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Résumé

La P-glycoprotéine (P-gp) appartient a la famille des transporteurs ABC qui conferent, aux
microorganismes pathogenes et cellules tumorales humaines, par transport actif a travers la
membrane plasmique, une résistance a de multiples molécules antibiotiques et anticancéreuses sans
parenté structurale. Malgré les quelques structures de transporteurs ABC bactériens, la
caractérisation par microscopie électronique de la P-gp, et la récente structure de P-gp de souris
déposée dans la Protein Data Bank (PDB), obtenir une structure pour la P-gp humaine est d’un
intérét particulier a cause de son importance clinique. Actuellement, il n’existe pas de modele
structural d’interaction P-gp/substrat permettant d’expliquer sa multispécificité. Par modélisation
par homologie, nous avons reconstruit trois structures de la Pgp humaine: une en présence et deux
autres en absence de nucléotide. La liaison du nucléotide change I'accessibilité du transporteur de la
face cytoplasmique vers la face extracellulaire. Ces trois états conformationnels ont été placés dans
un environnement membranaire afin de révéler la localisation des mutations spécifiques altérant la
liaison de la P-gp a certains médicaments. Enfin, nous avons réalisé une étude de docking sur deux
structures modélisées de P-gp de Hamster dans les deux orientations. Ce docking a concerné trois
molécules sans aucune ressemblance structurale (vérapamil, vinblastine et tentoxine) mais dont les
fixations sont mutuellement soit compétitives, soit non-compétitives. Les meilleures poses obtenues
sont compatibles avec |'existence de deux pharmacophores distincts pour la reconnaissance des
drogues transportées par la P-gp.

Mots clés : Transporteurs ABC, P-glycoprotéine, modélisation structurale comparative, amarrage
moléculaire.

Title: The multispecificity of transport of P-glycoprotein: Comparative modeling and docking studies
within the family of ABC proteins

Abstract

Some ATP-binding-cassette (ABC) transporters confer multidrug resistance (MDR) to
pathogenic microorganisms and human tumor cells by mediating the extrusion of a variety of
chemotherapeutic drugs out of the cell. One major resistance to chemotherapy has been correlated
with the presence of these ABC transporters, acting as molecular « pumps » that actively transport
drugs out of the cell, the most prevalent of these being P-glycoprotein (P-gp). Although the X-ray
structures of two bacterial ABC proteins have been determined, and the first structures of mouse P-
gp released recently in the Protein Data Bank (PDB), establishing molecular structures of human P-gp
is still of particular interest because of its clinical relevance.

Using homology modeling tools, we rebuilt three structures of human P-gp in different
conformations: one nucleotide-bound and two in the absence of nucleotide. Nucleotide binding
swaps the accessibility of the transporter from cytoplasmic (inward) facing to extracellular (outward)
facing. We placed the three modeled conformational states in a native-like membrane environment,
in order to locate several known mutations that alter specificity of drug binding, in particular
relatively to the membrane surroundings.

We then rebuilt two modeled structures of hamster P-gp in inward and outward conformations, and
conducted docking studies of three molecules without any structural similarity (verapamil,
vinblastine and tentoxin), but having competitive, non competitive and partial overlapping binding
modes. The best poses obtained are consistent with the existence of two different pharmacophores
for the recognition of the drug transported by P-glycoprotein.

Keywords: ABC transporters, comparative modeling, docking, P-glycoprotein.

Adresse: Laboratoire Stress Oxydant et Détoxication, URA 2096 du CNRS. CEA-Saclay, 91191 Gif-sur-Yvette
cedex
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Chapitre A : Introduction générale

I. Lestransporteurs ABC

Toutes les cellules et les compartiments subcellulaires sont séparés du milieu extérieur
par des membranes lipidiques. La survie cellulaire nécessite un passage régulé et sélectif de
molécules spécifiques a travers ces membranes, non seulement pour acquérir les substances
nutritives et excréter de nombreux produits mais aussi pour une multitude d’autres fonctions.
En effet, certaines protéines membranaires sont des canaux ioniques ou des transporteurs
passifs autorisant le passage de constituants selon leur gradient électrochimique ou des
systemes de transport actif permettant le transport de substances contre leur gradient de
concentration. Parmi les transporteurs actifs, la famille des transporteurs a « ATP-binding
cassette » (ABC) est la plus large avec des représentants chez les procaryotes et les eucaryotes
[1]. Plus de 200 protéines impliquées dans le transport des substrats a travers les membranes
biologiques sont des membres de la superfamille des protéines ABC [2]. Les eucaryotes ne
possedent que des systémes d’export, alors que les procaryotes possédent a la fois des
systémes d’export et d’import. La nature des composés transportés est extrémement variable.
A ce jour, 51 genes ont été décrits dans cette famille chez I’Homme. 48 d’entre eux sont
fonctionnels, 2 sont des pseudogénes alors que, pour un gene, la séquence de référence a été
retirée des banques de données [3]. Les analyses phylogénétiques menées par Dean et al., ont
permis de répartir cette famille en sept sous-familles, allant de la sous-famille A a la sous-
famille G (Tableau-A-1) [4]. 1l faut noter qu’une petite partie des protéines ABC est

composée de protéines solubles, et ne sont donc pas des transporteurs membranaires.



Sous famille Geénes Alias Locus

ABCB ABCBL1 MDRY1, P-gp 7921.1
ABCB2 TAPL 6p21.3
ABCB3 TAP2 6p21.3
ABCB4 PGY3, MDR2/3 7921.1
ABCBS5 7p15.3
ABCB6 MTABC3 2q36
ABCB7 ABC7 Xq12-13
ABCBS8 MABC1 736
ABCB9 12924
ABCB10 MTABC2 1q42
ABCBI11 SPGP, BSEP 2q24

ABCD ALD X028
ABCD2 ALD1, ALDR 12911-g12
ABCD3 PXMP1, PMP70 1p22-p21
ABCD4 PMP69, P70R 14024.3
ABC50 6p21.33
ABCF2 7436
ABCF3 3q27.1

Tableau-A-1: Liste des sous-familles des ABC humains, leurs génes, leurs alias et leurs loci
chromosomaux [4]
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1.1. Organisation structurale des transporteurs ABC

Les transporteurs ABC présentent une remarquable conservation dans leur séquence et
dans leur organisation structurale. Une protéeine est classée en tant que membre de la famille
ABC lorsqu’elle posséde un domaine ATP-binding cassette. Ces domaines sont distinctifs, et
conservés au sein de la famille des transporteurs ABC. L’unité fonctionnelle d’'un ABC
transporteur entier contient deux domaines transmembranaires (TMD pour TransMembrane
Domain) et deux domaines cytoplasmiques (NBD pour Nucleotide-Binding Domain). Les
hémi-transporteurs, comportant un domaine TMD et un domaine NBD, doivent former un
homodimeére ou un hétérodimére pour constituer un transporteur fonctionnel (Figure-A-1).
Certains transporteurs ABC comportent un autre domaine TMD additionnel du c6té N-
terminal, appelé TMDO (voir Figure-A-1).

1>
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N-terminal
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N-terminal

,rfc-terminal
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Figure-A-1 : Organisation schématique des transporteurs ABC. A) Un transporteur typique ABC
posséde 4 domaines : 2 domaines transmembranaires (en vert) et 2 domaines cytoplasmiques liant
[’ATP (en bleu). Exemple : ABCB1, ABCB11, ABCC4. B) Un transporteur entier peut posseéder un
domaine additionnel TMDO en amont a TMD1. Exemple : ABCC1, ABCC2, ABCC3. C) Un hémi-
transporteur ABC posséde 2 domaines: 1 domaine transmembranaire (en vert) et un domaine
cytoplasmique (en bleu). Exemple : ABCD, ABCG

Les TMD comportent plusieurs hélices transmembranaires. Typiquement, il y a six hélices par
domaine, soit un total de douze hélices pour un transporteur entier (mais il existe des
exceptions, comme BtuCD). Les TMDs constituent les domaines hydrophobes d’un
transporteur, et ils ont un réle primordial dans la reconnaissance et le transport du substrat.
L’enchainement est le plus souvent N-TMD-NBD-C, mais le contraire existe aussi (exemple :
ABCGQG).

Les domaines cytoplasmiques ou NBD sont des domaines hydrophiles conserves. Ce sont les
domaines impliqués dans la liaison et I’hydrolyse de I’ATP. Les NBD de tous les membres de
la superfamille des protéines ABC partagent trois motifs caractéristiques qui permettent de les
identifier par analyse de séquences. Ces motifs forment la « cassette » de fixation de I’ATP
(Figure-A-2) :

- Les motifs de Walker A et B [5]: ce sont des courtes séquences en acides aminés. Ces
motifs sont conservés chez certaines protéines fixant I’ATP, en particulier les
transporteurs ABC, mais ce ne sont pas les seules: il y a aussi certaines protéines
kinases ainsi que des protéines de signalisation (exemple : HRAS).

- Le motif « LSGGQ » constitue la « signature » spécifique des transporteurs ABC. Sa
présence entre les deux motifs Walker A et B sert a déterminer 1’appartenance d’une

protéine a la superfamille des transporteurs ABC.



90 AA 20 AA

/ [/

Walker A Signature Walker B
GXXGXGKS/T LSGGQ ILLLDE

Figure-A-2 : Organisation des domaines NBD. Une séquence consensus des domaines NBD d’une
protéine ABC. Les motifs Walker A et B sont distants d’environ 120 acides aminés. La signature ABC
se situe a une vingtaine d’acides aminés en amont du motif Walker B. Les acides aminés les plus
conservés sont indiqués.

1.2. Les transporteurs ABC et leurs roles dans les maladies génétiques

Les transporteurs ABC sont donc des protéines membranaires qui transportent une
large variété de substrats a travers les membranes intra- et extra- cellulaires. Cette fonction de
transport leur permet d’assurer, chez les mammiferes, un réle important des transporteurs
ABC dans la détoxication et la protection de 1’organisme contre les xénobiotiques. Ce role
prépondérant, dans les études récentes, est révélé par la distribution tissulaire des
transporteurs ABC. lls sont en effet exprimés au niveau d’importantes barriéres tissulaires,
telles que la muqueuse intestinale et I’endothélium qui constitue la barriere hémato-
encéphalique, mais aussi d’épithéliums d’élimination, comme les membranes apicales du

canicule biliaire des hépatocytes et du tubule rénal [6] (Figure-A-3).
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Figure-A-3 : R6le pharmacologique des transporteurs ABC [6]

A partir de la découverte initiale que la résistance multiple aux médicaments
anticancéreux (MDR, pour « multidrug resistance ») était due a 1’expression d’un transporteur
ABC [7] (ABCBL1 ou P-gp), il est devenu clair que plusieurs maladies chez I’lhnomme résultent
de mutations observées chez les transporteurs ABC. Ainsi, on associe a ce jour a 22 des 48
transporteurs ~ connus  des pathologies observées chez  I’Homme [8],

http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm, [9]. Les mutations dans les transporteurs ABC causent

ou contribuent & plusieurs désordres, mendéliens ou complexes, incluant
I’adrénoleucodystrophie, la mucoviscidose, la dégénérescence rétinienne, et certaines formes
d’hypercholestérolémie et de cholestase (Tableau-A-2). La maladie génétique la plus
fréquente est la mucoviscidose, causée par des mutations observée chez la protéine
CFTR/ABCCT.
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Nom Fonction Maladies associées Phénotype
ABCA1 Transport de cholestérol et de Maladie de Tangier Athérosclérose
phospholipides Déficience en lipoprotéines a haute densité (HDL)
ABCA2 Résistance aux médicaments Maladie d’ Alzheimer Troubles neurodégénératifs
ABCA3 Résistance aux xénobiotiques Détresse respiratoire néonatale Déficience en surfactant pulmonaires
ABCA4 Transport des rétinoides Maladie de Stargadt Baisse de I’acuité visuelle
Rétinopathie pigmentaire
Dégénérescence maculaire
ABCA7 Non connue Syndrome de Sjogren Sécheresse oculaire et buccale
ABCA12 Non connue Ichtyose Harlequin Hyperkératose (tégument crouteux),
Ichtyose lamellaire de type Il troubles respiratoires, infectieux ou alimentaires
Peau seche, accumulation des squames
ABCB1 Résistance aux médicaments Résistance multiple des cellules cancéreuses Echec de la chimiothérapie anticancéreuse
Protection contre les xénobiotiques aux médicaments cytotoxiques
hydrophobes
ABCB2 Transport des peptides Déficience immunitaire
ABCB3 Transport des peptides Déficience immunitaire Vascularisation nécrosante
ABCB4 Transport d’acide biliaire Cholestase intrahépatique familiale progressive Insuffisance hépatique
Transport de la phosphatidylcholine de type 3
ABCB7 Transport de fer Anémie sidéroblastique liée a I'X Troubles neurologiques
ABCB11 Transport d’acides biliaires Cholestase intrahépatique familiale progressive Insuffisance hépatique
de type 2
ABCC1 Résistance aux médicaments Résistance multiple des cellules cancéreuses Echecs de la chimiothérapie anticancéreuse
Protection contre les xénobiotiques aux médicaments
hydrophobes
ABCC2 Efflux d’anion organique Syndrome de Dubin-Johnson Ictére bénin chronique
Hyperbilirubinémie
ABCC6 Non connue Pseudoxanthome élastique Pathologie héréditaire du tissu conjonctif
Calcification et fragmentation des fibres élastiques
(peau, rétine, parois artérielles)
ABCC7 Canal ion chlorure Mucoviscidose Troubles respiratoires (inflammation chronique des
bronches)
Troubles digestifs (pancréas, intestin)
ABCC8 Récepteur aux sulfonylurées Hyperinsulinisme congénital de I’enfant Hypoglycémie
ABCC9 Régulation du canal potassique a ATP Cardiomyopathie dilatée avec tachycardie Insuffisance cardiaque
ventriculaire
ABCD1 Transport intracellulaire des acides Adrénoleucodystrophie Démyélinisation progressive du systéme nerveux
gras a trés longues chaines central et insuffisance surrénale
ABCD3 Syndrome de Zellweger (type 2) Syndrome cérébro-hépato-rénal
Leucodystrophie
Absence de péroxysomes
ABCG2 Résistance aux médicaments Protoporphyrie érythropoiétique Photosensibilité aigué
MDR
ABCG5 Transport des stérols Sitostérolémie Hypercholestérolémie et artériosclérose prématurée
ABCGS8 Transport des stérols Sitostérolémie Hypercholestérolémie et artériosclérose prématurée

Tableau-A-2 : Maladies associées aux transporteurs ABC. Pour chaque transporteur ABC, est
indiqué sa fonction, les maladies auxquelles il a été associé, ainsi que les phénotypes observés.
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Les transporteurs ABC assurent le transport de trés nombreux substrats. Ces substrats
peuvent étre des substances physiologiques (peptides, hormones, sucres, ions...) ou des
substances exogenes potentiellement toxiques (métaux lourds, contaminants...). Dans ce
dernier cas, le transport de ces substances refléte le réle clé des transporteurs ABC dans la
détoxication de I’organisme chez les mammiferes. Certains transporteurs ABC sont impliqués
dans les phénomeénes de résistance multiple aux médicaments anticancéreux (MultiDrug
Resistance). C’est le cas pour certaines protéines ABC des sous-familles B (B1, P-gp), C
(MRP1, MultiDrug Resistance-associated Protein 1) et G (G2, MXR/BCRP), dont
I’expression au niveau des cellules cancéreuses a été associée a une fonction de détoxication
par efflux actif des médicaments, pouvant mettre en échec les chimiothérapies

anticancéreuses [10] (Tableau-A-3).

Protéine Nom Médicaments Chimio-thérapeutiques expulsés par le transporteur
commun

ABCA2 ABC2 Estramustine

ABCB1 MDRL1, P-gp Colchicine, Doxorubicine, Etoposide, Vinblastine, Paclitaxel

ABCCl1 MRP1 Doxorubicine, Daunomycine, Etoposide, Colchicine, Méthotrexate

ABCC2 MRP2 Vinblastine, Cisplatine, Doxorubicine, Méthotrexate

ABCC3 MRP3 Méthotrexate, Etoposide

ABCC4 MRP4 6-mercaptopurine et 6-thioguanine, Méthotrexate

ABCC5 MRP5 6-mercaptopurine et 6-thioguanine

ABCC6 MRP6 Etoposide

ABCC1l1 MRP8 5-fluorouracil

ABCG2 BCRP Mitoxantrone, Topotécan, Doxorubicine, Daunomycine, Méthotrexate,

Irinotécan, Imatinibe

Tableau-A-3 : Les transporteurs ABC impliqués dans la résistance aux médicaments [10]

1.3. Les sous-familles de transporteurs ABC

En se basant sur leur conservation de séquences, et plus spécialement celles de leurs
domaines NBD qui comportent les motifs spécifiques, les genes ABC eucaryotes ont été

répartis en sept sous-familles:
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La sous-famille ABCA

La sous-famille ABCA comprend 12 transporteurs entiers. Cette sous-famille contient
les plus grands génes ABC. Ainsi, certaines proteines de cette sous-famille sont composées de
plus de 2000 acides aminés et ont une masse moléculaire supérieure a 200kDa. Les membres
de cette sous-famille sont impliqués dans le transport des lipides. ABCAL est impliqué dans le
transport de cholestérol vers les lipoprotéines a haute densité (HDL) naissantes, mais qui est
décrit comme étant secondaire & une fonction de transfert intramembranaire de
phosphatidylsérine. Des mutations au niveau de ce gene ont été associées a une maladie
héréditaire, la maladie de Tangier, se traduisant par des désordres de transport du cholestérol
et des HDL. [11-12]. C’est aussi le cas pour d’autres membres de la sous-famille ABCA : la
détresse respiratoire néonatale pour ABCA3 [13], la maladie d’Alzheimer pour ABCA2 [14-
15], la maladie de Stargardt pour ABCAA4, et I’ichtyose Harlequin pour ABCA12.

La sous-famille ABCB

C’est la seule sous-famille chez les mammiféres comportant a la fois des transporteurs
entiers et des hémi-transporteurs. Actuellement, 11 membres constituent cette sous-famille
dont 4 transporteurs entiers et 7 hémi-transporteurs. ABCB1 est le premier transporteur
cloné ; il est aussi le premier transporteur caractérisé pour sa capacité a conférer le phénotype
« MultiDrug Resistance » aux cellules cancéreuses.[16-18]. Nous reviendrons plus en détail
dans cette introduction sur les propriétés de ce transporteur, sur lequel porte I’essentiel de
mon travail de thése.

Les protéines ABCB4 et ABCB11 sont toutes les deux localisées dans le foie et sont
impliquées dans la sécrétion des composants de la bile, phosphatidylcholine et acides biliaires
respectivement [8]. ABCB2 et B3 (TAP1/2) sont deux hémi-transporteurs qui dimérisent pour
transporter des peptides de restriction antigénique a I’intérieur du réticulum endoplasmique,
pour réaliser leur présentation antigénique aux cellules immunocompétentes en association
aux molécules de classe 1 du complexe majeur d’histocompatibilité [19]. Le transporteur
ABC le plus homologue aux TAP est ABCBY, et il a été localisé dans les lysosomes [20]. Les
autres hemi-transporteurs, ABCB6, ABCB7, ABCB8 et ABCB10 ont été localisés dans les
mitochondries ou ils participent au le métabolisme du fer et transportent les peptides
précurseurs de la protéine Fe/S [21].

Les maladies génétiques associées aux transporteurs de cette sous-famille sont: les

cholestases intrahepatiques familiales de type 2 ou 3 dues respectivement a des mutations sur
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ABCB11 [22] ou ABCB4 [23] et I’anémie sidéroblastique liée a I’X, due a des mutations
d’ABCB7.

La sous-famille ABCC

La sous-famille ABCC contient 12 transporteurs entiers avec des fonctions assez
variées parmi lesquelles le transport d’ions, des activités de sécrétion de toxines ou encore, le
role de récepteurs a la surface des cellules.

ABCCL1 est le principal transporteur de conjugués du glutathion et du glucuronate ;
c’est aussi 1'un des transporteurs responsables d’efflux de médicaments cytotoxiques,
cotransportées avec le glutathion. ABCC2 transporte les anions organiques du foie vers la
bile, les mutations touchant ce transporteur sont responsables du syndrome de Dubin-Johnson
[24]. Comme ABCC1 et C2, ABCC3 est aussi un transporteur de conjugués du glutathion
alors qu’ABCC4 et ABCCS sont des transporteurs de nucléotides cycliques et d’analogues de
nucléotides [25]. Les trois membres de cette sous-famille, ABCC10, ABCC11 et ABCC12
sont également des pompes d’anions lipophiles. Un dernier membre de cette famille ABCC13
ne semble pas coder pour un transporteur fonctionnel chez I’Homme [4].

Le transporteur le plus étudié de cette sous-famille est ABCC7 ou CFTR. C’est un
canal d’ions chlorures, régulé par les nucléotides, dont le gene muté est responsable chez
I’Homme de la mucoviscidose [26]. ABCC8 (SUR1) et ABCC9 (SUR2) sont deux protéines
membranaires ABC encore plus atypiques puisqu’elles ne présentent aucune fonction de
transport connue a ce jour. ABCC8 a représenté un modele de travail pour une partie de mes
travaux de thése présentés dans ce manuscrit. ABCC8/9 jouent le role de régulateurs de
canaux potassiques impliqués dans la modulation de la sécrétion d’insuline. Des mutations
d’ABCCS causent une hypoglycémie due a I’exces de sécrétion d’insuline. Les protéines SUR
sont en association hétérotétramérique avec les sous-unités Kiré qui constituent le canal K*
proprement dit: les protéines ABC qui sont réparties autour du canal Kate dont la
conductance est régulée par ATP et ADP (par liaison aux NBD) mais aussi par différents
ligands pharmacologiques dont la reconnaissance multispécifique est une caractéristique

importante de SUR.
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La sous-famille ABCD

Cette sous-famille contient 4 hémi-transporteurs péroxisomaux [27] qui fonctionnent
en homo et/ou hétérodimeéres pour réguler le transport des acides gras a tres longues chaines.
Les mutations dans le géne ABCD1 ont été observées chez les personnes présentant une

adrénoleucodystrophie 1i¢ a I’X [28].

La sous-famille ABCE et ABCF

Il s’agit des seules sous-familles composées de protéines dépourvues de domaines
transmembranaires et n’ayant aucune fonction de transport membranaire. ABCE ne comporte
qu’un seul membre : ABCEI, il a été décrit comme essentiel pour I’assemblage de la capside
du virus VIH [29], comme inhibiteur de la ribonucléase RNaseL [30] et assez récemment
comme un intervenant dans I’initiation de la traduction [31]. La sous-famille ABCF comporte
quant a elle trois membres, pour lesquels aucune fonction n’est connue a ce jour. Cependant,
une surexpression d’ABCF2 suite a un traitement par chimiothérapie a été observée chez

certains patients [32-33].

La sous-famille ABCG :

La sous-famille ABCG est composée de 5 hémi-transporteurs « inversés », c’est a dire
ayant le NBD du c6té N-terminal et le TMD du c6té C-terminal (voir Figure-A-1). Les
membres de cette sous-famille fonctionnent en homodiméres (ABCG1, ABCG2 et ABCG4)
ou en hétérodimeéres (ABCG5 et ABCG8). Depuis son clonage il y’a plus de dix ans par
Doyle et al. (1998), ABCG2 est devenu I’un des transporteurs ABC les plus étudiés. Il est
considéré aujourd’hui, avec ABCB1 et ABCC1, comme I’un des principaux transporteurs
responsables de la résistance multiple aux médicaments au-dela de son r6le initialement
attribué : BCRP pour « Breast Cancer Resistance Protein ». En outre, ABCG2 est responsable
du phénotype de «side population » des cellules souches de différentes origines, en relation
avec sa capacité a protéger ces cellules fragiles et précieuses conte des toxiques divers. La
fonction d’ABCG4 demeure spéculative, mais elle semble compléter celle d’ABCG1 qui
consiste au transfert de cholestérol de cellules périphériques (typiquement les macrophages)
aux HDL matures. Quant a celle d’ABCG5 et d’ABCGS, elle est bien décrite, c’est le
transport des stérols au niveau intestinal et biliaire, en particulier conduisant a 1’exclusion de

I’organisme des phystérols apportés par I’alimentation, dont un excés est toxique ; des
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mutations causant la perte de cette fonction sont impliquées dans la sitostérolémie due a

I’accumulation des phytostérols.

II.  ABCBL: LaP-glycoprotéine ou P-gp

11.1. Généralités : MDR et Détoxication

Appelée aussi MDR1, la P-gp est le premier transporteur ABC découvert [16], et cette
découverte est a I’origine de 1’intérét porté a I’étude des transporteurs ABC. Historiquement,
la P-gp a été mise en évidence a partir de 1’étude in-vitro d’un type particulier de résistance
cellulaire a des médicaments cytotoxiques, le phénotype de résistance multiple aux
médicaments (MDR). Il s’agit par définition de la résistance croisée a différentes
médicaments cytotoxiques, ne présentant pas d’analogie de structure ni de mode d’action ou
de métabolisation, distinctes que celle qui a induit la résistance observée. Il a ainsi été
constaté dans diverses lignées chimiorésistantes, obtenues par sélection progressive par
augmentation de la concentration tolérée d’un médicament cytotoxique considérée, une
diminution de la concentration intracellulaire des médicaments anticancéreux en comparaison
avec les lignées parentales sensibles initiales [34]. Cette diminution peut avoir plusieurs
origines : une diminution du flux entrant (influx), une augmentation du flux sortant (efflux),
ou bien une combinaison de ces deux mécanismes. Les différentes études menées ont conduit
a suggérer I’existence d’une pompe transmembranaire énergie-dépendante a 1’origine de
I’augmentation de 1’efflux cellulaire et, par conséquent, a 1’origine de la résistance
pléiotropique: la premiére pompe décrite fut ainsi la P-gp en 1976 [16]. L’acquisition de la
résistance a la colchicine dans des cellules tumorales était due a la P-gp modifiant la
perméabilité membranaire & ce meédicament et la surexpression de la P-gp est suffisante pour
conferer le phénotype MDR. Ce phénotype est responsable d’environ 50% de I’ensemble des
échecs thérapeutiques secondaires de la chimiothérapie [35]. La cellule tumorale s’adapte
pour se protéger des cytotoxiques en augmentant 1’expression de protéines de transport MDR,
par des mécanismes soit de sélection soit d’induction. En effet, le niveau d’expression de cette
protéine est d’autant plus élevé que les cellules MDR sont résistantes. La surexpression de la
P-gp se traduit par une expulsion rapide, hors du cytoplasme de ces cellules MDR, des

molécules cytotoxiques considérées dont la cible Iétale est intracellulaire. Plusieurs études ont
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mis en évidence une augmentation significative de la concentration intracellulaire des
médicaments dans les cellules MDR en présence du 2-déoxyglucose, inhibiteur de la
production d’ATP [36-38]. En revanche, en présence de glucose, 1’activité du transporteur est
rétablie et la concentration intracellulaire de 1’agent anticancéreux diminue dans ces cellules
[39]. C’est ainsi que la P-gp a été identifiée comme le transporteur actif d’un grand nombre de
composés ayant des structures chimiques trées variees [18, 40].

Parallélement, il a aussi été constaté que 1’expression de la P-gp ne se limite pas
uniquement aux cellules tumorales. La P-gp joue de maniére générale un réle important dans
les mécanismes de protection de 1’organisme contre les xénobiotiques potentiellement
toxiques (poisons de 1’environnement, médicaments) et, pour cela, la P-gp est également
présente physiologiquement au niveau de hombreux organes et tissus sains. Elle participe au
processus général de détoxication cellulaire et de protection de 1’organisme en Synergie avec

d’autres enzymes (Figure-A-4).

Pénetration
intracellulaire
parvoiepassive
decomposés RH

Lipides
Protéines
ADN

Phase !l
EFFLUX
ATP

ROR’

d

RH Phase | Phase Il
OXYDATION \CONJUGAISON
P450

Metabolites
ROH

GSH: Glutathion; UDPGA: Acide uridine diphosphoglucuronique, R’: Sucre, Sulfate, Acetate, Méthyl

Figure-A-4 : Schéma simplifié du métabolisme de détoxication des composés hydrophobes
(Source : Cours de M. Delaforge).

Ce schema simplifié du processus de détoxication implique des enzymes différentes

classées selon la phase de détoxication en trois catégories. Les enzymes de phase I, ou phase
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de fonctionnalisation, sont majoritairement constituées des cytochromes P450. Ces enzymes
se chargent de la mono-oxygénation (« oxydation ») des xénobiotiques ne pouvant étre
éliminés directement. Les enzymes de phase Il, ou phase de conjugaison, comme la glutathion
S-transférase, permettent de former des adduits covalents de groupements hydrophiles sur les
xénobiotiques préalablement transformés par les cytochromes ou non. Enfin, les enzymes de
phase 111, dont font partie la P-gp, ABCG2 et la MRP1, tous les deux catalysent I’efflux des
molécules transformées ou non par les enzymes des phases | et Il [41]. Ce rble de
détoxication cellulaire proposé pour la P-gp est compatible avec ce qui est décrit
précédemment concernant I’induction de I’expression de la P-gp lors de I’exposition
prolongée de différentes lignées cellulaires a divers substrats de transport de la P-gp : elle doit
étre considérée comme une protéine inductible, de maniére similaire aux P450, ce qui en fait
une « proteéine de stress » qui participe a la réponse cellulaire d’adaptation a une agression

toxique [42].

1.2. Localisation tissulaire de la P-gp

La P-gp a été mise en évidence dans de nombreux tissus sains comme le p6le apical
des cellules épithéliales de la lumiere intestinale ou elle joue un réle majeur dans la protection
de I’organisme contre 1’absorption intestinale des xénobiotiques apportés par 1’alimentation.
La P-gp est aussi présente au niveau des cellules du tubule proximal du rein, ou elle favorise
le processus d’élimination urinaire. Sa présence a aussi été mise en évidence dans les
hépatocytes et dans les cellules endothéliales de la barriere hémato-encéphalique (BHE) [43-
44]. Ces différents tissus participent au métabolisme des médicaments du point de vue de leur
absorption, de leur et de leur élimination I’organisme.

Chez I’Homme, I’expression de la P-gp répond & une variabilité interindividuelle : par
exemple, elle peut augmenter d’un facteur 8 au niveau entérocytaire et d’un facteur 2,4 au
niveau hépatique chez des patients atteints de néoplasmes hépatiques [45]. Cependant, cette
variabilité n’a jamais €té confirmée sur d’autres tissus ou chez des sujets sains. Les facteurs
présidant a cette variabilit¢é (environnementaux, génétiques...) demeurent encore peu
explorés, mais semblent parfois corrélés a des polymorphismes de type SNP («single

nucleotide polymorphism »).
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Au niveau du systeme nerveux central (SNC), la P-gp a été identifiée sur la face
luminale des cellules endothéliales de la BHE ainsi que sur les cellules endothéliales de la
barriere hémato-meningée [46], mais c’est au niveau de la BHE que son role protecteur prend
son importance, la surface vasculaire cérébrale de la BHE étant 5000 fois plus importante que
la surface vasculaire cérébrale de la barriere hémato-méningée. Par son processus d’efflux, sa
localisation et sa multispécificité de substrat, la P-gp protége le cerveau vis-a-vis de
molécules potentiellement neurotoxiques comme cela a été démontré pour 1’ivermectine ou la
bromocriptine, ou pouvant provoquer des Ilésions irréversibles telles la 1-méthyl-4-
phényl_1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP) par apoptose des neurones dopaminergiques
(Tableau-A-4) [47].

Organe Localisation Fonction
Intestin gréle, colon Péle apic_:al ,d_es cellules Sécrétion de§\xér_10biot_iques
’ épitheliales dans la lumiere intestinale
Rein Pole apical des,cellulgs du tube Sécrétion des xénobiotiques
contourné proximal dans I’urine
Foie Membrane du,canalicule biliaire Sécrétion des xén_obiotiques
des hépatocytes dans la bile
Face luminale des cellules .
SNC endothéliales de la BHE Protection du SNC
Placenta Trophoblastes Protection du feetus
Ceeur Memb_ranes des ceIIl_JIeS Protection du ceeur
endothéliales myocardiagques
. Surface des cellules de la Sécrétion des stéroides
Surrénales N
medulla et du cortex endogenes
Cellules endothéliales des
Testicules capillaires sanguins = Barriére | Protection des spermatozoides
hémato-testiculaire

Tableau-A-4 : La localisation tissulaire de la P-gp et son role dans le transport des médicaments
et des substances endogénes [47]

1.3. La P-gp d’un point de vue fonctionnel

Le développement de la résistance multiple aux médicaments constitue un obstacle
majeur a I’efficacité du traitement par chimiothérapie de nombreux cancers humains, incluant
les cancers de colon, du foie, les leucémies ainsi que les cancers pédiatriques. Ces tumeurs
résistantes présentent la caractéristique d’une résistance croisée, mais bien définie, vis-a-vis
d’un large spectre de meédicaments cytotoxiques sans relations structurales. Il faut noter que le

niveau de résistance des cellules d’une tumeur clinique est trés inférieur (un facteur 2 est déja
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suffisant pour éliminer un médicament du fait de sa toxicité potentielle pour le malade) a celui
qu’on peut observer in-vitro sur des cellules en culture avec une forte pression de sélection
(jusqu’a plusieurs centaines de fois). L’étude in vitro des cellules MDR montre que I’efflux
des médicaments est dépendant de I’ATP cellulaire. Le type majeur des mécanismes MDR est
lié a la surexpression de la P-gp. C’est la raison pour laquelle il constitue le paradigme pour
un fonctionnement en tant que pompe ATP-dépendante d’efflux de substrats hydrophobes [2].

11.3.1. La P-gp : entre transport de substrats et hydrolyse d’ATP

Plusieurs arguments expérimentaux sont en faveur d’une hypothése selon laquelle
I’hydrolyse de I’ATP fournirait de 1’énergie permettant a la P-gp de jouer son rdle de
transporteur actif. La P-gp posséde une fonction ATPasique qui lui permet d’hydrolyser
I’ATP intracellulaire. Cette fonction est mesurable méme en absence de substrat, et elle est en
général augmentée en sa présence. L’énergie générée par 1’hydrolyse de I’ATP permet a la P-
gp d’assurer la fonction de transport des substrats a travers la membrane cytoplasmique dans
le sens inverse de leur diffusion passive. La preuve que 1’hydrolyse de I’ATP est nécessaire et
suffisante au transport a été apportée pour la premiere fois dans les systémes bactériens
d’import du maltose et de I’histidine en utilisant des vésicules membranaires [48]. La P-gp lie
aussi des analogues de I’ATP tels que le 3*P-8-azido-ATP, le GTP, ainsi que les analogues
non hydrolysables de I’ATP (AMP-PNP), mais pas I’ADP ni le ribose-5-phosphate [49]. Il a
été prouvé que ces analogues non hydrolysables sont les ligands compétitifs de I’ATP dans sa
liaison a la P-gp mais ne peuvent la substituer en tant que « fournisseur d’énergie » [50].
L’absence d’une compétition entre ’ATP (ou analogues) et les divers substrats de la P-gp a
permis de suggeérer I’existence de deux types de sites de liaison distincts, I’'un de nature
nucléotidique, 1’autre dédi¢ aux substrats [51]. Il a aussi été prouve que la P-gp, comme les
autres membres de la superfamille des protéines ABC, possede deux sites de liaison des
nucléotides. Ces deux sites sont fonctionnels et peuvent hydrolyser I’ATP indépendamment et
a la méme vitesse [52]. En 1994, Loo et Clarke avaient déja démontré qu’en dissociant les
deux moitiés N- et C- terminales du géne codant pour la P-gp et en les exprimant séparément,
une activité catalytique peut étre observee [53]. L’influence de la liaison et/ou de I’hydrolyse
de ’ATP sur les changements conformationnels qui peuvent étre observés au niveau de la P-
gp ont fait ’objet de plusieurs études. Des données biochimiques ont ainsi démontré que la

liaison de I’ATP aux domaines NBD produit des changements conformationnels au niveau
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des TMD [54]. Il a aussi été observé que ces changements ne sont pas de la méme amplitude
et/ou de la méme nature en présence d’un substrat a transporter. On suppose 1’existence de
communications allostériques entre les NBDs et les TMDs provoquant une perturbation
fonctionnelle se manifestant par la translocation transmembranaire des substrats a transporter,
et correspondant souvent a une accélération de I’hydrolyse d’ATP [49].

L’introduction de mutations ponctuelles au niveau des domaines de liaison de ’ATP,
et plus précisément des motifs Walker A (Figure-A-2), inhibe 1’acquisition par le géne du
phénotype de résistance multiple aux médicaments. Ceci démontre I’importance des domaines
NBD dans I’activité biologique de la P-gp [55]. Cette méme étude a prouvé que la liaison de
I’ATP n’est pas affectée par ces mutations : I’étape altérée serait celle de I’hydrolyse de
I’ATP ou bien des changements conformationnels induits.

Deux types d’activités ATPasiques ont été observées chez la P-gp : une activité dite
basale, mesurée en absence de substrats exogenes et provoquée par la prise en charge par la P-
gp de substrats hydrophobes endogénes [56], et une activité dite stimulée, mesurée en
présence de substrats exogenes. Plusieurs études ont été menées pour mesurer 1’activité basale
de la P-gp a la surface des cellules entiéres et des vésicules. Ces études ont permis a Higgins
et Gottesman de proposer pour la P-gp, un role de translocation (ou « floppase », vers
I’extéricur de la cellule) de composés endogénes et notamment de certains lipides
membranaires. En plus de son role dans la protection de I’organisme contre les xénobiotiques,
la P-gp intervient également dans le transport du cholestérol [57]. Il a ensuite été montré une
corrélation entre D’activité ATPasique basale de la P-gp et la redistribution active
intramembranaire du cholestérol par la P-gp [58]. En fait, la P-gp participe aussi a la
régulation de la distribution intramembranaire de la sphingomyéline et des phospholipides a
courtes chaines.

L’existence des activités ATPasiques, basale ou stimulée, corrélées a la présence de
deux types de substrats endogénes ou exogénes, est une caractéristique qui distingue la P-gp
des autres transporteurs membranaires actifs, et qui confirme sa large multispécificité

enzymatique.

11.3.2. La P-gp : un modele de pompe atypique?

Plusieurs modéles ont été proposés pour décrire 1I’expulsion active de substrats réalisée

par la P-gp. Les études menées sur la P-gp ont amené a conclure que le modele de pompe
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classique attribué aux transporteurs membranaires a fort probablement besoin d’étre adapté
dans le cas d’ABCBI1. En effet, un transporteur membranaire « classique » tend a alterner
entre une conformation avec le site de liaison du substrat accessible du cété cytosolique
(inward-facing) et une conformation avec le site de liaison du substrat accessible du co6té
extracellulaire (outward-facing) [2]. Dans ce modele, la liaison d’un substrat, en général
unique, se fait a travers un site spécifique au sein transporteur. Le substrat étant hydrophile,
son interaction initiale avec son site de liaison se fait a partir de la phase aqueuse (le cytosol
pour un exportateur), puis il est libéré au niveau de la phase aqueuse de 1’autre c6té de la
membrane (le milieu extracellulaire). Le changement conformationnel induit par 1’hydrolyse
de ’ATP induit une libération du substrat de 1’autre co6té de la membrane. Les hélices
transmembranaires sont supposées former une voie de transport hydrophile a travers la
membrane, ce qui permet que les substrats ne soient en aucun cas en contact avec les lipides
de la membrane. Ce modele de pompe classique est largement soutenu pour les transporteurs
de substrats hydrophiles, et il est également proposé pour les protéines ABC transportant des
molécules polaires. Le succes de ce modele ne permet néanmoins pas de le généraliser pour
un transporteur ABC comme la P-gp. Méme si ce modéle peut expliquer comment la P-gp
exporte ses substrats (Figure-A-5), il est clair que plusieurs modifications doivent étre faites :

i) Premierement, a partir de la nature hydrophobe de la majorité des substrats de la P-
gp, I’accés au site de liaison du substrat se fait a partir de la bicouche lipidique plutdt qu’a
partir de la phase aqueuse. Rien n’empéche la libération du substrat de se faire également au
niveau de I’environnement membranaire.

ii) Deuxiémement, la non-spécificité de la P-gp a un substrat donné nous éloigne d’un
modele avec un site de liaison bien spécifique des transporteurs membranaires classiques.

iii) Enfin, la nature lipophile des substrats doit étre prise en compte pour comprendre
certains aspects comme la voie de transport a travers la protéine, les cinétiques du transport,

les gradients de concentration du substrat. ..
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Figure-A-5: Représentation schématique d’états conformationnels décrivant le cycle de
translocation le plus simple imaginé pour la P-gp. En orange, les molécules d’ATP. En violet, le
substrat.

