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Le transport d’eau secondairement actif :

Une des fonctions essentielles de la
membrane plasmique est d’assurer
I’intégrité du contenu cellulaire a
I'égard du milieu ambiant. Ainsi, de
nombreux systemes de transport
membranaires contrdlent le transfert
de solutés ioniques comme non-
ioniques en utilisant des modes de
transport actif (primaire et secon-
daire) ou passif (diffusion facilitée).
De tels systemes sont aussi utilisés
pour assurer le passage du solvant:
I’eau. Ce sont les aquaporines [1]
qui, au niveau de la membrane plas-
mique, facilitent ces flux d’eau, un
phénomene tout a fait passif qui per-
met a la cellule d’étre constamment
en équilibre osmotique avec son
milieu. Ce concept de I’équilibre
osmotique, qui est maintenant sécu-
laire, a récemment été remis en ques-
tion par la description d’'un cotrans-
porteur Na‘/glucose qui aurait la
capacité de pomper de I'eau de
facon secondairement active [2]. Plu-
sieurs travaux publiés depuis témoi-
gnent en effet de ce phénomeéne
inattendu lors duquel le transport
d’une molécule de glucose et de
2ions Na* serait accompagné du
transport d’environ 230 molécules
d’eau [3-5]. Le cotransport Na*/glu-
cose a méme été décrit comme étant
une véritable « pompe a eau» [6, 7]
capable de transporter 'eau contre
un gradient d’osmolarité [6].

Le modele d’étude utilisé pour ces tra-
vaux consiste a exprimer en grande
quantité ce cotransporteur Na*/glu-
cose dans des ovocytes de grenouille
(X. laevis) et d’y observer les variations
de volume avec une précision attei-
gnant 0,03 %. Le principal argument
en faveur de I'existence d’un transport
couplé d’eau était qu’on observait un
gonflement rapide de I’ovocyte, immé-
diatement apres l'activation du trans-
port Na*/glucose. Selon les auteurs, ce
délai, de 10 a 20secondes, était trop
court pour que I’accumulation
d’osmolytes transportés puisse induire
un gradient osmotique permettant
d’entrainer I’eau de facon passive [3,

mythe ou réalité ?

4]. La conclusion était qu’il ne pouvait
s’agir que d’'un couplage fonctionnel
entre le transport de Na*, de glucose
et d’eau. Cette hypothese se trouvait
encore renforcée par la démonstra-
tion qu'un flux cationique entrant,
produit par un ionophore comme la
gramicidine, n’entrainait un flux
d’eau significatif d’eau qu’apres 30 a
60 secondes [4, 6].

Si cette hypothése d’un transport
d’eau secondairement actif demeure
controversée, il semble en revanche
acquis que le cotransporteur Na*/glu-
cose présente une perméabilité pas-
sive a I'eau. En effet, la simple pré-
sence du cotransporteur double la
perméabilité a I'eau de I'ovocyte et
cette augmentation peut étre bloquée
de facon spécifique par I'inhibiteur
classique de ce tranporteur, la phlori-
zine. La problématique du transport
d’eau par le cotransporteur Na*/glu-
cose n’est donc pas de savoir si 'eau
peut passer par ce transporteur mais
bien d’identifier la nature de la force
motrice. S’agit-il réellement d’un cou-
plage cinétique (transport secondai-
rement actif) entre le transport de
Na* (et de glucose) et celui de 'eau
ou bien le cotransport de Na* et de
glucose peutil en fait provoquer une
accumulation rapide et significative
d’osmolytes dans la région qui borde
le coté cytosolique de la membrane,
entrainant un flux passif d’eau par
simple effet osmotique ?

Pour répondre a cette question, nous
avons aussi utilisé le modele de surex-
pression du cotranporteur dans les
ovocytes, qui sont ensuite soumis a
des conditions provoquant des varia-
tions de leur volume, par choc osmo-
tique ou par induction du transport
[8], en y évaluant les modifications de
gradient osmotique ainsi que I’exis-
tence d’'un éventuel transport d’eau
associé. Les résultats obtenus ont per-
mis de démontrer que 'entrée dans
I’ovocyte de sodium et de glucose par
le cotransporteur provoque un gra-
dient de substrat a la membrane plas-
mique, qui implique du méme coup

