La préparation de MBB utili­
sée est donc peu contaminée par des 
endosomes et présente néanmoins une 
activité H + -ATPase importante. 

L 'enrichissement en H + -ATPase 
mesuré sur ces vésicules est compa­
rable à l 'enrichissement observé pour 
d'autres marqueurs connus de cette 

membrane , telles la r-glutamyl­
transpeptidase (r-GT) et la phospha­
tase alcaline (figure 3). La copurifica­
tion de ces trois protéines suggère for­
tement leur coexistence dans la MBB. 
Par ailleurs, on note un appauvrisse­
ment en marqueurs de la membrane 
basolatérale (Na + , K + -A TPase) et 
mitochondriale (H + -ATPase sensible 
à l 'oligomycine et glutamate déshy­
drogénase). Nous trouvons donc une 
H + -ATPase vacuolaire sur la MBB 
du tubule proximal de chien. 
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Figure 3. Enrichissement de l'activité de marqueurs membranaires dans 
des préparations de MBB par comparaison avec l'homogénat de cortex 
rénal de départ. y-GT : y-glutamyltranspeptidase, PA : phosphatase alcaline ; 
GLDH : glutamate déshydrogénase. 

La figure 1 présente les caractéristi­
ques d' inhibition de cette ATPase. 
Son insensibilité vis-à-vis de 1 'oli­
gomycine exclue une activité d 'ori­
gine mitochondriale. Elle est aussi 
insensible au vanadate ; il ne s'agit 
donc pas d'une protéine autophos­
phorylée (enzyme de type E 1 -E2 
comme la H • ,  K • -ATPase , la Na • ,  
K • -ATPase ou la Ca•  • -ATPase). 
Elle est inhibée par le N ,  N ' ­
dicyclohexylcarbodiimide (DCCD), le 
NEM , le chlorure de 
7 -chloro-4-nitrobenz-2-oxa- 1 ,3-diazole 
(NBD-Cl), trois inhibiteurs puissants 
mais relativement peu spécifiques des 
H • -A TPases de type vacuolaire . Elle 
est enfin remarquablement inhibée 
par de faibles concentrations de bafi­
lomycine AP qui n'affecte ni l ' acti­
vité de la Na • ,  K + -ATPase ni celle 
de l 'ATP synthétase , et qui ne modi­
fie pas la concentration cellulaire 
d'ATP de tubules proximaux iso­
lés [ 18, 19] (figure 1). La bafùomycine 
A1 apparaît donc un outil idéal pour 
évaluer le rôle de la H + -A TPase 
dans les tubules intacts (voir 
ci-dessous). 
mis n °  5 vol. 9, TTUJi 93 

1 D 'une activité 
enzymatique � u_n transporteur 
tom que 

Détecter une activité enzymatique est 
une chose, la relier à un transport de 
protons en est une autre .  Pour un 
ensemble de raisons pratiques, cette 
démonstration est difficile à faire avec 
des vésicules de MBB à cause de leur 
configuration naturelle. Parmi les 
problèmes rencontrés, notons 1 )  le 
faible volume vésiculaire qui limite la 
quantité disponible d'ATP, 2) la pro­
duction intravésiculaire de protons 
liée à l 'hydrolyse de l 'ATP [20] qui 
empêche de mesurer l 'alcalinisation 
de la vésicule attendue par une extru­
sion de H • par la H + -ATPase et 3) 
l ' incapacité d' incorporer au milieu 
intravésiculaire un système régénéra­
teur d'A TP suffisamment efficace 
pour assurer un niveau constant et 
bas d'ADP. La pompe à H •  est en 
effet inhibée par de faibles concentra­
tions d'ADP [ 2 1 ] .  
Afin de contourner ces problèmes, 
nous avons eu recours à 1' élégante 
manipulation proposée par Simon et 