En prenant en compte la nature « atypique » de la P-gp en tant que transporteur de
substrats a majorité hydrophobe, deux modéles de pompe active semblent s’appliquer a la P-
gp : le modele « hydrophobic vaccum cleaner », proposé par Gottesman et Pastan et selon
lequel le transport des composés se ferait directement de la membrane vers le milieu
extracellulaire [40], et le modéle « floppase », proposée par Higgins et Gottesman, selon
lequel le transport de composés se réaliserait du feuillet cytosolique a I’exoplasmique dans la
membrane [59] (Figure-A-6). Ces deux modeles se confrontent depuis des années, et malgré
de nombreux travaux, ils ne sont toujours pas départagés ; il est possible que le modéle

effectif dépende de la nature du substrat.
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Figure-A-6 : Deux modeles alternatifs pour I’efflux actif de ses substrats transportés par la P-gp.
Le substrat est représenté en jaune.

11.3.3. La P-gp : sa multispécificité de reconnaissance

Parmi les principales caractéristiques de 1’étude de la P-gp, il y a sa grande variété de

substrats transportés. En effet, la P-gp est capable de reconnaitre des substrats de familles

pharmacologiques, fonctions diverses et n’ayant aucune analogie structurale (Tableau-A-5)

[35]. Ces substrats ont plutét un caractére hydrophobe, de masse moléculaire variable allant

de 250 Da (cimétidine) a 1250 Da (cyclosporine A, actinomycine D). Selon Ferté et al., on

distingue cing grandes classes chimiques de molécules transportées par la P-gp [60]:

o

Les bases faiblement lipophiles (méthotrexate)

Les cations lipophiles (rhodamine-123, anthracyclines)
Les composeés neutres polycycliques (digoxine, stéroides)
Les molécules amphiphiles (Triton X-100)

Les peptides hydrophobes (cyclosporine A)

Les substrats de la P-gp sont souvent des substances médicamenteuses lipophiles. Ils sont a

quelques exceptions pres des substrats de I’isoenzyme 3A4 (CYP3A4) du cytochrome P450.

[35, 61]. C’est pourquoi il est proposé que ces deux enzymes de détoxication aient des roles

complémentaires, voire synergiques.
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Les substrats de la P-gp couvrent plusieurs classes thérapeutiques : nous trouvons

notamment des agents cytotoxiques intercalants de 1’ADN,

des

inhibiteurs de

la

topoisomérase Il (doxorubicine, daunomycine, actinomycine D, étoposide), des poisons du

fuseau mitotique (vinblastine, colchicine, taxol) ainsi que des

immunosuppresseurs

(cyclosporine A), des inhibiteurs calciques (vérapamil), des antiprotéases (indinavir). D’autres

substrats sont présentés dans le Tableau-A-5.

Classes Substrats Inhibiteurs Inducteurs
thérapeutiques
Cytostatiques Alcaloides de la Vinca Vinblastine,

Immunosuppresseurs
Antiarythmiques

Statines
Anticalciques
Diurétiques
Antihistaminiques H2
Antibiotiques/
Macrolides
Antifongiques
imidazoles
Antibiotiques/
antituberculeux
Antiépileptiques
Antiprotéases anti-
VIH
Antihelminthiques
Antihistaminiques H1
Hormones stéroides

Anti-émétiques
Antagonistes de
dopamine
Antigoutteux
Antidiarrhéiques
Analgésigues
Sédatifs,
Antidépresseurs
Anti-PRL

Anthracyclines, Taxol
Epipodophyllotoxines
Cyclosporine A
Tacrolimus
Amiodarone
Propafénone, Digoxine
Simvastatine
Vérapamil, Mibéfradil
Furosémide
Cimétidine, Ranitidine
Erythromycine,
Clarithromycine
Kétaconazole

Rifampicine

Phénytoine
Saquinavir, Indinavir,
Ritonavir
lvermectine
Terfénadine
Estrogeénes,
Aldostérone,
Corticostéroides
Ondansétron
Dompéridone

Cochicine
Lopéramide
Morphine
Midazolam

Bromocriptine

Cyclosporine
Valspodar
Amiodarone,
Quinidine
Vérapamil
Erythromycine,

Clarithromycine
Kétaconazole

Ritonavir

Tamoxiféne

Midazolam

Doxorubicine

Rifampicine

Phénytoine

Dexaméthasone

Millepertuis,
Néfazodone

Tableau-A-5 : Exemples de substrats, inhibiteurs et inducteurs de la P-gp [35]
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* La variabilité structurale des inducteurs est certes importante d’un point de vue biologique
et pharmacologique, mais sans rapport avec la capacité de reconnaissance multispécifique de
la P-gp elle-méme.

** La distinction entre « substrat » et « inhibiteur » fait référence a ce qui se passe au niveau
de la cellule, ou il est mesuré un flux net pour lequel intervient la vitesse du retour par
diffusion passive (plus ou moins rapide selon leur hydrophobie) ; pour ce qui est du
transporteur lui-méme, d’un point de vue enzymologique, ce sont dans les deux cas des
substrats reconnus et transloqués au travers de la membrane.

*** 1l y a aussi la distinction importante du point de vue cellulaire entre drogues cytotoxiques
et agents réversants, ou chimiosensibilisants (CS). Ces derniers sont des molécules
transportées par la P-gp (le plus souvent « inhibiteurs » pour les cellules mais pas toujours)
qui ne sont pas toxiques seuls pour les cellules mais qui inhibent ’efflux des drogues
cytotoxiques, et qui ainsi leur reconferent leur efficacité. Les CS dits de premiére génération
ont été des molécules déja connues pour leurs propriétés pharmacologiques dans différents
domaines et testées (plus ou moins par hasard) sur la P-gp ; lorsqu’elles ont été observées
efficaces, elles n’ont cependant pas pu étre utilis€ées en clinique car trop toxiques en relation
avec leurs autres propriétés pharmacologiques qui sont patentes pour des plus faibles
concentrations. Les CS de seconde génération sont des molécules obtenues par modifications
chimiques de ceux de 1® génération, mais ils ont aussi montré des effets toxiques importants
(souvent du fait de leur affinité trop faible), bien que différents des propriétés des composes
parents. Les CS de troisieme génération sont des molécules « nouvelles » de synthese totale,
souvent obtenues par criblages extensifs de chimiotheques; elles sont en général
prometteuses a partir de leurs résultats in-vitro (bonne affinité), mais malheureusement elles
se sont aussi révélées présenter des toxicités cliniques inattendues et inacceptables lors
d’essais en phase I. Il faudrait donc passer a la quatriéme génération, qui serait obtenue par
design rationnel basé sur les données structurales du site de liaison de la P-gp, permettant (en
théorie) d’€laborer des structures optimisées pour leur reconnaissance par la P-gp, avec
affinité et sélectivité maximales.

Cette grande variété de substrats et I’absence de motifs chimiques communs et/ou de
cibles pharmacologiques communes est une particularité de la P-gp (mais partagée avec
CYP3A4). Un peu paradoxalement, cette particularité rend compliquée la découverte de
nouveaux inhibiteurs spécifiques et efficaces n’engendrant pas d’effet toxique sur la cellule et
pouvant donc étre utilisés en clinique. En effet, on n’est pas comme dans le cas d’une enzyme

\

« classique » dont on cherche a inhiber ’activité en étant guidé, par sa relation structure-
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activité précise, vers des analogues du substrat bien spécifique. Dans le cas de la P-gp, de
nombreuses molécules, connues pour I’inhiber in-vitro, présentent in-vivo des effets
secondaire inacceptables en clinique a cause de I’existence d’autres cibles biologiques
(prévisibles du fait de leurs propriétés pharmacologiques déja connues ou bien imprévisibles
dans le cas de molécules nouvellement isolées «au hasard » par criblage ou chimie
combinatoire). L’identification des domaines protéiques et/ou des acides aminés impliqués
dans la reconnaissance, la liaison, le transport a travers la bicouche lipidique membranaire et
la libération d’un substrat donné, s’impose comme un pré-requis essentiel dans le but de
comprendre la structure, la fonction et les mécanismes d’action de la P-gp [62]. Pour étudier
I’interaction enzyme-ligand dans le cas de la P-gp, plusieurs approches ont été utilisées, des
approches biochimiques se basant sur les propriétés fonctionnelles de 1’enzyme, ou bien celles
des ligands de la P-gp possédant une caractéristique permettant leur détection et une approche
génétique analysant I’impact d’une mutation donnée sur ’interaction de la protéine avec son
ligand. Ces approches ont été complétées par des études structure-activité de différents
ligands. Ainsi, plusieurs études de mutants et de photomarquage ont suggéré que le domaine
de liaison des substrats se localiserait au niveau des domaines transmembranaires [63]. Une
idée soutenue par le fait qu’une activité ATPase stimulée n’est observée qu’en présence des
deux domaines TMD, quand les deux moitiés de la P-gp sont co-exprimées [53]. Alors que la
localisation transmembranaire du domaine de liaison du substrat est maintenant
majoritairement admise, 1’existence d’un ou plusieurs sites de liaison continue a faire débat au
sein de la communauté scientifique. L’identification de deux types de relations entre les
substrats de la P-gp, compétitive et non compétitive, montrent I’existence de plusieurs (SOus-)
sites de liaison sur I’enzyme, mais leur nombre, leurs relations mutuelles et leurs sélectivités
respectives restent encore a étre éclaircies. Les travaux menés par Loo et Clarke soutenant la
possibilité a la P-gp de lier simultanément deux substrats différents sont en accord avec cette
hypothese [64]. Des travaux menés au sein du laboratoire ont aussi permis de soutenir cette
hypothese en proposant une cartographie éléments consensus de reconnaissance de certains
ligand par la P-gp, ou « pharmacophore » sur I’enzyme [58].

Plusieurs études de mutagenése dirigée ont aussi permis d’apporter de nombreuses
informations. En effet, un certain nombre de mutations ont été définies comme affectant ou le
profil de résistance vis-a-vis d’une serie de substrats donnés (Tableau-A-6), donc trés
vraisemblablement leur liaison. Il est intéressant de remarquer dans les données de ce tableau
gue certaines mutations peuvent provoquer plusieurs phénomenes de résistance des cellules a

divers substrats médicamenteux.
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Mutation in P- Vinblastine® Actinomycin D Colchicine Daunomycin Etoposide
glycoprotein®

N-terminal half

HE1[G/A/S/C/P/T/ 1.0-2.1 ND 0.3-1 0.3-1.1 0.5-1.2
D/V/NVE/UQJE (1)

HE1[MF/Y/WI* (1) 0.3-09 ND 1.5-53 2.2-52 1.4-33
HB1R® (1) 0.5 ND 2.7 0.5 3.2
GB4R° (1) 0.5 ND 35 0.2 35
L6SR® (1) 0.15 ND 29 0.2 1.8
1306R° (5) ND ND ND ND ND
F335A° (6) 0.1 0.2 1.3 1.6 ND
V338A° (6) 0.3 1.0 28 2.0 ND
G341A° (6) 0.8 1.0 0.1 0.1 ND
N3501“ (6) ND ND > 0.5 >2 ND
C-terminal half

1837L° (9) ND 1.6 0.8 0.9 ND
N8391“ (9) ND 15 0.2 0.5 ND
1862F° (10) ND ND ND >2 ND
L86SF® (10) ND ND >1.0 >2 ND
A933T7 (11) ND ND ND >1.5 ND
F934A7 (11) 1.0 0.75 05 0.4 ND
F938A° (11) 1.2 0.85 08 0.5 ND
S939F° (11) 2.7 18 28.7 135 ND
T941A% (11) 0.6 1.0 0.3 0.3 ND
Q942A° (11) 1.3 1.2 0.4 0.3 ND
Y946A° (11) 0.5 0.3 0.8 1.1 ND
S948A° (11) 1.0 05 0.8 0.7 ND
Y949A° (11) 0.9 0.4 0.4 0.2 ND
F953A° (11) 0.5 0.1 0.1 0.2 ND
L975A° (12) ND ND ND ' ND
VE81A© (12) ND ND ND . ND
F983A° (12) ND ND ND ' ND
F978L° (12) 0.9 1.0 0.3 0.3 ND

Tableau-A-6 : Analyses des changements de résistance associés a des mutations qui modifient la
spécificité de la P-glycoprotéine humaine et murine. Adapté de [65]. La nomenclature a une lettre
a été utilisée pour désigner les acides aminés concernés par les mutations. Les numéros entre
parentheses indiquent I’hélice transmembranaire de [’acide aminé. Le profil de résistance des
cellules est : =1, quand la mutation ne modifie pas résistance des cellules; < 1, la mutation augmente
la sensibilité des cellules en comparaison au type sauvage ; > 1, la mutation augmente la résistance
des cellules en comparaison au type sauvage, ND : Non Déterminé.

Il est possible de remarquer que les mutations affectant la spécificité de la P-gp sont
localisées au niveau des hélices transmembranaires. Des mutations localisées au niveau des
domaines NBD et des domaines intracellulaires et altérant la fonction de transport de la P-gp
ont cependant été révélées par plusieurs études [66-67], mais ces mutations n’altérent pas le
profil de reconnaissance, contrairement a certaines mutations affectant les domaines TMD.
Ces constatations suggeérent donc un rdéle important des régions transmembranaires dans la
détermination des sites de liaison des substrats mais ne permettent pas de comprendre leur
mode de fonctionnement (autonome ou inter-dépendant). En effet, et en tenant compte de sa
grande multispécificité, il n’est pas absurde d’imaginer 1’intervention, de maniére directe ou
indirecte, de différents domaines membranaires de la P-gp dans la description globale des

sites de liaison de ses substrats.
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11.3.4. La P-gp : le phénotype MDR

La notion de MDR appelée aussi résistance pléiotropique, a été définie suite a la
découverte d’une résistance croisée entre 1’actinomycine D, agent anticancéreux, et d’autres
composes chimiques [34]. La MDR a donc été definie comme la faculté de certaines cellules a
présenter une résistance croisée a des agents cytotoxiques sans analogie de structure [68-69].
La caractéristique de ce type de résistance est que les cellules concernées développent une
résistance envers des molécules cytotoxiques auxquelles elles n’ont jamais été exposées, en
méme temps que la résistance acquise contre les molécules anticancéreuses utilisées lors du
traitement initial, ce qui complique la stratégie thérapeutique.

Les facteurs a 1’origine de la résistance multiple aux médicaments correspondent a des
altérations génétiques au niveau cellulaire : altération du niveau d’expression de diverses
protéines spécifiques ou synthése de protéines mutées. Il existe plusieurs types de résistance
multiple aux médicaments : celles dites de type « classique » par efflux actif et qui implique
des protéines comme la P-gp ou MRP1, et celles dites « atypiques » et qui impliquent des
protéines telles que la glutathion-S-transférase, responsable de la métabolisation de
différentes drogues, ou la topoisomérase Il, cible commune a différentes drogues. Le
phénotype MDR «classique » se traduit par une accumulation réduite des composés
cytotoxiques due a I’augmentation de leur efflux vers le milieu extracellulaire. Le mécanisme
MDR le plus étudié est celui d0 a la surexpression d’une phosphoglycoprotéine présente au
niveau de la membrane plasmique des cellules MDR. Cette protéine a été surnommée P-
glycoprotéine par Juliano et Ling en 1976, le « P » désignant alors le terme perméabilité [16].
Dans ce méme article, Juliano et Ling ont mis en évidence 1’existence d’une corrélation entre
le taux de résistance cellulaire et la quantité de P-gp exprimée a la surface des cellules.

Il existe des moyens pharmacologiques pour moduler le phénotype MDR. En effet, un
certain nombre de composés non cytotoxiques connus sous le nom d’agents réversants ou
chimiosensibilisants ou modulateurs MDR, permettent de sensibiliser les cellules résistantes a
I’action des médicaments cytotoxiques. Ces chimiorésistants incluent des peptides cycliques,
des analogues de médicaments, des stéroides. Des efforts sont menés dans plusieurs
laboratoires pour comprendre les bases fonctionnelles et structurales de ce type d’inhibition.
On suppose un mécanisme d’action selon lequel 1’agent réversant entrerait en compétition
avec le composé cytotoxique, ce qui provoquerait une réduction de 1’expulsion de ce dernier
vers le milieu extracellulaire, mais il a depuis ét¢ montré que 1’inhibition observée pouvait

aussi étre compétitive. Des chimiosensibilisants comme le vérapamil et la trifluoropérazine
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ont été utilisés sans réelle efficacité, et souvent avec des effets toxiques inacceptables, chez
des patients dont les tumeurs étaient cliniquement multirésistantes. Ces échecs peuvent étre
liés, d’une part, a la toxicité propre de ces modulateurs, qui ne peuvent étre employés in vivo
qu’a des concentrations sub-optimales, et, d’autres part, au fait que ces tumeurs avaient peut-

étre d’autres mécanismes de chimiorésistance associés [70].

11.4. La P-gp d’un point de vue structural

11.4.1. Structure du gene ABCB1

Chez ’homme, le géne ABCB1 est situé sur le bras long du chromosome 7. Il est
composé de plus de 200kb et posséde 29 exons et 28 introns. Le géne ABCB1 et le géne
CYP3A4 sont trés proches sur le méme chromosome (7921 et 7922, respectivement) (Figure-
A-T7). Une corégulation de ces deux genes pourrait exister [71].
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Figure-A-7 : Localisation sur le chromosome 7 des génes ABCB1 et CYP3A4 (Source:
www.genecards.org)

11.4.2. Structure de la protéine P-gp

11.4.2.1. La structure primaire

La P-gp a éte identifiée en utilisant des anticorps monoclonaux spécifiques [72] dans
plusieurs lignées cellulaires MDR, dans plusieurs tissus normaux et tumoraux, et chez
plusieurs especes. Ainsi, le séquencage complet des genes codant pour les différentes P-gp est

disponibles chez plusieurs mammiferes (Homme, souris, hamster chinois, rat, chien, porc)

31



depuis le milieu des années 80. Ces génes produisent plusieurs isoformes qui ont été
différenciées en trois classes en fonction de I’espéce d’origine et en fonction de la protéine

issue du géne considéré (Tableau-A-7) [73].

Especes Classe | Classe 11 Classe 111
Homme MDR1 = B1 MDR2/3 = B4
Souris mdr3 mdrl mdr2

mdrla mdrlb mdr?2
Hamster chinois pgpl pgp2 pgp3

Tableau-A-7 : Nomenclature des génes codant pour la P-gp. La nomenclature utilisée pour les
différents isoformes de la P-gp. Les genes des classes | et Il codent pour des protéines conférant le
phénotype de résistance MDR. Ceux de la classe 11l codent pour des protéines possédant la fonction
de floppase de la phosphatidylcholine.

Chez I’Homme, la P-gp dans son état mature présente une masse moléculaire de 170
kDa, et est composée de 1280 acides aminés [16]. Dans les lignées cellulaires a partir
desquelles la P-gp a été isolée, on trouve 100 000 & 200 000 molécules de P-gp par cellule,
soit un pourcentage non négligeable des protéines membranaires. Cette protéine relativement
stable a une demi-vie décrite entre 18 et 72 heures [74]. Les masses moléculaires élevées de la
P-gp mature résultent de modifications post-traductionnelles incluant des glycosylations et
des phosphorylations [75] : la masse moléculaire de la P-glycoprotéine en 1’absence de
glycolysation est de 140 kDa [7]. Les sites de glycosylation se situent du cété N-terminal au
niveau de la premiére boucle extracellulaire (Figure-A-8). La structure primaire de la protéine
prédit 2, 3 ou 4 sites possibles (les Asparagine 91-94 ou 99 sont des sites confirmés) pour la
glycosylation [62]. De nombreuses études menées sur la P-gp ont montré que la glycosylation
ne jouait pas un réle important dans la fonction de transport des substrats. Par contre, des
mutants de la P-glycoprotéine perdant ses sites de glycosylation ont révélé un réle du
groupement N-glycosylé dans le bon repliement et/ou I’adressage correct de la P-gp dans la
membrane plasmique. La phosphorylation de la P-gp a été observée dans plusieurs lignées
cellulaires résistantes chez les humains et les rongeurs [62]. Cette universalite a été le sujet de
plusieurs études suggérant un réle des mécanismes de phosphorylation et déphosphorylation
dans la régulation de I’activité d’efflux des medicaments. Les résidus susceptibles d’étre
concernés par la phosphorylation sont situés au niveau du segment séparant les moitiés N- et

C- terminales de la P-glycoprotéine (Figure-A-8). Les protéines kinases cellulaires qui
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interviennent, ainsi que les répercussions fonctionnelles respectives des différents sites de

phosphorylation, sont encore largement débattues.

__— Sites de glycosylation
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Figure-A-8 : Représentation schématique de la P-glycoprotéine et de ses sites de glycosylation et
de phosphorylation. Adapté de [73]

11.4.2.2.  Structure secondaire et topologie

La séquence du gene codant pour la P-gp a permis de déduire sa composition de deux
moitiés homologues (43% d’identité et 78% d’homologie). Une fois la séquence primaire
identifiée, une prédiction structurale pouvait étre établie. Les deux moitiés symétriques
comportent chacune un domaine TMD hydrophobe et un domaine NBD hydrophile. Un
domaine TMD est composé de six segments transmembranaires (TM) possédant chacun une
vingtaine d’acides aminés hydrophobes reliés entre eux par des boucles extra- et intra-
cellulaires. Un domaine NBD est un domaine cytoplasmique liant les nucléotides et
comportant les motifs spécifiques décrits précédemment (Figure-A-2). Il compte environ 250
acides aminés. Les deux moitiés homologues de la P-gp sont séparées par un domaine appelé

« région linker » comportant environ 60 acides aminés [75] (Figure-A-9) [7].
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Figure-A-9: Premiére représentation schématique de la P-gp et de ’orientation de ses domaines
transmembranaires par [7]. Les domaines sont numérotés de 1 & 6 pour la premiére moitié et de la
a 6a pour la seconde. Les sites de liaison de I’ATP sont représentés par des cercles, ceux de la
glycolysation sont représentés au niveau du domaine extracellulaire entre les domaines
transmembranaires 1 et 2.

Ces résultats ont permis d’orienter les études menées pour établir la topologie
membranaire de la P-gp. Les premiers modéles établis s’étaient basés sur les profils
d’hydropathie [7] et d’homologie de séquence que possede la P-gp avec les transporteurs
bactériens [76]. Ce n’est qu’en 1995, en utilisant la technique de marquage par épitope
peptidique que Kast et al. ont pu déterminer la topologie de la moitié N-terminale de la P-gp
[77]. Les résultats de cette étude ont indiqué que les segments séparant les TM1 et TM2 ainsi
que ceux séparant TM5 et TM6 sont extracellulaires alors que les segments séparant TM2 et
TM3 et celui en aval de TM6 sont intracellulaires. Ces observations sont en cohérence avec
les modéles prédits dans les années 80 (Figure-A-9). Cette étude a aussi confirmé la
localisation extracellulaire des sites de glycolysation et la localisation intracellulaire du
premier site de liaison de I’ATP. L’équipe Kast et al. a pu I’année suivante poursuivre 1’étude
et identifier avec la méme technique la localisation des autres segments constituant la P-gp.
Ainsi, le segment séparant TM4 et TM5, celui séparant TM10 et TM11 et celui en aval de
TM12 sont intracellulaires alors que ceux situés entre TM7 et TM8, TM9 et TM10, TM11 et
TM12 sont extracellulaires [78]. Ces résultats ont confirmé le modele de structure secondaire
de Gottesman et Pastan (1988), construit par homologie, distinguant la localisation et
I’orientation des 12 segments transmembranaires, des sites de glycolysation au niveau de la
premiére boucle extracellulaire et des sites nucléotidiques au niveau intracellulaire (Figure-A-
10).
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Figure-A-10 : Les modéles proposés pour décrire la topologie membranaire de la P-gp. I- La
topologie aujourd’hui admise. 1l- L’ensemble des topologies proposées depuis 1986 jusqu’a celle
proposée en 1996 par Kast et al. (F) [78]

En plus de la description de la topologie membranaire de la P-gp, des études ont été
menées dans le but d’évaluer quantitativement la structure secondaire de MDR1. Parmi ces
études, celle de Vigano et al. en 2002, a utilisé la spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourrier (FTIR) pour déterminer la composition en hélices a, feuillets B, et coudes de la
structure secondaire de la P-gp sauvage et de P-gp mutées au niveau des motifs Walker B des
domaines NBD1 ou NBD2 (Tableau-A-8).

a-Helix B-Sheet B-Turn Random

% % % %
WT 46 £ 3 18 £ 3 83 28 £ 3
E552Q 47 + 3 19 + 3 7+3 27 + 3
E1197Q 47 + 3 20 + 3 7+3 26 + 3

Tableau-A-8 : Composition de la structure secondaire de la P-gp sauvage et mutée au niveau des
acides aminés 552 et 1197 des motifs Walker B de NBD1 et de NBD2 [79]
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On peut remarquer que cette suggestion de composition en structure secondaire ne
reflete pas de différences significatives entre formes sauvages et mutées des domaines Walker
B. L’hydrolyse de I’ATP n’influerait donc pas sur la structure secondaire de la P-gp. Une
autre étude menée par Dong et al. [80] en utilisant la technique du dichroisme circulaire a
donné des résultats quantitatifs comparables: 43% d’hélice a, 16% de feuillet B, 15% de
coudes. Au final, il est possible de retenir une topologie « tandem » avec deux moitiés N- et

C-terminales homologues (Figure-A-1A).

11.4.2.3. Structure tertiaire

Depuis sa découverte, la P-gp a suscité un grand intérét et son étude d’un point de vue
structural comme d’un point de vue fonctionnel était et demeure 1’objet de multiples travaux.
Cependant, la complexité de son fonctionnement en tant qu’enzyme multispécifique, sa nature
méme de protéine possédant a la fois une surface hydrophobe en contact avec la membrane et
une ou deux surface(s) hydrophile(s) en contact avec le milieu aqueux ainsi que la faible
quantité de protéines disponibles a la surface des cellules ont limité les données
expérimentales concernant sa structure tridimensionnelle. Ces difficultés concernent toutes les
protéines membranaires. Ainsi, le nombre de structures tridimensionnelles de protéines
membranaires actuellement disponibles dans la PDB (Protein Data Bank) est de 279

structures (http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane Proteins_xtal.html, date : 31 Mars 2011).

La parution de la premiére structure tridimensionnelle d’une protéine membranaire ne date
que de 1985 [structure du centre réactionnel photosynthétique de Rhodopseudomonas viridis
(Deisenhofer et al., 1985 non paru dans PubMed)]. S’agissant des transporteurs ABC, les
efforts tres soutenues pour obtenir des structures tridimensionnelles n’ont porté leur fruit que
dans la derniere décennie. Ainsi, il a fallu attendre 2002 [81] pour pouvoir observer la
premiére structure tridimensionnelle a une assez bonne résolution d’une protéine ABC, la
protéine BtuCD d’Escherichia. coli (E. coli, 3.2 A, voir Tableau-A-9).
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Protéine ABC Organisme g%dg Références
BuCh V'taménz%z transporter Escherichiacoli | 1L7V Locher et al 2002
BtuCD-F Complex ; BtuCD By,
transporter + Btu F binding protein; Escherichia coli | 2QI9 Hvorup et al 2007
2.6 A
Sav1866 multidrug transporter Staphylococcus SHYD Dawson et Locher
3.0A aureus 2006
Molybdate transporter ModB,C, Arch lob
complexed with ModA; 3.1 A renacogioblis | 2oNK | Hollenstein et al 2007
ModA with bound MoO4: 20NR, 1.60 A fulgidus
ModA with bound WO4: 20NS, 1.55 A
ModBC molybdate ABC transporter Metharjosarcma 3D31 Gerber et al 2008
30A acetivorans
HI11470/1 putative metal-chelate-type .
ABC transporter H_ae]:?wophllus 2NQ2 Pinkett et al 2007
24 A influenzae
MsbA lipid « flippase » with AMPPNP salmonella
37A tvohimuri
ADP+Vanadate-bound conformation: 3B5Z, 4.2 A yp Imurlum 3B60 Ward et al 2007
Open apo-conformation (E.coli): 3B5W, 5.3 A (expressed n
Closed apo-conformation (Vibrio chloreae expressed in E.coli)
E.coli): 3B5X, 5.5 A
P-Glycoprotein —MUSMm“SCU|U5
, 3.8 A (Mouse) | 35U | Aller etal 2009
With bound QZ59-RRR : 3G60, 4.4 A (expressed in
With bound QZ59-SSS:3G61, 5.5 A Pichia pastoris)
MalFGK, MBP maltose uptake
transporter complex Escherichia coli | 2R6G Oldham et al 2007
2.8 A
MalFGK; tptake transporter Escherichia coli | 3FH6 |  Khare et al 2009
MetNI methionine uptake transporter
C%”;p/kex Escherichia coli | 3DHW |  Kadaba et al 2008
MetN-C2 domain : 3DHX, 2.1 A
FbpC ferric iron-uptake transporter Neisseria
nucleotide-binding domain h 3FVQ Newstead et al 2009
19 A gonorrhoeae

Tableau-A-9 : Les structures des transporteurs ABC disponibles dans la PDB' & la date du 31
Mars 2011

Dans ce tableau, on constate qu’a ce jour, la majorité des protéines ABC pour
lesquelles une structure tridimensionnelle est disponible, sont d’origine bactérienne, souvent
des « demi-transporteurs » plus faciles a obtenir en grandes quantites. Ce tableau ne contient

que les structures des protéines ABC entiérement résolues (parties NBD et TMD). Des

! http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane_Proteins_xtal.html
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structures représentatives des transporteurs ABC ont paru quelques années avant la
publication des structures contenues dans le Tableau-A-9 mais ne représentaient que les
domaines solubles, les domaines nucléotidiques étant plus faciles a exprimer et cristalliser. La
premiere structure de haute résolution d’un domaine ABC a paru en 1998. Il s’agissait de la
structure représentant le domaine catalytique liant I’ATP de I’histidine perméase (Figure-A-
11) [82]. Cette structure a été la premiére représentation tridimensionnelle du domaine
nucléotidique conservé chez les transporteurs ABC. Hung et al. ont mis en évidence une
corréelation entre les propriétés des mutants CFTR et la structure de HisP prouvant ainsi la
possibilité de prendre HisP comme modele représentatif des domaines NBD des transporteurs
ABC en général. Cette premiére réussite a été suivie les années suivantes par d’autres
structures de domaines nucléotidiques trés proches de la structure de HisP et avec une assez
haute résolution (exemples : MalK, Rad50, MJ0796, MJ1267 et TAP1, respectivement, les
codes PDB suivants : 1G29, 1F2U, 1F30, 1GAJ, 1JJ7).

Figure-A-11 : Structure du domaine de liaison de PATP de I’histidine perméase (2.20 A) (Code
PDB : 1BOU). Coloration en arc en ciel des hélices a et des feuillets  avec le coté N-terminal en
bleu et le coté C-terminal en rouge. L ’ATP est représentée en sphéres de couleur magenta.

En 2002, une structure complete résolue aux rayons X était enfin disponible [81]. La
protéine BtuCD est un transporteur chargé de I’import de la vitamine B,. Elle est arrangée en

quatre sous-unités, deux sous-unités membranaires BtuC comportant une vingtaine d’hélices
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transmembranaires et deux sous-unités cytoplasmiques BtuD présentant des sites de liaison de
I’ATP et formées de chacune de neuf hélices a et de neuf feuillets B (Figure-A-12).
L’arrangement dimérique des deux sous-unités BtuC offre le chemin possible de translocation
vers le cytoplasme alors que I’organisation spatiale des sous-unités BtuD ressemble a celui de
HisP et Rad50.

V' ¢ T
BtuC S A ‘
A
1), S
BtuD e ' o | - S

Figure-A-12 : Structure tridimensionnelle du transporteur de la vitamine By, [81]. Les deux sous-
unités BtuC sont représentées en rouge et en violet, celles de BtuD en vert et bleu. A- Vue latérale, B-
Vue du c6té cytoplasmique des sous-unités BtuC, C- Vue de dessous des sous-unités BtuD.

Plusieurs tentatives infructueuses de détermination de structures entieres de protéines
ABC par diffraction aux rayons X ont précédé la parution de la structure de BtuCD.
D’ailleurs, cette structure était considérée jusqu’en 2006 comme la seconde structure a
paraitre pour un transporteur ABC. En effet, une structure cristallisée du transporteur
membranaire ABC homodimérique, MsbA, avait paru en 2001 suite a des travaux menés par
Chang et Roth [83]. Mais, cette structure a été retirée de la PDB en Décembre 2006, tout
comme cing autres structures du méme groupe du Scripps, parues entre 2001 et 2006 (trois
structures décrivaient le transporteur MsbA, les deux autres décrivaient un autre transporteur
bactérien, EmrE). Ces rétractations de structures ainsi que celles de leurs articles de dépét,
avaient eu un grand écho au sein de la communauté scientifique internationale étant donné les
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cing années separant la parution et la rétractation des structures, avec pour conséquence non
négligeable la parution pendant cette période de nombreux travaux basés sur ces structures
modeles et aux conclusions erronées. Certaines hypothéses basées sur ces structures sont
toutefois restées plausibles comme le modele de translocation décrit par Higgins et Linton
[84] et décrivant le cycle des changements conformationnels a l'origine du transport des

solutés a travers la membrane.

L’obtention d’une structure tridimensionnelle d’une assez haute résolution
représentant un importateur ABC (BtuCD) représentait une grande avancée dans 1’étude
structurale des transporteurs ABC. Mais I’absence d’une homologie structurale entre BtuCD
(avec ses 20 segments TM et son substrat de grande taille et hydrophile) et les protéines
exportatrices ABC, comprenant les transporteurs d’intérét clinique comme la P-gp, n’avait
pas permis d’avancées structurales sur les mécanismes de résistance. La premiere structure
d’une protéine ABC décrite dans la littérature a néanmoins été celle de la P-gp en 1997
(Figure-A-13) [85]. Cette structure, de faible résolution (~25 A), représentait la P-gp dans
I’état liant un nucléotide. Elle a été obtenue par une reconstruction tridimensionnelle d’images

obtenues par microscopie électronique de microcristaux bidimensionnels.

A B

Figure-A-13 : Structure & basse résolution (25 A) de la P-gp [85]. Projections de reconstruction 3D
de la P-gp. Les TMD désignent les domaines transmembranaires et les NBD, les domaines
nucléotidiques. « P » désigne le pore central dans la vue de dessus (A), ce pore est désigné par une
fleche au niveau de la vue latérale (B). Les pointillés blancs désignent les limites de la membrane.
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Malgré sa faible résolution, cette premiére avancée dans 1’étude structurale de la P-gp
de maniére particuliére et des exportateurs ABC de maniére général a permis de visualiser
pour la premiere fois un pore central (désigné par « P » sur la Figure-A-13A) qui permettrait
la communication entre la protéine et le milieu extracellulaire aqueux. Un pore au niveau
latéral a aussi été imaginé (avec une fleche sur la Figure-A-13B), un pore qui permettrait une
éventuelle prise en charge des substrats au niveau de la bicouche lipidique [86]. L’équipe
Rosenberg a proposé plus tard de nouvelles structures tridimensionnelles de la P-gp avec des
meilleures résolutions, d’~10 A [87] puis d’~8 A (Figure-A-14) [88] et obtenues grace a la

méme technique.

Figure-A-14 : Interprétation de la structure tridimensionnelle de la P-gp (8 A) [88]. A- Vue
latérale et vue de dessus de la P-gp. En violet, les domaines NBD, les hélices transmembranaires sont
colorées par paire pour distinguer les deux moitiés de la protéine. B- Vue de dessus avec une
représentation en spirales des hélices transmembranaires. C et D- Vues identiques a B- évoquant une
pseudo-symétrie entre les hélices entourées de tirets en pointillés.
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Ces travaux uniques a ce jour de la protéine P-gp humaine liant I’ATP ont permis
d’orienter de nombreux travaux de determination des structures tridimensionnelles de
transporteurs ABC. La premiére structure tridimensionnelle avec une assez haute resolution
(3.0 A) d’un exportateur ABC était celle de Sav1866 de Staphylococcus aureus (Figure-A-15)
[89]. Sav1866 est un hémi-transporteur dont la forme fonctionnelle est homodimérique. La
parution de cette structure de protéine homodimérique a permis de justifier I’invalidation des
structures de MsbA parues entre 2001 et 2006 et a fourni des preuves concretes que dans la
conformation nucleotide-bound, les deux tandems TMD-NBD sont interactivement liés avec
I’interface principale des boucles intracellulaires (ICL) ancrée au niveau du NBD de [’unité

opposee.

Cytoplasmic

Figure-A-15 : Structure de Sav1866 [89]. a. Le backbone de la protéine homodimérique dans une
représentation spirale avec les deux sous-unités colorées en jaune et en turquoise. Le carré gris
représente la probable localisation de la membrane. b. Une vue de a. aprés une rotation de 90° autour
d’un axe vertical. ICL : les boucles intracellulaires. ECL : les boucles extracellulaires.

Les deux sous-unités exhibent un considérable twist avec une vraie interaction entre
les domaines transmembranaires et les domaines nucléotidiques. Dawson et Locher

expliquent les changements conformationnels générés par la liaison et I’hydrolyse de I’ATP et
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transmis des NBD aux TMD par I’existence d’une interface de transmission. Les domaines
TMD contribueraient & cette interface principalement a travers les boucles intracellulaires
ICL1 et ICL2. Une hypothese en accord avec ce qui a été observée a travers des études
mutationnelles et de comparaison de séquence qui indiquaient que ICL2 de TAP1.TAP2, tout
comme ICL4 de CFTR fourniraient des contacts similaires [89]. Une large cavité observée a
Iinterface des deux domaines transmembranaires rappelle celle observée dans la
conformation outward-facing de MDR1 humain [88]. Dawson et Locher ont mis en évidence
la prédominance des acides aminés chargés et polaires au niveau de cette cavité tout en
suggérant que celle-ci refléterai une voix d’extrusion pour les substrats puisque 1’affinité aux
composes hydrophobes sera faible voir absente. A partir de ces résultats, un second modéle de
translocation a été proposé différent du modéle largement utilisé et imaginé jusque la
(Tableau-A-9) (Figure-A-16) [89].

Figure-A-16 : Représentation schématique d’un exportateur ABC. [89]. a. Le premier modéle de
translocation imaginé avec les deux sous-unités arrangées en face a face. b. Représentation
schématique du modéle Sav1866 dans une conformation Outward-facing. Les carrés gris représentent
la localisation de la membrane.

Alors que la structure de I’importateur BtuCD était plutdt en accord avec le modéle
décrit dans la Figure-A-16-a, la structure de Sav1866 a suggéré pour la premiere fois

I’association sous forme « d’aile » des hélices transmembranaires tout en étant bien ancrées
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dans la membrane (Figure-A-15-a, Figure-A-16-b). L’architecture de Sav1866 a permis
d’orienter les travaux de Ward et al. [90] dans une « resoumission » de nouvelles structures

du transporteur bactérien MsbA (Tableau-A-9 et Figure-A-17)

A
MsbA

nucleotide
bound

Figure-A-17 : La structure de MsbA dans trois conformations différentes [90]. A- Nucleotide
bound. B- Open apo. C- Closed apo. Pour chaque conformation, seul un monomere est coloré selon
un gradient arc en ciel (N-terminus en bleu et C-terminus en rouge). L autre monomere est en blanc.
Les molécules AMPPNP sont représentées en batonnets bleus dans la structure nucleotide-bound.
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Ces conformations correspondent a quatre structures déposées dans la PDB et
déterminées par diffraction aux rayons X (Tableau-A-9) : deux structures en présence d’un
nucléotide (AMPNP et ADP-Vanadate) et deux structures en absence de nucléotide. Grace a
une comparaison des diverses conformations, Ward et al. ont révelé la flexibilité de la
charniere formée par les deux boucles extracellulaires EL2 et 3 (Figure-A-17). Cette charniére
permettrait aux domaines NBD de se dissocier grace a la mobilité du «complexe »
TM4/TM5/IH2 (Figure-A-17). Pour expliquer le changement conformationnel observé, Ward
et al. suggerent aussi qu’une liaison des nucléotides au niveau des domaines NBD causerait le
réarrangement des hélices transmembranaires et changerait 1’accessibilit¢ du transporteur
d’une conformation ouverte vers le milieu cytoplasmique (inward-facing) vers une
conformation ouverte vers le milieu extracellulaire (outward-facing). Ces résultats sont les
premiers a représenter structuralement le cycle de translocation supposé pour les transporteurs
ABC (Figure-A-5). Il faut, néanmoins, remarquer que seule la structure dans la conformation
outward-facing liée au nucléotide AMPPNP représente une structure d’une assez haute
résolution (3.8 A) et a guidé la reconstruction des trois autres structures parues. Les deux
structures apo ne représentent que des traces des Ca.

