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The ATP-binding cassette multidrug resistance protein 8 (MRP8/ABCC11) mediates the excretion of anticancer drugs. ABCC11 mRNA and protein levels were enhanced by DEX (dexamethasone) and by PROG (progesterone) in MCF7 (progesterone receptor (PR)positive) but not in MDA-MB-231 (PR-negative) breast cancer cells. This suggested a PRsignalling pathway involvement in ABCC11 regulation. Nevertheless, pregnenolone-16αcarbonitrile (GR antagonist) and clotrimazole strongly and moderately decreased ABCC11 expression levels in Glucocortocoid Receptor (GR)-and Pregnane X Receptor (PXR)-positive MCF7 cells but not in MDA-MB-231 cells (GR-and PXR-positive). Thus, GR-signalling pathway involvement could not be excluded in ABCC11 regulation in MCF7 cells. Furthermore, ABCC11 levels were positively correlated with the PR status of postmenopausal patient breast tumours from two independent cohorts. Thus, in the sub-class of breast tumors (Estrogen Receptor (ER)-negative / PR-positive), the elevated expression level of ABCC11 may alter the sensitivity to ABCC11 anticancer substrates, especially under treatment combinations with DEX.
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-une autre cuisinière pour alimenter le labo en patisserie, tout du moins en crumble ; We have demonstrated that ABCC11 expression was associated with ER (Estrogen Receptor) and PR (Progesterone Receptor) signaling pathways. Furthermore, tamoxifen (ER antagonist) and dexamethasone (PR activator), used in association with chemotherapy, increased ABCC11 expression and would negatively influence the response of ABCC11 substrate based anticancer treatments. Moreover, ABCC11 expression was positively correlated to ER and PR expression in breast cancer.

In parallel, we have generated two in silico models obtained by homology. They represent two different spatial conformations: intracellular-facing (ready to bind substrate) or extracellular-facing (ready to release substrate). This has allowed us to identify amino acid residues potentially essential for the protein architecture and for substrate binding (5FdUMP and cGMP).

In order to analyze SNP (Single Nucleotide Polymorphism) impact on ABCC11 expression and function, we generated vectors coding a wild-type or a mutated ABCC11 with 13 nonsynonymous SNPs. But, we did not succeed to create stable expressing cell lines to make a complete study of those SNPs.

In conclusion, our work led to ABCC11 better characterization and underlined its putative prognostic and predictive value in breast cancer treatment.

MOTS CLES EN FRANÇAIS

Cancer du sein, Transporteurs ABC, ABCC11, MRP8, Récepteur aux oestrogènes, Récepteurs à la progestérone, Modélisation par homologie, SNP.

MOTS CLÉS EN ANGLAIS

Breast cancer, ABC transporters, ABCC11, MRP8, Estrogen receptor, Progesterone receptor, Homology modeling, SNP. Les deux ER, bien que différenciés, présentent une structure biochimique commune et une homologie de séquence. Ces protéines sont composées par six domaines [16] (Figure 3) : le domaine N-terminal (domaines A et B) est impliqué dans les interactions inter-et intramoléculaires et dans l'activation de la transcription de gènes. Il contient un domaine de transactivation constitutivement actif (AF-1) qui s'associe avec des co-réprésseurs ou co-activateurs. Ce domaine peut être sujet à la phosphorylation [16,17]. le domaine « hinge » (domaine D) intervient dans la dimérisation du récepteur et dans sa liaison aux protéines de chocs thermiques (Hsp pour Heat Shock Protein). Ce domaine subi des modifications post-transcriptionnelles de type acétylation [17] ou sumoylation [18].

INTITULE ET ADRESSE DU LABORATOIRE

le domaine C-terminal (domaines E et F) contient le domaine de liaison à E2 (LBD pour

Ligand Binding Domain ou domaine E) qui travaille en synergie avec les domaines A et B dans la régulation de la transcription, ainsi que le domaine F qui module l'activité transcriptionnelle d'ER [16]. Le LBD est également capable d'interagir avec les protéines chaperonnes de type Hsp 90 [19]. Malgré ces similarités, ERα et ERβ jouent des rôles différents. ERα est impliqué dans la prolifération induite via E2 alors qu'ERβ serait plutôt un gène suppresseur de tumeur [20][21][22].

ER présentent deux domaines à fonction d'activation de la transcription (AF). La région AF-1 située dans la portion N-terminale est impliquée dans la fonction activatrice du récepteur indépendamment de la fixation du ligand, et ce, via une altération de la phosphorylation du récepteur [23]. A l'inverse, le domaine AF-2 localisé en C-terminal permet une activation transcriptionnelle dépendant d'E2 [15,24]. Les régions AF- [26], bien qu'une fraction soit présente à la membrane plasmique [27,28]. Le modèle mécanistique classique (mécanisme génomique) considère qu'en absence de ligand, ER est cytoplasmique et associé à des protéines Hsp (Hsp90, 70 et 56) qui le maintiennent dans un état inactif [16,29] (Figure 4). La fixation du ligand à ER induit la dissociation du récepteur des protéines Hsp, la dimérisation et la translocation au noyau où ER se fixe directement à la séquence ERE sur le promoteur des gènes [30]. L'activation de la transcription de ces gènes dépend ensuite du recrutement de cofacteurs spécifiques (co-activateurs ou co-répresseurs) et de la machinerie transcriptionnelle basale [31]. En plus de l'interaction directe avec ERE, ER peut réguler la transcription sans se fixer directement à l'ADN (mécanisme non classique).

Pour cela, ER s'associe avec des facteurs de transcription spécifiques tels que Sp-1 et AP-1 qui vont eux-mêmes se fixer sur le promoteur des gènes. ER peut également interagir avec NFΚB (Nuclear Factor Kappa B) et induire une inhibition de la transcription via E2 [16].

En parallèle de la voie génomique classique, les ER peuvent être activés par une phosphorylation indépendante de la présence des oestrogènes [16] (Figure 4). anomalies anatomiques de l'utérus, des ovaires et des glandes mammaires [34,35]. Les souris males ERKO sont moins fertiles bien que leur appareil génital paraissent normal du point de vue anatomique [34][35][36]. De plus, les deux genres présentent un tissu osseux moins dense [34]. Les souris femelles ERKO montrent un comportement caractéristiques des males (moins maternelles et plus agressives) [37] alors que les males semblent moins agressifs [38].

Le rôle critique du récepteur ERα dans la régulation de la croissance des cancers du sein est bien établi même si les mécanismes de cancérogénèse via E2 sont encore sujet au débat [39]. [57,58]. Les cancers du sein surexprimant HER2 sont agressifs et de mauvais pronostic [57][58][59][60][61]. Le rôle direct de l'amplification d'HER2 a été démontré dans la tumorigenèse [62][63][64][65], en faisant une cible thérapeutique de choix.

Plusieurs anticorps monoclonaux furent développés chez la souris et dirigés contre le domaine extracellulaire de la protéine HER2. Ils sont capables d'inhiber, in vitro et in vivo, la prolifération de cellules cancéreuses humaines qui surexpriment HER2 [66,67]. Afin de minimiser l'immunogénicité chez l'homme, l'anticorps le plus efficace a été modifié en alliant une partie de l'anticorps murin (région fixant la protéine) avec une immunoglobuline G humaine (région structurale) [68]. Cet anticorps (Trastuzumab ou Herceptin™) a été testé in vitro et in vivo sur des cellules de carcinomes mammaires qui surexprimaient HER2 [68,69].

L'Herceptin™ inhibe la croissance des tumeurs [70]. Ces effets sont synergiques en association avec certains anticancéreux comme le cisplatine [71], le carboplatine [72], la doxorubicine, le cyclophosphamide, le méthotrexate ou le paclitaxel [69,[72][73][74]. Les essais cliniques ont démontré que l'anticorps n'était pas toxique et efficace sur des tumeurs métastatiques HER2 positive ne répondant pas à la chimiothérapie [75,76]. En accord avec les résultats précliniques, son efficacité est supérieure lorsqu'il est utilisé en parallèle d'une chimiothérapie [76,77] et améliore le traitement de cancers du sein métastatiques HER2 positif [78].

HER2 est détectée au niveau protéique par un marquage immuno-histochimique ou au niveau génétique par marquage de l'amplification (hybridation in situ). Les thérapies ciblées reposent sur l'action de molécules ciblant un acteur cellulaire en particulier. Elles peuvent, par exemple, faire intervenir des anticorps monoclonaux dirigés contre un antigène surexprimé par les cellules cancéreuses (ex : Heceptine® et HER2). 

INTRODUCTION

Subsequent to the discovery of P-glycoprotein (P-gp), investigations of cancer cells displaying the multidrug resistance (MDR) phenotype not associated with MDR1 expression led to the discovery of ABCC1, the founding member of the ABCC subfamily (1). At present, this subfamily C includes a total of 13 ABCC proteins, including the gene defective in cystic fibrosis (ABCC7) and the two sulfonylurea receptor genes (SUR1, SUR2). Most of these proteins (ABCC1-6 and ABCC10-12) have been identified as active ATP-dependent membrane transporters for organic anions or therapeutic compounds. In contrast to these active transporters, ABCC7, the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR), is a regulated chloride channel, while ABCC8 (SUR1) and ABCC9 (SUR2) are sulfonylurea receptors and best described as intracellular adenosine triphosphate (ATP) sensors, regulating the permeability of specific K+ channels.

Genetic variation in these genes is the cause of or contributes to a wide variety of human disorders with Mendelian and complex inheritance, including Pseudoxanthoma elasticum (PXE) (ABCC6), cystic fibrosis (CFTR/ABCC7), persistent hyperinsulinemic hypoglycemia of infancy (SUR1/ABCC8), and MDR phenotypes (ABCC1). Hereditary deficiency of ABCC2, known as Dubin-Johnson syndrome (DJS) in humans, causes an increased concentration of bilirubin glucuronosides in blood.

Several members of different ATP-binding cassette (ABC) transporter subfamilies are capable of transporting an extraordinarily structurally diverse array of endo-and xenobiotics and their metabolites across cell membranes. Together, these transporters play an important role in the absorption, distribution, and elimination of exogenous (aflatoxin B1 metabolites, pesticides) and endogenous molecules (leukotriene C4 [LTC4], E217bG) in the body.

In this chapter, current knowledge of the biochemical, physiological, and pharmacological properties of nine members of the multidrug resistance protein (MRP)-related ABCC subfamily (ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5, ABCC6, ABCC10, ABCC11, and ABCC12) are summarized.

STRUCTURAL SIMILARITIES AMONG ABCC PROTEINS

The identification of the complete set of human ABCC genes allows a comprehensive phylogenetic analysis of this subfamily. The proposed nomenclature and topology of "short" and "long" ABCC proteins is in excellent agreement with the phylogenetic tree obtained (Fig.

2.1).

At present, there are no high-resolution structural data available on any eukaryotic ABCC transporter, in part due to the difficulty of obtaining crystals with these proteins. Therefore, biochemical experiments (mutagenesis analyses, photolabeling studies) are important to elucidate their membrane topology, their transport and catalytic functions, their positions, and the orientations of membrane-spanning segments within the polypeptide chain (2)(3)(4)(5). The members of the ABCC subfamily fall into two different subclasses ("short" and "long") on the basis of the phylogenetic tree, their domain arrangement, and the membrane topology (Fig. 2.2). The membrane topology model for human ABCC1 was described when the hydrophobicity analysis of the aligned sequences yielded a close matching of the transmembrane segments, thus suggesting a 6 + 6 transmembrane α-helix topology for the reference transporter ABCB1 as well. However, ABCC1 contains an N-terminal extension of about 250 amino acids. This highly hydrophobic amino-terminal segment of ABCC1 was suggested to be membrane embedded with five transmembrane helices transmembrane domain (TMD0) and an extracellular N-terminal amino acid (Fig. 2.2) (2, 6, 7).

ABCC1, 2, 3, ABCC6, and ABCC10 proteins form a subcluster within which each member possesses the N-terminal TMD0 (approximately 250 additional amino acids). The N-terminal TMD0 is absent from ABCC4, 5, 11, and 12. The presence of a TMD0-like domain in the long ABCC transporter is unique. The TMD0 of ABCC1 does not play a crucial role in transport activity of the protein, while the presence of the L0 is necessary for ABCC1-like transport activity and for the proper intracellular routing of the protein (5,8). TMD0 has been described as important for ABCC1 retention in, or recycling to, the plasma membrane. TMD0 becomes essential for trafficking of ABCC1 when the COOH-terminal region of the protein is mutated. This means that the TMD0 of ABCC1 plays a role in the internalization of ABCC1 (5). In the case of ABCC1, the extracellular position of the NH2 terminus is supported by a large amount of experimental data (2,9). Very recently, Yang et al. demonstrated a new function of the TMD0-L0 region in the dimerization ability of ABCC1. These recent findings suggest that ABCC1 may exist and function as a dimer and that TMD0-L0 likely plays a role in some structural and regulatory functions (10). Topology of "short" and "long" ABCC proteins. The figure illustrates a simple probable topology of the "long" and "short" multidrug resistance proteins (ABCC). GS represents the glycosylation sites.

Transport Cycle

To achieve export, ABCC transporters require a minimum of two TMDs that form the ligandbinding sites and provide specificity for the transported substrate and two nucleotide-binding domains (NBDs) that bind and hydrolyze ATP to drive the translocation of the bound substrate (Fig. 2.3). Substrate binding is thought to occur through interactions within these transmembrane helices, as suggested by photolabeling experiments and site-directed mutagenesis analyses (11)(12)(13)(14)(15)(16)(17)(18)(19)(20)(21)(22)(23)(24)(25). The TMDs are not homologous between proteins of the ABCC subfamilies, explaining how different ABCC transporters can handle extremely diverse substrates, including glucuronide metabolites or reduced gluthatione (GSH) conjugates (see PART IV). 
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In contrast to the TMDs, the structural similarities between NBDs imply that they share a common evolutionary origin. NBDs have several characteristic motifs, including the Walker A and B motifs common to many nucleotidebinding proteins and other motifs like the ABC signature (motif C), stacking aromatic D-, H-, and Q-loops, which are unique and highly conserved in the ABCC subfamily. Thus, it is appropriate to consider an ABC transporter (at least in the closed dimer form, Fig. 2.3) as having two ATP-binding pockets with both NBDs contributing to each pocket, rather than each NBD having a separate ATP-binding site. Structural data show that the two ATP-binding pockets are not independent but are located at the interface of an NBD dimer "sandwich" (26)(27)(28). This implicates that the two NBDs act in concert as a single step rather than influencing distinct steps in the transport cycle (Fig. 2.4).

The minimal ABC transporter has four domains. Two TMDs bind the ligand, while transport is driven by ATP binding and hydrolysis by the two NBDs. The Walker A motif appears to wrap around the phosphate chain of ATP, with the nitrogens of the residues within this motif extensively hydrogen bonding with the γ-phosphate of the bound nucleotide. The Walker B motif contributes an aspartate residue that coordinates and stabilizes a magnesium ion, which is required for ATP hydrolysis (29)(30)(31). Similarly, Asp and His in the D-and H-loop, respectively, make contact with water that stabilizes the binding of the nucleotide, while the conserved Gln residue in the Q-loop interacts with the catalytic Mg2+ and hydrolyzes a water molecule. The Q-loop glutamine also interacts with the γ-phosphate of ATP via a water molecule. In addition, the position of the Q-loop is important because it is in a position to couple the ligand-binding sites within the TMDs to the ATP-binding sites of the NBDs. These structural data are fully reviewed by Deeley et al. ( 4), Linton and Higgins (32), and Sauna and Ambudkar (33). The "ATP-switch" model is the product of recent advances in structure determination and of biochemical data from a number of ABC transporters (4,33,34). Transport activity is a multistep process involving communication via conformational changes between NBDs and TMDs. The driver for transport is an on-off "switch" between two principal conformations of the NBDs: a "closed dimmer" formed by binding two ATP molecules at the dimer interface (step 3) and an "open dimmer" resulting from the dissociation of the "closed dimmer," facilitated by ATP hydrolysis and PO4/ADP release. The "switch" from the "open" to the "closed" conformation of the NBD dimer induces conformational changes necessary for transport in the TMDs. The reverse of this switch, from the "closed" dimer to the "open" dimer after ATP hydrolysis (steps 3-4), resets the transporter to be ready for the next transport cycle (Figs. 2.3 and 2.4). In Fig. 2.4, we describe a model of the hypothetical transport cycle of ABCC1, based on the schematic for export of vinblastine by ABCB1/P-gp adapted from Linton and Higgins and fully described in the review, "Structure and Function of ABC Transporters" (4,32).

Step 1. The cycle is initiated by binding of substrate (such as LTC4, GSH) to its highaffinity site(s), thereby strongly increasing affinity of NBD1 for ATP.

Step 2. This initial binding of ATP by NBD1 facilitates the binding of a second molecule of ATP at NBD2. Consequently, a "closed dimmer" formed by binding two ATP molecules at the dimer interface is performed. The conformational changes resulting from ATP binding are transmitted to the TMDs such that the substrate-binding site is exposed extracellularly and its affinity for substrate is reduced. Substrate is released extracellularly.

Steps 3-4. To restore the basal conformation, hydrolysis of ATP may occur sequentially at the NBDs. Sequential release of PO4, then ADP, restores the transporter to its basal configuration. The protein maintains a lowaffinity state following hydrolysis of ATP at NBD2, as long as NBD1 is occupied by ATP and ADP has not been released by NBD2. These data are strongly supported by experimental data (34). Nevertheless, how the protein resets for another cycle remains to be elucidated and hinges on whether or not NBD1 is catalytically active (Fig. 2.4) (4).

Interestingly, in the ABCC proteins, this catalytic cycle deviates in some cases from the scheme commonly described for other ABC proteins. In ABCC1, the NBDs behave very differently with respect to both ATP binding and hydrolysis. High-affinity binding of azido-ATP to NBD1 is readily demonstrable, while under hydrolytic conditions in the presence of vanadate, ADP is trapped predominantly by NBD2. Furthermore, binding of azido-ATP and the trapping of ADP by NBD2 requires that NBD1 be able to bind and possibly to hydrolyze ATP. In contrast, binding of ATP by NBD1 remains readily detectable when NBD2 is inactivated by mutations that eliminate ATP binding or ATPase activity. Mutation of the Walker A motifs in each NBDs also has different effects on transport activity (35,36). Mutation of the conserved Walker A Lys residue in NBD1 only partially inactivates the protein while the comparable mutation in NBD2 essentially eliminates transport activity by a significant alteration of the tertiary structure of the protein (35)(36)(37). In addition, structural analysis of NBD1 revealed that the Walker A Ser-685 forms a hydrogen bond with the Walker B Asp792 and interacts with magnesium and the betaphosphate of the bound ATP.

The interaction between the hydroxyl group of 685 residue and the carboxyl group of Asp792 plays a crucial role for the protein folding, and the interactions of the hydroxyl group at 685 with magnesium and the beta-phosphate of the bound ATP play an important role for ATPbinding and ATP-dependent solute transport (38). Recently, the acid glutamate following the Walker B motif in most NBDs of ABC proteins has been described to be critical for cleavage of the β-γ phosphodiester bond of ATP. Nevertheless, in NBD1 of ABCC1 (and other ABCC, Fig. 2.4), this residue is Asp. The lack of glutamate has a profound effect on the ATP binding and hydrolysis characteristics of the NBD and, as a consequence, on the catalytic cycle of ABCC1 (39). Interconversion of these two residues profoundly affects the ability of the mutated NBDs to bind, hydrolyze, and release nucleotides (39). Therefore, regardless of whether the bound ATP at NBD1 is hydrolyzed or not, the release of the bound nucleotide from NBD1 may bring the protein back to its original conformation and facilitate the protein's starting of a new cycle of ATP-dependent solute transport (40). Similarly, substitution of H827 of H-loop in NBD1 with residues that prevented formation of these hydrogen bonds had no effect on the ATP-dependent solute transport, whereas corresponding mutations in NBD2 almost abolished the ATP-dependent solute transport completely (41). In contrast, substitutions of H1486 in H-loop of NBD2 with residues that might potentially form these hydrogen bonds exerted either full function or partial function, implying that hydrogen-bond formation between the residue at 1486 and the gamma-phosphate of the bound ATP and/or other residues, such as putative catalytic base E1455, together with S769, G771, T1329, and K1333, etc., holds firmly all the components necessary for ATP binding/hydrolysis so that the activated water molecule can efficiently hydrolyze the bound ATP at NBD2.

In recent years, due to crystallographic studies, much progress has been made in the elucidation of the three-dimensional structures of ABC transporters, including novel models for nucleotide hydrolysis and translocation catalysis. However, site-directed mutagenesis as well as the identification of natural mutations is still a major tool to evaluate effects of individual amino acids on the overall function of ABC transporters. These data were fully reported in the review specially dedicated to Frelet's mutation analysis (3).

Genomic Organization

Adjacent to the ABCC6 gene, the ABCC1 gene maps to chromosome 16p13.1 and was identified in the small-cell lung carcinoma cell line NCI-H69 (Fig. 2.5) (1). Nine alternative splicings were later described (nine isoforms: P33527-1, P33527-2, P33527-3, P33527-4, P33527-5, P33527-6, P33527-7, P33527-8, P33527-9). The ABCC2 (MRP2/canalicular multispecific organic anion transporter [cMOAT]), ABCC3 (MRP3), ABCC4 (MRP4, MOATB), and ABCC5 (MRP5/ MOATC) genes map respectively to chromosomes 10q24, 17q21.3, 13q32, and 3q27 (Fig. 2.1). The genomic organization of ABCC1, 2, 3, 4, 5, and 6 is fully and clearly described on the following website (http://nutrigene.4t.com/ humanabc.htm). The human ABCC10 gene, consisting of 22 exons and 21 introns, greatly differs from other members of the human ABCC subfamily. It is localized on chromosome 6 (6p21). The ABCC10 cDNA sequence encodes a 1492 amino acid ABC transporter whose structural architecture resembles that of ABCC1 in that its transmembrane helices are arranged in three TMDs (see Fig. However, in contrast to the latter transporters, a conserved N-linked glycosylation site is not found at the N-terminus of ABCC10 (42).

Phylogenetic analysis determined that ABCC11 and ABCC2 are derived by duplication and are most closely related to the ABCC gene. They are tandemly located on human chromosome 16q12.1 (Fig. 2.5) (43,44). The ABCC11 gene produces two major transcripts of 4. 
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Oral pathway Excrement Expiration most-related ABC transporter. The Abcc13 gene is highly expressed in the fetal liver, bone marrow, and colon. Its expression in peripheral blood leukocytes of adult humans was much lower and no detectable levels were observed in differentiated hematopoietic cells (46). The human locus is now thought to be a pseudogene incapable of encoding a functional ABC protein (47).