Burkhardt, alors du Max Planck Ins­
titute für Biophysik, Francfort [ 2 1 ] .  
Ces auteurs ont e n  effet décrit une 
manœuvre permettant d ' inverser la 
polarité de la pompe dans les MBB 
au moyen d'un court traitement au 
cholate de sodium suivi d'une dialyse 
prolongée . Le panneau de droite de 
la figure 2 montre qu 'après ce traite­
ment, 1 'activité A TPasique totale des 
vésicules de MBB de chien non solu­
bilisées est maximale et comparable, 
qu'on la mesure avant ou après solu­
bilisation des membranes avec un 
détergent puissant : le déoxycholate. 
Cela indique que la solubilisation 
n'est plus requise pour exposer les 
sites de liaison à l' ATP de la pompe 
à H • au milieu extra vésiculaire. Le 
cholate n'a pas solubilisé les membra­
nes puisque l ' ajout d'ATP entraîne 
une acidification intravésiculaire 
intense mesurée en fluorescence par 
l 'accumulation d 'orange d 'acridine, 
indiquant la présence de comparti­
ments relativement étanches i. e. de 
vésicules refermées non solubilisées. 

Lafigure 5 présente le changement de 
pH intravésiculaire produit par l 'addi­
tion d'ATP dans le milieu d ' incuba­
tion de vésicules de MBB traitées ou 
non traitées au cholate . Ce milieu con­
tenait un système régénérateur d' ATP 
afin de maintenir basse et constante la 
concentration d' ADP autour de la 
pompe [22 ] .  Une acidification impor­
tante n'est mesurée qu 'avec les vési­
cules traitées au cholate . Celle-ci est 
complètement prévenue ou renversée 
par l 'addition de NEM ou de bafi­
lomycine. Le gradient de protons est 
aboli par l ' addition d'un échangeur 
K + /H + , la nigéricine, qui s ' insère 
dans la membrane et dissipe toute dif­
férence de concentration de protons.  
Lafigure 5 confirme donc que l 'acidi­
fication des vésicules est bien dépen­
dante de l 'hydrolyse de l 'ATP extra­
vésiculaire, que l 'orientation de la 
pompe a été inversée par le traitement 
au cholate et que les membranes sont 
refermées en structures relativement 
étanches aux protons. L ' inhibition 
importante et irréversible de l 'échan­
geur Na+  /H • par le traitement au 
cholate de même que 1 '  absence de 
Na • dans le milieu favorisent cette 
étanchéité [23] . La H • -ATPase de la 
MBB du rein du chien est donc capa­
ble d'effectuer un transport net de 
protons. 
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Figure 4. Courbe dose-effet montrant la réponse de l'activité A TPasique, 
insensible à l'oligomycine et à la ouabaïne, à différents inhibiteurs con­
nus des A TPases ionomotrices. Le 1 50 apparent déterminé respectivement 
pour le DCCD est de 2. 6 x 1 (f6 M (n = 4) ; pour le NEM de 4. 5 x 1 (f6 
M (n = 3) ; pour le NBD-CI de 1 .  0 x 1 (f6 M (n = 2) ; pour la bafilomycine 
de 2 x 1 Cf 10 M (n = 1) .  L 'activité est exprimée en pourcentage de l'activité 
maximale mesurée sur les membranes solubilisées en présence du véhicule de 
ces agents (eau, éthanol, DMSO). Le fait que les courbes sigmoïdales d'inhi­
bition ne rejoignent pas toutes le même niveau peut s 'expliquer en partie en 
raison de l'effet variable de ces inhibiteurs sur les activités ectoA TPasiques 
insensibles au déoxycholate, également présentes sur ces membranes [ 14, 22], 
et en partie par une variabilité saisonnière d'activité A TPasique (adaptée 
de [22] ) .  