Les structures apo de MsbA sont les premiéres structures décrivant un exportateur
ABC dans les conformations open et closed inward-facing. La structure de 1’importateur
ABC HI1470/1 [91] dans une conformation inward-facing était parue quelques mois avant ces
structures MsbA mais les architectures structurales des importateurs et des exportateurs ABC
semblent assez différentes [92]. MsbA et Sav1866 ne présentent pas de homologie structurale
avec des importateurs ABC plus disponibles dans la PDB (Tableau-A-9). En effet, les
arrangements des domaines TMD semblent étre trés différents entre les importateurs et les
exportateurs ABC. Cependant, les architectures structurales de Sav1866 et de MsbA (2HYD
et 3B60) en complexe avec un nucléotide semblent décrire une conformation outward-facing
commune. La P-gp humaine présente un nombre d’hélices transmembranaires égal a celui de
ces transporteurs bactériens dans leur état homodimérique. La P-gp posséde aussi une identité
de séquence raisonnablement élevée avec Sav1866 et MsbA (respectivement a 28 et 31%),
qui permet de lui attribuer un repliement structural identique. Cette identité de séquence est
encore plus élevée s’agissant des domaines les plus conservés c’est-a-dire les domaines NBD
(50% d’identité de séquence avec le domaine NBD de Sav1866) [92]. Cette homologie
structurale a aussi été mise en évidence grace a des approches de cross-linking chimique [92]
ainsi qu’a partir de cartes de densité électronique [93]. L’ensemble de ces critéres a soutenu

des travaux de modélisation par homologie du MDR1 humain [94]. O’Mara et Tielemen ont
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proposé trois modeles de la P-gp humaine dans trois conformations différentes: une
conformation nucleotide-bound basée sur le modéle de Sav1866 (Figure-A-15) et deux
conformations apo nommees semi-open et open basées sur une reconstruction de domaines
NBD avec comme modeles des structures de la sous-unité ATPase du transporteur de maltose
d’E. coli (MalK) ne liant pas I’ATP [95].

11.4.2.4. Structure quaternaire

Dans la littérature, il existe plusieurs arguments expérimentaux en faveur d’une
organisation dimerique de la P-gp [96-97]. Bien que la mise en évidence de la fonctionnalité
de la P-gp se soit faite dans ses états homodimériques, on ignore si ce type d’association est
indispensable pour que la P-gp soit fonctionnelle dans les conditions physiologiques. Les
données actuelles de structure tridimensionnelle de la P-gp ont permis de révéler certains états
conformationnels sans privilégier un état par rapport a un autre. Cependant, il a été montré
qu’une expression séparée des moitiés N- et C- terminales d’un monomére de la P-gp ne fait
pas perdre a la protéine son activité d’hydrolyse de I’ATP basale alors que leur co-expression
simultanée est indispensable a la restauration de 1’activation de la P-gp par ses substrats de

transport [53].
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1. Objectifs de la these

Depuis la découverte du premier transporteur ABC en 1976 (ABCB1), de nombreuses
études ont porté sur le fonctionnement moléculaire de ces transporteurs ABC, du fait de leur
role déterminant dans la résistance aux traitements chimio-thérapeutiques. lls ont aussi
focalisé I’attention de la communauté scientifique parce qu’ils sont présents dans tous les
organismes, et qu’ils remplissent probablement d’autres fonctions que le transport d’une

grande variété de substrats.

Leur fonction de transporteur leur confére d’importants roles dans 1’absorption, la
distribution, et 1’excrétion des composés pharmacologiques. Pour cette fonction, ils se
trouvent ainsi impliqués dans certaines maladies héréditaires et physiopathologies graves.
Pour comprendre aujourd’hui le fonctionnement intime d’une protéine, la résolution de sa
structure est primordiale. Dans le cas de la P-gp, I’approche structurale est d’autant plus
cruciale que ce transporteur est le siege de changements conformationnels de grande ampleur
qu’il faut caractériser. Cependant, 35 ans apres sa découverte et bien que de multiples études

lui aient été consacrées, de nombreux points restent a préciser.

Mon travail de thése s’est articulé autour des 4 priorités suivantes, pour apporter de

nouveaux éléments a une vision moléculaire du fonctionnement de la P-glycoprotéine :

1) Etudier le lien pouvant exister entre la phylogénie des transporteurs ABC et leur
mécanisme de reconnaissance de substrats.

2) Réaliser des modeéles tridimensionnels de la P-gp dans trois conformations catalytiques
différentes pouvant expliquer le déroulement du cycle de transport de cette protéine
d’intérét.

3) Localiser les résidus, impliqués dans le changement de résistance chez la P-gp, vis-a-
vis de la bicouche lipidique.

4) Localiser des sous-sites de liaison de substrats connus de la P-gp par le biais de
travaux de docking réalisés sur les modeles tridimensionnels construits par

homologie.
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Chapitre B : Etude Phylogénétique

Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons évoqué la remarquable conservation de
séquences et d’organisation architecturale observée chez les protéines ABC. Au début de mes
travaux de thése, j’ai pu remarquer que peu d’études phylogénétiques avaient été menées pour
¢étudier le lien entre 1’évolution et cette conservation observée de séquences. C’est ainsi que
j’ai décidé de réaliser ma propre étude phylogénétique sur les protéines ABC humaines dans
le but d’analyser, méme partiellement, I’histoire évolutive de ces protéines chez I’Homme, en
mettant en paralléle phylogénie et signatures distinctives. Cette étude phylogénétique servira
également a estimer le degré d’éloignement évolutif entre les ABC bactériennes et les
humaine afin de valider I’utilisation des structures 3D de transporteurs ABC bactériens dans
la reconstruction de modeles 3D de transporteurs ABC humains.

Intéresse en priorité aux proteéines membranaires pour la reconstruction de modéles
structuraux des protéines d’efflux, j’ai opté pour la sélection des 5 sous-familles ABC
possédant des domaines transmembranaires, excluant ainsi les sous-familles E et F de 1’étude.
Un tableau contenant les 43 séquences protéiques sélectionnées est présenté dans la section
Annexes, Tableau-Ax-1. Ces séquences sont issues des bases de données UniprotkKB?, une
base de données collectant des informations fonctionnelles sur les protéines avec une
annotation fiable et précise [1], et TCDB?, une base de données regroupant les transporteurs

membranaires dans une classification reconnue au sein la communauté scientifique [2].

Analyse des séquences protéiques

Dans une étude phylogénétique, la qualité des résultats obtenus dépend étroitement de

la qualit¢é de I’alignement de séquences. L’étape d’alignement est donc cruciale et son

? http://www.uniprot.org

* http://www.tcdb.org/
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optimisation nécessaire du fait de la relativement faible identité de séquences dans certaines
régions des transporteurs ABC humains.

Dans le cas des transporteurs ABC, et devant la grande divergence de la taille des
séquences entre les transporteurs entiers eux-mémes et les hémi-transporteurs, une étude
phylogénétique se base logiquement sur ’alignement des régions les plus conservées. Ces
régions sont, comme décrit dans le précédent chapitre, les domaines nucléotidiques NBD et
leurs motifs distinctifs (Figure-A-2). Pour identifier ces domaines au niveau des diverses
séquences, j’ai utilisé la banque de données Prosite*[3]. 1l s’agit d’une banque originale
considérée comme un dictionnaire qui recense des motifs (ou signature) protéiques ayant une
signification biologique. Elle est établie en regroupant, quand cela est possible, les protéines
contenues dans UniprotKB par famille comme par exemple les kinases ou les protéases. Dans
cette banque de données, le domaine décrivant les trois motifs distinctifs (Walker A, Walker
B et Signature « LSGGQ ») de la P-gp est répertori¢ sous I’identifiant : PS50893. Ce
domaine, d’environ 240 acides aminés, est nommé ABC_transporter_2 (Figure-B-1).

Dans le but de localiser ce domaine d’intérét dans les séquences ABC, j’ai procédé a
un criblage de ces séquences grace au programme Scanprosite®. Le résultat de cette opération
est la détection de 70 « hits » représentant les 27 transporteurs entiers qui possédent deux
domaines ABC_transporter_2, et les 16 hémi-transporteurs qui ne possédent qu’un seul
domaine ABC transporter 2. Ces «hits», correspondant a des séquences d’une taille
moyenne de 234 acides aminés, représentent les domaines NBD présents en deux copies chez
les transporteurs entiers et en une seule copie chez les hémi-transporteurs (Figure-A-1). En
prenant en compte 1’organisation architecturale des transporteurs ABC, j’ai renommé les hits
décrivant les transporteurs entiers par une terminaison «_N» quand il s’agissait d’un
domaine localisé du coté N-terminal, et une terminaison «_C » quand il s’agissait d’un
domaine localisé du coté C-terminal (Exemple : ABCAL N et ABCAL C pour les deux hits
correspondant aux deux domaines du transporteur ABCA1). Dans le résultat du crible, figure
un second domaine commun & certains transporteurs ABC (ABCB, ABCC et ABCD). Ce
domaine, d’environ 276 acides aminés, est répertori¢ sous 1’identifiant : PS50929. Il est
nommé ABC_TM1F (Figure-B-1). Il correspond, quand il est présent, a la quasi-intégralité du

domaine transmembranaire.

* http://expasy.org/prosite/
> http://expasy.org/tools/scanprosite/
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Figure-B-1 : Domaines Prosite identifiés dans la séquence protéique du transporteur ABCD1

Alignement des séquences protéiques:

Tous les alignements de séquences cités dans ce chapitre ont été réalisés avec le
programme Dialign® [4]. 1l s’agit d’un programme d’alignement multiple qui effectue une
comparaison de segments de séquences, mettant ainsi en évidence des similarités locales entre
séquences ¢éloignées. Ces qualités font de ce programme un outil d’alignement adéquat pour
I’analyse des séquences protéiques des transporteurs ABC.

Les 70 séquences, issues du criblage réalisé¢ a 1’étape précédente, ont été alignées via
Dialign, puis, dans le but d’améliorer la qualité de I’alignement obtenu, ce dernier a été
soumis au programme Gblocks’ version 0.91b [5]. Gblocks sert & éliminer les positions les
moins bien alignées et les régions les plus divergentes. Le résultat obtenu est présenté Figure-
B-2.

Cet alignement de séquences représente les 115 positions les mieux alignées, révélées
par Gblocks. Ces positions décrivent les 5 blocs les plus conservés de 1’alignement de
séquences résultant de Dialign. Cette étape de sélection des blocs conservés a pour but
d’affiner les analyses phylogénétiques.

Il est possible de remarquer que, sur 1’alignement de blocs présenté Figure-B-2, les
trois blocs représentant les motifs distinctifs des transporteurs ABC sont les mieux alignés. Ce
méme type d’alignement est celui que j’ai utilis¢é pour aborder I’étape des analyses

phylogénétiques.

® http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/dialign/
7 http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html

56



Signature Walker B

Walker A
GXXGXGKS/T

: Alignement de séquences protéiqgues ABC humaines issu de Gblocks représenté par éditeur
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IV. Analyses phylogénétiques

IV.1. Méthodologie

Toutes les analyses phylogénétiques ont été réalisées grace au programme PhyML
[7]. Ce programme, largement utilisé par la communauté scientifique, sert a construire des
arbres phylogénétiques a partir de séquences nucléotidiques ou protéiques. Il se base sur une
méthode d’estimation dite de maximum de vraisemblance "maximum likelihood". Cette
méthode évalue la probabilité qu’un modéle évolutionnaire choisi ait donné lieu aux

séquences observées. Le maximum de vraisemblance offre plusieurs avantages :

- On suppose que c’est la méthode d’estimation la moins affectée par des erreurs
d’échantillonnage.

- Méme pour les courtes séquences, comme c’est le cas pour I’alignement issu de
Gblocks, cette méthode est reconnue comme performante par rapport a d’autres.
Ainsi, elle permet une utilisation optimale du modele d’évolution en tenant compte

de I’information contenue dans tous les sites.

Pour tous les arbres phylogénétiques qui seront présentés dans cette partie, j’ai réalisé
un test de "bootstrap™ de 100 réplications. Ce test, proposé dans la fin des années 70 par
Bradley Efron [8] a pour but de fournir des indications sur la précision des estimations
réalisées. Nous avons ainsi des informations sur la robustesse de I’arbre fourni par PhyML et
son pourcentage d’exactitude. En regle genérale, si la valeur fournie par le bootstrap a une
branche donnée est supérieure a 90%, la topologie de la branche est considérée comme fiable.
Un premier arbre phylogénétique issu de I’alignement Gblocks (Figure-B-2) est presenté
Figure-B-3.
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Figure-B-3 : Arbre phylogénétique représentant le lien évolutif entre les moitiés N- et C- terminales des transporteurs ABC entiers et les
hémi-transporteurs. Cet arbre de maximum de vraisemblance a été construit sur la base de /’alignement de 70 séquences protéiques (Figure-B-2).
Sept « branches » sont possibles: ABCA_N (Rouge), ABCA_C (Vert), ABCG (Violet), ABCB_N/C (Bleu), ABCC_N (Rouge foncé) ABCC_C (Bleu ciel)
et ABCD (Orange). Seules les valeurs de bootstrap supérieures ou égales a 80% sont montrées. (Les moitiés des 35 transporteurs entiers sont
distingués par des terminaisons « _N » et « _C » pour respectivement les zones N- et C- terminales, exemple : ABCC8_N et ABCC8_C). Les membres
des sous-familles ABCE et ABCF, étant non membranaires, n'ont pas fait partie de cette analyse phylogénétique.
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IVV.2. Phylogénie des transporteurs ABC humains

L’arbre présenté Figure-B-3 nous suggere fortement qu’il existe un ancétre commun a
tous les transporteurs ABC humains, indépendamment de leur fonction et de leur organisation
architecturale. Deux grandes branches sont observées: 1’une représentant les transporteurs des
sous-familles ABCA et ABCG, l’autre représentant les transporteurs des sous-familles
ABCB, ABCC et ABCD. Rappelons que les transporteurs non membranaires des sous-
familles ABCE et ABCF ont été exclus de I’étude. Dans le but d’avoir une vision plus large
de la robustesse des liens phylogénétiques entre les différentes sous-familles, j'indique sur cet
arbre les valeurs de bootstrap supérieures a 80%.

Au niveau de la premiére branche ABCA-ABCG, les séquences représentant les
moitiés N- et C- terminales des transporteurs de la sous-famille ABCA sont regroupées dans
des clusters indépendants, mais liés par le méme nceud. Les membres de la sous-famille
ABCA et ABCG se distinguent par la présence du seul domaine ABC_Transporter_2. Ce
domaine existe en deux copies dans les transporteurs entiers ABCA, et en une seule copie
dans les hémi-transporteurs ABCG. Ce premier résultat peut suggerer un phénomeéne de
duplication interne intervenu au cours de 1’histoire évolutive des membres de la sous-famille
ABCA, aprés leur séparation de la sous-famille G. Au sein de cette sous-famille, les
séquences sont regroupées d’une maniére quasi identique en N- comme en C- terminal. Ainsi,
on distingue deux sous-clusters représentant d’un c6té les transporteurs ABCA-5, 6, 9 et 10,
de I’autre les transporteurs ABCA-12, 13, 2, 4, 1, 7 et 3. En confrontant ce résultat a la taille
de séquences des différents transporteurs ABCA, on peut constater qu’hormis ABCA3, tous
les transporteurs du second sous-cluster ont une taille de séquences de plus de 2000 acides
aminés. Les transporteurs du premier sous-cluster sont plus courts. Au niveau de la sous-
famille ABCG, on retrouve deux sous-clusters, avec les membres fonctionnant en
homodimeére d’un coté (ABCG-1, 2 et 4), ceux fonctionnant en hétérodimére de 1’autre
(ABCG-5 et 8). Il est possible, dans ce cas, de réaliser un paralléle entre fonctionnement et
phylogénie.

Au niveau de la seconde branche ABCB-ABCC-ABCD, on retrouve regroupés, les
transporteurs possédant a la fois le domaine ABC_TML1F et le domaine ABC_Transporter_2.
Pour la sous-famille ABCB, composée de 4 transporteurs entiers (ABCB-1, 4, 5, 11) et de 7
hémi-transporteurs (ABCB-2, 3, 6, 7, 8, 9, 10), on remargue que les deux sous-groupes sont
liés a des branches indépendantes. Les isoformes 1, 4 et 11 possédent une architecture avec

deux domaines ABC_TMIF et deux domaines ABC Transporter 2, alors que I’isoforme 5
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présente une architecture unique, avec deux domaines ABC_Transporter_2 mais un seul
domaine ABC_TML1F présent du coté C-terminal. Il faut néanmoins remarquer qu’ ABCB5 est
le seul transporteur ABC entier avec une sequence de 812 acides aminés seulement, ce qui
laisse penser a une perte d’un domaine ABC TMIF au cours de I’évolution.

De leur coté, les hémi-transporteurs ABCB forment des sous-clusters indépendants.
Ainsi, les membres TAP1 (ABCB2) et TAP2 (ABCB3) sont liés a une seule branche, avec
une valeur de bootstrap de 92% reflétant sa bonne robustesse. Pour rappel, TAP1 et TAP2
forment un hétérodimere fonctionnel. Sur une branche voisine aux TAP, on trouve ABCB9,
un hémi-transporteur qui leur est homologue.

Sous cette méme grande branche, on remarque que les membres de la sous-famille
ABCC avec ses séquences représentant la moitié N-terminale, sont plus proches des
séquences de la sous-famille ABCD, et que celles représentant la moitié C-terminale sont plus
proches des séquences de la sous-famille ABCB. Les valeurs de bootstrap assez élevees (84
et 89%) dans les branches respectives de ces deux ensembles de séquences indiquent la
robustesse de cette partie de 1’arbre. Le domaine transmembranaire optionnel (TMDO) qui
caractérise la plupart des membres de cette sous-famille serait probablement a 1’origine de
cette particularité. Par contre, on distingue, comme pour les autres sous-familles, des groupes
de séquences assemblés sous le méme nceud en N- et C- terminal. C’est le cas par exemple
des deux ABCC homologues SUR1 (ABCCB8), SUR2 (ABCC9), liés par des branches bien
robustes (des valeurs de bootstrap = 100%). Ceci suggére une duplication récente pour les
deux récepteurs aux sulfonylurées. Cette hypothése est valable également pour ABCC11 et 12
(valeurs de bootstrap de 95%). Ces deux transporteurs sont proches d’un point de vue
phylogénétique d’ABCCS. Les transporteurs ABCC-1, 2, 3 et 6 forment de leur coteé des sous-
clusters bien définis en N- comme en C- terminal.

Les membres de la sous-famille ABCD forment un dernier cluster, avec de bonnes
valeurs de bootstrap associées a toutes les branches. Les 4 hémi-transporteurs possédent une
architecture semblable, avec un domaine ABC_TML1F et un domaine ABC_Transporter_2. Un
autre phénomene de duplication pourrait étre suggéré entre les deux homologues ABCD1 et
ABCD?2.

Cette analyse des relations évolutives entre les transporteurs ABC humains nous
permet d’évoquer les hypotheses suivantes :
- Un premier grand phénoméne de duplication a probablement eu lieu, donnant

naissance a deux grands clusters : 1’un contenant les sous-familles ABCA-ABCG,
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I’autre, les sous familles ABCB-ABCC-ABCD, chacun évoluant séparément
ensulite.

- Des phénomeénes de duplication interne (c'est-a-dire sans séparation des geénes,
donnant des protéines "en tandem™) peuvent aussi étre suggérés pour expliquer
I’histoire évolutive des sous-familles comportant des transporteurs entiers :
ABCA-ABCB-ABCC, survenant aprés le premier phénomene duplication qui a

donné naissance aux différentes sous-familles.

IV.3. La phylogénie au service de la modélisation

Nous avons évoqué, dans le chapitre précédent, qu’en I’absence d’informations sur la
structure tridimensionnelle de la P-gp, les diverses études structurales menées sur ce
transporteur ABC s’étaient jusqu’alors basées sur les modeles ABC bactériens homologues
disponibles dans la PDB: MsbA et Sav1866.

Avant de réaliser une étude structurale de la P-glycoprotéine, et au vu des résultats
obtenus a I’issue de la premicre analyse phylogénétique, j’ai décidé d’intégrer Sav1866 et
MsbA dans une nouvelle reconstruction phylogénétique des transporteurs ABC. Le but, étant
d’étudier si un éventuel lien évolutif existe entre la P-gp et ces deux transporteurs ABC, et si
I’intégration de ces transporteurs bactériens dans une étude phylogénétique avec des
transporteurs humains modifierait le résultat obtenu pour la précédente étude. Le phénomeéne
de duplication interne observé chez les transporteurs entiers permet de réduire le nombre de
séquences incluses dans cette nouvelle analyse en gardant un seul pool des séquences qui leur
sont représentatives. Ainsi, j’ai maintenu uniquement les séquences représentatives de la
moitié C-Terminale. Pour cette analyse et grace a Prosite, j’ai pu identifier sur les séquences
MsbA et Sav1866 les deux domaines ABC_Transporter 2 et ABC_TML1F (Tableau-Ax-1). La
suite de la procédure est identique a celle de la premiere analyse avec un alignement Dialign
puis un alignement des blocs conservés avec Gblocks. L’arbre phylogénétique obtenu est

présenté Figure-B-4.
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Figure-B-4 : Arbre phylogénétique représentant la relation entre les transporteurs ABC humains et deux transporteurs bactériens. Cet arbre de
maximum de vraisemblance a été construit sur la base de 45 séquences protéiques (43 humains et 2 bactériens). Cing « branches » principales sont mis en
évidence: ABCA (Vert), ABCG (Violet), ABCB (Bleu), ABCC (Bleu ciel) et ABCD (Orange). P-gp (ABCBL1), MsbA et Sav1866 sont repérés dans /’arbre
par des cadres rouges, SUR1 (ABCC8) par un cadre marron. Seules les valeurs de bootstrap supérieures ou égales a 80% sont montrées. (Les
transporteurs entiers sont représentés par leur moitié C-terminale « _C », exemple : ABCC8_C)
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Sur I’arbre Figure-B-4, il est clair que la topologie générale de I’arbre présenté Figure-
B-3 a été conservée. On distingue, ainsi, les deux grandes branches ABCA-ABCG et ABCB-
ABCC-ABCD. Pour les séquences bactériennes intégrées dans I’analyse, elles sont liées a une
méme branche, au niveau du sous-cluster représentant la sous-famille ABCB. Les branches
qui lui sont voisines sont celles liant les transporteurs ABCB-6 et 7, mais aussi celles
représentant le groupement ABCB-1, 4, 11 et 5. Alors que les deux transporteurs bactériens
contiennent les mémes domaines que les autres membres de la branche ABCB-ABCC et
ABCD, leur localisation au niveau du sous-cluster ABCB traduit un lien phylogénétique plus
important avec les transporteurs de la sous-famille ABCB, dont la P-gp. Ce premier résultat
va dans le sens d’une homologie architecturale entre ces transporteurs bactériens et notre
transporteur d’intérét.

Dans le cadre d’une collaboration entre notre équipe et une équipe partenaire du CEA
de Grenoble (Dr. Michel Vivaudou), j’ai invité a réalis¢ un modele tridimensionnel d’un
transporteur de la sous-famille ABCC. Il s’agit du transporteur ABCC8 (SURI). Le but est
d’étudier un lien fonctionnel possible entre cette protéine ABC et la P-gp, et de mettre en
valeur des résultats obtenus via des études d’enzymologie. En effet, au niveau de I’arbre de la
Figure-B-4, SURI, pour lequel aucune fonction de transport n’a été observée a ce jour, fait
partie du sous-cluster ABCC qui est le sous-cluster le plus proche des transporteurs ABCB.
Au niveau architectural, on peut noter, qu’hormis le domaine transmembranaire
supplémentaire TMDO, I’architecture générale des moitiés N- et C-terminales de ce
transporteur est identique a celle des ABCB entiers. Ce lien phylogénétique est de tout
premier intérét pour 1’étude structurale menée sur ABCB1 et ABCCS8, qui sera présentée dans
le prochain chapitre.

La séquence de la P-gp de souris, pour laquelle une structure tridimensionnelle est
disponible dans la PDB depuis 2009, n’a pas été intégrée dans 1’étude phylogénétique. La P-
gp de souris étant deja reconnue comme orthologue de la P-gp humaine [9].
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Chapitre C : Modélisation Moleculaire

. Introduction

Dans le cadre de la collaboration citée dans lepitleaprécédent, des résultats
biochimiques, obtenus par Alexia Garrigues, Soléviagin et Stéphane Orlowski (Saclay) et
par Elisabeth Garcia, Hélene Jacquet et Michel Mioai (Grenoble), avaient réveélé la
reconnaissance par la P-gp de ligands spécifigaeSUR1. Ces deux protéines ABC n'ont
pas de fonction commune, et n’avaient pas de @atbstommuns connus avant ces travaux.
La P-gp et SURL1 partagent, néanmoins, le caradtane reconnaissance multispécifique de
substrats. Le fonctionnement complexe de SUR1 dansadre de la régulation de la
conductance des canauxaK (Une conductance dépendante a la fois de la liaison
« classique » de nucléotides aux domaines NBD maasssi de la liaison de ligands
pharmacologiques) a limité les données fonctioesedit structurales disponibles sur cette
protéine. La P-gp, quant a elle, est la protéineCApisqu’ici la plus étudiée par la
communauté scientifique.

J'ai consacré cette partie de mon travail de tres@tude structurale de la P-gp
humaine dans le but de comprendre sa multispééifite reconnaissance de substrats dans
trois états catalytiques difféerentOpen-Inward», «Qosed-Inward» et «Outward-Facing».
Pour interpréter les résultats biochimiques citédessous pour comparer les deux protéines
ABC, jai également développé un modele tridimensi représentant SUR1 dans I'état
catalytigue «Qutward-Facing »

Les résultats de ce travail ont fait I'objet d’'umgblication parue en Février 2011 dans

The Journal of Biological Chemistry [1] et qui cthgera le coeur de ce chapitre.
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II.  Etude structurale de transporteurs ABC humains

1.1 Contexte scientifique

Avant d’aborder I'étude structurale de transpodediBC, il est impératif de présenter
le contexte scientifigue dans lequel ce travailidieu. Il s’agit des résultats biochimiques et
enzymologiques intéressants obtenus précédemmenbpacollaborateurs. Ces résultats ont
confirmé le large spectre de reconnaissance ddratsgar la P-gp. Ainsi, les mesures des
activités ATPasiques dans des vésicules membranamatenant la P-gp ont révélé la
possibilité de leur stimulation par des ouvreurgafoxide, SR47063 (dérivé du cromakalim)
et P1075 (dérivé du pinacidil)] ou des bloqueutibémclamide, meglitinide et tolbutamide)

des canaux krp (Exemple : Figure-C-1).
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Activité ATPasique stimulée
K12 (UM)
(% de I'activité basale)
Verapamil (VRP) 173 1.3
Progestérone (PRG) 166 17
Vinblastine (VBL) inhibition 31
Glibenclamide (GLB) 160 11
SR47063 155 36

Figure-C-1 : Effets de la concentration des ligandde SUR sur I'activité ATPasique stimulée de

la P-gp.A, Effets des ligands ouvreurs des canawHigands de SUR1) sur I'activité ATPasique de
la P-gp.B, Données d'interaction déduites des mesures dieis efes ligands de la P-gp (en rouge) et
de SURL1 (en bleu) sur l'activité basale de la P-gpn indiqués les simulations d’activité ATPasique
(exprimées en % de l'activité basale) et les cotraéipns K, observées pour la moitié de I'effet
maximal.

La Figure-C-1 est représentative des résultatslagvd’effet des ouvreurs et des
bloqueurs des canauxt sur I'activité ATPasique de la P-gp. Nous constatainsi que des
ligands de SUR1 (Figure-C-1B) peuvent stimulertiat® ATPasique basale de la P-gp a des
niveaux comparables a ceux de substrats connasPRigp (VBL, PRG, VRP). Un autre volet
de cette étude enzymologique a mis en évidencentEractions possibles entre des ligands
de SUR1 et des substrats de la P-gp (Voir artidle [

Les résultats obtenus suggéraient donc des sitéddionctionnelles entre SUR1 et P-
gp dans le cadre de leur reconnaissance de substraeci malgré la divergence de leurs
fonctions biologiques connues a ce jour. Devartiskace de structures tridimensionnelles
d’'une assez haute résolution de ces deux prot&B€5 une interprétation plus détaillée de
ces résultats exigeait la construction de modéldsniensionnels des deux protéines ABC.
Une information structurale complémentaire étaipamante pour interpréter les données
d’interaction et mettre en valeur les diverses liypses issues des résultats de I'étude
enzymologique. Lorsque jai entamé ce travail erd&0aucune structure de P-gp de

mammiféres n’était disponible dans la PDB. La parutécente d’une structure de P-gp de
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souris [2] a permis d’améliorer la construction desdeles de P-gp humaine mais n'a pas
modifié notre stratégie globale de modélisation glappuie aussi sur les structures
homologues disponibles. Il faut préciser, qu'a @ar,) il n’existe pas de structure de SUR1
dans la PDB ni d'un autre membre de la famille ABCC

Grace aux analyses phylogénétiques, premier vaemdn travail doctoral, nous
avons opté pour une reconstruction par homologiealgeles tridimensionnelles de protéines
ABC humaines (P-gp et SUR1) serait possible en ssarli sur les structures
cristallographiques des protéines ABC bactérier{fBes1866 et MsbA, les seules structures

3D disponibles en début de these).

.2. Analyse de la topologie membranaire des transportes ABC

[1.2.1. ABCB1 et ABCCS8 : des topologies membranaires singita

Nous avons évoqué dans le chapitre Introductiondlitude des études réalisées dans
le but de décrire la topologie membranaire de gpPbevant les progrés et les améliorations
gu’ont connu les programmes de prédiction des tstres secondaires de maniére générale et
ceux des hélices transmembranaires de maniéerefigpécinous avons décidé de soumettre
les séquences protéiques de la P-gp et de SUR& anatyse topologique par un programme
de prédiction spécialisé (Voir Tableau-Ax-1 pous leuméros d’accession). Il s’agit du
programme HMMTOP (v2.6)[3]. La spécificité de ce programme est qu'il ap@n se
basant sur I'hypothése que la topologie et la Ieatibn des segments transmembranaires est
déterminée par la différence dans les distributides acides aminés dans diverses parties
structurales d’'une protéine plus que par la contjposspécifique en acides aminés de ces
parties. Cing zones structurales ont été défingas des protéines membranaires: les hélices
membranaire (H), les terminaisons des hélices tea @ en extracellulaire (i et 0), les boucles
intra ou extracellulaire (I et O). Deux terminaisoconnectées forment une courte boucle
associée a la membrane, tandis que l'architectigeninaison-boucle-terminaison” forme
une longue boucle dans le cytosol ou dans le midgwa-cytosolique. La topologie est

bY

déterminée en partitionnant la séquence protéiquandniére a produire les fréquences

8 http://www.enzim.hu/hmmtop/

70



relatives aux acides aminés de ces zones struesulallong de la séquence doivent étre

maximales. Les fichiers de sortie sont présentiggi{&-Ax-1).

Pour une meilleure interprétation et une meillelisthilité de ces fichiers, jai
visualisé le résultat en utilisant le programme T2P La topologie structurale prédite de la

P-gp est ainsi schématisée (Figure-C-2).
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Figure-C-2 : Topologie structurale de la P-gp déteninée par HMMTOP et visualisée par
TOPO2. On distingue 12 hélices transmembranaires et deamaihes NBD. Les 2 motifs
ABC_TML1F localisés entre les acides aminés 52-3572-1000 sont représentés en orange et les 2
motifs ABC_transporter_2 localisés entre les acia@inés 392-628 et 1035-1273 sont représentés en
violet Les 3 sites potentiels des N-glycosylations, 98®4sont représentés en bleu.

Grace a la prédiction par HMMTOP de la structurpotogique de la P-gp, on
retrouve bien les 12 hélices caractéristiques dsathes TMD des protéines ABC. Ces
hélices sont respectivement localisées entre ideaaminés : 49-73, 117-141, 190-209, 214-
233, 299-323, 328-352, 710-733, 754-778, 833-8%-&/4, 935-957 et 974-996 (voir
Figure-Ax-1). HMMTOP a également détecté les sietentiels de glycolysation de la P-gp
situés au niveau des résidus Arg 91, 94 et 99nSkedbase sur la structure cristallographique

o http://www.sacs.ucsf.edu/TOPO2/
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de la P-gp de souris, proche a 87% d’identité deeséce de la P-gp humaine, on constate une
excellente adéquation entre les segments TM prétits topologie observée. L'efficacité de
cette méthode de prédiction des segments transraeait@s est valorisée, non seulement par
la qualité de ses résultats mais également paaitegfi’'en comparaison avec une méthode
« classique », basée sur I'étude des profils ddghobicité, comme celle fournie par le
programme TMHMM v2° [4], seules 10 hélices transmembranaires sont@é® (Figure-
Ax-2).

Dans le cas de SURL, le résultat de la prédictishbVHOP est présenté Figure-C-3 :

Milieu extracellulaire
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Figure-C-3: Topologie structurale de SUR1 détermide par HMMTOP et visualisée par
TOPO2. On distingue 17 hélices transmembranaires, dordiaht partie du domaine TMDO (37-
185) ainsi que deux domaines NBD. Les 2 motifs ABLLF localisés entre les acides aminés 300-
602 et 1014-1306 sont représentés en orange € lestifs ABC_transporter_2 localisés entre les
acides aminés 679-929 et 1344-1578 sont représeamiégiolet. Les deux sites potentiels des N-
glycosylations, 10-1049, sont présentés en bleu.

On constate qu’une topologie membranaire similaicelle de la P-gp est retrouvée,
avec en plus la présence du domaine caractérisigpplémentaire TMDO en amont du
premier domaine transmembranaire « classique ». OM#3t composé de 5 hélices
transmembranaires, ce qui améne a 17 le nombré detw hélices transmembranaires

contenues dans SUR1. Ces hélices sont respectivémahséees entre les acides aminés : 37-

10 http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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54, 75-94, 107-124, 135-152, 161-185 pour le dom@MDO et entre les acides aminés 300-
324, 351-368, 399-423, 450-473, 536-560, 575-531041034, 1061-1085, 1104-1121,
1148-1172, 1253-1270 et 1279-1298 pour le deweawtomaines TMD restants. Deux sites
potentiels de glycosylation sont suggérés pour SuRis sont localisés dans deux régions
extracellulaires différentes de la protéine au aiveles résidus Asn 10 et 1049. Comme
réalisé avec la P-gp, les résultats issus de HMMDOPété comparés avec ceux issus de
TMHMM. Ce dernier ne détecte que 16 hélices tramsbranaires (Figure-Ax-2).

[1.2.2. Quelle topologie pour la région linker ?

L'une des particularitts communes entre les strastudes transporteurs ABC
(Sav1866, MsbA et P-gp de souris) disponibles dafDB est I'absence de la région linker
(une soixantaine d’acides aminés non résolue danistal). Devant I'absence de cette
information structurale chez les templatest avant de procéder & la construction de modéles
tridimensionnels de transporteurs ABC, j'ai souhataluer les possibilités de modélisation
de cette région dans la P-gp humaine en I'étudiadte a un programme de prédiction de
structures secondaires. J'ai ainsi soumis la séguda la P-gp humaine a un programme de
prédiction de structures secondaires, PSIPRED YA738]. Ce programme est reconnu pour
la qualité et I'exactitude de ses résultats ; ibase sur I'optimisation de résultats générés par
PSI-BLAST [6]. Le fichier de sortie est présent@siée chapitre Annexes (Figure-Ax-3).

L’avantage de cet outil est la génération d’'un dedile confiance a chaque position
prédite des structures secondaires. Cet indice kO a 9 selon la fiabilité de la prédiction.
Ainsi, dans le fichier de sortie, on peut remargy€une région entre les acides aminés 630
et 694 se distingue par un indice de confianceieié a 4. Cette région se distingue par une
prédiction de structure majoritairement désordonf@&al) avec une majorité de degrés de
confiance < 4. On voit en effet que d’autres strited prédites « C » dans le reste de la
séquence le sont avec un bon degré de confiano®mganne, correspondant aux boucles de
« jonction » extra-membranaires.

Dans le cas du segment « linker », il n’y a matéieent pas de structures ordonnées

(les rares régions « H » ont des degrés de comfidiecO a 2), et un aussi long segment

" Un template : Une structure protéique utilisée comme « guide » pour reconstruire un modele 3D par
homologie
2 http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
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désordonné (Coil) est impossible a modéliser sampliate. Ces résidus correspondent a la
région linker et ces valeurs signifient qu'une mstouction de cette région de la P-gp ne
serait certainement pas fiable sans l'utilisatiamdemplate.

[1.2.3. Analyse des enroulements superhélicoidaux

Nous avons évoqué dans le chapitre Introductiomadééle de translocation suggéré
par Dawson et Locher [7] (Figure-A-16) grace atlacture tridimensionnelle de Sav1866
dans sa conformation @utward-facing » Ce modele avait décrit pour la premiere fois un
enlacement (enroulement) des hélices transmembeanade méme enroulement a, par la
suite, été observé chez MsbA par Watdal. [8], dans la méme conformation. Ce modéle
laisse imaginer la présence d’'une topologie difeehglicoidale qui implique I'enroulement
de deux ou de plusieurs hélices. Ce type de comfitom n’est pas une structure secondaire
mais un type particulier de structure tertiaire. @adit ce type de superstructure lorsqu’on
trouve des motifs répétés de 7 acides aminés @ehtgghcxch pour résidu hydrophobe et
pour résidu chargé. La présence de ce type de moafion chez les structures bactériennes
suggere l'intérét de son étude chez la P-gp et SURLr ce fait, jai utilisé un autre
programme de prédiction spécifique COILS (vi3Q9]. Ce programme sert & détecter les
probables domaines composés de superhélices dedecoil». COILS est un programme qui
compare une séquence particuliere a une base deé@®mle conformations « coiled-coil »
connues, dans le but de générer un score de simil&tn comparant ce score a une
distribution des scores dans les protéines glotasgat les protéines « coiled-coil », COILS
calcule la probabilité que la séquence adopte cettéormation spécifique. Les résultats des
analyses COILS reéalisées sur la P-gp et SUR1 s@septés respectivement Figure-C4 et
Figure-C-5.

B3 http://www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html
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Coils output for P-glucoprotein
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Figure-C-4 : Localisation des régions « coiled-coi chez la P-gpLe « coiled-coil » est une région
amphipathique représentant une heptade de 7 rédigdsophobes et hydrophiles. Les fenétres de
glissement pour la détection des motifs sont alasimultiples de 7, c’est-a-dire 14 (vert), 21 (hlet

28 (rouge).

COILS (v1.0) prédit des enroulements superhélmatddans diverses régions de la P-
gp mais deux régions se distinguent avec des watiprobabilités assez élevées (> a 0.8 en
utilisant deux types de fenétres de glissements f&gions sont situées entre les acides
aminés : 269-287 et 636-652. Ces deux régions Isgatisées du cb6té N-terminal et plus
précisément au niveau intracellulaire. On peut &ies que la seconde région prédite, fait
partie de la région-linker. Elle est prédite avee grande probabilité quelle que soit la taille
de la fenétre de glissement. Sachant que les demaioiled-coil » sont considérés, a cause
de leur interaction spécifique, comme des « tagigmdux/marqueurs de dimérisation, on
peut dire que les résultats de cette analyse seigiggue des motifs potentiels de dimérisation
sont présents au niveau de la fin de la régionrhtiteale de la P-gp.
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Coils output for SURL
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Figure-C-5 : Localisation des régions « coiled-co# chez SUR1Le code couleur appliqué aux
fenétres de glissement est le méme que celuikiguse-C-4

Dans le cas de SUR1, plusieurs enroulements sélppidaux sont localisables tout
au long de la séquence protéique mais une seulenrég distingue réellement, celle située
entre les acides aminés 965 et 984. Pour cett®mrédm probabilité de présence d'une
conformation « coiled-coil » est supérieure a 90%lque soit la fenétre de glissement. Il est

intéressant de remarquer que les résidus de 988 @t partie de la région-linker de SURL.

