
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
DE MEXICO 

INSTITUTO CE INVESTIGACIONES BIOMECICAS 

PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS 

. FISIOLOGIA MOLECULAR DEL 
COTRANSPORTE DE K+ :CI· 

(COMPARACION ENTRE LOS MIEMBROS 
DE LA SUBFAMILIA DE LOS KCCs) 

T E s 1 . s 
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE: 

DOCTORA EN CIENCIAS 

PRESENTA: 

BIOL. ADRIANA PATRlCltRCAOO CABRERA 

MEXICO, D.F. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

2002 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



PAGINACION 

DISCONTINUA · 



DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS 

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMÉDICAS 
Vmvcw.DAn NACJQl(AL 

AV°Pl<'HA DC 
,\\CXIC,O 

ING. LEOPOLDO SILVA GUTIERREZ 
Director General de la 
Administración Escolar 
Presente. 

pdcb/grad/O l 2Jur/2002. 

Por medio de la presente me permito informar a usted que en la reunión del Subcomité 
Académico del Doctorado en Ciencias Biomédicas que se llevó a cabo el día 7 de 
marzo del presente año, se acordó designar el siguiente jurado para examen de 
Doctorado en Ciencias Biomédicas de la Biol. ADRIANA PATRICIA MERCADO 
CABRERA, con no. de cuenta 88338697 y no. de expediente 30971125 con la tesis 
titulada: "Fisiología Molecular del Cotransportc de K+:CI", dirigida por el Dr. Gerardo 
Gamba Ayala. 

Presidente: 
Secretario: 
Vocal: 
Vocal: 
Vocal: 
Suplente: 
Suplente: 

Dra. Herminia Pasantes Ordóñez 
Dr. Gerardo Gamba Ayala 
Dr. Francisco Javier Alvarez Lecfmans 
Dr. Armando Roberto Tovar Palacios 
Dra. Norma Araceli Bobadilla Sandoval 
Dra. Laura Escobar Pércz 
Dr. Luis Alfonso Vaca-Domínguez 

Atentamente, 
"Por mi raza hablará el e.1píri111" 

Cd. Universitaria, D.F., 30 de enero del 

º"J .... .1 ~ .. ;= 1oreou e'"'"'º 
Responsable en 1 Instituto de Coordina ºar 
Investigaciones Biomédicas Doctorado en Ciencias Biomédicas 

c.c.p. - Secretarla de Asuntos Escolares 

Tclél'onos: <i22 .. 3H .. CJ2 y 622 .. JH-37 l•~a:\:: 622-JH .. 92 c .. muil: prkh@scn·idor.um1111.111x Internet: \\'W\\'ofHlch.unmn.mx 



El presente trabajo se realizó en la Unidad de Fisiología Molecular 

del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, ubicada en 

el departamento de Nefrologia y Metabolismo Mineral del 

INCMNSZ, bajo la asesoria del Dr. Gerardo Gamba Ayala y en 

colaboración con el Dr. David B. Mount de la Universidad de 

Harvard. 



A toda mi familia, 

especialmente a mis 

adorados enanltos, 

Natalla, Astrld, 

Marco y Erlck. 



A mi asesor, el doctor Gerardo Gamba 

por cada una de sus enseñanzas, 

por su gran apoyo y confianza, pero 

sobre todo por su Invaluable amistad .•• 

Mil gracias Jefe ! ! ! 



A todos mis compafleros y amigos de la 

Unidad de Fisiología Molecular, en especial a 

Paty Mead e, Paola, El isa y Norma Bobadilla. 



Quiero expresar mi gratitud al Dr. David B. Mount 

por su apoyo y colaboración, sin la cual este 

trabajo no hubiera sido posible. 

1 want to express my gratitude to David B. Mount 

for his speclal (great) support and collaboration 

without which this work wouldn't be possible. 



RESUMEN 

ABSTRACT 

INTRODUCCION 

INDICE 

REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR 

11 

1 

Transporte de iones 3 

Aumento regulador del volumen celular (ARVD) 4 

Disminución reguladora del volumen celular (DRVC) 5 

TRANSPORTE ELECTRONEUTRO DE K+ y cr 

El cotransportador de K•:cr en eritrocitos 7 

El cotransportador de K•:cr en células no eritroldes 16 

Túbulo proximal 17 

Asa de Henle 18 

Túbulo distal 19 

Otras posibles funciones del cotransportador de K•:cr 19 

Biologia molecular de los cotransportadores electroneutros 

acoplados a cloro (CCC) 20 

Caracteristicas moleculares de la subfamilia de los 

cotransportadores electroneutros de potasio-cloro 

HIPOTESIS Y OBJETIVO 

METODOLOGIA 

Identificación molecular de KCC3 y KCC4 

Clonación del DNAc 

23 

30 

31 

31 



Análisis de la secuencia de los DNAc de KCC3 y KCC4 33 

Localización cromosómica y estructura genómica de las 

isoformas KCC3 y KCC4 en el humano 34 

Extracción de RNA total 35 

Análisis de northern-blot para hKCC3 y mKCC4 35 

Transcripción in vitro de RNAc 36 

Análisis de la expresión funcional de los 

cotransportadores electroneutros 36 

Obtención, preparación e inyección de los ovocitos 

de Xenopus laevis 37 

Ensayo de captación para medir la expresión funcional 

de los cotransportadores de K•:cr en ovocitos 37 

RESULTADOS Y DISCUSION 39 

El cotransportador de K•:cr de los ovocitos de Xenopus taevis 56 

RESULTADOS Y DISCUSION 58 

COMENTARIOS FINALES Y CONCLUSIONES 70 

BIBLIOGRAFIA 73 

APENDICES 91 



RESUMEN 

Los cotransportadores de K•:cr (KCC) forman una subfamilia de la familia 

génica de los cotransportadores electroneutros cloro-catiónicos, que a su vez 

está integrada por dos subgrupos filogenéticos: KCC2 con KCC4 y KCC1 con 

KCC3. Las cuatro isotermas del cotransportador de K+:Cr (KCC1-4) difieren 

significativamente en la distribución de los sitios potenciales para fosforilación y 

en la secuencia de algunos segmentos transmebranales. Usando expresión 

heteróloga en ovocitos de Xenopus hemos estudiado las consecuencias 

funcionales de ésta heterogeneidad estructural. Los ovocitos no inyectados 

muestran una captación de 86Rb• dependiente de cr que se activa por aumento 

de volumen celular (hipotonicidad). Esta captación casi no se observa cuando 

los ovocitos no inyectados se exponen a isotonicidad, a excepción de KCC2; 

mientras que la hipotonicidad induce una activación de 28, 8, 45 y 54 veces en 

KCC1, KCC2, KCC3 y KCC4, respectivamente. lnhibidores del transporte 

afectan de diferente manera a los KCCs, con el siguiente porcentaje de 

inhibición para KCC1, KCC2, KCC3 y KCC4: 2 mM furosemida (90, 97, 88 y 38 

%), 2 mM bumetanida (50, 98, 87 y 10 %), 100 µM DIOS (75, 124. 100 y NO 

%), 100 µM DIOA (50, 66, 50 y 70 %) y 1 O mM bario (78, 76, 63 y 58%). El 

análisis cinético de KCC1, KCC2, KCC3 y KCC4 reveló una Km para K• 

externo de 25.5 ± 3.9, 9.3 ± 1.0, 51.9 ± 3.8, 17.5 ± 2.7 mM y para cr externo de 

17.2 ± 8.3, 6.8 ± 0.9, 14.2 ± 3.1, 16.1 ± 4.2 mM, respectivamente. Todas las 

isoformas en isotonicidad fueron activadas por NEM y en hipotonicidad fueron 

inhibidas por caliculina A. Por lo tanto, los KCCs muestran importantes 

diferencias en sus propiedades cinéticas, sensibilidad a volumen, sensibilidad a 

NEM y respuesta farmacológica. 



ABSTRACT 

The K•:cr cotransporters (KCCs) form a subfamily of the electroneutral cation

chloride cotransporter gene family, and fall into two phylogenetic subgroups; 

KCC2 pairad with KCC4, and KCC1 with KCC3. The tour isoforms of the K+:Cr 

cotransporters (KCC1-4), differ significantly in the distribution of predicted 

phosphorylation siles and in the sequence of key transmembrane segments. 

We have used heterologous expression in Xenopus oocytes to study the 

functional consequence of this structural heterogeneity. Non-injected oocytes 

exhibit a Cl"-dependent 86Rb• uptake, with two-fold activation by cell swelling 

(hypotonicity). Almos! no Cl-"dependent 86Rb• uptake was observad in KCC

injected oocytes under isotonic conditions, whereas hypotonicity induced 28, 8, 

45 and 54-fold activation of KCC1 KCC2, KCC3 and KCC4, respectively. 

Transport inhibitors differentially affected the four isoforms, with the following 

percentage inhibition for KCC1, KCC2, KCC3 and KCC4: 2 mM furosemlde (90, 

97, 88 and 38 %). 2mM bumetanide (50, 98, 87 and 10 %). 100 µM DIDS (75, 

124, 100 and ND %), 100 µM DIOA (50, 66, 50 and 70 %), 10 mM barium (78, 

76, 63 and 58 %). Kinetic analysis of KCC1, KCC2, KCC3, and KCC4 revealed 

a Km for extracellular K• of 25.5 ± 3.9, 9.3 ± 1.0, 51.9 ± 3.8, 17.5 ± 2.7 mM and 

for extracellular cr of 17 .2 ± 8.3, 6.8 ± 0.9, 14.2 ± 3.1, 16.1 ± 4.2 mM, 

respectively. The four isoforms under isotonicity were activated by NEM and 

under hipotonicity were inhibited by calyculin A. Therefore, the KCCs exhibit 

importan! differences in their kinetic propertles, volume-sensitivity, NEM

sensitivity, and pharmacological response. 
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Introducción 

Las células eucariotas regulan su volumen a corto plazo debido a que 

controlan el movimiento de solutos y agua dentro y fuera de la·célula a través 

de una serie de sistemas de transporte que les permiten responder al aumento 

o la disminución del volumen celular después de ser expuestas a soluciones 

hipotónicas o hipertónicas, respectivamente. Muchos de éstos. sistemas de 

transporte ya han sido identificados molecularmente. No obstante, debido a que 

Jos flujos netos de electrólitos son activados durante la regulación del volumen 

celular, es probable que estos se lleven a cabo a través de vías de transporte 

electroneutras aún no identificadas. Algunas de estas vías pueden ser 

cotransportadores de cationes/aniones, intercambiadores o canales acoplados 

e inclusive una mezcla de todos ellos. Por lo anterior, el objetivo del presente 

trabajo fue identificar y caracterizar funcionalmente a nuevos miembros de 

transportadores electroneutros involucrados en la regulación del volumen 

celular. 

Como ya se mencionó, las células eucariotas están dotadas con 

mecanismos de transporte que les permiten responder efectivamente a 

cambios de presión osmótica y mantener el agua en equilibrio qulmico a través 

de la membrana plasmática. Las células acumulan protelnas, aminoácidos y 

metabolitos de carbohidratos para realizar sus funciones básicas, lo que da 

como resultado un balance entre el volumen celular y el medio Jónico interno, 

criticas para el metabolismo celular normal, la integración celular en el 

organismo. asi como de la supervivencia en general (1 ). 

Los gradientes iónicos que se establecen a través de las membranas, 

pueden ser usados para dirigir el movimiento de salutes o para producir y 



transmitir señales eléctricas ei;i células nerviosas y musculares. Debido a que el 

movimiento de agua a través de la membrana celular depende del gradiente de 

presión osmótica entre el interior y el exterior de la célula, ésta se acompaña de 

cambios en la concentración de moléculas osmóticamente activas. La 

capacidad de regular el volumen celular es una propiedad fundamental de 

muchas células. La homeostasis del volumen celular conjunta una serie de 

eventos que regulan la función celular (2). En condiciones fisiológicas basales, 

el volumen celular se mantiene constante mediante un mecanismo de salida, a 

través del cual la presión osmótica que aumenta en el citoplasma por los 

solutos impermeables es contrarrestada por otro mecanismo que emplea gasto 

constante de energía metabólica (3). 

Una gran variedad de funciones celulares dependen críticamente del volumen 

celular. De hecho, la estructura y función de macromoléculas tales como las 

enzimas son afectadas por la solvatación; de modo que la integridad de las 

membranas celulares y la arquitectura del citoesqueleto pueden verse 

afectadas por alteraciones excesivas del volumen celular. Por tal motivo, las 

células han desarrollado un gran número de mecanismos reguladores que 

sirven principalmente para mantener el volumen constante, lo que Implica 

eliminar los gradientes osmóticos a través de la membrana. Cuando la 

osmolaridad del espacio intracelular aumenta, la célula incrementa su volumen 

en respuesta al influjo de agua y activa vlas de liberación de moléculas 

osmóticamente activas y agua que producen la recuperación del volumen 

celular. 

Los mecanismos de regulación del volumen celular son finamente 

controlados por una maquinaria compleja de señales celulares que son 

2 
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desencadenadas cuando un pequeño porcentaje del volumen celular se desvfa 

de su punto basal y mediante un reajuste de osmolaridad vuelve a su estado 

inicial. Es importante señalar que la regulación del volumen celular no sirve 

únicamente para mantener el volumen estrictamente constante sino que se 

ajusta según los requerimientos celulares. Por lo tanto, alteraciones en el 

volumen celular participan en la regulación del transporte epitelial, el 

metabolismo, la migración, la proliferación y la muerte celular y contribuyen a la 

fislopatologia de diversas enfermedades (4). 

Regulación del volumen celular 

Transporte de Iones 

Es importante distinguir entre los factores que determinan y mantienen el 

volumen de la célula en condiciones basales y los mecanismos que corrigen 

perturbaciones agudas en el volumen. Los transportadores responsables de 

corregir cambios bruscos en el volumen celular usualmente no están activos en 

condiciones basales. De hecho, como muestra la figura 1, parece que las 

células activan los mecanismos que regulan el volumen sólo cuando este se 

desvfa de su punto basal. Estos procesos, llamados aumento (ARVC) y 

Colransportndor 
Na•:K•: 2Ct 

AIOJ 

Volumen Celular Rotativo 

Volumen 
basal 

J. 

lsob>lddad 

Osmolaridad 

Baja 

Canales K•, Ct 

Transporta de 
Solutos a<gánlcos 

Figura 1. Regulación del volumen celular y vi as de transporte 
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disminución reguladora del volumen celular (DRVC), ocurren a través de la 

activación de mecanismos de transporte especificas en la membrana 

plasmática que median el flujo neto de moléculas osmóticamente activas y por 

lo tanto de agua (5). Cuando se encogen por debajo de su punto basal, las 

células incrementan su volumen captando iones (ARVC), en cambio, cuando se 

hinchan más allá de su punto basal, disminuyen su volumen por la liberación de 

Iones (DRVC). 

Aumento regulador del volumen celular (ARVC) 

Una de las vlas a través de las cuales las células consiguen recuperar 

su volumen cuando este ha disminuido previamente por exposición en un 

medio hipertónico son los transportadores electroneutros; principalmente el 

cotransportador de Na•:K•:2cr sensible a bumetanida (CSB2 también llamado 

NKCC1) y los intercambiad ores de Na•1H• (NHE1) y Cl"/HC0º3 que se muestran 

Figura 2. Mecanismos efectores del 
aumento regulador del volumen celular 

en la figura 2. El 

CSB2/NKCC1 media la 

captación acoplada de Na•, 

K+ y cr y se encuentra 

virtualmente en todas las 

células (6). El NHE1 es una 

isoterma ubicua, que 

paralelamente con 

intercambiador de Cl"/HC0º3, 

están involucrados en la 

captación de iones. El efecto combinado de ambos intercambiadores es la 

pérdida de H• y HCO-, y la consiguiente ganancia de NaCI. La bomba de 

4 



Na•tK• es necesaria para el ARVC, debido a que intercambia Na• por K' y 

provee la energla suficiente para mantener bajas las concentraciones de Na• e 

indirectamente afecta la concentración de cr intracelular ([Cl"]1). La disminución 

del volumen celular permite inhibir canales de K• y de cr, minimizando asl, la 

pérdida de KCI (5). 

El mecanismo por el cual la disminución del volumen celular activa a 

CSB2/NKCC1 o NHE1 es desconocido. Debido a que la activación sucede en 

minutos, es poco probable que se deba a un incremento en la slntesis de 

protelnas. Se ha sugerido, sin embargo, que la fosforilación pudiera estar 

involucrada (5). 

Otro mecanismo a través del cual las células pueden regular su volumen 

reduciendo el estrés osmótico sin afectar otras funciones celulares es la 

producción y acumulación de osmolitos orgánicos. En general las células de 

mamlfero utilizan tres grupos de osmolitos: los polialcoholes (sorbitol e inositol). 

las metilaminas (betaina) y, los aminoácidos y sus derivados (glicina, 

glutamina, aspartato y taurina) (2). Gracias a estos compuestos es posible 

reemplazar altas concentraciones de sales intracelulares que podrían perturbar 

la estructura proteica y la función enzimática, lo que permite a células, como 

las de la médula renal, funcionar en altas osmolaridades (4). 

Disminución reguladora del volumen celular (DRVC) 

La figura 3 muestra los mecanismos que las células emplean para lograr 

disminuir el volumen celular cuando este ha aumentado previamente como 

consecuencia de su exposición a un medio hipotónico. Ésta disminución se 

lleva a cabo en parte por el eflujo de K• y cr a través de la activación de 

canales de K• y canales aniónicos. Los canales de K• son selectivos a cationes 

5 
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monovalentes, mientras que los canales permeables a aniones permiten el 

paso de cr, HCQ"3 y aun sustancias orgánicas tales como taurina y otros 

aminoácidos posiblemente cargados negativamente. Una amplia variedad de 

canales de K+ y cr activados por hinchamiento son utilizados para regular el 

volumen celular. 

Figura 3. Mecanismos efectores de la 
disminución reguladora del volumen celular 

Otro sistema de transporte que 

se muestra en la figura 3 y 

media Ja DRVC es el 

cotransportador de K':Cr, 

también conocido como KCC, 

que transporta K• y cr con una 

estequiometrla de 1:1 en 

cualquier dirección a través de 

la membrana plasmática. 

Aunque estructuralmente está 

relacionado con el cotransportador de Na•:K•:2cr sensible a Ja bumetanida 

(CSB/NKCC) y es inhibido por la furosemida, este transportador se distingue 

por su Independencia al Na• y su baja sensibilidad a la bumetanida (7). Entre 

los aniones fisiológicos, el cotransportador de K•:cr tiene un estricto 

requerimiento por cr y es uno de los principales mecanismos para la DRVC en 

células con una alta [Cl"]1 como los eritrocitos, en cuyo caso se ha propuesto 

que su activación está dada por la inhibición de proteínas cinasas. Debido a la 

falta de un inhibidor específico, el estudio del cotransportador de K•:cr no ha 

sido fácil. Sin embargo, la abundancia de los RNA mensajeros (RNAm) 

sugieren que este mecanismo de transporte es más frecuente de lo que se 

6 
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pensaba. La figura 4 es un esquema que Ilustra las principales vías de 

transporte de solutos de la membrana celular de vertebrados. Como puede 

observase, la célula debe estar dotada de todos aquellos mecanismos que le 

permitan responder adecuadamente a los cambios de volumen celular, dentro 

de los cuales se encuentra el cotransportador de K•:cr. 

Bomba 
do Na•/K• 

lntorcambiador 
de anlonos 

Na• 

c1· 

Ca2 • 

Bomba 
do Calcio 

Cotransportador 
doK':CI· 

Vía do K• 
Independiente de CI· 

Taurina 

Transporta do laurina y 
otros aminoácidos 

lntorcambiador 
de Na•/H• 

Colransportador 
de Na•:K•:2Ct 

Figura 4. Diagrama esquemático que ilustra las principales vlas de 
lransporte a través de la membrana celular de vertebrados. 

Transporte electroneutro de K• y cr 

El cotransportador de K•:cr en eritrocitos 

Los cotransportadores de K•:cf" son protelnas de membrana que se 

conocen como cotransportadores electroneutros porque cada catión que 

acarrean de un lado a otro de la membrana celular va acompañado de un 

anión, sin producir cambios en el potencial transmembranal. En condiciones 

7 



fisiológicas el potencial qulmico para el ~ promueve que la función del KCC 

sea una vla de aflujo de ~ y cr que dirige ambos iones hacia el exterior de la 

célula. La bomba de Na•1K• a su vez contibuye a mantener dicho potencial 

químico. 

El cotransportador de K•:cr es un transportador de iones activo 

secundario debido a que utiliza los gradientes establecidos por el transporte 

activo primario a través de la bomba de Na•1K•. Aunque las principales 

especies iónicas transportadas por el KCC son el ~ y el cr, se ha demostrado 

que el Rb• puede tomar el lugar del ~ (8). 

El cotransporte electroneutro de K•:cr juega un papel fisiológico importante en 

numerosos tejidos, especialmente el rii'lón y el cerebro. Éste tipo de 

cotransporte fue originalmente descrito en eritrocitos como un mecanismo de 

aflujo de K• insensible a ouabafna, dependiente de Cr y activado por aumento 

del volumen celular. La figura 5 muestra uno de los primeros estudios, 

14 21 realizados en 1937 

12 18 por Davson, donde 

k 10 15 .. observó que en 
.., 

12 .. .., eritrocitos de conejo 
~ .., 
Q. 

y de buey se 
4 

2 3 incrementa la 

o o permeabilidad del ~ 
180 160 140 120 100 80 

cuando las células 
Tonicidad (mOsmlkg) 

se hinchan 
Davson H. 1937 J Cell Comp Physiol 

Figura 5. Los eritrocitos de conejo y de buey son sensibles 
osmóticamente (9). 

a la pérdida de potasio conforme disminuye la tonicidad Efectos similares 
del medio externo. 
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han sido demostrados para eritrocitos de perro y pato (1 O, 11) y también en 

otros tipos celulares (12-14). Sin embargo, no es sino hasta 1981 cuando 

Dunham y Ellory demostraron, en los eritrocitos de oveja de bajo K• (LK), la 

presencia de un flujo de K• insensible a ouabalna que es sensible a cambios 

del volumen celular y dependiente de cr. La figura 6 muestra la relación entre 

el influjo pasivo de K• en eritrocitos de oveja LK y el volumen de las células. 

Cuando aumenta en un 10% el volumen celular Ja captación pasiva de K• en 

Jos eritrocitos se incrementa significativamente (8 veces). En cambio, cuando 

las células disminuyen - 5% de su volumen, dicha captación se reduce. 

:e 
"" :;;; 

1.00 

~ 0.75 

.§.. 
~ 
CJ 

"CI 
e 

•O 
ü s a. 
<U 
o 

o.so 

0.25 

Pasivo 

0.95 1.00 1.05 1.10 

Volumen celular relativo 

Ounham y Ellory 1981 J Physlol 

Figura 6. Efecto de Ja variación del volumen celular sobre Ja 
captación pasiva y activa de K• en eritrocitos de oveja LK. 

En el mismo experimento puede observarse que la captación activa de K• 

sensible a ouabalna permaneció casi constante en el rango de volúmenes 

estudiado. Es importante señalar que aunque el transportador funciona como 

una vla de eflujo de iones, es decir, hacia fuera, el Invertir el gradiente del 

9 



transporte resulta más sencillo de evaluar. De hecho, durante los primeros 

minutos después del aumento de volumen, - 2% de la radioactividad 

intracelular sale de la célula y aún en el medio hipotónico puede causar un 

sobreestlmado significativo del aflujo inicial. 

Los eritrocitos de oveja son un modelo interesante para estos estudios 

ya que muestran un dimorfismo del tipo K, en el cual se presentan dos 

fenotipos: uno de alta concentración de K intracelular (HK) y otro de baja (LK). 

Un antígeno del grupo sangulneo designado L está asociado especlficamente 

con el fenotipo LK y se ha demostrado que la sensibilización de células LK con 

el anticuerpo anti-L incrementan la captación de K+ a través de la bomba de 

Na•1K• (15) y disminuyen la captación de K+ del componente insensible a 

ouabalna (16, 17). Este flujo de K• mostró ser altamente sensible a variaciones 

en el volumen celular, saturable a [K+] externo y dependiente de cr, aunque el 

reemplazamiento de cr por Br" causó un incremento en la captación de K' (18). 

Las mediciones cinéticas que en 1989 Brugnara y colaboradores 

realizaron del cotransporte de K•:cr en eritrocitos humanos con Rb', mostraron 

el efecto de cambiar el gradiente electroqulmico del cr sobre el movimiento 

neto de K• en presencia de un gradiente electroqulmico constante de K•. Los 

resultados indicaron que los eritrocitos humanos, de conejo asl como los de 

ovejas LK presentan un gradiente de cr dirigido hacia afuera de la célula que 

conduce un eflujo neto de K• contra un gradiente electroqulmlco para K• 

dirigido hacia adentro, lo que promueve un transporte acoplado de K+ y cr que 

no afecta el potencial de membrana (19). 

Lytle y McManus mostraron que el aflujo de K' y de cr en eritrocitos de 

pato hinchados por exposición a un medio hipotónico es mutuamente 
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interdependiente y que una fracción del eflujo de 36Cr de los eritrocitos tratados 

con DIOS (ácido diisolhiocyanatostilbene 2,2'-disulfónico) se inhibe por 

bumetanida y depende de la presencia de K• interno. En conjunto estos datos 

sugirieron que la disminución reguladora del volumen celular de eritrocitos 

hinchados osmóticamente está mediada por un sistema de cotransporte de 

K•:cr (20). Más tarde se demostró que el coeficiente de Hill para este sistema 

tiene una estequiometria de 1: 1, lo que indica que es electro neutro. El 

diagrama cinético de la figura 7 propuesto por Jennings (21 ), a partir de 

estudios con 36Cr, confirma que la estequiometría del transportador de K•:cr es 

de 1: 1, con una asimetría en la unión a iones que muestra en el exterior que la 

unión del cr precede a la del K• mientras que en la cara interna ambos iones 

se unen azarosamente. La ventaja de ésta asimetrfa subyace en la posibilidad 

de que el K+ externo module la afinidad del cr con una Vmax que llega a ser 

independiente de la concentración externa de cloro ([Cl'] 0 ), mientras que la 

Vmax está en función de (Cl')1• 

Fuera Dentro 

k, 
T T y ko ·y~ 

TC~ 
K, 

91 

TK /..CI 

~ Ks 

TKCI TKCI 
9o 

Oolplre y Lauf 1991 J Gen Physlol 

Figura 7. Esquema cinético del orden de unión a 
Iones en el cotransportador de K·:cr activado 
por aumento de volumen. 

Los análisis de 

sustitución de aniones 

indican que el 8( 

puede sustituir al cr en 

eritrocitos de humano y 

ovejas. La selectividad 

relativa en eritrocitos de 

oveja sigue la serie 8r" 

>Cl"»l">SCNº>N0-3 (7, 

22, 23). Actualmente no 
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existen inhibidores especlficos para estudiar el cotransportador de K•:cr. De 

hecho, todos los inhibidores estudiados hasta la fecha se unen o afectan a 

otros transportadores de membrana, como el intercambiador de Cl"/HC0'3 y al 

CSB/NKCC. Entre las drogas que inhiben el transporte de K•:cr en eritrocitos 

se encuentran los llamados "diuréticos de asa" derivados del ácido 

sulfamoilbenzóico como la furosemida con un ICso de -0.5 mM que puede 

disminuir hasta 0.05 mM en presencia de K• externo. El efecto de la furosemida 

se logra a dosis menores que para el cotransporte de Na•:K":2cr (CSB/NKCC) 

(7). El alcaloide DIOA (ácido dihydroindeyl-oxy alkalónico) es otro inhibidor que 

puede usarse con cautela para diferenciar entre el cotransporte de K•:cr, el 

cotransporte de Na•:K•:2cr y otras vlas de transporte aniónico; para el KCC en 

los eritrocitos su ICso es cerca de 0.01 mM (24). Los derivados de los estilbenos 

disulfonados también inhiben, con menor especificidad, al cotransportador de 

K•:cr. El efecto inhibitorio de dichos compuestos se probó en eritrocitos de 

ovejas del tipo LK sometidos a aumento de volumen por exposición a un medio 

hipotónico. De los estibenos usados el DIOS mostró ser el de mayor potencia, 

con un ICso para el cotransporte de K":Cr de 60 µM y de 3 µM en ausencia y 

presencia de K• externo, respectivamente. Algunos otros derivados de los 

estilbenos como el SITS (ácido 4-acetamido-4'isothiocyanatostilbene-2,2'

disulfónico), el DNDS (ácido 4,4'-dinitrostilbene-2,2'-disulfónico) y el ISA (4-

sulfophenyl isothiocyanate) mostraron poco efecto sobre el transportador a 

altas concentraciones (25). La quinina y la quinidina, otro tipo de drogas 

empleadas como bloqueadores de canales iónicos y que tradicionalmente 

sirven para bloquear canales de K• activados por ca2
•, también inhiben al KCC 

(26) (Ver tabla 1 ). 
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Tabla 1. lnhibidores del cotransportador de K':Cr en los eritrocitos 

COMPUESTOS ICso (UM) SITIO DE ACCION ESPECIE 
Furosem1da 50 con IK'lo Exterior del transcortador Ove!· a 
DIOA 10 Exterior del transcortador Humano 
DIOS 3 con IK'lo Exterior del transcortador Ovela 
Quinina 230 Interior del transoortador? Ovela 
Protones 0.5 Mecanismo interno Oveia, humano 

1 Acido okadaico 0.028. 0.04 PP1A.PP2A Ovela, coneio 
Caliculina A 0.005 PP1A Todas 
Genisteina 15 Transoortador o tiroslna clnasa? Oveia 
NEM 2000 Transportador Oveia 

En eritrocitos se ha demostrado que algunos de los activadores 

fisiológicos más importantes del KCC incluyen el aumento de volumen celular 

(27), la disminución del pH (28) y altas presiones parciales de 02 (29). Entre los 

activadores farmacológicos del KCC se encuentran el agente alquilante de 

grupos sulfhidrilo N-etilmaleimlda (NEM), un compuesto pequeño, no polar y sin 

carga que penetra rápidamente la membrana celular (7, 30) y agentes 

oxidantes como la hidroxilamina (31), el peróxido de hidrógeno (32) y la 

diamida (33). Se considera que estos activadores actúan sobre los grupos 

sulfhidrilo presentes en las proteínas reguladoras que se encuentran cuesta 

arriba en la cascada de activación (cinasas, fosfatasas, etc) (34, 35). Los 

activadores incrementan la Vmax sin alterar las constantes de afinidad por los 

iones individuales (36) (Ver tabla 2). 

Tabla 2. Activad ores del cotransportador de K•:cr en los eritrocitos 

COMPUESTOS ACso!uMl SITIO DE ACCION ESPECIE 
NEM 0.2 Cinasas tioles Varias 
Diamida 0.2 GSH. otros tloles Varias 
H20 2 2.1 Tioles, otros Ovela, humano 
NH20H 0.1 Hemoaloblna? OVela 
o, -30torr Hemoglobina, grupo heme? Varias 
Po.m n.d. Acarreadores v clnasas Varias 
Estaurosoorina <0.001 SfTh v Tvr cinasas OVela, humano 
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Existen datos que sugieren que el cotransporte de K•:cr está regulado por un 

mecanismo complejo de fosforilación y desfosforilación. Para examinar el 

posible papel de las fosfatasas en la activación del cotransporte de K•:cr, 

Jennings y Schulz (37), usaron ácido okadaico, un ácido graso de 38 átomos 

de carbono aislado originalmente de esponjas marinas que es un potente 

inhibldor de algunas protelnas fosfatasas. A concentraciones submicromoiares 

el ácido okadaico inhibe el cotransporte de K•:cr en eritrocitos de conejo 

activados por aumento de volumen celular (38). Ésta inhibición ocurre en un 

rango de concentración similar a aquel en que se inhibe a las protelnas 

fosfatasas del tipo 1 (PP1} (37). 

El tratamiento de eritrocitos con NEM en medio isotónico activa al mismo 

sistema de cotransporte de K•:cr que es activado por aumento del volumen 

celular. Sin embargo la relación entre las vlas de activación por NEM o por 

hinchamiento no están claras. El efecto del NEM se complica debido a que el 

cotransportador de K•:cr presenta al menos dos grupos sulfhidrilo con 

diferentes propiedades qulmicas (39, 40). El NEM por lo tanto puede afectar 

directamente al cotransportador modificando alguno de los grupos sulfhidrilo 

(40, 41), o puede actuar activando o inhibiendo enzimas que controlan la 

activación propia del transportador, concretamente a las protelnas cinasas. De 

este modo, la hipótesis más simple que Jennings propuso es que el aumento 

de volumen celular y el NEM causan la inhibición de una protelna cinasa que a 

su vez provoca la desfosforilación neta de algún sustrato clave (no 

necesariamente el transportador) y que el sustrato desfosforilado, 

probablemente la protelna fosfatasa (PP1 }, por consecuencia, causa la 

activación del transportador. Asl pues, la activación del cotransportador de 
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K•:cr por aumento de volumen celular o NEM puede bloquearse por 

lnhibidores de proteínas fosfatasas como caliculina A y/o ácido okadaico, lo que 

indica que la desfosforilación es necesaria para la activación. Además, 

inhibidores de protelnas cinasas como la estaurosporina, activan 

considerablemente al trasportador (34, 38, 42-44). El actual modelo para la 

activación del cotransportador de K•:cr se muestra en la figura 8 y sugiere que 

el transportador puede encontrarse en dos estados principales, activo 

(desfosforilado) o Inactivo (fosforilado) (45, 46). Es posible que el balance entre 

Cotransportador 
K':C~ Activo 

t 

Prolelna Clnasa 
Adlva (PK) 

Protefna Fosfatasa 
Adlva (PP) 

,_,,:,Kllpp 
E*UtmpOtfnll t 

Prolelna Fosfotasa 
lna<tivo(PP) 

Cotransportador 
K':CI· Inactivo 

1 
,,,,,...,,.por 
C.-A 

Cosslns A & Gibson J 1997 J Exp Blol 

estos dos estados esté 

regulado por una 

cinasa que fosforile un 

residuo de serina o de 

treonina en una 

proteína (que incluso 

puede ser el 

transportador mismo) a 

favor de la fonma 

Figura 8. Esquema propuesto para la fosforilaclón de inactiva, mientras ~ue 
una proteína que Influencia la actividad del 
cotransportador de K':cr en eritocltos. la reacción inversa 

produce la activación que es catalizada probablemente por PP1. Sin embargo, 

las tirosim:is cinasas también podrían jugar un papel importante en la regulación 

del transportador. Sachs (47) y Bize (48) mostraron, de manera independiente, 

que la genlsteina, un inhibidor de tiroslnas cinasas, inhibe el transporte de 

K':Cr en eritrocitos humanos y de ovejas, respectivamente. Para confirmar lo 

anterior, Flatman y colaboradores (49) estudiaron el efecto de la genisteina 
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sobre la activación del cotransportador de K':Cr en los eritrocitos de oveja por 

NEM y estaurosporina. La genisteina inhibió cerca del 90% del eflujo neto de K' 

resistente a ouabalna de manera dependiente de la dosis (Ki= 15 µM), el 

transporte de K' dependiente de CI' y previno la activación del cotransportador 

después de un pretratamiento con 1 mM de NEM o 2 µM de estaurosporina. La 

constante de inhibición obtenida se asocia con su acción sobre una tirosina 

cinasa, por lo que sugirieron que la genisteina se une e inhibe al transportador 

o que la genisteina puede inhibir al transportador a través de la inhibición de 

una tirosina cinasa. 

El cotransportador de K':Cr en células no eritroides 

Una gran cantidad de células exhiben sistemas de transporte de salutes 

que son influenciados por cambios en el volumen celular. En general, los flujos 

sensibles a cambios de volumen provocan que el volumen celular regrese a 

valores normales después de un aumento o disminución brusco. 

Poco se conoce acerca de los mecanismos por los cuales un cambio en 

el volumen celular activa o inactiva ciertos transportadores. La primera 

información disponible a este respecto viene de estudios en los que el 

transportador es activado en ausencia de cambios de volumen. Por ejemplo, el 

cotransportador de Na':K':2Cr en eritrocitos de aves puede ser activado por 

encogimiento celular o por catecolaminas (50), mientras que el intercamblador 

de Na'/H' sensible a amilorida es activado por encogimiento celular, factores 

de crecimiento o por pH intracelular bajo (51 ). El cotransporte de K':Cr 

independiente de Na' es activado por hinchamiento celular, por una ligera 

acidificación intracelular o por tratamiento con NEM (45, 52). Sin embargo, la 

caracterlstica de electroneutralidad y la falta de inhibidores especificas de alta 
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afinidad han dificultado el estudio del cotransportador de K•:cr fuera del 

eritrocito. No obstante, el cotransportador de ~:cr se ha reportado en un gran 

número de tejidos y tipos celulares incluyendo neuronas, músculo liso vascular, 

endotelio, epitelio, corazón y músculo esquelético (53-59). En consecuencia, el 

cotransportador de K•:cr ha sido Implicado no sólo en la disminución 

reguladora del volumen celular sino también en la absorción de sal 

transepitelial (57), la secreción renal de K• (60), la pérdida de K• durante la 

isquemia del miocardio (58) y la regulación de la concentración de cr 

intraneuronal (53). 

Poco después de su descripción en eritrocitos, se reportó la existencia 

de un cotransporte de K•:cr en la membrana basolateral de células epiteliales 

del túbulo proximal y en la veslcula biliar de especies de Necturus (61, 62). 

Este transportador, además de funcionar como una vla de salida para K• y cr, 

parece también participar en el reciclaje de ~ hacia la membrana basolateral 

en los epitelios que reabsorben NaCI (63). Estos y otros datos reportados en la 

literatura sugirieron la existencia del cotransportador de K•:cr en el riilón. 

Túbulo proximal 

En veslculas de membrana basolateral de corteza renal de mamlfero se 

detectó la actividad de un cotransporte de ~:Cr independiente de Na• (64). 

Igualmente existe evidencia fisiológica de la existencia del cotransportador 

electroneutro de K•:cr en la membrana basolateral de los túbulos proximales 

(65, 66). En suspensiones de túbulos proximales de conejo, la activación del 

transportador de Na•:glucosa activa una vla de aflujo de K• resistente a 5 mM 

Ba2
• y sensible a 1 mM de furosemida (67). Estos datos sugieren en conjunto 

que el cotransportador de K•:cr de la membrana basolateral se activa por 
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aumento de volumen celular y juega un papel Importante en la absorción 

transepitelial de sodio en el túbulo proximal. Ésta hipótesis es compatible con 

estudios de microperfusión realizados en rata donde se muestra que la 

furosemida intravenosa disminuye directamente la reabsorción de sodio en el 

túbulo proximal (68). Aunque se ha demostrado que el cotransportador de 

K•:cr es una de las principales vías de salida de K• y cr en la membrana 

basolateral del túbulo proximal, no es la única (69). El aumento de volumen 

celular también puede activar otra serie de proteínas como canales de K• y de 

cr (70-72). 

Asa deHente 

En 1983 Greger y Schlatter mostraron, por estudios electrofisiológicos en 

asas de Henle aisladas y perfundidas de riflón de conejo que un aumento en la 

[K.)0 despolariza la membrana basolateral y que esta despolarización podía 

inhibirse por Ba2
•. Con estos estudios concluyeron que la salida de ~ por la 

membrana basolateral ocurre principalmente a través de un mecanismo de 

transporte electroneutro, donde el cr sale de la célula acompai'\ado por K+, o a 

través de canales conductivos (56). Éste transportador probablemente participa 

en la reabsorción transepitelial de sal en el asa de Henle, proporcionando una 

vía basolateral de salida de cr y participando en el reciclaje de K• a través de 

la membrana basolateral. En la membrana apical del asa de Henle, el ion 

amonio (NH. •¡ puede sustituir al ~ en el cotransportador de Na•:K•:2cr. De 

hecho esta via funciona en el mecanismo de contraconriente de NH: en el asa 

de Henle y se regula positivamente durante la acidosis metabólica (73). 