Notons que le traitement au cho3late 
n 'entraîne pas une inversion de la 
polarité des vésicules. En effet, les 
ectoenzymes -y-GT, phosphatase alca­
line et aminopeptidase neutre, dont 
l 'activité est mesurée au moyen de. 
substrats artificiels peu perméants, 
demeurent entièrement exposés au 
milieu d' incubation avant comme 
après le traitement au cholate. De 
plus, aucune activité additionnelle 
n'est révélée à la suite de la solubili­
sation de ces membranes par le 
déoxycholate [23] . 1 Une sécrétion 

de protons 
qui coûte cher 

Cette pompe joue-t-elle un rôle signi-

ficatif pour la sécrétion de protons 
par la cellule proximale intacte ? Mm 
de répondre à cette question, nous 
avons utilisé des suspensions de tubu­
les proximaux de chien. Sur ces sus­
pensions purifiées,  il est possible de 
quantifier la synthèse cellulaire 
d'A TP i.e. le versant métabolique du 
travail cellulaire, en suivant la con­
sommation d'oxygène et en détermi­
nant la fraction de cette respiration 
qui mène directement à la synthèse 
de 1' A TP (respiration phosphory­
lante ; [24 ]) .  Cette quantité corres­
pond à la respiration inhibée par 
l ' inhibiteur spécifique de l' ATP­
synthétase mitochondriale : l 'oligomy-
erne. 

La figure 6 montre qu'environ 70 % 
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de la respiration cellulaire de tubules 
proximaux est inhibée par l 'oligomy­
cine ( 100 % de la respiration phos­
phorylante), 30 % de la respiration 
étant attribuable aux processus assu­
rant une entrée de H • dans la 
mitochondrie par des voies alternati­
ves à l 'ATP synthétase [24] . L'ali-

1 20 % de la fluorescence maximale 

ATP 

! 

gomycine réduit à zéro la concentra­
tion cellulaire d 'A TP, indiquant le 
caractère non phosphorylant de la 
respiration résiduelle et l 'absence de 
synthèse cytoplasmique significative 
d 'A TP dans ces cellules proximales 
peu glycolytiques. 
II devient possible d'estimer, au 

Nig 
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Figure 5. Acidification intravésiculaire de vésicules de MBB de chien trai­
tées (CHOJ ou non traitées (NTJ au cholate (400 p.g protéines} induite par 
l'ajout d'A TP. Le tracé inférieur obtenu avec les MBB (CHOJ peut être divisé 
en trois grandes parties illustrées par des représentations de l'état des vésicu­
les : 1) une diminution de la fluorescence traduisant une acidification de la vési­
cule i .e .  une entrée de H+ supérieure à la sortie passive de H +  2) un plateau 
indiquant une entrée de H + équivalente à la sortie passive de H + et 3) une 
augmentation de la fluorescence traduisant une alca/inisation intravésiculaire 
progressive i .e .  une sortie de H +  excédant l'entrée active de H+ (inhibition 
de la H + -A TPase induite par l'addition aiguë de NEMJ. Le tracé intermédiaire 
montre l'acidification modeste observée avec les vésicules natives (NT). Le tracé 
supérieur montre l'effet d'un prétraitement ( 1 0  min) des MBB (CHO) au NEM 
H f3 M (NEMJ ou à la bafilomycine A 1 1 (}6 M (Bafilo, 0. 4 nmoles/mg pro­
téine), deux inhibiteurs de la pompe à protons. La nigéricine (Nig) est utilisée 
pour abolir la différence de pH créé de part et d'autre des vésicules. 
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moyen d ' inhibiteurs spécifiques, la 
contribution relative des principales 
A TPases cellulaires à 1 ' hydrolyse et à 
la synthèse de l 'A TP. Ces deux gran­
deurs étant égales par définition, 
1 'effet d ' inhibiteurs spécifiques des 
ATPases sur la consommation d'oxy­
gène couplée fournit cette informa­
tion . La colonne centrale de la figure 
7 montre que 44 % de la respiration 
phosphorylante de tubules proximaux 
de chien est inhibée par la ouabaïne, 
indiquant le coût métabolique du 
transport actif de sodium par la 
Na • ,  K • -ATPase . Cela inclut le 
transport de sodium lié à la sécrétion 
de protons par 1 '  échangeur Na • /H • 
ou à la réabsorption de la forme 
anionique de certains acides organi­
ques. Une autre fraction de 44 % est 
inhibée par la bafùomycine A1 , un 
inhibiteu r  spécifique de la 
H • -ATPase . Donc 88 % de la 
synthèse proximale d 'A TP est attri­
buable à 1' activité de ces deux A TPa­
ses chez le chien ; toutes les autres 
fonctions d'hydrolyse de l 'ATP de la 
cellule ne requérant que le 1 2  % 
résiduel .  