Pour la P-gp comme pour SUR1, on peut suppos@rdsence d'un enroulement
superhélicoidal et donc celle de motifs de dimédsapotentiels au niveau de la région-
linker. Cette hypothése est en harmonie avec ilamise dans le chapitre précédent,
suggérant un phénoméne de duplication interne pesr transporteurs entiers. Nous
remarquons aussi I'absence des « coiled-coil »\aan des régions transmembranaires de P-
gp et de SURL1 alors que les mouvements de twistredsau cours du cycle catalytique
laisseraient supposer I'existence de ces motifs.cBatre, la région linker pourrait jouer un
réle dans le changement conformationnel donnani Ig& I'enlacement des hélices

transmembranaires dans la conformatariward-Facing
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1.3. Modélisation comparative de transporteurs ABC humans

Nous allons nous intéresser, dans ce paragrapkdraaaux réalisés dans le cadre de
I'étude structurale de transporteurs ABC, et plpécgalement la P-gp. Les résultats de ces

travaux sont complémentaires a ceux présentésldatitde inclus dans ce manuscrit.

[1.3.1. Sélection des templates et alignements de séquences

Alors que les reésultats des analyses phylogéné&igadiquent une proximité
d’évolution entre la P-gp et les exportateurs AB&tbriens, nous avons procédé a une
méthode de confirmation plus classique du choixale templates en réalisant un PSI-Blast
de la séquence requéte (la P-gp humaine ou SURiecla banque de données PDB. PSI-
Blast permet d’identifier les séquences protéidasglus identiques a la séquence de la P-gp
et pour lesquelles des structures tridimensionseltet déja disponibles dans la PDB seront
révelées.

Hormis la structure de la P-gp de souris parue @9 22] et dont la séquence
protéiqgue est a 87% identique a celle de la P-gmame, seules les séquences des
transporteurs ABC bactériens, MsbA (des trois espeéEscherichia coli Vibrio choleraeet
Salmonella typhimuriuinet Sav1866 Staphylococcus aureusont détectées par PSI-Blast
avec respectivement des scores d’identité vis-daveequence de la P-gp humaine de : 31,
28, 31 et 28%. Ces scores, étant proches de 3086t iiommunément admis qu’'ils sont
suffisants pour générer des modéles structurauxeBapar le biais de la modélisation
comparative.

Pour ABCCS, les scores d’identité vis-a-vis desus@ges bactériennes sont plus
faibles mais avoisinent néanmoins les 20%. Le fonoement de SUR1 dans le cadre d'un
assemblage hétérotétramérique avec des sous-Wfiitésemble difficilement compatible
avec le changement conformationnel décrit par ¢ggoP-e mouvement d’alternance entre une
ouverture vers le milieu intracellulaire puis véesmilieu extracellulaire (Figure-A-5) est
imaginé pour des protéines ABC assurant une famatie transport, fonction ce qui n’a

toujours pas été mise en évidence jusqu’a préesemPURL.
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Nous avons analysé en détail ces scores d’idetiigbservant leur répartition le long
des séquences, et plus précisément au niveau desrds NBD et TMD (Tableau-Ax-2). La
séquence protéique de la P-gp de souris a été@atéigans cette analyse (Tableau-C-1).

P-gp_Hum SURL1 P-gp_Mouse
Ec- Vc- St-
TMD Sav1866
MsbA MsbA MsbA
TMD1 | TMD2 | TMD1 | TMD2 TMD1 | TMD2
TMD1 100
P-gp_Hum
TMD2 28 100
TMD1 12 9 100
SUR1
TMD2 8 10 10 100
Sav1866 13 16 11 12 100
Ec-MsbA 17 16 5 12 16 100
Vc-MsbA 16 14 14 11 19 65 100
St-MsbA 18 16 5 11 16 97 65 100
TMD1 76 26 11 8 13 15 16 15 100
Pgp_Mouse
TMD2 27 77 11 11 11 14 16 15 24 100
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P-gp_Hum SUR1 P-gp_Mouse

Ec- Vc- St-
NBD Sav1866
MsbA MsbA MsbA
NBD1 | NBD2| NBD1| NBD2 NBD1 NBD2
NBD1 100
P-gp_Hum
NBD2 61 100
NBD1 26 24 100
SUR1
NBD2 29 30 23 100
Sav1866 50 47 27 31 100
Ec-MsbA 53 48 31 31 53 100
Vc-MsbA 45 45 30 31 51 72 100
St-MsbA 54 48 30 32 55 94 73 100
NBD1 92 62 26 29 50 51 46 52 100
Pgp_Mouse
NBD2 60 91 25 30 47 47 45 48 61 100

Tableau-C-1: Les scores d'alignement des domaind3viD et NBD. Les scores ont été obtenus
grace au programme d’alignement multiple Clustal0][ Sont présentés en rouge, les scores
d'alignement des domaines représentatifs des tap®let ceux représentatifs des modéles a
construire. P-gp_Hum : la P-gp humaine, Pgp_MoukeP-gp de souris, SaStaphylococcus aureus
Ec : Escherichia coliVc :Vibrio cholerae St : Salmonella typhimurium

A la lecture du tableau-C-1, nous pouvons constaierles scores d’alignement sont
plutét indépendants des espéces. Ainsi, les domdiMD et NBD de la P-gp et de SUR1
humaines partagent plus d’identité avec les séqsemes exportateurs ABC bactériens
gu’entre eux. Ces scores représentent un autrenargusupplémentaire en faveur de notre
choix de templates. lls sont aussi en accord awec rEsultats issus des analyses
phylogénétiques ainsi qu'avec les scores d'aligmmeglobaux des séquences entieres
(Tableau-Ax-3).

Nous constatons que les scores d’identité sonemetit supérieurs au niveau des

domaines NBD en comparaison a ceux des domaines. TdDésultat n’est pas surprenant,
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les NBD contiennent les motifs conservés entreetolds protéines ABC. lls sont impliqués
dans la liaison d’'un méme substrat qui est 'ATérsalque les domaines TMD sont impliqués
dans le transport de substrats variables selorotaipe ABC.

Il faut signaler que trois structures de P-gp derisocont été déposées dans la PDB
alors que le travail de modélisation avait été métaCes structures étaient les premieres
disponibles pour un transporteur ABC de mammiféeeP-gp de souris n'a été cristallisée
gue dans une seule conformation du cycle de treastm,« Inward-Facing »ouverte vers le
milieu cytoplasmique. Une de ces structures reptagela P-gp dans un état @ipo (sans
substrat ou nucléotide liés), les deux autres deex cyclo-peptides liés [Le cyclic-tris-(R)-
valineselenazole (QZ59-RRR) et le cyclic-tris-(8)Hreselenazole (QZ59-SSS)].

[1.3.2. Génération et sélection des modéles

Les structures des protéines ABC bactériennes qurescelle de la P-gp de souris ont
donc été les templates sélectionnés dans notrailtrde modélisation comparative. Ces
structures ne représentent pas les mémes confomaatie qui nous a permis d’entreprendre
un travail de construction de modeles structuraégridant la P-gp humaine dans trois
conformations catalytiques différentes. Pour SURTaiblesse des scores d’identité associée
a la disponibilité de deux structures templatessdane méme conformatioa Outward-
Facing »m’ont contraint & construire un modéle tridimensiel unique décrivant SUR1 dans

cette conformation (Tableau-C-2).

Templates (Code PDB)Résolution (A) Modéles (conformation)
Ec-MsbA (3B5W) 5.3 Pgp_Hum (open inward-facing)
Vc-MsbA (3B5X) 5.5 Pgp_Hum (closed inward-facing)
Sav1866 (2HYD) 3.0 Pgp_Hum (outward-facing)
St-MsbA (3B60) 3.7 Pgp_Hum (outward-facing)
Pgp-Mouse (3G5U) 3.8 Pgp_Hum (open inward-facing)
Sav1866 (2HYD) 3.0 SUR1 (outward-facing)
St-MsbA (3B60) 3.7 SUR1 (outward-facing)

Tableau-C-2 : Les modéles P-gp et SUR1 construitsleurs templates correspondants.
P-gp_Hum: la P-gp humaine, Pgp_Mouse : la P-gpsderis, Sa: Staphylococcus aureus, Ec:
Escherichia coli, Vc : Vibrio cholerae, St : Salnetia typhimurium
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Les données du tableau-C-2 indiquent que les tateg dans la conformation
Outward-Facing,a priori compétentes pour I'efflux du substratngjporté, sont les plus
nombreuses et les mieux résolues.

Par contre, il n’existe qu’'une seule structurepliate pour la forme intermédiaire dite
Closed Inward-Facinget qui a été résolue a basse résolution, ce nuielila qualité des
modéles qui peuvent étre dérivés. Pour la confaom&@penlinward-Facingdeux structures
sont disponibles, dont une & résolution correct8 £, ce qui permet de construire des
modeles corrects, grace a l'alignement multiplecaleux templates.

Il faut noter qu’étant donné la méthode d’obtentdms structures Ec-MsbA et Vc-
Msba (avec St-MsbA comme point de départ et ertipagiant manuellement les monoméres
dans une carte expérimentale de densité électren|&l elles ne sont représentées dans la
PDB que par le biais de traces de. Ca chaine principale et les chaines latéralesébét
reconstruites respectivement grace a SABBAC1] et Scit® [12], deux programmes fournis
par le serveur RPBS (Ressource Parisienne en Branatique Structurale).

Pour chaque procédure de modélisation, nous aviiliee Ue programme Modeller
dans sa version 9v6 [13]. Ce programme de mod@iisabmparative est le plus utilisé dans
la communauté scientifique et il est implémentégmnombreux serveurs en ligne. Gratuit et
a usage académique, Modeller est un programme atiggm ['utilisateur doit
essentiellement fournir un alignement de séqueradigé par ses propres soins). Cette étape
reste la plus délicate de I'ensemble de la proedtant donné la faible conservation de
séquences observée au niveau des domaines transmeaimds. L’alignement est amélioré
manuellement de maniére a respecter la topologmbranaire prédite. Un exemple d’'un
alignement type soumis a Modeller est présentér&igu-4.

Grace a la procédure « automodel » de ce programows, avons généré 10 modeles
de chaque conformation étudiée. Les modeles gém@teste affinés grace a la procédure
« refinement slow » de Modeller. Il noter qu'étdonné les absences, d’'un domaine TMDO,
de la région-linker ainsi que de la premiére bowttracellulaire, au niveau des structures
templates (bactériennes ou de souris), ces régions pu étre modélisées.

Le meilleur modele généré a, par la suite, ét&cgelaé grace a une combinaison de
programmes de scoring fournis par Modeller et quits GA341 et DOPE (Discrete
Optimized Protein Energy). Tous les modéles géngrésr la P-gp ou pour SURL, ont été

* http://bioserv.rpbs.jussieu.fr/cgi-bin/SABBAC: Reconstruction de la chaine principale
!> http://bioserv.rpbs.jussieu.fr/cgi-bin/SCit: Analyse et édition des chaines latérales
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validés grace a des scores GA341 > 0,9. Un exeniple script type soumis a Modeller

décrivant ces étapes de génération et de sélatgiomdeles est présenté Figure-Ax-5.

11.3.3. Evaluation des modeéles

Afin d’interpréter et d’exploiter les modéles 3D pimtéines, il est essentiel d’estimer
leur précision aussi bien globale que locale. Legues dans les modeéles proviennent
principalement de deux sources: (i) I'échec destzherche conformationnelle pour trouver la
conformation optimale ainsi que (ii) 'échec dddactionscoringa identifier la conformation
optimale. C’est ainsi que les qualités stéréochimsgdes modeles générés ont éte vérifiees
par le biais de divers programmes d’analyse etatidation des structures protéiques. Le but
de cette stratégie est d’avoir un consensus paniate juger la fiabilité d’'un modele donné.

ProSA [14]: Ce programme calcule un score décrivanulaitge générale d'un modeéle
donné puis le compare avec celui décrivant de€ijmes natives de la PDB (Rayons-X ou
RMN). Le modeéle est de bonne qualité s’il est daas méme rang que des protéines
cristallisées de taille similaire. ProSA donne descores. Plus le Z-score est bas, plus le
modéle est bon. Le Z-score dépend de la tailled#tjuence protéique. Exemple : pour une

protéine de plus de 1000 acides aminés, un bori&&st compris entre -9 et -15.

Procheck [15]: Procheck évalue la “normalité » de la géaimétes résidus d'un
modele protéique donné par rapport a des structlive® assez haute résolution. Parmi les
parametres décrits par ce programme figure le dmgre de Ramachandran, qui décrit les
angles de torsiophi-pside tous les résidus d’une structure protéiquestlireconnu qu’un
bon modeéle protéique est celui dont les combinaistes angles de torsighi-psi de ses
résidus sont contenues dans les régions ditesdblesr du diagramme. D’autres parametres
de Procheck sont les parametres « Goodness-factars< G-factors » qui décrivent la qualité
des angles diedres, des liaisons covalentes et géométrie générale de la protéine. Pour un
modéele fiable, les valeurs de ces paramétres soralantours de -0.5

Whatcheck [16]: Ce programme évalue aussi les qualités at@itniques de
structures modélisées et ceci grace a des parantrecoring ; certains décrivant la qualité
de la conformation générale du modeéle (Z-scorectral, bonne qualité de structure quand

les valeurs sont positives), d’autres traduisartegré de conformité de ce modele vis-a-vis
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des contraintes communes d’affinement (RMS Z-s¢dresne qualité de structure quand les

valeurs sont proches de 1).

Molprobity *® [17]: Il s’agit d'un serveur fournissant d’autrestils d'analyses des

contacts entre les résidus permettant d‘évalugrol&rcentage de ceux ayant des mauvais

angles ou des mauvaises liaisons.

QMEAN? [18]: C’est un score qui estime de maniére stqtist la qualité des

modéles protéiques. La valeur du score est comenie 0 et 1, et le modele est fiable quand

cette valeur est proche de 1.

Un diagramme graphique récapitulatif est préseigéré-C-6 :

Analyscct
sélectiondes templates

l

Phylogénic
PSI-Blast
Score Clustal W

Dialign + verification manuelle

Dope Score
GA341

SABBAC Analysc et préparation
Scit des templates
W
Alignementde séquences
W
Modeller Génération et
Refinement Slow affinementdes modéles 3D
Evaluation ctS¢lection par les fonctions
scoring Modcller
ProSA
Whaltchek
Procheck
Molprobity Evaluation pardes fonctions de
QMCAN scoring externes

Figure-C-6 : Diagramme récapitulatif du processus d modélisation réalisé

Les résultats de ces divers tests d’évaluation rémnimés dans le Tableau-C-3

'® http://molprobity.biochem.duke.edu/
17 .
http://swissmodel.expasy.org/gmean
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Tableau-C-3: Evaluation des modéles structurauxP-gp Open Inward-Facing A: le modéle P-gp recoristem se basant sur la structure d’Ec-MsbA
structure comme template, P-gp Open Inward-FacintgBnodele P-gp reconstruit en se basant surdacstire de la P-gp de souris comme template. Pour
les autres structures modélisées, les templateésésamés dans le tableau-C-2

Méthodes Modeles structuraux P-gp Open P-gp Op.en Pgp Closgd Pap Ou.tward— SURL O.utvvard—
Inward-Facing A Inward-Facing B Inward-Facing Facing Facing
ProSA Z-Score -9,62 -12,09 -4,21 -11,41 -9,59
Ramachandran (%) 97,8 99,4 94,7 99,5 98,7
Dihedral 0 -0,15 0 -0,13 0
Procheck
G-Factors Covalent -0,62 -0,25 -0,27 -0,73 -0,27
Overall -0,03 -0,18 -0,1 -0,04 -0,1
1st generation packing quality 0,644 0,656 1,109 -0,293 1,23
2nd generation packing quality -2,645 -2,148 -2,187 -3,451 -2,341
Structure Z-scores Ramachandran Plot appearance -2,823 -3,827 -2,115 -3,39 -2,182
chi-1/chi-2 rotamer normality -1,164 -2,866 -1,999 -1,567 -2,846
Backbone conformation 0,984 1,18 2,682 -0,719 1,948
Whatcheck Bond lenghts 0,969 0,955 0,962 0,972 0,978
Bond angles 1,339 1,269 1,291 1421 1,279
Omega angle retraints 0,13 0,138 0,126 0,159 0,126
RMS Z-scores
Side chain planarity 0,575 0,35 0,465 0,407 0,326
Improper dihedral distribution 1,121 1,224 1,109 1,272 1,147
Inside/outside distribution 1,145 1,149 1,171 1,209 1,222
Residues with bad bonds (%) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
MOLPROBITY - -
Residues with bad angles (%) 1,52 0,68 3,25 0,68 1,07
QMEAN QMEANSscore 0,512 0,607 0,256 0,742 0,525
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A partir de ce tableau, il est possible de cossti@ bonne qualité des modeles générés par
Modeller, méme ceux basés sur les structures d’ElcAViet Vc-MsbA (de basse résolution et
contenant uniquement les traces de).CPar exemple et en se basant sur le diagramme de
Ramachandran, plus de 90% des résidus, quel quéesmiodele, sont localisés dans des régions
soient favorables, soient permises. Les résultatearnant les modéle®pen Inward-Facing
confirment que seul le template P-gp de souris g&atpris en considération pour la reconstruction
de modele dans cette conformation malgré les bomes obtenus avec le template bactérien : (i)
les deux palettes de score sont plutdt bonnes glezd’un des deux templates possede beaucoup
plus de similarité de séquence que l'autre (87%u&iB0%), (ii) les scores ne sont pas du tout
mauvais pour le template bactérien a 30%, ce qufirooe la parenté structurale observée grace a la
phylogénie. (iii) seul le score ProSA montre gy’id meilleure adéquation entreftéd de la souris
et la séquence humaine, qu’entréoliel bactérien et la séquence humaine, ce qui paggue.

Pour la conformatiorClosed Inward-Facingl’évaluation est satisfaisante mais elle est la
moins bonne de tous les modeéles. Ce résultat eatl'dfilisation d’un seul template, ne présentant
pas une trés bonne résolution et dont la qualitéégendante des reconstructions complémentaires
réalisées (la chaine principale et les chainesdkes).

Pour la conformatiofOutward-Facingde la P-gp, I'évaluation produit de bons scores. Ce
modéele est celui dont la qualité est la plus pratheelle du modél®pen Inward-Facindasé sur
la structure de la P-gp de souris et qui bénétlei¢identité de séquence la plus élevée (87%). Ces
scores tres favorables montrent l'intérét d’opteurpune construction de modele basée sur deux
templates (voir Tableau-C-2).

Pour la conformatioOutward-Facingde SUR1, nous pouvons constater que dans ce cas
aussi et ceci malgré une identité de séquenceg faibke vis-a-vis des structures bactériennes, le

modele construit possede de bonnes qualités sténdéigaes.
Dans le paragraphe suivant, est présenté 'aBelgsadoket al. paru dans JBC. Pour assurer la

meilleure clarté des figures représentatives deglteds de modélisation comparative, j'inclus cet

article dans son format de soumission.
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Recognition of sulfonylurea receptor (ABCC8/9) hgls by the multidrug
resistance transporter P-glycoprotein (ABCB1): Fiomal similarities
based on common structural features between twaspecific ABC

proteins
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ABSTRACT substrates, handled in either direction of influx o
efflux (2). In higher mammals, they are involved in
ATP-sensitive K (Karp) channels are the target of ayarious pathophysiological situations and genetic
number of pharmacological agents, blockers likgjiseases Q).
hypoglycemic sulfonylureas, and openers like the The K. channel results from the constitutive
hypotensive cromakalim and diazoxide. Thesgssociation of 4 pore-forming Kir6.x subunits and 4
agents act on the channel regulatory subunit, thegulatory SUR subunits [(4);(5)]. In various
sulfonylurea receptor (SUR), which is an ABCcombinations of the SUR isoforms, SUR1, SUR2A,
protein with homologies to P-glycoprotein (P-gp). P and SUR2B, and the Kir6 isoforms, Kir6.1 and
gp is a multidrug transporter expressed in tumokirg.2, these channels are present in most exeitabl
cells and in some healthy tissues. Since these twlls — including neuronal, cardiac muscle, smooth
ABC prOteinS both exhibit mUItiSpECiﬁC recognition musc|e, and endocrine cells — (6) where they serve
properties, we have tested whether SUR ligandg couple membrane electrical properties to
could be substrates of P-gp. Interaction with P-gghtracellular metabolism.
was assayed by monitoring ATPase activity of P-gp- SUR, a member of the ABCC/MRP subfamily of
enriched vesicles. The blockers gllbenClamldeABC proteins’ is the site of action of numerous
tolbutamide, and meglltlnlde increased ATPaS@rugs that cause either Closing A(K channel
aCtiVity, with a rank order of pOtenCies which b|0ckers) or Opening (KP channel Openers) of the
correlated with their capacity to block a6  Kir6.x potassium pore (7). Blockers include
channels. P-gp ATPase activity was also increaseghtidiabetic drugs, sulfonylureas like glibenclagid
by the openers SR47063 (a cromakalim analoguejs well as non-sulfonylureas like meglitinide.
P1075 (a plnaCldll analogue) and diazoxide. ThUS@penerS present interesting therapeutic
these molecules bind to P-gp (although with lowegpportunities, in particular for their antihypersére
affinities than for SUR), and are possiblyand cardioprotective properties: a few, like
transported by P-gp. Competition experimentsjiazoxide, pinacidil, nicorandil, and minoxidil aire
among these molecules as well as with typical P-gglinical use as treatment against hypertension,
substrates revealed a structural Slmllal’lty betweeangina pectoriS’ and a|0pecia, respectively (8)
drug binding domains in the two proteins. To Among ABC proteins of higher organisms, SUR
rationalize the observed data, we addressed thgands out because its only known function is dfiat
molecular features of these proteins, and compared channel regulator while most others are active (o
structural models, computerized by homology frompassive in the case of CFTR) transporters. Yet, SUR
the recently solved structures of murine P-gp anflpossesses strong sequence homologies with other
bacterial ABC transporterS MsbA and SaV1866eukaryotiC ABC proteinS, like the multidrug-
Considering the various residues experimentallyesistance transporters MRP1 and P-gp (P-
assigned to be involved in drug binding, weglycoprotein), suggesting that these proteins could
uncovered several hotspots which organizedhare some structural and pharmacological
spatially in two main binding domains, selective fo properties (9). Indeed, SUR is the target of a bane
SR47063 and for glibenclamide, in matching regiongf structurally unrelated ligands, like P-gp antest
of both P-gp and SUR. multidrug ~ transporters.  Multispecific  drug
recognition by P-gp is still a misunderstood
molecular property, in spite of a mass of published
INTRODUCTION data including extensive mutational analyses (49),
_ _ well as a pharmacophore model of some of its
ABC proteins form a large superfamily of mostly known ligands (11). As binding of SUR ligands has
membrane proteins. They present as COMMORIso been linked to some particular residues
characteristics a nucleotide binding domain able 112):(13)], it is of interest to compare the ligan
hydrolyze ATP which includes the sequence motifsecognition features of these two ABC proteinshwit
Walker A and B and the signature C (1). Asthe aim of gaining new insights in both of them.
membrane active transporters, they are expressed inn  addition, regulation of several ABC
virtually all branches of the living reign, and $he transporters by kg channel modulators has been
exhibit a very broad diversity of transportedreported: CFTR is inhibited by glibenclamide, and
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less potently by a few otherak channel blockers Homology modeling also allowed us to interpret the
and openers (14). Glibenclamide also inhibits MRPtesults in various protein conformations, in reati
(15) and P-gp (16), and it appears to be a substra the enzymatic turn-over.
of the latter. These observations are of interieses
they can complete the pharmacological toolbox of EXPERIMENTAL PROCEDURES
researchers — glibenclamide is now the most widely-
used blocker of CFTR channels — and they can point P-glycoprotein-containing membrane vesicles
to potential side-effects and altered biodispositio preparation. The MDR cell line used, DC-3F/ADX,
This is specially important for P-gp, which is anwas selected from spontaneously transformed
essential gate-keeper at the blood-brain barrier @hinese hamster lung fibroblast DC-3F on the basis
well as in cancer cells [(17);(18)]. of resistance to actinomycin D. This resistance is

In this work, we have therefore focused on P-gmlue to overexpression of thmgpl gene. The DC-
and examined whether representative compoun@®/ADX cells and DC-3F cells, their drug-sensitive
among Kip channel blockers and openers couldparental counterparts, were cultured, harvested by
interact with P-gp. As blockers, we usedscraping and washed in PBS in the presence of
glibenclamide, as a reference, and its two moigtiesntiproteases. The cells in suspension were then
tolbutamide and meglitinide; as openers, we usedisrupted by sonication. The resulting centrifuged
diazoxide, SR47063, a derivative of cromakalimsupernatant was layered on a sucrose cushion to
and P1075, a derivative of pinacidil. Our findingsisolate the total membrane vesicle fraction.
demonstrate that these molecules bind to and ahMembrane protein concentrations were determined
possibly transported by P-gp. They imply a possibléy Bradford's method. In vesicles prepared from
structural similarity between SUR and P-gp, whichDC-3F/ADX, P-glycoprotein accounts for about 12-
could extend to a mechanistic similarity, in linghw 15% of total membrane proteins, whereas P-gp
our recent work [(19);(12)], suggesting thatriK cannot be detected in the control vesicles prepared
channel openers and blockers interact with SURom the DC-3F cells (23). Experiments were
much like transport substrates would, althougtperformed using DC-3F cells as a control and DC-
intrinsic active transport by SUR has not yet bee@F/ADX cells as a P-gp test. Because SUR displays
demonstrated. ATPase activity modulated by its ligands (19), our

In an effort to rationalize the observed data, iand results could be tainted by the unlikely presence o
the absence of high resolution crystallographi@adat different amounts of SUR in DC-3F and DC-
we built new homology models of human P-gp an8F/ADX cells. The effect would be however
SUR, based on multiple alignments with thenegligible because the ATPase activity of SUR is
bacterial ABC transporters MsbA and Sav1866>100-fold less than P-gp [(24);(25);(26)].
whose structures have been solved by X-ray Measurement of ATPase activity The
crystallography in  different  conformations experiments are based on the enzymatic
[(20);(21)], and on mouse P-gp whose structure hadetermination of ATPase activity of native
been recently solved in one conformation (22)membrane vesicles containing high amounts of P-
Highlighting the various residues known to beglycoprotein, measured at 37°C by using a standard
implicated in drug binding specificity helped to coupled-enzyme assay, comprising an ATP-
delineate different hotspots for drug binding i® th regenerating system and continuous
P-gp and SUR structures. Their 3D arrangemergpectrophotometric detection of NADH absorbance
revealed two main binding domains for the drugsat 340 nm, which allows the monitoring of NADH
verapamil/SR47063 and for consumption in the reaction medium, that is
vinblastine/glibenclamide in P-gp, and theirstoichiometric to ADP production.
counterpart for binding of SR47063 and of The reaction medium contained 30 mM Tris-HCI
glibenclamide in SUR. (pH 7.5), 100 mM NacCl, 10 mM KCI, 2 mM Mg&l

In this work, we used structural models derivedl mM dithiothreitol, 1 mM MgATP, supplemented
from comparative modeling, because it offers thevith 0.1 mg/ml pyruvate kinase, 1 mM phosphoenol
advantage over crystallographic data to interpret pyruvate, 0.1 mg/ml lactate dehydrogenase and 0.5
huge amount of binding data and to address theM NADH. ATPase activity was determined with
multispecificity character of these ABC proteins.about 20 pg/ml of membrane proteins. The assay
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medium was supplemented with 10 mM sodium{from Sigma except where stated) and stock solution
azide, 0.5 mM ouabain and 1 mM EGTA, to inhibitconcentrations were: diazoxide, 100 mM;
the H-ATPases, N#K'-ATPase, and C& glibenclamide, 100 mM; meglitinide (4-[2-(5-
ATPases, respectively. The residual ATPase activitghloro-2-methoxybenzamido)ethyl]lbenzoic acid;
measured in the presence of the specific inhibibrs Aventis, Frankfurt, Germany), 100 mM; P1075 [N-
these enzymes and in the absence of any added dmmgno-N'-(1,1-dimethylpropyl)-N'-3-
was essentially due to the basal activity of Ppyridylguanidine; Leo Pharmaceutical Products,
glycoprotein. MgATP concentration was keptCopenhagen, Denmark], 150 mM; progesterone, 30
throughout the experiments at the sub-saturatinghM; SR47063  [4-(2-cyanimino-1,2-dihydro-1-
level of 1 mM since we have previously reportedpyridyl)-2,2-dimethyl-6-nitrochromene; Sanofi
that the Km value of P-gp for MgATP remainsRecherche, Montpellier, France], 150 mM;
essentially unchanged and independent dflbutamide, 100 mM; verapamil, 150 mM;
transported substrates [(23);(27);(28)]. Shownorer vinblastine, 100 mM. All stocks were prepared in
bars represent standard error of the mean, computBiMSO, except for progesterone which was
from measurements performed in 5 to 14dissolved in ethanol. Compounds were added to the
experiments using up to 4 distinct vesiclereaction medium directly from stock solutions or
preparations. Model fitting to the ATPase activityfrom dilutions either in DMSO or ethanol, or in
values normalized to the basal values was done wittistiled water. The maximal amount of DMSO
Origin 5.0 software using a standard Hill equation: added was ~2% for the last point of the dose-
f(|Ligand|)=A + Vmac|Ligand) [ |Ligand]+K.,"] response measurements of the lowest affinity
where A is the basal activity in absence of ligand,compounds. The effect of such concentrations of
K., the concentration for half-maximal activation (orvehicle was assessed by testing increasing amounts
inhibition), and h (or —h) the Hill coefficient. of DMSO on control vesicles (with and without the
Although activity vs concentration curves non-P-gp ATPase inhibitors mentioned above) and
often show an inhibition at the higheston P-gp-containing/enriched vesicles (with and
concentrations, we fitted these curves using onky o without the P-gp substrate verapamil) (data not
high affinity specific binding site because : (i shown). In all cases, DMSO, at the concentrations
inhibition may be due to a non-specific membrangeached in our experiments, did not modify ATPase
perturbation by amphiphilic drugs, rather than to activity in any significant manner. At higher
low-affinity specific binding site; (ii) curve fing  concentrations, the effects remained moderateg sinc
using a two-site binding model would require twice6% DMSO augmented P-gp ATPase activity by 6%
as many parameters as a single-site modeln=4).
producing more uncertainty and no more qualitative Absorbance spectra for all tested compounds (data
information about the mutual relationships exhithite not shown) revealed that only SR47063, which has
by the compounds tested. [See for example then absorbance peak at 328 nm, absorbed
parameters determined in Fig.4 compared with thossgnificantly at our assay wavelength of 340 nm.
in supplemental Fig.S1A and B, the two last fitsThe resulting interference decreased the signal-to-
depending on the level of the maximal inhibitionnoise ratio at the highest SR47063 concentrations
expected (experimentally unattainable in the usablesed but would not alter the slope of the signal
drug concentration range)]. Overall, the single-sit which is the parameter used to measure the ATPase
binding model yielded estimates of the apparentate.
affinities of various P-gp substrates consisterthwi  Phylogenetic analyses. Amino acid sequences of
both the K, values characterizing basal ATPase42 human and 2 bacterial, Savl1866 (accession
activity stimulation and the Kalues characterizing number Q99T13) and MsbA (accession number
the inhibition of ATPase activity stimulated by A1A9J1), transmembrane ABC proteins were used
reference P-gp substrates [(27);(28);(29);(11)]. for a phylogenetic reconstruction. The Protein
Chemicals. To test a range of concentrations for aknowledgebase (UniProtKB:www.uniprot.org
given compound, aliquots were sequentially adde¢30)) and the TCDB (Transport Classification
to the same optical cuvette under continuoupatabase) wWwww.tcdb.org ;(31)) were used to

stirring. Dilution effects were taken into accofiot  retrieve fasta files, Swiss-Prot accession codes,
the final ATPase activity calculations. Chemicals

90



synonyms and TCDB classification numbers (se¢he human P-gp (see Table 1); the outward-facing
Table S1). conformation also used Savl866 as a template,
Since some ABC proteins are monomeric (full-allowing a two-template homology modeling. The
size transporters) whereas others are dimeric-(halfecent crystallographic structure of mouse P-gp
size transporters), and since some of them exdubit allowed us to rebuild another model for the human
additional N-terminal TMDO domain, we used theP-gp in the open inward-facing conformation based
“Conserved Domain Database” on a single pairwise alignment (87% sequence
(http://www.nchi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd identity between human and mouse P-gp). For
.shtml (32)) of NCBI to detect the respective SURL, only the outward-facing conformation was
consensus regions in the proteins. This rough|?Ui|t using a two-template reconstruction from both
corresponds to one monomer of the dimeric proteingt-MsbA and Sav1866 (Table 1), hence giving a
(+/- a dozen of residues), and amino acid sequencBigher confidence than a mono-template homology
with a size of about 600-650 residues were selectégodeling.

for the phylogenetic study, thereby excluding the - Model generation:For each modeling

TMDO sequences (Table S1). procedure, ten models were generated with the
Multiple amino acid sequence alignment wasModeller 9v6 software (40), with refinement setting

performed with DIALIGN (33). ‘slow’ and the “automodel” procedure. The

A maximum likelihood tree was constructed using€mplates, which were either the N- and C-terminal
PhyML (34) and we made 100 bootstrap replicateBalves of mouse P-gp structure or half-size baadteri
[(35,36)] to assess confidence on the results.cdde transporters, do not contain the domain TMDO, the
this statistic technique is used to improve thdirst intracellular loop and the linker region. Hen
robustness of a constructed tree and to inform tabothese regions were excluded from modeling.
its reliability. As a general rule, if the boostregdue - Model selection’A scoring program was
for a given branch is found higher than 90%, the@pplied to each generated model and the best scored
the topology of that branch is considered agnodel among the ten was selected. We have used a

“correct”. The phylogenetic tree was edited usingcombination of the scoring programs available under

TreeViewX Modeller, GA341 score and DOPE (Discrete

(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/sofware Optimized Protein Energy) score.