Trabajando con vesículas de membrana basolateral de asa de Henle de rata, 

Amia! y colaboradores encontraron un cotransportador de ~(NH:J:Cr 
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susceptible de ser inhibido por altas concentraciones de turosemida (57). Esto 

sugiere que un cotransportador de K•:cr renal también está involucrado en el 

reciclaje de NH4 y secreción ácida renal. 

Túbulo distal 

La secreción de cr acoplada a la del K' sugiere la presencia de un 

cotransportador apical de K•:cr en el túbulo distal (74). En 1998 Weinstein 

predijo, mediante modelos matemáticos, la existencia de un cotransportador 

basolateral de K•:cr en el túbulo colector medular interno (75). Actualmente, 

por estudios de inmunohistoqulmica (76) se ha determinado que en los 

segmentos distales de la nefrona se expresan algunas de las isotermas del 

cotransportador de K•:cr. 

Otras posibles funciones del cotransponador de K' :Cf 

Además del túbulo proximal y la porción gruesa del asa ascendente de Henle, 

el cotransportador de K•:cr se ha detectado en la membrana basolateral de la 

porción delgada del asa descendente (77). También se tiene evidencia 

funcional de este transportador en células endoteliales (55); estudios recientes 

de hibridación in situ con una sonda para KCC1 de reacción cruzada sugieren 

la presencia de KCCs en el endotelio de las arteriolas renales (78). Además de 

un papel en la regulación del volumen celular, el eflujo localizado de K' a través 

del cotransportador de K':Cr puede regular el tono vascular (79) y asi la 

filtración glomerular. Las células mesangiales glomerulares expresan el 

cotransportador de Na•:K•:2cr (CSB2/NKCC1) (80, 81) y también parecen 

expresar KCCs (78). El tratamiento de células mesangiales con furosemida 

reduce el [Cl11 y atenua la activación del canal de cr por angiotensina 11 (82). 

Como en las neuronas (53, 83-85), un balance entre cotransportadores cloro-
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catiónicos opuestos puede regular el cr glomerular, que juega un papel central 

en la fisiologla glomerular (86, 87). 

Blologia molecular de la familia de los cotransportadores electroneutros 

acoplados a cloro (CCCs) 

El cotransportador de Na•:cr sensible a tiazidas fue el primer 

cotransportador electroneutro que se identificó a nivel molecular. La clonación 

se llevó a cabo a partir de la vejiga urinaria de un teleósteo, el lenguado de 

invierno Pseudop/euronectes americanus. Embriológicamente la vejiga urinaria 

es una extensión del riñón, donde se reabsorbe NaCI a través de un 

mecanismo de cotransporte electroneutro interdependiente de Na• y cr que no 

requiere de la presencia de K• y es sensible a diuréticos del tipo de las tiazidas 

(88, 89). Molecularmente el DNAc que codifica para el cotransportador de 

Na•:cr sensible a tiazidas de 3.7 kb fue identificado de la vejiga urinaria del 

lenguado mediante la estrategia de clonación por expresión funcional en los 

ovocitos de la rana Xenopus laevis y se le denominó CSTfl (gotransportador 

.§ensible a !iazidas del f!ounder) (90). A partir de entonces, como muestra el 

árbol filogenético de la figura 9, en los últimos años se han identificado 

molecularmente ocho genes que codifican para cuatro grupos de 

cotransportadores electroneutros acoplados a cloro (CCC). Esta clasificación 

está basada en el catión que es acoplado al cloro para su translocación, la 

estequiometrla del transporte y la sensibilidad a inhibidores: El cotransportador 

de Na•:cr sensible a tiazidas (CST/NCC); los cotransportadores de Na•:K°:2cr 

y de Na•:cr sensibles a bumetanida (CSB/NKCC); un transportador 

denominado CCCB o CIP1 (protelna de interacción con CCC) y finalmente, los 
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Figura 9. Árbol filogenético de la familia de los cotransportadores electroneutros 

cotransportadores de K•:cr sensibles a furosemida y DIOA (KCC) (91). Con 

respecto a CIP1. este muestra - 25% de identidad en la secuencia de 

aminoácidos con cada uno de los otros cotransportadores cloro-catiónicos 

conocidos. CIP1 codifica para una proteina de 914 residuos de aminoácidos y 

96.2 kDa y está presente en músculo, placenta, cerebro y rir"lón. Caron y 

colaboradores sugirieron que CIP1 forma parte de una nueva familia de 

proteinas que modifican la actividad o cinética de los CCC a través de la 

formación de heterodimeros. Sin embargo, hasta la fecha no se ha 

determinado el catión al cual está acoplado el cloro (92). 

El análisis de la secuencia primaria de los CCC indica que son protelnas 

de aproximadamente 770-1200 residuos de aminoácidos que comparten una 

estructura secundaria similar. El análisis de hidrofobicidad, según el algoritmo 

propuesto por Kyte y Doolittle que se muestra en la figura 10 (93), predice la 

existencia de un domino central hidrofóbico, con 12 regiones alfa-hélices 

correspondientes a segmentos transmembranales (STM), flanqueado de dos 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

dominios, amino y carboxl terminales, predominantemente hidrofilicos, con 

múltiples sitios potenciales para fosforilación vla protelnaas cinasas A y C, y de 

localización posiblemente intracelular. La homologla es mayor en los STM, 

aunque algunas de las asas intracelulares y gran parte del carboxi terminal 

Figura 1 o. Topologla básica de Jos 
cotransportadores electroneutros 

también están altamente 

conservados. Recientemente, 

Gerelsaikhan y Tumer demostraron 

que la topologla propuesta con 12 

regiones transmembranales es Ja 

correcta para el CSB2/NKCC1 (94). 

Existe una gran asa hidrofilica 

entre Jos STM 7 y 8 en aquellos 

cotransportadores que unen Na• y 

entre los STM 5 y 6 en CIP y en los 

KCCs. Ésta estructura tiene dos 

sitios potenciales de glucosilación 

conservados entre todos los CCC, y recientemente se demostró que el 

cotransportador de Na•:cr de la rata (CSTr) está glucosilado, Jo cual sugiere 

que el asa es una estructura claramente extracelular (95). La variación en el 

número de sitios de N-glucosilación en el asa extracelular de Jos KCCs 

determina que la masa molecular varle entre 150 y 160 kDa y 11 O y 120 kDa 

para las protelnas no glucosiladas, respectivamente (1). 

Los sitios de unión o transporte de K+ se sospecha que se localiza en el 

STM2, mientras que los STM4 y STM7 pueden ser responsables de la unión a 
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aniones debido a que contienen muchos residuos conservados entre Jos KCCs, 

CSB/NKCC y CST/NCC. 

Caracterfsticas moleculares de la subfamilia de los cotransportadores 

e/ectroneutros de potasio-e/oro 

A partir de las bases de datos genómicas, se han identificado y clonado, 

considerando su semejanza con otros cotransportadores electroneutros cloro

catiónicos, cuatro genes que codifican para las isoformas del cotransportador 

de K•:cr, denominados KCC1, KCC2, KCC3 y KCC4. 

Los DNAc obtenidos para KCC1 se han clonado a partir de riñón de conejo, 

humano y cerebro de rata (96), riñón de cerdo (97) y de eritrocitos de ratón (98, 

99), con estructuras génicas reportadas para humano (97) y ratón (100). KCC2 

ha sido clonado de cerebro de rata (101) y recientemente de cerebro humano 

(datos no publicados). Dos isoformas generadas por empalme alternativo de 

axones para KCC3 humano clonado de células vasculares endoteliales (102), 

placenta (103) y cerebro humano (104) y KCC4 identificado de riñón en 

humano y ratón (104). 

Los cotransportadores de K•:cr no son exclusivos de mamíferos, también se 

han identificado en otras células como en los eritrocitos y las células hepáticas 

de teleósteos (105-108) asf como en Jos glóbulos rojos de anfibios (109) y 

recientemente nosotros identificamos en Jos ovocitos de Xenopus una 

secuencia parcial de DNAc que codifica para una isoforma de KCC 

perteneciente a la subfamilia KCC1/3 (110). En invertebrados, por ejemplo, se 

tiene evidencia de los KCCs en las neuronas de langosta (111 ), túbulos de 
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malpiglo de Drosophila me/anogaster (112), en la hormiga de bosque Formica 

po/yctena (113) y en el nemátodo Caenorhabditis elegans (97). 

KCC1 

En 1996 Gillen y colaboradores (96) reportaron la clonación molecular del 

primer cotransportador de K•:cr, denominado KCC1. Ésta identificación se 

realizó mediante la búsqueda de secuencias homólogas con el cotransportador 

basolateral de Na•:K•:2cr (CS82/NKCC1) en la base de datos de los 

expressed sequence tags de humano (hESTs). KCC1 codifica para una 

proteina de 1085 residuos de aminoácidos con una homología en secuencia de 

-25% de identidad con los cotransportadores de Na•:K·:2cr sensibles a 

bumetanida (CSB/NKCC) y de Na•:cr sensible a tiazidas (CST/NCC). Al igual 

que el resto de los miembros de Ja familia de Jos CCC, el análisis de hidropatia 

de KCC1 incluye 12 segmentos transmembrana (STM), una gran asa 

extracelular con sitios potenciales para N-glucosilación (con cuatro sitios 

conservados entre rata, conejo y humano) y regiones amino y carboxi 

terminales citopiásmicas. 

El cotransportador de K•:cr es regulado por eventos de fosforilación y 

desfosforilación. De hecho, la secuencia de KCC1 presenta algunos sitios 

consenso para protelnas cinasas que incluyen diez sitios para caseína cinasa 11 

y cuatro sitios para PKC. KCC1 es una isoterma de amplia distribución que 

expresa un transcrito de 3.8 kb. Este patrón de expresión ubicuo es consistente 

con la vasta presencia de ESTs de KCC1 en la base de datos y sugiere que 

KCC1 representa una isoforma "housekeeping" responsable de la regulación 

del volumen celular y de Ja reabsorción transepiteliai de K• y cr en el riñón 

humano (78). Cuando se expresa en células de riñón de embrión humano (HEK 
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293), KCC1 produce una glucoprotefna de - 150 kDa. los ensayos de eftujo 

con 86Rb+ en células HEK 293 transfectadas con KCC1 muestran que dicho 

transportador es estimulado por aumento del volumen cefular (7 veces más que 

el eftujo de las células control) e inhibido por 2 mM de furosemide. Cuando ros 

ensayos de captación de 88Rb• se llevaron a cabo en isotonicidad, previo 

tratamiento con 1mM de NEM, KCC1 mostró una activación significativa que 

fue dependiente de la presencia de cr pero no de Na• externo y fue fnhibida 

por la adición.de furosemida y bumetanida. En el humano, KCC1 se localiza en 

el cromosoma 16q22. 1 . 

KCC2 

la segunda isoforma del cotransportador de K•:cr, KCC2, fue identificada 

también mediante el análisis de bibliotecas de DNAc y búsquedas en bases de 

datos (101 ). KCC2 fue clonada a partir de cerebro de rata y su distribución está 

restringida al sistema nervioso central (SNC). KCC2 codifica para una proteína 

de 1116 residuos de aminoácidos con una masa molecular de 123.6 kDa. La 

secuencia de aminoácidos deducida para KCC2 es 67% idéntica a la de KCC1 

y sófo 25% a CSB/NKCC y CST/NCC. Como todos los miembros de la familia 

de los CCC, comparte la misma estructura secundaria. Ef análisis de northem 

blot revela un transcrito de -5.6 kb exclusivamente en el cerebro y la 

hibridación in situ muestra que KCC2 se expresa particulanmente en neuronas, 

incluyendo las neuronas piramidales del hipocampo, las células granulares y de 

Purkinje en el cerebelo, entre otras. KCC2, constituye una isofonma específica 

del cerebro y su alta afinidad por el catión (Km K+ 5.2 mM) sugiere que puede 

funcionar como una vía de influjo y eftujo, manteniendo una baja concentración 

de cloro intraneuronal que repercute en el efecto lnhibidor/excltador del 
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neurotransmisor GASA. Cuando se expresa en células HEK 293 o en ovocitos 

de Xenopus, ésta isoterma expresa actividad constitutiva en isotonicidad, la 

cual aumenta durante la hipotonicidad (114, 115). En ambos casos la captación 

de 86Rb• es dependiente de CI' pero no de Na• externo y sensible a diuréticos 

de asa. KCC2 se localiza en el cromosoma humano 20 (116). 

El DNAc que codifica para la isoterma de KCC2 en el humano (hKCC2) 

fue clonada recientemente por nuestro grupo. El DNAc de hKCC2 mide 5.9 kb 

con un marco de lectura abierto de 3348 nucleótidos y tiene una identidad del 

90 y 99% en secuencias de nucleótidos y residuos de aminoácidos, 

respectivamente con la secuencia de la rata. La expresión del RNAc de hKCC2 

en ovocitos de Xenopus /aevis resulta en la captación de 86Rb• dependiente de 

CI' en isotonicidad; el aumento de volumen celular en hipotonicidad causa su 

activación en 20 veces y es bloqueada por caliculina A, un inhibidor de 

protelnas fosfatasas. 

La cinética del transporte de iones a través de hKCC2 en condiciones 

isotónicas e hipotónicas, mostró Kms para K• y CI" de 9.3 ± 1.8 mM y 6.8 ± 0.9 

mM, respectivamente; ambas afinidades son significativamente mayores que 

para KCC1. La localización genómica de hKCC2 se determinó en el 

cromosoma 20q13, entre los marcadores 0205836 y D20S888 (datos no 

publicados). 

KCC3 

KCC3 muestra al menos dos isotermas por mecanismo de empalme 

alternativo, generadas por dos axones separados que codifican para el primer 

exón y difieren en el contenido y distribución de sitios potenciales para 

tosforiiación (104). Éstas isotermas, denominadas KCC3a y KCC3b muestran 
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transcritos en corazón, cerebro, músculo esquelético, riñón, placenta, pulmón, 

hlgado y páncreas. Dada su distribución tisular, KCC3 probablemente cumpla 

varias funciones: puede estar involucrado como una vla de influjo en la 

regulación del volumen celular y el transporte epitelial de sal y agua, mientras 

que en los tejidos donde se expresa ampliamente como corazón, músculo 

esquelético y cerebro, puede funcionar como regulador o amortiguador de las 

concentraciones de K• y cr en las células y el espacio intersticial (103). 

KCC3b (102) fue identificado mediante PCR de cambio diferencial (PCR-DD), 

una metodologla comúnmente usada para aislar genes regulados en células 

endoteliaies por factores de crecimiento como el factor angiogénico del 

endotelio vascular (FAEV). El análisis del RNA total extraido de cordones 

umbilicales humanos tratados con FAEV, mediante PCR-DD, mostró una de las 

bandas consistentemente regulada por FAEV. Esto permitió la identificación de 

un DNAc que codifica para una protelna de 1099 residuos de aminoácidos y es 

77% idéntico a KCC1 humano y 73 % a KCC2. El perfil de hidropatla mostró el 

mismo patrón que para el resto de los KCCs: 12 STM, una gran asa 

extracelular con cinco sitios potenciales para N-glucosilación entre los STM 5 y 

6, asi como extremos NH2 y COOH terminales. KCC3b carece de un residuo de 

ácido glutámico al principio de la secuencia del STM 2. Se ha propuesto que 

este residuo sea importante para aumentar la unión del potasio externo en 

KCC2 (114). El mRNA de KCC3b se expresa en cerebro, corazón, músculo 

esquelético y riñón, con transcritos de 9, 7.5 y 4.5 kb. La expresión del DNAc 

de 'KCC3b en células HEK 293 produce una glucoprotelna de -150 kDa que es 

reducida por digestión con glucosidasa hasta 120 kDa. La captación de 86Rb• 

en las células transfectadas con KCC3b mostró dependencia de cr pero no de 
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Na• externo y los diuréticos de asa inhibieron de manera dependiente de la 

dosis, siendo ligeramente mayor con furosemida (Ki -10 µM) que con 

bumetanida (Ki -40 µ). Además, el tratamiento con hipotonicidad no aumentó 

significativamente la captación de 86Rb+ en aquellas células transfectadas con 

KCC3b. La localización cromosómica de KCC3b se determinó mediante 

hibridación in situ fluorescente en el cromosoma 15q13 y entre los marcadores 

genéticos 01551010 y 01551040. El área entre dichos marcadores se ha 

asociado con epilepsia mioclónica juvenil (117) por lo que KCC3b es un gen 

candidato para ésta enfermedad. 

KCC3a identificado en el humano se localiza en el cromosoma 15q14 entre los 

marcadores 01551040 y 0155118. Ésta sección del cromosoma 15 está ligada 

a dos subtipos de epilepsia ldiopática generalizada (117, 118) y a un fenotipo 

neurofisiológico asociado con esquizofrenia (119). Además están cerca de una 

región que contiene el gen de la neuropatfa periférica con o sin agénesis del 

cuerpo calloso, conocido como sindrome de Andermann (120). KCC3a es la 

isoforma más grande de todos los KCCs debido a que presenta una porción de 

-60 residuos de aminoácidos en el extremo amino terminal. La secuencia de 

KCC3 predice un total de dos sitios potenciales para forforilación por PKA y 11 

sitios para PKC, siete de ellos localizados en los primeros 90 residuos de 

aminoácidos (104). 

KCC4 

Por último KCC4 (104), localizado en el cromosoma 5p15.3, entre los 

marcadores 055678 y el telómero, se distribuye ampliamente en corazón y 

riñón; en éste último, puede estar relacionado con el transporte iónico 

basolateral en la porción gruesa del asa ascedente de Henle (57, 121) y con 
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aquellos casos de síndrome de Bartter no asociados a mutaciones en 

CSB1/NKCC2, ROMK y CLC-NKB (122) (Ver tabla 3). 

Tabla 3. Carateristicas moleculares de los cotransportadores de K•:cr 

CARACTERISTICAS K:cr K:CI" K :cr K :cr K :cr 
Nombre KCC1 KCC2 KCC3a KCC3b KCC4 
Fuente de rata conejo rata ratón ratón ratón 
clonación humano humano humano humano humano 

cerdo ratón 
Protelna {aa\ 1086 1116, 1095 1150 1099 1083 
Peso (kDa) 150 123.6 150 150 115 
Empalme alternativo -- - Con exón 1 Sin exón 1 -
D1stribuc1ón tisular Ubicua SNC Varios Varios Varios 
_T_r_anscnto~_) ---· 38 5.6 6, 7 9, 7.5, 4.5 5.3 
Número de exones 

___ 2_4 __ 
24 26 25 24 fOC3liiac16n ______ - 16q22 1 20q13 15q14 15q14 5p15.3 

cromos6m1ca - -·Genes cand1cfaios de Añen;1a- Slndrome de Slndrome de Slndrome 
enfermedades Falc1rorme Eprlepsra Andermann, Andermann, de Bartter 
humanas Catatonia Catatonia 
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Hipótesis 

Dado que existe una gran homología con KCC1 y KCC2,.para los cuales 

la expresión funcional ha sido reportada (96, 101), se espera que KCC3 y 

KCC4 codifiquen para cotransportadores de K':Cr. 

Objetivo 

Establecer las propiedades funcionales de KCC3 y KCC4, así como 

extender y definir las propiedades funcionales de cada isoterma en mayor 

detalle, utilizando el sistema de expresión heteróloga de las isoformas 

individuales en ovocitos de la rana Xenopus /aevis. Se espera que la 

comparación de los cuatro KCCs proporcione importantes pistas acerca de la 

relación entre la estructura y la función de estos y otros cotransportadores 

cloro-catiónicos. 
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METODOLOGIA 

Identificación molecular de KCC3 y KCC4 

Usando la base de datos de los expressed sequences tags (EST) de 

humano y ratón como punto de partida, clonamos los DNAc correspondientes a 

dos nuevas isotermas del cotransportador de K•:cr denominadas hKCC3 y 

mKCC4, respectivamente. 

Clonación del DNAc 

Una búsqueda en la base de datos de los EST reveló numerosos ESTs de 

ratón que contenlan marcos parciales de lectura homólogos a las secuencias 

reportadas previamente para KCC1 y KCC2 de rata. Los DNAc 

correspondientes a cuatro de estos ESTs [568084, 633794, 313521, 698105] 

se obtuvieron del consorcio IMAGE y se secuenciaron. El extremo 3' 

incluyendo la región no codificable se identificó a partir de un quinto DNAc 

(clona 1314687). La distribución tisular de mKCC4 se probó por RT-PCR y su 

expresión se detectó con los primers S1/AS1, con un transcrito particularmente 

abundante en riñón y corazón. Usando los primers S2/AS2, el hueco entre las 

clonas 313521 y 568084, se amplificó un fragmento de 1.2 kb a partir de riñón 

de ratones C57BL6J que se subclonó en el sitio Eco RV de pBluescript por 

ligación de extremos romos. Las condiciones para la PCR de estos y otros 

primers específicos para cada gen se optimizaron usando Taq 2000 y el 

sistema de buffers Opti-Prime (Stratagene). El protocolo de amplificación fue el 

siguiente: 30 ciclos de desnaturalización (92 ºC, 2 min), alineación (54 •e, 1 

min) y extensión (72 •e, 1 min). seguido por un paso de extensión final (72 •e, 

8 min). El extremo 5' de mKCC4 se clonó a partir de riñón de ratones BALB/c 

como templado para el 5'-RACE (rapid amplification of conservad ends} 
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CLONTECH, usando dos primers anlisenlido AS3/AS4 y el primer adaptador 

AP1 de CLONTECH (primer 53). Ésta PCR utilizó AmpliTaq-Gold DNA 

polimerasa (Perkin-Elmer) y un protocolo de amplificación de inicio caliente, 

consistente en un paso de activación de Ja enzima por 9 min a 94 ºC, seguido 

por 35 ciclos de 94 °C por 1 min y 68 ºC por 2.5 min y 10 min finales de 

extensión a 72 ºC. 

La secuencia de Ja clona 150738 EST de KCC humano reveló que este DNAc 

es ortólogo de mKCC4. Otro EST 5' humano (Genbank F12342) mostró 

homologla significativa en aminoácidos con el extremo 3' de Ja secuencia 

codificada por otros KCCs. Este EST se traslapa con un gran número de ESTs 

del extremo 3' no codificable de hKCC4, incluyendo las clonas IMAGE 22250 y 

51311. El hueco entre estos DNAc y Ja clona 150738 fue rellenada con RT

PCR con Jos primers S4/AS5, usando riñón humano como templado 

(CLONTECH). Los productos de PCR de ésta reacción se subclonaron en 

pBJuescript. Finalmente, el extremo 5' de hKCC4 se clonó por RT-PCR 

secuencial de riñón humano con Jos primers S5/AS6 y S6/AS7. SS y S6 fueron 

derivados de las clonas IMAGE 1403108 y mKCC4, respectivamente. 

El análisis de la secuencia de otro DNAc de EST humano (clona 150620) indicó 

la existencia de un cuarto KCC, hKCC3 y el análisis de northern blot reveló su 

expresión en músculo y sólo un DNAc 5'-RACE se clonó de un templado de 

músculo humano (CLONTECH) usando Jos primers S3/AS8. Para ésta PCR 5'

RACE se utilizó Ja Taq DNA polimerasa Advantage (CLONTECH) y un 

protocolo de inicio caliente como sigue: 94 ºC por 1 min, seguido de 35 ciclos 

de 94 ºC por 30 seg, 62 ºC por 30 seg y 68 ºC por 3 min. El análisis de una 

biblioteca de DNAc de músculo humano (CLONTECH) con una sonda 
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comprendida entre los nucleótldos 741-871 de hKCC3 produjo sólo un DNAc 

que· se extendió 5' ciel codón de inicio. Finalmente, dos fragmentos de PCR 

traslapados se amplificaron a patir de cerebro humano (CLONTECH) con los 

primers S7/AS9 y S8/AS10 y se subclonaron en pCR2.1 por TA cloning 

(lnvitrogen). 

Tabla 4. Oligonucleótidos usados como primers en la PCR 

Nombre Secuencia Sitio Clona l ___ 
------~----·- -------- Inicio 

51 5'- GGAGGCAGATAATCCTTTCTCC -3' 2472 mKCC4 
1: 52 5' -GATCTTCCTGACCTACATCTCTCC - 3' 738 mKCC4 

53 5' - CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC- 3' AP1 
54 5' - GACTCGTTTCCGCAAAACC - 3' 2498 hKCC4 

I! 55 5' - GGAAGTAACATGGCACTTTTCG - 3' 200 hKCC4 
56 5' -AGCCATGCCCACGAACTTTACGG - 3' 69 mKCC4 

1 57 5' - AGTCAGAACTCCATCACAGGG - 3' 441 hKCC3 
58 5' - CTATCCTTGCCATCCTGACC - 3' 1723 hKCC3 

1 59 5' - CACACAGTTCAGCCTCTGAGC - 3' 4241 hKCC3 
510 5' - CTGAATGACCGTGCTTGACC - 3' 3624 hKCC3 

i_~J_ ~~~º-~J:CT~~§_C_~G_TCAAAGGC - 3' 3858 hKCC3 

1 A51 5' -CACAGCAGTATGCATCCTCC - 3' 3135 mKCC4 
A52 5' - ACACTGCTCCGAGTCCAGG - 3' 2187 mKCC4 
r~ 5'=-ACCGCCATGAGTGCCAGGGCACAGCTGC - 3' -8'il:3 mKCC4 

A54 5' -TTCCCTAGAAGGCAGACCGGGATGTCAGGTG - 3' 1007 mKCC4 
1 A55 5' - AGAGTGCCGTGATGCTGTTGG - 3' 3280 hKCC4 
~ i 5'--- CAGGGCCÁTGAGCACGAGCGTG - 3' ·-~ hKCC4 

11 

1 

A57 5' - GAAATGGCGGTCACATTGTAC - 3' 513 hKCC4 
A58 5' -CCTCAGAAAATTGCTCCACATTGCTGG - 3' 2889 hKCC3 
A59 5' -GAAGGAGCCAATAACAATCACC -3' 1895 hKCC3 
A510 5' - GCAGCAGTTGTCACTCGAAC - 3' 2821 hKCC3 
A511 5' - GCAACCTCTTTATGGACAACC - 3' 4618 hKCC4 
A512 5' -GCAGCCATGTTTCAAGTTAGTATCC -3' 4185 hKCC3 

Análisis de la secuencia de los DNAc de KCC3 y KCC4 

Todas las clonas de DNAc se secuenciaron en ambos sentidos usando el 

colorante fluorescente de terminación química (Applied Biosystems) con el 

siguiente protocolo: 25 ciclos de 95 ºC por 30 seg, 50 °C por 15 seg y 60 ºC por 

4 min. Para las secuencias de DNAc derivadas exclusivamente de PCR, al 
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menos dos DNAc de dos reacciones separadas de PCR se secuenciaron. El 

análisis de las secuencias de nucleótidos y aminoácidos se realizaron usando 

el programa GeneWorks 2.5 y MacVector 6.5 (Oxford Molecular). Las 

alineaciones y otros análisis también se hicieron usando los programas 

computacionales BLA5T, DNA5tar y 5MART (simple modular architecture 

research tool). 

Localización cromosómica y estructura genómica de las isoformas KCC3 

y KCC4 en el humano 

La localización cromosómica de los genes KCC3 y KCC4 humanos se realizó 

mediante un análisis de PCR con el National /nstitute of General Medica/ 

Sciences humanlrodent somatic ce// hybrid. Los primers usados para mapear 

hKCC4 (S9 y A511) amplificaron un segmento de 377 pb de la región 3' no 

codificante del DNA genómico y el hKCC3, mapeado con los primers 510 y 

A512 amplificando un segmento de 561 pb de la secuencia 3' no codificante. 

Las reacciones de PCR usando DNA se corroboraron por la presencia o 

ausencia de los productos de tam~ño apropiados usando electroforesis en 

geles de agarosa. 

La localización cromosómica de hKCC4 se verificó por secuenciación del 

cromosoma 5 clona pMS621. El mapeo de hKCC3 se realizó por PCR usando 

análisis de radiación de hlbridos con el panel 5tanford G3 y los primers 

510/A512. Los productos de la reacción generados por PCR se 

desnaturalizaron y se aplicaron a membranas de nylon para análisis de 

5outhern bici usando como sonda un oligonucleótido interno marcado con 32P 

(primer 511 ). 
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Extracción de RNA total 

El RNA total se extrajo mediante la técnica de homogeneización con 

isotioclanato de guanidina y ultracentrifugación en cloruro de cesio. El RNA 

extraldo se cuantificó por espectrofotometrla de luz ultravioleta a una 

absorbancia de 260nm y 2BOnm en un programa de ácidos nucleicos (DU640 

spectophotometer Beckman) y su calidad se determinó por la aparición de las 

subunldades 28$ y 185 del RNA ribosomal en electroforesis de agarosa

formaldehído al 1 % teñido con bromuro de etidio. El RNA total se precipitó con 

0.1 v de acetato de sodio pH 5.2 y 3v de etanol al 100 % y se guardó a -20 ºC. 

Análisis de northern-blot para hKCC3a y mKCC4 

El análisis de la expresión génica de las isoformas hKCC3a y mKCC4 

del cotransportador de K•:cr se realizó utilizando de membranas cargadas con 

RNA poli(A,. de diversos tejidos humano (CLONTECH) o con el RNA total 

extraído de cada uno de los tejidos obtenidos a partir de ratones C57BL6J, 

respectivamente. El análisis se llevó a cabo con 2 µg de poli(A,. o 10 µg de 

RNA total por carril en condiciones de baja astringencia. Para realizar este 

análisis primero se corrió un gel de agarosa/formaldehído con 10 µg de RNA 

total de cada tejido de ratón, se transfirió a una membrana de nylon por 

capilaridad y posteriormente el RNA transferido se fijó a la membrana con 11.!Z 

ultravioleta en un UV Stratalinker 2400. 

El análisis se realizó utilizando como sondas la fracción 4417-5062 del 

extremo 3' no codificable de mKCC4 y GA3PD como control, ambas marcadas 

con 32P. El northern blot para los tejidos humanos que contenían 2 µg/carril de 

RNA poli(A,. (CLONTECH) se hibridó con las sondas generadas por PCR de 

los extremos 3' no codificables de hKCC4 (nucleótidos 4598-4957) y hKCC3 
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(nucleótidos 3624-4185) y con B-actina humana como control. La membrana se 

expuso en una placa radiológica a temperatura ambiente y el tiempo de 

exposición varió dependiendo de la sonda y del tejido utilizados. Las bandas 

resultantes se midieron mediante análisis densitométrico de las imágenes 

digitalizadas de las placas radiológicas. 

Transcripción in vitro de RNAc 

El DNAc que codifica para cada clona se insertó dentro del vector de alta 

expresión pGEMHE. Este vector se diseñó para expresar copias de RNAc a un 

alto nivel en ovocitos de Xenopus /aevis, con un sitio de clonación múltiple 

flanqueado por la [J-globina de Xenopus en el extremo 5' y en el 3' no 

codificable. Para sintetizar el RNAc. cada clona se linearizó en el extremo 3' 

(KCC1-2-4 con Nhe 1 y KCC3a con Not 1) y el RNAc se transcribió in vitro 

usando el promotor T7 de la RNA polimerasa usando el kit mMESSAGE 

(Amblan). La calidad del RNAc se corroboró en electroforesis de geles de 

agarosa-formaldehido. 

Análisis de la expresión funcional de cotransportadores electroneutros 

El ensayo básico empleado para medir la expresión funcional de 

proteínas de membrana es la captación de isótopos radioactivos por cada 

ovocito. El material radioactivo se utiliza debido a que los cotransportadores de 

K•:cr son eletroneutros, por lo que no puede medirse la expresión mediante el 

registro de cambios en el potencial transmembranal. Para medir el transporte 

de K':cr los radioisótopos que pueden usarse son el 86Rb• y el 36CI'. El 68Rb• 

atraviesa las membranas celulares por las mismas vlas de transporte que el K•. 

De estos isótopos empleamos el 86Rb', ya que su vida media es de 18 días, 

mientras que la del 'ºcr es de 300,000 años. 
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Obtención, preparación e inyección de los ovocitos de Xenopus /acvis 

Ranas hembra Xenopus /aevis se anestesiaron por inmersión en tricaina 

0.17% durante 30 min, después de los cuales se extraen varios lóbulos del 

ovario mediante una pequeña incisión en el abdomen. Posteriormente los 

ovarios se incuban en solución Ringer de rana sin Ca2• a la cual se le añade 

colagenasa (Roche tipo B, 2 mg/ml) durante 60 min. Al término de este tiempo 

se separan los ovocitos maduros (estadios V-VI) y la capa folicular se remueve 

manualmente con pinzas finas. 

Una vez desfoliculados, los ovocitos se incuban durante una noche en 

Ringer de rana (ND96 en mM: NaCI 96, KCI 2, CaCl2 1.8, MgCl2 1, HEPESffris 

5, pH 7.4), suplementado con 2.5 mM de piruvato de sodio y 5 mg/100 mi de 

gentamicina, a 17 ºC. Al dfa siguiente se inyectan con agua (50 nl/ovocito) o 

con RNAc (25 ng/ovocito en 50 ni de Tris 1 mM, pH 6.2). Después de 

inyectados, los ovocitos se incuban de 3 a 4 dfas a 17 ºC en ND96 para dar 

tiempo a que se produzca la protefna y se lleven a cabo las modificaciones 

post-traduccionales que incluyen la inserción en la membrana celular. 

Ensayo de captación para medir la expresión funcional de los 

cotransportadores de K•:cr en ovocitos 

Debido a que el cotransportador de K•:cr es activado por aumento de 

volumen celular, utilizamos soluciones isotónicas e hipotónicas para medir su 

expresión. La captación de 86Rb• se midió después de un periodo de 30 minen 

una solución isotónica o hipotónica libres de Na• y cr. La solución hipotónica 

(-125 mosmollkg) contenfa en mM: gluconato de N-metil-D-glucamina 48, 

gluconato de K• 2, gluconato de Ca2• 4, gluconato de Mg2• 1 y HEPESffris 5, 

pH 7.4. Para la solución isotónica (-220 mosmol/kg) se añadió sacarosa a una 
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concentración de 100 mM. A ambas soluciones se les agregó ouabaina a una 

concentración de 1 mM, para inhibir el transporte generado por la bomba de 

Na•/K+. Posteriormente, los ovocitos se transfirieron, durante 60 min, a una 

solución de captación libre de Na• isotónica o hipotónica. La solución 

hipotónica (-125 mosmollkg) contenia en mM: N-metil-0-glucamina-Cf' 48, KCI 

2, CaCl2 1.8, gluconato de MgCl2 1 y HEPES/Tris 5, pH 7.4. Nuevamente a la 

solución isotónica (-220 mosmollkg) se le añadió sacarosa 100 mM. Ambas 

soluciones de captación contenian 5 µCi/ml de 86Rb• (New England Nuclear) y 

1 mM de ouabaina. Al término de este periodo, los ovocitos se lavaron cinco 

veces en la misma solución de captación fria (sin el material radioactivo) y en 

forma individual se colocaron en tubos de centelleo liquido que contenian SOS 

al 10% para lisar la membrana y liberar la radioactividad captada. Dicha 

actividad se determinó en un contador de centelleo B. 
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Resultados y Discusión 

La necesidad de regular rápidamente el volumen celular después del 

encogerse o hincharse osmóticamente es de vital importancia para las células 

de organismos inferiores, que continuamente están expuestas a estrés 

osmótico. Las células de los mamiferos también están sujetas a cambios de 

volumen y aún cuando la osmolaridad del medio interno es finamente regulada, 

pueden mostrar respuestas rápidas para mantener su volumen. 

Éstas respuestas están dadas por la activación de proteinas de 

membrana que median el transporte de iones a través de la membrana celular. 

Entre los mecanismos empleados por la célula durante el aumento de volumen 

se encuentran los cotransportadores electroneutros de K':CI', que permiten la 

salida de iones acompañada de agua y por lo tanto la recuperación del 

volumen celular. 

Los eritrocitos fueron las células en las que originalmente se determinó 

la presencia de un sistema de transporte de K' dependiente de CI' e 

independiente de Na'. Este transporte de iones es interdependiente, es decir, 

el movimiento de los iones está acoplado y por lo tanto es electroneutro e 

independiente del potencial transmembranal y en muchas células el KCC 

funciona como una vla de eflujo de K'. En los eritrocitos este cotransportador 

puede estimularse por aumento del volumen celular, la activación de protelnas 

cinasas, la inhibición de proteinas fosfatasas y el agente N-etilmaleimida. La 

disminución del volumen celular y los derivados de diuréticos de asa como la 

furosemida y de los estilbenos como el DIOS actúan como inhibldores del 

cotransportador de K':cr (7, 25). 

39 



Debido a la gran heterogeneidad molecular y fisiológica del cotransporte 

de K•:cr ha sido dificil determinar sus propiedades funcionales, farmacológicas 

y fisiológicas. Sin embargo, este panorama ha cambiado recientemente con la 

identificación de los DNAc que codifican para dos cotransportadores de K•:cr, 

KCC1 y KCC2. Las proteínas codificadas por ambas secuencias de DNAc son 

homólogas a Jos otros cotransportadores cloro-catiónicos electroneutros, los 

cotransportadores de Na•:K•:2cr sensibles a la bumetanida (CSB/NKCC) y el 

cotransportador de Na•:cr sensible a las tiazidas (CST/NCC) (91 ). 

En éste trabajo se muestra la clonación del DNAc que codifica para dos 

isoformas deí cotransporte de K•:cr: KCC3a del humano (hKCC3a) y KCC4 del 

ratón (mKCC4) (104), ambos nuevos miembros de la familia génica de los 

cotransportadores electroneutros cloro-catiónicos, y es el primer trabajo que 

reúne una serie de datos detallados sobre las características funcionales de 

ésta subfamilia, asl como la comparación directa entre las dos subramas que 

conforman a los cotransportadores de K•:cr. 

Para poder definir las principales propiedades funcionales, 

farmacológicas y reguladoras de las diferentes isoformas del cotransporte de 

K•:cr utilizamos el conocido sistema de expresión funcional en ovocitos de 

Xenopus laevis. Los ovocitos de las ranas sudafricanas Xenopus se han 

utilizado ampliamente para la clonación de proteínas de membrana debido a 

que pueden microinyectarse con el RNAc sintetizado in vitro, a partir del DNAc 

que codifica para ía protelna en estudio. Cerca del 95% de los ovocitos 

utiíizados expresan adecuadamente la información genética que porta el RNAc 

microinyectado. Otra ventaja de este sistema de expresión heteróloga es que 

es posible modificar su medio ambiente cambiando la solución de incubación y 
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por lo tanto, someterlo a diversas condiciones experimentales que simulen 

situaciones fisiológicas. Por último, el hecho de que se empleen en estadios 

maduros (V y VI), cuando las células miden -1200 µm de diámetro, hace 

posible microinyectarlos y manejarlos individualmente. Más aún, en ésta 

especie de ranas la producción de ovocitos es continua y asincrónica, de tal 

_ manera que es factible encontrarlos en diferentes estadios de madurez (1-VI) 

(90). 