Ainsi, l 'hydrolyse d 'ATP requise 
pour soutenir l 'activité de la pompe 
à protons est donc au moins aussi 
grande que celle util isée pour main­
tenir l 'activité de la pompe à sodium 
dans une suspension de tubules proxi­
maux. Cela suggère que la sécrétion 
de protons par cette pompe est une 
opération coûteuse sur le plan éner­
gétique. Elle est même probablement 
plus coûteuse que la réabsorption 
sodée étant donné que la concentra­
tion de sodium est six fois plus éle­
vée que la concentration de bicarbo­
nate dans le fluide tubulaire. En 
effet, même si le sodium n 'est réab­
sorbé qu 'à 70-80 % dans le tubule 
proximal (le bicarbonate étant entiè­
rement réabsorbé), le nombre de 
molécules de sodium transportées 
dépasse largement le nombre de 
molécules de bicarbonate transpor­
tées. Ces études ont été réalisées avec 
des tubules proximaux de chien fraî­
chement isolés et incubés dans un 
milieu extracellulaire artificiel à pH 
7 .  4 et contenant du bicarbonate à 
25 mM et du sodium à 1 50 mM. La 
situation particulière des tubules étu­
diés in vitro , en absence de la limita­
tion imposée par la filtration glomé­
rulaire (fixant la disponibilité de 

5 8 9  



590 

Na+ et de HC03-), explique peut­
être ce résultat [24] . 1 Caractéristiques 

de la pompe à protons 

Le Tableau I résume les caractéristi­
ques fonctionnelles de la pompe à 
protons de la MBB.  Chez le chien, 
celle-ci est électrogénique et son acti­
vité maximale est obtenue à un pH 
entre 7 .3 et 7 .5 [22] .  Son Km pour 
1 'A TP mesuré en mode de transport 
de H +  est de 1 50 /LM [22 ] .  Simon 
et Burckhardt avaient trouvé une 
valeur  de 90 /LM pour la  
H + -ATPase de  MBB de  porc [ 2 1 ]  et 
Wang et Gluck  340 /LM pour 
l 'enzyme purifié du cortex rénal de 
bovin [25 ] .  Le Ki pour 1 'ADP est de 
24 /LM [ 2 1 ] , suggérant une sensibilité 
« exquise » de cette activité aux varia­
tions d' ADP cellulaire. L 'activité de 
la H + -ATPase n 'est pas dépendante 
de la présence de chlore lorsque la 
compensation des charges es t  
assurée [22] .  1 Une importante différence 

entre les espèces 
Les mesures de consommation d' oxy­
gène de tubules proximaux de chien 
suggèrent que la pompe à protons 
soit un mécanisme majeur de réab­
sorption des ions bicarbonates chez 
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cette espèce carnivore . Rappelons que 
les études antérieures mesurant la 
sécrétion proximale de protons chez 
le lapin impliquaient l'échangeur 

Na+ /H + de façon prépondérante et 
non la H + -ATPase. Il nous a sem­
blé important de vérifier si la 
H _+ -ATPase était présente chez le 
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Figure 6. Effets de l'oligomycine sur la respiration cellulaire et sur le con­
tenu en A TP de tubules proximaux de chien. Les mesures ont été effec­
tuées en présence des substrats exogènes suivants : lactate : pyruvate ( 10 : 
1 mM) et glutamine : glutamate ( 1 0 : 1 mM) (tirée de [26] ) .  