(37)): in this representation, each branch length - Structural model assessmentThe

reflects a statistical distance between the consigde Stereochemical qualities of the models were checked

sequence and its “common ancestor”. using programs for analyzing and validating protein
Homology Modeling. The alignment of SUR, P- structures:Procheck (41), Whatcheck(42), ProSA

gp, Sav1866 and MsbA, shown in Figure S2, wa¥/eb(43), Molprobity (44) andQMEAN (45).

edited using Jalview Software (38). The secondary - Rebuilding structural models in a lipid
structures, derived from the 3D model of P-gp, wer&nvironment: ~ The  three ~ modeled ~ P-gp
added manually above the alignment. conformations were placed in a “native-like”

- Template selection:PSI-BLAST (39) environment in order to analyze the interactions of

against Protein Data Bank (PDB) was used to selef€ protein with model phospholipids arranged in a
the templates for the homology modeling of P-gflouble layer membrane. We chose POPC (1-
and SURL. This analysis confirmed that MsbA andp@mitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholine) because it
Sav1866 have the closest sequences to these tifo the most prominent lipid in mammalian cell
mammalian ABC proteins. MsbA and Savlgeemembranes. The procedure included a first step of
share 28-31% identity with P-gp and 20-21% witnSolvation, realized by the Solvate program
SURL1 (see legend of Fig.S2). After the withdrawaPttp://www.mpibpc.mpg.de/home/grubmueller/
of the first crystallographic MsbA structures, thedownloads/solvate/index.html  and then
new structures deposited were proposed to represesitccessive steps allowed by the VMD (Visual
three distinct putative functional conformations ofMolecular Dynamics) software (46), using the
this representative ABC transporter (20), the opefisolvation box and the ‘membrane buildér
inward-facing, the closed inward-facing and theprocedures.

outward-facing conformations. They were thus used Ligand molecular modeling and alignment. The

as templates to rebuild three structural models fogtructures of glibenclamide and SR47063 were

91



minimized and aligned under SYBYL (Tripos, St. Two other blockers were examined: meglitinide,
Louis, MO) with the structures of vinblastine andwhich represents the non-sulfonylurea half of
verapamil, respectively, using procedures and daglibenclamide, and tolbutamide, the sulfonylurea
from Garrigues et al (11). Hydrophobicity and H-half of glibenclamide. Both increased ATPase
bond potential areas were calculated usingctivity, although with lower affinities (Fig.1B).
MOLCAD routine of SYBYL. The compounds were Although the maximum activation could not be
superimposed manually and consensus groupsached as this would have required excessive
selected. The compounds were then aligned usirgpncentrations and excessive levels of the vehicle

the multifit command of SYBYL. DMSO, Hill equation fits to the data gave maximum
activation levels of ~70% for the 2 compounds, a

RESULTS value similar to that achieved with the other ATé>as

activators, glibenclamide, verapamil and

Experimental assay validation. Throughout this progesterone.
work, the ATPase activity of P-gp-enriched vesicles Kamp channd openers stimulate P-gp ATPase.
was used as a reporter of the function of natigpP- Karp channel openers form an extended family of
This assay has been validated thoroughly in earlieseemingly unrelated molecules that bind to SUR at a
works [(28);(11)]. To further ascertain its suifiahi  site distinct from the sulfonylurea binding sitedan
in our experimental settings, tests were performedllosterically cause channel opening (7). We tested
using the P-gp substrates verapamil, progesteroniree representative openers: diazoxide; SR47063, a
and vinblastine (Fig.1A). Our results are fully derivative of cromakalim; and P1075, a derivatife o
consistent, qualitatively and quantitatively, witte  pinacidil. Diazoxide targets both SUR1 and SUR2
expected effects of these substrates on P-gp ATPaseforms (48), while SR47063 and P1075 target only
activity (28). Verapamil and progesterone increase8UR2 isoforms through a common site separate
ATPase activity with K of 1.3 and 17 uM, from that of diazoxide.
respectively, with no obvious cooperativity (Hill All three compounds caused an increase in
coefficients nearing 1). This activation declingd aATPase activity of P-gp-containing vesicles but not
higher concentrations, a phenomenon that could keontrol vesicles (Fig.1C). P1075 caused the largest
consistent with the presence of both high and lowincrease (Wax = 101%) but had the lowest affinity
affinity sites as well as with a non-specific (K,,=1.5 mM). Diazoxide had also a low affinity of
perturbation due to the insertion of an amphiphilidd.6 mM. The affinity of SR47063 was highest at
compound into the membrane bilayer. Vinblastine86 uM but its effect was more modest,fy= 55%).
inhibited the basal ATPase activity of P-gp-enrithe These latter values likely underestimate the actual
vesicles down to a level close to that of the adntr effects of SR47063 since the higher concentrations
vesicles. As control vesicles were unaffected bpf SR47063 had an inhibitory effect on the
these 3 compounds, it appears that the ~70%ontaminant sources of ATPase activity that
additional ATPase activity measured in P-gp-appeared when the compound was tested in the
enriched vesicles arose mainly from the presence ebntrol vesicles devoid of P-gp (Fig.1C). It should
P-gp proteins. be noted that the effect of SR47063 was modest in

Karp channel blockers stimulate P-gp ATPase.  the experiments using the full concentration range,
Inhibitors of Kyrp channels include sulfonylureas asbut could be more sizeable in separate single-
well as non-sulfonylureas compounds, all known ta@oncentration experiments as in the experiment of
act through direct binding to SUR (47). EvidenceFig.3 and 4.
has been published that the prototypical sulforsdur ~ Cumulative effects of glibenclamide and other
glibenclamide is a P-gp substrate able to block, &, channel modulators. Binding assays on SUR
100 uM, transport of colchicine by P-gp (16). Theusing radiolabelled glibenclamide have shown that
data from Fig.1B are in agreement with this findingmost  Ksp  channel  modulators  displace
as they show that glibenclamide augments thglibenclamide binding (9). We therefore performed
ATPase activity with a maximum attained nearexperiments designed to reveal interaction between
100 uM. The dose-effect curve resembles thaglibenclamide and our other test compounds. Full
obtained in Fig.1A with verapamil. concentration-effect curves for glibenclamide were

repeated in the presence of mM concentrations of
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the Kyp channel blockers tolbutamide andof progesterone with a half-maximal concentration
meglitinide and the openers diazoxide and P107%lose to 10 uM. Curve fitting of the ATPase activit
Fig.2 shows that the glibenclamide curve wasss. progesterone concentration data yieldeg, K
merely shifted up by these compounds withouvalues decreasing from 17 uM in absence of
increase in apparent affinity (i.e.gKvalue). Thus, glibenclamide to a non-significantly different 1Ru
effects on P-gp were cumulative without hints @& th in 10 uM glibenclamide. Lower 4 values of 1.8
kind of interactions observed with SUR [(49);(50)].and 1 uM were obtained in 100 and 300 uM
Surprisingly, neither meglitinide nor tolbutamide glibenclamide, respectively, but the shallow nature
competed with glibenclamide in spite of their veryof the curves makes these values too uncertain to
similar chemical structures. consider this decrease as significant and infer
Interactions between glibenclamide and  cooperativity rather than non-competitive inhihitio
established P-gp substrates. The compounds  The effects of vinblastine on the ATPass.
verapamil, progesterone, and vinblastine are typicaylibenclamide concentration curve (Fig.5A) were
P-gp substrates (Fig.1A) presumed to bind at dittin also inhibitory, with a dose-dependent increase in
position within the P-gp binding pocket [(28);(51)] K1 (from 11 uM in control to 19 uM at 1 uM
As such, they constitute useful test drugs twinblastine) suggestive of a weak competitive
characterize the binding of novel P-gp ligands suchteraction. Vinblastine inhibited the ATPase
as those reported above. Each drug was therefostimulation elicited by glibenclamide with full
assayed in combination with selectegrgKchannel inhibition achieved at ~10uM vinblastine, a
modulators. concentration which, by itself, did not affect Hasa
Experiments combining glibenclamide andactivity of P-gp (see Fig.1A). Half-maximal effect
verapamil, shown in Fig.3A and B, demonstrate thatvas observed at ~1 uM, which matches values
glibenclamide inhibited the verapamil-inducedpreviously determined from the inhibition by
increase in ATPase activity, and vice versa. Thisinblastine of other drug-stimulated ATPase
inhibition was not accompanied by a significantactivities: verapamil (28), nicardipine (29), indinr
increase in K, value of the control substance, (52).
implying a non-competitive interaction. Indeed, a Interactions between Karp channel openers and
“pure”  competitive  inhibition by 10 uM established P-gp substrates. The Karp channel
glibenclamide or by 1 uM verapamil, concentration®peners diazoxide and P1075, unlike glibenclamide,
corresponding to their respective affinities, sldoul shifted upward the ATPasevs. verapamil
have induced a 2-fold increase of,Kvalue for concentration curve without modifying significantly
verapamil and glibenclamide, respectively. Thehe K, of verapamil (Fig.3C). We therefore
dose-dependency of the inhibition correlated weltonclude that the ATPase stimulation by these
with the respective K& values of glibenclamide and openers and verapamil were mostly additive,
verapamil observed for basal ATPase stimulatiosuggesting separate binding sites on P-gp. SR47063
(Fig.1A and B). Indeed, the K value for verapamil increased the ¥ of verapamil from 1.1 to 1.9 uM,
activation of basal ATPase was close to 1 uM, and slight change considering the data points
the same concentration was sufficient to reduce bscattering, and it caused a decrease jf, ¥tom
half the glibenclamide-induced increase in ATPas@6% to 41%. Although this My decrease could
activity (Fig.3B). Conversely, the i value for reflect saturation of the verapamil effect duehe t
glibenclamide activation of basal ATPase was nedarge stimulation already elicited by SR47063 in
10 uM and Fig.3A shows that, in the presence athose particular experiments, these results suggest
that concentration of glibenclamide, the verapamilweak competitive inhibition between verapamil and
induced increase in ATPase activity was roughl\6§R47063. Experiments with progesterone (Fig.4B)
half what it was in control. This correlation sugtge revealed that stimulation by diazoxide and
that a single glibenclamide binding site mediateprogesterone were additive, whereas P1075 and
both activation of basal ATPase and inhibition 0ofSR47063 produced a decrease in thgaVof
verapamil-induced ATPase. progesterone from 66% to 40% with a reduction in
A similar observation was made whenKy, with P1075 that appeared less significative
glibenclamide was tested against progesterone &gcause of experimental data uncertainties. This
shown in Fig.4A: glibenclamide inhibited the effect
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indicates a difference in the mechanism of actibn o Phylogenetic study of membrane ABC proteins.
diazoxide and P1075 or SR47063. The phylogenetic tree of a set of membrane ABC
Finally, as with glibenclamide, 10 uM vinblastine proteins composed of the membrane human ABC
fully inhibited the ATPase stimulation produced bytransporters and two bacterial ABC transporters of
SR47063 (Fig.5B), although the data with lowerknown structure is shown in Fig.7. Its branched spl
concentrations of vinblastine (not shown) did notalong the five human subfamilies, A, B, C, D and G,
permit to quantify changes in ;K indicative of previously defined on the basis of sequence
competitive or non-competitive interactions. similarities signing divergent evolution (3). Using
Analysis of molecular recognition elements in  either the N- or C-terminal sequence of the
glibenclamide and SR47063 structures. Using monomeric full-size ABC transporters in the
SYBYL software, we identified hydrophilic (i.e., alignment did not change the topology of the tree
electron donor and acceptor groups) andnot shown). Based on the high bootstrap values, th
hydrophobic (i.e., alkyl and aromatic groups)phylogenetic tree could be interpreted with a good
elements contained in the molecular structureb®f t confidence. Two distinct “clusters” are found. They
two P-gp ligands, glibenclamide and SR47063represent ABCA-G and ABCB-C-D. It appears that
SR47063, which exhibits a competitive interactionP-gp (ABCB subfamily) and SUR1/2 (ABCC
with verapamil, has in common with verapamil ansubfamily) belong to the same cluster. Moreover,
electron-donor group (CN) and an aromatic groupnside this cluster, the ABCC branch is closerh® t
(Fig.6A).  Glibenclamide, which exhibits a ABCB than the other branches in term of sequence
competitive interaction with vinblastine, presentsevolution, as indicated by the length of the
five parts in common with vinblastine when (horizontal) line defining these branches.
considering their 3D-alignment: two aromatic Interestingly, the two multispecific bacterial
cycles, two hydrogen donor groups (NH) and ondransporters MsbA and Savl866 belong to the
electron donor group (CO and §(Fig.6B). We ABCB branch, in close proximity to P-gp (ABCB1),
have previously shown that multispecific ligandas well as ABCB4 (MDR3) and ABCB11 (BSEP).
interaction with P-gp relies on the recognitionaof This confirms that MsbA and Sav1866 can be
3D pattern of consensus hydrophilic andconsidered as suitable templates for modeling P-gp
hydrophobic elements presented by these ligandstructure by homology.
independently of their precise chemical structures Molecular modeling of P-gp.
(11). Furthermore, multidrug recognition capacgy i - Selection and assessment of the final
amplified by the existence of different 3D patternsmodels All the modeled structures generated, for P-
each defining a pharmacophore on P-gp. Indeedp as well as for SUR, were validated by GA341
according to the multipharmacophoric model of thescores >0.9. The selection of the “best” model® (on
multidrug recognition domain of P-gp established orior each conformation) was performed using the
the basis of mutual interactions between several BBOPE score, even though we are aware that it was
gp ligands, verapamil and vinblastine wereinitially designed for globular soluble proteingida
identified as representatives of two distinctis applied to membrane proteins for lack of more
pharmacophores, pharmacophores | and lsuitable tools. The quantitative assessment of the
respectively (11). The combined enzymological andelected models is presented in Table S2. Even for
structural evidence presented here suggests thée two inward-facing conformations, constructed
SR47063 and glibenclamide belong to therom the Ec- and Vc-MsbA low-resolution (G
pharmacophores | and |II, respectively (Fig.6C)positions-only structures, all models show very
Indeed, the aromatic and the electron-donor groupsatisfying quality, as evidenced by Ramachandran
of SR47063 and of glibenclamide correspond to thelots that show in all cases that >90% of the ressd
consensus elements defining these tware in favorable or allowed regions.
pharmacophores. - Structural model of P-g@=rom the three
These data  about pharmacophoric-typeonformations of the bacterial ABC transporters (2
recognition processes by P-gp have prompted us tacleotide-free “apo conformations”. “open inward-
investigate the structural features of the P-gpgimo  facing” and “closed inward-facing”; 1 nucleotide-
involved in the selective molecular recognitionitef bound: “outward-facing”), we generated three
various ligands. different P-gp structural models, that could reflec
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different enzymological states of the activebetween P-loop and LSGGQ segmentl1.6 A,
transporter during its catalytic turn-over (seeindicating a rotation of the NBDs from their positi
coordinates files in pdb format in supplementain the closed inward-facing conformation); (ii) the
data). transmembrane helices are oblique with respect to
The open inward-facing conformation modelthe membrane plane, with an orientation opposite to
(Fig.S3), derived from the template Ec-MsbA (20),that in the open inward-facing conformation, and
displays the following features: (i) the two NBDsform an extracellularly-accessible pocket in the
are far apart (distance between P-loopl [Ser429] arphospholipid membrane, that is best seen upon
P-loop2 [Ser1072F 48.4 A, mean distance betweenrotation of the model (Fig.8D). At variance withrou
P-loop and LSGGQ segment [Leu531/Leull#6] model, the model of the same conformation
65.4 A); (ii) the transmembrane helices TM1-2 andelaborated by O'mara & Tieleman (55) presents a
4-5 are not exactly symmetrical compared with theiregion TM1-EC1-TM2 which extends in the
C-terminal counterparts, helices TM7-8 and 10-11extracellular medium with a marked asymmetry
respectively; (iii) the TM4-5/10-11 are intertwined between the 2 halves of the protein; The model of
between the two halves of the protein; (iv) all theRavna et al (56) also predicts a slight asymmetry
helices of the transmembrane domain are itvetween the two halves of the protein, which is not
continuity with their corresponding intracellular apparent in our model. For an unobstructed view of
helices; (v) these helices, oblique with resped¢heo the protein structure, the models are presented
membrane plane, form an internal cavitydevoid of their membrane embedding in Fig.S4.
(“chamber”) lined by the TM4, 6, 7, 10 and 12 a th - 3D localization of P-gp residues involved
level of the cytosolic leaflet of the membrane. in substrate recognitionThe P-gp models permit
During the course of this work, the publication ofspatial localization of 52 residues (Table 3) régeor
an X-ray structure for murine P-gp (87% of identityto be involved in substrate recognition, as presfipu
with human P-gp) in the open inward-facingcollected from point mutagenesis and chemical
conformation (22), with a better resolution thaatth labeling data both for human and for mice P-gp
of Ec-MsbA and that of the previously published[(10);(57)] as well as from crystallographic data
structures obtained by electron microscopy22). In Fig.9A displaying P-gp model in the open
[(53);(54)], although solved “by halves” and phasednward-facing  conformation, = the  top-view
on MsbA, allowed us to generate another model afepresentation reveals that the 52 residues are not
this conformation with a better reliability (Fig.B3A distributed uniformly around the internal chamber,
For this reason, we will only consider this model i suggesting that the different helices do not
the following. Compared with P-gp modeled fromparticipate equally in drug recognition. It is
Ec-MsbA, the main difference is that the two NBDsnoteworthy that all important residues (i) are pthc
are closer (distance between P-loopl and P-lgop2at the level of the phospholipid membrane, which is
35.0 A, mean distance between P-loop and LSGGG@etermined with a good confidence since it results
segment: 23.7 A). from a simulation of the molecular interactions
The closed inward-facing conformation modelbetween the lipids and the protein (and not froe th
(Fig.8B), derived from the template Vc-MsbA (20), prediction from a simple hydropathy plot), and (i)
differs from the open inward-facing models by theare oriented towards the interior of the protein
following features: (i) the two NBDs are in C|osecav_ity, the so—c_alled internal chamber. In addition
proximity (distance between P-loopl and P-losp2 @ given TM helix (except TM11), important residues
8.0A; but, mean distance between P-loop andf€ not uniformly distributed but appear clustesed
LSGGQ segment 36.5 A): (ii) the transmembrane (he level of either the cytosolic or the exoplasmic

helices are perpendicular to the membrane planiaflet. This non-uniform distribution reinforcelset
and no longer form a “chamber”. notion of “hotspots for drug binding” previously

The outward-facing conformation models developed by Shilling et al. (10) (see below).

(Fig.8C&D), built from templates St-MsbA (20) and Finally, the open inward-facing conformation of P-

Sav1866 (21), differ from the inward-facing models:9P P€ing the drug binding competent form of the

(i) the two NBDs are associated (distance betweeprotein, the drug recognition specificity of alleth

P-loopl and P-loop2s 23.5A; mean distance experimentally documented residues allows to
R identify binding hotspots for verapamil (TM 4E, 5E,
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6E, 7E, 10C, 11C and 12E) and for vinblastine (TMbther ligands of the ABC protein SUR that act as
1C, 6E, 11C, 11E), where the E and C suffixerp channel blockers and openers are also able to
designate the exoplasmic and cytosolic halvesef thnteract with the ABC protein P-gp. P-gp is a
transmembrane helices, respectively. multidrug transporter responsible for the MDR
In Fig.9B, the same residues are highlighted in thphenotype of some tumor cells, and as such itles ab
model of the closed inward-facing conformation. Asto recognize and transport a broad panel of
a consequence of helices motion, they now evestructurally unrelated molecules. The multispecific
more clearly segregate between “lower” and “uppertecognition of various substrates by P-gp constiut
hotspots reminiscent of the “hotspot model’the first step in the enzymatic cycle leading te th
proposed by Shilling et al. (10), especially whenATP hydrolysis-coupled expelling of the drugs out
considering the top-view of the structure. of the cell. However, multidrug recognition by P-gp
In the outward-facing conformation of Fig.9C, theas well as by SUR, remains mysterious at the
important residues are also distributed betweemolecular level even after publication of several
“lower” and “upper” hotspots. We can thus dividestructures of multidrug transporters. Here we show
these hotspots into 4 classes: (i) “cytosolic Nthat useful insight can be gained by comparing the
terminal”, located in TM1, (ii) “cytosolic C- binding properties and structures of these twoerath
terminal” located in TM10-11, (iii) “exoplasmic N- homologous ABC proteins. Our strategy was to
terminal”, located in TM4-5-6, (iv) “exoplasmic C- gather new information on shared ligands, develop
terminal”, located in TM7-11-12. These 4 hotspotmodels based on the latest high-resolution ABC
classes include 49 out of the 52 selected residugsioteins structures, and analyze the large body of
The 3 outsider residues (354, 937 and 938) arexisting functional, biochemical, and mutagenetic
rather isolated and located at the membrandata in order to identify the structural determisan
interface. From the inward-facing conformations toof drug recognition by both P-gp and SUR. This
the outward-facing one, there is a significantpermitted to evidence and characterize hotspots for
reorientation of the residues of helices TM1-6-7-12rug binding consistent with a multipharmacophoric
due to a rotation of these helices consistent witinodel with a similar architecture for P-gp and SUR.
recent interpretation of crystallographic data (58) Kate channels blockers and P-glycoprotein. As
Molecular modeling of SUR. SUR1 in the representative kg channel blockers, we tested
outward-facing conformation was modelled with theglibenclamide, tolbutamide and meglitinide. The
St-MsbA and Sav1866 templates (see coordinatesulfonylurea glibenclamide was the most potent
files in pdb format in supplemental data). This(Ky, ~ 11 uM) at stimulating ATPase activity of P-
model (Fig.10A) based on ~20% sequence identitgp. Meglitinide which represents the non-
was of good quality in terms of ProSA and QMEANSsulfonylurea half of glibenclamide had also a clear
scores and Ramachandran analysis.(Table S2). dffect (Ky» ~ 300 uM). Tolbutamide, the
reveals the position in the transmembrane domairsilfonylurea half of glibenclamide, was the weakest
of the residues previously shown to be involved iragonist (K, ~ 3 mM). The Hill coefficients for all
the binding of K1p channel openers (12), namelythree molecules were close to 1, suggesting aesing|
Thr1285 and Met1289, and blockers (13), namelpinding site linked to ATPase activation.
Serl1237 (Fig.10B). Their orientation towards the Although concentrations for half-maximal
interior of the protein appears consistent withirthe stimulation of P-gp ATPase were lower by 2 to 3
presumed role. As already apparent in the alignmemtrders of magnitude than those necessary to bind to
of Fig.S2, these residues, located in the uppeBUR and block Krp channels, the rank order of
(TM12E) and the lower part of the transmembrangotency of these compounds was the same for P-gp
domain (Fig.10C), correspond to P-gp residues adnd SUR1 [(49);(47)]. There appeared to be no

the above-characterized hotspots. obvious interactions between these 3 compounds in
modulating P-gp ATPase since when tolbutamide or
DISCUSSION meglitinide — at high concentrations - were

combined with glibenclamide, the resulting increase

Evidence has been reported that the sulfonylureéa ATPase activity was merely the sum of the
glibenclamide is a substrate of P-gp (16). We shouncreases elicited by each drug with no hint of
here, using an ATPase measurement assay, tlaimpetition. This finding could be considered as
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surprising since it rules out any overlap betwdent  Vinblastine also antagonized the glibenclamide-
binding sites of these 3 molecules in spite of thestimulated ATPase activity much like it did for the
large degree of resemblance of their chemicalerapamil-stimulated ATPase [(28);(51)]. Full
structures, since the benzoic acid derivativénhibition was obtained at a vinblastine
meglitinide and the sulfonylurea tolbutamideconcentration of 10 uM that had by itself little
roughly represent the 2 halves of the glibenclamidanpact on P-gp basal ATPase. Half-inhibition of the
molecule. This observation is reminiscent of whaglibenclamide-stimulated ATPase activity was
has been previously reported on P-gp when studyingached at ~1 uM vinblastine whereas half-
steroids (27) and dihydropyridines(29). It revahks inhibition of the basal activity was at 30 uM. Ther
versatility of the possible interactions of P-guglr was also a moderate (about 2 fold) increase by 1 uM
binding domain with the various vinblastine of the K, of glibenclamide, indicative
hydrophilic/hydrophobic recognition elements of itsof a competition between vinblastine and
ligands. To explain the much higher channeflibenclamide. Assuming a 1:1 stoichiometry for
blocking affinity of glibenclamide on SUR1 and its this mutual exclusion leads to a; Kalue for
very slow dissociation rate, it has been postulatedinblastine antagonism of glibenclamide stimulation
that SUR1 possesses a benzoic acid site andoé about 1 uM, which reinforces the existence of a
sulfonylurea site, both sites being separate mgecl high-affinity vinblastine binding site on P-gp,
enough to allow the binding of a single molecule otonsistent with previous observations on the
glibenclamide [(49);(13)]. Such a scheme cannoinhibition by vinblastine of P-gp ATPase stimulated
apply to P-gp as it predicts a competitive behavioby various P-gp substrates [(28);(29);(52)]. The
between glibenclamide and tolbutamide orobserved inhibition of the basal ATPase activity by
meglitinide that we have not observed. Insteadhigher vinblastine concentrations is thus probaifly
evidence points to separate non-interacting sites @ similar nature as the inhibition observed for
P-gp for each of the 3 molecules. This conclusiowerapamil above 50 uM or progesterone above
implies that one should not discard the hypothesi$00 uM. The competition between glibenclamide
that SUR could also harbors distinct, thoughand vinblastine could arise from a partial site
mutually exclusive sites for these molecules (seeverlap, leading to mutually exclusive steric
below). constraints, since they possess the common
To examine the relations between the site ohydrophilic/hydrophobic recognition elements of
action of glibenclamide on P-gp and the sites opharmacophore Il (11), and likely bind to the same
established ligands of P-gp, we performedstructural determinants of P-gp (see below). The
experiments combining both glibenclamide andabsence of competition between glibenclamide and
either verapamil, progesterone, or vinblastineverapamil, whereas verapamil binds close to
Results are recapitulated in Fig.6C. Verapamivinblastine and displays with it mutual exclusion b
reduced the glibenclamide-induced increase isteric constraints without common recognition
ATPase activity in a dose-dependent manneelement (11), can be explained by the fact that
without significantly shifting the glibenclamide,X  glibenclamide molecule is smaller than vinblastine
Antagonism of activation by glibenclamide and(Fig.6C).
increase in basal ATPase activity were both half- K channels openers and P-glycoprotein. Three
maximal at about 1 uM verapamil, indicating thatprototypical K. channel openers were tested:
the same verapamil binding site mediates the tw8R47063, an analogue of cromakalim, P1075, an
phenomena. The opposite experiment - effect adinalogue of pinacidil, and diazoxide. The former
glibenclamide on verapamil-induced activity -two are known ligands of the SUR2 isoform,
similarly supports the existence of a single bigdin probably sharing overlapping binding sites (12)
site for glibenclamide on P-gp. These mutually nonwhile the latter targets another site on both SUR1
competitive inhibitions show that glibenclamide andand SUR2 isoforms (48). SR47063, P1075, and
verapamil bind to different, though allosterically diazoxide augmented P-gp ATPase activity witlp K
connected, sites. The same could be concluded fromalues of 36 uM, 1.5 mM and 0.6 mM, respectively,
the observed non-competitive antagonism of thand Hill coefficients near 1, indicative of a siagl
progesterone-induced ATPase activity  bybinding site on P-gp for each of them. In
glibenclamide. comparison, radioligand binding assays on the
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SUR2B isoform (26) have yielded dissociationthe two pharmacophores previously described on P-
constants of ~300nM for levcromakalim, agp. The data suggest a striking functional homology
molecule close in structure and activity to SR47063between SUR and P-gp for recognition of the tested
~10 nM for P1075 and ~15puM for diazoxide.ligands, especially glibenclamide and SR47063.
Values for the SUR2A isoforms were about fivefold Implications for the molecular mechanisms of
greater, while for the SUR1 isoform a dissociatiormultispecific ligand recognition. Our results
constant of ~150 uM was registered for diazoxidelemonstrate a correlation between SUR and P-gp in
and in the 1 mM range for the other 2 openergerms of shared ligands. Does this correlationearis
Whatever the SUR isoform considered, therdrom the promiscuous nature of these ligands, which
appears to be therefore little correlation betweehave a tendency to lack specificity (glibenclamide,
SUR and P-gp in terms of affinities for openers andor instance, has been postulated to be a universal
rank order of potencies. ABC protein ligand (16)), or from the promiscuous
Binding experiments on various SUR isoformsnature of the target sites, or from a true stradtur
have shown an apparent competition betwegs K homology between the target proteins, SUR and P-
channel openers and blockers [for review see (7)fjp ? Because the structural data on eukaryotic ABC
Such competition was not seen with P-gp betweeproteins are limited to the recently published
the two openers tested, P1075 and diazoxide, arstructure of mouse P-gp in one conformation (22),
glibenclamide, since the effects of these openers ave performed an in-silico structural modeling of P-
the glibenclamide-stimulated ATPase activity wereggp and SUR, based on the various crystallographic
strictly cumulative. We infer that sites for opemer structures of the bacterial ABC transporters MsbA
and blockers are located in different regions gfp?- and Sav1866. To validate this choice of template
as they probably are for SUR (50). homologues, we performed a phylogenetic analysis
Combined experiments with verapamil indicate noof a large set of membrane ABC proteins using a
evidence of competition between verapamil andjlobal analysis method based on a maximum
P1075 or diazoxide. This suggests no overlafikelihood algorithm, that is less dependent on
between the sites for P1075 and diazoxide andarying sequence lengths and that provides a
verapamil. Further tests showed a non-competitivguantitative measure of protein homology (59). This
inhibition of progesterone-stimulated activity by analysis positioned MsbA and Sav1866 close to P-
P1075 or SR47063 but no interaction betweegp in the ABCB branch of the phylogenetic tree. In
progesterone and diazoxide. Therefore, diazoxidaddition, the SUR-containing ABCC branch was the
and P1075/SR47063 interact differently with P-gpclosest to the ABCB branch. This supports the
than they do with SUR. The experiment concerninghoice of MsbA and Savl866 as structural
SR47063 points to a moderate competitivenomologues. Furthermore, the various satisfactory
inhibition between verapamil and SR47063 and to guantitative assessments of the models obtained for
clear inhibition by vinblastine of the SR47063-P-gp as well as for SUR confirmed the pertinence of
stimulated activity, although the type of inhibitio this choice. Indeed, the models correctly predict (
between these two drugs could not be determinethe intramembrane position of the various residues
The existence of common recognition elements iknown to be involved in substrate recognition and
the molecular structures of SR47063 and verapam{li) the orientation of their side chains toward® t
indicates that SR47063 may belong to thenterior of the protein where they delimit a vat&b
pharmacophore |, according to Garrigues et al (11kize “chamber”, depending on the conformation of
This is reinforced by the close structuralthe protein.
resemblance of SR47063 with rhodamine 123, a In the case of P-gp, we modeled three different
compound for which recognition by P-gp has beemronformations, open inward-facing, closed inward-
determined to be competitive with verapamil (SM &facing and outward-facing, which are supposed to
SO, unpublished results) and to correspond teepresent successive states of the enzyme dusng it
pharmacophore | (NL & SO, unpublished results)transport cycle (20). The comparison between the
Due to the incomplete overlap with verapamil,open conformation and the two others revealed that
SR47063 could sterically interfere with vinblastine residues involved in substrate recognition are not
but this is difficult to ascertain experimentally. spatially distributed evenly, but segregate between
Fig.6C summarizes these observations in relation teeveral hotspots mainly located either in the “Idwe
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/ “cytosolic” or “upper” / “exoplasmic” region ohe In the case of SUR1, we built a structural model
phospholipid membrane. Analysis of the abundanfor the outward-facing conformation, which is
mutagenetic and chemical labeling data forsupposed to be the physiologically relevant
verapamil and vinblastine binding shows that thte seenzymatic state since it is the nucleotide-bound
of hotspots 4E/5E/6E/7E/10C/11C/12E couldform. SR47063 binding to SUR1 involves a protein
constitute anchoring points for verapamil and theegion that corresponds to the “upper sites” ofpP-g
ligands belonging to its competition class; sintjlar namely residues Thr1285 and Met1289 [(12);(9)]
the set of hotspots 1C/6E/11C/11E could constitutthat are equivalent to P-gp residues Ser979 and
anchoring points for vinblastine and its competiitio Phe983. Glibenclamide binding to SUR1 involves
class. Thus, these two sets of hotspots correstmondSer1237 (13), equivalent to P-gp Ser931 located at
pharmacophores | and Il, respectively (11), whicltthe membrane interface just beyond the “lower
provides a valuable link between the enzymologicasites” which are compatible with the size of the
analysis and the structural analysis that reinforceaverage conformation of free glibenclamide (18 A).
the multisite model for the molecular mechanismshus, the two ligands present binding sites located
involved in multispecific drug recognition. This in corresponding regions of SUR and P-gp when
rough description of the drug recognition by P-gpaligned. As a whole, these two multispecific ABC
cannot obviously replace a deep and careful armalysmembrane proteins appear to harbor a common
of ligand binding using in-silico docking technigie architecture of binding sites for a pattern of
which would require a massive effort out of thestructurally diverse ligands.

scope of this report. However, this allows to psgpo  Because the openers can augment the ATPase
the following interpretations. (i) The two hotspots activity of SUR2 (19), we have hypothesized that
6E and 11C, shared by verapamil and vinblastinghese ligands could act as “pseudo-transport”
could represent the common point between the twsubstrates of SUR2 (12). The finding that the
pharmacophores that we have previously reportetipeners SR47063 and P1075 stimulate the ATPase
(12). (ii) The higher number of hotspots forming th activity of P-gp, suggests not only structural &lsb
verapamil recognition pattern could indicate that Pfunctional homology between P-gp and SUR.

gp is able to bind simultaneously two verapamil Beyond these similarities, SUR and P-gp display
molecules, of limited size, as observed for QzZdistinct characteristics for drug recognition and
59SSS (22), but only one vinblastine moleculepinding: (i) The variety of ligands of P-gp exceeds
which is much larger. (iii) The residues that iatgr that of SUR [(60);(61);(62)]; (ii)) P-gp binds large
with the two peptides QZ-59RRR and QZ-59SSS itigands (up to 1250 Da (60)) than SUR (up to
the crystallographic structure of P-gp are mostlyp00 Da for glibenclamide (62)); (iii) the smalldxt
located outside the hotspots; not surprisinglycein gp ligands (in the Mw range of SUR ligands) have
these peculiar ligands do not share theoor affinities (beyond the uM range (11)) whereas
hydrophilic’hydrophobic recognition elements ofthe smallest SUR ligands can have high affinityj (i
either verapamil or vinblastine (not shown). (i B P-gp ligands often display non-competitive
comparing the three P-gp conformations, it appeaisteractions except if they have sufficient sizeg>
that some of the hotspots do not move within th&00 Da) (11), whereas SUR ligands are generally
membrane plane (TM 6, 7, 8, 12) while others dalways competitive one with each other, even when
(TM 1, 4, 5, 10, 11); this is true for both sets ofthey bind distinct sites [(63);(47)]. All these fages
hotspots linked to verapamil and vinblastine, and ican be reconciled in a model in which the volume of
consistent with the required affinity alteratiom fbe  the “cavity” forming the P-gp multidrug binding
transported substrate during the enzymatic turm-ovelomain is much larger than that presented by SUR.
of a typical active transporter. (v) The locatioh o Schematically, in P-gp, the multidrug binding
the hotspots within the membrane bilayer, foundlomain forms a continuous multispecific pocket,
both at the level of the cytosolic leaflet and thewhereas in SUR it appears rather restrained to (at
exoplasmic leaflet, is consistent with the twoleast) two discrete multispecific sites, even tHoug
dominant functional models proposed in thethe two multidrug binding domains appear built
literature for P-gp, i.e. a membrane floppase, and around common hotspots.

“vacuum-cleaner” expelling the transported The phylogenetic analysis of the membrane ABC
substrate directly out of the membrane. proteins, supported by the high values of bootstrap
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at several branches, shows the relative proxinfity o
the various subfamilies. This analysis supports a
close structural and functional relationship betwee
P-gp, representative of the ABCB branch, and SUR,
representative of the ABCC branch. In contrasg thi
cannot be extrapolated readily to the D branch,and
fortiori to the more remote A and G branches.
Therapeutical implications. Several Kp channel
blockers and openers are in clinical use for aetri
of conditions including diabetes and hypertension
[(64);(8)]. Since P-gp is present and active at the
intestinal and blood-brain barriers as well as of
excretory systems [(17);(18)], knowing if and how a
molecule is transported by P-gp is useful in
anticipating pharmacokinetics and tissue
distribution, and potential side-effects due togdru
drug interactions. In this work, we have measured
the effects of blockers and openers on P-gp ATPase
activity. The correlation between ATPase activity
and transport is complex and not yet fully resolved
[(65);(66)]. Molecules that augment P-gp ATPase
activity are likely to be transported although ASPa
activation does not necessarily imply a net trartspo
(67). Of the molecules tested here, direct evidence
of transport has only be supplied for glibenclamide
(16). Such evidence would be difficult to obtaim fo
the other molecules which are either not availible
labeled form or have weaker affinities. If trangpor
indeed occurs, one can infer that the biodispatybil
of these Krp channel modulators could be altered
and that interferences with P-gp transport of co-
administered drugs could lead to drug-drug
interaction and eventual side effects. This is
expected to be a significant factor for compounds
that have comparable affinities for P-gp and their
intended target, SUR. This is the case for SR47063,
which activates muscle A channels at puM
concentrations (68) and interacts with P-gp at the
same concentrations. In contrast, the other
compounds tested have much greater affinities for
Katp channels than for P-gp, as exemplified by
glibenclamide which blocks pancreatic K
channels at nanomolar concentrations and activates
P-gp ATPase activity at micromolar concentrations.
We may anticipate that the capacity of these
compounds to act across barriers should be high.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Drug concentratiordependence of stimulated P-gp ATPase activity.

Panel A. Effect of standard P-gp ligands on ATPase activising P-gp-containing vesicles. The
ATPase activity of P-gp-devoid (control, open symshb@nd P-gp-enriched (filled symbols) native
membrane vesicles was measured over a range okmwatons for 3 well-characterized P-gp
substrates: verapamil (squares), progesteronendgteis), and vinblastine (circles). Dashed lines
represent fits of the Hill equation to the initligjand-induced changes in ATPase activity of P-gp-
enriched vesicles. Concentrations for half-maxiefédct (K,), Hill coefficient (h), and Vax were: 1.3
UM, 0.94, and 73% for verapamil; 31 uM, 1.35, aB&For vinblastine; and 17 uM, 2.1, and 66% for
progesterone. Basal activity of P-gp-containingales (i.e., 100% after normalization) was 120-300
nmol/min per mg of membrane protein while it wa® +8nol/min/mg in control vesicles. When not
visible, error bars were smaller than the symbols.

Panel B. Effect of SUR ligands that block A channels on ATPase activity using P-gp-containing
vesicles, showing that SUR blockers are P-gp satestrwith the same order of potency. ATPase
activity of control (open symbols) and P-gp-enriti{@lled symbols) vesicles was measured over a
range of concentrations for the# channel blockers, glibenclamide (squares), tolnida
(triangles), and meglitinide (circles). The cheritauctures of these compounds are illustratethen
right. Dashed lines represent fits of the Hill egprato the initial ligand-induced increases in AER
activity of P-gp-enriched vesicles.,Kh, and V. were: 11 uM, 1.2, and 73% for glibenclamide; 276
UM, 0.75, and 70% for meglitinide; 3 mM, 0.68, af@o for tolbutamide. Basal activities of P-gp
enriched vesicles used for the glibenclamide, taltmide, and meglitinide assays were on average
126, 96, and 114 nmol/min per mg of membrane prptespectively.

Panel C.Effect of SUR ligands that openy% channels on ATPase activity using P-gp-containing
vesicles, showing that SUR openers are low-affiRitgp substrates. ATPase activity of control (open
symbols) and P-gp-enriched (filled symbols) vesicleas measured over a range of concentrations for
the Karp channel openers, SR47063 (squares), P1075 (teshgind diazoxide (circles). The chemical
structures of these compounds are illustrated enrijht. Dashed lines represent fits of the Hill
equation to the ligand-induced increases in ATRaseity of P-gp-enriched vesicles.Kh, and Vax
were: 36 uM, 1.3, and 55% for SR47063; 610 uM,ntl, @3% for diazoxide; 1.5 mM, 1.2, 101% for

103



P1075. Basal activities of P-gp enriched vesickedufor the SR47063, P1075, and diazoxide assays
were on average 150, 138, and 114 nmol/min perfmgeanbrane protein, respectively.

Figure 2. Effect of various SUR ligands on the glibenclarmidguced stimulated P-gp ATPase
activity, showing a lack of “cross-talk” betweenbginclamide and other A blockers and openers.
The effects of glibenclamide on P-gp ATPase agtiviere measured in the absence (squares) and
presence of other & channel modifiers, meglitinide (1 mM, down triaegj, tolbutamide (3 mM,
diamonds), P1075 (1 mM, up triangles), or diazoXitlenM, circles). Dashed lines represent fits of
the Hill equation to the glibenclamide-induced gases in ATPase activity.Kh, and . were: 11

UM, 1.2, and 73% in control; 11 uM, 0.9, and 78%hwmeglitinide added; 6.7 uM, 1.1, and 94% with
tolbutamide; 6.5 uM, 1.1, and 81% with P1075; M (1.3, and 69% with diazoxide.

Figure 3. Interactions between verapamil angriKchannel modulator®anel A. Verapamil-induced
ATPase activity measured in the absence (squargwkesence of 2 (triangles) or 10 uM (diamonds)
glibenclamide. Dashed lines represent fits of tikddquation to the data points.Kh, and V;.x were:

1.3 uM, 0.94, and 76% in control; 1.4 uM, 0.9, @886 with 2 uM glibenclamide; 1.6 pM, 1.7, and
27% with 10 uM glibenclamide adddéanel B. Glibenclamide-induced ATPase activity measured in
absence (squares) and presence of 0.1 (circléd)arhonds) or 10 uM (triangles) verapamil. Dashed
lines represent fits of the Hill equation to thpenmental data. & h, and V. were: 11 uM, 1.2, and
73% in control; 10.7 uM, 1.3, and 62% with 0.1 pkrapamil; 6.4 uM, 1.8, and 28% with 1 uM
verapamil. Panel C. Verapamil-induced ATPase activity measured in #isence (squares) or
presence of the & channel openers SR47063 (50 uM, circles), P107%nk4, triangles), or
diazoxide (1 mM, diamonds). Fits shown as dashezslyielded kK, h, and V. 0f 1.3 uM, 0.94, and
76% in control; 1.9 uM, 1.4, and 41% with SR47062 uM, 0.9, and 72% with P1075; 0.95 uM,
1.2, and 77% with diazoxide.

Figure 4. Modulation of the progesterone-induced ATPaseviagtby Karp channel openers and
blockers.Panel A. Effects of progesterone in the absence (squarggesence of 10 (diamonds), 100
UM (down triangles), or 300 uM (up triangles) ghibamide. Fits shown as dashed lines yieldgd K
h, and V4 Of 17 uM, 2.1, and 66% in control; 12 uM, 3, art¥a3with 10 uM glibenclamide; 1.8

UM, 1, and 32% with 100 uM glibenclamide; 1 uM,,labd 11% with 300 uM glibenclamideanel

B. Effects of progesterone in the absence (squaregjesence of 1 mM diazoxide (circles), 1 mM
P1075 (triangles), or 40 uM SR47063 (diamonds $lifown as dashed lines yielded K, and Vax

of 17 uM, 2.1, and 66% in control; 12 uM, 2.5, a6 with diazoxide; 7 uM, 1.5, and 40% with
P1075; 15 uM, 2, and 39% with SR47063.

Figure 5. Inhibition by vinblastine of ATPase stimulationoguced by glibenclamide and SR47063.
Panel A. Effects of glibenclamide on P-gp ATPase activitgasured in the absence (squares) or
presence of 0.1 puM (triangles), 1 uM (diamonds),16r uM (circles) vinblastine. Dashed lines
represent fits of the Hill equation to the glibemide-induced increases in ATPase activity, K,
and Vhax Were: 11 uM, 1.2, and 73% in control; 15 uM, @gAd 70% with 0.1 uM vinblastine; 19
UM, 1.2, and 39% with 1 pM vinblastine; a fit wast possible for 10 pM vinblastine, but,¥ was
estimated as ~5%anel B. Effects of SR47063 on P-gp ATPase activity meabumethe absence
(squares) and presence of 10 uM (circles) vinbiasti

Figure 6. Pharmacophoric model of glibenclamide and SR47B&8elA. 3D-alignment of SR47063
(blue sticks representation) and verapamil (rezks}iwith surfaces highlighting the aligned aromati
groups (green) and the electron-donor CN groupejbtin both molecule®anel B. 2D-structures of
verapamil and SR47063 evidencing the common arongatiups in green and electron-donor groups
in blue. Panel C. 3D-alignment of glibenclamide (yellow sticks) awmithblastine (cyan sticks) with
surfaces showing the aligned aromatic groups (¢reke hydrogen-donor NH/OH groups (red) and
the electron-donor CO/G@roups (blue) on both moleculézanel D.2D-structures of glibenclamide
and vinblastine evidencing the common aromatic jggdn green, hydrogen-donor groups in red, and
electron-donor groups in blué€anel E. Schematic representation of the functional intivas
between the binding sites on P-gp fogKchannel blockers (GLB, glibenclamide; MGL, megiitie;
TLB, tolbutamide; in dark grey), openers (SR, SR MDZX, diazoxide; P1075; in light grey), and
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known P-gp substrates (VRP, verapamil; VBL, vinblees PRG, progesterone; in white). Solid arrow
lines represent mutual exclusiveness indicated H®y dompetitive inhibition observed between
glibenclamide and vinblastine, and between SR4786@ verapamil. Connecting lines represent
binding to separate sites: either mutual destabitn reflected by observed non-competitive
inhibition, or mutual stabilization reflected bys#yved positive allosteric effect,or a lack of reeal
interactions reflected by additive effects. Theerattion between SR47063 and vinblastine is shown
exclusively by a simple proximity since our data amsufficient to assess the competitive or non-
competitive nature of the observed inhibition. Tdwted boxes represent the two pharmacophores
previously characterized (11).