une entrée d’eau en vertu des lois
préétablies de I'osmose. Quand on
ajoute du glucose dans le milieu exté-
rieur, on observe dans la premiére
minute un gonflement de I'ovocyte.
On peut facilement calculer que le
flux entrant d’eau, soit 240 molécules
d’eau par molécule de glucose trans-
portée, correspond exactement a
l'amplitude attendue dans le cas d’'un
couplage cinétique entre I’entrée de
Na*/glucose et I'entrée d’eau. On sait
que l'activité du cotransport Na*/glu-
cose — qui est électrogénique —
dépend du potentiel membranaire. Il
est donc possible, dans un contexte
expérimental de voltage imposé, de
modifier tres rapidement ce potentiel
et donc D'activité du transporteur.
Ainsi, une dépolarisation rapide de la
membrane (de —100 a 0 mV en
10 ms) entraine une réduction
majeure, de 94 %, de Dactivité du
cotransport Na'/glucose, tandis que
le taux de gonflement (Jv) de I'ovo-
cyte n’est diminué que de 25 %. Le
transport d’eau est donc clairement
dissocié de celui du Na* et du glu-
cose. Ceci est incompatible avec
I’hypothése d’un transport d’eau
secondairement actif qui devrait étre
simultané a celui du Na* et du glu-
cose. Dans un deuxiéme temps, nous
avons développé un modele mathé-
matique permettant de simuler le
gonflement de I’ovocyte en ne tenant
compte que d’un nombre minimal
de parametres comme sa perméabi-
lit€ a I'eau, le taux d’entrée des sub-
strats et le coefficient de diffusion
moyen pour les osmolytes intracellu-
laires (figure 1). En utilisant ce
modele, qui est uniquement fondé
sur le principe de flux osmotique, il
est possible de reproduire avec préci-
sion les différents résultats expéri-
mentaux de gonflement d’ovocytes
en fonction des conditions de trans-
port. On peut ainsi simuler le gonfle-
ment rapide provoqué des les pre-
miéres secondes suivant ’ajout de
glucose. De méme, ce modele permet
de simuler de facon adéquate le gon-
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flement a long terme provoqué par
I'ajout de glucose pendant 15 minutes,
ainsi que le rétablissement du volume
a un niveau stable a la suite du retrait
de glucose pendant une autre période
de 15 minutes. Le coefficient de diffu-
sion intracellulaire moyen utilisé pour
ce modele était environ 5 fois plus
faible que le coefficient de diffusion
du glucose dans la solution extérieure.
Etant donné I’encombrement et la
plus grande viscosité attendue pour le
cytosol, cette valeur de coefficient de

Il semble donc que I'hypothéese d’un
transport secondairement actif d’eau
puisse étre rejetée et que la force
osmotique demeure la seule et
unique force motrice permettant de
produire un flux d’eau membranaire.
I demeure néanmoins tres intéres-
sant de constater que l’eau puisse
emprunter un cotransporteur pour
traverser (mais de facon passive) la
membrane. Plus récemment, d’autres
cotransporteurs ont aussi démontré
cette capacité a transporter de I’eau.

C’est le cas, entre autre, de cotrans-
porteurs pour le dicarboxylate
(NaDC-1), le GABA (GAT1) et le lac-

diffusion est tout a fait plausible et
cohérente avec certaines estimations
de la conductivité intracellulaire d’un

ovocyte [9]. tate [7, 10, 11]. En fait, il semble que
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Figure 1. Evolution du profil d’osmolarité dans I'ovocyte en fonction du
transport de glucose. L’activation du transport de glucose dans un ovocyte
exprimant des quantités importantes du cotransporteur Na*/glucose pro-
voque des variations osmotiques qui fluctuent tant au niveau spatial que
temporel. En fait, les variations d’osmolarité sont maximales a la face interne
de la membrane plasmique (C0) et vont en s’amenuisant vers le centre de
l'ovocyte (Cn). Les variations osmotiques évoluent ainsi dans le temps en
fonction de la diffusion intracellulaire des osmolytes. Le modele mathéma-
tique élaboré ici permet d’évaluer dans le temps ces fluctuations d’osmola-
rité dans un ovocyte qui accumule un substrat en utilisant essentiellement le
parametre de coefficient de diffusion. En pratique, I'ovocyte est découpé en
cinquante couches concentriques de 0,01 mm d’épaisseur allant de la péri-
phérie jusqu’au centre et la diffusion des osmolytes est évaluée a travers ces
couches a intervalles de 100 millisecondes. Il est ainsi possible de dresser le
profil d’osmolarité a I'intérieur de I'ovocyte en fonction du temps et du taux
de transport d’osmolyte. Les différents profils d’osmolarité d’un ovocyte
accumulant du glucose sont présentés sur une période allant de 0 a
300secondes. On y remarque que le substrat passant a la face interne de
I'ovocyte (C,) diffuse en fonction du temps vers les couches profondes (Cn).
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ce principe de transport d’eau ait été
constaté pour tout systeme de sym-
port étudié jusqu’a présent [7]. Or, il
est pour le moins curieux de consta-
ter que des systemes de transport, tres
peu apparentés au point de vue molé-
culaire, partagent cette propriété
d’étre perméables a I’eau. Est-il pos-
sible que cette propriété soit en fait
une caractéristique générale des sys-
temes de transport membranaire par
symports et qu’elle représente une
fonction intrinséquement associée a
la «mécanique » des transporteurs ?
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