En el presente estudio las soluciones externas a las que fueron 

expuestos los ovocitos después de la microinyección del RNAc de cada 

isoforma de los KCCs. fueron soluciones isotónicas o hipotónicas (-220 y 11 O 

mOsm/kg, respectivamente), ambas en ausencia de Na• externo y en 

presencia de ouabalna. La ausencia de Na• externo impidó la captación de 

66Rb' o el intercambio de 86Rb./K' a través del cotransportador de Na•:K•:2cr 

(CSB2/NKCC1), que existe en los ovocitos, ya que este cotransportador 

requiere de la presencia simultánea de los tres iones para funcionar y además 

es inhibido c.uando es expuesto a soluciones hipotónicas. Por otro lado, la 

ouabalna previene la captación de 86Rb' a través de la bomba de Na•tK• (123). 

En medio isotónico sólo el KCC2 mostró una captación de 66Rb• 

significativa, dependiente de cr externo, como se muestra en el recuadro de la 

figura 11, lo que significa que ésta isoforma tiene una función basal como ya 

habla sido reportado por Payne (114). En la misma figura 11, la expresión 

heteróloga del DNAc de cada isoforma en medio hipotónico indujo, con 

diferente magnitud, la expresión de una vla de captación de 88Rb• activada por 

hinchamiento celular y dependiente de la presencia de cr externo (KCCs: 

4>3>1 >2). Estos hallazgos difieren de observaciones previas (96, 97, 102, 1 03, 

41 



40000 
:2 ;g 
u 
o 
> 30000 g 
o 
E 
.,!; 

:l:i 
~ 20000 

'" "O 
e 

•O ·¡; 
10000 -[ 

"' o 

o 
H 20 

* 
** 

KCC4 KCC3 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN ... bt.d. ... 

o 
H,o KCC4 KCC3 KCC1 KCC2 

KCC1 KCC2 

Figura 11. Efecto de la tonicidad del medio externo sobre la captación de ,.Rb• en ovocito 
de Xenopus Inyectados con agua o con RNAc de las isoformas KCC1, 2, 3a y 4, clonada 
respectivamente a partlrde conejo, humano, humano y ratón. Las captaciones se realizare 
en hlpotonicidad (120 mosml/kg) en presencia (barras blancas) o ausencia (barras negras) 
de cr externo. El panel superior muestra la captación en lsotonlcldad (220 mOsm/kg) 
ºp<0.01 vs grupo control, .. p<0.001 vs KCC4. 

114) que indican una minima activación por hipotonicidad de KCC1, KCC2 y 

KCC3 cuando son expresados en células HEK 293, pero concuerda con Ja 

activación inducida por aumento del volumen celular de KCC1 encontrada por 

Su y colaboradores (98) usando ovocitos de Xenopus como sistema de 

expresión. Por lo tanto, cuando son expresados en ovocitos de Xenopus,' las 

diferentes isoformas de KCCs pueden activarse por un aumento del volumen 

celular. Esto sugiere que las células HEK 293 probablemente no poseen las 

vi as de señalización apropiadas para Ja activación de Jos cotransportadores por 

aumento del volumen celular. En comparación, las vias de transporte reguladas 

por volumen recapitulan su fisiologia in vivo cuando son expresados en 

ovocitos de Xenopus. De este modo, las vras de transporte activadas por 
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encogimiento celular tales como el cotransportador de Na•:K•:2cr (123) o el 

canal de sodio epitelial ENaC (124) y las vlas activadas por hinchamiento como 

el canal de K+ activado por calcio mlK1 (125) probablemente son regulados 

apropiadamente en este sistema de expresión heteróloga. De los cuatro KCC, 

KCC4 parece ser la isoforma que exhibe la mayor activación por hipotonicidad. 

La captación de 86Rb+ mediada por KCC4 en este estudio fue consistentemente 

mayor que el resto de los KCCs, aún cuando la cantidad de RNAc inyectado 

fue equivalente. Una explicación para la mayor activación por hipotonicidad en 

los ovocitos microinyectados con KCC4 es que el RNAc de ésta isoforma sea 

intrlsecamente más estable o se traduzca mejor que los otros KCC en los 

ovocitos. Sin embargo, se ha reportado que el KCC2 de la rata codifica para un 

cotransportador de K·:cr con actividad significativa en soluciones isotónicas 

cuando se expresa en ovocitos de Xenopus y sólo muestra una mlnima 

activación por aumento del volumen celular (115). Es probable por lo tanto, que 

muchas de las diferencias observadas en sensibilidad de volumen se deban a 

la variación en la estructura de las cuatro proteínas de KCC. 

En el análisis cinético de la figura 12 se observa la captación de 86Rb+ en 

ovocitos hinchados y microinyectados con el RNAc de cada isoforma de KCC. 

Este estudio muestra una vez más que tanto el K+ como el cr se requiren para 

la función del transportador. Los coeficientes de Hill para ambos iones fueron 

cercanos a la unidad en cada isoforma, lo que sugiere un proceso de transporte 

con una estequiometria de 1:1 y por consiguiente, un sistema de transporte 

electroneutro. La afinidad para los iones externos reveló una diferencia 

altamente significativa en cuanto a la Km aparente para el K+ externo. La 

isoforma con mayor afinidad por el K• es el KCC2, con una Km de 9.3 ± 1.8 
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mM, que no es estadlsticamente diferente de aquella reportada por Payne para 

la lsoforma de; la·~~ta 5.0 ± 0.9 mM (114). La Km para el K' fue de 17.5 ± 2.7 

mM en KCC4 (126). seguida por 25.5 ± 3.8 mM para KCC1 (126) y 51.9 ± 3.8 
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Figura 12. Análisis clnélico de la activación por K' en ovocito~ de 
Xenopus Inyectados con RNAc de las distintas isoformas de KCCs. 

para KCC3a (127). Aunque la dirección del transporte está determinada por los 

gradientes quimicos de los iones transportados, se ha propuesto que los KCCs 

con mayor afinidad por el K' (KCC2 y KCC4) puedan transportar K' en ambas 

direcciones en condiciones fisiológicas o patológicas. Esto se ha verificado en 

neuronas, donde se expresa predominantemente KCC2 (128). En contraste, las 

isoformas con menor afinidad por el K• (KCC1 y KCC3a) funcionarian como 

mecanismos de expulsión, donde el gradiente de K• es mayor al del cr en 

condiciones fisiológicas, de modo que favorecerla el eftujo de estos iones 

(114). 
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Como se observa en la figura 13, KCC1, 3 y 4 muestran que la afinidad 

por cr no es significativamente distinta entre sí (mM: 17.2 ± 8.3; 14.2 ± 3.1; 

16.1±4.2; p= NS, respectivamente), mientras que KCC2 tiene una alta afinidad 

por este anión (6.8 ± 0.9 mM) y es también la isoforma con mayor afinidad por 

la furosemida. Sin embargo, los datos cinéticos obtenidos para el KCC2 

humano son muy distintos a los reportados por Payne para la misma isoforma 

de rata, expresada en células HEK 293 (Km K• 5.0 ± 0.9 mM y cr >100 mM) 

(114). 
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Figura 13. Análisis cinético de la activación por cr en ovocllos de 
Xenopus Inyectados con RNAc de las distintas lsoformas de KCCs. 

Los KCCs difieren en la selectividad por aniones que pueden ser 

transportados de manera acoplada al transporte de rubidio. La figura 14 

muestra la actividad relativa de los KCCs en presencia de otros aniones 

además del cloro (127). 
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En ovocitos que expresan al KCC1, la captación de 86Rb+ es un 70% con 

respecto al control cuando el c1· es sustituido por SCN" o Br" externo. Para el 

caso del KCC2, en presencia de Br" puede observarse cerca del 40% de la 

función, mientras que este mismo anión es mejor transportado que el cr a 
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Figura 14. Expresión funcional de los cotransportadores de K":cr en presencia 
de 1 O mM de sales de potasio para diferentes aniones suslilutos de cr. 

través de KCC3a. La serie presentada muestra que ninguno de los otros 

aniones puede ser transportado junto con el rubidio. Para KCC4 cerca del 50% 

de la función se obtiene en presencia de sr· y algún transporte está aún 

presente con P04. 

El presente estudio sugiere que las propiedades funcionales observadas para 

los KCCs 1, 2 y 4 expresados en ovocitos son distintas a las que caracterizan a 

la isoterma presente en los eritrocitos. Considerando nuestros experimentos de 

cinética y sustitución de aniones podemos sugerir por eliminación, que el 

principal cotransportador de K•:cl" en los eritrocitos es el KCC3 o alguna otra 



isoforma aún no identificada. Lo anterior concuerda con los datos obtenidos por 

Delpire y Lauf {129) en los que observaron que el cotransportador de K•:cr en 

eritrocitos de oveja LK hinchados osmóticamente tienen una Km para K• 

externo de - 55 mM, muy diferente a las Km obtenidas para KCC1, 2 y 4. Otra 

caracterlstica importante que se ha mostrado también en eritrocitos de oveja 

(130), es que el influjo de K• es mayor en presencia de sr· que en presencia de 

cr, caracterlstica que tampoco presentan KCC1, 2 y 4. 

Además, aunque se ha mostrado que el RNAm de KCC1 se expresa en células 

eritroleucémicas de ratón, este no está presente en reticulocitos circulantes 

(99), y la isoforma KCC2 se expresa exclusivamente en el sistema nervioso 

central (101). 

Los miembros de la familia de los cotransportadores cloro-caUónicos 

electroneutros han sido definidos en parte con base en su sensibilidad a ciertos 

diuréticos. Asl, los cotrnnsportadores de Na•:K•:2cr son sensibles a diuréticos 

de asa, derivados del ácido sulfamoilbenzóico y son resistentes a los derivados 

de las benzotiadiazinas, mientras que el cotransporte de Na•:cr se inhibe por 

tiazidas pero no se afecta por los diuréticos de asa (131). 

La figura 15 muestra el mejor ajuste a los datos experimentales de una 

curva de inhibición dosis-respuesta a la furosemida en Jos KCCs. Los valores 

de ICso (µM) obtenidos para cada isoforma fueron -180, 75, 180 y 700, 

respectivamente para KCC1 en rojo, KCC2 en verde, KCC3a en azul y KCC4 

en negro. La figura muestra que el KCC2 es el más sensible a la furosemida 

con un ICso de -70 µM, mientras que KCC4 fue el menos sensible con un IC50 

de - 700. Asl pues, los cotransportadores de K•:cr son sensibles a los 

diuréticos de asa, principalmente a la furosemida y aunque estas protefnas 
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mostraron que el cotninsportador AXI 4 cloro-cllti6nlco de la planta del ~· 

que tiene mayor homologla en secuencia con 1o1 KCCS (38-38'1f.), tmnbitn 

puede lnhlblrae por bumetllnlda, furoeemida y dhritlcoa del tipo de l8s tiazldas 

como la metalazona. 
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sensible a la furosemida, sugiere que el KCC4 es la isoforma presente en la 

membrana basolateral del asa ascendente de Henle en los mamlferos. 
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Figura 16. Efecto de 10 mM de BaCI, sobre la función de los 
KCCs. Las barras blancas representan a los grupos control y las 
barras negras los grupos tratados con BaCI,. ºp<0.01 vs la 
captación en el grupo control. 

La inhibición de protelnas fosfatasas previene la activación inducida por 

NEM o hinchamiento celular del cotransportador de Kº:Cr en algunas células 

(38, 42-44, 46) y se acepta que para la activación del transportador se requiere 

de su desfosforilación. De acuerdo con otros laboratorios, en el presente 

estudio se observó que el inhibidor de protelnas fosfatasas, caliculina A, 

previene la activación hipotónica de los KCCs. La caliculina A inhibe dos tipos 

de fosfatasas: PP1 y PP2A (133). Con el objeto de determinar el tipo de 

fosfatasa involucrada, se estudió además el efecto del ácido okadaico, que a 

una concentración de 1 nM inhibe especificamente a la PP2A y el 13fecto de la 
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cipermetrina que inhibe especlficamente a PP2B (134, 135). Como se observa 

en la figura 17, a excepción de la caliculina A, ninguno de estos inhibidores, 

afectó la activación del cotransportador por hipotonicidad, lo cual sugiere que la 

PP1 es la fosfatasa involucrada en la activación de los KCCs durante el 

aumento del volumen celular (38, 43). 

Inicialmente el cotransportador de K•:cr fue definido como una vla de 

transporte de K• en eritocitos activables con NEM. Muchos investigadores han 

encontrado que el pretratamiento de los eritrocitos de algunas especies con 1 

mM de NEM resulta en una activación significativa de esta vla de transporte de 

K• dependiente de CI" (7). 
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Figura 17. Efecto de lnhlbldores de protelnas fosfatasas sobre la función de los 
KCCs durante exposición de los ovocitos a soluciones hipotónicas. Barras blancas, 
control; barras negras, 100 nM callcullna A; barras rayadas, 1 nM ácido okadalco; 
barras grises, 100 pM clperrnetrlna. • p<0.01 vs grupo control. 
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Aun no está claro si el efecto activador del NEM está relacionado con 1a 

desfosforilación que induce a través de la activación de una cinasa localizada 

cuesta arriba en la cascada de señalización o por modificación directa de los 

grupos tiol en el cotransportador. Existen reportes que apoyan ambas 

posibilidades (136). Sin embargo, al igual que la activación por aumento del 

volumen celular, el transporte activado por NEM puede prevenirse por 

inhibidores de fosfatasas, sugiriendo un efecto positivo del NEM sobre las vlas 

de señalización cuesta arriba (38, 42, 44, 49, 137). A este respecto, nuestros 

datos muestran un comportamiento muy interesante de los KCCs cuando se 

exponen a NEM. En la figura 18 se observa que en isotonicidad, el NEM 

estimula la función del KCC1, KCC3a y KCC4, asl como al cotransportador 

endógeno de K•:cl" en los ovocitos (más adelante se muestran los resultados 

del cotransportador endógeno). Su y colaboradores también observaron la 

activación de KCC1 por NEM en ovocitos (98). 

A KCC1 KCC2 KCC3 KCC4 

u ·~L._ lot L._ L1 
B 

Figura 18. Efecto de la N-etilmalelmlda sobre la función de los KCCs en 
medio Isotónico (panel A) o en medio hipotónico (panel B). Control en 
barras blancas; 1 mM NEM en barras grises. *p<0.01 vs. grupo control. 
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En contraste, en medio hipotónico, cuando los ovocitos fueron expuestos a 

NEM, todas las isotermas se inhibieron. El hecho de que los KCC1, 3a y 4 

fuesen activados por NEM en medio isotónico sugiere que los ovocitos poseen 

las vlas de señalización intracelular que el NEM requiere para la activación de 

los cotransportadores. Los mecanismos por los cuales estos KCCs, activados 

por hinchamiento, se inhiben por NEM se desconocen. En eritrocitos de oveja 

los cotransportadores de K•:cr pueden ser activados o inhibidos por NEM 

mediante estimuladores de tioles de alta y baja afinidad, respectivamente (40, 

138). Es necesario esclarecer este punto en futuros experimentos. Sin 

embargo, una propuesta que conjunta éstas y previas observaciones es que 

hay sitios de inhibición directa sobre los transportadores y sitios de 

estimulación en las cinasas cuesta arriba en la cascada de señalización. A este 

respecto, existen algunas cisteinas transmembranales o yuxtamembranales en 

las protelnas predichas para cada isoterma de KCCs y las cistelnas 

transmembranales se han implicado en la sensibilidad diferencial de los 

cotransportadores de Na•:K•:2cr a compuestos que reaccionan con cisteinas 

(139). 

Se sabe también que algunos transportadores pueden afectarse por 

exposición a HgCl2. Por ejemplo, el transporte a través de los 

cotransportadores de Na•/sulfuro (NaSi) (140) y de Na•/fosforo (NaPi-3) en 

ovocitos de Xenopus se reduce significativamente cuando los ovocitos se 

exponen a HgCl2 (141). En contraste, la acuaporina 6 (AQP-6) es activada por 

este metal pesado cuando se expresa en ovocitos de Xenopus (142). Se sabe 

también que el Hg2 • afecta la función de canales y transportadores debido a 

que interactúa con grupos sulfhidrilo (-SH) o residuos de cisternas (142, 143) y 
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en algunos casos esto se ha corroborado por estudios de mutagénesis (144, 

145). 

En la figura 19 se muestra que la exposición de ovocitos de Xenopus a 

50 µM de HgCl2 en medio hipotónico, resultó en una disminución de la actividad 

de KCC2 y KCC4 (50 ± 8.01 y 53.2 ± 4.16 %, respectivamente p<0.0001 ), 

mientras que no tuvo efecto sobre la actividad de KCC1 y KCC3a (100.3 ± 2.68 

y 93.6 ± 4.07 %, respectivamente p=NS). El mecanismo por el cual el Hg2• 

afecta la función de las protelnas de membrana no está claro, pero se sabe 

interactúa con Jos grupos sulfhidrilo (-SH), y este estudio sugiere que Ja 

interacción del Hg2
• con Jos grupos sulfhidrilo es necesaria para el efecto 

inhibidor. 

150 

"' (.) 
(.) 
X 100 
-8 * 
"CI 

-l:1i ·;; 
'6 50 et * ~ 

KCC1 KCC2 KCC3 KCC4 

Figura 19. Efecto de 50 µM de HgCJ2 sobre Ja actividad de los 
KCCs en condiciones hipotónicas. 'p<0.0001vs KCC1 o KCC3 
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Tabla 5. Propiedades funcionales de las isoformas del cotransportador de ~:cr 

KCCx KCC1 KCC2 KCC3a KCC3b KCC4 

Función en laotonlcld1d Si No Si No No No 

Activación en hlpotonlcidad + ++ + +++ +++ ++++ 

Inhibición por C1llculln1 A Si Si Si Si Si Si 

Inhibición por A. Ok1d1lco No No No No No No' 

Inhibición por Clpermetrlna No No No No No No 

KmK' [mll] 27.7:!: 3.0 25.5±3.9 9.3±1.0 51.9±3.9 46.0±7.9 17.5±2.7·· ·. 

KmCr [mll) 15.4 ±4.7 17.2±8.3 6.8±0.9 14.2±3.1 11.1±5.2 16.1±4.2 .... 

Furo1tmldl IC11 [1111) -200 -180 -70 -180 -220 -700 

Inhibición por BIClz + + + ++ ++ 

Inhibición por HgClz . . ++ . . ++ 

Serle di Aniones Cl=PO.=Br Cl=SCN>Br Cl>BPI BPCl>P04 BPCl>PO• Cl>BPP04 

Locallucl6n lntrarnnal G, TP,TD Ninguna TP,VS VS, TP,AH 

Pollrlzaclón Apical Basolateral Basolateral 

Abreviaciones: CI= cloro; SCN= tiocianato; Br= bromuro; PO.= fosfato; G=glomerulo; TP= túbulo proximal; TO= túbulo distal; 
VS= vasos sanguíneos: AH= asa de Henle. 



El cotransportador de K•:cr de los ovocltos de Xenopus /aevis 

Durante el transcurso de este estudio, además de caracterizar las isoformas 

cerebral y renales del cotransportador de K•:cr, también obtuvimos datos 

suficientes que demuestran que los ovocitos de Xenopus /aevis expresan un 

cotransportador endógeno de K•:cr que denominamos KCCx. Este 

transportador tiene similitudes funcionales y moleculares con los KCCs de 

mamlfero. La caracterización de KCCx fue fundamental debido a que hizo 

posible diferenciar la expresión del transportador endógeno de los exógenos. 

Aunque cabe mencionar que la expresión del cotransportador es muchas veces 

mayor en los ovocitos inyectados con el RNAc de los KCCS heterólogos que en 

los no inyectados. 

La caracterización funcional se determinó a partir de ovocitos 

desfoliculados de Xenopus, obtenidos por cirugla de ranas hembra adultas. 

Cuatro dias después de desfoliculados, los ovocitos se incubaron, en grupos de 

15, por 30 minutos en medio hipotónico (- 120 mOms/kg) que nominalmente 

carecia de K+ y cr. Este medio tenia la siguiente composición en mM: 50 N

metil-D-glucamina (NMDG)-gluconato, 4.6 Ca2+-gluconato, 1 Mg2+-gluconato, 5 

HEPESffris, pH 7.4 y 1 mM de ouabaina. A continuación los ovocitos se 

incubaron durante 60 minutos, para medir la captación de 86Rb', en un medio 

hipotónico que contenia concentraciones variables K+ y cr [en mM: 0-50 

NMDG-CI, 0-50 KCI; 0-50 NMDG-gluconato, 1.6 CaCl2, 1 MgCl2, 5 HEPES, pH 

7.4], suplementado con 1 mM ouabaina y 2.5 µCi/ml de 86Rb•. Al final del 

periodo de captación los ovocitos se lavaron en la solución de captación fria 

(sin el isótopo), para remover las trazas extracelulares del mismo, y uno a uno 

se colocaron en un tubo de centelleo liquido que contenla SOS al 10 % para 
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medir la captación del material radioactivo en un contador de centelleo p. 

Algunos experimentos también se realizaron en medio isotónico usando las 

mismas soluciones pero suplementadas con 3.5 g/100ml de sacarosa para 

aumentar la tonicidad de la solución a las condiciones isosmolares de los 

ovocitos (- 210 mOsm/kg). 

La caracterización molecular se realizó mediante la búsqueda de ESTs 

en la base de datos del GenBank, que mostró una secuencia EST de 549 pb 

(GenBank No de acceso AW646505) perteneciente a ovocitos de Xenopus 

/aevis y con homologla a los KCCs de mamlfero. Posteriormente amplificamos 

dicho fragmento a partir del RNA total de ovocitos de Xenopus mediante RT

PCR. Los primers, sentido 5'-ACAGTACTTCTGGGAGACTACC-3' y antisentido 

5'-GATACGTAAATGATAAAGAAAGG-3', se diseñaron a partir de la secuencia 

del EST de Xenopus y amplificaron un fragmento de 528 pb. Para incrementar 

Ja especificidad de la PCR generamos dos primers internos, sentido 5'

AGCAGAGCAAGGCACTGAAACAC-3' y antisentido 5'

GGAAGGGCAGAAGCATAAGC-3', que amplificaron una banda de 359 pb. 

El RNA total se extrajo a partir de ovocitos desfoliculados y otros tejidos 

usando el método de homogeneización con isotiocianato de guanidina y 

ultracentrifugaclón en gradiente de cloruro de cesio. La PCR se realizó con 1 µg 

de RT en 20µ1 de reacción y 35 ciclos de la siguiente manera: 1 min, 94ºC; 1 

mln, 60ºC y 1 min, 72ºC. El último ciclo consistió de 5 min a 72ºC como un 

paso de extensión final. El producto de PCR de los ovocitos se secuenció y una 

vez confirmado como un KCC de Xenopus homólogo al de mamlferos, se 

realizó un análisis de Southem blot a partir da todos los productos de PCR 

obtenidos de los tejidos de la rana bajo condiciones de alta astringencia y 
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usando el fragmento de 528 pb para generar una sonda no radioactiva. La 

hibridación de las bandas se detectó mediante la reacción de 

inmunoperoxidasa. 

RESUL TACOS Y DISCUSION 

Como ya se mencionó, las células animales han desasrrollado una serie de 

mecanismos reguladores del volumen celular tales como la DRVC que 

contrarrestan el hinchamiento osmótico producido por soluciones hipotónicas. 

Dicha respuesta reguladora se efectúa por la liberación de osmolitos 

intracelulares entre los que se encuentran los iones K' y cr. Una de las vlas 

celulares de eflujo de dichos iones es el cotransportador de K':Cr. En ésta tesis 

se describen algunas propiedades funcionales de las isoformas conocidas de 

éste transportador (ver tabla 5), utilizando para ello un sistema de expresión 

heteróloga que tiene la ventaja única de permitir el analisis comparativo de las 

distintas isoformas en el mismo tipo celular: los ovocitos de Xenopus /aevis. 

Este sistema ha sido utilizado exitosamente como herramienta de clonación y 

caracterización de otros transportadores y canales. En el presente trabajo 

encontramos evidencia de que los ovocitos tienen un cotransportador nativo de 

K':Cr. 

La figura 20 muestra un resumen de 7 experimentos en los cuales la 

captación de 86Rb' fue probada usando una solución de captación que 

contenla 2 mM de K' y 50 mM de cr externo. Las captaciones se realizaron en 

medios isotónicos e hipotónicos. Como muestra el panel A de la figura 20, en 

medio isotónico hubo una pequeña captación de 86Rb' de 10.1 ± 1.4 

pmol/ovocik>/h, que se redujo a 6.29 ± 1.3 pmolfovocito/h cuando éstos fueron 

incubados en un medio en ausencia de CI". La captación en presencia de cr 

57 



TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

externo aumentó a 52.5 ± 11.0 pmol/ovocito/h cuando los ovocitos se incubaron 

en medio hipotónico (p<0.00001). El incremento en la captación de Rb• fue 

dependiente de CI' ya que la captación en medio hipotónico en ausencia de CI' 

fue 5.22 ± 1.0 pmol/ovocito/h (p<0.001 ). Estos resultados concuerdan con los 

reportados por Lytle y McManus (146) quienes proponen que en ausencia de 

Na• externo, como es el caso de los experimentos realizados en éste trabajo, el 

cotransportador de Na•:K•:2cr puede catalizar el intercambio de K'tK• sensible 

a bumetanida. En éstas circunstancias, es poco probable que la actividad del 

transporte de 88Rb• en ausencia de Na• se deba al cotransportador de 

A B 
75 c:::::J Control 

4000 c:::::J Control * •-e~ m!J ·K' 

3000 
.Q 

50 c3 o: 
:g lll 
e e 

•O •O 2000 ·o 'D 
.19 s 
a. a. ., 

25 
.. 

(.) (.) 
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o o ---- ----
110 220 110 220 
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Figura 20. Efecto de la tonicidad del medio externo sobre la captación de ,.Rb• (panel A) y 
38CI' (panel B) en ovocltos desfollculados de Xenopus laevis. ºp<0.01 vs control en 220 
mOsm/kg, .. p<0.01 vs control en 110 mOsm/kg y t p<0.001 vs control en 110 mOsm/kg. 

Na·:~:2cr, ya que éste transportador en los ovocitos es inhibido por la 

hipotonicidad del medio (123). Por lo tanto, los ovocitos pre5entan un 

mecanismo de captación de 88Rb• dependiente de cr en medio isotónico, que 

puede ser activado por aumento del volumen celular. Asf mismo, el panel B 
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también muestra el resultado de un experimento en el cual probamos la 

captación de 36Cr en presencia de 10 mM de K+ y 50 mM de cr externo. En 

isotonicidad, la captación de 36CI" fue similar en presencia o ausencia de K+ 

externo (908 ± 124 vs 912 ± 346 pmol/ovocito/h, p=NS), mientras que la 

incubación en hipotonicidad indujo un incremento en la captación de 36Cr de 

2,960 ± 455 pmol/ovocito/h (p<0.01) que fue parcial pero significativamente 

dependiente de K+ (1,615 ± 296 pmol/ovocito/h [p<0.01 )). Nuevamente 

podemos confinmar que los ovocitos también presentan un mecanismo de 

captación de 36CI" dependiente de K' que es aparente sólo durante aumento del 

volumen celular. 

El cotransporte de K•:cr en algunas células muestra la propiedad única 

de ser activado por el agente alquilante N-etilmaleimida (NEM) (7). Nosotros 

analizamos el efecto del NEM sobre la captación de 86Rb+ en ovocitos 

incubados en condiciones isotónicas o hipotónicas. La figura 21 muestra que 

300 D Control ** 
h 

lil!J -CI· 
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e: :g 

* ! 100 * 111 
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Figura 21. Efecto del NEM sobre la función del 

durante isotonicidad, la 

captación de 

aumentó - 2 veces de 117 

± 6.3 a 227 ± 29 

pmol/ovocito/h (p<0.001), 

en los ovocitos expuestos 

a 1 mM ·de NEM antes del 

período de captación. El 

aumento en la captación 

cotransportador de K':cr endógeno en medio Isotónico. inducida por NEM fue 
Los ovocitos fueron expuestos a la droga 15 mln antes 
del periodo de captación. dependiente de cr. En 

59 



TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

ausencia de cr externo la captación fue similar entre los ovocitos control y los 

tratados con NEM (88 ± 7 vs. 60 ± 11 pmol/ovocito/h, p=NS). Por lo tanto, la 

adición de NEM resultó en un aumento en la actividad del cotransportador de 

K•:cr en medio isotónico. 

El transporte electroneutro de K' y cr es una de las vlas de eflujo de 

iones que es activada durante el aumento de volumen celular, además de 

participar en la disminución reguladora del volumen celular (DRVC). La figura 

22 muestra la activación del cotransportador de K':Cr en ovocitos comprobada 

al medir el eflujo de 86Rb' cuando los ovocitos son expuestos a hipotonicidad. 

Durante un periodo de 150 minutos se observa una progresiva reducción de la 

cantidad de 86Rb' en las células (panel A, circulas blancos), junto con un 

incremento gradual en la cantidad de Rb• del medio externo (panel B, circulas 

blancos). Como muestran los circulas rellenos de la figura 22, la adición del 

diurético furosemida, significativamente redujo el eflujo de 88Rb' de las células, 
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Figura 22. Eflujo de 66Rb
0 

en ovocitos de Xenopus /aavis en m~dio hipotónico. El panel A 
muestra la cantidad de Rb• restante en los ovocitos yel panel 8 la aparición del Rb• en el 
medio externo, ambos en función del tiempo y en ausencia, (círculos blancos) o presencia, 
(círculos rellenos) de furosemida. '" p<0.01 vs. los mismos tiempos con furosemlda. 
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Indicando la proporción del aflujo llevada a cabo por el cotransportador de 

W:cr en los ovocitos. 

La figura 23 muestra la dependencia de K• externo (panel superior) y la 

dependencia de cr externo (panel inferior) del cotransportador de K•:cr en 

ovocitos de Xenopus. Las captaciones se realizaron en un medio externo con 

osmolaridad de 11 o mOsm/kg, con una concentración fija de K• (20 mM) o cr 

(50 mM), cambiando las concentraciones del contraion desde O hasta 50 mM. 

Como se observa en la figura 23, la captación de Rb• aumentó conforme la 

h 
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e 
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() 
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Figura 23. Análisis cinético de la captación de 
66Rb• en ovocitos de Xenopus. Panel superior, 
captación de Rb• dependiente de K• externo y 
panel Inferior, captación de Rb• dependiente de 
cr externo. 

concentración de cada ión 

transportado se incrementaba 

mostrando un comportamiento 

Michaelis-Menten. Las Km y 

Vmax aparentes calculadas 

para K• externo fueron 27.7 ± 

3.0 mM y 1,531 ± 78 

pmol/ovocito/h, 

respectivamente, y los valores 

de Km y Vmax para Cr externo 

fueron 15.4 ± 4.7 mM y 318 ± 

39 pmol/ovocito/h, 

respectivamente. Consistente 

con la estequiometrfa de 1:1 del 

proceso de transporte, el 

coeficiente de Hill para ambos 
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iones está cerca de la unidad: 1.04 ± 0.17 y 1.07 ± 0.14 para K• y cr. 

respectivamente. 

Se ha mostrado que algunos aniones extracelulares además del cr 

pueden ser translocados a través del cotransportador de K·:cr en eritrocitos 

humanos y de oveja (147). Por lo tanto fue interesante estudiar la captación de 

88Rb• en presencia de aniones diferentes al cr para el cotransportador de 

K•:cr en ovocitos desfoliculados. La figura 24 no muestra diferencias 

significativas entre la captación de 88Rb• en presencia de cr, po·. o Br" (129 ± 

18; .130 ± 21 y 101 ± 16 pmol/ovocito/h, respectivamente), mientras que hubo 

una reducción significativa en presencia der. SCN" y gluconato (67 ± 15; 44 ± 

12 y 25 ± 5 pmol/ovocito/h, respectivamente. P<0.001). De tal manera que el 

perfil de selectividad aniónica del cotransportador endógeno de K•:cr fue cr = 

PO"• = Br" > r > SCN. = gluconato. 
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Figura 24. Perfil de selectividad anlónlca del cotransportador 
. Endógeno de K':cr en ovocitos de Xenopus. • p<0.001 vs. cr. 
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La figura 25 muestra el efecto de algunos inhibidores de los cotransportadores 

electroneutros en la función del KCCx. La adición de 100 µM de furosemida o 

bumetanida al medio resultan en un 22 y 20 % de reducción en la captación de 

Rb• dependiente de cr respectivamente, cuando se comparó con la captación 

del grupo control (p<0.05). También se probó el efecto de otros inhibidores 
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Figura 25. Efecto de algunos inhibidores del transporte sobre la captación de 66Rb• 
dependiente de cr en ovocitos de Xenopus en medio hipotónico. • p<0.05 vs. control. 

conocidos sobre el cotrasportador de K•:cr. La adición de 100 µM de DIOS no 

tuvo efecto significativo sobre la captación de Rb•, mientras que los KCCs de 

mamlfero son sensibles a esta concentración de DIDS (7, 114, 126). En 

contraste, 100 µM de DIOA redujo la captación de Rb• 76 % (p<0.000001). De 

modo que el KCCx es más sensible a DIOA que a los diuréticos de asa, como 

es el caso de las isoformas de mamlfero (126). La figura 26 muestra la 

inhibición dependiente de la concentración por diuréticos de asa del 
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cotransportador de K•:cr nativo de los ovocitos. El ICso para furosemida y 

bumetanida se calculó en 200 y 500 µM, respectivamente. Aunque los cuatro 

KCCs de mamíferos difieren en la sensibilidad relativa a los dos diuréticos de 

asa, la bumetanida es siempre menos efectiva que la furosemida, como es en 

el caso del transportador endógeno. 

125 
Se ha sugerido que los 
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Figura 26. Curva de Inhibición del cotransportador 
endógeno de K·:cr por diuréticos de asa. captación a través del 

cotransportador. La 

captación de 66Rb• dependiente de cr en los ovocitos control fue de 135 ± 21 

pmol/ovocito/h y se redujo a 62 ± 14 pmol/ovocito/h en presencia de BaCl2 • 

Ésta reducción del 45% fue estadísticamente significativa (p<0.01). 

En algunas células los cotransportadores de ~:cr se activan por 

aumento del volumen celular a través de un mecanismo que incluye un 

incremento en la capacidad de desfosforilación de la célula. Por tal motivo se 

ha postulado que la desfosforilación del cotransportador puede formar parte de 

su mecanismo de activación (34). Considerando lo anterior, probamos el efecto 

de reducir en los ovocitos la capacidad de desfosforilación del cotransportador 
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de K•:cr inhibiendo la función de las protelnas fosfatasas PP1, PP2A y PP2B 

con 100 nM de caliculina A, 1 nM de ácido okadaico y 100 pM de cipermetrina, 

respectivamente. Como muestra la figura 27, el aumento en la captación de 

86Rb• inducida por la hipotonicidad fue completamente bloqueada por caiiculina 

A. En contraste, no se observó ningún efecto en presencia de ácido okadaico o 

cipermetrina. 
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Figura 27. Efecto de la inhibición de protelnas fosfatasas sobre la activación del 
KCCx Inducida por aumento del volumen celular en ovocitos de Xenopus. La 
captación se realizó en medio isotónico o hipotónico exponiendo a los ovocitos a 
callculina A, ácido okadalco o clpermetrina durante los periodos de precaptación 
y captación. La captación se realizó en un medio que contenía 1 O mM de K• en 
presencia (barras blancas) o ausencia (barras grises) de CI" externo. • p<0.001 
vs. control en medio hipotónico. 

Recientemente se ha demostrado que la función de algunos 

cotransportadores se reduce por su exposición a Hg2• (139-141), mientras que 

otras protelnas, como la aquaporina 6 (AQP6), son estimuladas por este metal 

pesado (142). Por lo tanto, analizamos el efecto del Hg2• sobre la captación de 
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88Rb+ en ovocitos de Xenopus. Como muestra Ja figura 28, la incubación de los 

ovocitos en presencia de 150 µM de HgCI,, en medio isotónico durante 15 

minutos previos al periodo de captación resultó en un incremento importante en 

Ja captación de 88Rb•. Este incremento fue completamente prevenido con un 

pretratamiento de Jos ovo citos con 1 O mM del agente reductor ditiotreitol (DTT) 

(139). La incubación de Jos ovocitos con y sin cr externo durante el periodo de 

captación reveló que el Hg2
• induce un incremento en Ja captación de 86Rb• 

compuesto al menos por dos vi as diferentes, cada una contribuyendo en - 50% 

de Ja captación total. Una de ellas, dependiente de cr. que concuerda con Ja 

activación del cotransportador endógeno de K':Cr y la otra, independiente de 

cr que sugiere la apertura de un canal de K•. 
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Figura 28. Efecto de 150 µM de HgCl2 y 10 mM de ditlotreitol (DTT) sobre la 
captación de 66Rb' en ovocitos de Xenopus /aev/s. Los ovocitos se incubaron en 
medio isotónico durante la captación. Antes de la captación los ovocitos se 
expusieron por 30 minal DTT solo, 15 mln al HgCl2 solo o 30 mln al DTT más 
HgCl2 en los últimos 15 mln; el HgCI, y el DTT no estuvieron presentes durante 
el periodo de captación. Como se Indica, la captación se llevó a cabo en 
presencia o ausencia de cr externo. Cada punto representa la X ± EE de un 
grupo de 30 ovocltos. • p<0.001 vs. control con HgCl2 
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Los resultados presentados hasta aqul definen las principales caracterlstlcas 

funcionales, farmacológicas y probables vfas de regulación del cotransporte de 

K•:cr endógeno de los ovocitos de Xenopus /aevis. Sin embargo, no se ha 

definido la naturaleza molecular de la protefna. Para ello, se realizó una 

búsqueda de secuencias homólogas a los KCCs de mamffero en la base de 

datos de los ESTs del GenBank. En ella se encontró un EST proveniente de 

ovocitos de Xenopus /aevis (No. de acceso AW646505) con significativa 

homologfa a las secuencias de los KCCs en mamfferos. Dicha secuencia 

mostró ser 76% idéntica en secuencia al KCC1 de rata. Considerando fo 

anterior, diseñamos un par de primers a partir de la secuencia del EST, con los 

cuales se amplificó un fragmento de 528 pb, usando la reacción de 

transcripción reversa (TR) del RNA total extrafdo de diferentes órganos de 

Xenopus, incluyendo ovocitos. El panel superior de la figura 29 muestra una 

banda única del tamaño esperado (528 pb), amplificada de cada TR, excepto 

para el RNA de ovocito en ausencia de enzima (TR-). Posteriormente, el uso de 

un segundo par de primers internos que amplificaban una banda de 349 pb y la 

secuenciación de dichas bandas, confirmaron la naturaleza molecular del 

producto de PCR. La alineación de las secuencias de aminoácidos deducidas 

para cada KCC de mamffero con la secuencia parcial para el KCC de Xenopus, 

mostró que dicho fragmento COOH terminal es 68% idéntico al KCC1 de la 

rata, 56% al KCC2 de rata, 76% al KCC3 humano y 62% al KCC4 del ratón. 

Además de lo anterior, el panel inferior de la figura 28 muestra el análisis de 

Southem blot de los productos de RT-PCR de los órganos obtenidos, usando el 

fragmento de 528 pb como sonda no radioactiva. 
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Inferior) para la Identificación del KCCx en diversos órganos de 
Xenopus /aevis. 
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COMENTARIOS FINALES V CONCLUSIONES 

Para empezar a entender la fisiologla y las relaciones estructura-función de los 

KCCs Individuales, este trabajo tuvo como objetivo realizar en detalle el análisis 

funcional de las cuatro isoformas de mamifero de los KCCs empleando los 

ovocllos de Xenopus /aevis como sistema de expresión. Asi mismo fue posible · 

reunir evidencia suficiente para sugerir que los ovocitos de Xenopus expresan . 

un cotransportador de K•:cr endógeno. 