Figure 7. A phylogenetic tree depicting the relationshipgween the human membrane ABC

transporters and two bacterial ABC transporterss fitaximum likelihood tree is based on 44 amino
acid sequences (42 human and 2 bacterial). Fimeipal branches are distinguishable: ABCB Branch
(red hook), ABCA Branch (blue hook), ABCC Branchdiwn hook), ABCD Branch (green hook) and

ABCG Branch (orange hook). P-gp (ABCB1), MsbA armyB366 are highlighted in a red box. SUR1
(ABCCS8) is shown in a brown box. Only, the bootgtvalues higher or equal to 90% are shown.

Figure 8. Side views of structural models of P-gp in a POQR&@mbranePanel A. Open inward-

facing conformation structural model, rebuilt fromurine P-gp.Panel B. Closed inward-facing

conformation structural model, rebuilt from Vibrioholera MsbA. Panel C. Outward-facing

conformation structural model, rebuilt from Salmibeetyphimirium MsbA and Staphylococcus
aureus Sav186@®anel D.Same as 8C after 90° rotation around the symna¢tias of the protein.

Figure 9. Magnification and top-view of the membrane reganP-gp conformations. Color code:
black, hotspots of the transmembrane helix 1C, ggahotspots of the transmembrane helix 11C,
brown, hotspots of the transmembrane helix 10C, hedspots of the transmembrane helix 12E,
marine, hotspots of the transmembrane helix 11Ejema, hotspots of the transmembrane helix 7E,
green, hotspots of the transmembrane helix 6E, bloEspots of the transmembrane helix 5E, purple
blue, hotspots of the transmembrane helix B&nel A. Open inward-facing conformatioRanel B.
Closed inward-facing conformatioRanelC. Outward-facing conformation.

Figure 10. SURL1 structural model and 3D alignment of outwarcisig models of P-gp and SURL1.
Panel A. Outward-facing conformation model of SURRanel B. Top-view of 3D transmembrane
location of residues involved in the binding oftK channel openers (Thrl1285 and Met1289) and
blockers (Ser1237Ranel C. Structural alignment of TM11 (P-gp)/ TM16 (SURT)darM12 (P-gp)/
TM17 (SUR1). SURL1 residues involved in openers lllodkers binding are represented and labeled
in green, P-gp TM12E hotspots in red, and P-gp TkéEidue in blue.
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Table 1: Reconstructed P-gp models and their corresportdimglates.

Vc: Vibrio cholera, Ec: Escherichia coli, St: Salmedla typhimirium, Sa: Staphylococcus aureus

Templates (PDB code)

Resolution (A)

Models

Ec-MsbA (3B5W)

5.3

Pgp (Open Inward-Facing Conformation)

Vc-MsbA (3B5X)

5.5

Pgp (Closed Inward-Facing Conformation)

Sav1866 (2HYD)
St-MsbA (3B60)

3.0
3.7

Pgp (Outward-Facing Conformation)

mouse Pgp (3G5U)

3.8

Pgp (Open Inward-Facing Conformation)

Sav1866 (2HYD)
St-MsbA (3B60)

3.0
3.7

SUR1 (Outward-Facing Conformation)
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Table 2: Enzymological parameters from P-gp ATPase activibasurements shown in Figs 1-5.

Ky the half-activating concentration of the testemmpound on P-gp basal ATPase activity; (-)
indicates that it is the half-inhibiting concentoatsince there is no apparent activation.

Ki: the half-inhibiting concentration of the testedmpound on P-gp stimulated ATPase activity, as
determined from the concentration-dependence cafvtge substrate indicated in brackets.

nd: not determined.

ME: mutually exclusive, that is the mutual relagbip between two drug substrates revealed by a
competitive inhibiting effect on P-gp ATPase adjivi

NME: non-mutually exclusive, that is the mutuabtainship between two drug substrates revealed by
either a non-competitive inhibiting effect or anddive effect or a positive allosteric effect orgp-
ATPase activity.

Drug studied at . .
] ) . Mutual relationships (ME
increasing Ki/2 (LM) Ki (uM)
) versus NME)
concentrations
Verapamil (VRP) 1.3 =1 (from GLB) NME with GLB
reference Pgp
Progesterone (PRG) 17 nd nd
substrates
Vinblastine (VBL) 31(-) =1 (from GLB) ME with GLB
. . =10 (from VRP) .
Glibenclamide (GLB) 11 NME with VRP, PRG
=10 (from PRG)
SUR blockers — -
Meglitinide (MGL) 280 nd NME with GLB
Tolbutamide (TLB) 3000 nd NME with GLB
=50 (from VRP) ME with VRP
SR47063 36 .
> 40 (from PRG) NME with PRG
SUR openers -
P1075 1500 nd NME with GLB, VRP, PRG
Diazoxide (DZX) 610 nd NME with GLB, VRP, PRG
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Table 3 Transmembrane localization of P-gp residues we@in substrate recognition.

P-gp residues identified from point mutagenesiendbal labelling [(10);(57)] or crystallographic
data (22). The equivalent residues belonging toAISav1866 and SURL1 are identified thanks to the
primary sequences alignment represented Fig.S2.

| P-gp MsbA SUR1 Sav1866 References
N-Terminal
H61 128 G16 F17 (10)
™1 G64 G31 C19 120 (10)
L65 132 120 121 (10)
M69 L36 V24 125 (22)
™4 S222 A175 1467 F171 (22)
L304 L257 A549 T253 (22)
T™M5 1306 A259 P551 T255 (10)
Y307 S260 1552 D256 (22)
F335 F288 L580 V284 (10)
F336 S289 S581 G285 (22)
V338 M291 F583 L287 (10)
L339 1292 H584 E288 (22)
TM6 1340 A293 1585 L289 (22)
G341 L294 L586 L290 (10)
A342 M295 V587 F291 (22)
F343 R296 T588 G292 (22)
A354 Q307 S599 T303 (10)
C-Terminal
Q725 N37 L1028 P34 (57)
P726 A38 V1027 L35 (57)
™7 F728 S40 11031 137 (57)
A729 D41 D1030 K38 (57)
F732 M44 L1035 141 (22)
T™8 L762 L54 L1070 F70 (22)
T837 V147 S1143 W141 (22)
™9 A841 A151 L1147 1145 (10)
L843 1153 C1149 1147 (10)
P866 P176 11172 P172 (10)
T™10 1868 V178 C1174 Y174 (22)
A869 S179 Y1175 1175 (10)
G872 1182 Q1178 V178 (22)
1937 A247 A1243 W243 (10)
F938 5248 N1244 N244 (10)
F942 D252 E1248 F248 (10)
S943 P253 V1249 A249 (10)
™11 T945 1255 M1251 F251 (10)
Q946 Q256 E1252 N252 (10)
Y950 S260 A1256 D256 (10)
S952 A262 V1258 G258 (10)
Y953 L263 V1259 P259 (10)
F957 L267 A1263 1263 (10)
L975 T285 G1281 A281 (10)
F978 F288 L1284 V284 (10)
S979 S289 T1285 G285 (22)
V981 M291 A1287 L287 (10)
V982 1292 L1288 E288 (10)
™12 F983 A293 M1289 L289 (10)
G984 L294 V1290 L290 (22)
A985 M295 S1291 F291 (22)
M986 R296 N1292 G292 (22)
G989 K299 N1295 R295 (22)
Q990 S300 W1296 R296 (22)
S993 N303 R1299 A299 (22)
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Fig.2
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Fig.4
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Fig.5
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Figure S2. Amino acid sequence alignment of human P-gp, St-MsbA, Sa-Sav1866 and human
SURL. Secondary structure of P-gp is shown above the protein sequence alignment. Sequence
identities: P-gp vs Msba: 31% / P-gp vs Sav1866: 28% / P-gp vs SURL: 15% / Sav1866 vs
MsbA: 33% / Sav1866 vs SUR1: 20% / MsbA vs SUR1: 22%. The unique N-termina domain
TMDO of SUR1 wasignored by excluding the first 300 residues of SUR1 from the analysis.

Sa: Staphylococcus aureus; St: Salmonella typhirium;
135



Fig.S3

Transmembrane
Domain

Y
Intracellular
Domain

Y
Nucleotide-binding
Domain

Figure S3. Side view of an open inward-facing conformation model (nucleotide free) of P-gp. This model
was rebuilt based on Escherichia Coli MsbA. The three domains composing the P-gp are represented by
braces
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Figure $4. Side views of P-gp in three structural models: identical to Fig. 8 but POPC molecules are not
represented. The three domains composing the P-gp are represented by braces 137



Table S1: Human ABC-type efflux transporters; with their amino acid sequences selected for the phylogenetics analyses, their Swiss-Prot accession codes,
synonyms and TCDB classification numbers.

Sub-family Member Proteins | Residues | Acc. Nb Synonyms (Swissprot//TCDB) TCDB
(a.@) (a.q) (SwissProt) Classification
ABCA ABCA1 2261 450-1150 095477 ABC-1, Cholesterol efflux regulatory protein, Cholesterol/phosphoalipid flippase 3A.12111
ABCA2 2435 450-1150 Q9BZC7 ABC2, Multidrug resistance pump 3.A.1.211.3
ABCA3 1704 200-800 Q99758 ABC-C 3A.12111
ABCA4 2273 500-1200 P78363 RIM ABC transporter, RIM protein, RmP, Stargardt disease protein, The retinal-specific ABC transporter 3A.1211.2
ABCA5 1642 150-750 Q8WWz7 ATP-binding cassette sub-family A member 5 3A12111
ABCA6 1617 150-750 Q8N139 ATP-binding cassette sub-family A member 6 3A12111
ABCA7 2146 450-1050 Q8IZY2 ATP-binding cassette sub-family A member 7 (Macrophage ABC transporter) (Autoantigen SS-N) (ABCA-SSN) 3A.12111
ABCA9 1524 250-850 Q8IUA7 None 3.A.1.211.3
ABCA10 1543 100-700 Q8WwWz4 ATP-binding cassette sub-family A member 10 3A12111
ABCA12 2595 950-1550 Q86UKO ATP-binding cassette 12 3A12111
ABCA13 5058 450-1150 Q86UQ4 ATP-binding cassette sub-family A member 13 Not present
ABCB ABCB1 1280 - P08183 Multidrug resistance protein 1 (MDR1), P-glycoprotein 1, Broad specificity multidrug resistance (MDR) efflux pump 3.A.1201.1
ABCB2 808 - Q03518 APT1, Peptide transporter TAPL, Peptide transporter PSF1, Peptide supply factor 1, PSF-1, MHC heterodimeric peptide exporter 3.A.1.209.1
ABCB3 686 - Q03519 APT2, Peptide transporter TAP2, Peptide transporter PSF2, Peptide supply factor 2, PSF-2, MHC heterodimeric peptide exporter 3.A.1.209.1
ABCB4 1286 1-700 P21439 Multidrug resistance protein 3 (MDR3), P-glycoprotein 3, Short chain fatty acid phosphatidylcholine translocase 3.A.1.201.3
ABCB5 812 Q2M3G0 ATP-binding cassette sub-family B member 5
ABCB6 842 - QONP58 Mitochondrial ABC transporter 3, ABC transporter umat, Iron transporter 3.A.1.210.6
ABCB7 752 - 075027 ABC transporter 7 protein (mitochondrial), ABC7 iron transporter, (X-linked sideroblastis anemia protein) 3.A.1.2104
ABCB8 735 - QINUT2 Mitochondrial ATP-binding cassette 1, M-ABC1 3A.1.201.1
ABCB9 766 - QINP78 TAP-like protein, TAPL, hABCB9 3.A.1.209.1
ABCB10 738 - QINRK6 Mitochondrial ATP-binding cassette 2, M-ABC2 3A.12121
ABCB11 1321 100-700 095342 Bile salt export pump, BSEP or SPGP 3.A.1.201.2
ABCC ABCC1 1531 250-900 P33527 MRPL, Leukotriene C(4) transporter, LTCA4 transporter, Drug resistance pump 3.A.1.208.8
ABCC2 1545 250-900 Q92887 Canalicular multispecific organic anion transporter 1, MRP2, Canalicular multidrug resistance protein, Hepatic canalicular conjugate exporter 3.A.1.208.2
ABCC3 1527 250-900 015438 Canalicular multispecific organic anion transporter 2, MRP3, Multi-specific organic anion transporter-D, MOAT-D 3.A.1.208.9
ABCC4 1325 1-700 015439 MRP4, Multi-specific organic anion transporter-B, MOAT-B 3.A.1.208.7
ABCC5 1437 150-800 015440 MRP5, Multi-specific organic anion transporter-C, MOAT-C, pABC11, SMRP 3.A.1.208.13
ABCC6 1503 250-1000 095255 MRPS6, Anthracycline resistance-associated protein, Multi-specific organic anion transporter-E, MOAT-E, Multidrug (anthracycline) resistance 3.A.1.208.10
organic anion efflux pump, The pseudoxanthoma el asticum disease protein)
ABCC7 1480 50-700 P13569 Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR, cAM P-dependent chloride channel 3.A.1.202.1
ABCC8 1581 250-1000 Q09428 Sulfonylureareceptor 1, SURL 3.A.1.208.4
ABCC9 1549 250-1000 060706 Sulfonylureareceptor 2, SUR2 3.A.1.208.4
ABCC10 1492 250-900 Q5T3U5 MRP10 3.A.1.208.9
ABCC11 1382 100-750 Q96366 MRP8, Cyclic nucleotide (CAMP and cGMP) efflux pump 3.A.1.208.13
ABCC12 1359 1-750 Q96365 Multidrug resistance-associated protein 9 3.A.1.208.13
ABCD ABCD1 745 - P33897 Adrenoleukodystrophy protein, ALDP, Long chain fatty acid (LCFA) transporter 3.A.1.203.3
ABCD2 740 - QoUBJR2 Adrenoleukodystrophy-related protein., hALDR, Adrenol eukodystrophy-like 1 3.A.1.203.3
ABCD3 659 - P28288 70 kDa peroxisoma membrane protein, PM P70, Peroxysomal long chain fatty acyl (LCFA) transporter 3.A.1.203.1
ABCD4 606 - 014678 Peroxisomal membrane protein 69, PM P69, Peroxisomal membrane protein 1-like, PXMP1-L, P70R 3.A.1.203.1
ABCG ABCG1 678 - P45844 White protein homolog, ATP-binding cassette transporter 8 3.A.1.204.1
ABCG2 655 - QIUNQO Placenta-specific ABC transporter, Breast cancer resistance protein, Mitoxantrone resi stance-associated protein, CDw338 antigen 3.A.1.204.2
ABCG4 646 - Q9H172 WHITE2 3.A.1.204.1
ABCG5 651 - Q9H222 Sterolin-1 3.A.1.204.5
ABCG8 673 - Q9H221 Sterolin-2 3.A.1.204.5




Table S2. Assessment of structural models: P-gp Open Inward-Facing A: a reconstructed P-gp model based on Ec-MsbA structure as a
template, P-gp Open Inward-Facing B: a reconstructed P-gp model based on mouse P-gp structure as template. For the others modelled
structures, templates are summarized Table 1

Methods Structural models P-gp Open P-gp Open Pgp Closed Pgp Outward- SUR1 Outward-
Inward-Facing A Inward-Facing B Inwar d-Facing Facing Facing
ProSA Z-Score -9,62 -12,09 -4,21 -11,41 -9,59
Ramachandran (%) 97,8 99,4 94,7 99,5 98,7
Dihedral 0 -0,15 0 -0,13 0
Procheck
G-Factors Covalent -0,62 -0,25 -0,27 -0,73 -0,27
Overall -0,03 -0,18 -0,1 -0,04 -0,1
1st generation packing quality 0,644 0,656 1,109 -0,293 1,23
2nd gener ation packing quality -2,645 -2,148 -2,187 -3,451 -2,341
Structure Z-scores Ramachandran Plot appearance -2,823 -3,827 -2,115 -3,39 -2,182
chi-1/chi-2 rotamer normality -1,164 -2,866 -1,999 -1,567 -2,846
Backbone confor mation 0,984 1,18 2,682 -0,719 1,948
Whatcheck Bond lenghts 0,969 0,955 0,962 0,972 0,978
Bond angles 1,339 1,269 1,291 1421 1,279
Omega angleretraints 0,13 0,138 0,126 0,159 0,126
RMS Z-scores
Side chain planarity 0,575 0,35 0,465 0,407 0,326
Improper dihedral distribution 1121 1,224 1,109 1,272 1,147
Inside/outside distribution 1,145 1,149 1171 1,209 1,222
Residueswith bad bonds (%) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
MOLPROBITY - -
Residues with bad angles (%) 1,52 0,68 3,25 0,68 1,07
QMEAN QMEANScore 0,512 0,607 0,256 0,742 0,525




11.4. Etude du cycle de translocation de la P-gp

Les modeles 3D reéalisés de la P-gp et de SUR1 sont présentés et étudiés dans le cadre
de I’article inclus dans ce manuscrit. Nous nous intéressons dans cette section a 1’analyse du
cycle de translocation que nous avons réussi a représenter chez la P-gp humaine en
modélisant les trois conformations supposées catalytiques citées précédemment, et pour
lesquelles nous recherchons des arguments en faveur de leur implication effective au cours du
turn-over enzymatique de la P-gp. Nous pouvons ainsi étudier les canaux d’acces du substrat
dans chaque conformation et mettre en relation la transformation des canaux au cours du
cycle avec le mécanisme d’expulsion des substrats dans le milieu extracellulaire. Il faut
souligner qu’avant de procéder a cette étude, nous avons réalisé une étape d’affinement et
d’optimisation supplémentaires (en plus de celle effectuée grace a Modeller) de nos modéles

3D gréace au programme SYBYL™

(Tripos Inc, St Louis, USA). Ce programme permet par
des calculs énergétiques, a partir d’un champ de force défini (nous avons utilisé le champ de
force Tripos, plus adapté aux molécules de masses molaires élevées), de déterminer les
conformations de plus faibles énergies, qui sont les plus probables. La méthode de
minimisation utilisée est celle de conjugate gradient. L optimisation réalisée a été locale et
itérative (1000 itérations) ; elle a concerné essentiellement les chaines latérales dans le but de

limiter les « clashs » stériques.

[1.4.1. Analyse des cavités et des canaux d’accés de la P-gp

La surface d’une protéine est d’une forme irréguliére révélant des poches et des
cavités éventuellement connectées avec la surface de cette protéine par des tunnels, des
canaux ou des pores. La Dans le cas de la P-gp, les changements conformationnels imposent
un changement drastique de la taille des cavités et de leurs tunnels d’acces. Les substrats
peuvent investir les cavités de la protéine a partir de I'environnement extérieur -ou bien a
partir du milieu membranaire- selon la forme et la taille de ces tunnels connectant le coeur de
protéine avec le solvant. L'anatomie des tunnels change au cours du temps en raison de la

dynamique de la protéine et de la membrane.
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Dans le cadre de notre analyse des canaux d’entrée et de sortie de la P-gp, nous avons
utilisé la version en ligne du programme Mole® [19]. Ce programme sert & localiser de
maniere automatisée les canaux moléculaires dans les structures protéiques. Mole nous a ainsi
permis de révéler, pour chaque conformation, 5 canaux majeurs permettant 1’accés au cceur de
la région membranaire au niveau de laquelle seraient localisés les sous-sites de liaison des

substrats de la P-gp. Ces tunnels d’accés sont présentés Figure-C-7.

Membrane
QURIq AN |

Figure-C-7 : Représentation schématique des tunnels d’accés de la P-gp dans ses trois
conformations catalytiques. A, Conformation Open Inward-Facing, B, Conformation Closed Inward-
Facing, C, Conformation Outward-Facing. La P-gp est représentée en « cartoon » orange pour les
trois conformations. Chaque modele a été représenté selon [’orientation révélant au mieux les tunnels
d’acces, le coté N-terminal est distingué par la lettre N, le milieu membranaire est représenté en bleu.
Les tunnels d’accés sont numérotés en rouge, dans [’ordre de leur détection par Mole.

Nous pouvons constater les différences de trajectoires entre les tunnels d’acces révélés
au niveau des trois conformations. Ainsi, pour la conformation Open Inward-Facing, ces

tunnels relient majoritairement le coeur du milieu membranaire de la P-gp avec le milieu

¥ http://mole.chemi.muni.cz: Ce programme demande a I'utilisateur un point de départ des tunnels, ainsi
qu’un nombre maximal de canaux, les résultats sont donc dépendants de ces parametres. Pour ce calcul, nous
avons choisi n = 5 tunnels maxi, et comme point de départ d’exploration un point au cceur de la membrane au
niveau de chaque conformation.
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intracellulaire en distinguant néanmoins quelques acces latéraux se positionnant au niveau du
feuillet intracytoplasmique de la bicouche lipidique. Ces accés sont également observés au
niveau de la conformation Closed Inward-Facing mais des accées du coté extracellulaire sont
également observés. Nous nous focaliserons dans cette conformation sur le point commun
entre ces tunnels qui est le coeur de la membrane. En effet, la conformation Closed Inward-
Facing est imaginée comme la conformation pour laquelle la protéine a la plus grande affinité
pour le substrat. Les acces réveles vers le milieu extracellulaire montrent que le changement
conformationnel a bien eu lieu et a été suivi par une ouverture (un tunnel de sortie) non
observée quand la P-gp est dans la conformation Open Inward-Facing. Enfin, en analysant les
tunnels d’accés révélés au niveau de la conformation Outward-Facing, nous pouvons évoquer
uniquement des « chemins » de sortie pour les substrats. Dans cette configuration, les canaux
sont quasi unidirectionnels vers le milieu extracellulaire, I’accés au milieu intracellulaire
n’étant plus possible.

Sachant que chaque chemin d’accés est décrit par un certain nombre de résidus, nous
avons essaye, pour chaque conformation, d’analyser si des résidus faisant partie des hotspots

(voir Tableau 3 de [1]) participaient a la description des cing canaux identifiés :

» Dans la conformation Open Inward-Facing, 4 résidus hotspots font partie des
acides aminés delimitant les cing tunnels révélés : au niveau de TM6E (Phe
343), de I’hélice TM11C (Phe 942 et GIn 946) et de TM12E (Ala 985).

= Dans la conformation Closed Inward-Facing, 11 résidus hotspots sont
détectés : au niveau de TM6E (Phe 336, Leu 339 et Phe 343), de TM11C (Phe
938 et Phe 942), de TM11E (Tyr 950 et Phe 957) et de TM12E (Leu 975 et Val
982, Met 986 et GIn 990).

= Dans la conformation Outward-Facing, 9 résidus hotspots sont détectés : au
niveau de TM6E (lle 340 et Phe 343) et de TM12E (Leu 975, Ser 979, Val
982, Phe 983, Met 986, GIn 990 et Ser 993).

Nous pouvons remarquer qu’il y a beaucoup de résidus hydrophobes dans ces
canaux/hotspots, majoritairement des grandes chaines latérales (Phe, Leu) dans les canaux de
la forme A et B (Inward-Facing, Figure-C-7). Par contre, dans la forme «expulsive »
(Outward), on trouve davantage de réesidus polaires avec les residus hydrophobes (Ser, Met,
Gln) ce qui participe a la perte d’affinité pour les substrats hydrophobes lors de leur relargage.

La plupart des résidus hotspots identifiés dans les canaux appartiennent au méme

groupe d’hélices TM : TM6, TM11 et TM12. Le plus grand nombre de résidus appartenant a
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des hotspots est détecté dans la conformation Closed Inward-Facing, sorte de « conformation
hybride » entre les deux extrémes, pendant laquelle la P-gp aurait la plus grande affinité
envers ses substrats.

On remarque également au cours du cycle un glissement des « hotspots » appartenant
aux canaux. De la conformation Inward-Facing vers la conformation Outward-Facing, les
hotspots sont d’abord majoritairement de la classe cytoplasmique, puis majoritairement de la
classe exoplasmique. Ainsi, dans la conformation Open Inward-Facing, les résidus hotspots
appartiennent aux deux classes cytosolique (TM11) et exoplasmique (TM6 et TM12). Dans la
conformation Closed Inward-Facing, en plus de résidus cytosoliques représentatifs de 1’hélice
TM11, des résidus exoplasmiques de la méme hélice sont détectés. Dans la conformation
Outward-Facing, les résidus hotspots de I’hélice transmembranaire TM11 ne sont plus
détectés mais essenticllement des résidus de I’hélice TM12, qui sont tous de la classe
exoplasmique. Ce résultat est intéressant, car il est compatible avec 1’idée que dans cette
conformation, la P-gp est dans la phase d’expulsion de son substrat.

Alors que la localisation membranaire plutdt constante des résidus hotspots, révelée
dans Bessadok et al., semble favoriser le modéle de transport : « floppase », notre étude des
canaux d’accés met en évidence la possibilit¢é que I’autre modéle de transport supposé
« aspirateur hydrophobe ou VVacuum cleaner » puisse aussi étre utilisé par la P-gp. Ainsi, nous
remarquons qu’au niveau de la conformation Closed Inward-Facing supposee représenter un
état intermédiaire, le nombre de résidus hotspots exoplasmiques est nettement supérieur a
celui des résidus hotspots cytosoliques. L’ouverture vers le feuillet exoplasmique de la

membrane semble étre favorisée.

11.4.2. Comparaison de deux conformations

Dans le but d’évaluer les changements conformationnels au cours du cycle de
translocation supposé pour la P-gp, et leurs éventuelles répercussions fonctionnelles, nous
avons procédé a une comparaison entre les structures a des niveaux caractéristiques : les
domaines TMD, NBD ainsi que les hélices transmembranaires liées aux hélices
intracellulaires. Nous avons opté pour la méthode de comparaison la plus utilisée, basée sur
les mesures de distance entre deux structures: le RMSD (Root Mean Square Deviation). Ce

parametre mesure la distance entre deux structures superposées par la racine carrée de la
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moyenne des carrés des distances entre les atomes mis en correspondance dans les deux

structures comparées - décrits par leurs coordonnées cartésiennes- :

RMSD =

Ou o est la distance entre un nombre d’atomes équivalent dans les deux structures.
Cette mesure de distance est calculée apres 1’alignement structural d’une structure sur une

autre de sorte a ce que le RMSD soit minimal.

Nous avons réalisé une premiére comparaison de structures qui a concerné les
domaines TMD et NBD des trois structures modélisées de la P-gp. Pour cette comparaison,
nous avons utilisé le programme VMD [20], qui a aussi servi a réaliser les alignements
structuraux entre les différents domaines. Les valeurs de RMSD obtenues sont résumées dans
le Tableau-C-4.

RMSD (A) Pgp Open Inward-Facing Pgp Closed Inward-Facing
TMD1 | TMD2 | NBD1 | NBD2 | TMD1 | TMD2 | NBD1 | NBD2
Pgp TMD1 6,48 X
Closed TMD?2 5,78 X
Inward- NBD1 2,73 X
Facing NBD2 2,86 X
TMD1 9,89 7,22
OUTV?/EI‘ L |_T™D2 8,21 6,47
. NBD1 1,75 2,54
Facing
NBD2 1,89 2,58

Tableau-C-4 : Les distances RMSD entre les domaines transmembranaires et nucléotidiques de
la P-gp dans trois conformations catalytiques différentes. Les régions comparées sont composées
des acides aminés compris entre : 51-357 pour TMD1, 711-1000 pour TMD2, 392-628 pour NBD1,
1035-1273 pour NBD2.

Nous pouvons constater que les distances moyennes sont nettement plus importantes
au niveau des domaines transmembranaires par rapport aux domaines nucléotidiques. Ceci
traduit un mouvement plus important affectant les hélices transmembranaires, ce qui
correspond bien au fait que ces hélices sont au cceur de I’activité de translocation de substrats

trés variés, par opposition aux domaines NBD qui sont globulaires, ne sont pas déformés au
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cours de la catalyse et reconnaissent un seul substrat, I’ATP. Il est aussi intéressant de
constater que les valeurs de RMSD entre deux conformations sont sensiblement proches entre
les deux TMD comme entre les deux NBD. En comparant les structures 2 a 2, nous pouvons
remarquer que les degrés de similarités entre les TMD des conformations Open Inward-
Facing et Outward-Facing sont moins importants qu’entre les TMDs des conformations Open
Inward-Facing et Closed Inward-Facing. Cette constatation supporte 1’hypothése d’un
important mouvement des hélices transmembranaires entre la conformation dédiée a la liaison
de substrat (Open Inward-Facing) et celle dédiée a son expulsion en dehors de la cellule

(Outward-Facing).

Figure-C-8 : Comparaison des sous-unités de la P-gp. Vues de face présentant les changements
conformationnels de la P-gp et révélant la mobilité des segments TM4-1H2-TM5 et TM10-1H4-TM11.
Pour la clarté de la figure, les domaines NBD ont été enlevés. Les sous-unités ont été alignées au
niveau des hélices TM2-TM3 et TM8-TM9. Les conformations Open Inward-Facing, Closed Inward-
Facing et Outward-Facing sont respectivement représentées en vert, rouge et bleu.

Dans le but d’infirmer ou de confirmer nos hypotheses concernant ce mouvement des
hélices transmembranaires, nous avons procédé a des mesures de distance entre les régions :
TM2-1H1-TM3 (120-209), TM4-IH2-TM5 (216-317), TM8-IH3-TM9 (757-853), TM10-1H4-

TM11 (854-957) (Tableau-C-5), le mouvement le plus important observé entre les trois
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conformations et celui de la fermeture de la «pince » représentée par les hélices
précédemment citées (Figure-C-8).

On constate qu’un mouvement significatif est observé au niveau des segments TM4-
IH2-TM5 et TM10-IH4-TM11 entre les deux conformations supposées de début et de fin du
cycle de translocation (Open Inward-Facing et Outward-Facing). Les valeurs RMSD de la

comparaison des segments décrits Figure-C-8 sont résumees dans le Tableau-C-5.

Pgp Open Inward-Facing Pgp Closed Inward-Facing

TM2- | TM4- | TM8- | TM10- | TM2- | TM4- | TM8- | TM10-
IH1- IH2- IH3- IH4- IH1- IH2- 1H3- IH4-
TM3 | TM5 | TM9 | TM11 | TM3 | TM5 | TM9 | TM11

RMSD (A)

TM2-
IH1- 2,42 X
TM3

TM4-
Pagp IH2- 5,58 X
Closed TM5

Inward- TMS-
Facing IH3- 2,27 X
T™M9

TM10-
IH4- 5,22 X
T™M11

TM2-
IH1- 2,25 3,17
TM3

T™A4-
IH2- 437 2.97
Pgp T™5

Outward- TMB-

Facing IH3- 3.06 297
T™9

TM10-
IH4- 3,22 2,19
T™M11

Tableau-C-5 : Les distances RMSD entre des segments sélectionnés de la P-gp dans ses trois
conformations catalytiques.

Les résultats obtenus sont en accord avec les constatations et les hypothéses emises

guant a un mouvement speécifique des hélices transmembranaires pendant le cycle de
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translocation. Nous pouvons remarquer que la dissimilarité la plus importante concerne le
passage de la conformation Open Inward-Facing aux autres conformations, et plus
spécialement au niveau du segment TM4-IH2-TM5 et de son équivalent coté C-terminal
TM10-1H4-TM11. Pour les segments TM2-IH1-TM3 et TM8-IH3-TM9, on constate que les
valeurs de RMSD sont moins importantes.

Ces observations sont en accord avec celles de Ward et al. [8] imaginant un
mouvement plus important du segment TM4-IH2-TM5 (MsbA étant un monomere) avec
comme charniére les boucles extracellulaires EL2-EL3. Ces observations sont également en
accord avec I’hypothése d’un mouvement de ce segment qui forme un ensemble rigide avec le
domaine NBD qui lui est correspondant (NBD2). Ce mouvement serait assuré grace a
I’ancrage de I’hélice intracellulaire, en occurrence IH2, au niveau du domaine nucléotidique.
Des mesures de distances réalisées au niveau des hélices intracellulaires (IH1-1H2-1H3-1H4)
révelent des valeurs de RMSD < 1A, confirmant 1’idée que les changements conformationnels
concerneraient essentiellement les hélices transmembranaires et que les hélices intracellulaires

ancrées dans les domaines NBD (IH2 et IH4) ne seraient pratiqguement pas affectées.

I11. Conclusion

Dans le cas de la P-gp, notre travail de modélisation comparative a permis 1’obtention de
trois modéles 3D représentant cette protéine d’intérét dans trois conformations différentes :
Open Inward-Facing, Closed Inward-Facing et Outward-Facing. Ces conformations sont
proposées pour décrire le cycle de transport de la P-gp. Le placement des modéles dans un
environnement membranaire a permis de révéler une localisation constante des résidus
hotspots responsables du changement de résistance pour la P-gp au niveau de la bicouche
lipidigque.

Deux protéines ABC telles que la P-gp et SUR1 peuvent avoir des ligands communs sans
nécessairement partager une méme fonction. Des régions bien spéecifiques des deux protéines
semblent représenter des sous-sites de liaison pour des ligands reconnus par les deux
protéines ABC.

A ce stade de notre étude, il est difficile de discriminer lequel des deux modeles
alternatifs de transport, “floppase” ou “aspirateur hydrophobe”, est utilise par la P-gp. Une
coexistence des deux modeles peut étre imaginée dépendamment de la nature et de la taille du

substrat transloqué.
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Nos calculs des distances RMSD mettent en évidence de maniére statistique I’'importance
des mouvements et des changements qu’affectent les domaines transmembranaires pendant le
cycle de transport.

Suite a I’obtention de mode¢les 3D de la P-gp, nous avons entrepris des travaux de docking

dont les résultats sont présentés dans le chapitre suivant.
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Chapitre D : Docking

I. Introduction

En biologie structurale, on étudie le lien entre la structure des molécules et leur
fonction biologique. Ce domaine recouvre des questions relevant, d’une part, de la
pharmacologie (conception de médicaments) et, d’autre part, de la biologie cellulaire. Dans le
premier cas, un récepteur étant connu, le but est de trouver un ligand, c’est-a-dire une (ou
plusieurs) molécule(s) complémentaire(s). Dans le second, 1’intérét porte plutdt sur
I’interaction entre macromolécules (protéines ou acides nucléiques) intervenant dans les
cycles cellulaires. Une distinction est faite entre les interactions ligand-protéine et les
interactions protéine-protéine. Une question centrale commune aux deux problématiques est
le «docking® » (amarrage moléculaire). Les méthodes de docking s’attachent a prédire les
interactions possibles lors de la formation de complexes moléculaires. En particulier, le
docking permet la prédiction des meilleures orientations selon lesquelles deux molécules
interagissent. Pour ce travail de these, nous nous sommes attachés davantage au docking
ligand-protéine pour étudier la multispécificité de la P-glycoprotéine. Le docking repose sur
I’hypothese que les ligands formant des interactions favorables avec le récepteur sont ceux
présentant une affinité de liaison élevée. Ces interactions entre molécules sont non covalentes,
et incluent donc : (i) les interactions Van der Waals (interactions de faible intensité existant
entre les atomes et dues a leurs charges électriques), (ii) les interactions électrostatiques, et
(iii) les interactions hydrogene.

Dans le cas d’une protéine a intérét clinique comme la P-gp, 1’obtention de mod¢les
3D décrivant des états catalytiques différents représente une avancée importante dans le but
de comprendre son processus de reconnaissance et d’export de substrats. Une étude
pharmacologique, menée en 2002 au sein du laboratoire sur la P-gp de hamster [1] avait

suggéré I’existence de sous-Sites de liaison différents mais tres proches pour expliquer le

19 . ; . . / . .
Terme que I'on peut traduit par amarrage moléculaire, ou arrimage moléculaire, mais nous adoptons le
terme « docking » par commodité dans la suite de ce manuscrit.
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mode de fixation de plusieurs molécules d’intérét thérapeutique. Pour tester in-silico les
hypotheses émises par cette étude, nous avons reéalisé une étude de docking sur deux
structures modélisées de P-gp de Hamster (isoforme sur laquelle ont été obtenues les données
in vitro en 2002) dans les conformations Inward et Outward. Dans le but de comparer les
processus de reconnaissance et d’export de substrats entre P-gp de différentes espéces
animales, nous avons réalisé en paralléle des travaux de docking sur deux modéles 3D de la

P-gp humaine, également dans les conformations Inward et Outward.

Il. Le processus de docking

11.1. Présentation

Il existe différents algorithmes de docking. Les critéres de choix sont le plus souvent
le nombre de molécules a tester et la précision souhaitée, critéres qui ont un impact sur le
temps de calcul et aux moyens nécessaires. Les méthodes de docking les plus rapides sont les
méthodes dites de docking rigide [ou les molécules (le récepteur et le ligand) sont
structuralement figées], historiquement les premicres congues. Avec 1’amélioration des
puissances de calcul, les méthodes de docking dites « semi-flexibles » ou les partenaires
d’interaction sont partiellement déformables (en général ligand flexible, récepteur rigide), se
sont imposés, car elles permettent d’obtenir des résultats plus précis, méme dans des
approches couteuses de criblage virtuel haut débit.

Le docking semi-flexible est constitué de deux étapes principales. La premiere, dite de
docking, permet aux petites molécules testées d’explorer le site d’interaction avec la protéine.
La molécule adopte plusieurs conformations possibles au cours de cette recherche, et le
programme génére plusieurs positions possibles d’amarrage du ligand dans la protéine et
plusieurs positions autour de la protéine. La deuxiéme étape, dite de scoring, permet d’évaluer
les poses rencontrees lors de la premiere étape pour ne retenir que la meilleure. Cette étape

donne lieu a un calcul de score.
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1.2. L>étape de docking

Les programmes de docking effectuent une exploration de 1’espace des configurations
pour générer et évaluer un grand nombre de liaisons potentielles. Il existe trois méthodes

d’exploration conformationnelle : systématique, stochastique et déterministe [2]

[1.2.1. La recherche systématique

Ces méthodes exploitent tous les degrés de liberté des angles de torsion du ligand sous
certains criteres permettant de limiter I’exploration si la conformation du ligand ne remplit
pas certaines conditions. Ces algorithmes sont dits aussi de fragmentation / reconstruction.
Dans un premier temps, la molécule est découpée en parties rigides et en liaisons flexibles.
Les parties rigides sont positionnées en premier et le ligand est reconstruit de proche en
proche, explorant diverses conformations lors de la mise en place des liaisons flexibles [3].

Parmi les programmes fonctionnant sur ce principe, figurent DOCK [4], FlexX [5],
Surflex [6] et Glide [7-8]. Dans le cas de FlexX, le positionnement du premier fragment est
basé non seulement sur la complémentarité de surface, mais tient également compte des
liaisons hydrogéne et interactions de type hydrophobe qui pourraient étre formées. Surflex
utilise en plus une sorte de ligand idéal composé de fragments comme NH, C=0 et CH3 placés
par le module protomol pour sélectionner les poses de fragments qui formeront le plus de

liaisons avec la protéine.

[1.2.2. La recherche stochastique

Le ligand est considéré dans son entier. Les mouvements de rotation et de translation
et les variations des angles de torsion se font au hasard. Cette recherche aléatoire peut se faire
par des approches de type Monte Carlo ou algorithmes génétiques.

L’algorithme de Monte Carlo permet de controler cette exploration aléatoire grace au
critére de Métropolis. Une nouvelle conformation d’énergie plus faible que la précédente sera
acceptée. LigandFit [9], Prodock [10] et AutoDock [11] utilisent tous 1’algorithme de Monte
Carlo. AutoDock a été le premier a utiliser cet algorithme, mais offre d’autres approches
stochastiques jugées plus performantes (algorithme génétique, algorithme hybride
Larmarckian) c’est le programme que nous avons utilisé (dans sa version 4.2) [12] pour
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réaliser les travaux de docking présentés dans ce mémoire. LigandFit fait varier les angles de
torsion, et retient la molécule si la forme du ligand est compatible avec celle du site de liaison.

Les algorithmes génétiques génerent une population de conformations et de positions
du ligand au hasard, qui évolue selon des évenements génétiques (mutations, crossing-over)
régis par un taux de probabilité et une pression de sélection fixés. Un taux de survie définit le
nombre d’individus passant d’une génération a ’autre. Le nombre de générations maximum
est fixé, mais un critére de convergence peut arréter 1’algorithme avant. AutoDock propose

ces algorithmes.

11.2.3. La recherche déterministe

La dynamique moléculaire et la minimisation d’énergie sont utilisées pour trouver des
conformations d’énergie la plus basse possible. Le résultat de ces méthodes est fonction de
1’¢état initial. Le probléme des minima locaux, qui ne correspondent pas a la plus basse énergie
possible, peut étre contourné par le franchissement de barriéres d’énergie a plus haute

température, comme le permet le recuit simule.