Tableau 1 

CARACTÉRISTIQUES DE LA POMPE A PROTONS DE LA MBB 

Activée par  l '  ATP 

Inhibée par le DCCD, le NEM,  le N BD-C 1 ,  la Bafilomycine A1  

Non inhibée par l 'oligomycine, la ouabaïne, le vanadate 

Non dépendante du chlore 

Électrogénique (inhibée par un potentiel membranaire positif) 

Activité optimale à pH 7 . 3-7 .5  

Affinité élevée pour I'ATP : Km 

Inhibée par  l '  ADP : Ki = 24 1-1M 

90-340 1-1M 

Régulée par les paramètres acidobasiques intracel lu laires 
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lapin et si elle y requérait une frac­
tion significative de la synthèse proxi­
male d'ATP. Les mesures de l 'acti­
vité A TPasique sensible au NEM de 
MBB de lapin nous ont révélé une 
activité 4 à 5 fois plus faible que chez 
le chien [26 ] .  La figure 7 montre que 
seulement 5 % de la respiration 
phosphorylante est requise pour sou­
tenir l 'activité d'une pompe à protons 
sensible à la bafùomycine A

1 
chez le 

lapin . Il est donc probable que chez 
cette espèce herbivore, la contribution 
respective des mécanismes de sécré­
tion de protons s 'agence différem­
ment que chez le chien. Chez le 
hamster, où l ' importance de l 'échan­
geur Na+ /H + avait été remise en 
question par les observations de DU­
rich et collaborateurs [27 ] ,  nous trou­
vons, comme chez le lapin, une fai­
ble contribution de la H + -ATPase à 
l 'utilisation totale d' ATP (figure 7). 
Notons que les différences observées 
entre les espèces ne peuvent être 
attribuées aux conditions expérimen­
tales utilisées pour chaque espèce 
(type de substrat exogène, etc. ) .  
Ces résultats réconcilient entre elles 
les observations antérieures suggérant 
une activité prépondérante de 
1 'échangeur Na+ /H + pour la réab­
sorption des bicarbonates chez ces 
espèces et démontrent clairement que 
l 'extrapolation du lapin au chien est 
impossible .  L ' extrapolation à 
l 'homme doit, par conséquent, être 
vérifiée expérimentalement. 1 Régulation de la pompe 

à protons 

La présence d'une pompe à protons 
dans la MBB, et sa distribution sur 
la membrane plasmique ou sur les 
structu res vésicu laires sou s­
membranaires, de même que les 
caractéristiques enzymatiques et bio­
chimiques de cette pompe, permettent 
de proposer au moins sept mécanis­
mes différents susceptibles d 'assurer 
une régulation de la sécrétion de pro­
tons par la H • -ATPase . 
1 )  On peut envisager une régulation 
de l 'activité par un changement de la 
densité de l 'affichage des pompes à 
protons sur la MBB. Celle-ci résulte 
d'un équilibre dynamique d' insertion 
et de retrait entre les vésicules sous­
membranaires et la membrane cellu­
laire luminale. Le système microtu­
mls n °  5 vol. 9, TTUZi 93 

bulaire participerait à ces échanges de 
protéines entre les deux membra­
nes [28, 29] . Une élégante indication 
optique de ce processus a été fournie 
par Brown et collaborateurs dans les 
cellules distales [30] et proxima­
les [29] . En effet, dans une cellule de 
type a de vessie de crapaud, ils ont 
identifié une vésicule endocytotique 
recouverte de structures globulaires 
correspondant aux complexes hydro­
philes immunologiquement actifs des 
pompes à protons. Cette vésicule était 
associée à un filament d'actine [30] . 
La régulation de l 'affichage des uni­
tés H + -ATPasiques pourrait ainsi 

être dictée par les paramètres acido­
basiques cellulaires (revues par [ 1 ,  
2]) ,  incluant la pression locale de 
C02 [28] . Les modifications de la 
concentration intracellulaire en cal­
cium pourraient aussi réguler le pro­
cessus de fusion des endosomes à la 
membrane plasmique [28,  3 1 ] .  