Este trabajo reveló diferencias significativas en cuanto. a regulación,, 

cinética y farmacologla entre las todas las isoformas estudia·d.as. · Estas·· 

diferencias podrlan ser explicadas al comparar sus secuencias cie.'aJli1g~áciclos. ·. 
-~ ·, .. . . \ 

En general, la homologla entre las cuatro protelnas KCCs dé marnif~r~ ~s de -

68 %, mientras que aquella entre los KCCs y otros cotran~potl~cÍo~es. cloro 

catiónlcos es - 30 %. El análisis filogenético de todos los mie..;,bros de la 

· .,superfamilia de los cotransportadores cloro-catiónlcos (CCC) de mamlfero 

indica que están organizados en dos grupos; el primero integrado por los 

cotransportadores de Na•:K•:2cr (CSB/NKCC) y de Na•:cr (CST/NCC) y el 

segundo por los cuatro cotransportadores de K•:cr (KCC). 

Al comparar las secuencias de los KCCs encontramos que la isoforma 

KCC4 del humano comparte 69 % de identidad con el KCC2 de la rata, 65 % 

con el KCC1 del humano y 66 % con el KCC3 del humano. Mientras que la 

secuencia KCC3 del humano comparte 71 % de identidad con el KCC1 del 

humano, 66 % con el KCC2 de la rata y 66 % con el KCC4 del humano. De 

manera que la filogenia de estas proteinas sugiera que el grupo formado por 

los KCCs esté compuesto a su vez por dos subgrupos, KCC1/KCC3 y 

KCC2/KCC4 (ver figura 9). 

69 



Además de las diferencias funcionales, la selectividad de los iones 

transportados y Ja sensibilidad a diuréticos de cada grupo de la superfamilia de 

Jos CCC, Ja principal caracterlstica estructural distintiva entre los KCCs y los 

transportadores que unen Na• es la posición del asa extracelular. Dicha 

estructura se localiza entre los STM 5 y 6 en los KCCs y entre los STM 7 y 8 en 

CSB/NKCC y CST/NCC. 

El porcentaje de identidad en la secuencia primaria es mayor entre los STM, 

seguida por el extremo COOH terminal y el NH2 terminal que está ligeramente 

conservado (-77%, -72% y -44%, respectivamente). Dentro del dominio de los 

STM el grupo de Forbush ha mostrado que la afinidad a iones y diuréticos del 

cotransportador basolateral de Na•:K•:2cr (CSB2/NKCC1) está determinada 

por los residuos de aminoácidos que se localizan dentro de los STM 2, 4 y 7 

(148, 149). Sin embargo, entre los KCCs, los STM 2, 4, 5 y 7 son los menos 

conservados (42, 61, 52 y 62%, respectivamente) por lo que es posible sugerir 

que la variación en estos segmentos determina no sólo las diferencias 

cinéticas, sino la afinidad a diuréticos. Las diferencias en las secuencias entre 

los dominios intracelulares NH2 y COOH también pueden explicar la activación 

variable por aumento del volumen celular entre los miembros de esta subfamilia 

de transportadores. Una gran inserción en el extremo carboxi terminal de KCC2 

contiene ~n sitio potencial de fosforilación de tirosina (150) que está ausente en 

KCC1-3-4, aunque la región equivalente de KCC4 también contiene un sitio 

potencial de fosforilación para tirosina. El extremo NH2 terminal de hKCC3a es 

más largo que cualquiera de los otros KCCs y contiene un gran número de 

sitios potenciales para fosforilación por PKC.- La secuencia completa de 

hKCC3a indica un total de 13 sitios para PKC y 2 para PKA, mientras que la 
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secuencia del hKCC4 incluye 9 sitios para PKC, ninguno para PKA y un sitio 

para fosforilación de tiroslna. 

En conclusión, la comparación funcional y estructural entre los KCCs 

pone de manifiesto que, aunque estos transportadores difieren en algunas 

características importantes, incluyendo la respuesta al cambio en el volumen 

celular y la selectividad aniónica, todas comparten las siguientes 

caracteristicas: 1) un cotransporte de K•:c1· activado por aumento del volumen 

celular inducido en medio hipotónico, 2) un cotransporte de K•:cr activable con 

el agente alquilante NEM, 3) la activación del transporte por aumento del 

volumen celular, requiere de un evento de desfosforilación, 4) el cotransporte, 

puede inhibirse con caliculina A, un inhibidor específico de la PP1A. 
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Thc K"" -cr cotrunf>portcrs (KCCs) bclong to thc aicnc 
fnmlly of clcctroncutral catlon-chloridc L'Olrunaportcrs, 
which ohm lncludcH lwo bumcl1midc•fiCnHIUvc Na ... ·K ... -
2ci- cotrunsportcrs nnd 11 thiuzldc-~nNltivc Nu ... -cr co
trum1portcr, Wc huvc cluncd cDNAH cncudlng mousc 
KCC3, humun KCC!J, und humun KCC4 1 thrcc ncw mcm
bcrs of thiH ¡.:cno lumily. 'l'hc KCC3 und KCC4 cDNAH 
prcdlct protclmi uf lOR.1 und 1 IGO amino ucids, rcspcc
tivcly, Thc KCC3 untl KCC4 prulcinN urc 65-71% idcnti
cal to thc prcviously churnctcrizcd trnnsportcrs KCCl 
and KCC2, wlth whlch thcy .-hure 11 ¡1rcdictcd mcrnbranc 
topolo¡.ry. 1'hc four KCC prolcinH diffcr ut umino ucld 
rc!iiducH within kcy trunsmcmhrunc donmins und in thc 
distrlbution uf pututivc ¡1hosphorylution siles wlthin 
thc umino- und cnrbuxyl-tcrminul cytoplasmic domuins. 
Thc cxprcsslon ofmnusc KCC3 inX"nopua larvi• oocytcs 
rcvculs thc cxpcctcd functionul chnractcristlcH uf o 
K.,.c¡- cotrunHportcr: Cl-·dc¡>cntlcnt uptakc of 111 Rb.,. 
whlch is strongly nctivutcd by ccll Nwclllng und wcnkly 
f>cmdtlvc to luroscmidc. A dirc.•cl lunctionul compnrison 
ol mouf>c KCC3 to rubhit KCCI indicutcs that KCC3 has 
u much ¡..'l'cutcr volumc scm1itivity. Thc humun KCC3 
und KCC4 i:cncs urc locutcd on chrumosumcs 5p15 and 
15t11"1 rcspcctivcly. Although widcly cxprcsscd, KCC3 
trunscripts urc thc most ulmndnnt in hcurt und kldncy, 
and KCC•I is cxprctiscd in muf>clc, bruin, lung, hcart, und 
kldncy. Thc uncxpcctcd molecular hctcrogcncity of K ... -
c1- cotrunspurt bus lmplicntions Cor thc physlology and 
puthu11hysiology ol u numhcr of tlt1sucs, 

Pot11ssium c:h1oridu c:utrnnspurtcrs (l(CCs)1 wcrc first de· 
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tt E11tnblUdwd inv1?11tl,;11lor oí lhc Atncricim Hcurt A1u1odntion. 
1 Thc nbbrcvi11lion11 ust."CJ uro: KCC, K'-CI- c:otr111U1portcr; nsc or 

NKCC, bumclm1idu·11cmdtivn N11'·K'·2CI- cotrnllllporlcr; TSC or 
NCC, thlazidl~twnsillvc Nn' -et· colrnllllporlr.r; h, humnn fr.g. hKCC)¡ 
m, inouac (e.g. inKCC); .. Rh', ruliidium; EST, cxpre1111<.'C) scqucncc lng: 
hp, bmm pnir{ll)¡ kb, kilolm11c (or kilobmm puirs); IMAGE, lnlcgmlcd 

scribcd ns o swelling-uctivntcd K' cffiux In crythrocytcs, thc 
ccll typc far which functionnl chnrnctcrizntlon is thc most com
plete Cl, 2). The c:otrnnsport of K' ond c1- in crythrocytcs is 
intcnlependent, with n 1:1 stoichiomctry und low nffinity con· 
stnnts far both ions (2). KCCs ore not influenccd by mcmbrunc 
potcntinl, nnd undcr most physioloi.ricol c:onditions, thcy func· 
tion ns nn cffiux puthwny. K' .e¡- cotrunsport is uc:tivntcd by 
hypotonicity nnd func:tions in rcgulutory volume dccrcnse (1, 2). 
K•-c1- cotrnnsport is scnsitivc to the loop diurctics bumet
nnidc und furoscmide, nlbeit with much )oW<!r drug uffinitlcs 
thun Nn'·K•-2c1- c:otrunsport (3, 4). A number ofothcr im
portnnt chnrncteristic:s serve to dislinbruish K' .e¡- c:otrunsport 
from No• ·K* -2c1- c:otrunsport, in ¡mrtic:ulor thc rusponsc to 
protcin phosphorylution und dcphosphorylntion ( 1). 

A mnjor impedimcnt to the study of K' -Cl - cotrnnsport hm1 
bccn the lnck of spccific hich uffinity inhibitors~ Convinc:inc 
cvidcnce for K+ -c1- c:otrnnsport hus noncthelcss bccn rcportcd 
for n number of tissues, inc:1uding cpithc1iu (5, 6), }umrt (7, 8), 
skclctnl musclc (9), nnd brnin (4, 10). In nddition to ccll volumc 
rcbFUlntion, non-crythroid K+ -C1- cotrnnsport hns beco impli
cutcd in tmns-epithclinl snlt ubsorption (5, 11), rennl K+ sccrc
tion (12, 13), und thc rcf:ulntion ofboth intrn- nnd cxtrncc11ulnr 
K'-Cl- (4, 9, 10, 14). 

Full-1cngth cDNAs enc:odinl: two K• -c1- cotronsportcrs, 
KCCl nnd KCC2, wcre rcc:cntly rcportcd (3, 4, 15-17). Both 
protcins nrc homologous to thc othcr clr.c:troneutrul cntion
c:hloride cotrunsportcrs, thc bumctnnidc·scnsitivc Nn • -K• -
2c1- cotrnnsporters BSCl und BSC2 (n1so known ns NKCC2 
nnd NKCCl, rcspcc:tivcly), und Um thinzidc·sensitive No' -c1-
cotrnnsportcr TSC (n)so known ns NCC) (18, 19). Hctcrologous 
exprcssion ofKCCl in HEK-293 c:clls resulta in c1- -dcpcndcnt, 
furoscmidc·scnsitivc uptnkc of 1111[fü' thot is uctivntcd by c:cll 
swc11ing (3, 16). KCCl trunscript is nbundant in both mouse 
nnd humun crythro1cukemin c:cll lincs, indicuting thut KCCl Is 
thc mnjor rrythroid K• -el- cotrnnsportcr (17). The widcsprcnd 
cxprcssion of KCCl ulso succcsts o signific:nnt role in non
crythroid K• .c1- c:otrnnsport (3, 16, 20). In c:ontrust to KCCl, 
the cxprcssion of KCC2 is rcHtrictcd to neurona within thc 
ccntrul ncrvous systcm (15, 21). Along with othcr neuronal 
pnthwnys far chloridc (21, 22), KCC2 p1nys un importnnt role In 
thc regulntion of the trunsmcmbrune c:hloride grodient nnd 
thus nffects the neuronal response to stimu1i such us ')'-ami· 
nobutyric ncid 04, 23). 

An incrcOBÍng nmount of dntn suggcst furthcr hctcrogcncity 
in the protclns thnt medinte K+ -c1- cotrnnsport. At the func-

molecular annly11ia oí gcnomea nnd lhcir exprcaaion; TIGR, Th(! lruili
lulo for Gcnomo Reaclll'ch; UTR, untmnalntcd rrgion: RT·PCR, rcv1·r11e 
lmnacripLusc polymcmac c:h11in rcnclion; RACE, rupid nmplificnlion oí 
conacrvcd cnda¡ VNTR, vnrinhlc numbcr oí lnndcin rupcnta; TM, trim11· 
tncmbnano llt'gtnenl; PKC, prolcin kinruic C. 
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~· •CTA'I'CC"l"l'GCCA'l'CC'TGACC· l' 
!>'•CACACAG'l"'l'CAGCC"l'C'fCACC· 3' 
!>. - C'l"GAATGACCG'l'GC'rroACC· l' 
!>'·CACGTC''l'GAGCAGTCAAAGCC·l' 

!, '· CAC'At~CAC'l'A'l'GC'A'l'CC'l'CC- l' 
!>' • ACAC'J'CC'ITCCAGTCCAC'.G· l' 
!>. ·ACCGCCA'l'CAG'fCCCACCGCACAGC'rcc- l' 

1723 
4241 
3624 
31158 
3136 
2187 
863 

1007 
3280 
796 
613 

2889 
JA96 
2821 
4618 
4186 

!>' •'J"l'C'CC'l'AGAAGCCACAC'CGGGA1.'CTCACG"rG· l' 
!>' •ACAG'l"CiCCG'l'GA'rGC"l'G"l"'fGG· 3' 

.. AS6 
AS7 
ASH 
AS9 
ASIO 
ASJl 
ASl2 

!>' • CAGGCC.TA'l'GACCACGACCCTC- 3' 
~'-GAAATGGCCC-l"CACA•rt'C'rAC-]. 
~. - cc·rc-AGAAAA'l·mc-rccACA1-1'GCTCC-]. 
~· •CAAGGAGCCAA'l'AACAA'fr'ACC- 3' 
~· •CCAGCAG'rl'CO'l'CACTCGAAC• 3' 
~· -GCAACC'l'C'rrrA'l'GGACAACC-]. 
!1. -GCAGCC'A'l'C'1-rl'CAAC-rrAG'fA'l'CC-]. 

tionnl lcvul, KCCl und KCC2 clilli.•rin K' nffiniticH (3,4HK,,. > 
2fi und 5.2 mM, rcspuclively), nnd u drumuticully highcr K' 
nffinity <K .. , 0.9 mM) hns nlsu bc1m rc!portL·d for insulin-stimu
lntr.d K. -CI~ cotrunsport in u moust! muscle c1•ll linc (9). Eryth
rohl J{' -Cl · cutrunsport is lwtcro1:cnt!UUY with rt~Hpcct tu inhl
hitlun by thc K' -chunncl block1~r quinidinu, with u sicnificunl 
1¡ulnldine-i1111cnsitiv1: frnction ufCI -dc•pcntlenl K' flux(24). At 
thu mulcculur luvcl, cDNA probcN thnt includc humun KCCl 
co<linu scqucncm1 detr.ct u numlx~r uf trunscripts, indicutivc of 
cither nltt-rnutivc splicint: ur thu <'Xprussion of clusr.ly rclutcd 
J:t:nu products. Thus, n rut 3'-UTR probr. dctecl.N trunscripl.8 of 
3.8 und 4.4 kh in siw (3), 111111 hI<CCl prollt'!-1 from within thc 
open rcuding fn1mc uhm dr.tect lrnni;cripts of 5.5 (20, 25} nnd 
6-7 kb (3) in vurious humun tissm?s und cell lincs. t.:sing thc 
rnousc nnd humun EST dutn buses ns u i;tnrting point, Wt? hn\•c 
c:lunct1 c:DNAs cormspuntling to two ofthc~sc new KCC isoforms, 
dcnutcd KCC3 und KCC4. Functiunnl cxprcssion in Xc11opus 
laei•is oocytm;. confirms tlmt muusc KCC3 is u furoscmidu
scnsitivc }{' -Cl · cotrnnspurtl!r, with much grcntervolumc scn
toitivity thun rubbit KCCl. Although highly homologous, KCCs 
1-4 diffcr in putcntinlly importunt trnnsmembrnnc <TM) sl!c
munts und in thc distribution of putntivl! cytuplnsmlc phospho
rylution siles. Norlhern blot unulysis with spccific 3'-UTR 
probcs indlcutcs thot thc KCCs hnvc distinct but ovcrlupping 
ex¡1rcssion 1111ttems. Thc idcntificution of ull four KCCs thus 
rcvcnls significunt differcnccs in structurc, function, nnd 
cxpn-ssion. 

MATl-:HIAIS ANIJ :m·:r11ous 
c/JNA C/maillg 

mKCC3-A Dt.AST (bm1ic 11lir.nmcnl 111111 tir.nrch lool} ac11rch (26) oí 
the F..ST dala h;um rcvculL-d n nnmhcr ofmomm ESTa thot wcre homol· 
ogotlll lo ml KCCl uml KCC2. ThucD?'lAll corrr.tiponding to íouroflhctic 
F.STtt UMAUF. clone11 li68084, n:t3794, :n:tli21, 111111 698105) wr.re ob
lninr.tl fram lh1! lMAGF. conaorlimn (Re11curch Gc·rwlica, Genoma Sy11-
h!m11 nnd/or llm ATCC) nnd llt'itUcncc.-d. Thr11e F.ST11 conlnincJ pnrlinl 
open rcudinr, írnmc11 homolor,mLll lo vnrioua ~l'r.mcnlll oí KCCI nnd 
KCC2 (Fi,::. 1), Tlm :t'-cnd oí llm upt!n n•mling frnmc und lhc cnlire 
a·-trrR werc idcnlificd in n nnh IMAGE cDNA (clone 1314678). TI1e 
tiluum 1fü1lribuli1111 ofmKCC3 wna lhcn U!Ull'1U•1.-tl hy RT-PCR, nnd widl!
"Jinmd f!Xfln!ll:lion ormKCC:i Wnll dclccl1.J with lhc Sl/ASI ¡1rimcrpnir 
(Tnblo n, wilh 1mrlicul11rly nhurulnnl trun11criplll in kidney nnd h1•11rt. 
(dnln nol tthown), Uttinr. u primer µnir 182 11nd AS2 prirncflll, Tublc 1) 
Mpnnnini; lhu r.np bulWl.'<'11 thc IMAGE clonett :113621 m1d !'68084, n 
1.2-kh írui;m1ml wutt mnj'ilific.-d from Cú7íll/6.J kitlneya nncl aubcloncd 

in lo lhcEroRV aitcofpntur.11cripl by blunl-end ligulion. PCR conditio0.!11 
for lhetic nnd othcr J;t:RD·a1iccilic prime"' were oplimizcd ualng 7bq 
2000 nnd lhc Opll·Primc burTrr ayatcm ISlnaln¡:;cnc). The following 
nmplilicullon protocol wu• followed, unlcas •IM!Cilicd olhcrwiac: 30 ey
d1·11 ot dl•nntumllon (92 •e, 2 min), 1mnculin1:: (f'4 •e, 1 mini, nnd 
rllrn11ion 172 •e, 1 minl, follll\lo'L-cl by n finul cxlc111tion at.cp 172 •e, 8 
tninl. Thc csln::me 6'-cnd oí mKCC:t wna cloneJ frnm DALD/c mowm 
kid111•y 6'·RACE tcmplule (Cf.0?1.IF.Cm, wing lwo untilcllllc primera 
t11rimrn AS3 und AS-', Tuble IJ nnd lhc API nduplor primer from 
Ct.O?l.IF.CH t83 pritn!!rl. Thia PCR utilizcd Ami.oliToq·Gold DNA po
lymcnu1e U't!rkin-Elmcr) nnd 11 hot-11l..11rt. nmpli(icnlion protocol, con11ial
ing ofn 9-min rnzymc nctivation etep 11t 9-t •e, followc.-cl by 35 cyclea oí 
9 .. 'C for 1 min nnd 611 •e for 2.6 mln, nnd u nmtl 10.min e"kn11ion nl 
12•c. 

hKCC3-A humnn KCC F.ST clone CTIGR clone lli0738l wwt ob
t11ini.tf from the ATCC. Sc.-qucncin¡.:: revculcd lhnt. this cON'A i."' dcrivcd 
frnm lhe human orlholo¡:; oí rnKCC3. Anothcr human 6'-EST (Gen
Dnnkº' nttr1111ion number F12.3-'2J cxhibitcd alnmg omino ncid homol
o¡.::y wilh thc cx:ln•mc 3' cotling H'QUl!tu:c of Um olher KCC.1. Thia EST 
ovrrlnJM wilh u lnrgc numhl'r o( F .• STa frorn thc 3'-lITR o( hKCC3, 
including lhc IMAGF. cloncit 22250 und li13 l l CF1g. 1 ). Thc gap bctween 
lhc·ac cDNAll 11nd the TIGR clone 150738 tFig. 1J w11a bridi:cd by 
RT-PCR with Lhe prirnlT puir S4/A..% ITnblc ll, lllling u human kidncy 
lemplnte (CLOJ'l.IF.Clll. Thc PCR product..a for thia renction wcrn aub
clonN.l inlo pDlur11cript. Finnlly, lhc li'·l'nd oí hKCC3 WIUI clonl'd by 
11cqucnli11I RT-PCR oíhumnn kidney wilh thc primer pnir• SG/AS6 nnd 
S61AS7, Stí nnd S6 Wt're dt'rivrc.1 from IMAOE cianea 1403108 nnd 
mKCC3, n•11pc-c:tivcly. 

hKCC4-Srqucncc 11nnly•ili of unolhcr humnu EST cDNA lTtGR 
dono lfi0620) indicntc.-cl lhc t?Xiakncc of n fourth KCC, hKCC4. North
crn blot unulyaia re\'l'Hlcd aignilicnnl c1:prezurion in muaclc, nnd u aingle 
6'-RACE cDNA wwt don1-c! from 11 humun mu•dc kmplate (CLON
TECH) wing lhc 83/AS8 primer pnir. Thl9 6'-RACE PCR u.cd Advan
lfllle polymenutc mi• ICLONTECHl 11nd a hol·alnrl prolocol coruri.ting 
oflhc following: 94 •e íor l min, followc.'CI by 36 ~lea oí94 •e for 30 a, 
62 •e for 30 a, and 68 •e íor 3 min. 8crnening a random·primcd human 
mu.acle cDNA librnry ICLO~"TF.CH> wilh a probe encompnHing nucle
otide.1 741-871 ofhKCC4 yil'ldcd a single cDNAUmt rxtmdl."d 6' oflhe 
alurt codon. Finnlly, lwo overlnpping PCR frogmenlJl wcre amplificd 
írnm human brnin tt'm11lnt.c ICLO?l."TF.CHJ with the S7/AS9 and 881 
ASID primer pnire IT11hlc IJ, und aubcloncd inlo pCR2.1 by TA doning 
lfnvilrogcn). 

Srq11ence Annlysi.s o{ KCC3 nntl KCC4 cDNM 

Ali c.DNA donc.1 wcrc 1u~ucnccd on bolh •lrnnW. lUIÍRR Ouorriteenl 
dyc tcnnirmlor chl'mialry (Applictl Di0«y8lcm1d. For cDNA ar.qucnc:e 
dcrivNI exclWl'ively from PCR, nl leas\ two cDNA.B frotn lwo 8cpnmtc 
rcn reuctiarui wcre lll!qUCntl'd. Am1)yac.s or lho nucleotide and nmino 
ncid ttl"t)Ur.ncca WC"rc perfonncd uaing thc GcncWorlui 2.6 und MncVrc-

91 
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lor 0.6 aonwuru pncknge11 (Oxíord Molt•culllr). Allgruncnla nml olhcr 
un11lyeca 11lso mudo WIO oílho com¡naltlr IU'DJlrnma 01.A.';T (26), ON'AS
lur, nnd SMART (11imple modular urchill!duro n!ac11rch toolJ (27). 

Cliramosomnl /.ocnlizatioti anti Gemm1ic Stmcture o( 
hKCC3 ami liKCC4 

Chromoeornnl oaaignmcnla for lhc hum1111 KCC.'J und KCC4 gcnca 
wcru modo uaing u PCR-bnac.J acrccriing npprnnch wilh thc N11lionnl 
Inalltulo oíGcncrnl Mcdici1I Sclcncca humnnlrmfont eomntic ccll hybrid 
mnpping pnncl 1 (28). 11m primera mwcl for hKCCJ mnpping (59 nnd 
ASll) nmplify n 377-b¡i 111!gtn1!nl oí llm 3' noncoding rei:tun from 
gcnomic DNA, nnd lho hKCC4 mnppinit 11rimcra (SJO nnd AS12) nrn· 
111lfy n 661-bp aegmcnl of lhc 3' noncoding scqucncc. PCR rtmcliona 
uaing DNA from lho NJGMS pnnel wcre 11comd for lhc prl!flcnce or 
nhllcncc oí lho 11ppropri11t.cly Hizcd proJucl using u¡:;11ro1m gel 
v.lcctrophorc11i11. 

11w chnnnosonu1l Jcx:nliz.uLion oí hKCCa w1U1 vcrilic'<l by at--qucncing lhc 
d1romoeomc fi ccnomic clono pMS621, n cifl oí Dr. John Armour (scc 
"Rcaull.a"). Fine mnp¡1lng ofhKCC4 wun pcrfomwd by f>CR wdng nadinlion 
hyhrid onnlysill wilh lhe StJmfonl G:I JMt!lcl (Rcmmn:h Gcnctica) mul lhc 
SICVAS12 primer pnir. Rcuction produclll 1:cm•r11WJ by rcn wcro nlknli· 
dcnnlurod., op¡1licd lo a nylon mcmbmnc U.Minen dol-blol 11ppumlwi, nnd 
aulijcclcd lo SouU1ern blollinr. wilh n up.Jnhclt"tl intcmnl oli¡;onudt-'OLidc 
¡1rolic(primcrSll, Tuble J>. Rcaullrl wcni muJyu_'ll byquurying thcSt.nnfonJ 
nulinLion hybritl nu1p (hllpJ/www.1d1gc.11t11nfonl.l'tlu/RHIJ. 

Norlhl'n& /Jlola ami RT-PCR 

RNA wna cxlrnct.c<l írom mowm liMUCff (Cti7Bl/6.J alrnin) Wling 
uunnldinc bolhiocy1m11lo nnd ccsium chloridc. Tolül RNA (10 µWlune) 
wn11 nlzu-ínicliormled by cleclrophorcsla Cfi'iit fonnnldchyde, 1% ngn· 
roan), lrnnaícrrcd lo n nylon mcmhnmc (Slmlngcnc), ond probt.-d ec
qtmnlinlly wllh np.Jubelcd rnndomly 1uimed probca correaponding lo 
íull·lcnglh glyccrnldchydc-3·phoaph11tu dehydrogcmu1e und nudrolidC:ll 
4417-5062 oímKCC3 (3'-trrR). Hurnnn mulliplL'-lb1111c Northem Lleta 
contnining 2 µJ;llnnc poly{A)• RNA (CLON'TECH> wero hyhridb:cd lo 
probca genernted by PCR írorn lhc 3'-trrRa oí hKCC3 (nudl'Otidea 
4ú98-49L7) 11nd hKCC4 (nudeolidcs 3624-4185) nnd lo 11 humnn 
P·nclln probo. Hybridizntion Cor nll blolrl wna performed ovemighl nt 
42 •e in 4 x SSCP, 40% Connnmidc, 4X Dcn1mn1L's aolullon, 0.6% SOS, 
nnd 200 µg oí 1111lmun spcnn DNA, 11ml mcmbrunea wcrc wn.shed lwice 
for lOmin ul room lempcrnlurcin 2X SSCP, 0.1%SOS nnd twice for 1 h 
nl fJ!j •e in O. lx SSCP, 0.1% SOS. Exposurc lirnra vnriOO 01t nolctl in lhc 
legenda oí Fir,1t. 4 nnd 6. 

111 Vilro Trnnslation o{ mKCC3 Prolf'in 

1.0 µg oí lhc full-lcnglh mKCC3 cDNA Cace below) wna lnmslnlt-'<1 in 
uitro U&ing ¡nsJmelhioninc nrul T7 nNA polymcrwrc-couplcd rnbbiL 
nillculocylc ly1mlc (TN1'f.M T7, Prorm•gn), Lolh wilh und wilhouL pnn· 
crenllc microsomes, for 90 min nl 30 •c. Protcin wns resolved by 7-N 
SDS·polyocrylumidc gel clcctro11horc11i1 followed by nulomdiot;Tnphy. 

J.:xprenion o( mKCC3 in X. lat'uia Ooeylf'• 

For funclionnl cxpreuion nnd in uitro lmnalnlion, n íull-lcngth 
mKCC3 cDNA WH8 usacmbk'<l in Um Xcnopu• expreaaion Yl!Clor 
pGEMHE (291. Thc rcaulting conalrucl conlnina nudeotides 65-3812 oí 
mKCC3. For funclionnl comparlaon wilh mKCC3, a full-lcnglh 
rnhKCCJ cONA,, lhc gil\ oí Dr. mus Forbuah 111, WRll aubclonOO into 
pOEMHE. To prepnrc u templnlc for cRNA, lhc rnbhil KCCI nnd 
mKCC3 cDNA!J wcro 1inc11rized ul lhu 3'-cnd Wling Nhd, ond dlNA 
wns tmnscril>c<l in vitro uaing lhc T7 RNA polymeruac nnd thc mMES· 
SAOE mMACHINE kil (Ambion). • 

Dtifolliculutcd alnge V-Vl oocylca wcrc injt.'Cled wilh 60 ni oíwnleror 
u 1tolution contoining cRNA nl u conruntrolion oí 0.6 µg/µI (2ú ng/ 
oocyte). Oocylc.11 wcro incubnlt--d nl 17 •e in NDOO (96 mM No+.c1·, 2 
mM K•.c1-, J.e rnM Co1•.c1-, 1.0 mM Mr,1•.c1·, nnd ú mM Hepellfl'ria, 
pH 7.4), supplcmcnlcd wilh 2.6 mM aoJium pyruvnlc nnd 6 mc!JOO mi 
ncntnmicin, Cor 3 dny1t. 

Funclionnl cxprcuion oímbhil KCCI nnd mKCC3 wn.11 mu1ea11cd by 
mcuauring truccr .. Rb• uplnke in Rroups 0(20-26 oocylCJl 3 duys nner 
wolcr or cRNA injedion. BccnWlc K·-c1· cotrnnaport ia nclivnlc<l by 
cell 11welling, boU1 hypolonic nnd iaolonic condilioruJ wcrc useJ. "Rb• 
u¡1l11ko WlUI m1•n11un.-d nl\cr o 30·min incub11tion periotl in cilher hyp~ 
tonic or Uiolonlc Nn•-frce 11nd c1- -free medium. Hypolcnic mcdium 
(-121i mosmoVkgJ conlnincd 48 mM N·mclhyl-o-glucnmine gluconnlc, 2 
mM K• gluconnlc, 4.0 mM cu•• gluconnlc, 1.0 mM Mr.,. glucon11lc, nnd 
fi mM Hcpe"'1'ria, pH 7.4. To gencrolc lhc iaolonic rondiliona (-220 
mo1un0Vkg) aucrosc wnn nddt•d lo n concentnilion oí JOO mM. Ow1b11in 

Mousc KCCJ 
fuU·lmadi cDNA 

-@:=:=:=:=1--~-

lMAGB cDNAa Cl:.ST1i) 

,.'!!',, 
6~~Di 

ltT·l'CRcUNA -''-RACEcD:-l'As --
Human KCCJ 

FuU-kagahcONA 

IMAGrmoR cDNAll (ES rl) 

.ton. 
RT·PCR. cDNAa --

llumanKCC4 

FuU-le11S1hcDNA 

Ullti 

Jhfa.t.111 -
-tG' ... ,¡;¡ .. =====~==:::i "'""""' 

TICR cDNA CESn 

''·RACEcllNA 

•, .. ----
MUKlecDNA -RT·l'CR cDNAs - -F10. l. Schcm•llc rcpre11cntatlon of KCC3 and KCC4 cDNAJI.. A 

íull-lcngth cONA is ahown for c11th iaoform. Coding acqucncca uro 
b~d. nnd aolid li~• rcprt'fll'nl lhc 5·. und :1·.trrn. Thc rclnlivc poai· 
liona oí pnrtinl cDNA.a, dcriYcd from EST cDNA donc1t, RT-PCR, ú'· 
RACE RT-PCR, nnd libnary 1cn•cni11¡:;, 11rc 11hown ~lmv l!nch Cull-lenglh 
lll'QUCnce. 1lm IMAGE orTIGR done numhcrn 11re dU.plnyed below EST 
cDNAa. The fiF,Ure ia drnwn lo lhc scnle indicntc<l. 

wna ndded lo bolh aoluliona nl n ccnccnlmlion oí 1 m~I. Thia incuhnlion 
periOO waa followcd by o 60-min uptnkc period IL"ling Nu•-írec uplnke 
mcdium, both hypolonic nml illolonic. Hypotonic uplukc ml'dium (-125 
m011moVkg) cont.ained 48 mMN·mclhyl-o-glucnmine-CI-, 2 mt.I K+.c1-, 
1.8 mM Cu1 •.c1· 1 , 1 mM Mg1•.c1- 1 , nnd 5 mM HcpcÑfri1t, pH 7.4. Thc 
Lsolonic condiliona (-220 mwnnoVkg) indudf'd 100 mM 11ucr011e. Both 
uptnke 11olutio1111 conlainrd 5.0 µCL/ml oí .. nh• INcw F.nglnnd Nudcur) 
and 1 mM ow1bain. To dctcnmnl' llm c1· -dcpcndcnl írndion of "Rb• 
uplnke, pnircd groupit oí oocylr1t WC'n! incuhutcd in uptnke mcdium 
wilhoul CJ- (auhslitulcd with t:luronnh!). Whcn indirall-'ll, 2 mM íuro-
11cmidc Wllll nddcd to bol11 lhc incub11lion nnd uplnkc mt-'llin. Ali uplnkca 
wcrc pcrformed nl 30 ·e, nficr which oocyll!ll wcre w1111ht-'ll fivc timca in 
ice-cold uplnkc solution wiU1oul ilKllopc lo rcrnovc lrncl'r ndivily in lho 
cxlrnccllul11r íluid. Aflcr lhc oocylca wcre dillsolvr.d in 10% SOS, ln1ccr 
nclivily wns dclcnnincd by ¡J.11dnlillnlion countin¡::. 

m:sut.Ts 
Scqucnc:c o{ KCC3 and KCC./-FuH-lr.nr,th KCC3 nnd KCC4 

scqucnc:cs Cdepositcd in tlw GcnBnnk TM dntn bnsu under ne-
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FIG. 2. Protcln ull1."llmcnl.ll of the tour mammalian K•-c1- colran•portcrL The deduccd amino ncid •cqucnCCJI of rnKCC3, hKCC3, and 
hKCC4 nre nli1:nc<l. logclhcr ulonr:: with hKCCl nnd rol KCC2. ldcntlcal acgmt'nla are boxrd in gray, nnd pulativr. TM argmcn~ are un.dt'rliMd 
in hlach. Conacn111U1 aitca for N-linked glyco1ylnlion 11rc bru:rd ingrun wilhin lhc predicled C.'ltrnccllular loop bclween TM-6 nnd TM·6. Conacruua 
plu"'phorylntion 11ik11 for PKC oro bo:a-d In Tl'd, protcin kinoJtC A ailcs aro in ytllow, And lyroainc kinoara llt'C boud in blut'. 

ccssion numbcrs AF087436 (mKCC3), AF105365 (hKCC3), nnd 
AF105366 (hKCC4)) wcrc dctermincd from u numbcr of ovcr
lnppinc cDNA dones (Fig. 1). Thc con1plctc mousc ond human 
I<CC3 cDNAs urc 5132 und 5230 nuclcotidcs long, rcspectivcly, 
which is closc in sizc lo lhc KCC3 tnmscripts scen on Northcm 
!Jtuts (Fi¡:s. fiA nnd GA). Bolh cDNAs contuin open rcuding 
frumcs of 3248 nuclcolidcs, with 85% identity, und thc pre
<licted protcins consisl of 1083 nminu ucids und cxhibit 91% 

idcntity. Thc KCC33'-UTRs ore only 34% idcntical, clase to thc 
lowcr lihlit oí conscrvotion bctwccn mousc nnd human or
thologs (30). 

Thc hKCC4 cDNA sequcncc is 4237 nuclcotidcs in length, 
wllh u 5'-UTR of 165 bp und u 3'-UTR oí622 bp. 'Iltc discrcp
nncy bclwccn lhc cDNA slzc ond thc sizc of thc KCC4 trun
scripts CFig. 6C'), ns wcll ns thc lnck of a conscnsus polyudcnyl
ulion sitc within the 3'-UTR, suggests thot thc 3'-UTR 
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scqU1mc1~ is incumplclt•. 111t'rc nrc thrcc ln-frumc sturt cOOona 
lwlwt•f•n nucl1•utidt!ti 165 ntul 19á oftlw hl<CC4 cDNA, utwhich 
trun!!!lnlÍOnul inítinlion Wuuld fl'tiUll in prolcinS of 1150, 1141, 
or 1 l!lñ uminn ucids in h•n1:th. Howcvcr, homologyto KCCl nnd 
I\CC:J ht!J~ins lwforl' th1• thirtl nwlhiuninc (Fig. 2), which is thus 
un unlik1•ly trnnslulionul slnrl 1.;ite. Cumpurison with the 
mous1.• KCC.I Sl.'i)Uf'fll'l':t imlicnll.•1> si1:nific11nt conscrvntion of 
th1• first nim• endona, which nlso conluin n PKC sitc(Fig. 2), nnd 
h1mc1• trum1lntiun likcly ucc:urs ul thc first sturt codon. 

At h!nst two l\CCM trunscripls uf 6-7 kb nrc dctectcd by 
Nurthnn hlut unulysis IFiu. 6CJ, consistcnt wllh nltcmalive 
splicin1r. l11 l·u1111mrisun with olhcr l<CC4 5' cDNAs (Fig. 1), thc 
sin¡:Jc 5'·HACE cUNA contuincd u delction oínuclcotidcs 708-
81i<I, 1!ncudin1t TM·l nnd 1'M-2 in thc prt!dictcd KCC4 protcin. 
Th1! dch•lt!d n·¡.:iun cnrrt!llJ>0ntht 1m~cisely to cxon 4 oí hKCCl 
< lGJ, und lwnct• nt l1•ust pnrt oí tlw hctcrogcneity in KCC4 
lrunscripts j,; l)u.• rPMUll llÍ lhc ultcrnutiVC splicing OÍ coding 
t•xons. 

1'h1• four l{CC prot1•im1 Urt! H5-71% idcnticul (Fig. 2). Sc-
11twnc1! uli¡.:nrm•nts indicuh• thut hKCC3 shurcs 69% identity 
wilh rut KCC2, fi.li';l itl1•ntity with hKCCl, nnd 66% ldcntity 
wilh hKCC·I. 11tc hKCC·I proh•in Hhurcs 71% idcnlity with 
hl<CC l, GG'.! idcntity with rnt KCC2, und 66% ldcntity with 
hl{CC:l. Th1• i1hmtity ltt~lw1~1m thc KCC11 und other cntion
chluridc cutrunspurtcrs h1 in thc run1;c oí27 to 33%. A phylo
f!l.'nt?tic lrt~e imlicutrs thnt thc mnmmuliun cntion·chloridc co
lrunspurln!i íall into two 1:ruups, une composm:l oíthc Na• -K• -
2CI · cotrnnMporter!I und thc Nu • .c;1- cotrnnsportcr, nnd the 
utlwr t~ncom¡mssin¡.: thc four K' -CJ · cotrunsportcrs. As indi
cntcd by din•ct SL'tlUL·m·t• ulignmcnls, thc four KCCs form two 
sub¡:roupM, KCCI pnirccl with l<CC4 und KCC3 pnired with 
KCC2 ( Fi¡:. 3!. 