1.3. L’étape de scoring

Les résultats du docking consistent le plus souvent en différentes poses du ligand dans
le site d’interaction ou au-dela du site d’interaction lorsque la zone de recherche comprend
d’autres cavités ou des sites de surface. Ces poses correspondant a plusieurs conformations
favorables que le ligand peut adopter. Les méthodes de « scoring » permettent d’évaluer
I’énergie de liaison du complexe formé et de donner un score aux poses obtenues lors de la
phase de docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles
proposeées.

La fonction de scoring est estimée généralement par 1’évaluation des contributions
entropiques et enthalpiques a la stabilité du complexe. Dans les programmes de docking, on
trouve différents types de fonctions de score. Autodock utilise un champ de force basé sur
I’énergie libre calculée de fagon semi-empirique. Ce champ de force a été paramétré en
utilisant un grand nombre de complexes protéine-inhibiteur pour lesquels les structures et les

constantes d’inhibition sont connues. Il évalue la liaison protéine-ligand en deux étapes
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(Figure-D-1) : le champ de force estime les énergies intramoléculaires du ligand et de la
protéine lors de leur transition de I’état libre a leur état lié, puis estime les énergies

intermoléculaires combinant le ligand et la protéine dans 1’état li¢.

I m bound intermolecular
) ~ WS
ligand unbound ligand bound

unbaund intramolecular intramolecular
intermolecular

(T

~

protein bound

intramalecular .

protein unbound
intramolecular

Figure-D-1 : Les étapes d’évaluation par AutoDock de la liaison protéine-ligand (Source : Guide
d’utilisation d’ AutoDock).

L’équation décrivant le champ de force inclut six évaluations d’énergies par paires (V) et une

estimation de 1’entropie conformationnelle perdue pendant la liaison.

A(l . (‘,/__/, i \,/,_1, )+ (\»P-P _ \vP—P )+ (‘,li'-l. _‘-P-I. +AS“W)

bound unbound bound unbound ound unbound
Intramoléculaire Intramoléculaire  Intermoléculaire  Entropie
ligand protéine protéine-ligand  conformationnelle

L : Ligand ; P : Protéine

I11. Etude de docking chez les transporteurs ABC multispécifiques

.1 Contexte scientifique

L’étude pharmacologique de 2002 [1] a combiné des donnees enzymologiques et des

approches de modélisation tridimensionnelle, et a permis d’analyser les interactions mutuelles
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entre des substrats de la P-gp. Les interactions révélées par cette étude pour étre résumées
comme suit :

- Le vérapamil (VRP) est compétitif avec des molécules de plus grande taille que lui,
comme la vinblastine (VBL), I’actinomycine D, la cyclosporine A, la bromocriptine et
la pristinamycine IA, et partage des éléments hydrophiles/hydrophobes consensus
avec toutes sauf VBL, mais est non compétitif avec une molécule de petite taille qui
est la tentoxine (TTX).

- La VBL est, quant a elle, compétitive avec les molécules de grande taille mais
également avec une molécule de petite taille comme la TTX, en partageant avec elle
des éléments consensus.

Note : Une inhibition compétitive suggeére que les deux substrats agissent au niveau du méme
site de liaison de la P-gp, un seul substrat pouvant s’y lier a la fois. Une inhibition non
compétitive signifie que les deux substrats peuvent se lier simultanément a la P-gp au niveau
de sites distincts. Des effets allostériques peuvent également étre impliqués dans les
interactions entre un substrat et un inhibiteur.

Les données de cette étude ont permis de décrire une carte topologique de la poche de
liaison de la P-gp et de conclure a I’existence de deux pharmacophores distincts pour la
reconnaissance des substrats transportés par la P-gp. Les molécules appartenant au méme site
(i.e. s’excluant mutuellement) ont ensuite été superposées en 3D, et alignées a la main de
maniere a révéler des points pharmacophoriques (de type alkyles, aromatiques, hydrogene
donneur... etc). Ainsi, une représentation schématique a pu étre établie décrivant ces
molécules liées au niveau de deux sites spécifiques avec des distances et angles solides
caractéristiques.

La Figure-D-2 fait apparaitre 1’organisation spatiale des groupements caractéristiques
de chacun des sites et la zone de contact entre les deux pharmacophores, qui est postulée pour
rendre compte de D’effet taille des ligands se traduisant par une exclusion mutuelle (par

exclusion stérique) entre les plus gros.

159



Rotational axis of
pharmacophore n®2

spunsg

Lavera) | Berding

Pharmac ophore

i N°2

Pharmac ophore
N°1

Tentoxine (blanc)
Vinblastine (rose)

Ciclosporine A (vert)
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Bromocriptine (bleu)
Pristinamycine IA (rouge)

Figure-D-2 : Modéle pharmacophorigue de reconnaissance multispécifique de la P-gp. D’apreés

[1]

1.2 Les protagonistes considérés

I11.2.1. Le récepteur

Les modeles 3D disponibles au laboratoire (chapitre C) sont ceux de la P-gp humaine,

mais les résultats de I’étude pharmacologique ont été obtenus sur des vésicules enrichies en P-

gp de hamster. Nous avons donc di réaliser un travail supplémentaire de modélisation

comparative avant de procéder au docking. Deux modeéles 3D de la P-gp de hamster chinois

(N° accession : P21448) dont la taille de séquence protéique est de 1276 acides aminés ont été

construits. Ces deux modeéles représentent la P-gp de hamster dans les conformations Open

Inward-Facing et Outward-Facing. Etant donné que la conformation Closed Inward-Facing

représente un état catalytique, supposé intermédiaire et que la structure du seul template

disponible dans la PDB est d’une résolution assez moyenne (5.5A), nous avons concentré nos

efforts de docking sur les modeles représentant les conformations Open Inward-Facing et

Outward-Facing. Ce choix est justifié aussi parce que ces derniéres conformations sont
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supposées comme étant les plus informatives sur le cycle catalytique et 1’évolution des sites
de liaison transmembranaires de la P-gp (Elles sont supposées représenter les états de liaison
et d’export des substrats).

Les étapes de modélisation, de sélection et d’affinement ont été réalisées de maniére
identique a celles qui avaient permis de construire les modéles 3D de la P-gp humaine
présentés dans le chapitre précédent. La séquence protéique de la P-gp de hamster présente
des identités de séquence de 29 %, 28% et 82% avec les séquences protéiques de St-MsbA, de

Sav1866 et de la P-gp de souris, respectivement.

I11.2.2. Les ligands

L’autre partenaire du docking a considérer est le ligand. Ainsi, apres avoir défini la
protéine récepteur dans deux conformations différentes et distantes, nous avons choisi les
ligands a arrimer sur la base des les molécules définissant les pharmacophores décrits dans
[1]. Nous avons opté pour le docking de deux molécules représentant le pharmacophore n°2;
la tentoxine et la vinblastine, et d’une molécule représentant le pharmacophore n°1, le
vérapamil (voir Figure-D-2). Le choix de ces molécules se base sur leur grande
représentativité de 1’interaction supposée avec les deux pharmacophores et la poche de liaison
imaginée pour la P-gp, ainsi que sur I’absence entre elles de toute ressemblance structurale.
Ces molécules représentent également un grand intérét pharmacologique et méme
thérapeutique :

- Latentoxine : C’est un tétrapeptide cyclique naturel utilisé au laboratoire comme
substrat modele amphiphile reconnu par les enzymes de détoxication. Cette molécule a un
effet phytotoxique, probablement dG a I’inhibition spécifique de 1’ATP-synthase du
chloroplaste. La tentoxine est un inhibiteur de la fonction de transport de la P-gp, mais un
modulateur de son activité ATPasique [13].

- Lavinblastine : 1l s’agit d’un poison du fuseau mitotique. Elle est utiliseée a des fins
médicales, notamment dans le traitement du cancer du poumon, du cancer du sein et des
lymphomes. La vinblastine est transportée par la P-gp, et module son activité ATPasique
[14].

- Le vérapamil est un médicament qui agit comme inhibiteur des canaux calciques. Il
est utilisé dans le traitement de 1’hypertension, de 1’angor (1’angine de poitrine), et de certains

types d’arythmies. Le vérapamil est LE substrat « modele » typique de transport de la P-gp,
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reconnu par la communauté scientifique. 1l inhibe la fonction de transport de la P-gp et

augmente ’activité ATPasique basale de celle-ci (stimulateur de 1’activité ATPasique) [14].

Nous avons repris les structures 3D de ces molécules telles qu’elles ont été utilisées pour

I’étude de 2002. Ces structures sont présentées dans le tableau-D-1.

Formule
Structure 2D Structure 3D

moléculaire

L-Leu
Me AZPhe

. L-NMe Ala
Tentoxine | CyH3gN4O4

Vinblastine C46H58N409

) .| CarHagN2O,4
Vérapamil

Tableau-D-1 : Données chimiques et structurales de substrats de la P-gp utilisés dans I’étude de
docking. Le vérapamil est représenté dans sa forme énantiomérique S, la tentoxine dans sa
conformation B « boat up » [15]. Les atomes d’oxygéne sont présentés en rouge, [’azote en bleu, le
carbone en vert, et I’hydrogene en blanc.
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Comme nous I’avons évoqué précédemment, le programme AutoDock dans sa version 4.2 a

été utilisé pour réaliser les travaux de docking présentés. Les calculs AutoDock nécessitent en

quatre étapes :

1)

2)

3)

Préparation des fichiers de coordonnées : AutoDock 4.2 est paramétré pour utiliser des

modeles de protéines et de ligands qui incluent les atomes hydrogénes polaires, mais
pas les atomes liés aux atomes de carbone. Ainsi, des fichiers de coordonnées
spécifiques, de format PDBQT, sont créés, incluant les charges atomiques partielles
ainsi que les types d’atomes. Les fichiers PDBQT incluent également les degrés de
liberté de torsion. Dans nos études de docking, seul le ligand est flexible et donc seul
son fichier PDBQT contient les degrés de liberté de torsion. Le programme

AutoDockTools [16] est utilisé pour générer ces fichiers.

Les calculs AutoGrid : AutoGrid est un programme qui pré-calcule les cartes du

réseau des énergies d'interaction pour divers types d'atomes, comme les carbones
aliphatiques, les carbones aromatiques... etc, avec la protéine récepteur. Dans les
fichiers de paramétres grid/grille correspondant a chaque docking, nous avons limité la
distance entre chaque point de la carte (grid spacing) entre 0.550 et 0.650 A,
permettant ainsi d’avoir une bonne précision de nos résultats par comparaison a la
taille de I’espace 3D exploré (au niveau des domaines TMD). Dans la P-gp en effet, il
n’y a pas de site actif bien défini, dans le sens ou il n’est pas unique et il y a plusieurs
zones d’interactions possibles. Le double pharmacophore s’étend potentiellement sur
une grande zone, et sa position est mal définie, autour de nombreux hotspots possibles.
De ce fait, la zone d’exploration fait au moins 40 a 50 A de c6té. En adoptant un grid
spacing de ’ordre de 0.550 a 0.650 A pour garder une bonne « résolution » de
docking, chaque espace de recherche (parallélépipede) est maillé par environ 80 points

dans dimension (x,y et z) (Figure-Ax-6).

Docking : Pour chaque ligand, nous avons réalisé 100 recherches conformationnelles
par ’algorithme génétique Lamarckian proposé par AutoDock. Le programme analyse
les différentes poses de docking proposées, et calcule un score énergétique pour

chaque pose.
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4) Analyse des résultats en utilisant AutoDockTools (ADT) : ADT inclut différentes

méthodes d’analyses des résultats de docking, incluant des outils de « clusterisation »
des ligands dans différentes poses par similarité conformationnelle, des outils de
visualisation des conformations et des outils de visualisation des interactions entre les

ligands et les protéines.

11.3. Résultats du docking

Dans ce paragraphe, nous présenterons les résultats du docking des ligands décrits
précédemment sur deux conformations modélisées de P-gp de hamster ainsi que dans les
conformations équivalentes de la P-gp humaine. Il est a noter qu’étant donné la flexibilité du
ligand, une énergie moyenne de liaison est calculée pour chaque cluster généré par AutoDock.
Une ou plusieurs conformations du ligand peuvent définir des poses de docking quasi
identiques aux scores énergétiques voisins.

En se basant sur le score énergétique généré par AutoDock, nous avons choisi les
meilleures poses de docking via I’outil ADT. Chaque pose est ensuite analysée pour localiser
le ligand vis-a-vis des feuillets membranaires et déterminer les résidus de la P-gp interagissant

avec les différents ligands arrimés.

I11.3.1. Résultats du docking sur la P-gp de hamster

I11.3.1.1. La conformation Open Inward-Facing
1) Latentoxine

Le docking de cette petite molécule a donné lieu a la détection d’un cluster de poses
bien spécifique décrivant une énergie moyenne de liaison entre la tentoxine et la P-gp assez
élevée en comparaison aux autre poses détectées par AutoDock (-8.70 Kcal/mol pour ce
cluster de poses contre -7.84 Kcal/mol pour le second cluster) (voir Figure-Ax-7). Les résidus
impliqués dans les interactions entre la tentoxine et la P-gp dans la meilleure pose de docking

sont présentés dans le tableau-D-2.
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Nous pouvons constater que 1’énergie moyenne de liaison calculée par AutoDock
résulte de trois poses semblables de la tentoxine. Les résidus d’interaction correspondant a
chacune de ces trois poses sont localisés au niveau des hélices transmembranaires 4, 5 et 6 de
la moitié N-terminale de la P-gp. Nous distinguons également que 7 résidus hotspots sont

présents au niveau des trois conformations décrivant cette pose. Ces résidus partagent le point

commun d’une localisation au niveau du feuillet exoplasmique de la bicouche lipidique

(Figure-D-3).

Poses de docking

Pose 1

Pose 2

Pose 3

Les résidus d’interaction

Ser 219 (TM4E)
Leu 222 (TMA4E)
Gly223 (TMA4E)
Ala 226 (TMA4E)
Phe 300 (TM5E)
Leu 301 (TM5E)
Ile 303 (TM5E)
Tyr 304 (TM5E)
Tyr 307 (TM5E)
Leu 336 (TM6E)
Ala 339 (TM6E)
Phe 340 (TM6E)

Ser 219 (TM4E)
Ala 226 (TMA4E)
Phe 300 (TM5E)
Leu 301 (TM5E)
Ile 303 (TM5E)
Tyr 304 (TM5E)
Tyr 307 (TM5E)
Leu 336 (TM6E)
Ala 339 (TM6E)
Phe 340 (TM6E)

Ser 219 (TMA4E)
Gly223 (TM4E)
Ala 226 (TMA4E)
Phe 300 (TM5E)
Leu 301 (TMS5E)
lle 303 (TM5E)
Tyr 304 (TM5E)
Tyr 307 (TM5E)
Leu 336 (TM6E)
Ala 339 (TM6E)
Phe 340 (TM6E)

Energie moyenne de
liaison (Kcal/mol)

-8.70

Tableau-D-2 : Les résidus d’interaction de la P-gp de hamster dans la conformation Open
Inward-Facing avec la tentoxine. Les résidus hotspots de la P-gp de hamster, homologues a ceux
révélés chez la P-gp humaine, sont présentés en gras. Le numéro de I’hélice transmembranaire
concernée par ['interaction est présenté entre parenthéses. La lettre E spécifie la localisation

« Exoplasmique » du résidu.
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Figure-D-3 : Docking de la tentoxine sur la P-gp de hamster dans la conformation Open Inward-
Facing. A. Représentation de la pose 1 du docking de la tentoxine (en représentation CPK en rouge)
au niveau de la P-gp de hamster (en représentation cartoon en bleu). Un positionnement approximatif
de la membrane est décrit par des traits horizontaux. B. Représentation des résidus d’interaction de la
tentoxine (en bleu) avec la P-gp (en vert).

2) Lavinblastine

Les résultats du docking de la vinblastine mettent en évidence deux clusters de poses
aux valeurs énergétiques proches (Tableau-D-3). A partir de la liste des résidus d’interaction
détectés, nous constatons que ces deux clusters correspondent a des poses tres proches avec
une majorité d’hélices et de résidus communs (TMS5, 6 et 12). En comparaison avec la
tentoxine, nous constatons que, pour la vinblastine, un certain nombre de résidus d’interaction
avec la P-gp se trouvent dans la moitié C-terminale (TM7 et TM12), ce qui n’était pas du tout
le cas pour la TTX. De maniére remarquable, comme pour la tentoxine, la majorité des
résidus d’interaction sont des résidus hotspots.

Du point de vue de la localisation membranaire, les résidus d’interaction P-gp de
hamster/VBL sont tous localisés au niveau du feuillet exoplasmique de la bicouche lipidique
(Figure-D-4). En comparant les résidus d’interaction des meilleures poses de docking de la
tentoxine et de la vinblastine, nous constatons qu’il quatre résidus en commun : Phe 300, Leu
301, Tyr 304 et Phe 340, les trois derniers étant des hotspots. Ce résultat est en accord avec
les conclusions émises par I’étude pharmacologique de 2002 qui concluait a I’existence d’une
compétition et d’une exclusion mutuelle entre VBL et TTX avec des éléments communs de
reconnaissance. Il est aussi intéressant de noter que les énergies de liaison correspondant aux

deux ligands sont sensiblement proches.
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Poses de docking

Pose 1

Pose 2

Pose 3

Les résidus d’interaction

Phe 300 (TM5E)

Leu 301 (TM5E)
Tyr 304 (TM5E)
Phe 333 (TM6E)
Phe 340 (TM6E)
Met 983 (TM12E)

Phe 300 (TM5E)

Tyr 304 (TM5E)

Phe 340 (TM6E)
Met 983 (TM12E)
Gly 986 (TM12E)
Ser 990 (TM12E)

Gly 297 (TMSE)
Phe 300 (TM5E)
Leu 301 (TM5E)
Tyr 304 (TM5E)
Phe 340 (TM6E)
Gly 722 (TM7E)
Phe 725 (TM7E)
Met 983 (TM12E)

Gly 986 (TM12E) Gly 986 (TM12E)

Ser 990 (TM12E)

Energie moyenne de liaison

(Kcal/mol) 8.74

-8.90

Tableau-D-3: Les résidus d’interaction de la P-gp de hamster dans la conformation Open
Inward-Facing avec la vinblastine dans les meilleures poses issues du protocole AutoDock. Les
résidus hotspots de la P-gp de hamster, homologues a ceux révélés chez la P-gp humaine, sont
présentés en gras. Le numéro de I’hélice transmembranaire concernée par [’interaction est présenté
entre parentheses. La lettre E spécifie la localisation « Exoplasmique » du résidu.

Membrane
SUBIUIBIA

Figure-D-4 : Docking de la vinblastine sur la P-gp de hamster dans la conformation Open
Inward-Facing. A. Représentation de la pose 1 du docking de la vinblastine (en représentation CPK
en rouge) au niveau de la P-gp de hamster (en représentation cartoon en bleu). Un positionnement
approximatif de la membrane est décrit par des traits horizontaux. B. Représentation des résidus
d’interaction de la P-gp (en vert pour la moitié N-terminale et en rouge pour la moitié C-terminale)
avec la vinblastine (en bleu)
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3) Le vérapamil

Le docking de ce substrat typique de la P-gp révele deux poses de docking aux valeurs
énergétiques tres proches sont révélées par AutoDock (Tableau-D-4), avec la présence de
quatre residus communs aux deux poses : Met 68, Phe 71, Leu 329 et Phe 333.

La premiere pose implique les résidus des hélices transmembranaires de la moitié N-
terminale : TM 1 et 6, ainsi que des hélices transmembranaires de la moitié C-terminale : TM
7 et 8. La seconde pose implique, en plus des mémes résidus de la moitié N-terminale, des
résidus des hélices transmembranaires C-terminales TM11 et TM12,

Comme pour TTX et VBL, les résidus d’interaction révélés sont localisés au niveau du
feuillet exoplasmique de la bicouche lipidique (Figure-D-5). Sept de ces résidus font partie
des résidus hotspots.

Enfin, la comparaison des tableaux D2, D3 et D4 nous montre qu’il y a un seul résidu
d’interaction commun entre VRP et VBL : le Phe 333. Aucun résidu de la P-gp interagissant
avec VRP, n’interagit avec TTX. Nous sommes donc dans le cas de deux sites s’excluant
mutuellement pour ces deux ligands. Jusqu’ici, sur la forme Open Inward-Facing, nous
confirmons (de maniére presque surprenante) les interactions mutuelles entre substrats
déduites de 1’étude in vitro de 2002 : VRP et TTX ne sont pas en compétition, alors que VBL
est en compétition partielle avec VRP, et fait partie majoritairement du pharmacophore de la
TTX (Voir Figure-D-2).

Pose 2
Met 68 (TM1E)

Phe 71 (TM1E)

Poses de docking Pose 1

Met 68 (TM1E)

Les résidus d’interaction

Phe 71 (TM1E)
Leu 329 (TM6E)
Phe 333 (TM6E)
Phe 729 (TM7E)
Val 733 (TM7E)
Asp 748 (TMSE)
Phe 752 (TMSE)

Leu 329 (TM6E)

Phe 333 (TM6E)

Met 946 (TM11E)
Tyr 947 (TM11E)
Tyr 950 (TM11E)
Ala 951 (TM11E)

Phe 954 (TM11E)
Leu 755 (TMBE) | b6 975 (TM12E)
Energie moyenne de liaison (Kcal/mol) -6.84 -6.73

Tableau-D-4: Les résidus d’interaction de la P-gp de hamster dans la conformation Open
Inward-Facing avec le vérapamil dans les meilleures poses issues du protocole AutoDock. Les
résidus hotspots de la P-gp de hamster, homologues & ceux révélés chez la P-gp humaine, sont
présentés en gras. Le numéro de I’hélice transmembranaire concernée par ['interaction est présenté
entre parenthéses. La lettre E spécifie la localisation « Exoplasmique » du résidu.
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Membrane

Figure-D-5 : Docking du vérapamil sur la P-gp de hamster dans la conformation Open Inward-
Facing. A. Représentation des deux meilleures poses de docking du vérapamil (en représentation CPK
en rouge pour la premiere et en CPK en vert pour la seconde) au niveau de la P-gp (en représentation
cartoon en bleu). Un positionnement approximatif de la membrane est décrit par des traits
horizontaux. B. Représentation des résidus d’interaction de la P-gp (en vert pour la moitié N-
terminale et en rouge pour la moitié C-terminale) avec le vérapamil (en bleu) dans la premiére
meilleure pose (en rouge dans A). C. Méme légende que B avec le vérapamil représenté dans sa
seconde meilleure pose.

111.3.1.2. Docking simultané de deux substrats : VRP et TTX sur
la forme Open Inward-Facing de la P-gp de hamster

Ces premiers résultats de docking mono-substrat sont compatibles avec 1’absence
d’une compétition entre les deux ligands VRP et TTX. Nous avons alors pensé confirmer ces
résultats en réalisant des expériences de docking simultané, qui consistent a arrimer un des
deux ligands (VRP ou TTX) quand I’autre ligand est déja arrimé dans sa meilleure pose

précédemment révélée (« co-docking séquentiel »).

169



1) Docking du VRP avec la TTX déja arrimée

Les résultats de ce docking (Tableau-D-5) sont parfaitement compatibles avec ceux
révélés par le docking du VRP seul : Deux poses de docking sont possibles pour le vérapamil
malgré 1’arrimage préalable de la TTX. Ces poses présentent des localisations membranaires

semblables a celles présentées précédemment:

i) Les énergies de liaison correspondant a ces poses sont sensiblement proches de
celles détectées précédemment.
i) Les résidus d’interaction détectés sont tous localisés au niveau du feuillet
exoplasmique de la bicouche lipidique.
iii) Les deux poses révélées impliquent une majorité des hélices transmembranaires
précédemment révélées (les TM1, 2, 6, 11 et 12).
iv) Des résidus hotspots font toujours partie des résidus d’interaction entre la P-gp et le
VRP.
En conclusion, VRP interagit donc avec la P-gp de maniére indépendante de 1’arrimage
préalable de la TTX. Une vue de dessus de la P-gp, liant simultanément VRP et TTX, est
présentée Figure-D-6A.

Poses de docking Pose 1 Pose 2
Met 67 (TM1E)

Met 68 (TM1E)

Phe 71 (TM1E)
Tyr 114 (TM2E)
Phe 333 (TM6E)
Met 946 (TM11E)
Ala 951 (TM11E)
Phe 975 (TM12E)

Met 68 (TM1E)
Phe 71 (TM1E)
Tyr 114 (TM2E)
Les résidus d’interaction Thr 330 (TM6E)
Phe 333 (TM6E)
Tyr 950 (TM11E)
Phe 954 (TM11E)

Energie moyenne de liaison (Kcal/mol) -7.12 -6.25

Tableau-D-5: Les résidus d’interaction de la P-gp de hamster dans la conformation Open
Inward-Facing avec le vérapamil aprés un arrimage préalable de la TTX. Les résidus hotspots de
la P-gp de hamster, homologues a ceux révélés chez la P-gp humaine, sont présentés en gras. Le
numéro de I’hélice transmembranaire concernée par l'interaction est présenté entre parentheses. La
lettre E spécifie la localisation « Exoplasmique » du résidu.
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2) Docking de la TTX avec le VRP déja arrimé

Dans ce paragraphe, nous présentons les résultats du docking inverse. Comme dans le
cas du VRP, les résultats de ce docking (Tableau-D-6) sont également en accord avec ceux

décrivant le docking de la TTX seule, a savoir:

i) Le cluster des meilleures poses de ce docking se caractérise par un score
énergeétique identique a celui révelé précédemment.

i) Ce score refléte quatre conformations de la TTX avec des résidus d’interaction
avec la P-gp quasi identiques.

iii) Ces résidus d’interaction sont les mémes que ceux révélés par le docking de la
TTX seule, y compris les résidus hotspots.

iv) La localisation membranaire est identique a celle présentée précédemment.

v) La TTX interagit donc avec la P-gp de maniére indépendante de 1’arrimage
préalable du VRP. Une vue de dessus de la P-gp, liant simultanément VRP et
TTX, est présentée Figure-D-6B.

Nous avons donc, sur la base de notre modéle structural de la P-gp de hamster en
conformation Open Inward-Facing que les resultats de docking simultané de la tentoxine et
du vérapamil sont en accord avec les conclusions émises par 1’étude pharmacologique de
2002 quant a I’existence de deux sites distincts nécessaire pour interpréter 1’absence de
compétition entre ces deux ligands pour moduler I’activité ATPasique de la P-gp (utilisée

comme « sonde fonctionnelle d’interaction » des ligands pour leur liaison a la P-gp).
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Poses de docking

Pose 1

Pose 2

Pose 3

Pose 4

Les résidus
d’interaction

Ser 219 (TM4E)
Leu 222 (TMA4E)
Ala 226 (TM4E)
Gly 227 (TM4E)
Phe 300 (TM5E)
Leu 301 (TM5E)
Ile 303 (TM5E)
Tyr 304 (TM5E)
Tyr 307 (TM5E)
Leu 336 (TM6E)
Ala 339 (TM6E)
Phe 340 (TM6E)

Ser 219 (TM4E)
Ala 226 (TM4E)
Phe 300 (TM5E)
Leu 301 (TM5E)
Ile 303 (TM5E)
Tyr 304 (TM5E)
Tyr 307 (TM5E)
Leu 336 (TM6E)
Ala 339 (TMB6E)
Phe 340 (TM6E)

Ser 219 (TM4E)
Gly223 (TM4E)
Ala 226 (TM4E)
Phe 300 (TM5E)
Leu 301 (TM5E)
Ile 303 (TM5E)
Tyr 304 (TM5E)
Leu 336 (TM6E)
Ala 339 (TMB6E)
Phe 340 (TM6E)

Ser 219 (TM4E)
Leu 222 (TMA4E)
Gly223 (TM4E)
Ala 226 (TM4E)
Gly 227 (TM4E)
Phe 300 (TM5E)
Ile 303 (TM5E)
Tyr 304 (TM5E)
Tyr 307 (TM5E)
Leu 336 (TM6E)
Ala 339 (TM6E)
Phe 340 (TM6E)

Energie moyenne

de liaison -8.70

(Kcal/mol)

Tableau-D-6: Les résidus d’interaction de la P-gp hamster dans la conformation Open Inward-
Facing avec la tentoxine avec un arrimage préalable du vérapamil. Les résidus hotspots de la P-gp
de hamster, homologues a ceux révélés chez la P-gp humaine, sont présentés en gras. Le numéro de
I’hélice transmembranaire concernée par l'interaction est présenté entre parenthéses. La lettre E
spécifie la localisation « Exoplasmique » du résidu.

Figure-D-6 : Docking simultané du vérapamil et de la tentoxine sur la P-gp de hamster dans la
conformation Open Inward-Facing.. A. Vue de dessus de la P-gp de hamster dans la conformation
Open-Inward présentant la meilleure pose du docking du VRP (en représentation CPK en bleu) avec
arrimage préalable de la tentoxine (en représentation CPK en vert). B. Vue de dessus de la P-gp dans
une conformation Open-Inward présentant la meilleure pose du docking de la tentoxine (en
représentation CPK en vert) avec arrimage préalable du VRP.
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111.3.1.3. Analyse des interactions mutuelles entre VRP, TTX et
VBL et de leurs sous-sites respectifs

Les résultats des diverses expériences de docking, présentées ci-dessus, mettent en

évidence des relations d’interaction entre les trois substrats de la P-gp étudiés (Figure-D-7) :

1) Avec quatre résidus communs d’interaction, VBL et TTX partagent un méme
sous-site de liaison. Ces deux substrats de la P-gp seraient donc en compétition
dans leur liaison a la P-gp par appartenance a une méme « classe de compétition »,
c’est-a-dire présentant des homologies structurales avec des éléments communs de
reconnaissance.

i) TTX, VBL et VRP se lient a la P-gp dans sa conformation Open Inward-Facing au
niveau du feuillet exoplasmique de la bicouche lipidique.

iii) VRP posséde un sous-site de liaison indépendant de celui qui lie VBL et TTX.

iv) VBL et VRP seraient également en compétition, mais cette fois par exclusion
stérique, a cause de leur liaison a un méme acide aminé aromatique (Phe 333). Ce
résidu pourrait représenter le point d’interaction déduit de [’étude

pharmacophorique de 2002.

Tentoxine 986

Vinblastine

Tentoxine

Vinblastine

Verapamil

Figure-D-7 : Cartographie des interactions entre VBL, VRP et TTX. VRP, VBL et TTX sont
respectivement présentés en vert, rouge clair et bleu en mode surface de Connolly. Le point
d’interaction (Phe 333) entre VBL et VRP est présenté en orange en représentation mesh et licorice.
Les acides aminés, pouvant fournir un groupe alkyle sont présentés en rouge en représentation dots,
alors que les acides aminés pouvant fournir un groupe aromatique sont présentés en orange en
représentation dots. Pour une meilleure visibilité, la cartographie a été présentée sous deux angles de
vue différents (B : méme représentation que A mais avec une rotation de 90° par rapport un axe
vertical)

173



Les datas de docking permettent de préciser I’orientation spatiale relative des deux
sous-sites, que 1’é¢tude enzymologique ne pouvait évidemment pas prévoir. Il faut ainsi noter
que le double pharmacophore de 2002 a été publié avec une marge d’erreur symbolisée par un
axe de rotation et un axe de « bending ». Notre bipharmacophore « structural » reste dans les
limites proposées en 2002.

Pour parachever la comparaison avec 1’étude de 2002, nous avons recherché les
parametres d’orientation spatiale de nos ligands en compétition dans le modeéle structural. 1ls
sont donnés a titre indicatif, sachant que la protéine récepteur a été considérée comme rigide
dans les calculs AutoDock, sans avoir la possibilit¢ d’adapter ’orientation des chaines
latérales au cours du docking. Nous avons étudié la distribution des surfaces hydrophobes
(groupes alkyles et aromatiques) pour la comparer avec celle prédite par Garrigues et al.
(Figure-D-8).

Figure-D-8 : Distribution spatiale des groupes akyles et aromatiques de la P-gp en contact avec
les différents substrats. Les distances entre les différents groupes ont été calculées grace au
programme de visualisation Pymol.
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» On trouve bien 2 alkyles et un aromatique dans le site VBL/TTX, et un alkyle et un

aromatique dans le site VRP, et les distances calculées entre les différents résidus

correspondent aux estimations faites par Garrigues et al.

111.3.1.4. La conformation Outward-Facing

Pour I’étude de cette conformation, nous retenons une seule pose de docking pour

chaque ligand, celle du meilleur score, a I’exception du VRP pour lequel deux poses étaient

favorables d’énergie équivalente. Les résultats de I’analyse des résidus d’interaction entre la

P-gp et chaque ligand sont ainsi regroupés dans un méme tableau (Tableau-D-7).

Ligand TTX VBL VRP
2SS e 9.14 8.08 755 7.39
liaison (Kcal/mol)
Conformations Conformation Conformation Conformation 1 Conformation 2
Ile 833 (TM9C)
Ile 837 (TM9) Ell £ (14 AG) Leu 840 (TM9E)

Les résidus

d’interaction

GlIn 133 (TM2C)
Leu 840(TM9E)
lle 844 (TM9)
Val 862 (TM10E)
Ile 865 (TM10E)
Ala 866 (TM10)
Leu 868 (TM10C)
Ala 977 (TM12E)
Ile 978 (TM12E)
Gly 981 (TM12E)

Leu 840 (TM9E)
Val 862 (TM10E)
lle 865 (TM10E)
Gly 869 (TM10C)
Val 870 (TM10C)
Met 873 (TM10C)
Thr 942 (TM11C)
Val 985 (TM12E)
Val 988 (TM12E)

Ser 989 (TM12)
Phe 991 (TM12C)
Ala 992 (TM12C)
Tyr 995 (TM12C)

lle 837 (TM9)
Leu 840 (TMYE)
Gly 841 (TM9E)
Gly 843 (TM9E)
Ser 847 (TM9E)
Leu 854 (TM10)
Leu 858 (TM10E)
Val 862 (TM10E)
Ile 865 (TM10E)
Met 946 (TM11E)
lle 978 (TM12E)
Gly 981 (TM12E)
Val 985 (TM12E)

Gly 843 (TM9E)

Ser 847 (TM9E)

Leu 854 (TM10)

Leu 858 (TM10E)
Val 862 (TM10E)
Ile 865 (TM10E)
Met 946 (TM11E)
Ala 977(TM12E)
lle 978 (TM12E)
Gly 981 (TM12E)
Val 985 (TM12E)
Val 988 (TM12E)

Tableau-D-7: Les résidus d’interaction de la P-gp de hamster dans la conformation Outward-
Facing avec la tentoxine, la vinblastine et le vérapamil. Sont présentés en gras les résidus hotspots
détectés par alignement de séquences entre la P-gp humaine et la P-gp de hamster. Le numéro de
[’hélice transmembranaire concernée par l'interaction est présenté entre parentheses. La lettre E
spécifie la localisation membranaire « Exoplasmique » du résidu. La lettre C spécifie la localisation
membranaire « Cytoplasmique » du résidu. Les résidus communs aux différentes poses de docking
sont presentés en rouge. Les résidus, pour lesquels une localisation membranaire n’a pas été
spécifiée, sont ceux localisés au coeur de la membrane,
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L’analyse comparée de ces données de fixation révele que :

i) Méme dans la conformation Outward-Facing, des résidus hotspots font partie des
résidus d’interaction de la P-gp avec les trois ligands étudiés. Ces résidus sont
donc concernés par I’ensemble du cycle de translocation du substrat.

i) Une seule pose de docking est retenue pour VBL, TTX. Dans le cas du VRP, deux
poses sont détectées comme cela a été pour le docking dans la conformation Open
Inward-Facing. Mais nous pouvons constater & partir des résidus de la P-gp avec
lesquels le VRP interagit que ce sont des poses quasi identiques dans leur
localisation et leur orientation.

iii) Dans cette conformation, les hélices transmembranaires impliquées dans la liaison
aux substrats sont des hélices de la moitie C-terminale de la P-gp : TM9, 10, 11 et
12 révélant des sous-sites de liaisons différents de ceux détectés dans la
conformation Open Inward-Facing.

iv) Ces sous-sites de liaison se réepartissent sur toute la bicouche lipidique du feuillet

exoplasmique, y compris le feuillet cytoplasmique (Figure-D-9).

La comparaison des résidus impliqués en commun avec la conformation Open-Inward facing
montre que pour TTX les sites sont nettement différents, alors que pour VBL et VRP il y a
quelques résidus en commun (983-990 et 946-975-978 respectivement). Cela indique qu’il y
aurait possiblement deux types de mécanismes de « déstabilisation relargante » en fonction de
la nature du ligand transporté, soit par changement de site, soit par scindage du site, se
traduisant dans les deux cas par une diminution de 1’affinité, caractéristique d’un transport

actif.
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Membrane
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Figure-D-9 : Docking des substrats de la P-gp dans sa conformation Outward-Facing.
Représentation des meilleures poses de docking du vérapamil (en représentation surface en vert), de
la tentoxine (en représentation surface en orange) et de la vinblastine (en représentation surface en
rouge) au niveau de la P-gp (en représentation cartoon en bleu). Un positionnement approximatif de
la membrane est décrit par des traits horizontaux.

I11.3.2. Résultats du docking sur la P-gp humaine

Au vu des résultats intéressants obtenus a 1’issu des travaux de docking réalisés sur des
modeles 3D de la P-gp de hamster dans deux conformations catalytiques, nous avons décidé
de réaliser le docking des mémes substrats (VBL, VRP et TTX) au niveau des modéles 3D de
la P-gp humaine (pour laquelle les hotspots ont été déterminés) dans les mémes
conformations catalytiques (Open Inward-Facing et Outward-Facing), dans le but de tester

les caractéristiques qui restent vraies.
[11.3.2.1. La conformation Open Inward-Facing
Les résultats des différents docking (Tableau-D-8), réalisés sur la P-gp humaine dans

sa conformation catalytique ouverte vers le milieu intracellulaire, décrivent:
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Une localisation membranaire exoplasmique de TTX, VBL et VRP, semblable a celle
révélée précédemment sur la P-gp de hamster (Figure-D-10).

Pour la TTX, pas de résidus d’interaction communs avec la P-gp de hamster. Ces
résidus font majoritairement partie des hélices transmembranaires TM1 et TM7.

Un résidu hotspot fait partie des résidus d’interaction de la P-gp humaine avec TTX:
Phe 975.

Pour la VBL, un seul résidu d’interaction en commun avec la P-gp de hamster qui est
le résidu hotspot Phe 336 (Phe 333 pour la P-gp de hamster). Les hélices
transmembranaires impliquées par les divers résidus d’interaction sont TM1, 2, 6, 7,
11et12.

Cinq résidus hotspots font partie des résidus d’interaction de la P-gp humaine avec
VBL : Phe 336, Phe 732, Tyr 953, Leu 975 et Phe 978.

Deux résidus de la P-gp humaine interagissent a la fois avec TTX et VBL : Phe 72 et
Leu 975. Ceci traduit le maintien d’une compétition entre les deux substrats dans leur
liaison a la protéine chez ’Homme.

Les énergies de liaisons correspondant aux meilleures poses de docking de TTX et
VBL sont assez proches, comme cela a été le cas précédemment pour leur docking
dans la P-gp de hamster.

Pour le VRP, les résidus d’interaction impliqués ne sont pas homologues a ceux
détectés  précédemment. Ils appartiennent aux trois derniéres hélices
transmembranaires de la moitié N-terminale de la P-gp : TM4, TM5 et TM6.

Cing résidus de la P-gp humaine font partie des résidus d’interaction avec VRP : Ser
222, lle 306, Gly 341, Ala 342, Phe 343. Tous sont des résidus hotspots.