ENDOGENOUS EXPRESSION LEVELS AND PHYSIOLOGICAL FUNCTIONS OF ABCC PROTEINS

ABCC transporters play an important role in mediating the cytoplasmic concentration of endogenous and exogenous substances. They therefore influence the pharmacokinetic profile of a variety of drugs. Numerous ABCC members are associated with a broad spectrum of physiological functions, including detoxification, defense against xenobiotics, and oxidative stress. By virtue of their localization in the plasma membranes in the intestine, liver, bloodbrain, and other vital biological barriers, a majority of ABCC drug transporters limit xenobiotic absorption from the gut and xenobiotic entry into the central nervous system and cause drug-drug interactions, decreased drug efficacy, and MDR for chemotherapeutic agents (Figs 2.6 and 2.7). They are also present in liver and kidney, organs important for the excretion of potentially toxic xenobiotics, metabolites, and endogenous waste products. Thus, elucidating which drug entities are substrates for ABCC drug transporters is a crucial step both in drug development and for adequate use of therapeutic compounds. Tissue distribution and ontogeny data are important components of understanding and extrapolating pharmacokinetic data from mice to humans and are crucial to elaborating various knockout models to explore specific physiological functions of ABCCs.

Another interesting observation is that an altered level of ABCC expression due to exposure to hormones or xenobiotics (environmental toxins or drugs) may change the kinetic parameters of ABCC substrates (such as vincristine or methotrexate) and may therefore have clinical implications. These specific regulation mechanisms are briefly summarized in this Part. Regulation of ABCC expression by xenobiotics are fully described in the referenced reviews (48)(49)(50)(51)(52). ABCC protein expression in human tissues. This scheme illustrates the principal tissues where ABCC protein and transcript expression have been described.

ABCC1

Described in 1992 (1), ABCC1 is found ubiquitously expressed in normal tissues, with highest levels in the lung, testis, kidney, and peripheral blood mononuclear cells (15). In polarized cells, ABCC1 is localized to basolateral plasma membranes (53)(54)(55)(56). ABCC1 was found to be localized to the luminal side of brain capillary endothelial cells (Figs. 2.7 and 2.8) (57).

ABCC1 functions as a multispecific organic anion transporter, with (oxidized) glutathione (GSSG), cysteinyl leukotrienes, glucuronides, sulfate conjugates of steroid hormones, bile salts, and activated aflatoxin B1 as substrates. It also transports drugs (such as vincristine) and other hydrophobic compounds in the presence of glutathione. Furthermore, the ability of ABCC1 to transport both GSH and GSSG raises the possibility that the protein contributes to maintenance of the cell redox state. The levels of free GSH are decreased in cells overexpressing the protein and are increased in tissues from Abcc1-/-mice that normally express high levels of the protein (58)(59)(60). The GSH and GSH-conjugate transport by ABCC1 is fully described in the review by Cole and Deeley (61). Furthermore GSH is released by cells undergoing apoptosis. Several studies strongly supported that ABCC1 is responsible for this GSH release (62,63). Furthermore, verapamil (the S-isomer but not the R-isomer) triggers apoptosis through stimulation of GSH extrusion mediated by ABCC1. Induction of apoptosis of ABCC1 cells may represent a novel approach in anticancer treatment (64,65). Like Mdr1a-/-/1b-/-and Bcrp1/Abcg2-/-knockout mice, ABCC1-/-knockout mice were found to be viable, healthy, and fertile (58,66). These models allowed the characterization of the crucial functions of ABCC1. Particular data of Abcc1-/-knockout mice strongly supported a role for ABCC1 in xenobiotic defense by transporting various substrates, including toxic molecules present in tobacco smoke, which is the principal risk factor for chronic obstructive pulmonary disease. Very recently, van der Deen et al. (67) demonstrated that using mice lacking both Abcc1 and Mdr1a/1b genes (called triple knockout [TKO] mice), Abcc1-/-mice display elevated glutathione levels in tissues that normally have a high Abcc1 expression, for example, in the lungs possibly as a compensation mechanism for the elevated pulmonary oxidative stress (58,67). A decrease of the inflammatory response to cigarette smoke exposure in the lungs of Abcc1/Mdr1a/1b TKO mice was observed compared to wildtype mice. A possible explanation of the lower inflammatory response in TKO mice is an impaired transport of the proinflammatory mediator LTC4 (66), an important physiological high-affinity substrate for ABCC1. Nevertheless, during inflammation, other cytokines can be produced such as interleukin-6 (IL-6). The first evidence for a putative role of IL-6 in the regulation of Abcc1 expression in HepG2 cells and in liver was described (68,69). Recently, a positive regulation of Abcc1, 3, 4 expression levels has been reported (70) in normal human epidermal keratinocytes and in primary human dermal fibroblasts exposed to IL-6 in combination with its soluble α-receptor or oncostatin. Since ABCC1 and ABCC4 have been shown to function as a prostaglandin derivate efflux transporter (71)(72)(73) and IL-6-type cytokines are known to induce the expression of COX-2 in certain cell types (74,75), it is tempting to speculate that increased prostaglandin efflux might be one additional means by which IL-6 can contribute to inflammation. Mice lacking Abcc4 exhibited a decrease in plasma prostaglandin metabolites and an increase in inflammatory pain threshold compared to wild-type mice, which confirms ABCC4 involvement in inflammatory situations (73). 
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Other interesting observations have shown the crucial importance of ABCC1 expression in the migration of dendritic cells from peripheral tissues to the lymph nodes. Dendritic cells are antigen-presenting cells involved in T-cell activation. They acquire antigens in peripheral tissues and migrate to lymph nodes where they localize to the T-cell-rich paracortex (76). Migration of dendritic cells was reduced in Abcc1-/-mice and restored to the levels found in wild-type animals when exogenous cysteinyl leukotrienes (LTC4 and LTD4) were administered. Thus, LTC4 efflux from these cells by ABCC1 is critical for migration.

To study the age influence on ABCC-related activity in cells from the immune system, ABCC-related activity was studied in murine bone marrow cells and thymocytes of young (3-4 weeks old), adult (2-3 months old), and old (18 months old) mice. Although all thymocytes expressed the ABCC1 molecule in an active form and aging did not affect this pattern, the authors observed a modification of ABCC-related activity in the bone marrow according to age. This alteration of ABCC transport activity may be related to other protein isoforms of this subfamily (77).

After severe injury, the liver can undergo partial regeneration. This process depends in part on proliferation and differentiation of hepatic progenitor cells. After treatment of rats with 2acetylaminofluorene (2-AAF) followed by partial hepatectomy, treated animals showed increased hepatic mRNA levels of the genes encoding MRPs Mdr1b, Abbc1, and Abcc3 in periportal progenitor cells and of the Mdr1b protein in periportal hepatocytes. These functional upregulations of Abcc1 and Abcc3 proteins may have a cytoprotective role in conditions of severe hepatotoxicity (78). By contrast, Abcc2 protein levels did not change during liver regeneration following partial hepatectomy in rats, suggesting that ABCC2mediated secretion is well-preserved in the growing liver (79). But a switch in expression from the apical Abbc2 to the basolateral Abcc1 protein has also been reported in cultured rat hepatocytes entering the cell cycle (80). Consequently, as in human proliferating hepatocytes and in periportal progenitor cells Abcc1 levels are strongly increased, this upregulation of Abcc1 may be associated with cell proliferation. Furthermore, in mouse hematopoietic cells, Abcc1 is expressed, and 50% of precursor cells showed Abcc activity (Fluo-3 transport activity) (77). Taken altogether, this indicates that Abcc1 plays a physiological function in immature cells.

ABCC2

ABCC2 has been cloned from various species, including humans, dogs, mice, rats, and rabbits and is physiologically expressed predominantly at the hepatocyte canalicular membrane (81)(82)(83)(84)(85)(86). It is also present at the brush-border membrane of renal proximal tubule cells (87,88), at the absorptive enterocytes (89,90), and at the apical membrane of gallbladder epithelial cells (Figs. 2.7 and 2.8) (91). Its location in the brain is a matter of debate. Most previous studies failed to determine Abcc2 mRNA or protein in the brain or cell preparations from the brain of different species, including humans (92). Taipalensuu et al. focused on the human jejunum and found a transporter expression with the following ranking: ABCC2 > MDR1 β ABCC3 > ABCC5 and ABCC1 > ABCC4 (93). In addition, Abcc2 mRNA transcripts have been detected in low levels in other tissues in the rat, including the lung and the stomach (94), and in peripheral blood cells, especially in CD4+ lymphocytes (95). ABCC2 colocalizes with ABCB1 and ABCG2 (96). Expression of ABCC2 in nuclear membranes in human tissues is specific for poorly differentiated cells, including stem cells (97).

During development in the rat, ABCC2 levels are low in the fetal liver, and they increase neonatally after birth to reach adult levels at 4 weeks (98). Rat liver progenitor cells also minimally express ABCC2 (99). During pregnancy, ABCC2 levels decreased in the liver but remained preserved in the small intestine [START_REF] Kim | Identification of functionally variant MDR1 alleles among European Americans and African Americans[END_REF][START_REF] Hoffmeyer | Functional polymorphisms of the human multidrug-resistance gene: multiple sequence variations and correlation of one allele with Pglycoprotein expression and activity in vivo[END_REF]. In human placenta, ABCC2 has been detected on apical syncytiotrophoblast membranes [START_REF] Nakamura | Effect of the mutation (C3435T) at exon 26 of the MDR1 gene on expression level of MDR1 messenger ribonucleic acid in duodenal enterocytes of healthy Japanese subjects[END_REF]. The placenta serves, in part, as a barrier to exclude noxious substances from the fetus. In humans, a single-layered syncytium of polarized trophoblast cells and the fetal capillary endothelium separate the maternal and fetal circulations. Immunofluorescence and immunoblotting studies demonstrated that ABCC2 was localized in the apical syncytiotrophoblast membrane while ABCC1 and ABCC3 were predominantly expressed in blood vessel endothelia. Given the cellular distribution of these transporters, ABCC isoforms were suggested to serve to protect fetal blood from entry of organic anions and to promote the excretion of glutathione/ glucuronide metabolites in the maternal circulation.

Genetic variation in the ABCC2 gene results in the DJS, a disease characterized by conjugated hyperbilirubinemia. Mutations leading to DJS are either associated with complete absence of immunohistochemically detectable ABCC2 in affected patients or impaired protein maturation and sorting [START_REF] Siegmund | The effects of the human MDR1 genotype on the expression of duodenal Pglycoprotein and disposition of the probe drug talinolol[END_REF][START_REF] Hitzl | The C3435T mutation in the human MDR1 gene is associated with altered efflux of the P-glycoprotein substrate rhodamine 123 from CD56+ natural killer cells[END_REF][START_REF] Oselin | Quantitative determination of MDR1 mRNA expression in peripheral blood lymphocytes: a possible role of genetic polymorphisms in the MDR1 gene[END_REF][START_REF] Efferth | Analysis of single nucleotide polymorphism C3435T of the multidrug resistance gene MDR1 in acute lymphoblastic leukemia[END_REF][START_REF] Van Der Holt | ABCB1 gene polymorphisms are not associated with treatment outcome in elderly acute myeloid leukemia patients[END_REF][START_REF] Fung | A synonymous polymorphism in a common MDR1 (ABCB1) haplotype shapes protein function[END_REF][START_REF] Oselin | MDR1 polymorphisms G2677T in exon 21 and C3435T in exon 26 fail to affect rhodamine 123 efflux in peripheral blood lymphocytes[END_REF][START_REF] Calado | Influence of functional MDR1 gene polymorphisms on P-glycoprotein activity in CD34+ hematopoietic stem cells[END_REF][START_REF] Kimchi-Sarfaty | silent" polymorphism in the MDR1 gene changes substrate specificity[END_REF][START_REF] Morita | Human MDR1 polymorphism: G2677T/A and C3435T have no effect on MDR1 transport activities[END_REF][START_REF] Molsa | Functional role of P-glycoprotein in the human blood-placental barrier[END_REF]. Acquired or hereditary deficiency of ABCC2 causes an increased concentration of bilirubin glucuronides in blood because of their efflux from hepatocytes via the basolateral ABCC3, which compensates for the deficiency in ABCC2mediated apical efflux [START_REF] Siegsmund | Association of the P-glycoprotein transporter MDR1(C3435T) polymorphism with the susceptibility to renal epithelial tumors[END_REF]. The natural Abcc2 mutant TR-90 and Eisai hyperbilirubinemic (EHBR) rats have significantly contributed to the understanding of human ABCC2 transport characteristics. Mutant rats lacking the cMOAT, designated further as ABCC2, have a hyperbilirubinemic phenotype and impaired secretion of bilirubin glucuronides, sulphated bile salts, GS S-conjugates, and GSH into the bile [START_REF] Schwab | Association between the C3435T MDR1 gene polymorphism and susceptibility for ulcerative colitis[END_REF]. Abcc2-/-mice are healthy and exhibit biochemical abnormalities [START_REF] Taheri | Effect of MDR1 polymorphism on multidrug resistance expression in breast cancer patients[END_REF][START_REF] Tatari | Association of C3435T single-nucleotide polymorphism of MDR1 gene with breast cancer in an Iranian population[END_REF][START_REF] Cizmarikova | MDR1 (C3435T) polymorphism: relation to the risk of breast cancer and therapeutic outcome[END_REF]. These rats and mice serve as models for Dubin-Johnson disease as this disorder is caused by mutations in the ABCC2 gene.

Abcc2 expression is reported as markedly altered in various rat models of cholestasis such as bile duct ligation and endotoxin-or phalloidin-induced cholestasis [START_REF] George | A single-nucleotide polymorphism in the MDR1 gene as a predictor of response to neoadjuvant chemotherapy in breast cancer[END_REF][START_REF] Turgut | MDR1 C3435T polymorphism in patients with breast cancer[END_REF][START_REF] Andersen | Polymorphisms in the xenobiotic transporter Multidrug Resistance 1 (MDR1) and interaction with meat intake in relation to risk of colorectal cancer in a Danish prospective case-cohort study[END_REF][START_REF] Khedri | Association of the colorectal cancer and MDR1 gene polymorphism in an Iranian population[END_REF]. All three cholestatic models resulted in a marked decrease in Abcc2 protein and its tissue localization at the canalicular membrane, except in ethinylestradiol-treated rats. After endotoxin treatment, the normally sharply delineated canalicular staining of Abcc2 had changed to a fuzzy pattern, suggesting an abnormal localization in a subapical compartment. Simultaneously, an upregulation of Abcc1 and mdr1b is observed and may confer resistance to hepatocytes against cytokine-induced metabolic stress and also compensate the canalicular excretion deficiency of Abcc2 [START_REF] Khedri | Association of the colorectal cancer and MDR1 gene polymorphism in an Iranian population[END_REF].

ABCC2 likely plays a major role in the pharmacokinetics of many drugs through the regulation of their intestinal absorption and their biliary or renal elimination. Consequently, an alteration of its expression by exposure to hormones or xenobiotics and also of its activity may change the kinetic parameters of drugs. Indeed, biliary secretion of endogenous substrates such as bilirubin conjugates may be impaired. Recently, it has been shown that ABCC2 expression levels are regulated by hormones. For example, ethynylestradiol strongly reduces Abcc2 expression in rats (123). Similarly, sexual steroids decrease Abcc2 expression at a posttranscriptional level in pregnancy [START_REF] Gervasini | Adenosine triphosphate-binding cassette B1 (ABCB1) (multidrug resistance 1) G2677T/A gene polymorphism is associated with high risk of lung cancer[END_REF]. In contrast, dexamethasone (DEX) has been described to increase ABCC2 protein expression in various tissues [START_REF] Drozdzik | Polymorphism in the P-glycoprotein drug transporter MDR1 gene: a possible link between environmental and genetic factors in Parkinson's disease[END_REF] and liver [START_REF] Furuno | Expression polymorphism of the blood-brain barrier component P-glycoprotein (MDR1) in relation to Parkinson's disease[END_REF][START_REF] Bleiber | MDR1 genetic polymorphism does not modify either cell permissiveness to HIV-1 or disease progression before treatment[END_REF]. RU486 and the antiglucocorticoid PCN were also found to increase Abcc2 transcipts in primary hepatocytes. Using Pregnane X receptor (PXR) -/-mice, Kast et al. [START_REF] Ifergan | Allele frequency of three functionally active polymorphisms of the MDR-1 gene in high-risk HIV-negative and HIV-positive Caucasians[END_REF] fully demonstrated that DEX and PCN regulated Abcc2 expression by activation of PXR signalling pathway. This was supported by the fact that PXR has been shown to bind with the ER-8 motif found in ABCC2 promoter as a heterodimer with the 9-cis retinoic acid receptor (94,[START_REF] Ifergan | Allele frequency of three functionally active polymorphisms of the MDR-1 gene in high-risk HIV-negative and HIV-positive Caucasians[END_REF]. Other PXR agonists such as the peptide mimetic HIV protease inhibitor ritonavir also induced ABCC2 mRNA levels in primary human hepatocytes [START_REF] Jamroziak | Functional C3435T polymorphism of MDR1 gene: an impact on genetic susceptibility and clinical outcome of childhood acute lymphoblastic leukemia[END_REF]. Furthermore, in vivo administration of rifampicin to humans also increased ABCC2 mRNA and protein in the duodenum [START_REF] Leal-Ugarte | MDR1 C3435T polymorphism in Mexican children with acute lymphoblastic leukemia and in healthy individuals[END_REF]. Interestingly, induction of ABCC2 by PXR ligands is associated with upregulation of other PXR-controlled detoxifying proteins such as cytochrome P450 3A4 and P-gp [START_REF] Jamroziak | Functional C3435T polymorphism of MDR1 gene: an impact on genetic susceptibility and clinical outcome of childhood acute lymphoblastic leukemia[END_REF], thus outlining their coordinated expression in response to certain xenobiotics. Complementary data about regulation of ABCC2 expression by xenobiotics are reported in the following reviews (48)(49)(50).

ABCC3

Cloned in human, rat, and mouse (94,[START_REF] Illmer | MDR1 gene polymorphisms affect therapy outcome in acute myeloid leukemia patients[END_REF][START_REF] Drain | ABCB1 (MDR1) rs1045642 is associated with increased overall survival in plasma cell myeloma[END_REF][START_REF] Johne | Modulation of steadystate kinetics of digoxin by haplotypes of the P-glycoprotein MDR1 gene[END_REF][START_REF] Kurata | Role of human MDR1 gene polymorphism in bioavailability and interaction of digoxin, a substrate of P-glycoprotein[END_REF][START_REF] Verstuyft | Digoxin pharmacokinetics and MDR1 genetic polymorphisms[END_REF] and detected in liver, intestine, and adrenal gland, ABCC3 is found on basolateral membranes of intrahepatic bile-duct epithelial cells (cholangiocytes), hepatocytes surrounding the portal tracts, intestinal epithelial cells (90,[START_REF] Sakaeda | MDR1 genotype-related pharmacokinetics of digoxin after single oral administration in healthy Japanese subjects[END_REF][START_REF] Gerloff | MDR1 genotypes do not influence the absorption of a single oral dose of 1 mg digoxin in healthy white males[END_REF], and polarized Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells transfected with an ABCC3 construct (Figs. 2.7 and 2.8) [START_REF] Siegsmund | Association of the P-glycoprotein transporter MDR1(C3435T) polymorphism with the susceptibility to renal epithelial tumors[END_REF][START_REF] Drescher | MDR1 gene polymorphisms and disposition of the P-glycoprotein substrate fexofenadine[END_REF][START_REF] Macphee | Tacrolimus pharmacogenetics: polymorphisms associated with expression of cytochrome p4503A5 and P-glycoprotein correlate with dose requirement[END_REF]. ABCC3 expression is higher in the colon than in the ileum [START_REF] Zheng | Tacrolimus dosing in pediatric heart transplant patients is related to CYP3A5 and MDR1 gene polymorphisms[END_REF]. Furthermore, ABCC3 appeared to be the most abundantly expressed transporter in investigated parts of the human intestine, except for the terminal ileum, where MDR1 showed the highest expression. All transporters showed alterations in their expression levels from the duodenum to the sigmoid colon. The ranking of transporter gene expression in the duodenum was ABCC3 >> ABCB1 > ABCC2 > ABCC5 > ABCC4 > ABCC1. In the terminal ileum, the ranking order was as follows: ABCB1 > ABCC3 >> ABCC1 ~ ABCC5 ~ ABCC4 > ABCC2. In all segments of the colon (ascending, transverse, descending, and sigmoid), the transporter gene expression showed the following order: ABCC3 >> ABCB1 > ABCC4 ~ ABCC5 > ABCC1 >> ABCC2 [START_REF] Anglicheau | Association of the multidrug resistance-1 gene single-nucleotide polymorphisms with the tacrolimus dose requirements in renal transplant recipients[END_REF].

Under normal conditions, only low levels of ABCC3 are found in the liver; however, strong ABCC3 staining was observed in hepatocytes from ABCC2-deficient Dubin-Johnson patients [START_REF] Siegsmund | Association of the P-glycoprotein transporter MDR1(C3435T) polymorphism with the susceptibility to renal epithelial tumors[END_REF]. This has been demonstrated in rodent models of DJS (e.g., the EHBR rat), in which ABCC3 mRNA and protein expression in the liver and the kidney are increased significantly [START_REF] Goto | T polymorphism in the MDR1 gene affects the enterocyte expression level of CYP3A4 rather than Pgp in recipients of living-donor liver transplantation[END_REF].

Furthermore, induction of Abcc3 also occurs in cholestatic rat [START_REF] Yanagimachi | Influence of CYP3A5 and ABCB1 gene polymorphisms on calcineurin inhibitor-related neurotoxicity after hematopoietic stem cell transplantation[END_REF] and human livers [START_REF] Siegsmund | Association of the P-glycoprotein transporter MDR1(C3435T) polymorphism with the susceptibility to renal epithelial tumors[END_REF][START_REF] Drescher | MDR1 gene polymorphisms and disposition of the P-glycoprotein substrate fexofenadine[END_REF], which further supports upregulation of Abcc3 as a protective mechanism (i.e., bilirubin and metabolite removal) when ABCC2 is either absent or nonfunctional. In fact, ABCC2 and ABCC3 expression was inversely correlated under conditions of reduced ABCC2 expression. ABCC3 is a highly inducible retrograde transporter that can efflux organic anions from hepatocytes into blood for eventual excretion into urine (144,[START_REF] Haas | Pharmacogenetics of long-term responses to antiretroviral regimens containing Efavirenz and/or Nelfinavir: an Adult Aids Clinical Trials Group Study[END_REF]. Furthermore, its localization on basolateral membranes of cholangiocytes and enterocytes suggests that ABCC3 may also be involved in the recirculation of bile salts from these cells into the blood (enterohepatic circulation). Nevertheless, two recent reports have presented controversial data, showing that bile acid homeostasis is not perturbed in Abcc3-/-mice [START_REF] Von Ahsen | No influence of the MDR-1 C3435T polymorphism or a CYP3A4 promoter polymorphism (CYP3A4-V allele) on doseadjusted cyclosporin A trough concentrations or rejection incidence in stable renal transplant recipients[END_REF][START_REF] Min | T mutation in exon 26 of the human MDR1 gene and cyclosporine pharmacokinetics in healthy subjects[END_REF].