Thc scvcn mummuliun cution·chlqridc cotrunsporters 11hnre 
n ¡ircdiclL"<I mcmbrnnc tupulogy. A ccntrnl corc oí 12 TM do
mulns i11 nunkc<l by hydru11hilic umino- nnd curboxyl·tcrminal 
t.lomnins thnl urn known tu hn\·1~ u cytoplnsmic oricntntion ( 18). 
Tlw mnjur structurul t.lifTcrt?ncc betwccn thc KCCa nnd thc 
Nu' ·Jinkcll cutrnnsporters is tlic position of u lurge glycosy
luted t!Xlrnct?llulnr loop, which is pn.'tlictc<l to occur betwccn 
TM-5 nnd TM·G in thc KCC11 nnd Uctwccn TM-7 und TM·8 in 
the Nu'-K'·2Cl. cotrnnsportcrs und the Nn·-c¡- cotrnns
portt?r (18). Homoloi:y ill mosl mnrkcd in thc TM domuin11, thc 
intruccllulur luops, und lhc cytoplnsmic curboxyl tcrminus 
<Fi1:. 2!. 

A compuriMon oí thc four I<CCs rcvcnls 11 numbcr oí intrlgu
in1: diffcrcnct~s. KCC4 is lhc longcst of thc íour becnusc oí on 
t!Xhmsion oí -60 nmino 11cid11 ut thc extreme nmino-tcnnlnol 
cnd (Fi1~· 2). Althou¡;h hluhly conscrvcd, nonc of thc TM do
mulns in thc four KCCs nrc complctcly idcnticnl. Within thc 
cyloplusmic tlomnins thc íour I<CCs diffcr sih~ificnntly in thc 
distribution of conscnsus phos¡1horylntion siles for tyrosinc 
kinnscs, ¡>roh!in kinnse A, nnd ¡irotein klnnsc C CPKC). A cnr
boxyl-tcrminnl tyrosinc phosphorylntion sltc in KCC2 (Tyr1º11 ) 

is conscrvcd in mousu und humnn KCC3 (Tyr1º14 ) (Fig. 2). Thc 
KCC4 scqutmcc prc<licts u totnl of 11 PKC siles, 7 contulncd 
wilhin thc first 90 umino nci<ls <Flg. 2). KCC4 hns two polentinl 
prolt!in kinnsc A sitcs, onc of which (Ser939 ) is n prcdictcd 
1mbstrnlc íor both protcin kinusc A und C. The KCC3 scquenccs 
prcdict fowcr PKC siles, oí which only lwo ore conservcd in 
both mouse unt.1 humnn (11ir" 14 und Scr1ºº'J. 

l{CCl (3), KCC2 (4), und othcr mcmbcrs of the cntion·thlo
ride cotrunsporlcr gene fümily (18) ore known to be glycopro
tclns, und thc four KCC scqucnccs contuin thrcc idcnticnl 
N-llnkud glycosylution siles in the othcrwisc poorly conscrvcd 

'O. D. Mount mul B. Dcl¡1irti, un1111hli11hcd dutu. 
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FIG. 3. Phylo¡enctlc rnlutlonshlp• bel.wccn mummallan cat.. 
fon-c:hlorldo c:olran•portr.ra. Thc 11ix human cnlion-chloridocolrnna
porters aro compan."C! wilh rul KCC2 In 11 phylor,cnutic treo 11encmled 
wilh tha DN'AStar ¡1rogrnm. 

extrncellulnr loops CFig. 2). Thc in vitro trunslntlon oí rnKCC!J 
resulta In n protcin with nn nppnrcnt molr.culnr mass oí -115 
kDn, sllghtly lower than thc predictcd cure wcight of 119 k.Do. 
Thc odditlon oí conine puncrcntic microsomes results in the 
nppcarnncc of on udditlonul bund oí highcr molecular mnss 
(Fig. 5CJ, which is consistcnt with in vilro glycosylutlon. 

Chromosomal Localization nfliKCC3 and hKCC4-Chromo
somal nasignments for human KCC3 nnd KCC4 were dcfincd 
using a PCR-bnscd somntic ccll hybrid mnpping strntcgy. The 
genes für KCC3 und KCC4 wcre nssignud to chromosomcs 5 
nnd 15, rcspcctivcly. Fine mupping by rndiution hybrid nnuly
sis places thc hKCC4 gene on chromosomc 15qH bctwccn thc 
mnrkers D16Sl040 nnd D1GS118. Furthcr locnlizntion oí 
KCC!J woe fncilitatcd by thc finding thut D5Sll0 (31), n chro
mosomc 6 VNTR (vnrinblc numbcroítnndem rcpcnls) mlnisnt
cllitc marker, is contuincd within the gene. Thc corrcsponding 
genomic subclonc, pMS621 (the gift oí Dr. John Armour), wns 
sequenced to verify thnt it contuincd hKCC3 cxonsjust 5' oíthe 
VNTR (Fig. 4). Thc cxon/intron boundurics in thc hKCCl gene 
(16) nrn conservcd in this portian oí thc hKCC3 gene, nnd thc 
c:11ons in pMS621 correspond to cxons 14-17 oíhKCCl (Table 
IJ). Thc chromosomc 5 summnry mup gencrntcd by thc Wcsscx 
Human Gcnetica Institutc (http://cedur.genctics.soton, nc.uk/ 
pub/chrorn5/mup.htm)) indicntcs thnt D5Sl 10 is on 5p15.3, 
bctwccn 055678 and the tclomcrc. 

Tissue Distribution o{KCC3 and KCC4-Northcrn blot nnul
ysis was pcrformcd with probcs dcrivcd from thc 3'~UTRs oí 
KCC3 und KCC4. KCC3 probcs dctcct 5.3-kb trunscripts in o 
number of tissucs, most promincntly in thc henrt nnd kidncy 
(Figs. 5A and 6.4.). Vcry littlc KCC3 trunscript is detectable in 
adult bra.in. KCC4 hns u more restrictcd c:111:prcssion pnttcrn, 
with significnnt nmounts of trnnscript found only in rnusclc, 
brnin, lung, henrt, und kidncy (Fig. 6C}. Al lenst two difTcrcnt 
trnnscripts oí6-7kb hybridizc to KCC4 probcs, consistcntwith 
nltcmativc splicing (scc ubovc). 

Funclional E:rpression o{ mKCC3 and Rabbit KCCl-Micro
injcction of Xenopus oocytcs with cRNA in vitro transcribcd 
from mKCC3 and rnbbit KCCl rcsultcd in si1.~ificnnt incrnasea 
in 11Rb• uptnkc compured with wnter-injectcd oocytea, Thc 
incrensed 99 Rb • uptnke wns cvidcnt only whcn oocytea wcrn 
incubntcd in hypotonic mc<lium. Fig. 7A shows 11Rb• uptnkc in 
H3 0, robbit KCCl, nnd mKCC3-injectcd oocytcs, using isotonic 
nnd hypotonic conditions. In H20-injcctcd oocytca "Rb• up
tnkc incrcnsed from 26.3 ± 5.33 pmoUoocytc/h undcr l11otonic 
conditions to 46.8 ± 2.79 pmoUoocytc.lh in hYPolonic conditiona 
(p < 0.01). In hypotonic medium, howcver, trocer Rb• uptnke 
dccrcaacd to 4.2 ± 0.43 pmoVoocyt.c/h in thc nbscncc of extrn
ccllulnr c1- (p < 0.001) und to 17.9 ± 1.6 pmuVoocytcJh in thc 
prcaencc of 2 mM furoscmidc, auggcating thc prcscncc OÍ nn 
cndogcnous K• -el- cotrnnsportcr in ..Yenopus oocytcs. In rnbbit 
KCCl·lnjccted oocytcs, 11Rb • uptukc incrcnsc<l from 8.8 ± O. 5 
pmoVoocytc.lh in isotonic mcdium to 200 ± 13.8 in hypotonic 
mcdium (p < 0.001). Thc obscrvcd uptnke waa c1- -tlcpcndent 
und furoscmide-scnsitivc. 111'Rb• uptnkc in mKCC3-injccted oo
cyles incrcuscd írom 15.3 ~ 1.4 pmoVoocytc/h whcn oocytcs 
wcre incubnted in isotonic conditions (-220 rnosmol/liter) to 
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"'" ~· F10. 4. Slrucluro oftho pMS021J(cnomlc1ubclono. Tho pMS621 clone cont.nina exona 14-17 orlho hKCC3 gene, which Oank the 058110 
VNTR. Tho polymorphlc landom rcpcnt, 1.8 kb ln lcngih in lhc pMS621 clone, can v11ry bclwecn Oli nnd 10 kb(31). Anow• nnd GenDunk,."'IEBI 
ncccaaion numbe,.. indienle lho provloualy rcporlcd DNA aequcncc Onnking tho rcpenl. 

TADLE 11 
Hxonlintron boundarin of h.KCC3 uuna 14-17 

Eaon Acwploraite DonoraiU! Jntron 

14 100 bp tccctgcagOTI'CTTCc.T c:rACCACTCgr.911ggcta 643bp 
16 119 bp cgcccccagCACCCTOTC arACCCCCGgtaagccc 699bp 
16 104 bp ttcccacagCOCCGACAA GAAC'TCGAGgtgagcac BOOhp 

-2! ____ ~P------~~ctgcagCCCCCACGT ____ ~~~CGACgt:99~::~ .... ---

A 
u ,....,_ 
7,40-
w..,,_ m-

F10. 6. A, Norlhem blol unnlyeia of mKCC.'\ (48-h cxpo1mrc). The 
lrnn11cripl ia uhundnnl In kidncy nml hcnrl 1111d undeLcc:Lnblc in bruln. 
B, lhc 1mmc blol wua alripped nnd rcprohed wlth glyccrnldchydn-.1-
phOH¡1hnlc dchydrogenwm 02-h expoaurc). e, In vilro lrnnalnLion or 
mKCC3 prolcin. 118-lnhclcd mKCC3 polypcpLide wnl'll lntnaloled from 
cDNA by ntbbiL rcliculocytc lyrmle, both with (-t) und withoul (-) 
puncrcutic mlcroaomce, resolved by 7%SO...<=;·polyncrylumide gel electro
phorcals, nnd viffunlizcd by nutorndiocn1phy 02-h expo1mre). 

2,552 .:!: 126 pmoVoocytc/h whcm incubntcd in hypotonic mc
dium C-125 mosmol/litcr). Most of lhc 86Rb • uptnkc obscrvcd 
in mKCC3-lnjcctcd oocylcs wus c1- -dependen t. bccnuse up
tukc in mKCC3 oocytcs In c1- ·free? mcdium wns 65 .:!: 5.8 
pmoVoocyte/h. Thc nctivntion or mKCC3 by ccll swc11ing is 
significnnlly highcr lhnn lhnl obscrvcd for H 2 0-injcctcd oo· 
cylcs or for rabbil KCCl-injcclcd oocytcs. Fig. 7B shows thut 
thc c1- -dcpcndcnt frnction of 16Rb • uptnkc wns 1.9 .:!: 0.1-fold 
highcr tlrnn thc isotonic base linc In control oocytes, 38.6 ± 
2.8-fold higher in rubbit KCCl-injectcd oocytcs, nnd 226 .:!: 
11.5-fold higher lhnn bnsc Une in oocytcs injcctcd with mKCC3. 

DISCUSSION 

Wc rcporl hcrc lhc doning of KCC3 nnd KCC4, expunding 
thc fnmily of mnmmnlinn cution-chloride colronsportcrs to n 
total of scvcn mcmbers (Fig. 3). AH of thc known cation-chlo
ride trunsporlcrs bclong functlonally nnd/or structurully in one 
of thrcc groups, cncomposslng two No• ·K+ -2c1- colrunsport· 
crs, onc Nn + -c1- cotrnnsporlcr, und four K• .c1- cotrunsport
crs. A phylogcnctic compnrison of protcin scqucnccs indicntcs 
thut lhc four K• .e¡- cotrnnsporlcnt cvolvcd scpornlcly from 
thc Nn • -dcpcndcnl lrnnsporlcnt, forming 11 distinct subfümily 
CFig. 3). This scpurution is nlso cvident ut lhc gcnomic lcvel, 
sincc thc cxonlintron structurc oflhc BSCINKCC genes (32, 33) 
is similor lo lhut of thc TSC/NCC ¡:ene (34), but diffcrs signif
icnnlly from thnt of tbc KCCl gene (16). Pnrtinl chnructcrizu
tions of thc mousc KCC2 gene (GcnBunk ™ ncccssion numbcr 
AJ011033) und thc humun KCC3 gene (Tuble 11) indicutc lhnt 
thc KCCs hove n conscrvcd genomic structure. 

The four KCC protcins slmre u Gú-71% ldentity in primnry 
structuro. Within the centro) hydrophobic corc, T?t.1-2 nnd TM-4 
Show thc most vnriution (Fig. 2); dutn from un cxtcnsivc study 

A 

B 

e 

·~-7.~-

•. 4-

F10. 6. A, Northcm blot nnnly•i.a oí hKCC3. Human multiplc-liaaue 
Norlhern blolll <CI..ONTECH) werc probed wllh n cDNA probo from lhe 
3'·UTR oí hKCC3 (4-dny cxpoaurc). A 5.3·kh traruicripL i.a aren in 
mulLiplc tiaauea. n, thc Mma Northcm blola reprobcd wilh a human 
tl·nclin probc Cl2·h l!lCpoaure). C, Norlhcrn blol annlyai.a oí hKCC<&, 
uaing a 3'·UTR probc (2-dny expoaurc). Only one mulliplc-Li.aauc blot 
WIUI positive. Vnrinble exprcaaion oílwo 6-7 kb lrnnacriplll i• dctcc:t.cd. 
in m\Ulcle, henr1., kldney, lung, nnd bmin. 

of ion offinity in thc No•·K•-2c1- cotronsportcrs implicntca 
TM-2 in cotion tronsport (35) ond TM..i in onion trnnsport (36). 
Thc cytoplnsmic corboxy1 tcrmini contain segmenta of substnn· 
tinl homology inlcrspcrsed with n number of more vnrinblc 
rcgions. The extreme carboxyl tcrminus 111 ldcnticnl in the four 
kccs. lndeed, this homology wos cruclol in identifying ESTs 
thnt conlnined the 3'-cnd ofhKCC3 (see •Mntcrinls ond Meth
ods*). Prcsumnbly sorne ofthe conscrved cytoplnsmic segments 
are involved in protcin-protein lntcrnctions; however, nonc of 
lhe KCCs contain rccogniznble protcin signaling domains (27). 
111e prcdictcd omino nnd corbos:yl tcrmlnl differ slgnificnntly 
in thc dislribution of putntivc phosphory1ation sites (sec Fig. 2 
nnd "Resulta"). KCC4, in pnrticulnr, is rich in potcntial PKC 
sitcs. The KCC2 ond KCC3 sequences prcdict n tyrosine phos· 
phorylntlon sitc nenr the extreme cnrboxyl tcrminus. This con· 
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scnsus phosphorylntion sitc is ultcTL-d in KCCl nnd KCC4 
by vurintlon in umino ucids flnnking thc conscrvcd tyroslnc 
<Flg.2). 

Thc structurul slmilurity bctwccn thc four KCCu etrongly 
suggcsls thnt bolh KCC3 und KCC4 encade K• -Cl- cotrnns
portcra. Thc functionol 1:xprcsHlon of bolh KCCl (3, 16) nnd 
KCC2 (4) bus nlrcndy bccn rcporlt!d, using hct.crologous cx
prcssion In HE1<·293 cclls. Using modificution oí u prcviously 
publishcd protocol (37), wc huvc utiliwd X. laevis oocytes for 
lhc functionnl cxprcsslon of rnbbit KCCl nnd mKCC3. Thc 
significnnt idcntity bctwccn hKCC4 und the othcr KCCs suc
gcsts thut it too cnco<lcs n K' -el- cotrunsporter; howcvcr, 
functionnl cxprcssion of thit1 cDNA has not yct bccn cxnmincd. 
Xenopus oocytcs hnvc nn cndogcnous bumctnnldc-scnsitivc 
Nu• -K• -2c1- cotrnnsportcr thut is uctivotC?d by hypcrtonlcity 
und inhibltcd by hypotonlclty (37). Thc uctivity ofthis cotruns
portcr wns nbolishOO in thc prc11cnt study by thc use of Nn • -
free conditions. Thc lnck of cxtrnccllulur Nn • nl110 cxpo11cs un 
cndogcnous K• -c1- cotrnnspurtcr thnt is only wcnkly nctlvntcd 
by ccll swcllini: (Fig. 7A), pcrmitting u clcnr distinction bc
twccn oocytcs injcctcd with KCC cRNA und control9 injcctcd 
wlth wntcr. Oocytcs injr.ctcd with cRNA gcncrntcd from thc 
rubbit KCCl nnd mKCC.1 cDNAs expresa c1- -dcpcndcnt up
tnkc of 86 Rb"", whlch is purtiully scnsitivc to furoscmidc. A 
furoscmido conccntrntion of 2 mM inhibitt.-d the K• -el- co
trnnsport uctivity of rnbbit KCCl nnd mKCC3 by 81 nnd 69%, 
rcspcctivcly. Rnbbit KCCl nnd mKCC3 nrc both nctivntcd by 
ccll swclllng but diffcr murkcdly in thc dcgrcc of octivntion 
ovcr bnsc·linc isotonic conditions. Thus, rubblt KCCl is acti
vntcd 35-fold by hypotonic conditions, compurcd wlth thc 226-
fold uctivutlon of mKCC3 CFig. 78). Functional c:xprcsslon in 
HEK-293 cella suggcsts thnt rnt KCC2 is insensitive to ccll 
swclling (4). Howcvcr, this KCC hns not yct bccn compnrcd 
with KCCl nnd KCC3 using thc Xenopus cxpression systcm. 
Although dircct phosphorylntion of I<CC protcins hus not bccn 
dcmonslnttcd, it is known thnt protein phosphorylntion nnd 
dcphosphorylntion pluy lmportunt roles in the rcgulntion of red 
ccll K• .c1- cotrunsport (1, 38). KCCl und KCC3 diffcr in thc 
dlstributlon of putntivc phosphorylntion siles íor n numbcr of 
protcin kinnscs (Fig. 2), which muy nccount in pnrt for thcir 
diffcrcntlul scnsitivity to ccll swclling. 

Thc 6,3-kb KCC3 trunscript is widcly cxprcsscd In both 
mousc und humnn, nnd ESTs hnv1! bccn rcportcd írom nn urruy 
oícDNA Hbrnrics. Howcvcr, in both sp<."Cics KCC3 trnnscript is 
most ubundunt in thc hcnrt, followcd by thc kidncy. Cultured 
chick cnnHnc cclls posscss n K• .e¡- cotrunsportcr cupnblc of 
both inwnrd nnd outwnrd K• -c1- trunsport (7). Titc role orthis 
~rnnsport pnthwny in cnrdluc physiology is not yct clcur. How
cvcr, a 1-udrcnorcccptor stimulutlon ofisolntcd rnt hcnrts slim
ulutcs n K• cffiux pothwny thut is purtinlly ecnsitivc to loop 
diurctics (39). Thc ccJI swclling induccd by curdinc ischcmin 
ulso stimulotcs n significunt cffiux uf K• thnt is mcdiuted 
prcdominnntly by K•-c1- cotrunsport. This cffiux ofK' muy 
play nn importunt rolr. In thc gcncsis of urrhythmi11s following 
myocurdlnl ischcmiu (8). 

KCC4 hns n more rcstrictcd cxprcssion puttem thun KCCl 
nnd KCC3, confincd primurily lo musclc, brnln, hcart, nnd 
kidncy. An insulin-stimulutcd K• -c1- colrnnsport systcm wilh 
11 high uffinity forcxtrnccllulnrK• hos bccn dcscribcd in mousc 
skclctul musclc cella (9); howcvcr, thc physlologicnl roles of 
K .. -et- cotrnnsport in this tissuc huve not bccn cxtcnsivcly 
studicd. KCC4 cDNAs werc ulso cloncd by RT-PCR frum hu
mnn brnln (Fig. 1), in which n single trunscript of -6 kb hns 
bccn dctcctcd by Northcm nnulysis. Likc KCC2, KCC•S muy 
function in ncuronul c1- homcostusis, with sccondnry cffccts 
on thc response to .,...nminobutyric ucid nnd othcr stimuli 

A, .. 
11,0 

,,. 
rabKCCI mKCCJ 

B 
'"' 

,-; .. 

rabKCCI mKCC.l 

F10. 7. Funct.lonal expreHlon of utKCC3 and rabKCCl in X 
lruuú oocyte .. A, unb• upt.nke in oocylC111 injccted wilh H,O, rnbKCCl 
or mKCC3. Uptnkea wcrc perfonned undcr bolh iaolonic (200 moamoV 
kg) and hypotonlc (100 moamollkr.> conditions in lho pret1cnce (o~n 
bars) or nbacncc fgroy ban1) oíexlrnccllulnr chloride nnd in lhc prcacnoo 
oí2 mM füro1mmldo (b/adr bars). Thcre is n aignificnnl diffcrcncc in lho 
Vf!rtical 1ca/~ bctwccn Um thrce gmpha. R, rclntivc 11cllvnlion by hypo
lonidly orK•-c1- colroruiport cxprc.1111ed 0:1 n mulliple oítho respective 
uptnke.11 in íaolonic conditiona. 'IJm cndogcnolll'I K'-Cl- colmMporter 
tH,0) cxhibill'I only n 2·fold ncliv11lion, compnrcd. with lhc 39-fold acti· 
votion oírobhil KCCl (rabKCC/) nnd n 226-fold aclivulion oímKCc.1. 

(10, 14, 21, 23). 
Thc combincd results from thls und othcr reports indicutc 

thnt thc mammaliun kidncy Clllprcsscs KCCl (3, 16), KCC3, 
nnd KCC4 (Figs. 6 und 6). Thcrc is strong physiologicnl cvi
dcncc fer K• -el- cotrnnsport in scvcrul ncphron scgments, 
includlng proxim1ll tubulc (6, 40), thick nsccnding limb (6, 11), 
distul convolutcd tubulc (12), nnd cortical collccting duct {13). 
Thc c:xprcssion of threc KCCs in thc kidncy suggcsts thc pos
sibility thnt thcrc is un ovcrlop in thcir intrnrcnal distribution. 
Moreovcr, onc or more KCCs mny tnrgct to thc nplcnl mcm· 
brunc of renal tubular cclls, pnrticulnrly within thc cortical 
ncphron (12, 13). Thc intrnrcnnl distribution of hKCCl wn11 
rcccntly studlcd by in si tu hybridizntion with a coding scqucncc 
probc (20). Although thc probe choscn cross-hybridizcs with 
KCC3, it is cvidcnt from this study thnt KCCs nrc cxpreued 
ulong thc cntirc ncphron, including within glomcruli (20). The 
role of K• -c1- cotrnnsport within thc glomcrulus ia unlmown. 
Howcvcr, glomcrulnr mcsnnginl cclls c:xpress BSC2/NKCC1 in 
uivo nnd cxhibit honnonc-scnsitivc Nu• -K• -2c1- cotro.nsport 
(18). Thcre is nlso prcliminnry cvidencc thnt cntion-chloridc 
cotrnnsporters hclp set intruccllulnr chloridc nctivity in mcs
nngiol CC?lls (41). 

Thc human KCC3 gene has bccn locnli:icd to chromosomc 5. 
Fine mapping to 6p15.3, bctwccn thc nnchor mnrker 055678 
nml thc tclomcre, wns fncilitntcd by thc idcntity bctwccn n 
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1wi.;nwnL of hl{GC3 und srn¡uence Ounking lhc VNTR DúSUO 
(~ 1 ). A 1:1mumic clorm conlnining thlt1 VNTR nh10 contuins íour 
mcons of tlm hl\CC3 cent? (Fi1:. 4) homulunum1 to cxon!:I 14-17 of 
tlw hl<CCl 1:mw (Tnhh! IIJ (16), Polymorphlsm involving lhc 
Uf>Sl 10 VNTH iM gcn..rut1•d by vnrinhle rt!J>ctitiun uf u cure 
11-h¡» t11:11uc11cc motif(31). Thc• hKCC3 l!t!Oc h1 not u purticu
lurly lik1~ly cnmlidult~ for 1:cnt>tic disonh~n muppcd lo fiplG. 
llowmtt!r, J{CC3 is cxprc~umd within lht! kidncy, und it. muy 
pluy u ruh! in lmsolutcrnl ion trnnsport within thc lhick usccnd· 
ini: limh (li, 11). l<CC3 is llwrcforc u functionul cnndidnh! gene 
for tlw rernnlnin1r CU!:!cS uf Dnrttcr's syndromc not cuuscd by 
mututiuns in BSC1/NKCC2, HOMK, ur CLC-N'KB (42). In this 
n•i:nrd, rcpcnt cxpunsiun oín 12-b11 motiíwithin thr. cystntin D 
promolt•r hns bccn .Yl1own to cnusc progrcssivr. myoclonic epi· 
lcpsy (43), nnd cxpnnsion oí thc D5Sl10 V~R could ulso 
com:civuhly nffcct thc exprcssion oí hKCC3. 

Humnn KCC·1 hu:t bl.•1m lucn1izcd to chromosomc 15q14 OO
tw1•1m lht! rnurkcrs OlúSlO.IO und 0HiS118. Thia Rl'ction oí 
chromusunm 15 hus bctm linkcd to twu subty¡1et1 oí idiopnthic 
Hl!m~rulizeil epilcpsy (.M, •15) nnd to u m•uruphysiologicnl phe· 
nutyp1~ ussuciuted with tichizoplm~nin (46), Thc murkcn& 
IJHiS10•10 und 0155118 uh10 flnnk u 5-c:imtimori.~rn n•i:ion uf 
chrumosom1! 15q1•1 contuining thc gene• for pcriphcrul ncurop
uthy with or without ngcncsis of thc corpus cullosum <Andcr
mann's syndrumc) (47). 

In sumrnury, wc huvc.• clunl.-d KCC3 nnd KCC4, two ncw 
nwmhcr:t uf tlw cution-chluridc cotrunsportcr fümily. Thc un· 
1•xpccti~<l hclt•ru¡wm!ily ofK'-Cl- cotrum1porl ruilms u numhtJr 
uf impurtunt issur.s for fulurc study. First, thc ovcrlnppinr. 
t•xpn•ssion pnltt!rn!i uf thc four KCC!i sum:csts thc pos!iibility 
thnt c1~rtuin ccll typl's will l'xpress more thnn une isoform, und 
in<l1•l.•d this up¡murs to lu• thc cusl' in sorne hunmn ccll lincs 
{25), Sccond, thc sib'nificunt homolot:Y within cytoplusmlc do
mnin!i h1111 implicntions for thc gcncrution of isofurm-spccific 
untihmlic~. Third, thc structurul und functionul compurison of 
th1! 1-CCCs sum:ests thnt thcy diffcr in u numbcr of importunt 
chnructcristics, inc1udint; tlm response to chungcs In ccllulnr 
volumc <Fig. 7). Fourth, thc fu11 chnructtJrizution ofthr. physi
olo¡:icul rolc(s)ofindividuul KCCs will likcly rcquirc scqucntiul 
tnr~ctr.d disruptiun of thc mousc KCC 1:cncs. 

Arkn11wh'flg11wntll-Wr lhunk Dr. Slcven C. Uchcrt Cor cncournc1. ... 
ml•nl 111111 J:Cllcru111t aupport, Du. Oli.9.11 Forb1111h 111 nnd John Annour Cor 
dor11'11, und K11rcn Slmm-Orown und Cruig Shorl Cor tcchnical 
lll4>ti11lnnt"c. 

Nnk Alldl•Ú in Pri••f-\Vhilu lhi11 num1urcri11l w1ur in prca, Hilri d al. 
puhli1dwd llm churncturi:r.nlion 0Chum11n KCC3 lHiki, K., D'Andrcn, R. 
,J., Func, J., Crnwfonl, J., \Voollntl, E., Sulhcrlund, G. R., Vnd1u, M. A., 
111111 Gnmhlc, ,J, R. ( 19991 J. Biul. Cht'm. 274, l0661-ID667). Thlli KCC3 
cPNA i11 nn nllcmnllvc aplicc Conn oClho KCC4 cDNA rcportcd hcrc. ln 
d1!ícruncc lo Uw rurlicr publicullon, we h11vc rl!vc111r.d lhc numbcrinn ar 
our GenTiunkH'/EBI 11ubmi1111iona und will hcnctiforlh rcfor lo lhc KCC 
on chrumOlklmc rnt¡l4 ua KCC3 und thc KCC on chromOJ11omc 6pl6 n• 
KCC4. 
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Thc K"" -c1- cotransporterK (KCCs) urc membeu ol thc 
cutiun-chloridc cutr11nsportcr gene lumily und lull foto 
two 11hylogenctic &ubgroups: KCC2 puircd wlth KCC4 
und KCCI pnircd with KCC3. \Ve rcport u lunctional 
comparhmn in Xenupu• oocytcH ur KCCI and KCC41 

widcly cxpresscd reprcficntutiveH ol thcsc two suJ:>. 
1.'n>Ups. KCCl and KCC4 l!lllhibit differential semdtlv1ty 
to trunsport inhibltors, sueh thut KCC4 is much lc8& 
scmiltivc to humctunidc und Curm;cmide. Thc emcacy uf 
thcso anion inhibitorH is critic11lly depcndcnt on lhc 
coneentration ol cxlraccllulnr K", wilh mueh highcr in· 
hibition in 50 mM K" tiersuH 2 m~1 K•, KCC'1 hi ulao 
uniquely M!hHitivc to 10 mM hurium uncl to 2 m." tri· 
chlormcthiuzidc. Kinetic ehuruelcl'izullon rcveuls diver• 
gcnt uffinitieKlor K• (K.., vulucNuf-25,5 und 17.G mM for 
KCCl and KCC4, respcctivcly), probuhly duc to vario• 
tion within thc second tn1nsmcmbrune Ncgment. Al· 
though tht! two hmforms huvc cquivalent uffinltics for 
c1-, lhcy dlffer in thc union scleetivity uf K"" transport 
(Cr > SCN- = Dr- >PO" - 3 > 1- fur KCCI anti cr > nr· 
> P04 -

3 = 1- > SCN- Cor KCC4). lloth KCCs expresa 
minimnl K" .e¡- culranspurt under isotonic cundition11, 
with sii..yijfieunt aetivution by cell swclling under hypo
tonie conditions.11te cystcint..-..ulkyluting ugcnl N-cthyl• 
muleimidc activ11tes I(,+ .c1- cotrnnsport in isotonlc 
conditions but ubrogutcs hy¡lotonic uctivntion, un unex· 
pectcd diK."iuciution uf N-cthylmuleimidu sensilivity und 
volumc scnsitivity. Although KCC·I Ífi cunfiifitcntly more 
volumc-scnsitivc, lhe hypotunic uclivnlion of both iso
Currns is criticully dependcnt on protcin phosphutusc l. 
Ovcrull, thc funcliunul cum1mrhmn oí thesc cluncd K• • 
c1- eotruns¡JUrtcn rcvculs impurhmt functionul, phar· 
mneologicul, nnd kinctic diffcrcnces wilh both physlo
logie11l und mecbunistic im¡dkuliunfi. 

In u grcnt mujority of cclls, the p1mmm mcmbranc Is pcrme· 
a ble to water. Movcmcnt of wutcr u cross thc ccll mcmbrunc Is 
lurgcly dcpcm)cnt on thc osmotic prcssurc grodicnl bclwccn 
thc intruccllulnr und cxtrnccllulur spucc, such thnt water 

• Thl11 work WIUI aupportr.d hy ConMojo N11cionnl de Cicndn y Treno. 
login Grunl 97629m nnd How11nl Hn¡::lws Me<licnl ln.'llilule Gmnl 
75197·66!'i601 {lo O, G.J 11nd Nnllonnl lr111lilull'11 oí llcnllh GrnnOI KI 1 
DK02328 nnd ROl DK67708 (lo 0. O. M.I. Tlm cOMLI oí publiculion oí 
lhia urllclc wcre dcfruyL.J in pnrl by lhc 1111ymcnl oípnge chnrge11. Thil 
urticlo mu11l lhcrcfort1 be hcrchy murkcd •acJvcrlurcml'nt" in nccordnncc 
wilh J8 U.S.C. SL'Clion 1734 11olcly to in<lic11tc lhi11 ÍllcL 

§ Supporlcd by n 11cholnnihip wnnt frorn lhr. Oinoeei6n Gcncrul del 
Pcnionnl Acndémico oí tho N11lio1111l UniVl'r"ity oí Mcxico. 
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whom oom!ttpontlr.nco t1honld b? mldn-.-"'I: Molttulnr PhJlliolOf:Y Unit, 
VMCOdo Quiror,11 No. J6, 11ulpnn 14000, Mi:xiwCily, Mcxiro. Tel.: G26-lil3· 
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trunsport occompnnlcs chongcs in thc conccntrnlion of usmot· 
ically active mo)cculcs. Thus, whcn inlniccllulur osmolnrity 
cxcecds thot of thc cxtroccllulur milicu, ccll volume inc:rcnses 
duc to thc movcmcnt of water into thc ccll. Tu cope with thc 
rcsullnnt ccll swclling, cella hove dcvclupr.d u ~writ!s of complcx 
mcchnnisms to ochicve n rcgulntory volumc dr.crnusc, primor· 
j)y through the octivntion or effiux mcchnnisms fur intruccllu· 
lnr ion s. In particular, nct clcctroncutrnl n•h!ust• of K • -CI is 
ochievcd by K• .ci- cotrunsport, thc simultum•oui1 opt>rnlion uf 
K•/H" nnd c1-1HCO,; exchunger.i, or thruuf:'h p11rnll1!I, swcll· 
ing-nctivotcd K• ond c1- chnnncls <U. 

K• -et· cotrunsport wus fin>l dcscribctl in rrd blooJ celli1 mt u 
swelling· nnd NEM1-activutrd K· enlux mt•chnnism (2. 3), nnd 
red cclls rcmnin thc primury mudrl tissu1• for this dns~ uf ion 
truneport. Howevcr, functionul und physiolo~:icul c\•idcnrn hnM 
ulso bccn reportcd for thc c:dstencc oí K' .e;¡· cotrnnsport In 
neurona (4), vosculnr smoolh musclc CG" t•ndothdium (6), epi· 
thclia (7, B), hcort (9), ond ekcletul muscle (10). Conscqucntly. 
K• -CJ- cotrnnsport hns bccn implicnlcd not only in rcgulnlory 
volumc dccrcnse, bul nlso in trnnscpithcliul snll nbsorption (R). 
rcnnl K" sccretion (11), myocnrdiul I<' loss durint: ischcmin 
(9), nnd 'rcgulntion oíneuronnl c1- l'tmccntrution (4). Thc 11hys· 
iolobricul mcchunisms invokctl in ccll volume rcgulution muy 
oleo hove bronder roles in phcnomenn such us cl'll growlh nml 
npoptosis ( 1). 

A m1tjor ndvnncc in lhc undcrstnnding of K' -c1- cotn•nsport 
hos bccn thc rcccnl molcculur idcnlilicution of mnmmnlhm 
genes thut cncodc n total of four K' -et- cotrnnsportcr <KCC) 
isoforms. Thcsc cotrnnsportcrs wcrc idcntlficd duc tu lhcir 
simi1ority to other mcmbcrs of the elcctronculrul cntion-chlo-
ridc colmnsportcr gene fnmily, lhe bumctunidc·scnsilivc Nn' • 
K" .2c1- cotnmsporlcrs nnd thc thinzidc·11cnsilivc Nu • -ci
cotrnnsportcr (12). Thc K• .e¡- cotrnn11portcrs huvc bccn dca
ignntcd KCC! C13), KCC2 (14), KCC3 (15, 16), nnd KCC4 (16).2 

KCC2 is u neuronal epccific isoform, whcrcns thc other three 
KCCs are widcly distributcd in mulliplc tissucs. Phy)ogcnctic 
und genomic onalysis (16, 17) indicntcs thnt thc four KCC 

1 Tho nbbrcvintions wied 11re: NEM, N·cthylmulcimide; KCC, K' ·CI • 
colmnsportcr; KCCI, mowm KCC4 i11oíunn; KCCI,. nihbil KCCI lllO
fonn¡ 11 Rb', lrnccr rubidiurn; TM, lnuU1mcmbrnne 11c1,•nwnt; DIOS, 
4,4-diU.olhiocy1mo11lilbcne-2,2·di!lUlfonlc ncid; DJOA, fl( • )-((2·n·hulyl· 
6, 7-d ichloro-2-cyclopcn ty l ·2,3-di hyd ro-1 ·oxo- 1 ·I l ·In dcnyl·6·y 1 )-oxyl nce
lic ncid; HEK 293, humun cmbryonic kidncy ccll lim•; OSC1/NKCC2, 
humctnnidc-11c11.11itivc Nn• ·Kº 0 2CI· cotn11uiporll•r l (rennl 11pccific); 
BSC2/NKCCJ, bumclnnide-11cn"ilivc Nit•·K· .2c1· culnuuporter 2. 

1 In our previowt work ( 161, we rt•fcrn-tl lo the KCC on humnn 
chromOltomo 16q14 tur KCC4 11nd Um KCC on chrom~omc 6p16 1\111 

KCC3. How1.'Ycr0 in dcforrncc lo thc cnrlicr puhliculion ofHiki d al., wc 
revcnll'd lho numbering ofour GcnBnnkTlltF.lll 11uhmiMions lo rt!ÍCr lo 
thc KCC 011 chromot10mn Jfiq14 1111KCC:t1md lhc KCC on chrum011ome 
5plli IUI KCC4 (rice nolc nddrd In prooíln Reí. UH. 
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protcins form u scpurntc subfumiJy oí lhc cutlon·chloridc co
lrunsportcrs. Furthcrmorc, KCC2 und KCC4 form o closcly 
rclnlt.'<l 11ubgroup1 whcrcus KCCl Is more homologous to KCC3. 
Altcrnntivc spliclnc nnd ulternntivc prometer usngc gcncrntc 
furthcr molcculnr hctcrogcnclly. Far cxnmplc, thcrc urc nt 
hmst two ultcrnutlvc isoforms of KCC3, gcncratcd by trnnscrip
tlonnl initiation 6' of two scpurutc first coding cxons. Thc 
)ongcr isoform, KCC3u ( 16), ulilizcs cxon lo, whcrcns KCC3b 
uucs cxon lb, sltuutcd -23 kllobnses 3' within thc human 
KCC3 gunc on chromosomc lúql4.ª Thc prcdictcd KCC311 nnd 
JCCC3b protcins, 1160 nn<l 1099 omino ucids, rcspectivcly, dif· 
fer drnmuticully in thc contcnt und distribution of prcdictcd 
phosphorylution siles for protdn kinuscs. 