Malgré 1’absence d’un point d’interaction distinctif comme cela a été le cas pour la P-
gp de hamster, VBL et VRP demeurent spatialement voisins. La grande poche de
liaison décrite précédemment pour la P-gp de hamster dans la conformation Open

Inward-Facing semble exister pour la P-gp humaine aussi.
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Ligand TTX VBL VRP

SIS EMEYES EE 7.18 7.53 7.75
liaison (Kcal/mol)

Poses de docking Pose Pose Pose

Les résidus
d’interaction

Phe 72 (TM1E)
Thr 76 (TM1E)
Phe 79 (TM1E)
Trp 315 (TM5E)
lle 736 (TM7E)
Phe 739 (TM7E)
Thr 740 (TM7E)
Leu 975 (TM12E)

Phe 72 (TM1E)

Met 75 (TM1E)
Tyr 117 (TM2E)
Phe 336 (TM6E)
Phe 732 (TM7E)
Tyr 953 (TM11E)
Ala 954 (TM11E)
Phe 957 (TM11E)
Leu 975 (TM12E)
Phe 978 (TM12E)

Ser 222 (TM4E)
Pro 223 (TMA4E)
Leu 225 (TMA4E)
Gly 226 (TMA4E)
Ala 229 (TMA4E)
Ala 230 (TMA4E)
Phe 303 (TM5E)
lle 306 (TM5E)
Tyr 310 (TM5E)
Gly 341 (TM6E)
Ala 342 (TM6E)
Phe 343 (TM6E)

Tableau-D-8: Les résidus d’interaction de la P-gp humaine avec la tentoxine, la vinblastine et le
vérapamil. . Les résidus hotspots de la P-gp humaine, sont présentés en gras. Le numéro de [’hélice
transmembranaire concernée par l’interaction est présenté entre parentheses. La lettre E spécifie la
localisation « Exoplasmique » du résidu.

duBRIqIAIA

Figure-D-10 : Docking des substrats de la P-gp humaine dans sa conformation Open Inward-
Facing. A. Représentation des meilleures poses de docking du vérapamil, de la tentoxine et de la
vinblastine au niveau de la P-gp. Le code couleur ainsi que la représentation choisis pour la protéine
et ses substrats sont les mémes que ceux utilisés dans la Figure-D-9. Un positionnement approximatif
de la membrane est décrit par des traits horizontaux. B. Représentation spatiale des trois substrats
arrimés.
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111.3.2.2. La conformation Outward-Facing

Les résultats des calculs de docking réalisés sur la P-gp humaine dans la conformation
Outward-Facing ouverte vers le milieu extracellulaire (Tableau-D-9), décrivent :

- Une pose de docking distinctive pour TTX et VBL contre deux poses révélées a 1’issu
du docking de VRP (Figure-D-11), comme pour la forme hamster.

- Des résidus hotspots font partie des résidus d’interaction de la P-gp humaine dans sa
conformation Outward-Facing avec ses substrats TTX, VBL et VRP.

- La pose de docking de TTX dans la P-gp humaine est quasi identique a celle révélée
précédemment pour le docking de ce substrat dans la P-gp de hamster. Elle implique,
ainsi, les hélices transmembranaires TM9, 10, et 12 de la moitié C-terminale.

- Comme ca a été le cas avec la P-gp de hamster, les résidus d’interaction de la P-gp
humaine, dans sa conformation Outward-Facing, avec TTX refléte une localisation
membranaire exoplasmique de ce substrat.

- La pose de docking de VBL dans la P-gp humaine est proche de celle révélée
précédemment pour le docking de ce substrat dans la P-gp de hamster. La localisation
de substrat est cependant exoplasmique, avec deux résidus d’interaction en commun
avec TTX : Met 949 et Ala 985.

- Les résidus d’interaction de la P-gp humaine avec VBL impliquent les hélices
transmembranaires : TM1, 2, 11 et 12.

- VRP présente deux poses de docking « préférentielles », présentant chacune une
grande identité avec les poses révélées pour TTX et VBL. Ces deux poses reflétent
donc une localisation membranaire exoplasmique de VRP.

- La premiére pose, proche de celle de VBL, impliquent majoritairement les hélices
transmembranaires de la moitié N-terminale : TM1 et TM2, ainsi que quelques résidus
des hélices transmembranaires de la moitié C-terminale: TM11, TM12.

- La seconde pose est quasi identique a celle de TTX, avec 9 résidus d’interaction en
commun. Elle est aussi quasi identique a la pose révélée par le docking de VRP dans

la P-gp de hamster.
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Ligand TTX VBL VRP

Energie moyenne de

liaison (Kcal/mol) L

-7.60 -6.91 -6.89

Conformations Conformation Conformation Conformation 1 Conformation 2

Les résidus

d’interaction

Leu 843 (TM9E)
Gly 846 (TM9E)
lle 847 (TM9E)
Ser 850 (TM9E)
Leu 861 (TM10E)
Val 865 (TM10E)
Ile 868 (TM10)
Met 949 (TM11E)
Ala 980 (TM12E)
Val 981 (TM12E)
Gly 984 (TM12E)
Ala 985 (TM12E)
Val 988 (TM12E)

Glu 74 (TM1E)
Tyr 117 (TM2E)
Val 125 (TM2E)
Phe 942 (TM11C)
GlIn 946 (TM11E)
Met 949 (TM11E)
Tyr 950 (TM11E)
Tyr 953 (TM11E)
Ala 985 (TM12E)
Gly 989 (TM12E)
GIn 990 (TM12E)

Met 69 (TM1E)
Leu 70 (TM1E)
Phe 72 (TM1E)
Gly 73 (TM1E)
Thr 76 (TM1E)
Tyr 117 (TM2E)
Gly 120 (TM2E)
Gly 124 (TM2E)
Val 125 (TM2E)
Met 949 (TM11E)
Tyr 950 (TM11E)
Tyr 953 (TM11E)
Ala 985 (TM12E)

Asn 842 (TMOE)
Leu 843 (TM9E)
Gly 846 (TM9E)
lle 847 (TM9E)
lle 849 (TM9E)
Ser 850 (TM9E)
Leu 861 (TM10E)
Val 865 (TM10E)
Val 981 (TM12E)
Phe 983 (TM12E)
Gly 984 (TM12E)
Ala 987 (TM12E)
Val 988 (TM12E)

Tableau-D-9 : Les résidus d’interaction de la P-gp humaine avec la tentoxine, la vinblastine et le
vérapamil. . Les résidus hotspots sont présentés en gras. Le numéro de [’hélice transmembranaire
concernée par l’interaction est présenté entre parenthéses. Les résidus d’interaction en commun entre
les différentes poses sont présentés en rouge, ceux en commun entre les poses de VRP et TTX sont
présentés en noir alors que ceux en commun entre VRP et VBL sont présentés en vert. La lettre E
La lettre C spécifie la

spécifie la localisation « Exoplasmique » du résidu. localisation

« cytoplasmique » du résidu.

Membrane
QUBIqUWIdIA|

Figure-D-11 : Docking des substrats de la P-gp humaine dans sa conformation Outward-Facing.
A. Représentation des meilleures poses de docking du vérapamil, de la tentoxine et de la vinblastine
au niveau de la P-gp. Le code couleur ainsi que la représentation choisis pour la protéine et ses
substrats sont les mémes que ceux utilisés dans la Figure-D-9. Le vérapamil, arrimé dans sa seconde
pose, est représenté en magenta. Un positionnement approximatif de la membrane est décrit par des
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traits horizontaux. B. Représentation spatiale des trois substrats arrimés avec le vérapamil présenté
dans ses deux poses préférentielles.

V. Conclusion

Nos travaux de docking réalisés sur deux modeles de la P-gp de hamster décrivant les
conformations catalytiques (Open Inward-Facing et Outward-Facing) sont en accord avec les
observations et les hypothéses émises par 1’étude pharmacologique de 2002.

Nous pouvons constater qu’il y a beaucoup moins de différences entre les formes hamster
et humaine pour la conformation Outward-Facing que pour la conformation Open Inward-
Facing. Ceci peut suggérer un mécanisme général d’expulsion des ligands, alors que pour leur
liaison, I’important est le caractére multispécifique réalisé par le grand nombre de sites
possibles obtenu en combinant les différents éléments de reconnaissance dans une grande
poche, conduisant a divers types de relations mutuelles entre les ligands transportés.

L’importance des résidus hotspots est confirmée par ces travaux de docking. Ces résidus

sont concernés par I’ensemble du cycle de translocation du substrat.
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Bilan général et perspectives

l. Bilan général

Comme cela était indiqué a la fin du chapitre A, le but général de ce travail de thése
était de mieux comprendre la multispécificité de transport qui caractérise la P-gp, une protéine
phare de la superfamille des transporteurs ABC. Pour atteindre ce but, nous avons utilisé des
outils de bioinformatique structurale, modélisation comparative et docking in silico, ainsi
qu’une approche de génomique comparative qui a été jusqu’a présent peu utilisée dans 1’é¢tude

des protéines ABC.

Nous nous étions fixé quatre objectifs : (i) rechercher des informations sur la fonction
et les mécanismes de reconnaissance de substrats au travers d’une étude de phylogénie des
transporteurs ABC humains, (ii) réaliser des modeles 3D de la P-gp humaine, la décrivant
dans des états catalytiques différents, sur la base des rares données cristallographiques
disponibles dans les ABC, (iii) décrire le site actif, coeur de la reconnaissance multispécifique,
et étudier la localisation des résidus impliqués dans le changement de résistance chez la P-gp ;
puis positionner ces éléments structuraux (site de reconnaissance, résidus hotspots, et voies
d’acceés) dans I’environnement membranaire (position dans la bicouche lipidique) et (iv)
étudier par le biais de docking in-silico la localisation des sous-sites de liaisons de substrats
dans la P-gp de deux especes animales, hamster et humaine, pour réévaluer et mettre a jour le

modele bipharmacophorique établi en 2002.

Etude phylogénétique
Dans ce cadre, j’ai réalisé deux analyses phylogénétiques complémentaires :

- La premiere analyse a porté sur les isoformes membranaires des transporteurs ABC
humains, excluant les membres des sous-familles ABCE et ABCF, pour ne pas diluer
I’information d’évolution contenue dans les domaines membranaires. Cette analyse a
mis en évidence la forte probabilité que les transporteurs ABC humains soient issus
d’un méme ancétre commun en ayant évolué en deux grandes branches. La premicre
branche rassemble les membres des sous-familles ABCA et ABCG, ceux qui ne
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possédent qu’une seule signature distinctive, celle qui est contenue dans toutes les
protéines ABC : motifs Walker A, Walker B et signature « LSGGQ ». La seconde
branche rassemble les membres des sous-familles ABCB, ABCC et ABCD, des
protéines possédant une signature supplémentaire contenue au niveau des domaines
TMD. Notre analyse a aussi suggéré que des phénomenes de duplication interne ont
marqué 1’évolution dans les sous-familles des transporteurs ABC entiers.

- Dans la seconde analyse, j’ai ré-intégré deux séquences protéiques représentant les
seuls ABC bactériennes dont les structures sont disponibles dans la PDB : Sav1866 et
MsbA. J’ai ainsi mis en évidence un lien évolutif entre ces transporteurs ABC
bactériens et la P-gp. Ce lien a révélé que la phylogénie peut étre mise au service d’un
travail de modélisation comparative. On peut parler ici d’une approche de phylogénie

structurale.

Etudes de modélisation comparative

Dans le cadre de ce volet de mon travail doctoral, j’ai pu construire trois modéles 3D
de la P-gp humaine la représentant dans trois états catalytiques différents : Open Inward-
Facing, Closed Inward-Facing et Outward-Facing. Ces modeéles ont été construits pour
donner une vision moléculaire du cycle de transport de la P-gp. Grace a un placement tri-
dimensionnel dans une bicouche lipidique, j’ai pu révéler la localisation strictement
membranaire des résidus hotspots responsables du changement de résistance chez la P-gp
dans les trois états catalytiques putatifs que nous avons decrits, alors que cette information
n’était pas disponible dans la littérature. L’utilisation de plusieurs conformations du cycle
catalytique nous a permis de donne rla premiere vision moléculaire du devenir de ces sites
« hotspots » au cours du cycle catalytique, caractérisé par une trés importante trans-
conformation. Notre publication dans J. of Biological Chemistry est la premiére a offrir une
vision structurale complete du site actif de la P-glycoprotéine réintégrée dans une membrane,
et de son évolution morphologique au cours du cycle.

En accord avec les résultats phylogenétiques, un rapprochement structural et
fonctionnel a pu étre établi entre la P-gp et une protéine de la famille ABCC : SUR1. Des
régions homologues et bien spécifiques ont ainsi pu étre mises en valeur chez les deux
protéines dans leurs structures modélisées les représentant dans 1’état catalytique : Outward-

Facing.
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A ce stade de notre étude, il est difficile de discriminer lequel des deux modéles
alternatifs de transport, « floppase » ou « aspirateur hydrophobe », peut décrire au mieux le
fonctionnement de la P-gp. Nous avons neanmoins pu distinguer, via une étude des canaux
d’acces, ’implication des résidus hotspots (majoritairement de la classe exoplasmique) dans
tous les tunnels révélés par 1’étude, quelle que soit la conformation de la P-gp considerée.
Pour faire court, les tunnels et la poche sont tapissés par les résidus hotspots. Il y a donc
adéquation satisfaisante, voire remarquable, entre nos modeéles structuraux dans les trois états
décrits, et les nombreuses données de la littérature sur les mutants fonctionnels de la P-

glyprotéine, symbolisés par les résidus hotspots.

Etudes de docking

Pour compléter cette étude, il était intéressant de revenir a I’inteprétation des données
in vitro obtenues au laboratoire et rassemblées dans la publication a Molecular Pharmacology
en 2002. Pour cela, il a fallu d’abord recommencer le travail de construction des modéles de
la P-glycoprotéine de Cricetulus griseus (hamster chinois), selon le protocole publié dans
notre article, pour mettre en relation les données fonctionnelles et d’interaction entre substrats
obtenues in vitro.

Les travaux de docking que j’ai réalisés ensuite sur les modéles 3D de la P-gp de
hamster ont porté sur les deux conformations catalytiques jugées les plus fiables (Open
Inward-Facing et Outward-Facing). Nous avons été surpris de voir a quel point les positions
de docking obtenues étaient en accord avec les observations et hypotheéses émises par I’étude
pharmacologique de 2002. Ainsi, les docking de trois substrats représentatifs des
pharmacophores analysés dans cette étude (la tentoxine, la vinblastine et le vérapamil),
révélent des sous-sites de liaisons spatialement proches, décrivant une grande poche de
liaison, qui a été souvent évoquée dans la littérature pour décrire sa large multispécificité
enzymatique, mais jamais décrite sur le plan moléculaire. Méme les interactions mutuelles
révélées par 1’étude in vitro sont, de maniere surprenante, confirmees par les résultats du
docking semi-flexible.

La confrontation de ces résultats de docking avec ceux obtenus sur les modéles 3D de
la P-gp humaine, nous a permis de mettre en évidence un possible mécanisme général
d’expulsion des ligands pouvant étre adopté par la P-gp indépendamment de 1’espéce. La
grande poche de liaison de reconnaissance de substrats existe dans les deux espéces étudiées

(hamster et homme), avec des variations spécifiques des résidus tapissant les voies d’acces ou
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la poche multispécifique, ce qui implique également que les interactions mutuelles entre

substrats peuvent varier d’une espece a une autre.

Enfin, a travers ces travaux de docking, I’importance des résidus hotspots, sur

I’ensemble du cycle de translocation de substrat, a ét¢ une nouvelle fois confirmée.

Perspectives

Les résultats décrits dans ce manuscrit représentent une avancée encourageante dans le

cadre de I’étude d’une protéine d’un grand intérét en chimiothérapie. Nous n’avons bien sir

pas résolu toutes les questions posees sur les mécanismes de reconnaissance et de transport de

la P-gp mais un certain nombre d’hypothéses ont pu étre confirmées et de nouvelles ont pu

étre émises. La suite de ce travail pourrait porter sur :

Le docking des autres substrats du pharmacophore I : la ciclosporine, 1’actinomycine
D, la bromocriptine et la pristinamycine 1A dans le but de confirmer les hypotheses
émises par 1’étude pharmacophorique de 2002.

Un criblage virtuel de petites molécules avec comme but 1’étude d’autres éventuels
sous-sites de liaison, probables, étant donne la taille de la poche de liaison.

Une étude de dynamique moléculaire, en solvant et membrane explicites, pour étudier
plus finement les étapes constituant le cycle de translocation de la P-gp, voire simuler
les transitions structurales du transporteur associeées aux différents états fonctionnels
de la P-gp dans son contexte physiologique. D’autres méthodes (dynamique
essentielle, modes normaux, dynamique hors équilibre sous contrainte de coordonnée
réactionnelle, ..) permettraient sans doute de mener ces études théoriques sans étre
confronté a la limite de puissance calcul.

la région linker dans les protéines ABC, dont le r6le est mal connu. Cette question est
généralement peu abordée car la région est absente des structures résolues par
cristallographie des Rayons X, et pourtant elle doit significativement contribuer a la
mécanique globale du transporteur. Est ce qu’un enroulement superhélicoidal peut étre
détecté¢ dans d’autres protéines ABC comme cela a été le cas pour la P-gp et SUR1 ?
Cette région pourrait étre caractérisee par une etude conjointe in vitro (mutants de

I’heptade répétée) et in silico.
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Figure-Ax-1: Fichiers de sortie du programme HMMTOP correspondant a la prédiction de la
topologie membranaire de la P-gp et de SUR1. Les hélices transmembranaires prédites sont
représentées par la lettre H, i et | représentent les régions intracellulaires de la protéine. o et O, les
régions extracellulaires de la protéine.
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Figure-Ax-2
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Figure-Ax-2 : Les profils de prédiction des topologies membranaires de la P-gp et de SUR1 issus
de TMHMM. Les hélices transmembranaires sont présentées en rouge, les régions intracellulaires en
bleu et les régions extracellulaires en rose. 10 hélices transmembranaires sont prédites avec une
probabilité > 0.8 dans le cas de la P-gp. 16 hélices transmembranaires sont prédites avec une
probabilité > 0.8 dans le cas de SUR1
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Figure-Ax-3

# PSIPRED HFORMAT (PSIPRED V3.0)

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

988667788854454433488521112358997674235214770348999999999999
CCCCCCCCeeeeeceeceeecceeceecececccccCCCCHHHHHHCCCCHHEHHEHHEHHEHEREH
MDLEGDRNGGAKKKNEFFKLNNKSEKDKKEKKPTVSVESMEFRYSNWLDKLYMVVGTLAATIT

10 20 30 40 50 60

853688999999999888530798400000235677678730111259989999999999
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHH
HGAGLPLMMLVFGEMTDIFANAGNLEDLMSNITNRSDINDTGFFMNLEEDMTRYAYYYSG

70 80 90 100 110 120

999999999999999999999999999999999998098641205886404578730098
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCHH
IGAGVLVAAYIQVSFWCLAAGRQIHKIRKQFFHAIMRQEIGWEDVHDVGELNTRLTDDVS

130 140 150 160 170 180

986422302999999999898787765313258888987335589999888899999899
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHEHHHEHHHEHHHHHHHHEHHHHEHHHHEHHEHHEHHEHHHHEHHEH
KINEGIGDKIGMFFQOSMATFFTGFIVGFTRGWKLTLVILAISPVLGLSAAVWAKILSSET

190 200 210 220 230 240

999999999963999996013889860450899999999999999999999999999999
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHHEH
DKELLAYAKAGAVAEEVLAAIRTVIAFGGOQKKELERYNKNLEEAKRIGIKKAITANISIG

250 260 270 280 290 300

999999998889986520212058658003799999999999999743443999999999
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
AAFLLIYASYALAFWYGTTLVLSGEYSIGQVLTVEFFSVLIGAFSVGQASPSIEAFANARG

310 320 330 340 350 360

999999987389998889999999887521199932434399988753234813564089
HHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCEEEECCC
AAYEIFKIIDNKPSIDSYSKSGHKPDNIKGNLEFRNVHEFSYPSRKEVKILKGLNLKVQSG

370 380 390 400 410 420

989998599999786999785003899948988890279899456520023141444321
CEEEEECCCCCCHHHHHHHHHHHCCCCCCEEEECCCCCCCCCHHHHHCCCCEECCCCCCC
QTVALVGNSGCGKSTTVQLMORLYDPTEGMVSVDGOQDIRTINVRFLREIIGVVSQEPVLFE

430 440 450 460 470 480

234898984299999999999999981302888609986453123787556835789999
CCCHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHHHCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHH
ATTIAENIRYGRENVTMDEIEKAVKEANAYDFIMKLPHKEFDTLVGERGAQLSGGQOKQORIA

490 500 510 520 530 540
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Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

1080

Conf:

999752099720012344677822099999999988169918996134210026996999
HHHHHHCCCCCHHCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCEEEECCCCCCCCCCCEEEE
IARALVRNPKILLLDEATSALDTESEAVVQVALDKARKGRTTIVIAHRLSTVRNADVIAG

550 560 570 580 590 600

438928451472788614992189998864187100000022341222210026778754
EECCEEEEECCHHHHHHCCCCHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCC
FDDGVIVEKGNHDELMKEKGIYFKLVTMQTAGNEVELENAADESKSEIDALEMSSNDSRS

610 620 630 640 650 660

211135544445676321221100000148999834899756356874679999999999
CCCCCCCCcceeeececccccCCCCHHHCCCCCCCCCHHHHHHHHCCCCHHHHHEHEEHERE
SLIRKRSTRRSVRGSQAQDRKLSTKEALDESIPPVSFWRIMKLNLTEWPYEVVGVECATI

670 680 690 700 710 720

433356999999999856237899567730002699999999999999999999999999
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEH
NGGLOPAFAIIFSKIIGVEFTRIDDPETKRONSNLESLLFLALGIISFITFFLOGEFTEFGKA

730 740 750 760 770 780

999999999999999871955544568788335867885139786431014099999999
HHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCHHHHHHHEH
GEILTKRLRYMVFRSMLRODVSWEDDPKNTTGALTTRLANDAAQVKGAIGSRLAVITONTI

790 800 810 820 830 840

999999999987635999999967668899999999999854189999999996699998
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHEHHHEHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHEHHHHHHEHHEH
ANLGTGITIISFIYGWQLTLLLLAIVPIIATIAGVVEMKMLSGQALKDKKELEGSGKIATEA

850 860 870 880 890 900

601178897312599999999985479999999999999999999999899989999976
HCCHHHHHHHCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHEH
IENFRTVVSLTQEQKFEHMYAQSLOVPYRNSLRKAHIFGITEFSFTOQAMMYFEFSYAGCEFREG

910 920 930 940 950 960

998832998824599999999999999999852355499999999999988606987788
HHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCC
AYLVAHKLMSFEDVLLVESAVVEFGAMAVGQVSSFAPDYAKAKISAAHIIMITIEKTPLIDS

970 980 990 1000 1010 1020

998898889764109993246729998896433487336508899999938999968699

CCCCCCCCCCCCCEEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCEEECCCCEEEEECCCCCCHHHHEH

YSTEGLMPNTLEGNVTFGEVVENYPTRPDIPVLOGLSLEVKKGQOTLALVGSSGCGKSTVV
1030 1040 1050 1060 1070

999411489975799889125867955764312112455533433588897259999999
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Pred: HHHHCCCCCCCCEEEECCCCCCCCCHHHHHHHCCEECCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCC
AA: QLLERFYDPLAGKVLLDGKEIKRLNVOQWLRAHLGIVSQEPILFDCSIAENIAYGDNSRVV
1090 1100 1110 1120 1130
1140

Conf: 999999999980405887509985556547888788925888999999984199722211
Pred: CHHHHHHHHHHCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCEEEEC
AA: SQEEIVRAAKEANTIHAFIESLPNKYSTKVGDKGTQLSGGOKQRIAIARALVRQPHILLLD
1150 1160 1170 1180 1190
1200

Conf: 666777733399999999998169909985012000016968999859869670481688
Pred: CCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCEEEEECCCCHHHCCCCEEEEEECCEEEEECCHHHH
AA: EATSALDTESEKVVQEALDKAREGRTCIVIAHRLSTIQONADLIVVEQNGRVKEHGTHOQL
1210 1220 1230 1240 1250
1260

Conf: 62799139999886410179

Pred: HHCCCCHHHHHHHHHHCCCC

AA: LAQKGIYFSMVSVQAGTKRQ
1270 1280

Figure-Ax-3 : Fichier de sortie du programme PSIPRED représentant le résultat de prédiction
des structures secondaires de la P-gp. Conf : le degré de confiance d’exactitude de la prédiction
dans une échelle allant de 0 & 9. Pred : la structure secondaire prédite pour chaque acide amine avec
C pour Caoil, H pour Helix, E pour Extended. AA pour la séquence. La région-linker est représentée
en jaune
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Figure-Ax-4

>P1;3B60A

structureX:3B60A:10:A:582:::::
———————————————————————————————————————————— WOTFRRLWPTIAPFKA
GLIVAGIALILNAASDTFMLSLLKPLLDDGFG—-———-——=———————————————— KTDRS

VLLWMPLVVIGLMILRGITSYISSYCISWVSGKVVMTMRRRLFGHMMGMPVAFEFD--KQS
TGTLLSRITYDSEQVASSSSGALITVVREGASIIGLFIMMEFYYSWQLSIILVVLAPIVSI
ATRVVSKRFRSISKNMONTMGOVTTSAEQOMLKGHKEVLIFGGQEVETKREDKVSNKMRLQ
GMKMVSASSISDPIIQLIASLALAFVLYAASFPSVMDSLTAGTITVVESSMIALMRPLKS
LTNVNAQFORGMAACQTLFAILDSEQEKDE -—-GKRVIDRATGDLEFRNVTEFTYPGR-EV
PALRNINLKIPAGKTVALVGRSGSGKSTIASLITRFYDIDEGHILMDGHDLREYTLASLR
NOVALVSONVHLEFNDTVANNIAYARTEEYSREQ-IEEAARMAYAMDEFINKMDNGLDTIIG
ENGVLLSGGQRORIATARALLRDSPILILDEATSALDTESERAIQAALDELOKNRTSLVI

AHRLSTIEQADEIVVVEDGIIVERGTHSELLAQHGVYAQLHKMQFG——--%*
>P1;2hydA

structureX:2hydA:1:A:578:::::
—————————————————————————————————————————————— MIKRYLOFVKPYKY
RIFATIIVGIIKFGIPMLIPLLIKYAIDGVINNHA--—-——-——————————— LTTDEKVHH

LTIAIGIALFIFVIVRPPIEFIRQYLAQWTSNKILYDIRKKLYNHLQALSARFYA--NNQ
VGQVISRVINDVEQTKDFILTGLMNIWLDCITIITIALSIMFFLDVKLTLAALFIFPEFYIL
TVYVFFGRLRKLTRERSQALAEVQGFLHERVQGISVVKSFAIEDNEAKNFDKKNTNEFLTR
ALKHTRWNAYSFAAINTVIDIGPIIVIGVGAYLAISGSITVGTLAAFVGYLELLFGPLRR
LVASFTTLTQSFASMDRVFQLIDEDYDIKNG-VGAQPIETIKQGRIDIDHVSEFQYNDN-EA
PILKDINLSIEKGETVAFVGMSGGGKSTLINLIPRFYDVTSGQILIDGHNIKDFLTGSLR
NQIGLVQQODNILFSDTVKENILLG-RPTATDEE-VVEAAKMANAHDEFIMNLPQGYDTEVG
ERGVKLSGGOKOQRLSTARIFLNNPPILILDEATSALDLESESIIQEALDVLSKDRTTLIV
AHRLSTITHADKIVVIENGHIVETGTHRELIAKQGAYEHLYSIQONL-——-—— *
>P1;1P-gp Hum

sequence:1P-gp Hum:43: :630:::::
———————————————————————————————————————————— SNWLDKLYMVVGTLAA
ITHGAGLPLMMLVEFGEMTDIFANAGNLEDLMSNITNRSDINDT---GFFMNLEEDMTR-—
————-YAYYYSGIGAGVLVAAYIQVSFWCLAAGRQITHKIRKQFFHAIMRQETIGWED--VHD
VGELNTRLTDDVSKINEGIGDKIGMFFQSMATFFTGFIVGFTRGWKLTLVILAISPVLGL
SAAVWAKILSSFTDKELLAYAKAGAVAEEVLAATIRTVIAFGGQKKELERYNKNLEEAKRT
GIKKAITANISIGAAFLLIYASYALAFWYGTTLVLSGEYSIGQVLTVEFESVLIGAFSVGQ
ASPSTEAFANARGAAYEIFKIIDNKPSIDSYSKSGHKPDNIKGNLEFRNVHESYPSRKEV
KILKGLNLKVQSGQTVALVGNSGCGKSTTVQLMORLYDPTEGMVSVDGODIRTINVRFLR
EITGVVSQEPVLFATTIAENIRYGREN--VTMDETEKAVKEANAYDFIMKLPHKEDTLVG
ERGAQLSGGQKQRIATARALVRNPKILLLDEATSALDTESEAVVQVALDKARKGRTTIVI
AHRLSTVRNADVIAGEDDGVIVEKGNHDELMKEKGIYFKLVTMQT-———- *

Figure-Ax-4: Exemple d’un alignement format .ali soumis a Modeller. Alignement de la moitié N-
terminale de la P-gp humaine a reconstruire contre deux séquences templates des monoméres de

St_MsbA et de Sav1866
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Figure-Ax-5

from modeller import *
from modeller.automodel import #*

log.wverbose ()

env = environ )
env.io.atom files directory = ['.', '../atom files']
# Eead in HETATM records from template FDEs

env.io.hetatm = True

# Build 10 models, and assess with both DOPE and GA3I41

a = loopmodel (env, alnfile = '"1P-gp Hum.z21i', knowns = ('ZBe0R', "ZhydRh'),
sequence = "1P-gp Hum', assess methods=(assess.DOPE, assess.GA341))

a.starting model= 1

a.ending model = 10

a.make ()

$# Get a list of all successfully built models from a.outputs

ok models = filter(lambda x: x['failure'] i= Hone, a.outputs)

# Thorough MD optimization:
a.md level = refine.slow

# Eank the modelzs by DOPE score

key = 'DOPE score'

ok models.zgort (lambda a,b: cmp(alkey], blkev]))
# Get top model

m=

ok _models[0]
print "Top model: %= (DOPE =core %.3f)" % (m['name'], ml[kev])

Figure-Ax-5 : Exemple de script modeller ayant servi a la génération des modeéles 3D

199



Figure-Ax-6

Figure-Ax-6 : Exemple type d’une grille d’exploration d’Autodock « couvrant » un modéle de la
P-gp de hamster dans la conformation Open Inward-Facing. Grille en forme de parallélépipéde
générée par AutoGrid et représentant 1’espace de recherche exploré pendant I’étape de docking.
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Figure-Ax-7

WZ0~"H>»Z0V0TMZ00H
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-7.5 -7.0
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Figure-Ax-7 : Histogramme du docking de la tentoxine sur la P-gp de hamster dans sa
conformation Open Inward-Facing. Le meilleur cluster des poses de docking de la tentoxine
correspond a un cluster de trois poses de docking quasi identiques. Il faut noter que les énergies de
liaison indiquées sur [’axe des abscisses sont celles de la pose au plus faible score énergétique
composant le cluster.
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Sub-family

Member

Proteins
(a.a)

ABC_
transporter_2
(a.a)

Acc. Nb
(SwissProt)

Synonyms (Swissprot//TCDB)

TCDB
Classification

ABCA

ABCA1

2261

899-
1131

1912-
2144

095477

ABC-1, Cholesterol efflux regulatory protein, Cholesterol/phospholipid flippase

3.A1.211.1

ABCA2

2435

990-
1221

2050-
2285

Q9BzC7

ABC2, Multidrug resistance pump

3.A1.211.3

ABCA3

1704

N 530-763

1381-
1614

Q99758

ABC-C

3.A1.211.1

ABCA4

2273

929-
1160

1938-
2170

P78363

RIM ABC transporter, RIM protein, RmP, Stargardt disease protein, The retinal-specific ABC transporter

3.A.1.211.2

ABCA5

1642

478-713

1290-
1533

Q8WwWz7

ATP-binding cassette sub-family A member 5

3.A1.211.1

ABCA6

1617

478-713

1288-
1513

O |12 o |Z2] O

Q8N139

ATP-binding cassette sub-family A member 6

3.A1.211.1

ABCA7

2146

807-
1038

2

1793-
2025

Q8lzy2

ATP-binding cassette sub-family A member 7 (Macrophage ABC transporter) (Autoantigen SS-N) (ABCA-SSN)

3.A1.211.1

ABCA9

1524

481-716

1288-
1521

Q8IUA7

None

3.A1.2113

ABCA10

1543

391-626

1206-
1440

O |2 o |2 O

Q8wwz4

ATP-binding cassette sub-family A member 10

3.A1.211.1

ABCA12

2595

1346-
1577

2254-
2489

Q86UKO

ATP-binding cassette 12

3.A1.211.1

ABCA13

5058

3842-
4074

4718-
4956

Q86UQ4

ATP-binding cassette sub-family A member 13

Not present

ABCB

ABCB1

1280

N 392-628

1035-
1273

P08183

Multidrug resistance protein 1 (MDR1), P-glycoprotein 1, Broad specificity multidrug resistance (MDR) efflux pump

3.A.1.201.1

ABCB2

808

563-802

Q03518

APT1, Peptide transporter TAP1, Peptide transporter PSF1, Peptide supply factor 1, PSF-1, MHC heterodimeric peptide exporter

3.A.1.209.1

ABCB3

686

468-686

Q03519

APT2, Peptide transporter TAP2, Peptide transporter PSF2, Peptide supply factor 2, PSF-2, MHC heterodimeric peptide exporter

3.A.1.209.1

ABCB4

1286

N 394-630

P21439

Multidrug resistance protein 3 (MDR3), P-glycoprotein 3, Short chain fatty acid phosphatidylcholine translocase

3.A.1.201.3
202




1034-
1279

ABCB5

812

2-177

570-808

Q2M3G0

ATP-binding cassette sub-family B member 5

ABCB6

842

590-824

Q9NP58

Mitochondrial ABC transporter 3, ABC transporter umat, Iron transporter

3.A.1.210.6

ABCB7

752

472-706

075027

ABC transporter 7 protein (mitochondrial), ABC7 iron transporter, (X-linked sideroblastis anemia protein)

3.A.1.210.4

ABCB8

735

472-709

Q9NUT2

Mitochondrial ATP-binding cassette 1, M-ABC1

3.A.1.201.1

ABCB9

766

504-740

Q9NP78

TAP-like protein, TAPL, hABCB9

3.A.1.209.1

ABCB10

738

492-731

QI9NRK6

Mitochondrial ATP-binding cassette 2, M-ABC2

3.A1.212.1

ABCB11

1321

420-656

1078-
1316

095342

Bile salt export pump, BSEP or SPGP

3.A.1.201.2

ABCC

ABCC1

1531

644-868

1293-
1527

P33527

MRP1, Leukotriene C(4) transporter, LTC4 transporter, Drug resistance pump

3.A.1.208.8

ABCC2

1545

637-861

1300-
1534

Q92887

Canalicular multispecific organic anion transporter 1, MRP2, Canalicular multidrug resistance protein, Hepatic canalicular conjugate exporter

3.A.1.208.2

ABCC3

1527

629-851

1291-
1523

015438

Canalicular multispecific organic anion transporter 2, MRP3, Multi-specific organic anion transporter-D, MOAT-D

3.A.1.208.9

ABCC4

1325

410-633

1041-
1274

015439

MRP4, Multi-specific organic anion transporter-B, MOAT-B

3.A.1.208.7

ABCC5

1437

562-783

1193-
1427

015440

MRP5, Multi-specific organic anion transporter-C, MOAT-C, pABC11, SMRP

3.A.1.208.13

ABCC6

1503

629-853

1265-
1499

095255

MRP6, Anthracycline resistance-associated protein, Multi-specific organic anion transporter-E, MOAT-E, Multidrug (anthracycline) resistance
organic anion efflux pump, The pseudoxanthoma elasticum disease protein)

3.A.1.208.10

ABCC7

1480

423-646

1210-
1443

P13569

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR, cAMP-dependent chloride channel

3.A.1.202.1

ABCC8

1581

679-929

1344-
1578

Q09428

Sulfonylurea receptor 1, SUR1

3.A.1.208.4

ABCC9

1549

672-912

1312-
1546

060706

Sulfonylurea receptor 2, SUR2

3.A.1.208.4

ABCC10

1492

598-824

1246-
1479

Q5T3U5

MRP10

3.A.1.208.9

ABCC11

1382

508-732

O (2] o |[Z2] o |Z2] o (2] o (2] o |[Z2] o |[Z2] o (2] o (2] o [Z2] o |2 o |2

1141-
1375

Q96J66

MRPS, Cyclic nucleotide (cCAMP and cGMP) efflux pump

3.A.1.208.13
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N 467-701
ABCC12 1359 c 1120- Q96165 Multidrug resistance-associated protein 9 3.A.1.208.13
1354
ABCD ABCD1 745 474-700 P33897 Adrenoleukodystrophy protein, ALDP, Long chain fatty acid (LCFA) transporter 3.A.1.203.3
ABCD2 740 478-704 Q9UBJ2 Adrenoleukodystrophy-related protein., hALDR, Adrenoleukodystrophy-like 1 3.A.1.203.3
ABCD3 659 440-659 P28288 70 kDa peroxisomal membrane protein, PMP70, Peroxysomal long chain fatty acyl (LCFA) transporter 3.A.1.203.1
ABCD4 606 389-603 014678 Peroxisomal membrane protein 69, PMP69, Peroxisomal membrane protein 1-like, PXMP1-L, P70R 3.A.1.203.1
ABCG ABCG1 678 ’: 77-317 P45844 White protein homolog, ATP-binding cassette transporter 8 3.A.1.204.1
ABCG2 655 '(\:‘ 37-286 Q9UNQO Placenta-specific ABC transporter, Breast cancer resistance protein, Mitoxantrone resistance-associated protein, CDw338 antigen 3.A.1.204.2
ABCG4 646 '2 61-301 Q9H172 WHITE2 3.A.1.204.1
N
ABCG5 651 C 52-293 Q9H222 Sterolin-1 3.A.1.204.5
ABCG8 673 '(\:l 47-313 Q9H221 Sterolin-2 3.A.1.204.5
ABC_Bac
Sav1866 578 340-575 Q99T13 Putative multidrug export ATP-binding/permease protein SAV1866 3A.1.106.2
MsbA 582 342-578 P63359 Lipid A export ATP-binding/permease protein MsbA 3.A.1.106.1

Tableau-Ax-1: Transporteurs ABC humains et bactériens. Avec leurs sequences d’acides amines sélectionnés pour les analyses phylogénétiques, leurs codes
d’accessions Swiss-Prot, leurs alias ainsi que leurs numéros de classification TCDB. Pour les transporteurs entiers : N pour N-terminal et C pour C-terminal.
ABC_Bac : Les transporteurs ABC bactériens ayant intégré I’étude phylogénétique.
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Tableau-Ax-2

TMD1/TMD TMD2 NBD1/NBD NBD2

P-gp_Hum 51-357 711-1000 392-628 1035-1273

P-gp_Mouse 50-356 709-998 391-628 1033-1271

SUR1L 299-602 1012-1306 679-929 1344-1578
Sav1866 16-306 - 340-575 -
St-MsbA 27-310 - 342-578 -
Ec-MsbA 27-310 - 342-578 -
Vc-MsbA 27-310 - 342-578 -

Tableau-Ax-2 : Les résidus représentant les domaines TMD et NBD sélectionnés pour les calculs
des scores d’alignements présentés dans le Tableau-C-1. Les TMD et les NBD des monomeres
bactériens sont respectivement présentés dans les mémes colonnes que les TMD1, NBD1 dans
protéines ABC entiéres. P-gp_Hum: la P-gp humaine, Pgp Mouse : la P-gp de souris, Sa:
Staphylococcus aureus, Ec : Escherichia coli, V¢ : Vibrio cholerae, St : Salmonella typhimurium
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Tableau-Ax-3

P-gp_Hum SUR1 Sav1866 Ec-MsbA Vc-MsbA St-MsbA | P-gp_Mouse
P-gp_Hum 100
SUR1 15 100

Sav1866 28 20 100

Ec-MsbA 31 21 32 100

Vc-MsbA 28 22 33 67 100

St-MsbA 31 22 33 96 67 100
Pgp_Mouse 87 16 28 29 28 29 100

Tableau-Ax-3 : Les scores d’alignement des séquences protéiques entieres de protéines ABC. Les
scores ont été obtenus grdace au programme d’alignement multiple ClustalW [10]. Sont présentés en
rouge, les scores d’alignement des domaines représentatifs des templates et ceux représentatifs des
modéles & construire. P-gp_Hum: la P-gp humaine, Pgp_Mouse: la P-gp de souris, Sa:
Staphylococcus aureus, Ec : Escherichia coli, Vc : Vibrio cholerae, St : Salmonella typhimurium
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