ABCC4

ABCC4 is expressed at low levels in a variety of human tissues with high levels occurring in pituitary cells [START_REF] Balram | Frequency of C3435T single nucleotide MDR1 genetic polymorphism in an Asian population: phenotypic-genotypic correlates[END_REF], lung, prostate, and proximal tubules in the kidney [START_REF] Yates | The effect of CYP3A5 and MDR1 polymorphic expression on cyclosporine oral disposition in renal transplant patients[END_REF][START_REF] Jiang | Meta-analysis of the effect of MDR1 C3435T polymorphism on cyclosporine pharmacokinetics[END_REF][START_REF] Taubert | Impact of P-glycoprotein on clopidogrel absorption[END_REF][START_REF] Kerb | The predictive value of MDR1, CYP2C9, and CYP2C19 polymorphisms for phenytoin plasma levels[END_REF][START_REF] Kodaira | Effect of MDR1 C3435T polymorphism on lansoprazole in healthy Japanese subjects[END_REF][START_REF] Roberts | A common P-glycoprotein polymorphism is associated with nortriptyline-induced postural hypotension in patients treated for major depression[END_REF][START_REF] Pauli-Magnus | No effect of MDR1 C3435T variant on loperamide disposition and central nervous system effects[END_REF][START_REF] Putnam | Effect of the MDR1 C3435T variant and Pglycoprotein induction on dicloxacillin pharmacokinetics[END_REF][START_REF] Goh | Explaining interindividual variability of docetaxel pharmacokinetics and pharmacodynamics in Asians through phenotyping and genotyping strategies[END_REF]. ABCC4 was clearly localized by confocal laser scanning microscopy to the luminal side of brain capillary endothelial cells. The ABCC4 protein was also detected in astrocytes of the subcortical white matter (57). ABCC4 can also release prostaglandins from cells, thus suggesting its involvement in inflammatory processes (72).

The accumulation of adefovir and tenofovir in kidney was significantly greater in Abcc4 knockout mice, suggesting that ABCC4 is involved in the luminal efflux of both adefovir and tenofovir [START_REF] Yoo | Population pharmacokinetic analysis of cilostazol in healthy subjects with genetic polymorphisms of CYP3A5, CYP2C19 and ABCB1[END_REF]. ABCC4 is relatively highly expressed at the blood-brain barrier (BBB), suggesting that ABCC4 may play a role in nucleotide penetration or retention in the brain [START_REF] Zhao | Effects of CYP3A5, MDR1 and CACNA1C polymorphisms on the oral disposition and response of nimodipine in a Chinese cohort[END_REF][START_REF] Yin | Effect of multidrug resistance gene-1 (ABCB1) polymorphisms on the single-dose pharmacokinetics of cloxacillin in healthy adult Chinese men[END_REF]. ABCC4, 5, and 11 are efflux transporters of cGMP and cAMP. Thus, these transporters may play roles in the regulation of intracellular levels of cyclic nucleotides, which are important as "second messengers" of intracellular signalling. The membrane localization of ABCC4 in polarized cells remains unresolved. Although ABCC4 was found in the basolateral membrane of tubuloacinar cells of the prostate [START_REF] Gex-Fabry | CYP2D6 and ABCB1 genetic variability: influence on paroxetine plasma level and therapeutic response[END_REF] and in the sinusoidal membrane of human, rat, and mouse hepatocytes [START_REF] Kafka | Polymorphism C3435T of the MDR-1 gene predicts response to preoperative chemotherapy in locally advanced breast cancer[END_REF][START_REF] Siddiqui | Association of multidrug resistance in epilepsy with a polymorphism in the drugtransporter gene ABCB1[END_REF], ABCC4 was localized in the apical membranein kidney proximal tubule epithelia [START_REF] Zhao | Effects of CYP3A5, MDR1 and CACNA1C polymorphisms on the oral disposition and response of nimodipine in a Chinese cohort[END_REF][START_REF] Yin | Effect of multidrug resistance gene-1 (ABCB1) polymorphisms on the single-dose pharmacokinetics of cloxacillin in healthy adult Chinese men[END_REF]. It has also been reported at low expression in the liver, suggesting that the role of ABCC4 in hepatic transport is minor under basal conditions.

Furthermore, using Abcc4-/-mice as a model system, and the nucleotide analogue (PMEA) as a probe, Kruh et al. [START_REF] Brumme | Influence of polymorphisms within the CX3CR1 and MDR-1 genes on initial antiretroviral therapy response[END_REF] demonstrated the ability of ABCC4 to function in vivo as an endogenous resistance factor. Abcc4-null mice treated with PMEA exhibit increased lethality associated with marked toxicity in bone marrow, spleen, thymus, and gastrointestinal tract. An increase of PMEA penetration into the brain was also observed in Abcc4-/-mice, suggesting that the pump may be a component of the BBB for nucleoside-based analogues (164).

ABCC5

ABCC5 is expressed in almost every tissue of the human body, with highest expression in skeletal muscle followed by the brain (Figs. 2.7 and 2.8) [START_REF] Yates | The effect of CYP3A5 and MDR1 polymorphic expression on cyclosporine oral disposition in renal transplant patients[END_REF][START_REF] Haas | MDR1 gene polymorphisms and phase 1 viral decay during HIV-1 infection: an adult AIDS Clinical Trials Group study[END_REF]. ABCC5 in mice is predominantly expressed in the brain with significant expression in gonads, placenta, lung, and stomach. ABCC5 is preferentially localized in the basal membrane of syncytiotrophoblasts and in and around fetal vessels. Transcripts of ABCC5 decrease with gestational age [START_REF] Nasi | MDR1 C3435T genetic polymorphism does not influence the response to antiretroviral therapy in drug-naive HIV-positive patients[END_REF]. ABCC5 was clearly located at the luminal side of brain capillary endothelial cells and was also detected in astrocytes of the subcortical white matter and in pyramidal neurons (57).

The tissue expression of mouse ABCC5 is reported to be similar to that in humans and rats [START_REF] Verstuyft | Digoxin pharmacokinetics and MDR1 genetic polymorphisms[END_REF][START_REF] Winzer | No influence of the P-glycoprotein polymorphisms MDR1 G2677T/A and C3435T on the virological and immunological response in treatment naive HIV-positive patients[END_REF][START_REF] Ciccacci | Nevirapine-induced hepatotoxicity and pharmacogenetics: a retrospective study in a population from Mozambique[END_REF]. ABCC5 knockout mice are healthy and fertile and do not show any observable physiological dysfunctions. Even if the substrate pattern of ABCC5 is much narrower than that of ABCC4, ABCC5 serves as a transporter for organic anions and drugs, including vincristine, LTC4, etoposide, PMEA, or daunorubicin [START_REF] Putnam | Effect of the MDR1 C3435T variant and Pglycoprotein induction on dicloxacillin pharmacokinetics[END_REF][START_REF] Goh | Explaining interindividual variability of docetaxel pharmacokinetics and pharmacodynamics in Asians through phenotyping and genotyping strategies[END_REF][START_REF] Haas | Pharmacogenetics of efavirenz and central nervous system side effects: an Adult AIDS Clinical Trials Group study[END_REF][START_REF] Lara | Phase III trial of irinotecan/cisplatin compared with etoposide/cisplatin in extensive-stage small-cell lung cancer: clinical and pharmacogenomic results from SWOG S0124[END_REF][START_REF] Gow | Substrate-dependent effects of human ABCB1 coding polymorphisms[END_REF]. ABCC5 is routed to the basolateral membrane in polarized cells, including ABCC5-transfected MDCKII cells.

ABCC6

Although expression levels of ABCC6 are consistently and constitutively high in the liver of humans, mice, and rats, the functional significance of this expression still remains poorly understood. In the liver, ABCC6 is localized to both the basolateral (high level) and canalicular (low level) plasma membranes of hepatocytes [START_REF] Tanabe | Expression of P-glycoprotein in human placenta: relation to genetic polymorphism of the multidrug resistance (MDR)-1 gene[END_REF][START_REF] Kimchi-Sarfaty | Functional characterization of coding polymorphisms in the human MDR1 gene using a vaccinia virus expression system[END_REF][START_REF] Kroetz | Sequence diversity and haplotype structure in the human ABCB1 (MDR1, multidrug resistance transporter) gene[END_REF][START_REF] Jeong | Function-altering SNPs in the human multidrug transporter gene ABCB1 identified using a Saccharomyces-based assay[END_REF].

ABCC6 was initially cloned from rat liver [START_REF] Yanagimachi | Influence of CYP3A5 and ABCB1 gene polymorphisms on calcineurin inhibitor-related neurotoxicity after hematopoietic stem cell transplantation[END_REF] and has been subsequently cloned in humans and mice [START_REF] Tanabe | Expression of P-glycoprotein in human placenta: relation to genetic polymorphism of the multidrug resistance (MDR)-1 gene[END_REF][START_REF] Kroetz | Sequence diversity and haplotype structure in the human ABCB1 (MDR1, multidrug resistance transporter) gene[END_REF][START_REF] Kioka | P-glycoprotein gene (MDR1) cDNA from human adrenal: normal P-glycoprotein carries Gly185 with an altered pattern of multidrug resistance[END_REF]. The mouse and rat ABCC6 orthologs show greater than 78% amino-acid identity with human ABCC6. Mutations in the ABCC6 gene have been implicated in the etiology of PXE, a hereditary connective tissue disorder characterized by loss of tissue elasticity (affecting skin, retina, and blood vessels) [START_REF] Parathyras | A pharmacogenetic study of CD4 recovery in response to HIV antiretroviral therapy in two South African population groups[END_REF][START_REF] Kato | ABCB1 (MDR1) gene polymorphisms are associated with the clinical response to paroxetine in patients with major depressive disorder[END_REF][START_REF] Mathijssen | Irinotecan pathway genotype analysis to predict pharmacokinetics[END_REF][START_REF] Bellusci | MDR1 3435T and 1236T alleles delay disease progression to pediatric AIDS but have no effect on HIV-1 vertical transmission[END_REF]. The phenotype of the Abcc6-/mouse shares calcification of elastic fibers with the human PXE disease, which makes this model a useful tool to further investigate the etiology of PXE [START_REF] Lee | MDR1 genetic polymorphisms and comparison of MDR1 haplotype profiles in Korean and Vietnamese populations[END_REF]. Abcc6/1(-/-) and Abcc6/3(-/-) double knockout mice exhibited connective tissue mineralization similar to that observed in Abcc6(-/-) mice [START_REF] Ansermot | Influence of ABCB1 gene polymorphisms and P-glycoprotein activity on cyclosporine pharmacokinetics in peripheral blood mononuclear cells in healthy volunteers[END_REF], suggesting that Abcc1 and Abcc3 do not modulate the effects of Abcc6 in this mouse model.

The physiological importance of ABCC6 expression in the liver remains to be further elucidated. The only ABCC6 substrate identified thus far is BQ123, a cyclopentapeptide antagonist of the endothelin receptor [START_REF] Mathijssen | Irinotecan pathway genotype analysis to predict pharmacokinetics[END_REF]. Because of its constitutive expression in the liver and its capacity to transport BQ123, ABCC6 was suggested to function as a transporter for small peptides involved in cellular signaling and/or autocrine or paracrine regulation of hepatocellular functions [START_REF] Tanabe | Expression of P-glycoprotein in human placenta: relation to genetic polymorphism of the multidrug resistance (MDR)-1 gene[END_REF][START_REF] Mathijssen | Irinotecan pathway genotype analysis to predict pharmacokinetics[END_REF]. Chinese hamster ovary cells transfected with ABCC6 cDNA show increased resistance to a variety of anticancer agents, including etoposide, doxorubicin, daunorubicin, and cisplatin, but not to vincristine or vinblastine [START_REF] Mathijssen | Irinotecan pathway genotype analysis to predict pharmacokinetics[END_REF].

ABCC10

Information on the ABCC10 protein expression pattern in tissues has not yet been reported. Using reverse transcriptase polymerase chain reaction, ABCC10 transcripts were detected in most tissues with relatively higher levels reported in the pancreas, testis, colon, spinal cord, tonsils, lung, trachea, and skin (42), with significant intestinal expression and moderate expression in the liver, ovary, uterus, and placenta (42,[START_REF] Shon | Effect of itraconazole on the pharmacokinetics and pharmacodynamics of fexofenadine in relation to the MDR1 genetic polymorphism[END_REF]. Two Abcc10 genes have also been identified in mice (Mrp7A and Mrp7B). They show more than 80% aminoacid similarity with their human counterparts [START_REF] Tang | Distinct haplotype profiles and strong linkage disequilibrium at the MDR1 multidrug transporter gene locus in three ethnic Asian populations[END_REF]. Murine Abcc10 is 84% identical to ABCC10. Its transcript is expressed in many tissues with highest levels in the testis, ovary, gut, kidney, and lung (42,[START_REF] Verstuyft | Digoxin pharmacokinetics and MDR1 genetic polymorphisms[END_REF][START_REF] Saito | Detection of the four sequence variations of MDR1 gene using TaqMan MGB probe based real-time PCR and haplotype analysis in healthy Japanese subjects[END_REF]. Rat Abcc10 transcripts were reported to have been expressed in the liver, kidney, and ileum [START_REF] Sai | Haplotype analysis of ABCB1/MDR1 blocks in a Japanese population reveals genotype-dependent renal clearance of irinotecan[END_REF].

ABCC10 transports anticancer compounds, estrogen-glucuronides, and leukotrienes (42,[START_REF] Shon | Effect of itraconazole on the pharmacokinetics and pharmacodynamics of fexofenadine in relation to the MDR1 genetic polymorphism[END_REF][START_REF] Chowbay | Genetic polymorphisms in MDR1 and CYP3A4 genes in Asians and the influence of MDR1 haplotypes on cyclosporin disposition in heart transplant recipients[END_REF]. Fluorescence in situ hybridization indicated that ABCC10 gene maps to chromosome 6p12-21 in proximity to several genes associated with glutathione conjugation and synthesis, suggesting its involvement in phase III (cellular extrusion) of detoxification. ABCC10 transports estradiol-17β-glucuronide that was susceptible to competitive inhibition by LTC4, glycolithocholate 3-sulfate, MK571, and lipophilic agents (cyclosporine A). Of the inhibitors tested, LTC4 was the most potent, in agreement with the possibility that it is a substrate of the pump [START_REF] Shon | Effect of itraconazole on the pharmacokinetics and pharmacodynamics of fexofenadine in relation to the MDR1 genetic polymorphism[END_REF]. Drug resistance to docetaxel and, to a lesser degree, paclitaxel, vincristine, and vinblastine was reported [START_REF] Woodahl | Multidrug resistance gene G1199A polymorphism alters efflux transport activity of P-glycoprotein[END_REF]. ABCC10 does not transport methotrexate, DNP-SG, monovalent bile salts (glycocholic acid and taurocholate), or cyclic nucleotides (cAMP and cGMP) [START_REF] Shon | Effect of itraconazole on the pharmacokinetics and pharmacodynamics of fexofenadine in relation to the MDR1 genetic polymorphism[END_REF]. Further studies examining substrate specificity, subcellular localization, and physiological function are needed to clarify the role, if any, that ABCC10 may play in the development of the MDR phenotype in salivary gland adenocarcinoma cell lines (189).

ABCC11

In spite of contradictory data about ABCC11 transcript expression in tissues (Figs. 2.7 and 2.8), ABCC11 levels are expressed in a variety of human tissues, including normal breast, ovary, lung, testis, kidney, liver, colon, and brain (43)(44)(45). In transfected MDCKII and HepG2 cells, ABCC11 is localized at the apical pole [START_REF] Soranzo | Identifying candidate causal variants responsible for altered activity of the ABCB1 multidrug resistance gene[END_REF]. Despite extensive searches within the mouse genome, a murine ABCC11 ortholog was not found [START_REF] Poonkuzhali | Association of breast cancer resistance protein/ABCG2 phenotypes and novel promoter and intron 1 single nucleotide polymorphisms[END_REF].

ABCC11 mediates transport of estradiol-17β-glucuronide, dehydroepiandrosterone 3-sulfate, as well as LTC4 and the monoanionic bile acids taurocholate and glycocholate, but not prostaglandin E1 or E2 [START_REF] Soranzo | Identifying candidate causal variants responsible for altered activity of the ABCB1 multidrug resistance gene[END_REF][START_REF] Cha | Single nucleotide polymorphism in ABCG2 is associated with irinotecan-induced severe myelosuppression[END_REF]. Because ABCC11-transfected cells show no resistance to vincristine, doxorubicin, etoposide, or taxol, it is unlikely these compounds are its substrates. Taken altogether, the resistance profiles of ABCC4, ABCC5, and ABCC11 are similar but not completely identical. In ABCC11-transfected LLC-PK1 cells, ABCC11 is responsible for resistance to the pyrimidine analogs 5′-fluoro-5′-deoxyuridine, 5′-fluorouracil, and 5′-fluoro-2′-deoxyuridine. As 5-fluorouracil is an essential component in the treatment of breast, colon, and head-and-neck tumors, expression of ABCC11 in those types of cancers would be of particular interest. It is worth mentioning that breast cancer is a hormonally responsive tumor and ABCC11 is able to transport steroid sulphates. Recently, the notion that expression of ABCC11 in estrogen receptor α-positive breast cancers may contribute to decreased sensitivity to chemotherapy combinations that include 5-fluorouracil was reported [START_REF] Warren | Genetic variation in efflux transporters influences outcome to methotrexate therapy in patients with psoriasis[END_REF]. Consequently, ABCC11 may be a potential predictive tool in the choice of anticancer therapies in estrogen receptor positive breast cancers. Additional studies, including protein expression studies in tumors, should be carried out to characterize the potential contribution of ABCC11 to the chemosensitivity of these cancers.

In the study of eight families, the chromosomal localization of the paroxysmal kinesigenic choreoathetosis (PKC) critical region is 16p11.2-q12, a section where the ABCC11 gene is localized. PKC, the most frequently described type of paroxysmal dyskinesia, is characterized by recurrent, brief attacks of involuntary movements induced by sudden voluntary movements. This disease was linked to ABCC11 mutations. Consequently, several studies suggested that specific mutations of ABCC11 could be related to this hereditary disorder. However, recently, it has been demonstrated that mutations of ABCC11 can be ruled out as the cause of PKC [START_REF] Imai | C421A polymorphism in the human breast cancer resistance protein gene is associated with low expression of Q141K protein and low-level drug resistance[END_REF].

A surprising physiological function of ABCC11 has been found by two interesting genetic analyses. For the first time, genetic evidence was observed for an association between the degree of apocrine colostrum secretion and human earwax type. Earwax (cerumen) is secreted by ceruminous apocrine glands. Human earwax consists of wet and dry types. Dry earwax, which lacks cerumen, is frequent in East Asians, whereas wet earwax is common in other populations. Earwax type is a Mendelian trait, with wet earwax dominant to the dry type. Yoshiura et al. determined that a single nucleotide polymorphism at nucleotide 538 (538G→A; 180Gly→Arg) of the ABCC11 gene (rs17822931) is responsible for determination of earwax type [START_REF] Tamura | Re-evaluation and functional classification of non-synonymous single nucleotide polymorphisms of the human ATP-binding cassette transporter ABCG2[END_REF]. The AA genotype corresponds to dry earwax, and GA and GG to the wet type. In membrane vesicle assays from transfected cells with ABCC11 180Gly (wild-type) or ABCC11 180 Arg (variant), cells with allele Arg show a lower excretory activity for cGMP than those with allele Gly. Furthermore, frequency of women without colostrum among dry-type women was significantly higher than that among wet-type women (p < 0.0002) [START_REF] Mizuarai | Single nucleotide polymorphisms result in impaired membrane localization and reduced atpase activity in multidrug transporter ABCG2[END_REF]. Consequently, ABCC11 may be crucial in the lactation process. Furthermore, similarly to ABCC3 and ABCC5 transporters, ABCC11 expression can be downregulated in vitro by estrogen in mammary cells [START_REF] Warren | Genetic variation in efflux transporters influences outcome to methotrexate therapy in patients with psoriasis[END_REF][START_REF] Morisaki | Single nucleotide polymorphisms modify the transporter activity of ABCG2[END_REF]. This specific ABCC11 regulation likely involved estrogen receptor α [START_REF] Warren | Genetic variation in efflux transporters influences outcome to methotrexate therapy in patients with psoriasis[END_REF]. These ABCC regulations by estrogen in estrogen receptors α-positive cells may suggest that the hormonal environment may have an impact on mammary gland function.

ABCC12

Little is known about the ABCC12 protein. The gene has two major transcripts of 4.5 and 1.3 kb. In breast cancer, normal breast, and testis, the ABCC12 gene transcript is 4.5 kb in size and encodes a 100-kDa protein. In other tissues including the brain, skeletal muscle, and ovary, the transcript size is 1.3 kb. This smaller transcript encodes a nucleotide-binding protein of approximately 25 kDa in size (44,45,[START_REF] Zamber | Natural allelic variants of breast cancer resistance protein (BCRP) and their relationship to BCRP expression in human intestine[END_REF]. Because the 4.5-kb RNA is highly expressed in breast cancer and not expressed at detectable levels in essential normal tissues, ABCC12 could be a useful target for the immunotherapy of breast cancer. The unusual topology of the two variants of ABCC12 suggests that they may have a different function from other family members. In testis, the transcript has been localized to Sertoli cells of the seminiferous tubules, with lower levels in Leydig cells. ABCC12 mRNA is also widely expressed in fetal tissues such as liver, spleen, kidney, and lung (44). The mouse abcc12 gene was expressed at high levels exclusively in the seminiferous tubules in the testis [START_REF] Poonkuzhali | Association of breast cancer resistance protein/ABCG2 phenotypes and novel promoter and intron 1 single nucleotide polymorphisms[END_REF].