Thc cxtcnt of molcculur hctcrogcncity in K• .c1- cotrnnaport 
wns uncxpcctcd, cvcn nfi.cr thc idcntilic11tion of KCCl nnd 
KCC2. In conscqucncc, ncxt to nothin1: is known nbout thc 
functionnl und phormncologicnl propcrtics of thc four mejor 
1<:cc isoforms, or lndccd of thc physiolor.icul role of cnch iso
form. Onc cxccptlon is thc rcccnt rccognition thnt KCC2 cn
codcs u dc,,•c]opmcntnlly rcgulntcd et· cxtrusion mcchnnism in 
ncurons, with crucinl sccondnry cfTccls on thc response to 
y.uminobutyric 11cld nnd othcr ncurotrnnsmittcrs thut uctivntc 
ncuronul chloridc conductuncc (4). To bcgin to undcrstund thc 
physlology nnd function of thc individuul KCCa, it is csscntinl 
to chnrnctcrize thc functionnl propcrtics of cnch isoform. KCCl 
cO:-.IAs from hunmn, mousc, rnbbit, plg, nnd Cacnorhabdilis 
clt>¡:ans hnvc bccn functionnlly cxprcsscd in humnn cmbryonic 
kldncy ccllK CHEK 293) und in Xenopus ICU!vis oocytcs (13, 17, 
18). Rut l<CC2 uml humnn KCC3 cDNAs hove nlso bccn cx
presscd in HEK 293 ce lis ( 15, 19, 20). From thcsc etudici1, it is 
olrcndy quite clc11r thut thcrc urc diffcrcnccs in thc functionnl 
und phnrmncologlcnl propcrticK of thc K• -c1· cotrnnsportcr 
isoforms. For cxnmplc, kinctlc unolysls indicotcs thnt KCC2 
cxhibits significnntly n highcr nffinity far potnesium (14) thnn 
thnt of KCCl ( 13) or KCC3 (20). In con trust, KCC2 is uniqucly 
volumc-inscnsitivc, cxhibitinc minimnl if nny uctlvntion by ccll 
t1w1!l1ing und conshlcrnblc isoosmotic trunsport octivity (21). In 
the prcsent study, wc extended thc functionnl nnd phormnco
lo1:icul churnctcrlzution of thc rcccntly cloncd mousc KCC4 
(16J, using thc .Yrnopus laf!vis oocytc cxprcssion systcm. Thc 
functionol compnrison of shnrk und humun BSC2JNKCC1 und 
rubbit BSC11NKCC2 hus yicldcd importnnt structure-function 
iníormution for thc Nu • -K• -2c1- cotrun11portcn1 (22-24). With 
thls purodigm in mind, wc slmultuncously etudicd thc func
tlonnl propcrtics of KCCl in our cxprcssion systcm und rcport 
signincunt functlonul ond phnrmncologicnl diffcrcnccs bctwccn 
thcsc rcprcscntntlvcs of thc two molcculnr subgroups of thc 
Kcc.. · 

MATEIUALS ANU Mfo:fllODS 

XcnllpU• lacvi• Oocytr Pn.-pararion-Adull foma!c Xenvpu• laevi• 
íroca wcro purchn!!Cd from Curolino Biological Supply Company lllur
Unglon, NC) nnd mninlnlnL-d nl thc lnRlilution unimnl fm:ility under 
ronalnnl control of room U!mpcmturc und humidily, 16 •e nnd 65%, 
rcRJM!Clivcly. Froga wcrc fctl wilh frog brilllu dry food from Carolina 
Blologic.nl Supply Compnny, und water wna changcd lwice n wcek. 
OocylL•11 wurc Murglcully collcdrd from nncsthclh:cd nnimnl1 under 
0.17'ii> lricuinc nnd lncubntcd for 1 h wilh vigoroUll ahnking in frdg 
Ringcr J\'"096 <06 mw NuCI, 2 mM KCI, 1.8 mM CnCI,, 1 mM MitCI, and 
li mM Hc[>cM, pH 7.4) ln lhc prcRcncc or 2 me/mi cf cotlngennac B. 
Oocylc11 wcrc lhcn w111hcd four limcR In ND96, m11nw11ly defollirulntcd, 
nml íncubnted ovcmlghl in ND96 ul 18 •c. 011 thc ncxldny, atngc V-VI 
uocytcs (2ti) wcrc i11j1.ded wilh 50.nl cfwntcr conLnining 0.2f>-0.6 µf1µ.I 
cfcRNA in uitro trnn11cribed from mouao KCC4 <KCC4) or mbbit KCCl 
<KCCU cDNA. Oocytca wcrc incuhotrd nl IR •e for 4 dnya in ND96 
11111pplcmcntcd wilh 2.5 mM aodium pyn.JYnlt> nnd 5 mr/100 mi gcnt..11-
mlcln; lhi.!11 incub11tlon medium w1111 chnngL-d cvcry 24 h. On lhc doy of 

'D. B. Mounl tmd J •• Song, unpuhliilhcd dnln. 

thc cxpcrimcnt, oocytca wcrc awilchcd lo c1· ·free ND96 (96 mM Na•· 
laclhlonnlo, 2 mM K• r:luconale, 6.0 mM cuu gluconale, 1.0 mM Mgi• 
gluconntc, 5 mM Hcpca, 2.5 mM 11odium pyruvulc, 6 mg/100 ml gcnla
micln, pH 7.41 2 h prior lo tho uplako Wl!IRY· 

Thc full-lenglh KCC4 1md KCCI cDNAR wcrc pmviowdy aubclcncd 
into lhc hlgh cxprc11111ion vector pGEMHE (16)¡ rubblt KCCl WWI a g¡n 
ofOr. DHaa Fcrbuah 111. To prcparocRNA, lho KCCI nnd KCC4 cONAa 
wcm llncnrizcd nl thcir 3'-cnda wilh Nhd nnd thcn lrnn11eribod in uitro 
uaing lheT7 RNA polymcruac mMESSAOE kit (Ambion). Trnnacriplion 
producl int.egrity WR.!11 confirmcd on ugnroac gcla, und conccnlrnlion waa 
dclcnnined by nbaorlmncc rcuding nl 260 nm (OU 640, Dcckmnn, Ful· 
lcrton, CA). cRNA wna !ilorcd frozen In nliquol8 al -80 •e unlil wcd, 

Aur1ament o( Kº .et· Catran•port-K• .e¡- colrnruport. we.!11 1111· 

11csscd by mc111uring tmccr 11 Rb• uptakc <NEN Lifü Sciencc rroductaJ 
in cxpcrimentnl groupa of al leRBl J6 oocyle11. Sincc both KCC4 nnd 
KCCI ex11rcH minimnl nclivily undcr isolonic conditiona (1ce •JW.. 
aulla~), .. Rb• uptokc wn.a gcncrnlly 1u11e1u1cd in cocylca awollcn by o 
30.mln incubntion period in n hypotonic K• nnd c1·.free mcdium (50 
mM N·mcthyl·P.r:lucnminc CNMOO) gluconntc, 4.6 mM Ca•• gluconole, 
1.0 m.\t Mg"• gluconnlc, 6 mM Hcpca, pH 7.4) with 1 mM DWlboln, 
íollowcd by n 60.min upl11kc pcriod in 11 hy¡>olonic Nn •-free mcdium 
wllh vnrinblc K 0 .c1- contcnl. K' nnd c1· conccnlrnliona wcm voricd 
auparntcly uaing combinuliona of KCI, N?-.10G chloridc, polnaalum glu
connlc, and NMDG nluccmnlc, for n mnximnl total concenlrotion of 60 
mM; nn uptnkc aolulion wiUi 60 m.!.I K' .e¡· did ncl conloin NMDO 
chlcride, pol1U111ium gluconute, or NMDG nluconntc, for cxnmplo. Ali 
uptnkc 11olutiona nlso conluined 1.8 mM CnClu 1 mM MgCI., 6 mM 
Hcpca, pH 7.4, nnd wcm aupplcmcnlcd wilh 1 mM 0W1bain nnd 6.0 
µCVml uRb'. lsotonic condiliona wcrn gcncrntcd by aupplcmenling lho 
sume sclulioM wilh 3.6 c/IOO mi llllct'Ol'IC lo rcnch ll'IDl'lmolnr condition11 
for oocyt.ca (-210 mo11mol/kg). Ouubnin wn11 uddcd lo prcvcnl unb• 
uptakc vi11 lhc Nnº·K··ATrnae. TI1c 11bimncc ofcxlrnccllulnr Na• nnd 
thc hypotonicityoílhc uplnko mL,lium prcvcnt.ed 11 Rb• uplakc via Lhc 
cndogcnouR N11º·K·-2c1· colruruporlcr lhal i1I prcscnl in oocylc.!11 (26). 

Ali uplnkcs wcrc pcrfonncd ul 32 •e lempcrnlure, Al lho cnd of Lho 
uptnkc pcriod, oocytcs wcrc wa11hcd fivo timcl'I in ia.>-cold uptnkc aolu· 
lion wllhoul ll'lolopc lo rcmcve exlrnccllulor Ouid lrnccr. Oocylca wcro 
diuclnd in 10% SOS, nnd lmccr oclivily wru1 dctermincd for cnch 
oocyle by ¡J-11cinUllnlion counting. 

To determine thc ion lmrutporl kinclias of KCC4 and KCCl, wc 
pcrfonncd experimenta wiing vnrying conccnlrnllona of K• und CIº. 
Thc acnaitivily for scvcrul inhibitora WWI us11csacd by cxpo111ing groupa of 
oocylc.!11 to thc inhibilor11 nl ronccntmtlon.a v11rying írom 20 µM lo 2 mM. 
For thcsc experimenta, thc dcsircd conccnlrnlion of lhc inhibitor waa 
prcscnl during both lhc incubnlion nnd uplnkc pcrioilit, cxccpl whcn 
notcd. 

Statiatical Analysia-Slnli.alicul 1ignificancc is dcfincd os two-tailcd 
p < 0.06, and lhc resulta aru preacntcd tul mclln ~ S.E. Thc aignificonoc 
cf lhc differcncca bclwccn groupa wn11 lcat.ed by onc-wny nnalysia of 
vnriuncc wiUt mulliplc ccmpariaon uaing Donfcrroni rorrccUon or by 
the Krwkal-\Vnlli.!11 ono·wny unnly1ll'I cf vorinnre on mnka wilh lhe 
Dunn111 mclhod for mulliple rompnriacn procedurc.!11, llA nccded. 

RESUl.TS 

Helerologous E:rpression o{ KCC.J and KCCJ in Xenopus Oo· 
cyles-ln isotonlc conditions, no diffcrenccs wcrc obscrvcd 
nmong KCC4, KCCl, nnd wntcr-injectcd oocytcs (data not 
shown). \Vhcn uptnkca wcre pcrformcd undcr hypotonic condi
tiona, microinjcction of KCC4 und KCCl cR.'lAs rcaultcd in 
significnnt K• -Cl- cotmnsport nctivity, ns compnrcd with con
trol oocytcs thnt wcrc injcctcd with water. Fig. 1 summnrizcs 
fivc cxpcrimcnts in which oocytcs from difTcrcnt froga wcrc 
injcctcd with water or KCC4 or KCCl cRNA. followcd by 88 Rb• 
uptnkc nssoy using o hYPotonlc uptnkc solution contuining 10 
nnd 50 mM ofcxlroccllulur K• nnd c1-. rcspcctivcly. In control 
oocytcs, 118 Rb• uptnkc wns 588 :t 91 pmol·oocytc- 1·h- 1 in thc 
prcscncc of et· und 147:. 23 pmol·oocytc- 1-h- 1 in thc obscncc 
of c1-, indicnting thc prcscncc of on endogcnous K• -et- co
tronsportcr. Mlcroinjcction of KCC4 cRNA rcsultcd in nn in
crcnscd HRb+ uptokc to 24,457 ± 3,476 pmol"OOCytc- 1·h- 1• 

Thia 1111Rb. uptnkc WD9 c1- -dcpcndcnt, in thnt uptokc iÍl KCC4 
oocytcs in thc ubscncc of cxtrnccllulor c1- wns 1723 ± 402 
pmo)'OOCytc- 1·h- 1• In oocytcs mlcroinjcctcd with KCCl, 88Rb+ 
uplnkc incrcnscd to 12,632 ± 2205 pmol·oocytc- 1·h- 1, ond thc 
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F111. J ... Uh• Uptako In ~Y. larul• oocytc• mlcrolnjcctcd wilh 
wPlf:lr nr wlth cltNA In 11llra tr11nacrlhed from KCC4 or KCCl 
cDNA 1111 lndlcutl!d, U¡1lnk1!t1 wr.re pcrfonm.J in hy¡»0lonlc 11olulion11 
wllh 120 mo.ttnuVkg In thc pn!111t•11ce (open ha,..I or ub11cnce lb/aclt bars} 
uít•ictrnccllul11r c1·. Ench bar n-11n~c11bi 11 mrun oí90 oacylea exlrncled 
frum fiv1•dUT1•rrnl fro¡;11. unh' u11tuk1• w1u1 pt•ríormed durlng 60 min. •, 
t1h:111ricunlly diffürtml from 11pt11k1! in KCC 1 nmtrol grou¡1 (p < 0.01 ). 

inílUX WU!i CJ- ·dt•¡icm)cnt. Tiw dilfcrencc in lhc umount of 
uptnkc bctwN•n l<CC4 und KCCl wns stuth1ticnlly sicnificnnt 
C¡J < 0.05). Although cquul umounh' of KCC·i und KCCl cR.i~A 
\\'ere injcctcd for ull cxpcrimcnls thut wc ¡icrformt'd during thc 
study, usinJ! multiplc cRNA pn!purntionK, thl! rclttlivc exprcs· 
Kinn )t•\0 cl undcr hyputunic cundilionK hus ulwuys br.en KCC4 > 
KCCl. In udtlition, for t•uch KCC, thc uh~mlutc uptnkc vuricd 
from fro1: tu frou. AllhouJ:h KCCI und KCC4 werc ulso com
purcd hcml·lo·hcud using oocyks from thc sume frog for indi
viduul cxpcrimcnts, to cuse tht• cumpurison uf lhc two isoforms 
WC JlrCSCOl OlUCh OÍ thc rcsuJts IHI thc pt~rccnlUf!C OÍ Cl- ·de+ 
pcndent 118Hbº uptukc. Tiius, 100% 1:cncr111ly rcprcscnts thc 
uplnkc obscr\'ctl in the KCC4 or KCCl c:ontrul r.roup minus 
uptuke uhsen·t~d in lhc wnter·injc~ckd oocytc!s. 

111/úbitur Pru{ilc uf KCC.J anrl KCCJ-Thc cffoct of thc loop 
diureticN furmwmidt! und hunwtunidr. wm1 iniliully m1scsscd 
usin1: twu difTcrcntcunccnlrntiuns of cxtrm:ellulur Kº: 2 und 50 
mM. In uptuke mcdium with u I\:º concentrutiun of 2 mr.s, 
rclutivc I<CC4 uctivity wus 61 .!. 3 und 90 .!. 4% in thc prcscncc 
of 2 mM furoHcmidc or bumclunide, respt•ctivcly. lnterestingly, 
th1! lnhibitiun uf I<CC4 by loop diuretics wus uugmcntcd whcn 
thr. uptukc mctlium cuntuincd úO mM Kº; under thesc condi
tions, thc KCC4 uctivity wns 9 .!. 4 or 17 .!. 4% in thc prcscncc 
of furuscmidc ur bumctnnidc, rcspcctivcly. In contrust, for 
KCCI this cffcct oí cxtrucellulur K• wus not obscrvcd for 
furoscmidc und wus mur(!inul for bumctunidc. KCCl function 
in thc prcscncc uffuroscmidc wus U.!. 2% in 2 mM K• nnd 18 ± 
8% In 50 mM K • Cp not significnnt), und in thc prcscncc of 
bumctnnidc it wus 61 .!. 12 versus 19 .!: 7% in 2 nnd 50 mM K•, 
rcspcctivcly Cp = 0.06¡ l ""' 1.99). To furthcr define thc difTcr
cncmt in thc K' cífcct on thc scnsiti .. ·ity to loop diurctics bc
twccn KCC4 und KCCl, wc usscsscd thc inhibitory cffcc:t of 
furosemide und bumctunidc ut scvcrul conccntrulions oí cxlru· 
ccllulnr K'. Thc rcsults uf thcsc series of cxpcrimcnts urc 
shown in Fig. 2. '11rn pcrccntugc inhibition of KCC4 by both 
furoscmidc uml bumctnnidc wus significuntly nffcctt.'tl by ex· 
truccllulnr K' (Fig. 2, uppcr p011els). Thc minimul nnd muxi
mul inhibitiun by both loop diurctics wus observcd ut 2 nnd 6 
mM, rcspcctivcly; no furthcr cffcct wns obscrvcd nt higher K' 
concuntrutiuns. In contrust, thc pcrccntucc ofKCCl lnhibition 
hy cithcr furoscmidc or bumctnnidc did not vury os n function 
ofcxtrucclluhar K' conccnlrution CFig. 2, lower panc/s). Thus, 
to define dlfTcrcnccs bctwccn thc lwo KCCs in scnsitivity lo 
loop c..liurctics, wc uscd u 10 mM cunccntrntlon oí cxtruccllulnr 
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F10. 2. Erfect of e•tr•ccllular Kº conccntrallon IK• J. on tho 
lnhlbitlon of"Rb• uptake by the loop diuretic• furoM?mldo and 
humetanlde. Data írom KCC4--injccted oocylca urc prettcnLed in Lhe 
upp~r pand•, und dn.ta frorn KCCI-injcclcd oocytca are ahown in Lho 
lvi«r paMZ.. In nll expcrimenla, the c1- conccntrnlion of thc exltuccl
l11h1r mcdium wna liD mM, wheren.11 thc IK• I~ incrcnftl!d from 2 to 20 mM. 
The mean uptake In thu nllflcncc of loop diuretic for each KCC wwt 
takcn tt.1 the 100% ofuptakc, and dula from diun.-lic-lrcnlcd groUJUI wna 
nonnalizcd to lhc uptnko in lhia control group. Expcrimentnl groupa 
wcro cxpo11ed to u 2 mM conccnlrntion of ÍUJ'O.!lcmiclc! or bumctanide 
during thn incuhntlon und uptnkc period... Ench point repre11cmla thc 
mr.nn :!: S.E. of ut lcnat 15 oocyh•11. 

K' lo ns'Jcs~ thc conccntrotion curves far furoscmidc nnd bu
mctnnidc inhibition u pon thc c1--dcpcndent 116 Rb+ uptnkc in
duccd by KCC4 or KCCl. As Fig. 3 illustrutcs, KCC4 cxhibits 
uppnrcnt hnlf-mo.ximnl inhibition <K0 6 ) vnlucs uf -900 µM for 
both furoscmidc ond bumctnnidc. TI1csc urc lowcr thun thc 
respective vnlucs for RCCI (-180 µ.M for furo11cmitlc nml bu
mctunidc). Thcrc(orc, KCC·I clcurly cxhibits u lowl!r uffinity for 
loop <liurctic.s thnn docs KCCl. Thc inhibition of KCCl by 
furoscmide in Fig. 3 suggcsts thc possibility oí 11 sccond nffinity 
sitc for thc loop diurctic. Uowcvcr, this inhibilion fittcd wcll lo 
u Michoclis-Mcnlcn kinctics pntt.cm with onc inhibitor-bintling 
site. Thc data did not fil to un cquntion wilh twu binding si tes 
(dnln not shown). 

Thc scnsitivity oí thc KCCs to olhcr inhibilurs of red ccll 
K' -CI- cotronsport wos ulso usscsscd in oocytcs injcctcd with 
KCC4 or KCCl. Fig. 4 illustrutcs thc cffcctof 100 µJol DIOS ond 
100 µM OIOA on thc 116Jtb • uptnkc induccd by thc microinjcc
tion ofcnch KCC cR...'JA. Thc cffcct ofextruccllulur K• conccn
trution on the inhibition oí cotrnnsport wns vcry dramntic for 
DIOS. Whcn lhc conccntrution oí cxtrnccllulnr K• wns 2 mM, 
thc oddition of DIOS to thc cxtroccllulnr mcdium rcsultcd in 
rccluction of KCC4 function lo 65 ± 10% (p < 0.003) nnd of 
KCCl lo 86 ;!; 6%(p = 0.113, nol significnnl). In contrast, whcn 
50 mM ofl!lllrnccllulur Kº wos uscd, DIOS rcsultcd in signifi· 
cnnt dccreose of KCC4 nnc..I KCC 1 to 13 .!: 4 und 13 ± 2%. 
respcclivcly. Tirn uddition oí 100 µ•1 of OIOA to the cxtrucel
lulnr mcdium olso rcsult.cd in inhibition ofthc KCCs. Howcvcr, 
inhibition of KCC4 wus highcr whcn cxtroccllulor K• wns 
lower, nllhough this wns nol the cose for KCCl. DIOA is re· 
portcdly specific for K' -c1- cotrnnsport ovcr No' -K• -2c1- co
trnnsport (27), ond thc snme conccntrotion of DIOA hnd no 
cffct:l on lht! fundion ofthc No'·K·-2ci- cotronsport oclivity 
oí Xenopua oocytcs (26) (dota nol shown). 

\Ve olso testetl thc l!fft'Cl of u 2 mM conccntration of the 
lhiuzidc dlurctic lrichlormcthiozidc on thc pcn;cnlngc or chio-
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Fm. 3, Concentrallon°responao profilos (nr lnhlbltlon ofKCC4 
(cire/,.•) and KCCl (•quarr•) by furo•omlde (lrfl panrl) or bu· 
mctunldo (rlghl panel), Groupa oí 16 Xenopu• oocytca mlcrolnjcdcd 
wilh KCCI or KCCl wero cxpmmd Lo lncrr.llaed conccnlmllona oí íuro
acmldo or bumclanido in lhc preincubnUon nnd uplnke mt."()lum.11, from 
20 lo 2000 µ.t.I. Dnlu weru normnlizl!tl 1m thn pcrccnl11,;o ofinRw: in ench 
KCC, laking 100~ rui lhc vnluo ohservl.'d in oocylCl!l In which uplako WR.11 

dono In lho nbscnco orloop diutcliCll. Ench poinl reprnaenla lho mean !: 
S.E. oí al lcnal Jli oocylea. 
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Fm. 4. Effcct. of tho lnhlbilor11 DIOS (upprr po'"D and DIOA 

(luW#r ptllH!'lJ upon .. Rb' uptakc in KCC4· and KCCl 0 lnjeclcd 
oocylca lncubolcd In hypotonlc condltlon• (120 mosmol/k1J, in 
tho prcaenco o(an cxlraccllular K• cnnccntraUon o( 2 mM (oprn 
bar•) or GO m.\t (hatchm ban), Thc c1· ronccnlration of thc r.xlru· 
ccllulnr mc<lium wna 50 mM in both conditions. In nll experimenta, 
"Rb• uplnkc w11a W1Jacaricd in control r:rouptt oí 2 und 50 mM K• 
c:onc:cnlrollon, In tho nbaenc:c oí inhibitont, nnd expcrimcnl11I gn>upa 
wcro cxpDBcd lo 11 100 µM of DIOS or DIOA tlurinrr inc:ubullon nnd 
uptnko (K!riotla. F.11c:h bnr representa lhc 1ncnn !: S.E. oí nl len.al 16 
ooc:ylca. 

ridc-dcpcndcnt 16Rb• uptnkc. Surprisingly, givcn thc supposcd 
spccificity of thlnzidcs fur Nu• -CI- cotrnnaport.(28), KCC4 wns 
modcrntcly acnsitivc to trichlormcthiuzidc. As wc obscrvcd 
with furoscmidc nnd DIOS, thc highcr thc cxtruccllulnr Kº, 
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Fm. 6. Effecl of lDmM DaCl, upon lhe 11Hb• lnnw: lnducctl hy 

microlnjccUon• ofooeylc• with KCC4 or KCCI cllNA. Uplnkr• in 
lho control group.11 wcrc pcrformed wing n hypotonic upt11kc mec.lium 
conlaining 40 mM NMOO chloridc and 10 mM KCI, nnd u¡ilukcl'I in lhc 
DoCl, group wcro pcrfonncd wing n hypolonic tnedium conlainimi :iD 
mM NMDO chloride, lD mM BuCl1, nnd lD mM KCI. F.nch bar reprC11r.nlll 
n meun ot 20 oocyle11. Open bars rcprct1cnl thc nonnnliied innux in 
control group, and blacA bara ahow nonnuliz,'tf innux in DaCl 1 i:roupa. 
•, p < O.O! l!f'rsua uptnke in control croup. 

thc highcr thc inhibitlon by thinzidcs, sincc in 2 m1i1 of extra· 
ccllu)or Kt 11Rb• uptnkc wos rcduccd to 79 .!: 3%, und ut 60 
mM it wos rcduccd to 57 ~ 9%. Thia diffcrcncc wns significunt 
Cp < 0.01). In KCCl-injcctcd oocytcs, trichlormcthinzidc rc
duccd HRb• uptnkc by n stntisticully significnnt omount to 
64 ;!:; 4% in 2 mr.1 K• ¡ this inhlbitory cffcct wns not stntisticnlly 
signlficnnt ot 60 mM K• (74 :t. 8% rcduction in nctivity). Con· 
eistcnt scnsltivity to trichlonncthlnzidc Is thus uniquc to 
KCC4. 

lndcpcndcnt studics hove suggcstcd thnt burium cun inhibit 
renal K+- -Ci- cotrnnsportcrs (7, 8, 29). \Ve thus nsscssed thc 
cffcct of 10 mM cxlnlc:cllulnr bnrium on thc function of KCC4 
nnd KCCl. Fig. 5 shows thnt whcn 10 mM DnC12 wus oddcd to 
thc uptnkc mcdium, KCC4-induccd influx wns rcduc:cd to 58 !. 
4.3% of thc uptnkc obscrvcd In KCC4-injcctcd control oocytcs. 
KCCl function wns only rcduccd to 79 !. 4.2%, hcncc thc 
inhlbitory cffcct of burium wus significnntly grcntcr for KCC4 
thnn for KCCl Cp < 0.01). 

Kinetic Propcrtics of KCC4 and KCCl-To determine nnd 
compare thc kinctic propcrtics ofKCC4 nnd KCCl in thc sume 
cxpression systcm, wc mcusurcd 1111 Rb• uptukc in KCC4- und 
KCCl-injcctcd oocytcs ns n function of lhc conccntmtion of 
cnch trnnsportcd ion. Thc rcsults of thcsc series of cxpcrimcnts 
urc dcpictcd In Fig. 6. Uptnkcs wcrc pcrformcd with K• or c1-
fi::11:cd ot 50 mM, with chnnging conccnlrution11 oflhc c:uuntcrion 
from O to 60 mM. Uptnkcs wcre nlso mcnsurcd in wntcr injcctcd 
oocytcs (doto not shown), nnd thc mean vnlucs for wutcr groups 
wcrc subtrnctcd from corrcsponding KCC groups in onlcr to 
nsscss only thc 88 Rb• uptukc mcdiolcc.l by coch hctcrologously 
cxprcsscd isofonn. As shown in Fig. 1, 116 Rb' uptnkc in wntcr
injcc:tcd oocytcs wus low, such thnt this corrcction wus gcncr
nlly minor. In thc cnsc of KCC4, 116 Rb • influx incrcnscd us thc 
conccntrntion of cnch trnnsportcd ion wns ruiscd, until u pln· 
tcnu phnsc wus rcachcd nt ion conccntrntions crcnter thnn 
20-40 mM, c:ompotiblc with Michuclis-Mcntcn bchavior. Thc 
cnlc:ulntcd nppnrcnt K,.. nnd V .... for cxtruccllulnr Kº conccn
tratlon wcrc 17.6 :!: 2.7 mJol nnd 32,370 :t. 2116 
pmol"OOCytc· 1·h- 1, rcspcctivcly. Thc cnlculntcd nppurcnt K,.. 
und V.... vnlucs for cxtroc:cllulnr ci- c:onccntrntion wcrc 
16.12 :!: 4.2 mr.t und 41,440 .t 4174 pmol·ooc:ytc- 1·h- 1, rcspcc
tivcly. Thc Hill cocfficicnt for both ions rcmnincd closc to unity: 
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F10. e. Klnotio •nalyal• of .. Rhº up· 
toko u•lng hypotonlc conditlon11 in 
oocytc• lnJectcd wlth cRNA frum 
KCC4 <A and B) or KCCl (C and D). A 
nnd C, K• dcpendcnco oí"Rb' uplnko for 
mu:h KCC. B ond D, et· dcpcndcncc oí 
.. Rb' uptnkc íor coch KCC. Upl11keB 
wcro performcd wilh K' or c1- fü:cd nl 50 
mM, varying lho conamlmUon of lhc u1>
propriate counlcrion from O to fiO m~I, na 
lndicnlcd. Uptakca wcro alllO mca11urcd in 
wnlcr·injccled oocylca (data nol ahown), 
und thc mean voluca Cor lho CO?TI!llpond
lng wnlcr groupa wcre aublrnclcd lo nno
lyzo only thc .. Rb' upl.okc duo lo coch 
lnjt?Clt.."ti KCC. Linra wem fil Wling thc 
Michnelis·Mcnlcn cqunlion. Data aro cx
prc111u!d IUI uptukca in pmol'OOC'ytc· 1·h· 1, 
cuch poinl rcprcacnl.11 lho meun oí 11l lc1111l 
2fi oocylea. 
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1.08 z 0.2 und 1.06 :!: 0.3 for K• und c1-, rcspcctivcly. KCCl 
nlso cxhlbitcd n similor Michaclls·Mcntcn bchnvior. TI1c np
purcntK,.. ond V111 .. in KCCl wcro25.6 ..t 3.2 mM und 39,540 :!. 
2199 pmol"OOcytc- 1·h- 1 for cxtrnccllulnr K• ond 17.2 ::!:: 8.3 rru.1 

nnd 14,930 :!:. 2822 pmol·oocytc- 1·h- 1 for ci-. I-1111 cocfficicnts 
for K• (1.04 ± 0.13) and c1- (1.3 :!. 0.5) In KCCl ulso wcrcc1osc 
to unity. 

Anion Dcpencknce of KCC4 and KCCJ-It hus bccn shown 
thnt sorne cxtruccllular unions olhcr lhun c1- cun support ion 
trnnslocntion through thc K'" -et- cotrum1portcr of both shccp 
und humun crythrocytcs (30). lt wns thus of intcrcst to mens
ure 88Rb• trnnsport by KCC4 nnd KCCl in thc prcscncc of 
diffcrcntonions. Thc 81 Rb• influx ofKCC4- und KCCl-injectcd 
oocytcs using un uptukc solution cuntnining 40 mM pot.nssium 
l!luconutc und 10 mM KCl scrvcd ns thc rr.fcrcncr. uctivity for 
thcsc experimenta, ns compnrcd with uptnkc uctivity in oocyt.es 
cxposcd to mcdium contnlning 40 mM potnssium 1:Juconntc nnd 
10 mM of KBr, KH2P04, 10, potnssium clucunnte, or KSCN. 
Flg. 7 shows thc pcrccntugc of KCC4 (uppcr panel) und KCCl 
(iowcr panel> function whcn uptnkcs wcrc ¡wrformcd using 
thcsc difTcrcnt onion substitutions. KCC4 shows t.hc highcr 
118Rb+ lnOux in thc prcscncc of 10 m.M KCI. 86 Rb+ influx wos 
still obscrvcd in thc prcscmcc of othcr onions: 58 .!. 9% with 10 
mM KBr, 22 ± 5.9% with 10 mM KH2 P041 nnd 17 ± 3.8% with 
KI, whcrcns potossium gluconntc nnd KSCN did nut. support 
tronsport. Thcsc rcsults urc in contrust. to thosc obscrvcd in 
KCCl-injcctcd oocytcs, for which thc ortlcr of nnion-supporl.ed 
trnnsport wns c1- > scN- ... nr· > P04 -a > I > gluconnt.e. 

Rrgu/ation of KCC4 and KCCJ-Onc uf t.hc most. distinctivc 
chnructi:ristics ofK• -c1- cotrunsport in scvcrnl cella und spe
cics is nctivntion by thc nlkyluting ugcnt NEM (2). Wc thcrcforc 
nnnlyzcd thc cfTcct ofNEM on 88 Rb• influx in groups ofoocytcs 
undcr isolonic or hypotonic conditions. Agnin, in nll of thc 
cxpcrimcnts in which wc usscsscd 1111 Rbº innux in oocyt.es thnt 
wcrc incubntcd in isotonlc mct.lium (- 210 mo11m0Vkg), thc 
uptukc obscrvcd in KCC4- or KCCl-injcctcd oocytcs wns not 
diffcrcnt from thc uptnkc in wntcr-injcctcd oocytes. Howcvcr, 
thc nddition of 1 mM NEM in isotonic conditions rcsulh . .J in u 
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Fm. 7. Anion dependenco of KCC4 (upprr pa,.,l) •nd KCCl 

(lo~r pa,.,l). 11Rb• influx WP..111 11aae88ed in hypolonlc uptuko mcdium 
containlng 40 mM NMDO gluconato plua 10 mM conccnlrntlon oí KCI 
(control group)or 10 tnM pot.naaium aalta oícach oílhc union aubelilulca 
(Kllr, KH1I'04 , Kl, polnulwn gluoonatc, und KSCN). Prcincubntlon 
wna done in a aolulion conl.uining GO mM NMOO gluconote. Dalu wcrc 
nonnnUtOO laking uptakc in lh KCI group aa 100%. Each bar repre-
11cnta tho mcnn ~ S.E. oí al lenat 15 oocytca. 

5-fold uctivntion of KCC4 (214 ± 12 pmol·oocytc- 1·h- 1 in thc 
KCC4 control group versua 1062 ± 70 pmol·oocyte- 1·h- 1 in thc 
NEM-trcntcd group, p < 0.001) nnd a 2.6-fold nctivotion of 
KCCl (120 ± 27 versus 319 ± 76 pmol-oocytc- 1·h- 1, p < 0.05) 
(Fig. 8, A nnd B). Oí note, whcn uptnkcs wcrc pcrfonncd in 
hypotonic mcdium, thc nddition ofNEM rcsultcd in n drnmntic 
inhibition ofboth isoforms (Fig. a, e nnd D), such t.hnt Hnb· 
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Fm. 8, Effcct ar 1 mM NEM cm thr. 
.. m,• uplnkc In KCC•l·lnjcch•d IA 
und C> and KCCl·lnjected <ll mul DI 
oocytcs, undcr holh hmtonic <A und 
D> und hypohmlc (C und DJ cmuli· 
Unna. F.11ch bar ruprcrmnlM tlm mr.1111 oí:.!11 
oocylcil. UptnkcM in lhu control comhh111u1 
uru tthown In "lk'" hanr, In thn ub1wnw ur 
•~xlmc1illulurCI- in b/oclt ban1, untl in lhl' 
prc11encu or N'F.M in hatchf'1l hora. •, 11 < 
0.000 J lll'f'#Ull control ¡~up. 
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uptukcs induccd by KCC4 um1 KCCl werc rt."(luc:t'll Ly 68 und 
55%, rcspcctivl!ly. In lhc snm1? cXJll?rinlL'nL"I, 1111 Hb' uptnkt! due 
to lhc cndor.cnous oocytl! K• -c1· cotrnm1porll•r <H::O-inject(.•d 
oocytcs) wns sir.nHicuntly incrrnst'tl wlwn uptukt!S wt~tt! done 
umJr.r both h;otunlc nnd hypotonlc mnditiuns <dutn not shown). 

lt hus bet?n known fur sume tlnw thnl lhe inhibilion of pru
l<!ln phos¡1hutnscs prcv1mts lhe ucth.-uliun of n•tl n~ll I<' -c1· 
colrunspurl by l!Íllwr cell swcllin¡: or NEM. Sinc1~ tlw rule uf 
phusphulmms in thc control of lhe don1~cl l<CC!I is unclt~ur, we 
studied lhc cfTcct of thri..•c inhibiton1 uf prutdn Jlhusphntnses, 
\Ve used 100 nM culyculin A, which inhihits thc function of 
protcin phosphotuscs 1 und 2A. 111e rclnti\.·c role of spccinc 
tihosphnlnscs wns usscascd usinJ: okm.Jnic ncid ul 1 m.1, n cun
ccntrntiun thut only ufTccts protcin ¡1ho!1ph11tusc 21\, und cypcr
mcthrin ul 100 pM, u concl!nlrution in which thi!I compound 
inhibits thc functlon of prolcin ¡ihosplmtnu• 2D. A." Fit:. 9 
shows, thc udclition of cnlyculin A cum11lctcly prc\·cnt.s thc 
uctivution of I<CC4 und KCCl by cell sw1•llint:. In conlrust, 
ncithcr okudnic ndd, nor cypermcthrin prcvcntcd this uctivn
Uon. These resu)ts indlcutc thut protcin 11hosplmtnsc 1 is rc
quircll for thc nctivntion of both KCC-1 und KCC 1 by cc11 
swclling. 

lllSCt:SSI0:-1 

\Ve hove rcccntly ahown ( 16) thnt lwtcrologous cxpn...-ssion of 
thc mousc KCC4 cDNA induccd thc cxprcssion of u 86 Rb• 
influx pnthwny thnt is nctivntcd by ccH swclling, dcpcndcnt on 
thc prcscncc of cxtrnccllulur c1-, und lnhlbitcd by 2 mM of thc 
loop diurctic furoscmidc. Thcse dntn cslnblished thnt KCC4 
functions 1111 n K• -Cl- cotrons¡iortcr. Thc prcscnt study cx
tcnds thcsc lnitiul obscrvutions nnd defines thc functionnl 
propcrtics of KCC4 in grcntcr dctnil. In uddition, wc hnvc 
studicd thc functionnl propcrtics of KCCl. thc othcr widcly 
distributcd KCC isoform, usinc thc snmc expcrimcntnl proto· 
col s. Sincc scqucncc com¡mrisons of thc four KCC prutcins pnir 
KCC4 with KCC2 ond I<CCl with KCC3, Uds study nlso con
stltutcs thc first dircct functional compurh1on uf thc two sub-
1:ruups of lhc KCCs. 

Our dutn indicntc thnt KCCl und KCC4 cxprcss minimnl 
K* .e¡- cotrunsport in unslimulutcd ccl1s undcr isotonic candi· 
tions but nre slrongly nctivntcd by ccll swclling imluct.>d by 
hypotonic condilions. In our cx11rcssion systcm, ncilhcr KCC4· 
nor KCCl-injcctcd oocylt!!I l!xhibited u significnnt incrcnsc of 
116 Rb • uptukc ovcr wntcr-injcctcd uocytcs whcn incubntcd in 
isutonic mcdin durin1t thc influx periml. Whcn oocytes wcre 
incubutcd in liypotonic conditiuns, howcvcr, bolh cotrnnsport· 

-""'~ L~ i . 
~ . 

1
fi0• t<CC4 KCC1 

Fu~. 9. EffrcL nf the prolll"in pho•phata11c lnhlhltor11 calyculin A 
llOO n.\I) {halC'hrd bar), okadalc 11dd U nM) ChluC"Jt bar), und 
cypenncthrln 1100 pM) (J(ray bar) upan the •wt'lllnM-induccd 
actlvatlon ofKCC-1 nr KCCI. In bolhpand•, lhll"tl'lutt" bar tl'Jlrl':!IL'nlJI 
thl? eontrol f;f'UUfl, 11 Rb" mOnx in hypotonic m1-Jium in lhe nhM"nce of 
mhlhitor. Euch bar n·preornt.A the ml'un -:. S.F.. of nt J,•iu•l 15 OOC"fll"lt. 

crs wcre mnrkl'tlly nctivott..-d, nlbcit with n difTcrcnt mugnitudc 
(KCC4 > KCCl). Thesc findings <liffor from ¡ire\'ious observa· 
lions (13, 15, 17, 19, 20) thut indicutc minimul hyputonic ucli· 
votion of KCCl, I<CC2, und KCC3 whcn thcse cotrunsportcn1 
wcrc cxprcsscd in HEK 293 cc11s, but ngrcc wilh thc ccll swcll
ing-induccd octivntion of KCCl found by Su el al. (18) using 
Xcnopus oocyU!s os on cxprcssion systcm, Thus, whcn cx
prcsscd In Xcnopus oocytcs, KCC4 nnd KCCl cotrnnsportcrs 
con be nctivntc.'tl by ccll swclling, suggcsting thnt HEK 293 cclls 
muy not posscss thc uppropriotc signuling pothwuys for thc 
nctivotion of thc cotrnnsportcrs by swclling. In comporison, 
volumc·rcgulnlcd tronsport pnthwuys rccnpitulutc thcirin t•i1.10 
physiology whcn uprcsscd in Xcnopus oocytcs. Thus, shrink
ugc-octivntcd trnnsport pnthwuys such ns thc Nu··K'·2Cl
cotronsportcrC26) or thc cpithcliul so<lium chnnncl ENnC (31) 
und swclling-uctivntcd potl¡wnys ~uch ns thc cnlcium·octivntcd 
int.crmcdintc K' chunncl mIKl (32) nrc rcgu)ntcd nppropri
ntcly in this cxprcssion systcm. Of thc four KCCs, KCC4 accms 
to be thc isoform thnt cxhibits lhc his;hcst nctivntion by hypo
tonicity. Influx mcdintcd by KCC4 in this study wus conais
lently hlghcr thon KCCl, nlthough thc nmount of injcctcd 
cRNA wns cquivulcnt. Thcrc ore?, howcvcr, Sl.'Vcrnl possiblc 
cxplnnutions for thc creo ter hypotonic nctivntion of KCC4. For 
cxnmplc, KCC4 cRi."JA muy be inlrinsicully more stnblc or bel· 
ter trnnslntcd thnn KCCl in oocytcs. Of note, howevcr, rnt 
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KCC2 rcportcdly encades u K* -ci- cotrunsportcr with slgnifi
cnnt uctivity undcr isotonlc conditions whcn cxprcsscd In Xc· 
tio¡,us oocytcs und only mlnimnl uctivntion by ccll swclJlni: (21). 
Thcrcforc, it is likcly lhnt much of thc obscrvcd diffcrcnccs in 
volumc scnsitivity is duc to vnrintion in thc structurc of thc 
four KCC protclns. 