2) L'activité des unités A TPasiques 
déjà insérées dans la membrane pour­
rait également être modulée par les 
paramètres acidobasiques de la cel­
lule. Il s 'agirait, par exemple, d 'une 
régulation directe par le pH environ­
nant la pompe . Ainsi, nous avons 
montré que des petites variations de 
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D H+-ATPase 

500 D autres ATPases 
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Figure 7 .  Identification des différentes composantes respiratoires de sus­
pensions de tubules proximaux de chien (colonne du centre}, de hams­
ter (colonne de gauche} ou de lapin (colonne de droite}. La contribution 
relative de la pompe à sodium (Na +, K +-A TPase sensible à la ouabaïne) et de 
la pompe à protons (H +-A TPase insensible à la ouabaïne mais sensible à la 
bafi/omycine) à la respiration cellulaire phosphorylante (sensible à / 'oligomy­
cine) est indiquée dans les boites. La partie inférieure des colonnes représente 
la respiration physiologiquement découplée (insensible à l'oligomycine). La res­
piration inhibée par le DMSO seul (véhicule de la bafilomycine) est indiquée. 
Les mesures ont été effectuées en présence des substrats exogènes appro­
priés pour combler les exigences métaboliques de chaque espèce : lactate : 
pyruvate ( 1 0 : 1 mM) et glutamine : glutamate ( 1 0 : 1 mM) pour le chien et 
le hamster ; lactate :pyruvate ( 1 0  : 1 mM) et glucose ( 1 0  mM) pour le lapin. ---
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pH influençaient l 'activité hydrolyti­
que de 1 'A TP, le transport de protons 
par des vésicules de MBB et la 
synthèse d 'ATP de tubules proxi­
maux de chien [22 ,  26] . 
3) L 'activité de la pompe pourrait 
aussi être modifiée par de petits chan­
gements de concentration d'ATP (son 
substrat) ou d' ADP (un inhibiteur 
naturel de cette activité) dans le 
microenvironnement de la pompe. 
Des hypothèses prévoyant l 'existence 
de gradients intracellulaires de con­
centration de ces deux nucléotides 
entre les sites d 'utilisation membra­
naires d 'ATP et les sites de rephos­
phorylation mitochondriale assigne­
raient aux fluctuations cellulaires en 
A TP, mais surtout en ADP, un rôle 
régulateur sur l 'activité de la pompe 
à protons (revue par [2 ] ) .  Certaines 
pathologies du transport proximal de 
bicarbonate, telle l ' acidose tubulaire 
proximale liée au syndrome de Fan­
coni, pourrait être dues à une phos­
phorylation mitochondriale ou cyto­
plasmique moins efficace et à un 
niveau élevé d 'ADP dans la proxi­
mité des pompes à H + luminales. 
4) Une régulation significative pour­
rait être aussi exercée par la concen­
tration en bicarbonate dans le liquide 
tubulaire. En effet, dans les états 
d 'alcalose où la charge tubulaire en 
bicarbonate n'est pas normalisée ou 
abaissée par une diminution de la fù­
tration glomérulaire, la charge de 
bicarbonates filtrés peut devenir 
importante alors que le mécanisme 
d 'échange Na+ /H + est virtuellement 
inhibé par l 'élévation du pH intracel­
lulaire [32 ] .  Pourtant, la réabsorption 
des bicarbonates continue ou même 
s 'accroît . On pourrait envisager une 
influence directe des bicarbonates fù­
trés sur le canal à proton de la 
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pompe (complexe lipophile), facilitant 
la sécrétion luminale de protons et 
donc le processus de réabsorption. 
5) Enfm, certains effets inhibiteurs ou 
stimulateurs exercés sur cette pompe 
par différents anions organiques sug­
gèrent qu'un site de régulation anio­
nique, situé sur le versant cytoplas­
mique de la pompe, puisse également 
contribuer à sa régulation [6, 25, 33] . 
Les anions physiologiquement impli­
qués ici ne sont pas encore définis. 
6) Il faut mentionner que certaines 
hormones (hormone parathyroï­
dienne, angiotensine II, etc. )  capables 
d'activer différents signaux intracellu­
laires pourraient modifier, soit le tra­
fic vésiculaire, soit 1' activité intrinsè­
que des pompes à protons déjà insé­
rées dans la MBB du tubule 
proximal . 
7) D'autres influences tels le poten­
tiel membranaire [ 1 ] ,  la composition 
lipidique de la MBB [34] et l 'activité 
des échangeurs anioniques basolaté­
raux (revue par [ 1 ]) pourraient enfin 
participer directement ou indirecte­
ment à la régulation de la sécrétion 
de protons par la pompe à protons 
luminale. 