Transport activity of ABCC12 as well as localization in polarized cells remain to be examined. With the recent identification of the murine ortholog, the generation of a knockout mouse would be useful regarding the physiological significance of ABCC12 [START_REF] Poonkuzhali | Association of breast cancer resistance protein/ABCG2 phenotypes and novel promoter and intron 1 single nucleotide polymorphisms[END_REF]. 
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INTRODUCTION

Among the members of the ATP-binding cassette (ABC) transporter superfamily, MRP8/ABCC11 (MultiDrug Resistance Protein 8) is a full-length ABC transporter associated with resistance to methotrexate and fluoropyrimidines, two classes of agents widely used for breast cancer treatments [1,2]. ABCC11 transcripts were overexpressed in estrogen receptor (ER)-positive breast cancers [3]. As apically expressed, ABCC11 proteins are likely to play a significant role in absorption, distribution and elimination of its substrates [4]. ABCC11mediated transport of anticancer drugs, combined with its expression levels in a hormonallyregulated breast tissue, suggest that the pump expression may be regulated by xenobiotics. Dexamethasone (DEX), a potent anti-inflammatory factor, has already found very broad clinical applications for treatment of diverse conditions, ranging from associated diseases and asthma to cancer therapy [5]. DEX is a well-known activator of numerous signal transduction and molecular gene-regulation pathways. It frequently involves nuclear receptors, including pregnane X receptor (PXR), glucocorticoid receptor (GR) and progesterone receptor (PR) [6]. The aim of this work was to determine whether a DEX treatment may lead to any change in the expression level of ABCC11 protein in MCF7 breast cancer cells, an endocrine-related cell model.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and Cell Lines -DEX, PROG, clotrimazole and pregnenolone 16αcarbonitrile (PCN) were purchased from Sigma Aldrich (France). TRIZol RNA extraction kit, murine moloney leukemia virus reverse transcriptase (MMLV-RT), Taq DNA polymerase, complete high-glucose Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), L-glutamine and penicillin-streptomycin were manufactured by Gibco (France), and fetal bovine sera by PAN Biotech GmbH (Aidenbach, Germany). To avoid interference by steroids present in classical media, cell lines were first purged for 4 days in DMEM without phenol red, supplemented with 3% steroid-depleted, dextran-coated and charcoal-treated, fetal calf serum (DCC medium). The culture media were then used in either presence or absence of various molecules as described in Honorat et al (2008) [3]. We used (PR-positive, ER-positive, GRpositive and PXR-positive) MCF7 and (PR-negative, ER-negative, GR-positive and PXRpositive) MDA-MB231 cells stably transfected with both empty pBK-CMV and pSG5plasmids (called pSG5-MDA-MB231). The last cell line is derived from MDA-MB-231 cells and displays a similar phenotype about PR and ER status.

Breast tumor samples -All experimental procedures were performed in compliance with french laws and regulations and were approved by the Ethics Committee. Sixty primary tumors from patients, with no therapy prior to surgery, were collected from postmenopausal women at the Pathology Department of Val d'Aurelle Cancer Center (Montpellier, France) [7]. The malignancy of infiltrating carcinomas was scored according to the histological prognostic system of Scarff-Bloom-Richardson [8]. The ER positive status was determined at the protein level by a radio-ligand binding assay (with a cut-off level for positivity set at 10 fmol/mg of protein according to the WHO typing system) and confirmed by an ER quantitative RT-PCR assay. The PR status was measured at the protein level by a binding assay as previously described [9]. In parallel, normalized data from an independent cohort of 245 breast tumors (Bittner_breast's study) were extracted from the GEO web site. ABCC11 expression levels were analyzed in breast tumors whose PR and ER clinical status were indicated (mostly defined by immunohistochemistry (IHC)).

Quantitative real-time RT-PCR (QRT-PCR)

-Total mRNA extraction and QRT-PCR were performed as described in Honorat et al. (2008) [3].

Immunoblotting and quantification -Protein expression was analysed by immunoblotting analysis as previously described [3]. Densitometry was performed using the ImageJ® software.

Statistical analysis -Data were analyzed for statistical significance using either Mann Whitney's test or Student's t test. Differences with P-values < 0.05 were considered as statistically significant.

RESULTS AND DISCUSSION

The expression levels of ABC transporters are highly regulated by xenobiotics, including estrogens, PROG and DEX [2]. These regulations may control the availability of many substrates, including anticancer drugs, by either increasing or decreasing their elimination from cells. They can influence the cell sensitivity to their substrates. Consequently, we characterized DEX regulation pathways of ABCC11 in PR-positive MCF7 cells. For the first time, ABCC11 expression levels were shown to be increased in a time-dependent manner by 5 µM DEX, with a trend towards higher ABCC11 levels after a 24-h exposure, and a maximal and significant induction after 48-72 h (Figure 1A) in DEX-treated cells compared to vehicletreated cells. Furthermore, DEX strongly enhanced ABCC11 mRNA levels in a dose-dependent manner (Figure 1B). ABCC11 mRNA amounts were slightly up-regulated after 48h exposure to a very low DEX concentration (0.001 µM, Figure 1B); higher concentrations (0.05 µM) were however required to reach a maximal and significant induction. The molecular mechanisms of ABCC11 regulation were further explored by demonstrating that, in MCF7 cells, the physiological PR ligand PROG regulated ABCC11 expression in the same way as DEX, while DEX and PROG did not modify ABCC11 expression in PR-negative pSG5-MDA-MB-231 breast cells. PROG at 15 µM induced ABCC11 gene expression in MCF7 cells, whereas no regulation was observed in PR-negative pSG5-MDA-MB-231 cells (Figure 2A). In agreement, by immunoblotting, both DEX and PROG increased ABCC11 protein expression, by at least 2-fold, in comparison to the vehicle control (Figure 2B). Additional bands, observed below 116 kDa, were probably due to proteolytic degradation of ABCC11 as described by Bortfeld and al [4]. DEX can activate PR-signalling pathways [6,10]. Since ABCC11 regulation by DEX and PROG only occurred in PR-positive MCF7 cells and not in PR-negative pSG5-MDA-MB-231 cells, we hypothesized that the effects of DEX and PROG on ABCC11 expression could be partially related to PR-signalling pathways. Interestingly, by in silico analysis of the human ABCC11 promoter region (-5000, chr16: 38685979-), we found two progesterone-response elements (PRE). Based upon the observation that ABCC11 expression levels were up-regulated by DEX, we next evaluated whether ABCC11 expression was also regulated by other ligands of GR and PXR. PCN is known as a weak hPXR activator and as a potential GR antagonist [11][12][13]. PCN at 5 µM and 10 µM strongly decreased ABCC11 expression in MCF7 cells and had no effect in MDA-MB-231 cells (Figure 3). Though MDA-MB-231 cells strongly expressed GR, no effects of either DEX or PROG were observed on ABCC11 expression (Figure 2A). The default of PCN, DEX and PROG effects via GR in MDA-MB-231 cells may be directly related to the "cellular context". Indeed, GR may regulate gene transcription by various mechanisms: synergistic activity where transcription factors bound at other DNA sites cooperate with ligand-activated GR bound to a consensus glucocorticoid-response element (GRE); interference with the actions of other transcription factors (e.g., AP-1 and NF-κB) through protein-protein interactions, which does not require GR binding to DNA; and either repression or stimulation via requisite interactions of GR with other transcription factors all bound at so-called composite GREs [14][15][16]. DEX had been demonstrated to increase c-fms transcript and protein levels in breast cells (SKBR3 and BT20), but not in others (MCF7) [17]. Consequently, in MCF7 cells, the involvement of GR-signalling pathways could not be completely excluded and is somehow suggested by the GRE motif revealed in the in silico analysis of the human ABCC11 promoter region (-5000) using the Genomatix software. Finally, we used clotrimazole, a powerful human PXR ligand to explore PXR signalling pathways. Clotrimazole at 5-10 µM did not produce a major effect on ABCC11 expression in MCF7 cells and had no effect on ABCC11 expression in MDA-MB231 cells (Figure 3). In addition, little is known about PROG direct interaction with PXR-signalling pathway, and PCN and DEX were relatively weak activators of human PXR as compared to clotrimazole.

Although PCN weakly decreased ABCC11 expression in PXR-positive MCF7 cells, no regulatory effect was observed in PXR-positive MDA-MB-231 cells. We may then suggest that PXR-signalling pathway was likely not directly involved in ABCC11 regulation by DEX and PROG. The overall results suggest that regulation of ABCC11 expression by PROG and DEX is at least partially linked to PR signalling pathways. Currently, the PR-positive status of breast tumors is recognized as an important indicator of the likelihood of response to endocrine agents [18]. Approximately two-thirds of breast cancers express the estrogen receptor alpha (ERα), some of them being PR-negative. PR absence significantly correlated with a less differentiated phenotype of breast tumors [18]. Based upon our in vitro observation, we evaluated whether there was any correlation between ABCC11 expression and PR status in 60 breast cancers from postmenopausal women (fully described [3,7]). In this local cohort of patient, the PR and ER status were evaluated at the protein level by binding assays [7]. Significantly higher ABCC11 mRNA levels were observed in PR positive tumors than in PR-negative samples (ABCC11 levels were approximately 6-fold higher in the PR-positive groups than in the PR-negative groups; p = 0.014 Mann Withney's test (Table 1)). To confirm those observations, we extracted and analysed the normalized data of ABCC11 expression level of 245 breast tumors from an independent cohort (Bittner_breast's study from the GEO web site). We only retained breast tumors whose PR and ER clinical status, mostly defined by immunohistochemistry (IHC), were indicated. We validated a positive association between PR status and ABCC11 expression levels in this larger cohort of breast tumors (Table 1; p = 0.003).

We previously observed a high significant ABCC11 mRNA levels in breast cancer tumors possessing high levels of ERα compared to those having low levels [3]. We validated a positive association between ABCC11 expression level and ER status in Bittner's breast cohort (n = 159; ER-negative tumors; n = 86 ; ER-positive tumors; p = 0.0004 Mann Whitney's test). We decided to carry out sub-classes of tumors according their ER status. In our tumor cohort, the ABCC11 mRNA level difference between breast tumors according to PR-status was only found significant in patients with ER-negative status. ABCC11 expression levels were approximately 11-fold higher in the ER-/PR+ sub-group than in ER-/PR-patient (p=0.009 ; Mann Whitney's test). While not reaching significant difference (p = 0.076), a tendency had been found in the ER-negative sub-group of Bittner's Breast cohort. The median ratio between PR-/PR+ was approximately 9-fold (Table 1). This might be directly related to the tiny number of ER-/PR+ tumors (n=3). Since this repartition is representative of clinical situation (ER-positive status is frequently associated with PR-positive status), this observation fully justify the limited number of ER-/PR+ tumors in studied clinical cohorts. By contrast, in both cohorts, tumors with ER-positive status did not show any correlation between ABCC11 expression levels and PR status (Table 1). This suggests that in ER-positive breast tumors, the ER status is mainly associated in ABCC11 mRNA levels, while in ERnegative breast tumors ABCC11 expression levels are associated with PR-status.

Table 1 -Relationships between ABCC11 mRNA expression, PR-status and ER-status in breast tumors from postmenopausal patients.

CONCLUSION

Currently, breast chemotherapies frequently include 5-FU (metabolized in cells to 5FdUMP, which is an ABCC11 substrate). Interestingly, Park et al. studied the relationship between ABC transporter gene expression and chemotherapy responsiveness in early breast cancer patients who underwent sequential weekly paclitaxel/FEC (5-FU, epirubicin and cyclophosphamide) neoadjuvant therapy. Several ABC transporters including ABCC5 and ABCC11 showed significant increased expression in the residual disease [19]. Taken altogether, the association between PR and ABCC11, in a sub-group of breast tumors with low expression of ER, highlighted how ABCC11 might constitute a putative marker of 5-FU anticancer resistance. Furthermore, by altering ABCC11 expression levels, DEX, an adjuvant anticancer drug, may significantly contribute to chemo-resistance mechanisms to ABCC11 substrates. High expression levels of ABCC11 in PR-positive breast tumors with low expression of ER alpha may contribute to a decreased sensitivity to chemotherapeutic combinations containing 5-FU. Future work is needed to investigate this point.

REVISION Editor's comment

Since one of the main points of discussion in the paper is the relationship to progesterone receptor, and as estrogen receptor is also mentioned throughout, I feel that it would be appropriate to add into the methodology some further information regarding the technique and the cut-off for determination of these important features (rather than simply a reference to another of your papers, in which the methodology is mentioned some way down the text). It would seem from the reference, that this was by ligand-binding assay -was this really the case? Was immunohistochemistry not used?

Reviewer's comment

The authors present data suggesting that expression of the ABCC11 gene is upregulated at both RNA and protein levels. The manuscript is generally well written and the conclusions drawn are logical and sound based on the data presented. However, there are some inconsistencies within the manuscript that need to be addressed. Methods Page 3: It is unclear why the MDA-MB-231 cells that have been used have been transfected with empty vectors. Why not use the parental cell line?

Results Pages 4 and 7: Significant and maximal induction of gene expression was achieved with 0.05uM DEX (Figure 1B). In the experiments presented in Figure 2, 5uM DEX was used. Why was this concentration used when 100 fold less would have been enough for maximal induction?

The ponceau stained gel in Figure 2B is off poor quality and not really required with alpha-tubulin being used as a loading control.

Page 9: The whole section describing the patient sample is very confusing. Tumours have been sub-grouped according to ER status (line 8). It is not at all clear where the sub groups of tumours come from. Are these a subgroup of the Bittner's study or a separate group? It is also very unclear whether the previous observations (lines4/5) are based on the Bittner's tumours or a different cohort. This section needs re-writing so that it is clearer and makes more sense. 
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Bien que de nombreuses études biochimiques aient été appliquées pour la caractérisation des transporteurs ABC, à ce jour, très peu d'entre eux ont été cristallisés. La plupart sont d'origine procaryote : 5 importateurs (BtuCD [91], ModBC-A [92], HI1470/1 [93], MalFG/K [94] et MetNI [95]) et 2 exportateurs (Sav1866 [96] et MsbA [97]). La protéine ABCB1 murine correspond au seul transporteur ABC de mammifère dont la structure a été décrite très récemment [98].

La cristallisation de ces protéines membranaires étant un processus difficile, la modélisation par homologie est devenue un outil important pour la caractérisation structurelle des transporteurs ABC humains. Applicable du fait de la forte conservation de la topologie au sein de la famille, cet outil a été largement utilisé pour localiser les sites fonctionnels tels que les sites de liaisons aux substrats, aux nucléotides ou aux inhibiteurs. La génération de tels modèles est également un support important pour la compréhension de certaines données biochimiques ainsi que pour guider les expérimentations.

La structure des importateurs étant différente de celles des exportateurs, la modélisation par homologie des transporteurs humains (tous exportateurs) se basent sur celle des exportateurs procaryotes. Différents modèles ont été créés et font l'objet de la revue qui suit.

→ Publication 7. « ABC transporter structure prediction: Relevance of homology modeling studies » par M. Honorat et coll.

Revue en révision dans Current Drug Metabolism

I. INTRODUCTION

With its 48 members, the human ABC (ATP-Binding Cassette) transporter family is one of the largest and most diverse protein groups found in all organisms, from bacteria to humans. These proteins are classified on the basis of their amino acid residue homology into seven sub-families, from ABCA to ABCG. Since they are often strongly expressed in normal barrier tissues, like blood-brain barrier [1], liver [2] or intestine [3], these transporters are involved in essential physiological processes regulating the elimination of endogenous and exogenous molecules from cells. Some of them are apically expressed and are responsible for xenobiotic elimination from the liver, the kidney and the gastrointestinal tract, and have a protective role at the blood-brain barrier and the testes. Malignant cells exploit multidrug transporters, such as ABCB1, by increasing their expression and function levels. Indeed, some ABC members lead them to escape from the cytotoxic effects of chemotherapy. For example, in acute myeloid leukemia (AML), the patients expressing only one, or none, among ABCB1, ABCC3, and ABCG2 functional proteins had a better prognosis than those expressing two or three of them [4]. Furthermore, ABCB1 and ABCG2 have been found to constitute a predictive factor in patients treated with their substrates, respectively daunorubicin and mitoxantrone [5]. Similar findings were observed in other types of tumors including breast cancer or nasopharyngeal carcinoma [6][7][8].

In mammalian cells, they are responsible for the efflux of an astonishingly large array of endogenous and exogenous xenobiotics. These substrates are structurally and functionally unrelated, defining wide spectra of molecules. For example, they transport out of the cells organic anions, glutathione conjugates, nucleoside analogs or peptides [9]… Altogether, their high-expression levels associated to wide spectra lead to involvement in pharmacological kinetics of many drugs, and resistance to several anticancer agents [9]. ABC transporters are commonly involved in MultiDrug Resistance (MDR) phenotype. Consequently, inhibition of ABC-mediated drug efflux could restore the efficacy of chemotherapy in drug-resistant cancers. Modulation of ABCG2 or ABCC3, in addition to ABCB1, may be necessary in some patients in order to improve the outcome. Presently, three generations of ABCB1 inhibitors have been developed to enhance the effects of chemotherapeutic drugs on MDR cancer cells, both in vitro and in vivo. The third-generation inhibitors of ABCB1 inhibitors, including the anthranilamide derivative tariquidar (XR-9576) and the dibenzosuberane derivative zosuquidar (LY335979), are especially designed for high affinity modulation of transport and low pharmacokinetic interactions.

ABC transporters share similar structural topologies, with 2 MSDs (Membrane Spanning Domain) and 2 NBDs (Nucleotide-Binding Domains). The MSDs are composed by α-helix transmembrane segments (TMs) constituting the way by which substrates cross the membrane. ATP binding and hydrolysis, usually required for substrate transport activity, take place at the level of cytoplasmic NBDs. Different layouts are distinguished to form either full or half-transporters (figure 1). Full transporters contain at least two MSDs and two NBDs, while half-transporters are constituted by only one MSD and one NBD. Although some of ABCC members exhibit an additional N-terminal MSD, called MSD0, their full structures follow an MSD1-NBD1-MSD2-NBD2 arrangement (ABCA, ABCB and ABCC subfamilies). Half-transporters are thought to form at least homodimers such as ABCG2 [10], or heterodimers such as ABCG5-ABCG8 [11], to carry out their transport function. They show either an MSD-NBD arrangement as for ABCB members, or an inverse NBD-MSD arrangement (ABCG) (figure 1). ABCE and ABCF sub-families contain NBDs that likely derive from ABC transporters, but neither the presence of MSDs nor any membrane transport functions have ever been described, suggesting a functional association of NBDs with partners that remain to be identified or a different mechanism where transport is not involved.

In monomeric full transporter or dimeric half-transporters, the MSD tertiary structure leads to the formation of a transmembrane structure usually constituted of 12 TMs. At some steps of the catalytic cycle, the NBDs dimerize, face-to-face and head-to-tail, in a sandwich-like manner. Because of their clinical interest, their activity and transport function have been widely characterized by various biochemical studies. The complete X-ray structures of only one mammalian and two prokaryotic ABC exporters have been determined: mouse ABCB1 [12], Sav1866 [13] and MsbA [14]. Five additional prokaryotic ABC importers have been crystallized, namely BtuCD [15], ModBC-A [16], HI1470/1 [17], MalFG/K [18] and MetNI [19]. Since ABC transporters topology is highly conserved, homology modeling has been widely used to localize functional binding sites such as towards drugs, nucleotides and modulators, and for better understanding the available biochemical data. Homology modeling is a useful tool to help interpretation of experimental biochemical data, and potentially to guide new experimental studies. Since the domain structural organization of importers is not shared by exporters, most of current 3-D homology models of human ABC transporters (which are all exporters) are based on bacterial exporter structures. These ABC 3-D models are necessary for the optimization of inhibitors, and the localization of substrate-binding sites.

Finally, these findings lead to better understand the transport function of ABC transporters.

In this mini-review, we propose a brief overview on the common steps of ABC transporter catalytic cycle and high-resolution crystal 3D-structures of exporters. These basic findings will be useful to understand the following description of in silico models of some ABC transporters (ABCB1, ABCG2 and ABCC members) obtained by homology.

To help biologist and biochemists in generating their own models, we thought necessary to make the current inventory of methods leading to homology modeling strategies. These approaches are greatly used in various biochemistry laboratories to support hypotheses and, in some way, they have been partially validated using mutagenesis approaches of aminoresidues involved in putative binding sites of substrates [20]. Consequently, the complete technical description of methods, procedures and softwares is useful to a wide population of biologists and biochemists that would judge important to display in their own team an in silico model of their target. They will also find both advantages and limits of such a tool.

In the drug discovery field, theses strategies are currently implemented for various metabolism proteins such as cytochrome P450. Recently, the FDA organization (Center for Drug Evaluation and Research (CDER)) decided to include data on the ability of new drugs to be transported. Consequently, they are largely involved in the improvement of these in silico models that need to be highly reliable and powerful to identify whether the molecules are substrates and/or modulators of transporters. Supported by reliable models, since ABC transporters are often poly-specific, industrial companies will likely be able to predict whether it would be taken in charge by one or more transporters. These data will likely predict the ADME parameters of the new drug and then have repercussion on its industrial development.

Currently, homology strategy does not lead to selective model, and this improvement of selectivity will be addressed by the development of more advanced theoretical methods. To support the generation of specific models, additional crystal 3D structures of templates obtained under different conformations and more experimental biochemical data are needed. Furthermore, docking studies resulting from the generated models are discussed, and the relevance of these models is analyzed towards the available biochemical data.

II. TRANSPORT ACTIVITY AND CATALYTIC CYCLE

Since the NBDs are highly conserved among ABC proteins, it is possible to assume a common translocation mechanism. Although high-resolution X-ray structures are available for isolated NBDs (as crystallized under several nucleotide-bound conditions [21] and even for complete transporters like BtuCD [15], Sav1866 [13], MsbA [14], ABCB1 [12] and the maltose transporter MalFG/K [18]), molecular details of conformational changes due to ATP binding and hydrolysis, as well as their transduction to MSDs, yet remains unclear.