The two mojar loop dlurctics inhibit KCC4, wllh un inhlbitor 
scnsitivity thut Is lowcr lhun thnt ob!:lcrvcd for KCCl. Thc 
rcporlcd cffcctofcxtcrnnl potnssium CIK* J,) on thc inhibition of 
J{* -el- cotrunsport by loop diurctics (33) wm1 obscrvcd for 
KCC4 but not KCCl. Wc obscrvcd n significuntly difforcnt 
cffcct of furoscmldc nnd bumctnnidc on KCC4 ut vnriublc 
IK* J,, wilh thc minimnl nnd mnxímul cffoct ut IK* J, of2 und 6 
mt.1, rcspcctively. In controst, no cfTcct of(K• l. wns obscrvcd for 
thc inhibition of KCCl by loop diurctics. This flnding suggcttls 
lhnt, us thc isoform with thc lowcr inhlbitor nffinity, the inhl
bition ofKCC4 is more dcpcndcnt on thc posilivc cffcctof(K• J. 
on thc intcrnction bclwccn thc trnnsportcr protcin und loop 
diurctics. Similur to our loop diurctic cxpcrimcnts, thc union 
lrnnsport inhibltor DIDS inhibitcd thc funclion of KCC4 ond 
KCCl, wilh nn uppurcnt K1 thot wns drnmuticully lowcn.'ll by 
nn incrcnsc in (K• J •• Almost no cffcct wns obscrvcd nl 2 mt.t 
(K' J., whilc in 60 mM IK• 1 •• 111 Rb• influx wns complctcly 
blockcd by u 100 µM DIOS conccntrntion. Thls rclutionship 
bclwccn (K• J, und thc inhibition of thc J{ •-el- cotrnnsportcr 
by DIOS wns prcviously obscrvcd in low potussium shccp red 
blood ccJls (34) nnd wns cxpluincd by thc cxistcncc of two siles 
for K • in lhc colrunsportcr: n modificr sil.e und u trunsport eitc. 
Oíintcrcst, DIOS con oleo inhibit thc function ofthc thiuzidc
scnsitivc Nn* -el- cotrnnsportcr but hus no cffcct on thc bu
mctnnidc-scnsitive No• -K' -201- colrunsporter (26). Titc ucid 
nlkuloid DIOA. considcred u spccific inhibitoroírcd ccll K' -CI" 
cotrunsport (27), ulso inhibitcd KCC4 und KCCl. Howcvcr, in 
contrust lo DIOS und loop diurctics, ull of which primnrily 
inhibit nnion trnnsportcrs nnd cxchnnr.crs (35, 36). thc higher 
thc IK • 1,. thc lowC!r the cfficucy of DIOA. 1-Jowc\•cr, cvcn in u 
vcry high IK• 1. (60 mM), thC! inhibition oí 80Rb' inílux by 100 
µM DIOA wus still greulcr thun 50%. 

Tltc incrcnscd 118Rb • uptnke inducctl by KCC4 wns nlso in
hihitcd by ubout 20% in low und 40% in high (K• J. hy .2 mM 

conccntrution of the thiuzidc--diurctic trichlormcthinzidc. ThC! 
membcrs oí thC! clcctroncutrnl cntion chloridc couplc<l cotrnns
portcrs huvc bccn defincd in purt duc to thclr scnsilivity to 
dlurclics. Thc Nn• -K•-2c1- colrnnsportcrs nrc scnsitivc to 
loop diuretics, dcrivutcsoísulfümoylbcnzoic ucid, und rctlistunt 
to thc bcnzothindinzinc <lcrivnlC!s, whcrcns thc Nu • .c1- co
lrnnsportcr is inhibitcd by thiuzidcs but not nffectcd by loop 
diurC!lics (12). Our rcttults suggest thnt KCC4, which cxhibits n 
low dcgrcc of identity wlth thC! sodium-dcpcndent cution-chlo
ridc cotrnnsportcrs (-22%), cun be inhibited not only by loop 
diurclics but nhlD by thlnzidc-typc diurctics. A similnr obscr
vulion hns bcen rcportcd by Hurling et al. (37), who showcd 
thnt thc plunt cution-chloride cotrnnsportcr AXI 4, which cx
hibits thc highcst scqucnce idcntity wilh thc KCCs (36-38%), 
cnn ulso be inhlbilC!d by bumctnnidc, furmmmidc, und thc thi
nzidc-like diurctic metolnzone. 

\Ve huvc found thnt KCC4 und KCCl cnn be blockcd by the 
uddition of 10 mM DnC12 to thC! uptukc mcdium, with u rclutivc 
scnsitivilyofKCC4 ::> KCCI. Although red ccll K' -el- cotrnns
port is ot lcuttt pnrtiully scnsitive to quinidinc dcrivntives (38), 
thls is thc first indicntion thnt thc cloncd K• -c1- cotrunsport
crs ore dircctly scnsilive to BnCl2 • This obscrvntion is nlso 
consistcnt wilh thc controvcrsinl proposul by Grcgcr nnd 
Schluttcr (7) thnt thc bnsolnlC!rnl membrnnc of rcnul thick 
nsccnding limb cells contuins o bnrium·scnsilive K• -c1- co· 
trnnsportcr. ~e obscrvntion by Amlul el al. (8) thut n thick 

limb chloride-dcpcndcnt, bnrium·sensitivc NH; trunsport 
mcchnnlsm is only modcally acnsitlvc to furosemidc suggcsts 
thnt KCC4 Is thc isoform prcscnt in thc bnsolutcrol mcmbrunc 
of lhc nmrnmulhm thick nsccnding llmb. In lhls rcgnrd, Liuph& 
el al. (39) íuilcd to dctect KCCl mR..'lA in humnn thlck nsccnd· 
ing limh. 

Kinctic unnlyscs rcvcul thnl KCC4 11nd KCCl exhibit vcry 
similur uffinitica for cxtruccllulnr c1- <K,.. vnlur.tt in 16.1 ± 4.2 
und 17.2 ± 8.3 nu.1, rcspcctivcly), whcrcns lhcdifTcrcnccs in the 
nffinity for cxlrnccllulur K• upprouchcd stuliaticnl algnificuncc 
(K,.. vulucs 17.6 .!. 2.7 nnd 25.G .!. 3.2 mt.t, n•spcctively; p .. 
0.08). Our rcsulls for KCCl ngrcc with thosc n•portcd by Gillen 
et al. (13). It is known thut thc ccnlrnl corc oí 12 trunsmcm
brnnc CTMJ scgment.s determines thu kinctic propcrtim1 oí thc 
cutlon·chloridc cotrunsportcrs (40). In this rt~gurd, thc othcr
wisc idcnticnl TM segmcnts of thc four KCC proteintt difTer 
primurily ut nmlno ncid rcsidues within TM2, TM4, nnd TM7. 
An clcgnnt series oí studictt hnvc implicnted TM2 in thc dcter· 
minnlion oícutlon (N'n' nnd K') nffinity in thc Nu··K·-2c1-
cotrunsportr.rs, whcrens rm1iducs within TM4 nnd TM7 upprnr 
to uffcct un ion uffinity (23, 24, 40, 4 ]). llowt~vcr, 11cqucncc 
compurisons oíthr. L'nlirc ¡:ene íumily indicntc thut onlyTM7 Is 
pnrticulurly cun$l•rvcd bctwet•n thc !'In· -dcpt~ndent und Nu º -
indcpcndcnt cution·chloridc cotrunsportcn1; thus, thcsc ul~er
votions muy not trunslutc to thc K' -c1- cotrnnaportc111. Of 
pnrticulllr significunce, howcvcr, thc rcportcd uffinity oí KCC2 
forK' (-5 mM) iscloserto thntofKCCi thun KCCl,nnd KCC2 
shurc11 significunt idcntity wilh KCC4 within TM2. Thcrcforc, 
us in thc Nn • -J{' -2Cl" cotrunsportcn1, TM2 muy pluy u mujor 
role in the dctcrminution oícnlion uffinity. Thc Kº nffinily oí 
individunl K' -el- cotrunsporters muy be ufmujor physiologicnl 
significuncc, sincc un<lcr conditions whcrcin cxtrucellulur K' 
incrcnses, such UK cunliuc htchcmiu (9) und ncuronul nctivity 
(4), thc highcr uífinity KCCs muy function us K• -c1- influx 
pnthwuys. 

KCC4 nnd KCCl exhibit Murprisingly similur nffinitic!I for 
chloridc. Howcvcr, they do diITcr in nnolhcr purumctr.r oí un ion 
trunsport. thc union selectivity or "'nnion-1mrics" oí Kº -et· 
cotrunsport. KCC4 und KCCl thus diffcr in lhc profill!oí 811 Rb' 
trnnsport thut cun be sustuinL'Ü by difTcrcnt unions. In KCC4, 
obout 50% of thc function cun be obscrvcd in thc prcscncc oí 
nr-. und sorne trunsport is still prcscnt with ro •. ·•. whcrcus 
in KCCl 70% oí 115Rb' uptnke cnn beobtnined in thc ubsr.ncc of 
c1-, whcn cithcr nr· or scN- nrt! presrnt in thc cxtrnccllulnr 
mcdium. \Vhethcr thcsc difTcrenccs nrc cncoded by subtle vnr
intion in TM4 ond TM7 will rcquire furthcr study; howcvcr, 
difTcrcnccs in onion sclectivity wcrc crucial for thc identifico· 
tion oí thc union chunncl porc in thc CLC chloridc chunnels 
M2, 43). 

Thc functionnl propcrties ofKCC4 und KCCl obscrvcd in thc 
prcsent study suggcst thnt it is unlikcly thut cithcr of thesc 
isoforms is thc prcdominunt Kº -CI- cotrunsportcr cxprcsscd in 
red blood cclls. On thc onc hnnd, Delpirc und Lnuí (44) ob
scrvcd thut thc K' -et- cotrunsportcr in hypoMmoticully swol
Jcn low K shccp crythrocytcs cxhibitcd u K,.. íor cxtmccllulur 
K' oí-55 mM, which is vcry difTcrcnt írom thc K,., obtnincd in 
lhc prcsent study for KCC4 nnd KCCl. lt hns ul~ bcen shown 
in shLoep red blood cclls (45) thnt K• inílux is highcr in thc 
prcscncc of Dr- thnn in thc presente of 01-; neithcr KCC4 nor 
KCCl cJthibitr.d this bchnvior. Morcovcr, nlthough it hus bccn 
shown lhnt KCCl mRNA is cxprcsscd in moUSC! crythrolcuke
mic cclls, it is not prcsent in circulnling rcticulocytes (46), nnd 
thc KCC2 isoform is cxpre!18cd l!Xclusivcly in thc ccntrul ncrv
OU8 systcrn (14). Tiius, tnking nll the informntion to¡:cthcr, our 
kinelic nnd nnion substitution experimenta 8UJ.l'CCst thnt the 
mnjor K• -el- cotrunsportcr in crythrocytcs Is cithcr KCC3 or 
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un 1111-yct-unidcnlificd isoíorm. 
K• -c1- cotrunsport wns lnitlolly dcfincd os o red ccll truns· 

JJOrt ¡mthwuy thnt is uctlvntcd by thc ulkylutlng ngcnt NEM. 
Multiplc luborutorics hove sincc found thut prctrcntmcnt oí 
crythrocytcs from scvcrnl spccics with 1 mt.1 NEM resulta in 
Hignificunt nctlvotlon of this c1- -dcpcndcnt K. tronsport puth
wuy (2). It Is stlll unclcur lf thc octlvnllng cffoc:t of NEM is 
rclntL'tl to NEM-induccd dcphosphorylution, vin octivutlon of 
un upstrcom kinnsc, orlo dircct modificnlion ofthc thiol croups 
un thc cotrunsportcr. Thcrc are reporta supporting both possi
hllitics (47) (for rcvicws, scc Rcfs. 2 ond 3). Howcvcr, likc thc 
uctivntion by ccll swclllng, NEM-uctivntcd tronsport is prc
v•mlcd by phosphotasc inhibitors, suggcsling u poidtivc effcct 
uf NEM on upstrcnm signnling puthwnys (48-62). In this rc
nnrd. our dutu show o vcry intcrcsling bchnvlor oí thc KCCs 
whcn cxposcd to NEM. Undcr lsotonlc conditions, NEM stim
ulutcd thc funcllon oí KCC4 nnd KCCl, us wcll us the cndog· 
1mous K' .e¡- cotronsportcr oí the oocytcs. Su et al. (18) nlso 
ohscrvcd KCCl nclivntlon by NEM in oocytcs. In conlrnst, in 
hypotonlc conditions, whcn wc exposcd oocytcs to NEM, both 
J<CC4 und KCCl wcrc inhlbitcd. Thc fucl thut KCC4 und KCCl 
wcrt~ uctivutcd by NEM in isolonic conditions sum~csls thnt 
oocytcs posscss thc inlrnccllulur puthwoys thnt NEM rcquircs 
for nctivulion of lhc colrunsportcrs. Thc mcchunisms by which 
ttwellinc-uclivutcd KCC4 und KCCl ure inhibitcd by NEM urc 
still unclenr. ll bus bccn shown in shccp red cclls thut K' .c1· 
cotrunsportcrs can be ucllvntcd or inhibitcd by NEM through 
hii:h und low nffinity stimulutory thiols, rcspcctivr.ly {47, 63, 
6•0. Furthcr experimenta will be rcquircd to cluriíy this issuc¡ 
huwcvcr, n rcconciliotion orthcsc und prcvious ohscrvutions is 
thnt thcrc ore dlrcct inhibitory siles on thc trnnsportcr pro
telns thcmsclvcs ond stimulutory sitcs on upstrcnm kinnscs. In 
thls n.•gnrd, thcrc nrc scvcrnl trnnsmcmbrune or juxtnmcm
hnmc cystcines In thc prcdictcd KCC protcins, nnd tronsmcm
hrnnc cystcine!I werc rcccntly implicutcd in the difTcrcntinl 
!-1t•nsitivity oí N'u • -K· -2c1- cotrnnsportcrs lo cystcinc-rc11ctivc 
C:OnlJ>OUnds (55). 

Ovcr thc lnsl dccudc or so, scvcl'"nl lnborutorics hove sug
~t•fited thut dc¡1hosphorylntion oí thc K• -c1- cotrnnsportcr is 
requircd íor its nctivution, sincc inhibition of protcin phos· 
phutuscM prcvcnls thc swclling- nnd NEM-inducOO nctivntlon 
(.18-50, 56, 57), Our dotu support this hypothcsis, slncc thc 
protcin phosphntusc inhibitor cnlyculin A complclcly ubrogntcs 
hypotonic uctivntion oíKCC4 und KCCl. Cnlyculin A is known 
to lnhibit both protcin phosphutuse 1 und 2A (68). To discrim· 
inutc bctwccn phosphutuscs, wc ulso tcstcd thc cffcct of okn
duic ucid in n concentrntlon of 1 nM, whlch inhibits only protcin 
phosphntusc 2A, nnd cypcrmcthrin, which inhibils only protcin 
phosphntusc 2B (li9, 60). Slncc thcsc two compounds did not 
uffcct uctivntion of KCCs, wc sugccst thut, nt leust in Xenopus 
oocytcs, protcin phosphntusc 1 is thc phosphntnsc thnt Is in· 
volved in octivnllon of thc KCCs during ccll 11wclling. In oddi· 
tion to u role In ccll volumc rcgulution, uctivntion oíK 1 -c1-
cotrnnsport by prolcin phosphutosc 1 mny plny n role in lruns
cpithcliul trnnsport of solt in the kidney nnd other cpithclinl 
orgnns. Thcrc Is cvidcncc for o swcllinc·nctivntcd bnsolntcrul 
K'-Cl- cotrnnsportcr in thc proximal tubulc (61, 62), whcrc 
protcin phosphntnsc 1 nlso is respom1iblc for nctivnting thc 
bnsolntcrnl Nn•-K•-ATPnsc (63); protcin phosphntnsc 1 mny 
thus fünction tocouplc thc pump to busolntcrul c1- und K' cxit 
through thc KCCs. Of more spccific rclcvoncc to K• -el- co
lrnnsport, thc combincd doto for NEM, phosphntosc inhibition, 
und ccll swclling dissodutcs ÍOI'" thc first time thesc vnrious 
control points ÍOI'" this lrnnsport pulhwny. 

In conclusion, wc huvc found significnnt rcgulntory, kinctic, 
und phurmucolo1:icnl dlffcrenccs bctwccn KCC4 nnd KCCl. 

Dcspltc diffcrcnccs in lhcir rclntivc octivotion by cc11 swc11ing, 
KCC4 ond KCCl sharc o rcqulrcmcnt for dcphosphorylolion by 
n protcin phosphotosc for swclling-lnduccd uctlvity. As prcvi
ously shown ÍOI'" K• -c1- cotmnsport in red cella (48, 60, 56, 64), 
thc rclcvunt protcin phosphotnsc is probobly protcin phosphn
tosc l. Thc two KCC isoforms in thls study difTcr slightly in 
nffinily for Kt, prcsumnbly duc to vnriotion within trnnsmcm
brunc 2, n rcgion oí thc cntion·chloride cotrnnsporlcl'" protcins 
prcviously impllcotcd In colion nffinity (22-24). Ion offinlly 
muy nlso be oí physiologicnl rclcvonce, in thnt lowcl'" uffinity 
K• -c1- cotrnnsportcrs, such os KCCl nnd the red ccll K• -c1-
cotrunsportcr (potcntinlly KCC3), mny fünction cx:clusivcly ns 
cffiux mechunisms. As proposcd initinlly by Pnync (19), thc 
highcr offinlty isoforms (KCC2 ond now KCC4) mny íunclion 
ns both cffiwc nnd influx: pnthwnys. Such u dunlity has bccn 
vcrificd cx:pcrimcnto11y in neurona (65), whcre synuptic uctiv
ity mny incrcuse cx:trnccllulnr K• to thc point thnt KCC2 
mcdintcs K' -CJ" inílux:. KCC4 transcript is in turn pnrticu
lurly nbundnnt in henrt, wherc K• cffiux durin¡: ischcmio up
pcnrs to involvc K • -c1- cotmnsport (9)¡ oguin, n highcr nffinity 
isoform muy plny u role in rccluiming this intrnccllullll'" K• in 
thc postischcmlc rnyocnrdium. Finnlly, the phnrmncologicnl 
churnctcrizntlon of KCC4 fulfills thc prcdiction, buscd on olr 
scrvntions of thc physiology of renal thick usccnding limb cclls 
(7, 66), thnt I{' -Cr cotronsportcra moy be scnsltivc lo burium, 
widcly considcrcd u spccific inhibitor oíK• chnnncls. 

Achnmulrdgmrnt.-\Vc urc gTUtcíul to Dr. Rnfocl Moreno for hclp in 
kinclic annlyailt, toJcsW. Lópcz rar hclp with fror. ente, nnd to mcmbcra 
ar thc Moleculnr Phy.11iology Unit for tmr.~cnlioru nnd atimulnLing 
ditteuuion. 
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Mcrcudo, Adrlann, Puolu do los llcros, Normn 
V1izt¡ucz, Putricla Meudc, Dnvid B. Mount, und Gcr· 
urdo Gnmhu. Functionnl und molecular charactcrization of 
thu K-Cl cutrunsportcr of Xenopus laeuis oocytcs. Am J 
Play.•iol Cell Playsiol 281: C670-C6BO, 2001.-Thc K-CI co
trnnsportcrs (KCCs) huvc u broad rnnJ:e of physiological 
roles, in u numbcr of cells und spccies. Wc rcport hcre thut 
X1mopus lncuis oocytcs cxpres!I n K-CI cotrnnsportcr with 
significunt functionnl und mo)cculur eimilurity to mummu
liun KCCs. Undcr ieotonic conditions, dcfolliculntcd oocytes 
exhibit a c1- -depcndcnt 16Rb· uptukc mechunism uner nc
tivntion by tho cysteinc-rcuctive compounds N-ethylmuleim
ide CNEM) und mcrcuric chloridc (llgCl2 ). Thc uctivation of 
this K-Cl cotransporter by cell swelling is prevcnted by inhi
bition of protcin phosphutnse-1 with culyculin A: NEM ucti· 
vution of tho trunsporter wus not blocked by phosphntnsc 
inhibí tion. Kinctic chaructcrizntion rovenls npparent vnlucs 
for the Michnelis-Mentcn constunt of27.7 ~ 3.0 nnd 16.4 ~ 
4.7 m~t far Rb• und c1-, respccti~ely, with nn union sclcc
tivity for K• trunsport ofCI- =PO~- ..,,,, nr- > 1- > scN- > 
nluconato. 'fho oocytc K·CI cotrunsportcr wus scm1itive to 
sevcral inhibitors, including loop diurctics, with uppnrent 
hulf-maximul inhibition vulues of200 und 500 µM for furo
semidc and bumctnnidc, rcspcctivcly. A purtinl cDNA encod
inu the Xenopus K-Cl cotrnnsportcr wus cloncd from oocytc 
UNA; thc correspondini; trunscript is widcly cxprcssed in 
Xenopus tissucs. Thc predicted COOII-terminal protein frug
mcnt exhibited particular homology to thc KCC1/KCC3 sub. 
uroup of the mummulinn KCCs, nnd the functionul churoc
tcristics are the most similar to thosc of I<CCl (Mercado A, 
Sung L, Vuzqucz N, Mount DB, nnd Gamba G. J Biol CJwm 
275: 30326-30334, 2000). 

potussium·chloride cotrnnsport; ccll volumc; ccll swelling 

TJII-! 1-!U-:C'THON'EUTltAL COMtANSl'OIIT ofK .. nnd Cl- is lnrgcly 
nccomplished by pnrnllel K' nnd c1- chnnnels or vin 
the operntion of K-Cl cotrnnsporters. K-Cl cotrnnsport 
wns first defined in the red blood cell (10, 32), the tissue 
for which functionnl chnrnctcrizntion is thc most com
plete. Red blood cell K-Cl cotrnnsport shnres n number 
of functionol propcrtics with N o-K-2Cl cotrnnsport, 
including clcctroneutrol chnroctcristics, o functionnl 

tuldrcSR for rnprint rcqucsts und othcr corrcspondcnco: O. Onmbn, 
Molt!Culur Phy11inlogy Unit, VMco do Quirogu No. 15. Tlulpun 1'1000, 
Muxico City, Moxico (E-muil: gumbn@'tonncyL~). 

dcpcndcncc on thc prescncc of cnch trnnsported ion, 
nnd scnsitivity to loop diurctics. Howcver, these two 
trnnsport mechonisms diverge siJ,111ificnntly in sevcrol 
chnroctcristics, in particular thcir response to ccllulor 
volumc chnngcs nnd to modulotion of protein phos
phorylntion nnd dephosphorylntion. The Nn-K-2Cl co
trnnsport is thus shrinkngc nctivnted nnd inhibited by 
protcin phosphntnscs (45), whcrcns K-Cl cotrnnsport is 
nctivnted by cell swelling nnd completely nbolisbed by 
inhibitors of scrine/thrconinc protcin phosphotoscs 
(10). 

In nddition to red blood cells, K-Cl cotrnnsport hns 
bcen dctcctcd in o vnriety of diffcrcnt tissues ond cclls, 
including neurona (48), cpithclin (3, 17). myocnrdium 
(59), skeletnl muscle (58), nnd vnsculnr smooth muscle 
(2). Four mnmmnlion K-Cl cotransporter isoforms werc 
recently cloned nnd designnted KCCl (16), KCC2 (44), 
KCC3 (20, 40), nnd KCC4 (40). 1 K-Cl cotrnnsport nc
tivity has nlso becn dcmonstrotcd in scvcrnl nonmnm
mnlinn cclls, including tclcost crythrocytcs and hcpa· 
tocytes (5, 8, 18, 26), nmphibinn red blood cells (19), 
lobstcr ncurons (56), nnd mnlpighinn tubules from both 
Drosophila melanogastcr (34) nnd the forest nnt For· 
mica polyc/c11a (33). Thc physiologicnl roles of K-Cl 
cotransport rcmnin poorly understood. Howcver, ncti· 
vntion by ccH swclling suggcsts n promincnt role for 
KCCs in thc rchrulntory volurnc dccrcose of cclls ex· 
posed to hypotonic conditions ar swollcn by cellulnr 
insults such ns ischcmin. Therc is nlso evolving evi
dcnce for thc participntion of K-Cl cotrnnsport in trans
cpithclinl snlt transport ond intrnccllulnr ion ho
meostnsis (3, 17, 48, 56). 

1 Wo initinlly rcforr<'d to tho KCC on human chromDt1omo 15qt'1 W& 
KCC4 o.nd thc KCC on chromosomo 5p15 os KCC3 (40). Howuvcr. in 
dcfcrcnca to thc cnrlicr publication ofHiki et ul (20>. wc reverse<! thc 
numbcring of our GcnBnnk/EBI submi&slona to rcíer tD tho KCC on 
chromosomc 15qM na KCC3 nnd tho KCC on chromOBomc 5p15 na 
KCC-1 (fi~ NOTF. ADDt:D IN J'KOOP' in H.cf. 40). 

Thc cost.s ofpublicotion ofthla artlclc wcrc dcfruycd in pnrt by tho 
poymcnt of pago chnrgcs. Tho o.rticlo mw;t thcn!forc be hcreby 
murkud "ndi.wrti8rmrni• in occordnnco with 18 U.S.C. Scction 1734 
sufoly to inc.Jicuto this ínct. 
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During the course of the cloning and chnrncterizn
tion of clectroncutral cntion·chloridc cotransporters 
(13, 14, 38-40, 46), we initiolly observcd thot oocytes 
from thc frog Xcnopus lacuis do not contnin thiazide
sensitive Nn-Cl cotrnnsport (14, 39) but do cxpress nn 
endogcnous bumetnnide-sensitivc Nn-K-2CI cotrnns
porter thnt can be nctivntcd by hypcrtonic conditions 
(13) ond inhibitcd by octivotion of protcin kinose e 
(47). Suvitoyovotet ni. (54) ond Shetlnr et ni. (51) hove 
rcportcd similar findings. More reccntly wc nnd others 
havc obtnincd preliminary cvidcncc thnt Xcnopus oo
cytcs nlso contnin nn cndogenous K-Cl cotrnnsportcr 
(38, 40, 53). During rcproduction frogs pince their oo
cytes in hypotonic pond water, rcsulting in profound 
cellulnr swelling in thc nbsencc of n compcnsntory 
response. Although swelling-nclivotcd K-Cl cotrnns
port hns not becn rcported in uocytes, thcse cclls nrc 
known to possess hypotonicnlly nctivntcd c1- channels 
(1). Once thc oocytcs bccomc fertilizcd cgg:s, they are 
pnrticulnrly resistnnt to ccll swclling, potcntinlly bc
cnusc of conformnlionnl chnngcs of thc cytoskcleton 
thnt reduce thc cnpacity of the ccll to swell (28). A 
physiologicnl response to hypotonicity has nlso bcen 
dcmonstrntcd in X. IC1cuis spcrmntozon, which remain 
immotile until thc osmulnrity ofthc semen is dilutcd in 
pond water (21). 

To begin lo study thc role uf K-Cl cotrnnsport in X. 
lacuis, wc initintcd n molecular nnd functionnl study of 
thc oocytc trnnsportcr. In ndditiun, sincc Xenopus oo
cytcs ore uscd for the chnrncterizntion of othcr KCCs, 
functional chnrncterizntion wns ncccssary to undcr
stnnd the regulntion ofthc cndogcnous trnnsportcr nnd 
to minimizc thc misintcrprctntion of hctcrologous cx
prcssion. \Ve rcport hcrc thnt Xetropus oocytcs exhibit 
nn cndogcnous K-Cl cotrnnsportcr thnt con be octi
vntcd by hypotonicity. \Ve nlso describe thc mnjor ki
nctic pnrnmcters of thc cotrnnsportcr, ns wcll os its 
inhibitory nnd rcgulntory profilc. Xcnopus oocytes nlso 
cxprcss mRNA cncoding a 1\:-Cl cotrnnsportcr protcin 
with significnnt homology tu the mnmmnlinn KCCs. 
This constitutcs thc first dctniled functionnl chnrnctcr· 
izntion of K·Cl cotrnnsport in n nonmnmmnlinn, non
crythroid cell. 

METHODS 

Prcparatio11 o( Xenopus laevis oocytes. Adult fcmule nor· 
mul und ulbino X laevi.'i fro¡;s wero purchnsed from Cnrolinn 
Diologicul Supply (Ilurlin1:tun, NC) nnd muinluined nt lhe 
Jnstitution animul fucilily undcr cunstanl control of room 
temperuturc und humidity ul 16ºC nnd 65%, rospt..>clively. 
Frogs were fed with fron brittle dry food from Carolina 
Biolo¡;icul Supply, nnd wuter wns chungcd twice n wcck. 
Oocytcs werc surgicnlly collcctt..'<Í from uncsthetizcd nnimnls 
undcr 0.17% tricninc und incubntcd for 1 h with vigorous 
:thaking in ND96 (in mM: 96 NuCI, 2 l{CI, 1.8 CuCh, 1 MgCla, 
und 5 lIEPEstrris, pll 7.4) nnd 2 mg/ml of collu1:enuse B, 
uncr which oocytcs werc wushcd four times in ND96 nnd 
munuully dcfolliculntcd. Stu¡;e V-VI oocytes (11) werc incu
bated for 2-4 duys in ND96 nt 18ºC supplcmcnted with 2.5 
mM sodium pyruvntc und 5 m1:/lOO mi of r.entnmicin. The 
incubntion mcdium wns clmn1:ed evcry 24 h. The doy of the 
influx expcriment, uocytes wcre switchcd ton c1· ·free ND96 

(in mM: 96 No• isethionnte, 2 K• ·gluconnte, 1.8 Cnh .gJu. 
cona te, 1 Mg2 • ·gluconute, 5 IIEPES, 2.5 sodium pyruvntc, 
ond 5 mg% gentomicin, pll 7.4) for 2 h befare the nesoy. 

Assessment of K-Cl cotransporter function. Functional 
nnalyeie of the K·CI cotrunsporlcr consisted of meusuring 
tracer unb• uplake (New Englund Nuclear) in groups of at 
lenet 16 oocytee. 88 Rb• uptuke wus mcmmred under both 
isolonic nnd hypotonic conditions with the following general 
protocol: n 30-min incubalion period in u hypotonic Kº nnd 
Clº·free medium (in mM: 50 N·methyl·D·J!lucumine 
CNMDG)·gluconute. 4.6 Cu2 

• ·gluconntc, 1.0 M1f • ·1;luconate, 
5 llEPEstrrie, pll 7.4) with 1 mM ounbain, followcd by n 
60-min uptnkc period in a hypolonic Na• ·free nnd KCI· 
containing medium with vnriable K • und c1- concentrntions 
(in mM: 0-50 NMDG-CI, 0-50 KCI, 0-50 NMDG-gluconate, 
l.B CaClz, 1 Mi:Ciz, 5 IIEPES, pll 7.4), supplemenled with 1 
mM ouubain, und 2.5 µCi of 116 Rb•. Experiments in isotonic 
conditions were peñurmcd usinn lhc same solutions but 
supplemented wilh sueroso nt 3.5 g/100 mi to increuse the 
osmolulity of tho solutions to the isosmolul conditions for 
oocytes (-210 mosmoVkgll;,0). Ounbnin wns uddcd to pre· 
vent 88 Rb• uptukc via thc Nu • -K • -ATPuse. The obsence of 
extruccllulur Nuº nnd thc hypotonicityofthe uptuke mcdium 
prcventcd 16 Rbº uptukc orHRb• ·K • cxchangc by thc endog· 
enous Nn·K-2Cl colrunsportcr that is prcsent in oocytcs (13). 

Ali uptukes wcrc pcrformcd ut room tempernturc. Al U1c 
end of the uptuke period, oocytcs wcre wushcd five times in 
icc·cold uptakc solution without isotopo to remove extrucel
lulur trnccr. Oocytes werc dis~olved in 10% sodium dodecyl 
sulfutc, und trnccr uctivity wns dctermined for cuch oocyte by 
beta scintillntion countin¡:. 

To determino the ion transport kinctics uf the K·Cl co· 
transportcr we peñormcd expcriments using vuryin1: caneen· 
trulions of K" und c1-. To muintuin osmolulity nnd ionic 
strcn1:th, gluconalc wns uscd us n c1- substitutc and NMDG 
ns n K• substitutc. TilC sensitivity und kinetics for scvernl 
inhibitors wero nssessed by cxposinJ{ 1:roups of oocylcs to 
inhibitor nt concentralions vurying from 20 µM to 2 mM. For 
thcsu expcriments, the desired conccntrution oftho inhibitor 
wns prcscnt durin1~ buth the incubalion and uptuke periods. 
\Ve also assesscd Uie efTect ofsevcral <lru¡.:s on the uclivation 
of thc K-CI cotrnnsporlcr by adding thu drui: during 15 min 
bcforo tho uptuko pcriud. 

RT-PCR amplificatio11 o{ KCCs. A DLAST scarch uf the 
Nntionnl Centcr for lliotechnolo1:y exprettscd sequcnce tag 
(EST) <latnbase rcveuled n 649-bp codin1: sequence EST (Gen· 
Bank uccession no. AW646505) from X. lacvis oocytes with 
si¡{nificnnt homolu1.IY to the mnmmuliun KCCs, and we am· 
plified this 549-bp fragment from Xcnopus oocyto total RNA 
by RT·PCR. Xcnopus KCC oligonucleotidc prime~ wcrc de· 
signcd using thc EST scqucnce. The sense primer 5'·ACAG
TACTl'CTGGGAGACTACC·3' and untisensc primer 5'
GATACGTAAATGATAAAGAAAGG·3' amplificd a frngment 
of 528 bp. Thc umplificd band spuns n region of the KCC 
proteins thnt is cncodcd by three c.xons in a Drosophila 
homoloi.rue (sce GcnBunk uccession 110. AE003462) und nll 
four mummnlinn KCCs (D. B. Mount, unpublished dntn). 
Given the level of genomic conservntion between this region 
of the KCC genes in mommals and Drosophifa. a similar 
genomic structuro is likcly for this KCC geno in X. laevia, 
such thnt the PCR primera uscd for the initinl RT-PCR 
rcnction will nmplify n lur¡;er DNA frngment from contumi· 
nating genomic DNA; if nt ull. Jlowcvcr, reverse trnnscrip· 
tase was omittcd in control snmplcs lo verify thnt contnmi· 
nnling genomic DNA wns not umplificd in the RT·PCR 
samples. To incrcusc the specificity ofthe PCR umplificntion, 
nestcd PCR of the nmplified band wus performed with two 
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inlurnul primen th11t umplify u hnnd ur 359 bp; the sense 
primer for ncslcd PCR wui1 fi'.AGCAGAGCAGGCACTGAAA· 
CAc-a• und the unthumse prinwr wns fi'·GGAAGGGCA· 
GMGCA'fAAGC-3'. A secund oVt!rluppini;: EST CGenDunk 
ucccssion no. BE576764) wuH Hubscquently identified, ob· 
tuined írom IWseurch Gcnctics, ancl scquenccd in tmlirety 
usinn fluorescenl dye tcnninulinn chemistry (Uii:Dyc, Ap· 
plicd Biosystems). 

Tolnl RNA wus cxtrncted fmrn defolliculult.>d uocylcK nnd 
othcr tissues usin1: thc i:uanidinc isothiocyanutc-ccsium 
chloride mcthod (49). PCR wus p1!rformml with 1 µJ: uf re
vcr1m-trunscribcd RNA in 20-¡d rnuctiuns contninini;: 1 x PCR 
buffer (in ml\I: 10 Tris·IlCI, 1.5 M1:CI,, 50 l<CI, pll 8.3), 0.1 
mMofeachdNTP, 10 JLM oÍl!nch primer, und onu unil oíTaq 
DNA polyml!rnse (Life TcchnnloJ!iesl. ·nlirty.five PCR cycles 
werc performed with tlw followini: profile: 1 min ut 94•c. 1 
min ul 60ºC. nnd 1 min nl 72ºC. The lust cyclc wus followcd 
by u final extension sll!p oí 5 min ut 72ºC. 

Thc PCR product from oocytes wus J!l!l puriticd from u 1.5'!
ugnrose i.:el nnd scquenct.-d by the dideoxy chain terminulion 
method (50) usini.: lhe Sct¡uenast• ONA sequcncini.: kit <USB). 
Once the nuturc oí thc sini:lc PCR band frorn oocytcs was 
confirml!d by DNA sequt?ncinJ: us u Xt•tw¡ms lwmolo1!uc oíthe 
mummaliun I\.CC cotrunspnrlt!rs lsl'c m:. ... 1:1;r.;}, Soutlwrn blot 
of ull tissul! PCR produds was perfonned under high-strin· 
gency conditions using tllll 52H·hp frngment to 1~encrntc n 
nonrndiouctive probe by usint: th1! PCR DIG probu synthcsis 
kit (IloehrinJ!l!r Munnheim, Gernrnny). Ilybridizntion bunds 
wcrc detccted by an immunoperoxidmm renction. 

SlatislicCJl cmaly11i.<i. Stntisticul sii:niticnncl! is defined :.1s 
two·tuilcd P < 0.05, und the rmmlts nre prcsented us 
menns ::!:. SE. Thc significance oí tlrn differl!nces betwecn 
croups wus tesh .. -'CI by one·wuy ANOVA with multiple com· 
purison using Donferroni correction or by thc Krusknl·Wullis 
one-wny anulysis oí vnriunce on ranks with thc Dunn's 
method for multiplc compnrisnn procedures. ns needed. 