1 Conclusion 
On doit donc admettre que l 'activité 
d 'une pompe ATP-dépendante pré­
sente sur dans MBB est un méca­
nisme potentiellement important de 
sécrétion de protons dans le tubule 
proximal de certaines espèces, en par­
ticulier chez le chien utilisé ici comme 
représentant des carnivores. On peut 
envisager que l ' existence d 'une 
pompe à protons sur la MBB,  assu­
rant une réabsorption maximale de 
bicarbonate et surtout une sécrétion 
précoce d'acide, soit importante chez 
les espèces générant des déchets 
métaboliques acides en quantité 
importante et variable . Si on peut 
extrapoler de nos observations faites 
chez le lapin et le hamster,  ce méca­
nisme serait moins important chez les 
herbivores. Chez ces espèces, ce 
mécanisme serait cependant utile au 
cours des situations d'alcalose méta­
bolique ou respiratoire . En effet 
1 '  échangeur Na+ /H + , un mécanisme 
puissant de sécrétion de protons dans 
les conditions physiologiques et sti­
mulé par l 'acidose métabolique, est 
virtuellement inhibé en situation 

d'alcalose. La pompe à protons 
devient peut-être alors le principal 
mécanisme de défense du maintien de 
la concentration extracellulaire de 
bicarbonate . Une compréhension 
approfondie des mécanismes de régu­
lation de 1 'expression génétique de 
cette pompe , de sa répartition 
membrano-vésiculaire et de la régu­
lation de son activité intrinsèque 
modifiera peut-être notre interpréta­
tion de la réponse rénale aux alcalo­
ses et aux acidoses. Ces nouvelles 
notions jetteront sans doute un éclai­
rage nouveau sur la genèse des dif­
férents types d'acidoses tubulaires 
proximales • 

Summary 
A proton pump in the proximal 
brush-border membrane 

The proximal tubule of the neph­
ron is responsible for considerable 
bicarbonate reabsorption . This 
transport is achieved indirectly 
through net secretion of protons. 
Three mechanisms are capable of 
H + secretion in the tubular 
lumen. Amongst them, a specifie 
H + pump is thought to con tri­
bute to this function but the 
magnitude of its contribution is 
undefmed .  We have demonstrated 
in the dog BBM the presence of 
a protein capable of transporting 
H + upon energization by A TP. 
This H + pump presents the 
pharmacologie characteristics of a 
vacuolar H + -ATPase . We have 
examined the metabolic cost of 
H + secretion through this mecha­
nism in intact dog tubules in sus­
pension. We demonstrate that this 
activity is a major A TP-requiring 
process, requiring nearly 50 % of 
the local ATP turnover .  The acti­
vity of this pump is modulated by 
intracellular pH and by severa! 
other modes of regulation. Theo­
ritical considerations on its puta­
tive implication in human diseases 
such as tubular acidosis type I I  
and  Fanconi syndrome are 
provided. 
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