II.1 General overview

Numerous mutagenesis studies have been carried out to characterize critical residues involved in ATP binding and hydrolysis functions. Several consensus sequences (Walker A, Walker B and ABC signature) and conserved single residues (within A-loop, Q-loop, D-loop and Hloop) have been identified [22] (figure 2). Within the NBD dimer, the catalytic site is composed by the Walker A motif of the cis-NBD and the ABC signature motif of the trans-NBD both sandwiching the γ-phosphate of ATP (cis for the same monomer, trans for the opposite monomer). The A-loop (containing an aromatic residue, usually a tyrosine) makes contact with the adenine ring of ATP and contributes to the nucleotide-binding affinity of NBD. The H-loop (histidine) directly interacts with the γ-phosphate of ATP, while the Q-loop interacts via a water molecule. The Q-loop is both in contact with the γ-phosphate of ATP and MSD, suggesting its central role in the conformational coupling between NBDs and MSDs. Residues in the D-loop from the cis-NBD make contact with residues in the trans-NBD, and therefore stabilize dimeric interactions. Several biochemical studies have described common bases of the catalytic cycle mechanism. Substrate first binds to a high-affinity state of the protein. Then, thanks to a conformational change inducing a transition to a low-affinity state, substrate is released in the extracellular space. Currently, two models of catalytic cycle are proposed [22]: (1) the "ATP switch model" considers that NBD dimerization induced by ATP binding is responsible for the transition to the low-affinity state; (2) the "occlusion-induced switch model" considers that the ATP-induced dimerization of the NBDs is followed by the tight binding/occlusion of a nucleotide to give the low-affinity state (figure 3). Considering the "ATP switch model", in
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the resting state, one drug is bound at the inner membrane leaflet and the NBDs are distant. ATP binding closes the two NBDs and induces the high-to low-affinity transition (leading to drug release). Two ATP hydrolysis steps occur successively to form ADP and phosphate (Pi). The NBD dimer is consequently destabilized. Then, two phosphates and two ADP are released and the transporter undergoes a new catalytic turnover. According to the "occlusioninduced switch model", in the resting state, one drug is bound at the inner membrane leaflet and the NBDs are separated. ATP binding closes the two NBDs. The occlusion of one ATP induces the high-to-low affinity transition and decreases the affinity for the second ATP. The occluded ATP is hydrolyzed. One hypothesis supports that Pi is then released, ADP is exchanged for ATP and a new drug is bound, suggesting a stoechiometry of one ATP hydrolyzed per catalytic cycle. The other hypothesis considers that the second ATP is also occluded, hydrolyzed and released in the form of Pi and ADP to reset the transporter to its drug-binding competent mode. 

II.2 Insight into molecular mechanisms by molecular dynamic simulation

Molecular dynamic simulation has been used in the sub-millisecond/nanosecond range for describing the ATP binding to NBDs. In that context, Jones et al. carried out molecular dynamic simulations from the X-ray structure of dimeric MJ0796 E171Q mutant (PDB code 1L2T, 1.9 Å resolution) which provided insights into conformational states of the nucleotidebound dimer [23]. Firstly, the 30 ns molecular dynamic simulations of both the apo (nucleotide free), ADP-bound, and ATP-bound states of the isolated monomer were carried out, based on the ATP-bound monomer from the MJ0796 dimer. This molecular dynamic study suggested that interaction of the conserved Gln90 residue with the catalytic magnesium ion (as previously reported for other P-loop-containing ATPases) mediates rotation of the helical sub-domain in response to nucleotide binding and hydrolysis [23]. The side chain of Gln90 could coordinate the active catalytic site [24], and it could act as a sensor of the βphosphate of bound ATP [25]. More recently, Jones et al. carried out a new series of simulations and elastic network analyses to compare equilibrated pre-and post-hydrolysis conformations of the isolated ADP/ATP bound MJ0796 dimer [26]. These simulations revealed a large asymmetrical rotation located in the helical LSGGQ sub-domain of only one of monomers [26]. In the ADP/ATP-loaded dimer, the close contact of LSGGQ signature motif with the ATP γ-phosphate is partially lost because of conformational change characterized by intra-subunit relative rotation of the helical and catalytic domains in the ADP opening of the ADP-bound active site. These data allowed Jones et al. to suggest that this was sufficient for nucleotide exchange. They argued how these simulation findings supported a constant contact model for the function of the NBD dimer in contrast to the switch model previously described, in which the NBDs are proposed to fully dissociate during the catalytic cycle [26]. Similarly, starting with the ATP-bound closed dimer, 50 ns molecular dynamic simulations of four possible combinations with ATP and ADP plus inorganic phosphate were carried out and revealed a possible dimer opening after ATP hydrolysis in the maltose transporter (MalK) NBD dimer [27]. The closed form is stable and can only be maintained in the presence of two bound ATPs. The opening of the interface of the NBD dimer occurs just after the hydrolysis of one ATP, rather than the ADP release from one or both binding sites. This opening is linked to the dissociation of LSGGQ motif from the bound nucleotide, which is induced by rearrangement of Pi and the bound Mg2+ ion in the active site after hydrolysis [27]. In 2010, Oliveira et al. identified specific regions (namely segments 11-19 and 93-124) involved in major conformational rearrangements induced by hydrolysis. They are localized in external area of the dimer [28]. Consequently, these simulations showed how the energy produced from hydrolysis is transduced from the binding pockets to the exterior of the protein. By alignment with the full-length transporter, they found that the 93-124 segment is in direct contact with the MSD, and likely participates in inter-domain communication. The conformational rearrangement of residues 38-43 likely leads to the release of inorganic phosphate produced upon hydrolysis [28]. In contrast to previous data [25,26], these authors did not show relevant differences (positional deviation values) of conserved motifs (Walker A and B, ABC signature/LSGGQ sequence and D-loop) between the ATP-bound state and other states [28].

In conclusion, these molecular dynamic simulations are completely successful and highly adapted to estimate the movement of the NBDs during the catalytic cycle. They take advantage that the NBDs are highly conserved among ABC transporters, and algorithms of molecular simulation are currently sufficient to access to the entire duration of the catalytic cycle.

II.3 Differences in ABC transporters: characterizing specific aspects of their catalytic cycle mechanism

A number of variations of these common catalytic cycle schemes have been observed according to the considered transporter. Then to complete this section, we briefly describe specificities of ABCB1 and ABCC1 on respective catalytic cycle mechanism.

II.3.1 ABCB1 catalytic cycle

The two NBD sequences from ABCB1 are approximately 60% conserved. In addition, they both bind and hydrolyze ATP in an alternating fashion. Consequently, an alternating-site mechanism requires the hydrolysis of ATP one by one at the active site. The basis of alternative-site mechanism is supported by the hypothesis that all reaction intermediates are asymmetric, thus providing "memory" of the last active site which turned over [29][30][31][32]. An asymmetric state of catalytically-active native ABCB1 with two molecules of ATP analog, adenosine 5'-O-[3-thiotriphosphate] (ATP gamma S), has been reported by Sharom (2010) [33]. By fitting of the ATP gamma S-induced tryptophan residue quenching curves to a twosite equation, they revealed the presence of two binding sites for gamma S ATP, respectively with high affinity and low affinity, similar with that for native ATP [33]. Two molecules of ATP gamma S were bound to the protein. In agreement with biochemical data, the highaffinity binding state was found in the Glu552Ala/Glu1197Ala mutants, to be responsible for alteration of catalytic function [12,34,35]. Although gamma S ATP was slowly hydrolyzed by ABCB1 into ADP and thiophosphate, its rate was similar to that observed in the Glu552Ala/Glu1197Ala mutants, which form the occluded state in the presence of ATP [36]. Such a slow hydrolysis permits the accumulation of this intermediate state and its detection. Similarly, this short lived asymmetric intermediate state likely occurs during ATP hydrolysis, ƐƉϳϵϯ ƐƉϳϵϮ DŐ dW tĂůŬĞƌ ^ŝŐŶĂƚƵƌĞ tĂůŬĞƌ then the occluded intermediate progresses very rapidly to the transition state [33]. They proposed that the tightly-bound ATP is hydrolyzed to ADP and Pi in the first site. The ADP affinity is decreased, resulting in the opening of dimer interface. Simultaneously, increasing its affinity for ATP, the second site is in tight-binding state and reduces the dimer interface of this site. Only after this step, Pi and ADP are released from the first site. This site can bind another ATP at low affinity to achieve another asymmetric occluded state [33]. Although, the substrate presence strongly increased the basal rate of ATP hydrolysis to access to an "accelerated" engagement of the NBDs to form the nucleotide sandwich dimer [37][38][39], this model proposes that at least one of the two NBD interfaces is always in the ATP high-affinity state. This suggests that NBD dimer does not dissociate during catalytic turnover and that the asymmetry of the structure is likely maintained continuously throughout the transport cycle. Furthermore, based on biochemical studies and 3-D structures of mouse ABCB1, the MSD and NBD conformations are tightly linked. The high-to-low affinity transition of substrate binding site conformation is likely partially based on nucleotide binding [40]. Various mutagenesis studies identified critical amino-acid residues within TM12 and TM6 that alter the drug-resistance profile, and therefore are involved in the transport activity. Recently, Crowley's investigations highlighted TM12 involvement in coordinating drug-binding events with the process of nucleotide hydrolysis in ABCB1 [41]. Except for Ala980Cys mutation, they found that TM12 mutations strongly reduce ATPase activity, without altering the potency and degree of stimulation by various substrates (such as nicardipine and vinblastine). This suggests that TM12 helix is involved in basal ATP hydrolytic process [41]. Surprisingly, the crucial Leu976 and Phe978 residues in TM12 are close to the extracellular domains, and consequently far away from NBDs. This highlights cooperativity between MSDs and NBDs in the drug translocation process. In conclusion, TM6 and TM12 are important in the catalytic cycle of ABCB1, and participate to cooperative mechanisms [41,42].

II.3.2 ABCC1 catalytic cycle

In contrast to ABCB1, the two NBDs of ABCC1 have considerably divergent sequences (only 27% identity), which results in a functional asymmetry [43]. Recently, in agreement with previous findings, isolated ABCC1 NBD1 displayed a weak ATPase activity, directly linked to its intrinsic ABCC1 property rather than to improper folding. Conformation residues in the catalytic site are different in presence of ATP and Mg2+, leading to an inactive conformation, while modeling NBD1-NBD2 dimer permits NBD2 to adopt an active conformation for ATP hydrolysis [44]. The ATP phosphate groups not only interact with the Walker A motif (αphosphate with Ser686, β, γ-phosphates with Gly683, Lys684 and Ser685), but also tightly complex Mg2+. This ion is further coordinated by Ser685 and by the amide oxygen of the conserved Gln713 within the Q-loop. Mg2+ also interacts with Asp792, close to already described Asp793 [44] (figure 4). Residue Asp792 is suggested to contribute to the productive conformation of the catalytic complex [44]. Usually, in NBD2, the residue localized immediately after the Walker B sequence is a glutamate. It is crucial for hydrolysis of the β-phosphodiester bond of ATP via its carboxylate side chain. However, this residue is an aspartate in NBD1 of ABCC proteins. This modification leads to particularities in binding and hydrolysis of the nucleotide at this NBD1. In fact, the NBDs are not interchangeable. Mutation of these two residues markedly affects the ability of the mutated NBD to bind, hydrolyze, and release nucleotides [45]. Although, an Asp793Glu mutation enhanced the conversion of ATP into ADP by NBD1, the mutation markedly decreased the ability to release ADP from NBD1. Consequently, the mutation decreased LTC4 transport activity, resulting in the inability to shift from a high-to lowaffinity LTC4 binding state in the presence of ATP [45]. To complete this study, the Glu1455Asp mutation of NBD2 leads to an increase in ATP and ADP binding affinity. Glu1455Asp mutation locks the protein in a low-affinity substrate-binding state in the presence of ATP. Thus, the transition from a high-affinity substrate-binding state to a lowaffinity substrate-releasing state may involve a conformational change that occurs after ATP binding to NBD2 and persists as long as the NBD is interacting with either ATP or ADP [45]. Additionally, the conversion of Trp653 to Tyr and/or Pro794 to Ala reverses the decrease in transport activity of the Asp793Glu mutant, by increasing ADP release from NBD1. Furthermore, this benefit was also obtained with the single mutation Pro794Ala with a 2-fold increase of LTC4 transport. Proline 794 is following the aspartate residue 793; an alanine is usually conserved at this 794 position in other NBDs of the ABC transporter family. Molecular dynamic simulation approaches showed that the Pro794Ala mutation strongly increases the flexibility of the region between the Walker B motif and the D-loop, and markedly increases the rate of Mg2+ and ADP release, suggesting that Pro794 contributes to the D-loop rigidity and to the stability of interactions between ADP and Lys684 and between Gln713 and Mg2+. In conclusion, it is suggested that ATP hydrolysis occurs at NBD1, albeit with low efficiency, and that ADP release from this site, at least in the Asp793Glu mutant protein, may be rate limiting in the transport cycle of ABCC1.

III. ABC TRANSPORTER CRYSTAL STRUCTURES

Because of their clinical interest, the activity and transport functions of ABC transporters have been extensively characterized by various biochemical studies. Only one mammalian ABC efflux protein and two prokaryotic ABC exporters have complete X-ray structures (mouse ABCB1, Sav1866 and MsbA). Since structure domain topology of the importers is not shared by the exporters, most of 3-D homology models of ABC exporters are currently based on these three structures.

Sav1866 is an ABC protein from the pathogen Staphylococcus aureus and is a homologue of human multidrug ABC transporters. It is a homodimeric ABC "half-transporter", each monomer comprising covalently linked N-terminal MSD (amino-acid residues 1-320) and Cterminal NBD (residues 337-578). Recently, the 3-D crystal structure of Sav1866 was determined at 3.4 Å and 3.0 Å resolutions in a homodimeric complex with bound nucleotides, respectively AMP-PNP (an ATP-mimicking analog) and ADP, with the PDB codes 2ONJ and 2HYD. The structures displayed a remarkable feature of that protein in which both dimers are twisted and fit into each other, tightly interacting in ICLs (intracellular loops) and hinge regions [13]. Sav1866 X-ray structures were delivered under a dimer shape in outward-facing conformation where substrate cavity is exposed to the extracellular space [13,46] (figure 5). In this conformation, bound substrates may be delivered into the aqueous extracellular space, depending on their hydrophobicity. ATP hydrolysis and ADP release are expected to bring the transporter back to an inward-facing conformation. MsbA is found in Gram-negative bacteria and transports lipid A and lipopolysaccharide (LPS) from the inward-to the outward-facing periplasmic leaflet of the membrane. MsbA is a halftransporter whose 3D structures have been obtained for the protein prepared from Escherichia coli, Vibrio cholera and Salmonella typhimurium, trapped in different conformations in the presence or absence of nucleotides [14]. Those structures display common features with that of Sav1866: MSD helices extend into the cytoplasm and interact with NBD, providing the link between the ATP catalytic site and the substrate transport pathway. In the nucleotidebound state, the NBDs come together to form a canonical ATP dimer sandwich, significantly increasing the molecular interface within the protein. The two nucleotide-bound structures of S. typhimurium MsbA did not show significant differences between the AMPPNP and forward trapped ADP-vanadate state (outward or extracellular-facing V-shape) (figure 5). Conversely, the two free-nucleotide structures (apo structures) have two different inward (intracellular)-facing conformations. The nucleotide-bound conformation forms adopt an outward-facing V-shape between TM3/TM6 and TM1/TM2. Upon nucleotide binding, TM4/TM5/ICL2 move causing TM3/TM6 to split away from TM1/TM2, which results in an outward-facing conformation. Ward et al. [47] resolved a cryo-electron microscopy structures of MsbA reconstituted into a lipid bilayer in the presence of ADP-aluminum fluoride or AMPPNP. Although they suggested the presence of structural differences between the nucleotide transition states, they confirmed that an outward-facing conformation is observed in the presence of nucleotide [47]. Ward et al. built the open-apo MsbA model (E. coli) by using an MsbA-AMPPNP model as a starting point, manually positioning a monomer into the experimental electron-density map (figure 5). It may represent the functional inward-facing conformation. ICL2 crosses over and is still associated with the opposing monomer. This provides the only interaction existing between the two monomers. Thanks to experimental electron-density map calculated with the correct sign of the anomalous pairs, a closed-apo MsbA model was also generated by using the open-apo MsbA and MsbA-AMPPNP models as guides [14]. This structure, like the open-apo MsbA one, is nucleotide-free and represents another possible inward-facing conformation.

ABCB1 expression and high transport activity have frequently been associated with the decreased response to chemotherapy [48]. Because of clinical relevance, various strategies had been developed to inhibit its function, by using modulators. A first idea of the overall shape of the human protein was obtained at low resolution by electron microscopy [38,49].

An efficient yeast expression system was successfully developed for the murine ABCB1 [50][51][52]. It allowed Chang's team to get an X-ray structure of a drug-binding competent state of the protein, at 3.8 Å resolution [12] (figure 5), constituting the most important step in the characterization of the mammalian ABC transporter structure. ABCB1 was crystallized in nucleotide-free (inward-facing) conformations defining an internal cavity of ~6,000 Å where the assumed drug-binding pocket is composed of hydrophobic and aromatic residues. This corresponds to a pre-transport state where substrate can bind but not reach the extracellular space, and NBDs are not dimerized but distant of 30 Å. Two additional ABCB1 co-crystal structures were obtained in the presence of the stereoisomers of cyclic peptide inhibitors (cyclic-tris-(R)-valineselenazole (QZ59-RRR) and cyclic-tris-(S)-valineselenazole (QZ59-SSS), which revealed that the protein can distinguish between these stereoisomers.

IV. HOMOLOGY MODELS BASED ON ABC PROTEIN CRYSTAL STRUCTURES

The ABC transporter family shows a high conservation in topology organization and aminoacid sequences. Taking advantage of this property, it is possible to successfully elaborate and use reliable homology models, to help in understanding the structural organization and localizing functional sites such as binding substrate-, nucleotide-and modulator-binding sites. These new insights can be mainly validated by biochemical data. In this section, we propose an overview on in silico models of some ABC transporters (ABCB1, ABCG2 and ABCC members).

IV.1 Homology modeling: a method to generate sequence homology-based structures

IV1.1 General procedure

Homology modeling starts with sequence alignment between the studied protein and selected crystallized protein template. For human ABC transporters, template proteins correspond to closest ABC exporters of which high-resolution X-ray structures are available. We can mention MsbA, Sav1866 and mouse ABCB1 that are listed in the protein data bank as the following PBD files: Sequence alignments between human ABC transporters and prokaryotic templates show that NBDs are highly conserved in comparison to MSDs (table 1). This was strongly supported by the fact that NBDs are involved in a general process of ATP catalysis, while MSDs are involved in the transport of variable substrates. Nevertheless, we must keep in mind the fact that, since ABC transporters are poly-specific by transporting structurally and functionally unrelated molecules, the expression default of one transporter can often be compensated by another one. For example, the human Dubin-Johnson syndrome is associated with nonsense mutations in the ABCC2 gene resulting in truncation and degradation of the protein. To date, this syndrome is considered to be benign and does not have a clear influence on the health or lifespan of affected individuals. This ABCC2 function is partially carried out by ABCC3 and other transporters. Consequently, the specificity of transport is relative and directly linked to the tissue expression level and/or cellular localization.

By analyzing these sequence alignments, we noticed that ABCB1 MSDs are closer to prokaryotic MSDs than those of human ABCC1, ABCC4, ABCC5 and ABCG2. This observation leads to the conclusion that sequence alignments are not dependent on the species, as similar homology was reported in human sub-families compared to species. As a result, prokaryotic exporters can be considered as appropriated X-ray templates for mammalian exporters.

Table 1: Alignment scores between MSD (A) or NBD (B)

. Score were obtained using ClustalW sequence alignment tool.

ClustalW [53] and T-COFFEE software are classically used to perform automatic amino-acid alignment according to hydrophobicity, charge and lipohilic properties of the protein sequence. Nevertheless, homology results often have to be manually adjusted to align transmembrane crossings (TMs) of each protein. Those TMs can be predicted according to amino-acid residue composition by various secondary-structure prediction algorithms such as DAS (Dense Alignment Surface) Transmembrane Prediction server [54], Tmpred program, HMMTOP [55], PredictProtein server [56] or ESPRIPT program [57]. TM segments are essentially composed of lipohilic residues and are often organized in α-helix structure. Then the final alignment file is processed by modeling programs like Sybyl molecular modeling suite (Tripos, a Certara™ Company), MODELLER [58], ICM (Molsoft) or SWISS-MODEL [59]. To optimize the position of residue side chains, the generated models have to be minimized. Several energy minimization steps follow, to refine and correct amino acid side chain positions in the model and generate the most stable and confident in silico 3D-structure. They can be performed using the GROMACS molecular dynamic package [60] or Sybyl molecular modeling suite. Finally, a verification phase can be assessed thanks to Procheck (ref) Prosaii [61], Proq [62] or Whatcheck [63].

IV.1.2 Modeling of human ABCB1, ABCC1, ABCC4, ABCC5 and ABCG2

ABCB1 is a full transporter following an MSD1-NBD1-MSD2-NBD2 arrangement, with a total of 12 membrane crossings. Mouse ABCB1 (mdr3) X-ray structure is the only one currently available. Although mdr3 is the closest mouse ABCB1 protein to human ABCB1 (87% of sequence identity), the two proteins are not exactly the same. Mouse mdr1 and mdr3 also show a similar percentage of sequence identity (84%) that nevertheless leads to significant differences in drug resistance phenotype [64]. This suggests that little primary sequence divergence is responsible for different drug transport. Homology models are thus still needed to elucidate human ABCB1 transport function, and to localize putative binding sites.

Various ABCB1 models have been built using prokaryote templates such as Sav1866 or MsbA, two half-transporters which can be aligned to each MSD-NBD half of ABCB1. Consequently, the generated in silico models of full-length ABCB1 are composed of separated MSD1-NBD1 and MSD2-NBD2 halves, and are then incomplete since they do not include the NBD1-MSD2 linker. Three models have been built using the Sav1866 crystal template (with outward-facing conformation) (table 2) by Becker et al. [65], Ravna et al. [66] and Stockner et al. [67]. As distances between helices 6 and 12 were much larger in the outward-facing model than suggested by cross-link experiments, some parts of MSD of the third model [67] were defined as mobile units and were symmetrically bend towards each other while NBDs were not moved. Similarly, human ABCB1 modeling, based on MsbA template, were performed by Becker et al. [65] and Ravna et al. [68] (table 2). In the second work, the amino-acid alignment of ABCB1 TM6 used for MsbA homology modeling was chosen to be in most accordance between cross-linking data and X-ray mouse ABCB1 structure. Thus TM6 orientations differ in both models. In parallel, Mares-Samano et al. [69] modeled the NBD moiety of ABCB1 to identify steroid binding sites (table 2). Since NBDs are highly conserved amongst the ABC family, numerous homology models were produced with several ABC transporter NBD crystal structures from Escherichia coli haemolysin B, Lactococcus lactis ABC transporter, Plasmodium yoelii MDR Protein 2, Tap1 ATPase domain and Tap1 C-Terminal domain. Finally, Pajeva et al. [70] built the first ABCB1 model based on the close mouse ABCB1. As a member of the C-class, ABCC1 is a full transporter with an additional N-terminal domain (MSD0) which contains five transmembrane crossings. It displays an atypical MSD0-MSD1-NBD1-MSD2-NBD2 arrangement where MSD1 begins with the sixth TM. Up to now, only little is known about the structure and function of this supplementary domain. Recently, a 16-Å resolution was obtained for the nucleotide-free full-length ABCC1 protein by electron cryomicroscopy of 2D crystals, suggesting that MSD0 makes contacts on one side of 2 halves (MSD0 would interact with TM helices 14, 15 and 16 in MSD2 and 7 in MSD1) [71]. No template from X-ray crystal structure was available for either MSD0 or the linker between MSD0 and MSD1. Consequently by homology method, a partial ABCC1 3D in silico model (including only MSD1-NBD1 and MSD2-NBD2 halves) was generated, based on both MsbA and Sav1866 half-transporter templates (table 2). As based on the retracted MsbA structures, the two first ABCC1 in silico models generated by Campbell et al. [20] were not reliable, and therefore useless. Later, to validate their biochemical data, they generated a new in silico model based on Sav1866 template [72].