RESULTS 

Exprcssio1i of mi cndogc11ous K-Cl cotra11sportcr in 
)(c11opus oocytes. Fii."Urc 1 shows a summnry from 

1-"ig. l. K·CI cutrnnspurt uctivity in Xctaapus 
/neoU oocyWM. HRb• uptnkes wcru mcnsun.J 
undl!r hypotnnic or iaotonic conditiuns, ns in· 
dicutcd, in tho prctumco of 2 mM K•, with 
(open b11rel or withuut (filled bun>) t?xtruccl
lulnr c1-. 1-:uch bnr ruprcsenl.J:I ml'lln .! si-: uf 

:u~~r;~~~~~:rrorr:nl~~~~~ti~r~:;~t~r~::,~~~ 
nt 110 mosmuUkgl-110 (P < 0.001). Jn.11rl: 11 

tiinglo ux1wrim1?nt in whlch 31CJ- uptakt! wnM 
HMOKKL'll in hypotonic ur hmtonic oonditinn1', 
in tho pre1wnco (open bnrs) or 11b1mnco 
(hutched bnrs) uf 10 mM uxtrncullulnr K•. 
1-"ur llCJ- UJ>lUkO ClXJ>l?riment., oocyWM WClrt! 
cxpo1md to u 30..min lncubutiun pcriocl in n 
hypotonic or ii;otonic K• nnd CJ·.frr.u me
dium, folluwcd by 30..min uptuko lll?riocl In nn 
hmtonic or hypotonlc Na• ·frou mcdium in the 
prcMcnco of 1 µCi/ml uf H''CI. • P < 0.01 vs. 
upti1ko in 220 mosmoVkgHaO. •• P < 0.01 vs. 
upti1ko in control croup in 110 mosmoV 
kgH20. 
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scvcn cxpcriments in which H11Rb... uptake wns ns· 
scssed using nn uptnke solution contnhUng 2 mM nnd 
50 mM of extrocellulor K• ond c1-, respectively. Up
tnkes werc performed under both isotonic conditions 
(220 mosmol/kgH,O for Xenopus oocytes) nnd hypo
tonic conditions (110 mosmol/kgH20). Under isotonic 
conditions, oocytes cxhibitcd n Rb ... uptnke of 10.1 ::!: 
1.4 pmol·oocytc- 1 ·h- 1 thot wns rcduccd to 6.3 :!: 1.3 
pmol·oocytc- 1·h- 1 whcn oocytcs wcrc incubnted in 
c1- ·free mcdium. Howcvcr, the diffcrencc did not 
rcnch sib'llificnnce. Under hypotonic conditions, Rb• 
uptnkc in thc prcsencc of cxtrnccllulnr Cl - incrcnsed to 
52.5 :!: U.O pmol·oocytc··l.h- 1 CP < 0.00001); the in· 
crcased Rb • uptnke wns c1- dcpcndent, since uptake 
undcr hypotonic c1- ·free conditions wns 5.22 :!: 1.0 
pmol·oocytc- 1·h- 1 (P < 0.001). Therefore, oocytcs ex· 
hibit n Cl · -dcpendcnt "ºRb • uptnkc mcchnnism thnt is 
nctivnted by ccll swclling (hypotonic conditions). A 
similar obscrvntion wns ronde using oocytcs hnrvestcd 
from the nlbino type uf .X. laeuis (dntn not shown). In 
nddition, Fig. 1, insct, show~ thc result of n single 
cxpcriment in which :rnc1 - uptake wns nssesscd in the 
prcsence of 10 ml\I nnd 50 mi\! ofcxtrncellulnr K• nnd 
c1··, rcspcctivcly. In isotonicity, ;l(ICI .. uptnkc wns sim
ilnr in thc prcsencc or nhscnce of extrncellulnr K• 
(908 :!: 12•1 vs. 912 :!: 3•16 pmol·oocyte- 1 ·h- 1, P ~ 
nonsignificnnt (NS)I. In conlrnst, incubntion in hypo· 
tonicity induced nn incrcnse in :111c1- uptnke to 2,960 :+:: 
455 pmnl·oocyte .. 1 ·h 1 CP <O.O!) thut wns pnrtially 
but significnntly K• depenclent Cl,615 :!: 296 
pmol•oocyte· 1·h- 1, P < 0.01). Thus oocytes nlso ex
hibit n K .. -dcpendent :wc¡ ·· uptnkc mcchnnism thnt is 
only nppnrent during ccll swclling. 

K-Cl cotrnnsport in scvernl cclls is uniqucly ncti
vatcd by the N-nlkylntin¡: ngcnt N·ethylmnlcimidc 
CNEMJ (32), wherens Nn-K-2Cl cotronsport is inhibited 
by this ngent (55). \Ve thereforc nnnlyzed the efTect of 

* 
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Fig. 2. Timo courso (in mln) uf 11Hb• inHtlX in X laeui11 oocytca. 
Oocytca wcrn incubntcd für 30 min In K" nnd c1-.rroo hypotnnic 
mcdium und thcn in n 10 mM K•-cunt.nining mcdlum In tho prcRcnco 
(O) or ubscncu (•) of60 mM c1-. Uptuku puriodR nro indicntcd. Euch 
point rcprmmnt.B mcnn :!: Si': of 15 <M>eyU!s. •p < 0.001 vs. Cl-·frcc 
unmp. 

NEM upon "ºRb-t uptnkc in oucytcs incubntcd in iso
tonic conditions. In thc prcscncc of 10 mM K+ nnd 50 
ml\1 c1-, cxposing oocytes to 1 mM NEM befare thc 
inilux period incrcnscd thc H11Hb t uptnkc by -2-fold 
from 117 :!:: 6.3 pmol·oocytc- 1·h-- 1 in thc control group 
lo 227 :!: 29 pmol·oocyte- 1·h- 1 in thc NEM-trcnled 
group (P < 0,001). 'l'he incrcnscd uplnko induccd by 
NEI\'1 wns c1- dcpcn<lcnt. In thc nbsencc of extruccllu
lnr c1-. influ.x wns similar bctwcen thc control and 
NEM-lrcnlcd oocytes (88 :!: 7 vs. 60 :!: 11 
pmol·oocytc- 1·h- 1 , P:.:. NS). 'fhcrcforc, undcr isotonic 
conditions, nddition of NEfvl rcsultcd in incrcascd nc
tivity of thc K-Cl colrnnsportcr. 

Figure 2 illustrntcs lhe time course of"ºRb• uptakc 
whcn oocytcs werc cxposed to n hypotonic uptnkc mc
<liurn contuining 10 m~I of cxtruccllulnr K+, in thc 
prescncc or nbscncc of 50 m~l c1-. \Vhcn c1- wns 
prcscnl in the extruccllulnr mcdium wc observcd in
crcnscd 811Rb • uptnkc lhnt wns linear for 90 min. Tlús 
uptnkc wns duc to thc K-Cl cotrnnsportcr sincc no 
uptnkc wns obscrved in thc Cl--frcc uptnkc mcdium. 
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'fhe K-Cl colrnnsporler is onc oflhe efllux pnthwnys 
that are nctivnted by ccll swclling, ns part of thc reg
ulntory volume decrense (RVD) response. With this in 
mind, wc nlso exomined ""Rb+ efllux when oocytcs 
were exposed to hypolonicity (Fig. 3). Over n 150-min 
period wc obscrvcd n progrcssive rcduction in thc 
amount of 80Rb+ rcmnining in tite cells, togethcr with 
a gradual increosc in the trocer Rb + in the cxtrncellu
lnr mcdium. As shown in Fig. 3,A ond B, the addition 
of thc loop diurctic furosemidc significantly rcduccd 
the effiux of "ºRb• from thc cells, indicnting the pro
portion uf cfllux thnt wns through the K-Cl cotrnns
portcr. 

Kinetics properties and a11ion dcpc11dcnce o{ thc oo· 
cyte K·Cl cotransporter. Figure 4 shows the Rb + nnd 
c1- dcpcndcncy of the K·Cl cotrnnsporter in Xenopus 
oocytcs. To assess the Rb"+ kinclics, uptnkcs wcrc pcr
formcd in cxtrncclluJnr media with fixcd conccntration 
ofCI- ot 50 mM, chnnging conccntrations ofRb• from 
O to 50 mM. In contrnst, to nsscss thc c1- kinctics, 
uptnkcs wcrc done with n fixcd conccntrotion of l(+ nt 
20 mM, chnnging the conccntrntion ofCI- from O to 50. 
As illustrntcd in Fig. 4, Rb 1 uptnkc showcd ?t1ichnelis
Menten bchavior. Thc cnlculutcd ~tichnclis-Mentcn 
constant CK111) nnd maximnl vclocity (V111 11Jl) for extra
cellulnr Rb1- concenlrntion wcrc 27.7 ± 3.0 mM nnd 
1,531 ± 78 pn1ol·oocytc- 1 ·h- 1, rcspcctivcly, and thc 
nppnrcnt Km nnd V11111 x vnlucs for cxtrnccllulnr c1-
conccntrntion wcrc 15.4 :!: 4.7 ml\I and 318 =: 39 
pmol•oocytc- 1 ·h- 1 , rcspcctivcly. Consislcnt with elcc
troneulrnlily of thc lrnnsport process, the Hill coeffi
cient for both ions rcmnincd clase to unity: 1.04 :!: 0.17 
nnd 1.07 :!:: 0.14 for }{+ nnd c1- 1 rcspeclivcly. 

It has bccn shown thnt somc cxtrnccllulnr nnions 
othcr thnn c1- can support ion trnnslocntion through 
the K-Cl cotrnnsportcr of shccp nnd humnn crythro
cylcs (43). ll wns thus of inlcrcsl to study lhc nnion 
series for thc oocytc K-Cl cotrnnsportcr 1 nssessed ns 
the rclntivc nmount of 86Rb • infhLx in thc prcscncc of 
nnions othcr thnn c1-. \Ve obscrvcd no significnnt 
diffcrcnce in trnccr 86Rb+ uptnkc in thc prcscncc ofCl
(129 :!: 18 pmol·oocyte-•·11- 1), Po~- (130 :!: 21 

100 

1''ig. 3. Hflb' cffiux in X. /m'!1Ji.11 oocytcs. A: sinclo cx
pcrimcnt showing timo cuunm oftructir Rb" rcmuinlng 
In oncytcs (pmoVoocytcs). IJ: mcnn of 3 cxpcrimcnt.s 
showing timo coursc for 11ppcnronco of 11Jlb• in tho 
cxtrnccllulnr mcdium [counta pcr min (cpm)J. Jo~or thcae 
experimenta, oocytcs wcro lncubnt.cd for 1 h in regular 
isotonic ND96 contuining 5.0 µ.Ci/ml of "'Rb'. At thc 
cnd of thia londing pcriod, oucytca wcru wnshcd 5 times 
nnd trnnsforred to n hy¡>otonic KC>lution contnlning (In 
mM) '18 N°mcthyl·D-glucnminc gluronntc, 2 KCI, 1.8 
CnCl1, 1 MgCl1 , 5.0 HEPl-:S, nnd 1 ounbnin, without 
cxtroct!llulor 111lb', in the ubffcncu (o) or prc&cnco (e) of 
2 mM oxtrncollulnr furoscmido. • P < 0.01 va. aomo 
timo point in prcacnco of furoscmidc. In A cnch point 
representa mean ::!::: SE uf 15 uocytca. In B cnch point 

150 rcprcsont.s mcun ::!::: SJo~ of3 cxpcrimcnt.11. 

Tlme(mln) Tlme(mln) 
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Fiu. ·1. l(irwtic:: unulysili uf Hb• uptnkl! In X""ªI'"' oocytt•N. A: Rb• 
clt•JH!IUlt!llt'}' uf IU1• Uptnk11. lJptnkl•8 Wl!tl! pcñotmcd OVl!t ll 60-mln 
¡mriml ii1 110 n11»'moVk1;fhO with n fhlL'd cunccntrntion ofCI- nt 50 
m~I. clu1n11inu l!Xlrncellulnr concentrntiun uf Rh' ((ltb•J.) from O to 
50 m:0,,1. /J: c1- dt•pendenc)'uf~'Hb' UJIW.kc. Uptnkcs WCtl!f'IUtÍOrmcd 
m•1•r n fiO-min ¡1criod in l lO mu:-;moVkgHiO with u fixc<l cont't!nlrn· 
tinn nfK• nt 20 m~I nnd chuncing 1•xtrnccllulnrcnnccntrntlon ofCI· 
<1<:1· l.> frum O tu !iO m:\I. 1-'ur dnt.n 110.1\, u¡1tnkr.s Wl!rc nl&U m1!lumrcd 
in nruu¡111 nfottcytl'S in tlm nl»;cnco orc1- (dntu nnt ithown), nnd thc 
1111._•nn \'lllm•tt fnr th1°M.? J,:nm¡m wcrn ,;uhtruct.L'<l in corro11pcinding 
HhCl-rnntuinint: 1:rmtps tu unnlyZI' only thc c1·.Jcpcmll1nt Uffb• 
uptuku. Fur clntu un /J, thl! uptuk" ubtH?rvml in ll liulution contnining 
20 m~I I{' 111111 O m~1 CI · wiis 1mbtructv.d from upta1kr.tt in ull othcr 
1:ruups. l.lm•ti wura! lit using thc ~tkhnclito-Mcntcn cquntiun. Thc llill 
ccwfficit!l\I~ for K' und e¡- wcrc cllltlo lo unlty: 1.04 :.. 0.16 und 
1.07 _o; 0.M for K' und CJ-, rc1>JK!di\•t!ly. fo:uch point rcprc1mnta tite 
11wnn _': 81': uf lf1 m1cyt<>t1. 

prnol·oocytc- 1·h- 1), or Br- (101 :!: 16 pmol"OOC)'lc- 1·h- 1), 
whcrcn.'i n si~nificnnt n.'Cluction (P < 0.001) wns obscrvcd in 
U1eprt.'>lcnceor!-(67 :!: 15pmol-oocylc- 1·h- 1),SCN- (44 :!: 
12 pmol•oocylc- 1·h- 1), nnd gluconnlc (25 :!: 5 pmol· 
oocytc- 1011- 1). 'rhc function profilc in thc prcscncc of 
differcnt nnions of the oocytc transportcr wns thus 
c1- ~PO~- ; Br- > r- > SCN- > gluconnlc. 

Scmsitivity to inhibitors. Figure 5 illustrntcs the cf· 
fcct uf n 100 µM conccntrntion of scvcrnl inhibitors of 
cntion-chloridc colrnnsportcrs on thc oocytc 1{-Cl co
trnnsportcr. At n 100 ~ conccntrntion, DIDS had no 
cffecl on 86Rb .. uptnkc, whcrcns thc mummnlinn KCCs 
nrc scnsitivc to DIDS nt this conccntrntion (32, 38, 42). 
Thc nddition of n 100 µM conccntrntion of lhc loop 
diurctic furoscmidc or bumctnnidc to the uptnkc me· 
diurn resultcd in n 22 nnd 20% rcduclion in lhc c1- -
dcpcndcnt trnccr HI» uptnkc, rcspcctivcly, compnrcd 

400 

Fig. 5. 1-:rfoctoftrunsport inhibit.ors onCJ--depcndent .. Rb• uptako. 
Uptnke11 WCf(I llfil>l?fitmd in 10 mM K· nnd 50 mM c1- ·h)'pOtonic 
mcdium. In tho c1- -free group glucon11tc wn11 wu.>tl na substituto. Tho 
conccntrntiun uf ntl inhibitnra wua 100 µM. • P < 0.05 vs. uptnko in 
control cunditlnnti (111l bnr). fo:nch hur rrprnficnts menn :!:: SE oí 15 
oocytca. 

wilh uptokc obscrved in control group. The rcduction 
wns stntisticnlly significnnt (P < 0.001). In contrnst, a 
100 µM conccntrntion of ((dihydroindcnyl)oxy(nlknnoic 
ncid (DIOA) rcduccd the uptnke by 76% (P < 
0.000001). Thus thc oocyle K·Cl colrnnsportcr is more 
scnsitivc to DIOA thnn to loop diuretics, as is thc cnsc 
far thc mnmmnlinn isoforms (38). Fif.,'llfC 6 shows the 
conccntrntion-dcpendenl inhibition of thc oocyte K-Cl 
cotrnnsportcr by loop diurcUcs. The ICso vnlucs for 
furoscmidc nnd bumctnnidc wcre cnlculnted nt 200 nnd 
500 µ~t. rcspcctivcly. Althou~h the four mnmmnlinn 
KCCs difTer in rclntivc sensilivity to the two loop 
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fo'it!· 6. Kinctlc nnnly11cs oí K-Cl cotmnaportcr (KCC) inhiblUon by 
loop diUTt!tiai. Uptakca wcro aueaacd in hypotonic mcdium. Groupa 
of 10 Xeno¡m• oocytca wcro cxposed lO incrcaalng concentrationa oC 
furuacmido (e) or bumct.nnido (O) in tho prclncubatlon and upta.ko 
mcdium. frnm 20 to 2,000 µM. Dota wcro normnlizcd aa tho pcrceni. 
ngo of upt.11.kc, taking 100% as lho valuo in tho ab&cnc:e of loop 
diun!tics. Thu cuJculatcd ICao wrut 200 µ..'! and 500 p.M íor fun>
sumido nnd buml'tnnidc, ret1pcctivcly. Each point representa tho 
mcnn :!:: SJ-; of 15 oocylt•a. 
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diurctics, bumctnnide is nlwnys lcss cffoctive thnn fu
rosemide, ns is thc cuse for tlw 11ocytc J\-CI colrnns
portcr. 

Regulation o{ tlw oocyte K-CI cotrn11.o.;porter. In red 
blood cclls of scvcrnl spccics, swt•lling-induccd nctivn
tion of I<-Cl cotrnnsport nppears tn in\'olvc n protcin 
depbosphorylntiun step, prcsumnhly of lhc transporlcr 
protcin iL<>clf (10). \Vith Lhis in mind, we asscsscd thc 
functionnl clfoct uf inhihiting thc protcin phosphn
tnscs. 'fo discriminnte hctwcen phosphntnses, wc uscd 
100 nM of cnlyculin A, which inhibits the function of 
both protein phosphntnscs 1 nnd 2A ( PPl nnd PP2A), 1 
nM of okudnic ncid, n conccntrntion thnt inhibits only 
PP2A (4), nnd 100 p.M cypcrrncthrin, which inhibits the 
function of protcin phosphntnse 21J(i'P21ll ( 12). As Fig. 
7 shows, thc incrcnscd H11Hh' uptnkc induccd by hypo
tonicity wns complclely nhrugatcd hy cnlyculin A. In 
contrnst, no cffcct wns ohsen•t>d with okndnic ncid nml 
cypermclhrin. 

l\1nny ion transporten; nrc dramntically affoclcd by 
cxposure to] lg2 ._ (22, 36, 57). For exHiuplc, urthulogues 
of the bmmlnternl isuform uf tlw Nn-l\-2CI cutrans
portcr cxhibil vnrinhlc inhibition by mercury (22), 
whcrcns othcr prutcins such ns nquaporin-G are acti
vnted by Hg2 * (60). \Ve thus anulyzcd the cffcct of 
J-lg2-+ on thc 811 Rb ._ uptnkc of Xcnopu.o; oocytes. As Fig. 
8 shows, oocyte incubnticm in thc prescncc uf 150 µM 
1-lgCh undcr isotonic cunclitions fnr thc lfl min pre\'Í· 
uus tu thc influx pcriod rcsultcd in n drnmatic incrcnse 
in "ºRb ._ uptnkc. \Ve uscd this l lgCh conccntrntion 
sincc this wns thc <lose nt which mnxi1nul response wns 
ubservcd. This incrensc wns completely prevcntcd by 
pretrcntment of oocytcs with 10 ml\l uf thc rcducing 
ngcnt dithiothrcitol (DTT) (22). 1'he incubntion of oo
cytcs with nnd without cxtrnccllulnr c1- during uptn~c 
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fo"ig. 7. fo:ffüct. o(ptotein phosphiltlUH! inhihilinn upun thu hypotonÍC• 
lt.y-inducml uctivntion of lhu K-CI c11trun111K1tkr in Xc1w¡11u oocywa. 
lnftuxcs wuro pcrfurmcd undur bmtnnic ur hyputonic cunditiom1, 
cxpwdng oocytcs to culyculin A. nknduic ucill, nr cypnnfü1thrin durin¡: 
prulncubntlon nnd upt.uko Jlcriods us Hlult•d. lJptnkt•K W(!tt! 11Hsctuwd 
In 10 mM K• ·contulnlng mcdlum in Urn lltt'H'mcc foptm b11rs) nnd 
ubsoncu (fiflccl hurs) ufuxtruccllulnr CJ·. •P < 0.001 vs. uptaku in 
control cumlit.iuns In hypotonicity. 
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Fig. B. 1-:m.-ct ur 150 µM flcCh und 10 m!\1 dithiuthrnitul <DTf> un 
116 1<h' uptnko in Xctwpw.t oocyu.•s. Cl!llH wt•tt• incubntcd in h;otonic 
cundithms durinc t.hu uptnkt~. Ueforn tlw uptnkt! ¡wriod, oocyWK wero 
vxpwwd to 30 min o(DT'l' nl11n11, 15 min uf ll¡:CI, nlnne, nr :m min nf 
DTT plUK HgClt in thu Jw;t 15 min; ll¡:Cl;z or 1rrr wmt nut r•rut>Unt 
during thc uptnko puriod. As indicaWtl, U(ltnkt~i< Wt!tl! 111.•rformml in 
tht? Jltc8cncc llt n\ltience nfcxltllCl!llUfot CJ-. }foch point tc(ltC!ICnt.A 
tht? mcnn .:!. Sfo: of 30 oocytcs. • P < o.no 1 vs. llgCb cuntml cnmp. 

re\'cnlcd thnt HgCh·induccd incrensc in "ºRb+ uptnke 
is composcd of ot leost two diMtinct pnthwnys, coch 
nccounting for -50% of thc totnl uptnke. Onc pnthwny 
is c1- dcpcndcnt, consistcnt with J(.Cl cotrnnsport, 
whcrcns thc other is c1- indcpcndcnt, suggcsting the 
opcning of n cntion chnnncl. 

Xenopus oocytes expresa a homologue of thc mamma
lian KCCs. A BLAST scnrch ofEST dntnbascs rcvcolcd 
thc cxistcncc of one X. lacuis EST (ncccssion no. 
AW646505) from oocytcs thnt wns homologous to KCC 
scqucnccs, cxhibiting 7G!'/o idcntity to thc rnt J<CCl 
sequcncc. On the bnsis of this )(cnopus EST, we dc
signcd n primer pnir to nmplify n frngmenl of 528 bp 
(scc ;iin:r11ons). A single bnnd of thc cxpectcd size wns 
nmplificd whercns no bnnd wns obscrved in thc nb
sencc of reverse trnnscription (dntn nut shown). A sec
ond primer pnir wns uscd for nm;ted PCR-nmplifying of 
349 bp using the first bond os n tcmplntc. In nddition, 
thc 528-bp PCR bond wns ¡:el purifiecl and thc DNA 
sequcncc wns confir111cd. A sccond nvcrlupping EST 
wns subscquently idcntificd, obtnincd from Rcscarch 
Gcnctics, nnd scquenccd in cntircty; the cumpositc 
cDNA (nccession no. AF325505) encades the COOH
terminnl 358 nmino ncids uf thc ... \''c11opus 1-\CC nnd thc 
entirc 3'-untrnnslntcd rcgion. Figure 9 shows the 
nlignmcnt of thc dcduccd amino ncid scqucncc of ench 
of the mnmmnlinn KCC cDNAs with thc pnrtiol se
qucncc ofthcXc11opus KCC; this COOll-terminol frng
mcnt cxhibits 68% identity with rnt KCCl (ncccssion 
no. U55815), 56% with rnt KCC2 (ncccssion no. 
U55816), 76% with hwnnn KCC3 (ncccssion no. 
AF105366), nnd 62% with mouse KCC4 (accession no. 
AF087436). Wc nlso pcrformcd HT-PCR nnd Southcrn 
blot nnnlysis of RT-PCR pruducts obtnincd from scv. 
crol tissucs, using thc 528-bp product fron1 oocytes ns n 
nonrndiunctive probc. Fit.,"llrc lOA shows the nmplificn· 
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RATKCCl 712 
M.TKCC2 692 
HKCC3 '1'11 
KKCCt '112 
Xlo:C l 

RATICCCl 772 
MTJCCC2 752 
HKCCl e:n 
MKCC( 772 
XKCC 45 

RATKCCl. 032 
MTXCC2 812 
HKCCJ 897 
HltCC4 832 
XKCC lOS 

RATKCCl 892 
RATltCC2 872 
HKCCJ 957 
KJ<CC4 892 
XKCC 165 

HAT)t.[:Cl. 972 
JU1.nccc2 992 
HKCC3 1037 
NKCC4 971 

245 

RATKCCl 1021 
RAntCC2 1052 
HKCCJ 1086 
HKCC4 1019 
XJCCC 294 

MTXCCl 1081 
MTXCC2 1112 
HKCCJ 114G 
MKC:C4 1079 

35• 

Fiu. H. Prull!in uliunments of the ummrnnlinn K·CI cotr11naportera KCCl to KCC4, with thc dL.Juct.>d amino 11cid 
~e1¡ul!ncc nf tlm Xerwpus lKicytu K-CJ cntrunsporter (XJ(CC). Tho frngmcnt corrusponda to n pnrt of thc c:nrl>oxy 
tcrmimu;, which itt pn,dictcd tu lx' cytnphumlic. ldenticul Sl!b'lllenbl nro boxed. HKCC3, humnn KCC3; MKCC-1, 
nmusu KCC-1. 

tiun uf n -528-bp product frum nll tcsted tissucs. Con
trol PCR rcnctions in the nbscncc of reverse trnnscrip
tnse wcre negntivc for nll tissucs (dntn not shown, 
cxccpt for oocytcs mRNA in lnst lnne of Fig. lOA), 
indicnting thnt thc nmplificd product wns not due to 
contnminntion with gcnomic DNA. In nddition, Fig. 
108 shows thnt the PCR product obtnined from nll 
tissucs wns nblc to hybridize with the KCC-spccific 
probe on n Southcrn blot of nn ngnrose gel. 

DISCUSSION 

In the prcscnt study we hnvc dcfined thc principal 
functionnl, phnrmncologicnl, nnd regulntory propcrtics 
ofthe J{-Cl cotrnnsport pnthwny thnt is cxpresscd in X. 
lacvis oocytes. Undcr isotonic conditions, sorne individ
ual cxperimcnts (c.g., F!ff. 7) showcd n smnll but sig
niflcnnt e¡- -dcpcndent 'Rb• uptnkc. This is poten· 
tinlly due to wcnk voluinc-indcpundcnt nctivntion of 
thc K-Cl cotrnnsportcr; howcvcr, experimental vnri
nbility nt this low lcvcl of trnnsport mny nlso play n 
role. In nddition, this is theoreticnJly duc to nctivity of 

the oocytc Nn-K-2Cl cotrnnsportcr, since Lytle et ni. 
(35) hnve proposed thnt in the nbsencc of externa! Na, 
ns wns thc cnsc in our cxperimcnts, thc Nn-K-2Cl 
cotrnnsportcr cnn potentinlly cntnlyzc c1- -depcndent 
K/Rb cxchnnge. Rcgnrdlcss, whcn dntn from multiple 
expcriments nrc nnnlyzcd CFig. 1), thc diffcrcnce be
twecn isotonic Rb+ uptnkc in the prcscncc and nbscnce 
of c1- docs not rcnch stntisticnl significancc. Under 
hypotonic conditions, oocytcs cxhibitcd n very signifi
cnnt c1--c1cpcndcnt 86Rb• uptake. In thesc circum
stnnccs, it is pnrticularly unlikcly thnt H0Rb+ trnnsport 
nctivity in thc nbscncc ofNn • was duc to thc Na-K-2Cl 
cotransporter, because this cotransporter in oocytes is 
inhibitcd by hypotonicity (13). In nddition, oocytcs ex
hibit n K• -depcndcnt 3 •c1- uptnkc pnthwny thnt is 
nctivntcd by hypotonicity. Thc c1- -dcpendcnt 86Rb+ 
uptnkc in oocytcs cxhibited thc following chnracteris
tics: 1) trnnsport cnn be nctivnted by ccll swclling nnd 
to n lesser extcnt by NEJ\.I, which nrc the classic ncti
vators of K-Cl cotrnnsport in sevcrnl ccll typcs nnd 
spccics (32); 2) thc trnnsport of K+ nnd c1- cxhibits 
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A 

B 

kb 

872-
603-
310-

528bp~ 

Fiu. 10. 1\: un ncrylumidu lll'I uf RT·PCH products frum 11evurul 
.'frt111pt1R tltiMH•H, usinc n KCC-H¡>l'cific {lrimur ¡mir to um¡ilify u 
fi2R·hJ1 fruuuwnt. 'l'IU! lnst !une .-huws thu control PCH frum oucytc 
U.NA in tlm nluwncu uf rt'Vl?r1m trnnNcript.1160 [H.T(-)J . .8: Southem 
hlot 11n11lyr.i11 ufH.'r·PCH. pruducu. ubtuinml from totul RNA uxtroct<..-d 
írum tit!Yt•tnl X. lncvi11 titumuK. MumbrunCH wl!re pmbt~ undcr hich· 
ttlrin1:m1cy conditium; with 11 prohu cunstructed from tho 528-bp 
frn~numt nftho Xrrwpu11 K·CI cntrum;¡mrtcr. 

intcrdcpcndcncy nnd clcctroncutrnlity, with Hill cocí~ 
ficicnts of 1; 3) thc K-Cl cotransportcr is scnsitivc to 
loop diurctics, with highcr nflinity for furosemidc ovcr 
bumctanidc, n common fcnturc ofthe K-CI cotrnnsport· 
en; (16, •M); ·/) it is nlso scnsitivc to the specific ]{-Cl 
inhibitor DIOA (15); und 5) nctivntion by hypotonicity 
cnn be prcvcnted by the protein phosphntnse inhibitor 
cnlyculin A. At the molecular level, we hnve identificd 
n pnrtinl cDNA clone lhnt encades n protcin with u high 
degrcc uf idcntity (>75%) with mnmmnlinn J{CC sc
qucnccs. Although we show no dircct cvidencc thnt lhls 
gene is rcsponsiblc for thc c1--dcpcndent H6 Rb+ up
tnkc observcd in this sludy, our dntn clcnrly indicntc 
thnLYcnopus oocytes express n J<-Cl cotrnnsporter thnt 
shnrcs functionnl nnd moh .. >culnr properties with the 
mnmmnlinn l{CCs. 

To be fcrtilized, thc Xcnopus fcmnle lnys the oocytes 
into pond water ofvcry low osmolnrity. Bccnusc ofstill 
nut vcry wcll understnnd mcchnnisms thnt include 
conformntionnl chnngcs of the cytoskelcton, when oo
cytes bccome fcrtilizcd eggs thcy dcvelop a complete 
resistnnce to cell swelling. Kelly et ni. (28) showed thnt 
frog fortilized eggs trnnsferrcd to dilutc buffer with 
osmolnlity of 10 mosmoVkglhO for severa) hours de· 
velopcd no chnnges in cell volume, wherens oocytcs 
exhibit n slow incrensc in cell vulume over time nnd 
evcntunlly burst. Sincc it wns sl10wn in the sorne study 
thnt oocytcs do not dcvclop n clcnr RVD response, the 
nuthors suggcstcd that in oocytcs exposcd to dilute 
buffer osmolytc cfflwc occurs nnd limits swclling. Thus 
oocytcs clenrly posscss thc trnnsport mcchnnisms to 
rclcnse intrncellulnr ions to reduce cell swclling while 

thoy bccome fertilizcd eggs, since they expresa a swell· 
ing-nctivnted K-Cl cotrnnsporter that is capnblc ofK-CI 
efllux (Fig. 3). 

Kinetic nnnlysis of the 86Rb+ uptnke in swollen oo· 
cytes showcd thnt both K• nnd c1- are rcquircd. The 
Hill coefficients for both ions werc close to unity, indi· 
cnting nn electroneutrnl trnnsport process with a stoi
chiometry of 1:1. Thc affinity for extrncellular ions 
rcvenled nn nppnrent Km far extrncellulnr ]{+ of --22 
mM nnd for extrnccllulnr c1- of-15 rnM. Thcse vnlues 
nrc similar to thosc of the mnmmnlinn J{CCl isoform 
(38). Whereas ali of the KCC isoforms studied thus fnr 
cxhibit similar affinity for cxtrncellulnr c1- (14 to 17 
mM), they diffcr drnmntically in the affinity for extrn
ccllulnr K+. The isoform with the highest K+ nffinity is 
rnt KCC2, with n Km for cxtrnccllulnr K+ of --5 mM 
(42), followed byKCC4 <K.., of-17 mM)(38), KCCl (Km 
of -25 mMl (38), nnd KCC3 CK.., of -51 mM) (37). 
Although the direction of trnnsport is ultimntely dic
tnted by grndicnts far thc trnnsported ions, it has been 
proposcd thnt KCCs with a highcr cntion nffinity 
CKCC2 nnd KCC4) cnn trnnsport K • in both directions 
nt highcr rotes. This has bcen vcrificd cxperimcntnlly 
in neurons, which predominnntly cxprcss J{CC2 (23). 
In contrnst, isoforms with lower K+ nffinity (l{CCl nnd 
l{CC3) ore more suitcd to function ns cxtrusion mech· 
nnisms, when the grndicnt for K • will favor cfilux (42). 

Dcspite the lnck of vnrintion in c1- nflinity, K-Cl 
cotrnnsporters diffcr in the mtlon series of rubidium 
transport, i.e., thc rclntive activity in the presence of 
nnions othcr thnn c1- (37). Thc Xcnopus trnnsporter is 
similar in this rcspcct, in thnt nnions other thnn c1-
could nlso support l{+ trnnslocntion. In fnct, thc nnion 
series of thc cndogcnous oocyte K-Cl cotrnnsportcr is 
vcry similar to thc nnion series observcd in l{CCl· 
injected oocytcs (38). 

As shown for K-CI cotrnnsport in othcr spt-cies, thc 
Xcnopus trnnsporter is scnsitivc to loop diuretics nnd 
other inhibitors of nnion trnnsport (16, 20, 42). In 
nddition, 86Rb'* uptnke wns nlso scnsitivc to DIOA, 
whlch nppears to ben specific inhibitor ofK-Cl cotrnns· 
port (15); this compound has no effcct on thc oocytc 
Nn-K-2Cl cotrnnsporter (dntn not shown). 

lnhibition of protcin phosphntnscs prcvcnts thc 
swelling- and NEl\.1-induccd nctivation of thc K-Cl co· 
transporter in scvcrnl cclls (6, 25, 27. 29, 52), nnd it is 
widely ncccpted thnt dephosphorylntion is rcquircd far 
nctivation of the cotrnnsporter. Consistent with thc 
data from othcr cells, we obscrved in the prescnt study 
thnt thc protein phosphatase inhibitor calyculin A 
nbolishcs hypotonic nctivntion of thc oocytc cotrnns· 
porter CFig. 8). Calyculin A inhibits two types of phos
phntnse, both PPl nnd PP2A (9). To determine the 
phosphntnsc invol'O'cd, wc tcstcd the cffect of okadaic 
acid, which is n specific PP2A inhibitor nt thc 1 nM 
concentrntion used, nnd the specific PP2B inhlbitor 
cypermcthrin (4, 12); neither inhibitor nlfected the 
nctivation ofthe cotrnnsportcr by hypotonicity. There~ 
fore, it is likely thnt in Xenopus oocytes, PPl is the 

A.lP°Cdl Pl1ysiol. VOL 21'1. AUIOU~I 2001 • www.ujpccll.org 



C678 CHAllAC'n:IU?.ATION m· '1'111~ KCC IN XENO/'/JS OOCYTES 

phosphntnsc in volved in nctivntion ofthe 1\:-Cl colrons
porter during ccll swelling (6, 25). 

Severnl cotrunsporters ore known to bü nfl'cctcd by 
cxposurc to mercury (Hg2+). For cxnmple, trnnsport by 
the NnSi cotrnnsporter (36) nnd tho NnPi·3 cotrnns· 
portera in Xcnopus oocytcs is significnnlly rcduced 
whcn oocytes ore exposcd to Hg2 • (57). Similurly, het
crologous cxprcssion of tho busolntcrnl isoform of thc 
Nn-J{-2CI cotrnnsportcr in HEK-293 cells is sensitivo 
to Hg2 t (22). In controst, whcn cxprcsscd in ,Xenopus 
oocytes, nqunporin-6 is nctivntcd by this henvy metal 
(60). It is known thnt Hg2 • nffccts the funcliun of' 
chnnncls nnd trnnsporters by intcrncting with sulfl1y
dryl groups (-SH) on cysteine residuos (7, 60), nnd in 
sorne coses this has bccn provcn by mutngcncsis stud
ies (30, 41). In the present study we ubscrvcd thnt 
cxposing Xenopus oocytes to 150 JLM HgCl2 rcsultcd in 
incrensed tt 0 Rb+ uptnkc by nctivntion of nt lenst two 
pnthwnys: one thnt is c1- dcpcndcnt nnd nnuthcr thnt 
is c1- independcnt. Dccnusc uptukes werc pcrformed 
in the nbscnce of cxtracellulnr Nn •, it is unlikcly thnt 
the opcning ofthis c1--dcpendent t111Rb .. influx pnth
wny representa nctivity of thc Na-J{-2Cl cotrnnsportcr. 
In nddition, Jncoby et al. (22) hove shown thnt Nn-K-
2Cl cotrnnsportcr is inhibitcd by HW ... Thereforc, thc 
c1- -dcpcndent frnction ofthc Hg2 * -induccd incrcnsc in 
H11Rb+ uptnke is dueto nctivntion ofK-Cl cotrnnsport. 
Thc mcchnnism by which Hg2 • nffccts thc function of 
membrnnc protcins is not clenr, but it is known thnt 
J-Ig2+ intcrncts with cysteinyl sulfhydryls (-SH>. Thc 
obscrvntion thnt the cffect of Hg2+ on 8 ºRb+ influ..x in 
nocytes wns complctcly prcventcd by thc rcducing 
ngcnt DTT suggcsts thnt. indced. intcrnction of Hg2

-+ 

with SH groups is ncccssnry for thc stimulntory cffcct. 
Of intercst. nlthough it has bccn suggcstcd tlmt NEI\'I 
nlso nffects thc J<-Cl cotransportcr function by intcrnc
tion with SH groups. thc stimulnlory effcct of NEI\'I 
upan thc J{-Cl cotransporlcr obscrvcd in this study 
(Fig-. 2) wns significnntly smnller thnn thc effcct of 
Hg2+. It is still unclenr. howevcr, if thc nctivnting 
clfect ofNEM on the cotrnnsportcr is relnlcd to NEM
induccd dcphosphorylntion or direct modificntiun of SH 
g-roups. Therc are reports supporting both possibilitics 
(24, 31). 

Finnlly, wc hnve confirmed thc cxprcssion of n KCC 
isoform in .Xcnopus oocytcs nnd multiplc olhcr tissucs. 
Scqucnce dntn from n Xcnopus EST wns used to clone 
n pnrtinl cDNA by RT-PCR, which overlnppcd with 
nnother fully scquenccd EST cDNA. Thc prcdictcd 
protein scquencc ofthis pnrtinl cDNA was more homol
o¡¡ous to the KCC1-KCC3 subfnmily thnn to thc I<CC2-
KCC4 subfnmily of the K-Cl cotrnnspurtcrs. Cloning of 
the full-lcn¡¡th cDNA will be pursucd, sincc this will 
providc thc mcnns for structurc-function studics ofthis 
KCC ctnd for chnrnctcrizntion of the physiologicnl 
rolc(s) of this trnnsportcr in .Xcnopus tissucs. 

In summnry. we hnve shown thnt X. lacuis oocytcs 
cxpress n K-Cl cotrnnsportcr in the plnsmn mcmbrnnc 
thnt is nctivntcd by cell swellin¡¡, NEM, and llgC!,, nnd 
inhibitcd by loop diurctics und DIOA. Thc functionnl 

propcrties resemblo thoso of mnmmnlinn J(CCl. nnd 
the sequencc ofthc COOH terminus is closcst to KCC3, 
indicnting thnt this Xcnopus KCC is thc nmphibinn 
orthologue of onc or both uf thesc low·nffinily J{-Cl 
cotronsportcrs. 
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