Similarly to ABCB1, ABCC4 displays an MSD1-NBD1-MSD2-NBD2 topology that can be modeled in two MSD-NBD halves. Two in silico ABCC4 models have been generated using either Sav1866 (outward-facing) [73] [65]. In the resulting structure, distances between residues correlated with cross-linking data. Many residues (Tyr401, Lys433, Asp555, Glu556, Ty1044, Lys1076, Asp1200 and Glu1201), identified as functionally important for ATP hydrolysis, were indeed located close to bound ATP. To identify functionally involved aminoacid residues, docking was performed for positioning known substrates (verapamil, rhodamine B, colchicine and vinblastine) into potential binding sites. Most of the positions were located in the outer membrane leaflet in the TM. Among putative positions, some were involving amino acid residues experimentally described to be inside the binding site.

According to binding sites and ligand size, no pair of the ligand could bind at the same time.

Another Sav1866-based model of ABCB1 has been described [66]. The electrostatic potential surface (EPS) in the substrate translocation pathway and the positive/negative ratio of charged amino acids were in agreement with the transport of cationic amphiphilic and lipophilic substrates by ABCB1. Indeed, the EPS of the ABCB1 substrate translocation chamber was neutral with negative and weakly positive areas. The positive/negative ratio of charged aminoacids was lower in ABCB1 MSD than in ABCC5, which is known to transport organic anions. According to previous cross-linking studies, some residues were described to be structurally close to each other. Previous site-directed mutagenesis studies indicated that residues Ile306 (TM5), Ile340 (TM6) and Phe343 (TM6) were localized inside the potential binding site. Leu65 (TM1) was found to be involved in the putative translocation pathway.

The third model built with Sav1866 [67] was in accordance with both cysteine cross-linking data and the overall electron microscopy density map. As distances between helices 6 and 12 were much larger in this outward facing model than suggested by cross-linking results, some parts of MSD were moved to satisfy experimental data. This model suggested a possible transition between the outward facing conformation and the modified one. This would not compromise the structural integrity of MSD. Furthermore, experimental evidence suggested that substrate binding could induce translational and/or rotational movements of central helices 6 and 12.

Similarly, two ABCB1 models in two different catalytic states were produced according to MsbA crystal structures (in either presence or absence of nucleotides) [65]. Distances between residues correlated with cross-linking data. As observed with the Sav1866-based model, several residues (Tyr401, Lys433, Asp555, Glu556, Ty1044, Lys1076, Asp1200 and Glu1201) known to be involved in ATP hydrolysis, were indeed located close to ATP. Docking of verapamil, rhodamine B, colchicine and vinblastine showed that most positions were located in the outer membrane leaflet in the TM. Among putative positions, some were involving amino acid residues experimentally described to be within the binding site. The second MsbA-based model of ABCB1 was constructed by Ravna et al. [68].

Ravna (2009) generated three different ABCB1 models, based on different amino residue alignments obtained either after TM2 adjustments or after TM2/TM6 adjustments from previously published alignments [14,69]. In the model with TM2 adjustments, amino acids (Val133/Gly939 and Cys127/Ala935) were oriented towards each other in accordance with both cross-linking data and the X-ray crystal structure of the Mus musculus ABCB1. In contrast, in model using TM2/TM6 adjustments, critical amino acids (Ile340 and Phe343) pointed away from the putative substrate binding site. In contrast and more realistically, in ABCB1 model based on TM6 Ravna's T-COFFEE alignment, these amino acid positions were in accordance both with cross-linking data and the X-ray crystal structure of the Mus musculus ABCB1. This work highlighted that the TM localization is essential to the reliability of the 3D in silico model.

Furthermore, the electrostatic potential surface in the substrate translocation pathway and the positive/negative ratio of charged amino-acids were in accordance with the transport of cationic amphiphilic and lipophilic substrates by ABCB1. Indeed, the electrostatic potential surface of the ABCB1 substrate translocation chamber was neutral with negative and weaklypositive areas [68]. According to previous cross-linking studies, some residues were described to be close, and both models confirmed those biochemical data. For other residues, distances between alpha carbons are longer in the MsbA-based model but in accordance with the mouse ABCB1 X-ray structure. This could be explained by the inward conformation of MsbA and mouse ABCB1 that was not used for cross-linking experiments. According to previous sitedirected mutagenesis studies, residues Ile306 (TM5), Ile340 (TM6) and Phe343 (TM6) were localized in the putative drug binding site of both models [68]. Leu65 (TM1) was only found in the putative translocation pathway in the previously described Sav1866-based model, while Phe728 (TM7) and Val982 (TM12) were identified in this MsbA-based model of ABCB1. Those differences could come from conformational changes occurring between the inwardfacing and the outward-facing states, respectively observed in the MsbA and Sav1866 structures. However, Ile306, Ile340, Phe343, Phe728 and Val982, which were identified in the MsbA-based model, were also observed in the putative binding site of mouse ABCB1 X-ray structure. This suggests that MsbA could be a useful template for human ABCB1 modeling and that, even though the V-shape is wider for MsbA, it reflects the inward facing conformation of mouse ABCB1.

Mares-Samano et al. generated the NBD moiety of ABCB1 to identify steroid-binding sites [69]. Docking led to the identification of a binding cavity for ATP formed by Tyr1044, the Ploop and His1232. Many amino acid residues were found to be able to interact with steroids.

Finally, one ABCB1 model was built from mouse ABCB1 structure [70], and used to compare the inward-and the outward-facing conformations. In the inward-facing model, TM4 and TM10 are accessible while, in the outward-facing model, they are not anymore, suggesting TM4 and TM10 involvements in conformation changes. Same residues of TM6 and TM12 seemed to be facing the drug-binding cavity in both models. Analysis of amino acid position and identified involvement in drug binding led the authors to conclude that the drug remains bound to the same residues during the conformation transition. As observed in mouse X-ray structure, QZ59 cyclic inhibitor binding involved different residues in the human ABCB1 model. Furthermore, docking results confirmed the possibility for binding of the same molecule in two different locations.

IV.2.2 ABCC1 modeling: Identification of residues involved in transport activity

Based on retracted MsbA structures, two first in silico models of ABCC1 were generated by Campbell et al. [20]. One was based on E. coli MsbA and the other one on an ABCB1 model, itself based on V. cholerae MsbA. The models were in agreement with the open-apo conformation (wide open) of E. coli MsbA compared to the closed-apo conformation of V. cholerae MsbA (used as a template for ABCB1). Three aromatic residues (Trp553, Trp1198 and Trp1246), previously demonstrated to be functionally important for ABCC1 activity, were found to line the putative substrate translocation site. According to this model, an additional residue, Phe594, appeared to form aromatic interactions with those residues. Sitedirected mutagenesis experiments confirmed the involvement of Phe594 in ABCC1 transport activity. Unfortunately, even though those models have correctly predicted functional importance of one amino acid, they were based on the retracted MsbA structure. A new in silico model based on Sav1866 template was then generated [72], and validated the position of Phe594 and Trp1246 in the putative substrate translocation pathway while this was not the case for Trp553 and Trp1198. The authors suggested that this model only represents one conformation in the transport cycle (outward-facing) and that the inward-facing conformation could reveal the access to other sets of amino acid residues. This may however not prevent using the homology model to guide and interpret biochemical data.

IV.2.3 ABCC4 modeling: Checklist of residues potentially located in the substrate translocation site

Two in silico ABCC4 models have been generated using either Sav1866 (outward-facing) or MsbA (inward-facing) templates. The first ABCC4 homology model was constructed with Sav1866 [73]. Amino acid residues located along the substrate translocation site were identified as good candidates for single-point mutation analysis. The same methodology was applied to create an ABCC4 model with E. coli MsbA [68]. The putative substrate-releasing pocket seems to contain the same amino acid residues, suggesting their contribution to both high-and low-affinity binding sites.

IV.2.4 ABCC5 modeling: Prediction of potential cGMP binding pocket

ABCC5 in silico models have been generated from Sav1866 and E. coli MsbA. The electrostatic potential surface in the substrate-translocation pathway and the positive/negative ratio of charged amino acids were in accordance with the transport of organic anions by ABCC5. Indeed, The EPS of ABCC5 substrate-translocation chamber was positive. Docking sessions were carried out, and two putative cGMP binding pockets were predicted: one involving TM1, 2, 11 and 12 and the other involving TM 3, 5, 7 and 8. A total of 42 amino acid residues were reported as putative cGMP binding residues (21 inside pocket 1, and 25 inside pocket 2) and represent targets for site-directed mutagenesis experiments. As Sav1866 is in outward-facing conformation, the authors agreed that it is probably in low-affinity state and that two or more binding sites remain to be confirmed in the substrate recognition conformation. This model would not represent the suitable template for high-affinity binding site modeling. Another model was thus performed with E. coli MsbA giving an inward-facing conformation [68]. According to the authors, the same residues were found in the putative substrate-binding sites.

IV.2.5 ABCG2 modeling: Models illustrating the previously-described functional importance of residues

The first ABCG2 model was built in two fractions, by separating the NBD and MSD domains [75]. The final model was in agreement with site-directed mutagenesis data, despite the retracted structure of MsbA was used for MSD building. In NBD, mutations within the Walker A motif (Thr82Ala, Lys86Met/Ile) leading to loss of transport activity showed specific changes. For example, Thr82Ala could affect dimer assembly by eliminating the interaction with Arg193 in the vicinal ABC signature motif. Lys86Met/Ile could result in the loss of interaction with the tri-phosphate group of ATP. The model failed to explain a role of the two trans-membrane GXXXG motifs supposed to be engaged in dimeric interaction. Mutation of Gly553 inside the TM5 of the model led to amino acid side chain clash and dimer disruption, explaining the endoplasmic-reticulum localization of G553 mutant of ABCG2. Arg482 mutation is known to affect the ABCG2 specificity. The mutation on the ABCG2 model enlarged the central TM cavity, and disrupted the positively-charged region formed by Arg482, Lys652, Ly452 and Lys543.

In another ABCG2 model [76], the NBDs were similar to those earlier described [75], and showed the two ATP molecules located at the surface of closed NBD. In the MSD part, residues Arg482, Leu554 and Asn557, previously described to influence substrate specificity, pointed towards the interior of the cavity. Docking of ABCG2 substrates (daunomycin, doxorubicin, mitoxantrone, Hoechst 33342, prazosin, rhodamine and phorphyrin) were carried out. Rhodamine and daunomycin showed distinct binding sites while daunomycin, doxorubicin and Hoechst 33342 were docked at the same location. Finally, phorphyrin was placed in the same binding site as prazosin. Ligands were caught between residues Leu554, Leu555 and Asn557 according to experiments that previously described an effect of Leu554 and Asn557 on drug transport.

The NBD domain of ABCG2 was also modeled alone in order to identify steroid-binding sites [69]. Docking led to the identification of a binding cavity for steroids formed by Phe52, His243 and the P-loop. Many amino-acid residues were found to potentially interact with steroids.

V.3 Future evolution

To improve the confidence of the models, further efforts have to be carried out on the characterization of additional crystallized structures of original ABC transporters with atypical topology (such as ABCG2, a half-transporter with inverse topology versus ABCB1, Sav1866 and MsbA). In addition, new structures co-crystallized with substrates will be necessary to better define the binding sites. Furthermore, these additional data will be integrated to molecular dynamic simulations to describe the entire movement of the pump body. To date, static models are relevant and fully satisfying for the biochemical approach about the identification of essential amino-acid residues involved in drug transport function.

They also took advantage of the conserved topology among ABC transporters. However, molecular dynamic simulations are restrained for limited movements and periods of time. A next step is to stimulate wider movements of the entire pump and for a longer duration. To achieve that, new algorithms/tools have to be developed / improved: (1) for increasing the duration of simulations to the millisecond range; (2) for integrating thermodynamic properties including entropy and free energy. Indeed, to date methods used for carrying out molecular dynamics generate conformations close to the initial structure which is generally rather stable since obtained from crystals. These improvements would allow simulating wider movements, such as those of domains, and thus getting an overview of the entire substrate-efflux cycle. 
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GENERATION OF TWO INWARD FACING AND OUTWARD FACING HOMOLOGY MODELS OF ABCC11 AND LOCALIZATION OF PUTATIVE SUBSTRATE BINDING SITES FOR ENDOGENOUS CGMP AND THE ANTICANCER 5FDUMP METABOLITE INTRODUCTION

With 48 members, the human ABC (ATP-Binding Cassette) transporter family constitutes one of the largest protein groups [1]. Some of them are especially and highly expressed at the apical cell side at the barriers, including blood-brain barrier [2], liver [3] or intestine [4]. By regulating the secretion of endogenous and exogenous molecules from cells, they are essential in the detoxification and protection mechanisms of the entire body and in drug disposition processes (ADME: Absorption, Distribution, Metabolism and Elimination). ABCC11/MRP8 (Multidrug Resistance protein 8) belongs to sub-family C, which is composed of 12 members, (ABCC1/MRP1 being the firstly described one). The ABCC11 gene is mapped to the human chromosome 16q12 [5] and codes for a 4.5-kb transcript with a main open reading frame of 1382 amino acids [6]. The ABCC11 protein is expressed in normal breast and testis, and at low levels in liver, brain, and placenta [6][7][8]. Interestingly, in axons from CNS (central nervous system) or peripheral nervous system, ABCC11 is apically expressed [8]. Its expression on physiological barriers combined to its apical cellular localization suggested its involvement in body detoxification. An inactivating polymorphism of ABCC11 (SNP Gly180Arg) was indeed correlated to earwax, sweat and colostrum secretion defaults [9][10][11]. This indicates that ABCC11 would be especially involved in ear protection and body detoxification, as well as in lactation process.

As described for its homologues, ABCC4 and ABCC5, this protein secretes endogenous substrates (including cAMP, cGMP, leukotriene C4, estrone 3-sulfate, E217βG (estradiol 17β-D-glucuronide)) or glycocholateand taurocholate bile acids [8,12,13]), as well as exogenous-derived molecules such as dinitrophenyl S-glutathione, DHEAS (dehydroepiandrosterone 3-sulfate), the active metabolite of 5FU / 5-FluoroUracil (5FdUMP/5'-fluoro-2'-deoxyuridine monophosphate), methotrexate or aracytine [8,[12][13][14][15][16][17].

The high expression level of ABCC11 observed in breast tumors was associated to an alteration of the clinical response to paclitaxel, 5-fluorouracil, epirubicin and cyclophosphamide neo-adjuvant chemotherapy [18]. Similarly, its high expression levels have been associated with a low probability of overall survival in acute myeloid leukemia (AML) [17]. Furthermore, we observed that ABCC11 is over-expressed in ER (estrogen receptor)positive cell lines resistant to tamoxifène [15] and in ERBB2 overexpressing breast cancers [19]. Like for other ABC transporters [19], ABCC11 expression is associated with ER and PR (progesterone receptor) status in breast tumors of postmenopausal patients [15,20]. In conclusion, ABCC11 may be responsible for MDR (Multidrug Resistance) phenotype leading to cell resistance to a broad range of anticancer agents.

For a better understanding of ABCC11 transport activity, it is useful to study its structure. In alignment analysis of amino acid sequences, we and other observed that ABCC11 displays an ABC transporter topology similar to P-gp/ABCB1. It is predicted to contain two MSD (Membrane-Spanning Domain) and two NBD (Nucleotide-Binding Domain) in a classical MSD1-NBD1-MSD2-NBD2 topology with intracellular N-and C-termini. Each MSD is constituted by six transmembrane segments (TM). Since this protein has not been crystallized yet and since confident algorithm tools have been developed to generate homology models based on reference templates, we generated two in silico models in the present study. This has been revealed to be highly helpful for characterizing essential amino acid residues involved in transport function. These in silico models are based on the X-ray structure of eukaryotic (ABCB1) and prokaryotic (Sav1866) ABC transporters. Mouse ABCB1 X-ray structure, which shares 87% amino acid residue sequence homology with the human protein, was obtained in a drug-binding competent state of the protein, at 3.8 Å resolution [21]. ABCB1 was crystallized in nucleotide-free (inward-facing) conformation defining an internal cavity of ~6 Å where the NBDs are distant from 30 Å. In this structure, the assumed drug-binding pocket is exposed to the intracellular space, allowing drug binding before dimerisation of NBDs in the presence of ATP. This corresponds to a pre-transport state. In contrast, the Sav1866 crystal structure had been carried out in the presence of various nucleotides. This bacterial transporter from the pathogen Staphylococcus aureus is a homologue of human ABC transporters. It is a homodimeric ABC "half-transporter", each monomer comprising a Nterminal MSD and a C-terminal NBD. Recently, the 3-D crystal structure of Sav1866 was determined at respectively 3.4 Å and 3.0 Å resolutions [22,23]. X-ray structures were delivered under a homodimer complex with nucleotides, and showed an outward-facing conformation [22,23]. In this conformation, the substrate cavity is exposed to extracellular space and bound substrates can be delivered. ATP hydrolysis and ADP release are expected to bring the transporter back to an inward-facing conformation.

Using these generated models, we described putative binding sites of two ABCC11 substrates (5FdUMP and cGMP) by docking assays. Two binding sites were described in the transmembrane region: one on the extracellular side and the other on the intracellular side. These data led to the identification of several amino-acid residues possibly involved in cGMP or 5FdUMP transport activity.

MATERIAL AND METHODS

Prediction of ABCC11 transmembrane domain

Data were compiled from TM predictions of 6 independent software analyses: HMMTOP [24], SOSUI [25], TMHMM server, TMPRED, TOPRED [26] and PredictProtein [27]. The score represents the number of predictions for each amino residue to be located in plasma membrane (table 1). Considering the scale from 1 to 6, residues with score superior or equal to 4 were considered belonging to the TM. Nevertheless, although the score of TM12 was only predicted by 3 algorithms, comparison with other ABCC topologies led us to validate this TM12 position. Table 1. Predictions of amino acid residue located inside the membrane. Transmembrane segments (TM) are numbered from 1 to 12. The position of the first and the last amino acid residues is indicated in the first column. The second line reports the prediction score by independent softwares: HMMTOP, SOSUI, TMHMM server, TMPRED, TOPRED and PredictProtein.

Selection of templates

PDB files generated from crystal structures were downloaded from the SWISS-MODEL template library. The mouse ABCB1 model is the most related structure to human ABCC11, and constitutes the first and single mammalian ABC transporter to be crystallized. It is available in a nucleotide-free conformation (PDB code 3G5U) that displays an inward-facing conformation, namely open toward the cytoplasm. One prokaryotic ABC transporter was also used as a template for modeling: Sav1866 from Staphylococcus aureus. Sav1866 is available as an ADP-bound structure (PDB code 2HYD) and shows an outward-facing conformation (open toward the extracellular space).

Sequence alignment

Primary sequences of human ABCC11 (Q96J66), mouse ABCB1 (P21447), S. aureus Sav1866 (Q99T13) were downloaded from the Swiss-prot database. Multiple sequence alignment of amino acid sequences was carried out using ClustalW 2.0 [28]. Taking in account TM predictions automatically carried out by softwares, sequence alignment was manually refined and validated (supplemental figure 1) to align ABCC11 TM with reference templates (ABCB1 and Sav1966). 
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Model building

Since Sav1866 is a half-transporter (only one MSD and one NBD) and since mABCB1 template was published in two-separated peptides (MSD1-NBD1 and MSD2-NBD2 domains without the flexible linker from residue 627 to 683), ABCC11 model was generated in two halves: MSD1-NBD1 and MSD2-NBD2 halves. Sequence alignments were submitted to SWISS-MODEL logarithm [29] to generate tri-dimensional models of ABCC11. Few modifications of sequence alignment were added by modeling (included in multiple sequence alignment shown in supplemental figure 1). One model was constructed upon mABCB1 structure bound with mercury (PDB code 3G5U). The other model was built upon Sav1866 structure in an ADP-bound conformation (PDB code 2HYD). In order to refine each model, several minimization steps were carried out with the Sybyl-X 1.1 software. Minimization refines and corrects amino acid side chain positions in the model. This allows to generate the most stable and confident 3D in silico structure. Powell method was used with AMBER force field and a dielectric constant of 80. ABCC11 models were generated in two halves: MSD1-NBD1 and MSD2-NBD2.

Ligand docking

Docking was performed with the Sybyl-X 1.1 software to localize putative binding site for substrates. According to amino-acid environment and substrate molecule structure, docking runs placed the studied substrate in the more reliable position. Independent docking runs were carried out for each ligand (cGMP and 5FdUMP). A volume including almost all the entire MSD fraction of ABCC11 was defined in order to identify binding sites either in the transmembrane part or at the membrane leaflet (extracellular or intracellular side). Two main binding pockets were described in each model, for each ligand. In order to refine substrate position, docking runs were performed again by only selecting the amino acid residues constituting those pockets.

RESULTS

ABCC11 modeling under two different conformational states.

Two complementary models of ABCC11 were generated either in free or nucleotide-bound state (figure 1). The first one was the ligand-free model based on mouse ABCB1 template. It adopted an inward-facing conformation corresponding to the high-affinity state for the substrate. The second one is the nucleotide-bound model based on Sav1866 template. It showed an outward-facing conformation. The ADP binding has likely closed the NBD dimer into a low-affinity state for substrate binding. In both models, MSD helices extended from membrane to cytoplasm. MSD domains presented two ICLs (intracellular loops). The first one was in contact with the cis-NBD (i.e. ICL1 of MSD1 with NBD1, and ICL1 of MSD2 with NBD2) while the second one made contact with the trans-NBD (i.e. ICL2 of MSD1 with NBD2, and ICL2 of MSD2 with NBD1) by specific sequences called hinges (figure 1). ICL provided the major contact between the MSDs and the NBDs. Since templates did not represent the entire protein, three ABCC11 segments were not modeled in each model. These In the nucleotide-free model based on mABCB1 template, ABCC11 had a V-shape open forward the cytoplasm (figure 1). This inward-facing conformation showed distant NBDs and transmembrane helices bundled next to the extracellular side of membrane. In contrast, the conformation is logically reversed within the nucleotide-bound ABCC11 model based on the Sav1866 template (figure 1), ABCC11 NBDs are close to each other and MSDs adopted a Vshape open forward the extracellular space. This outward-facing conformation presented the TM helices bundled next to the NBDs, closing access from the cytoplasmic side of transmembrane domains. The NBDs were associated inside a dimer in which nucleotides are sandwiched. We then represented our models according to lipophilic potential of each amino acid residue. ABCC11 displayed a typical lipophilic region in the TM region (in red on figure 2A). We noticed that ECLs, ICLs and NBDs contained hydrophilic residues compatible with a cytoplasmic localization (in green and blue on figure 2A). Regarding the electrostatic potential profile that corresponds to residue side-chain charges, the ECLs and NBDs were negatively charged (in blue on figure 2B). ICL showed positively charged regions, especially at the membrane leaflet (in orange and red on figure 2B) In the nucleotide-bound model (ABCC11 based on Sav1866), the NBDs formed a dimer in which the ADP molecules were at the interface and interacted with ABC consensus sequences (Walker A, Walker B and ABC signature) (figure 3). An additional domain by comparison to Sav1866 has been observed in the NBD1 sequence of ABCC11; it is composed by amino acid residues from Ile490 to Ser523 (IVNGALELERNGHASEGMTRPRDALGPEEEGNS). This sequence could not be correctly modeled by Swiss model software in the absence of template. This present sequence, may have important functions, it includes several charged aminoresidues such as glutamate and arginine, and aromatic residues such as tryptophan. 

Ligand-binding sites.

Docking analyzes of ABCC11 is a powerful tool for identifying amino acid residues that could be essential within the substrate-or modulator-binding sites. We carried out docking runs on cGMP and 5FdUMP. Cyclic GMP is a physiological ABCC11 endogenous substrate and 5FdUMP, the anticancer active metabolite of 5FU, is transported by ABCC11. Since 5FdUMP displays a mono-phosphate nucleoside structure, it was considered as a nucleosiderelated molecule close to cGMP. Ligands were docked into a volume including almost all the entire MSD sequences (MSD1 and MSD2) of ABCC11. This allowed the characterization of binding sites at both intracellular and extracellular positions of plasma membrane. The TMs displayed positively-charged areas, especially in the substrate translocation chamber (in light green and light yellow on figure 2B).

We firstly carried out docking runs on the high-affinity ABCC11 model based on the mouse ABCB1 template. Interestingly, cGMP and 5FdUMP docked into similar binding sites. We selected the most reliable binding sites for both substrates. This selection was based on the high docking score and manual analysis of realistic amino acid environment. Both sites were located into TM regions: one was close to the intracellular side, and the other one was located close to the extracellular side. Amino acid residues within a 5 Å perimeter from the substrate were listed (table 2). The first site included residues belonging to TM5, 7, 8, 9 and 12. The second site included residues belonging to TM1, 6, 11 and 12. To confirm the putative sites and to increase the confidence of our analysis, we assessed similar docking runs to the ABCC11 model based on Sav1866. Interestingly, both previously described binding pockets were found in this outward-facing model.

Table 2: Amino acid residue in a 5 Å perimeter around ligand.

The intracellular-side binding pocket 1 was composed by several residues, some of them showing specific and direct interaction with ligand (figure 4). In the inward-facing ABCC11, cGMP guanine group made a hydrogen bond with Ser880, and phosphate was located close to Ile392, Leu815 and Thr1094. In the outward-facing model, phosphate of cGMP both interacted with Ser387 and Ser880 by hydrogen bonds. The pentose group was interacting with Lys439 while the guanine group made two hydrogen bonds with Asp931 and one with Thr888. In the inward-facing ABCC11, 5FdUMP phosphate made one hydrogen bond with Ser880, and was close to Ile808, Phe811 and Leu942 side-chains. The hydroxyl of 5FdUMP pentose showed one hydrogen bond with Glu1102. In the outward-facing model, only the hydroxyl group of 5FdUMP pentose made a hydrogen bond with ABCC11, in this case with Gly877. The phosphate was located next to Phe811, Val814, Leu873 and Val876. In the extracellular-side binding pocket 2 (figure 4) of the inward-facing conformation, phosphate of cGMP interacted with Glu194 by hydrogen bonds. Asn1082 was potentially highly relevant since it had four hydrogen bonds respectively with the guanine, the pentose and the phosphate groups of cGMP. Trp826 showed hydrogen bonds with both hydroxyl groups of the cGMP pentose. 5FdUMP pyrimidine group had two hydrogen bonds with Trp826 and one with Asn1082. 5FdUMP phosphate group was located next to Val178, Pro181 and Gln1086. In the outward-facing conformation, only two hydrogen bonds were observed between cGMP phosphate and Thr1058 and Val1061.5FdUMP phosphate displayed a hydrogen bond with Gly180. Additionally, Val1057 and Val1061 were connected by hydrogen bonds to the hydroxyl group of 5FdUMP pentose.

The same methodology was applied for the docking analysis of MK571, an ABCC11 inhibitor. MK571 bound efficiently with high scores to those two putative binding sites (figure 5). To confirm the putative sites and increase the confidence of our analyses, we finally carried out docking runs with 5FdUMP structurally related molecules (5FU and 5FdURD) that are not transported by ABCC11. In our two in silico models of ABCC11, these molecules were indeed not able to bind to the identified putative sites. 

DISCUSSION

Relying on recent crystal structures of ABC transporters, we successfully generated, by homology, two ABCC11 models under two different conformational states: (a) a ligand-free conformation based on mouse ABCB1 X-ray structure and (b) a nucleotide-bound conformation based on Sav1866 X-ray structure. Studying these two models in two distant steps of the catalytic cycle gives important knowledge about ABCC11 structure in highlydifferent conformations. Furthermore, it largely informs about putative regions which are submitted to important conformational changes and helps to understand the consequences that could be expected upon substrate binding.

Since the entire ABCB1 crystal model is not available yet and the Sav1866 transporter is a half-transporter, we were unable to model three ABCC11 domains: the cytoplasmic Nterminal part, the link between MSD1 and NBD2 and the cytoplasmic C-terminal part.

According to amino acid sequence alignment (data not shown), the NBD1-MSD2 linker is highly variable in the ABCC sub-family. However, the N-terminal sequence of ABCC11 could correspond to the loop 0 (L0) of ABCC1 (linking ABCC1 MSD0 to MSD1) which have been described to be essential for ABCC1 function [30]. ABCC1 L0 indeed includes residue 208 to 270 corresponding to ABCC11 residues 1 to 49. The closest ABCC members to ABCC11 are ABCC4 and ABCC5. According to their sequence alignment, the ABCC11 sequence from residues 1 to 49 is not conserved in those members; ABCC4 does not present such a sequence and ABCC5 shows a partial conservation.

Since, ABCC11 has been localized at the apical side of nervous cells [8], we looked at a specific signature within the cytosolic C-terminus of ABCC11. Based on a similar finding in ABCC transporters, a PDZ-interacting domain responsible for the apical localization has been described at the C-terminal side of both ABCC7 [31] and ABCC2 [32] transporters. However, according to sequence alignment, ABCC11 C-terminus does not correspond to neither the ABCC7 TLR sequence nor the ABCC2 TKF sequence. Furthermore, similarly to ABCC8/SUR1 membrane targeting signal (Leu1566 and Phe1574) [33], we observed a putative membrane-targeting signal in ABCC11 at Leu1364 and Phe1372 positions. In contrast, the equivalent residues (Leu1260 and Phe1268) in ABCB1 were not involved in membrane targeting but in the proper protein folding [34]. In conclusion, this sequence function needs to be further studied by biochemical studies.
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In both ABCC11 models, MSD helices extended from membrane to cytoplasm forming two ICLs in each MSD. The first one was in contact with the cis-NBD, while the second made contact with the trans-NBD (figure 1) by its "hinge" sequence. According to amino acid alignment (supplemental figure 1), hinge sequences are not conserved. And, by contrast to mABCB1 that shows similar hinge sequences (RTVI in MSD1 and RTVV in MSD2), ABCC11 does not display any conserved hinge sequences with KLIK in MSD1 and SSIH in MSD2. This contact between MSD and NBD is supposed to transfer conformational changes occurring from NBD to MSD. This arrangement has also been observed for another ABCC transporter, ABCC7 (CFTR), where Phe508 mediates a tertiary interaction between the NBD1 surface and the ICL2 from MSD2 [35]. The mutation of Phe508 is indeed responsible of most of the cases of cystic fibrosis, underlying the importance of this residue in ABCC7. In addition, the deletion of the equivalent residue in ABCB1 (Tyr490) disrupted packing of TM4, 5 and 12 by affecting interaction between NBD and ICL [36].

The nucleotide-free ABCC11 shows an inward-facing conformation wide open toward the cytoplasm and lacking NBD/NBD interaction. This conformation allows the entry of nucleotides and substrates to their respective binding site. Transport cycle is initiated by substrate binding within the MSDs [37]. At this resting state, the NBDs are separated and ATP binding closes the two NBDs [38]. This state corresponds to the nucleotide-bound ABCC11 model showing an outward-facing with close NBD and MSD open toward the extracellular space. The nucleotide-binding pocket is tightly closed, and substrates might not bind to the transporter from membrane leaflet or cytoplasm. This conformation illustrates the low-affinity state where the substrate is released into the extracellular space, and ATP hydrolysis and/or ADP release are required to go back to the high-affinity state for substrate.

Since some amino acid residues have to be membrane embedded and surrounded by lipids, ABCC11 presented a typical lipophilic region (figure 2A).The ECL, ICL and NBD were more hydrophilic, reliable with their location into the extra-or intra-cellular space. Regarding the electrostatic potential profile (figure 2B), ECLs and NBDs were negatively charged. The ICLs showed an interesting positively-charged region, especially at the membrane leaflet. This is explained by the presence of several lysine and arginine residues. Some of these residues are totally conserved among ABCC/MRP-related proteins (table 3): Arg338, Lys353 and Arg369. Similarly, at other locations (Arg233, Arg235, Lys245, Arg340, Lys350, Arg905, Arg918, Lys988, Arg989 and Arg1044), the positive charge is well conserved among ABCC members (arginine or lysine are generally observed at this position). The presence of those positive charges, just under the intracellular membrane side is likely involved in the drug transport process. Supported by ABCC1 findings, Lys396 [39] and Arg433 [40] of the ICL1 localized in MSD1, Arg1138, Lys1141, Arg1142 and Arg1197 of ICL2 belonging to MSD2 [41,42] have been described to be functionally important. Although ABCC1 Arg433 and Arg1138 are not conserved in ABCC11, Lys396, Lys1141, Arg1142 and Arg1197 of ABCC1 respectively correspond to Arg235, Lys988, Arg989 and Arg1044 of ABCC11. Since they are involved in transport activity for organic anions, LTC4 and GSH, residues 988, 989 and 1044 could be involved in ABCC11 transport of these substrates. Furthermore, ABCC11 Lys989 corresponds to functional ABCC6 Arg1114 [43] and ABCC2 Arg1150 [44]. Positivelycharged residues seem to preferentially locate near the negatively-charged heads of phospholipids. Then, they are rather located at the cytoplasmic side than the extracellular one, in accordance with the inside positive polarity of membrane. Arginine and lysine residues may influence the right inclusion of the protein into the membrane and enhance its stability [41]. ABCC11 TM region appeared more neutral and the substrate-translocation site was generally positive, consistent with the ability of ABCC11 to transport anions. A similar observation was made for an ABCC5 homology model whose substrate translocation chamber was generally positive [45]. By contrast, the ABCB1 substrate translocation chamber was neutral with negative spots, consistent with transport of cationic amphiphilic and lipophilic substrates [45].

Table 3: Conservation of positively-charged amino acids in ICL of ABCC11.

Description of putative cGMP and 5FdUMP binding pockets.

To localize putative substrate and/or modulator sites, we carried out docking studies. This led to identification of putative important amino acid residues. For example, in an in silico ABCC1 model, four residues (Trp553, Trp1198, Trp1246 and Phe594) appeared to form an aromatic ring that lined the putative substrate translocation site. Trp553, Trp1198, Trp1246 were already known to be functionally important, and site-directed mutagenesis experiments confirmed the involvement of Phe594 in ABCC1 transport activity [46].

Using our ABCC11 models, docking experiments revealed two putative binding pockets for cGMP and 5FdUMP. Ectopic expression of ABCC11 has indeed been described to reduce basal intracellular levels of cGMP and 5FdUMP [12,16]. The first binding pocket in ABCC11 was located next to the intracellular side of the transmembrane region. It involved TM5, 7, 8, 9 and 12 (table 2). In the inward-facing conformation of ABCC11, cGMP interacted with Ser880, while in the outward-facing model, it was Ser387, Lys439, Ser880, Thr888 andAsp931. In the inward-facing ABCC11, 5FdUMP was in interaction with Ser880 and Glu1102. In the outward-facing model, 5FdUMP made only one hydrogen bond with Gly877. The second ABCC11 binding pocket was close to extracellular space and formed by TM1, 6, 11 and 12. In the inward-facing ABCC11, cGMP could interact with Glu194, Asn1082 and Trp826 while, in the outward-facing conformation, only two hydrogen bonds were observed between cGMP and Thr1058 and Val1061, suggesting a less strong interaction. 5FdUMP could interact with Trp826, Asn1082, in the inward-facing model while, in the outward-facing model, Gly180, Val1057 and Val1061 were more involved for interactions.

Because of their spatial position and their putative interaction with ligand, many of those amino acid residues could be important for ligand binding. Some residues can indeed be responsible for substrate affinity toward ABCC11 by directly interacting with substrate.

Others can be involved in any ABCC11 local conformation, and be critical for the substratebinding pocket shape. Among residues previously cited, Trp826 (ECL), Ser880 (TM8), Val1061 (TM11) and Asn1082 (TM12) are of particular interest since they are involved in hydrogen bonds with both ligands. Some of the residues constituting those pockets corresponded to residues described for ABCC5 (table 2), the phylogenetically closest ABCC of ABCC11 [47]. Indeed, Ravna et al also described 2 putative binding pockets for cGMP (common substrate between ABCC5 and ABCC11). The first binding pocket of ABCC11 involving TM5, 7, 8, 9 and 12 would correspond to one of the two binding pockets indentified in ABCC5 (also involving TM5, 7 and 8). The second ABCC11 binding pocket is formed by TM1, 6, 11 and 12, similarly to the second binding pocket described in ABCC5 [47].

Corresponding to ABCC11 Gly180 (TM1) and Ser387 (TM5), respective ABCC5 Gly196 and Val403 have indeed been described to be in ABCC5 cGMP putative binding pocket [47]. In addition, ABCC11 Thr1058 (TM11) corresponding residue in ABCC5 (Ile1107) has also been located in a binding pocket, as well as its equivalent in mABCB1 binding site (Tyr949). Ile1107 of ABCC5 would indeed interact with cGMP [47] while Tyr949 of mABCB1 and its equivalent in human ABCB1 were located in the QZ59-binding cavity [21,48]. Some other residues (Ala176, Ser177, Leu179, Pro181, Phe391, Thr395, Asn425, Phe432, Ile436, Ile808, Phe812, Leu815 and Ala1095) have been identified in both ABCC11 and ABCC5 binding pockets. Some are even conserved between the two cGMP transporters (Ala176, Pro181, Leu815, Asn425), suggesting their putative function in drug process.

As listed in table 2, several ABCC11 residues identified around bound ligand have their equivalent in the QZ59-binding pocket of mABCB1. This is the case for Val 178 (TM1), Ile392 (TM5), Thr395 (TM5), Asn425 (TM6), Leu815 (TM7), Leu942 (TM9), Thr1058 (TM11), Gln1086 (TM12), Leu1087 (TM12), Ser1090 (TM12), Thr1094 (TM12), Ala1095 (TM12), Ile1097, Gly1098, Thr1101 and Phe432 (TM6) that are conserved in both mABCB1 and ABCC11. In addition, Ser1090 corresponds both to ABCC1 Tyr1243 [49] and ABCB1 Val982 [50]described as important for the transport function. It also has to be observed that there are equivalents to residues Thr395, Phe432, Asn425and Leu815 located in both ABCB1 and ABCC5 binding pocket.

In parallel, numerous residues were located in both ABCC11 binding pockets 1 and 2: Thr1094, Ala1095, Ile1097, Gly1098, Thr1101 and Glu1102. Thr1094, Ala1095, Ile1097, Gly1098, Thr1101 were indeed found in ABCC5 and/or mABCB1 binding cavity. Finally, some residues found in the drug-binding pockets have an equivalent in other ABC transporter that has been described as essential for transport function: Ile198 (ABCC1 Lys347 [39]), Pro935 (ABCB1 Gly830 [51]), Ile1083 (ABCC1 Tyr1236 [49], ABCB1 Leu975 [50]), Arg1050 (ABCC2 Arg1210 [52]), Ala1088 (ABCC1 Thr1241 [49]) and Arg1096 (ABCC2 Arg1257 [52]). Site-directed mutagenesis experiments should confirm the functional involvement of those residues.

Several aromatic residues were found in ABCC11 binding pockets. Some of them (Phe432 andPhe812) are not conserved among ABCCs, while others are highly (Phe210 in ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC6 and ABCC12, Trp826 and Trp830 in ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5, ABCC6 and ABCC12) or moderately (Phe391 in ABCC4, Phe433 in ABCC4 and ABCC6, Phe811 in ABCC1, ABCC6 and ABCC12, Phe884 in ABCC5, ABCC10 and ABCC12 and Phe1091 in ABCC4 and ABCC5) conserved. Although nothing has been currently described for their analogues in ABCC members, Phe1091 corresponds to Phe983 of ABCB1 that was involved in the inhibition of drug transport by flupentixol [53]. However, some aromatic residues have been described to be critical in ABCC1 transport activity [46,54,55]. Although Trp1045 is not predicted in putative site, it is conserved in all ABCC members. In ABCC1, Trp1198 was supposed to be involved in the tertiary structure of the protein [54],and could act in a similar manner in ABCC11.

Gly180 was found inside the binding pocket, located next to the extracellular side of ABCC11 transmembrane region. Conserved in ABCC5, Gly180 is prone to G602A SNP (single nucleotide polymorphism) inducing the Gly180Arg mutation. It was correlated to earwax type since people carrying AA phenotype have dry earwax while AG and GG phenotypes correspond to wet earwax [9]. Since some components are common to earwax and colostrum or sweat, the SNP has also been correlated to colostrum and sweat secretion defaults [10,11].

In addition, ABCC11-180Arg lost its transport capacity for cGMP [9]. This is consistent with its location in our model where Gly180 could directly interact with ligand. In the inwardfacing model, Gly180 side-chain points toward phospholipids, while it points toward the cGMP in the outward-facing model. Thus, it seems that Gly180 could be in contact with ligand only in the nucleotide-bound state where substrate is ready to be released. Our prediction does not show any hydrogen bond between the Gly180 side-chain and cGMP. In the case of G602A SNP, Gly is mutated into Arg. Gly is a neutral residue with a little sidechain while Arg side chain is longer and positively charged. To explain the default of transport of ABCC11-Arg180, we can suggest that the Arg side-chain alters local ABCC11 conformation and thus cGMP interaction with the inward-facing state. In the outward-facing state, this positive charge could also promote interactions with cGMP and avoid the release of cGMP into extracellular space. Toyoda et al described a default of N-glycosylation that would induce protein degradation [56]. In conclusion, Arg180 is likely modifying the proper folding of ABCC11 rather than being directly involved in substrate binding.

The observation of two potential binding pockets strongly suggests that the ligands can bind to two different sites. Indeed, the QZ59-SSS cyclic peptide inhibitor showed two different binding sites in mouse ABCB1 crystal structure [21]. Docking runs have shown that MK571 (inhibitor of many ABCCs, including ABCC11) also could bind to both sites. This is in agreement with the fact that, it is known as a competitive inhibitor of ABCC1-mediated LTC4 transport [57]. This suggests that MK571 binding to one site would not permit ligand transport. At the moment, no data allow us to know if ligands bind simultaneously to both sites, randomly to each site, or preferentially to one or the other site. Another hypothesis would be that the ligand would first bind to the intracellular side of transmembrane region, and then transit to extracellular side (subsequent to conformational changes). This hypothesis could not be excluded until intermediary step conformations are available. Molecular dynamic experiments with the inward-facing model containing substrate could inform us about possible substrate transport inside the transporter.

CONCLUSION

Thanks to homology modeling, we have provided two ABCC11 models at different catalytic states. In both models, we have identified two putative binding pockets for substrate, and pointed several amino acid residues that could interact with bound substrate. 
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ABCC11 and mABCB1 sequence alignment

Primary sequences of human ABCC11 (Q96J66) and mouse ABCB1 (P21447) were obtained from the Swiss-prot database (http://www.uniprot.org/). Multiple sequence alignment of these proteins was performed using ClustalW 2.0 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Sequence alignment was manually refined in order to align trans-membrane segments of each protein and according ABCC11 trans-membrane domain predictions. -------------------------------------------------------------------------------------- ----------------------MELEEDLKGRADK-NFSKMGKKSKKEKKEKKPAVSVLTMFRYAGWLDRLYMLVGTLAAIIHGV TM2 ABCC11 FCIASVLGPILIIPKILEYSE------------------EQLGNVVHGVGLCFALFLSECVKSLSFSSSWIIN -------mABCB1 ------------------------- --------------- Les SNP sont reportés sur le schéma de la structure potentielle d'ABCB1. Figure inspirée de Maeda et al. 2008 [99]. La même controverse est retrouvée dans les cellules NK (natural killer) CD56+ où a été décrit une diminution [START_REF] Hitzl | The C3435T mutation in the human MDR1 gene is associated with altered efflux of the P-glycoprotein substrate rhodamine 123 from CD56+ natural killer cells[END_REF] ou une absence de modification de l'expression d'ABCB1-C3435T [START_REF] Oselin | Quantitative determination of MDR1 mRNA expression in peripheral blood lymphocytes: a possible role of genetic polymorphisms in the MDR1 gene[END_REF]. Pour finir, aucune modification du niveau d'expression n'a été démontrée dans des lymphocytes CD8+, CD4+ et CD19+ [START_REF] Oselin | Quantitative determination of MDR1 mRNA expression in peripheral blood lymphocytes: a possible role of genetic polymorphisms in the MDR1 gene[END_REF] ou dans des cellules de leucémies aigues lymphoïdes [START_REF] Efferth | Analysis of single nucleotide polymorphism C3435T of the multidrug resistance gene MDR1 in acute lymphoblastic leukemia[END_REF] ou myéloïdes [START_REF] Van Der Holt | ABCB1 gene polymorphisms are not associated with treatment outcome in elderly acute myeloid leukemia patients[END_REF]. Une analyse globale des multiples résultats observés jusqu'alors a finalement conclu que le polymorphisme C3435T n'altérait pas le niveau d'expression d'ABCB1 à la surface cellulaire mais pourrait induire une modification subtile de la conformation de la protéine [START_REF] Fung | A synonymous polymorphism in a common MDR1 (ABCB1) haplotype shapes protein function[END_REF].
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TM1 ABCC11 DNAGLFSYLTVSWLTPLMIQSLRSRLDENTIPPLSVHDASDKNVQRLHRLWEEEVSRRGIEKASVLLVMLRFQRTRLIFDALLGIC mABCB1 -
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Bien qu'une étude ait rapporté un efflux moins efficace de la rhodamine dans des leucocytes CD56+ [START_REF] Hitzl | The C3435T mutation in the human MDR1 gene is associated with altered efflux of the P-glycoprotein substrate rhodamine 123 from CD56+ natural killer cells[END_REF], il semblerait qu'ABCB1 C3435T n'influence pas l'efflux de cette molécule aussi bien dans les leucocytes CD56+ ou CD4+ [START_REF] Oselin | MDR1 polymorphisms G2677T in exon 21 and C3435T in exon 26 fail to affect rhodamine 123 efflux in peripheral blood lymphocytes[END_REF] que dans les cellules CD34+ de moelle osseuse [START_REF] Calado | Influence of functional MDR1 gene polymorphisms on P-glycoprotein activity in CD34+ hematopoietic stem cells[END_REF], les cellules de leucémies aigues myéloïdes [START_REF] Van Der Holt | ABCB1 gene polymorphisms are not associated with treatment outcome in elderly acute myeloid leukemia patients[END_REF] ou les cellules Hela [START_REF] Kimchi-Sarfaty | silent" polymorphism in the MDR1 gene changes substrate specificity[END_REF].

Dans plusieurs types cellulaires, cette activité de transport normale a également été observée pour le paclitaxel, le vérapamil, la daunorubicine, la vinblastine, la calcéine-AM, la digoxine et la cyclophosphorine A [START_REF] Kimchi-Sarfaty | silent" polymorphism in the MDR1 gene changes substrate specificity[END_REF][START_REF] Morita | Human MDR1 polymorphism: G2677T/A and C3435T have no effect on MDR1 transport activities[END_REF]. Au niveau du placenta, le polymorphisme n'a pas non plus montré d'influence sur le transport de saquinavir [START_REF] Molsa | Functional role of P-glycoprotein in the human blood-placental barrier[END_REF].
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Plusieurs études se sont intéressées à l'influence du polymorphisme C3435T sur la prévalence de certaines pathologies. En effet, les individus porteurs de l'allèle T seraient plus susceptibles à développer des tumeurs épithéliales rénales [START_REF] Siegsmund | Association of the P-glycoprotein transporter MDR1(C3435T) polymorphism with the susceptibility to renal epithelial tumors[END_REF] ou des colites ulcératives [START_REF] Schwab | Association between the C3435T MDR1 gene polymorphism and susceptibility for ulcerative colitis[END_REF] (tableau 3). Pour certaines pathologies telles que le cancer du sein [START_REF] Taheri | Effect of MDR1 polymorphism on multidrug resistance expression in breast cancer patients[END_REF][START_REF] Tatari | Association of C3435T single-nucleotide polymorphism of MDR1 gene with breast cancer in an Iranian population[END_REF][START_REF] Cizmarikova | MDR1 (C3435T) polymorphism: relation to the risk of breast cancer and therapeutic outcome[END_REF][START_REF] George | A single-nucleotide polymorphism in the MDR1 gene as a predictor of response to neoadjuvant chemotherapy in breast cancer[END_REF][START_REF] Turgut | MDR1 C3435T polymorphism in patients with breast cancer[END_REF] ou le cancer du colon [START_REF] Andersen | Polymorphisms in the xenobiotic transporter Multidrug Resistance 1 (MDR1) and interaction with meat intake in relation to risk of colorectal cancer in a Danish prospective case-cohort study[END_REF][START_REF] Khedri | Association of the colorectal cancer and MDR1 gene polymorphism in an Iranian population[END_REF][123], les associations peuvent être contradictoires et ne permettent pas de conclure sur l'influence du SNP C3435T (Tableau 3). Aucune influence du polymorphisme C3435T n'a été établit sur la prévalence au cancer du poumon [START_REF] Gervasini | Adenosine triphosphate-binding cassette B1 (ABCB1) (multidrug resistance 1) G2677T/A gene polymorphism is associated with high risk of lung cancer[END_REF], à la maladie de Crohn [START_REF] Schwab | Association between the C3435T MDR1 gene polymorphism and susceptibility for ulcerative colitis[END_REF], à la maladie de Parkinson [START_REF] Drozdzik | Polymorphism in the P-glycoprotein drug transporter MDR1 gene: a possible link between environmental and genetic factors in Parkinson's disease[END_REF][START_REF] Furuno | Expression polymorphism of the blood-brain barrier component P-glycoprotein (MDR1) in relation to Parkinson's disease[END_REF] (à l'exception des cas d'exposition aux pesticides [START_REF] Drozdzik | Polymorphism in the P-glycoprotein drug transporter MDR1 gene: a possible link between environmental and genetic factors in Parkinson's disease[END_REF]) et au SIDA [START_REF] Bleiber | MDR1 genetic polymorphism does not modify either cell permissiveness to HIV-1 or disease progression before treatment[END_REF][START_REF] Ifergan | Allele frequency of three functionally active polymorphisms of the MDR-1 gene in high-risk HIV-negative and HIV-positive Caucasians[END_REF] (Tableau 3). Même si la prévalence pour les leucémies reste à confirmer [START_REF] Jamroziak | Functional C3435T polymorphism of MDR1 gene: an impact on genetic susceptibility and clinical outcome of childhood acute lymphoblastic leukemia[END_REF][START_REF] Leal-Ugarte | MDR1 C3435T polymorphism in Mexican children with acute lymphoblastic leukemia and in healthy individuals[END_REF], le polymorphisme C3435T a été associé à une meilleure survie dans le cas de leucémies myéloïdes aigues [START_REF] Illmer | MDR1 gene polymorphisms affect therapy outcome in acute myeloid leukemia patients[END_REF] et de leucémies lymphoïdes aigues chez l'enfant [START_REF] Jamroziak | Functional C3435T polymorphism of MDR1 gene: an impact on genetic susceptibility and clinical outcome of childhood acute lymphoblastic leukemia[END_REF]. Il n'aurait pas d'influence sur la survie des patients atteints de leucémie lymphoïdes aigues [START_REF] Efferth | Analysis of single nucleotide polymorphism C3435T of the multidrug resistance gene MDR1 in acute lymphoblastic leukemia[END_REF]. De manière surprenante, dans le cas de myélome plasmocytaire, l'hétérozygotie (CT) serait un facteur de bon pronostic [START_REF] Drain | ABCB1 (MDR1) rs1045642 is associated with increased overall survival in plasma cell myeloma[END_REF]. [START_REF] Hoffmeyer | Functional polymorphisms of the human multidrug-resistance gene: multiple sequence variations and correlation of one allele with Pglycoprotein expression and activity in vivo[END_REF][START_REF] Johne | Modulation of steadystate kinetics of digoxin by haplotypes of the P-glycoprotein MDR1 gene[END_REF][START_REF] Kurata | Role of human MDR1 gene polymorphism in bioavailability and interaction of digoxin, a substrate of P-glycoprotein[END_REF][START_REF] Verstuyft | Digoxin pharmacokinetics and MDR1 genetic polymorphisms[END_REF], à une diminution [START_REF] Sakaeda | MDR1 genotype-related pharmacokinetics of digoxin after single oral administration in healthy Japanese subjects[END_REF] ou à une absence de différence [START_REF] Gerloff | MDR1 genotypes do not influence the absorption of a single oral dose of 1 mg digoxin in healthy white males[END_REF] du taux plasmatique en digoxine. Il fut également associé à une diminution [START_REF] Kim | Identification of functionally variant MDR1 alleles among European Americans and African Americans[END_REF] ou une absence de modification [START_REF] Drescher | MDR1 gene polymorphisms and disposition of the P-glycoprotein substrate fexofenadine[END_REF] de la concentration plasmatique en fexofénadine. Et enfin, la concentration plasmatique en tacrolimus serait diminuée pour les individus CC (homozygotes de l'allèle naturelle) [START_REF] Macphee | Tacrolimus pharmacogenetics: polymorphisms associated with expression of cytochrome p4503A5 and P-glycoprotein correlate with dose requirement[END_REF][START_REF] Zheng | Tacrolimus dosing in pediatric heart transplant patients is related to CYP3A5 and MDR1 gene polymorphisms[END_REF][START_REF] Anglicheau | Association of the multidrug resistance-1 gene single-nucleotide polymorphisms with the tacrolimus dose requirements in renal transplant recipients[END_REF] même si une étude montre qu'il n'y a pas de modification [START_REF] Goto | T polymorphism in the MDR1 gene affects the enterocyte expression level of CYP3A4 rather than Pgp in recipients of living-donor liver transplantation[END_REF] et qu'aucune association n'a été faite avec la neuro-toxicité induite par le tacrolimus [START_REF] Yanagimachi | Influence of CYP3A5 and ABCB1 gene polymorphisms on calcineurin inhibitor-related neurotoxicity after hematopoietic stem cell transplantation[END_REF]. L'exposition a certains antiviraux (nelfinavir et éfavirenz) utilisés contre le VIH fait aussi l'objet de controverses En parallèle, pour d'autres médicaments, les données publiées sont plus claires. Les individus TT (portant les deux allèles polymorphes) montrent une diminution de la concentration plasmatique en clopridrogel dont l'absorption intestinale pourrait être altérée [START_REF] Taubert | Impact of P-glycoprotein on clopidogrel absorption[END_REF]. Chez ces mêmes individus (TT), la concentration plasmatique mesurée serait significativement plus élevée que chez les autres individus après administration de médicaments tels que la phénytoïne [START_REF] Kerb | The predictive value of MDR1, CYP2C9, and CYP2C19 polymorphisms for phenytoin plasma levels[END_REF] ou le lansoprazole [START_REF] Kodaira | Effect of MDR1 C3435T polymorphism on lansoprazole in healthy Japanese subjects[END_REF]. Pour finir, le polymorphisme n'a pour l'instant pas montré d'influence sur la pharmacocinétique du talinolol [START_REF] Siegmund | The effects of the human MDR1 genotype on the expression of duodenal Pglycoprotein and disposition of the probe drug talinolol[END_REF], de la nortriptyline [START_REF] Roberts | A common P-glycoprotein polymorphism is associated with nortriptyline-induced postural hypotension in patients treated for major depression[END_REF], du lopéramide [START_REF] Pauli-Magnus | No effect of MDR1 C3435T variant on loperamide disposition and central nervous system effects[END_REF], de la dicloxacilline [START_REF] Putnam | Effect of the MDR1 C3435T variant and Pglycoprotein induction on dicloxacillin pharmacokinetics[END_REF], du docétaxel [START_REF] Goh | Explaining interindividual variability of docetaxel pharmacokinetics and pharmacodynamics in Asians through phenotyping and genotyping strategies[END_REF], du cilostazol [START_REF] Yoo | Population pharmacokinetic analysis of cilostazol in healthy subjects with genetic polymorphisms of CYP3A5, CYP2C19 and ABCB1[END_REF], de la nimodipine [START_REF] Zhao | Effects of CYP3A5, MDR1 and CACNA1C polymorphisms on the oral disposition and response of nimodipine in a Chinese cohort[END_REF], de la cloxacilline [START_REF] Yin | Effect of multidrug resistance gene-1 (ABCB1) polymorphisms on the single-dose pharmacokinetics of cloxacillin in healthy adult Chinese men[END_REF] et de la paroxetine [START_REF] Gex-Fabry | CYP2D6 and ABCB1 genetic variability: influence on paroxetine plasma level and therapeutic response[END_REF].

EŽƌŵĂůĞ

Tableau 5. Influence du SNP C3435T sur la réponse aux traitements. [START_REF] Kafka | Polymorphism C3435T of the MDR-1 gene predicts response to preoperative chemotherapy in locally advanced breast cancer[END_REF]. Mais cet avantage n'est pas observé lorsque cette chimiothérapie combine le 5-fluorouracil, la doxorubicine et le cyclophosphamide [START_REF] George | A single-nucleotide polymorphism in the MDR1 gene as a predictor of response to neoadjuvant chemotherapy in breast cancer[END_REF]. Il semblerait que les individus porteurs du SNP C3435T répondent également mieux aux traitements antiépileptiques [START_REF] Siddiqui | Association of multidrug resistance in epilepsy with a polymorphism in the drugtransporter gene ABCB1[END_REF]. La réponse aux traitements antiviraux contre le SIDA fait encore l'objet de controverse car elles seraient améliorée ou non modifiée suivant les études [144,[START_REF] Haas | Pharmacogenetics of long-term responses to antiretroviral regimens containing Efavirenz and/or Nelfinavir: an Adult Aids Clinical Trials Group Study[END_REF][START_REF] Brumme | Influence of polymorphisms within the CX3CR1 and MDR-1 genes on initial antiretroviral therapy response[END_REF][START_REF] Haas | MDR1 gene polymorphisms and phase 1 viral decay during HIV-1 infection: an adult AIDS Clinical Trials Group study[END_REF][START_REF] Nasi | MDR1 C3435T genetic polymorphism does not influence the response to antiretroviral therapy in drug-naive HIV-positive patients[END_REF][START_REF] Winzer | No influence of the P-glycoprotein polymorphisms MDR1 G2677T/A and C3435T on the virological and immunological response in treatment naive HIV-positive patients[END_REF]. Pour l'un de ces antiviraux, une protection a été décrite : la névirapine cause moins de dommages hépatiques chez les individus porteurs de l'allèle 3435T [START_REF] Ciccacci | Nevirapine-induced hepatotoxicity and pharmacogenetics: a retrospective study in a population from Mozambique[END_REF]. Cette protection n'existe cependant pas contre la neuro-toxicité induite par d'autres médicaments comme l'éfavirenz [START_REF] Haas | Pharmacogenetics of efavirenz and central nervous system side effects: an Adult AIDS Clinical Trials Group study[END_REF] ou le tacrolimus [START_REF] Yanagimachi | Influence of CYP3A5 and ABCB1 gene polymorphisms on calcineurin inhibitor-related neurotoxicity after hematopoietic stem cell transplantation[END_REF]. A l'inverse, les effets secondaires peuvent être plus grands chez les individus TT ; c'est le cas pour l'hypotension induite par la nortriptyline [START_REF] Roberts | A common P-glycoprotein polymorphism is associated with nortriptyline-induced postural hypotension in patients treated for major depression[END_REF] et les diarrhées causées par la chimiothérapie combinant l'irinotécan et le cisplatine [START_REF] Lara | Phase III trial of irinotecan/cisplatin compared with etoposide/cisplatin in extensive-stage small-cell lung cancer: clinical and pharmacogenomic results from SWOG S0124[END_REF].
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Le SNP G2677T/A correspond à l'alanine 893 qui peut être mutée en sérine (G2667T) ou en thréonine (G2677A). La fréquence de la mutation A893S étant plus élevée, les données concernant cette mutation sont plus nombreuses que celles concernant la protéine A893T.
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Le niveau d'expression de la protéine ABCB1 Ser/Thr893 a été rapporté comme semblable à celui de la protéine naturelle dans des cellules HEK-293-T [START_REF] Gow | Substrate-dependent effects of human ABCB1 coding polymorphisms[END_REF], des cellules du duodénum [START_REF] Siegmund | The effects of the human MDR1 genotype on the expression of duodenal Pglycoprotein and disposition of the probe drug talinolol[END_REF] et des cellules de leucémie myéloïdes aigues [START_REF] Van Der Holt | ABCB1 gene polymorphisms are not associated with treatment outcome in elderly acute myeloid leukemia patients[END_REF] même si une expression plus faible (mais non significative) a pu être observée au niveau placentaire [START_REF] Tanabe | Expression of P-glycoprotein in human placenta: relation to genetic polymorphism of the multidrug resistance (MDR)-1 gene[END_REF]. Seule une étude a rapporté un niveau d'expression plus faible au niveau de tissus rénaux normaux de patients homozygotes TT [START_REF] Siegsmund | Association of the P-glycoprotein transporter MDR1(C3435T) polymorphism with the susceptibility to renal epithelial tumors[END_REF].
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L'activité de transport de la protéine ABCB1-A893T serait augmentée pour la calcéine-AM [START_REF] Gow | Substrate-dependent effects of human ABCB1 coding polymorphisms[END_REF]. Pourtant, la protéine ABCB1-A893S, elle, présenterait une activité de transport normal de la calcéine-AM ainsi que du vérapamil, de la vinblastine, de la rhodamine 123, de la daunorubicine, de la cyclosporine A et du saquinavir [105, 107, 109, 111-113, 171, 173, 174]. Pour d'autres substrats, les observations sont moins claires. L'efflux de la digoxine, par exemple, est normal dans des cellules LLC-PK1 [START_REF] Morita | Human MDR1 polymorphism: G2677T/A and C3435T have no effect on MDR1 transport activities[END_REF] voire augmentée dans des NIH-3T3 [START_REF] Kim | Identification of functionally variant MDR1 alleles among European Americans and African Americans[END_REF]. L'efficacité de transport du paclitaxel pourrait être diminuée dans des cellules HEK-293-T [START_REF] Gow | Substrate-dependent effects of human ABCB1 coding polymorphisms[END_REF] ou normale [START_REF] Kimchi-Sarfaty | silent" polymorphism in the MDR1 gene changes substrate specificity[END_REF].

Concernant le profil de chimiorésistance, il est semblable à celui d'ABCB1wt pour la daunorubicine, la valinomycine, l'actinomycine D, la colchicine, l'adryamicine et la vinblastine voir légèrement modifié (plus de résistance) pour la doxorubicine [START_REF] Jeong | Function-altering SNPs in the human multidrug transporter gene ABCB1 identified using a Saccharomyces-based assay[END_REF][START_REF] Kioka | P-glycoprotein gene (MDR1) cDNA from human adrenal: normal P-glycoprotein carries Gly185 with an altered pattern of multidrug resistance[END_REF].
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La présence du polymorphisme n'a pas d'influence sur la pharmacocinétique du talinolol [START_REF] Siegmund | The effects of the human MDR1 genotype on the expression of duodenal Pglycoprotein and disposition of the probe drug talinolol[END_REF], de la nimodipine [START_REF] Zhao | Effects of CYP3A5, MDR1 and CACNA1C polymorphisms on the oral disposition and response of nimodipine in a Chinese cohort[END_REF], de la cloxacilline [START_REF] Yin | Effect of multidrug resistance gene-1 (ABCB1) polymorphisms on the single-dose pharmacokinetics of cloxacillin in healthy adult Chinese men[END_REF] ou de la paroxetine [START_REF] Gex-Fabry | CYP2D6 and ABCB1 genetic variability: influence on paroxetine plasma level and therapeutic response[END_REF].

Tout comme le SNP C3435T, le SNP G2677T fut à la fois corrélé à une diminution [START_REF] Kim | Identification of functionally variant MDR1 alleles among European Americans and African Americans[END_REF] et à un niveau normal [START_REF] Drescher | MDR1 gene polymorphisms and disposition of the P-glycoprotein substrate fexofenadine[END_REF] de la concentration plasmatique en fexofénadine. Bien qu'une étude n'est rapportée aucun effet du SNP sur la pharmacocinétique du tacrolimus [START_REF] Goto | T polymorphism in the MDR1 gene affects the enterocyte expression level of CYP3A4 rather than Pgp in recipients of living-donor liver transplantation[END_REF], deux autres études décrivirent que les individus GG montraient une diminution de la concentration plasmatique en tacrolimus [START_REF] Zheng | Tacrolimus dosing in pediatric heart transplant patients is related to CYP3A5 and MDR1 gene polymorphisms[END_REF][START_REF] Anglicheau | Association of the multidrug resistance-1 gene single-nucleotide polymorphisms with the tacrolimus dose requirements in renal transplant recipients[END_REF]. Pourtant, aucune association n'a été faite entre le polymorphisme et la neurotoxicité induite par le tacrolimus [START_REF] Yanagimachi | Influence of CYP3A5 and ABCB1 gene polymorphisms on calcineurin inhibitor-related neurotoxicity after hematopoietic stem cell transplantation[END_REF]. De manière paradoxal, ce polymorphisme est associé avec la neurotoxicité induite par la cyclosporine A [START_REF] Yanagimachi | Influence of CYP3A5 and ABCB1 gene polymorphisms on calcineurin inhibitor-related neurotoxicity after hematopoietic stem cell transplantation[END_REF] alors que son transport ne semble pas modifié. Aucune corrélation n'a été trouvée entre l'expression du SNP et la réponse aux anti-VIH [START_REF] Haas | MDR1 gene polymorphisms and phase 1 viral decay during HIV-1 infection: an adult AIDS Clinical Trials Group study[END_REF]. Il a pourtant été observé que les patients GA montrent une meilleure augmentation du nombre de cellules CD4+ que les patients GG ou GT après 6 mois de thérapie antivirale (lamivudine, stavudine et éfavirenz) [START_REF] Parathyras | A pharmacogenetic study of CD4 recovery in response to HIV antiretroviral therapy in two South African population groups[END_REF]. A l'inverse, il existerait une association avec la réponse à la paroxetine (antidépresseur) [START_REF] Kato | ABCB1 (MDR1) gene polymorphisms are associated with the clinical response to paroxetine in patients with major depressive disorder[END_REF]. Le SNP synonyme C1236T concerne la glycine 412. La protéine ABCB1 portant le SNP C1236T montre une expression normale dans des cellules de leucémie myéloïdes aigues [START_REF] Van Der Holt | ABCB1 gene polymorphisms are not associated with treatment outcome in elderly acute myeloid leukemia patients[END_REF] et une activité de transport normal de la rhodamine 123, du paclitaxel, du vérapamil, de la daunorubicine, de la vinblastine, de la calcéine-AM et de la rhodamine [START_REF] Van Der Holt | ABCB1 gene polymorphisms are not associated with treatment outcome in elderly acute myeloid leukemia patients[END_REF][START_REF] Kimchi-Sarfaty | silent" polymorphism in the MDR1 gene changes substrate specificity[END_REF].

Le SNP C1236T n'aurait, d'une part, pas d'influence sur la pharmacocinétique du cilostazol [START_REF] Yoo | Population pharmacokinetic analysis of cilostazol in healthy subjects with genetic polymorphisms of CYP3A5, CYP2C19 and ABCB1[END_REF]. Ce SNP a été associé à la neurotoxicité induite par le traitement au tacrolimus [START_REF] Yanagimachi | Influence of CYP3A5 and ABCB1 gene polymorphisms on calcineurin inhibitor-related neurotoxicity after hematopoietic stem cell transplantation[END_REF] mais les individus CC ne montrent qu'une tendance non significative à une plus faible concentration plasmatique en tacrolimus [START_REF] Anglicheau | Association of the multidrug resistance-1 gene single-nucleotide polymorphisms with the tacrolimus dose requirements in renal transplant recipients[END_REF][START_REF] Goto | T polymorphism in the MDR1 gene affects the enterocyte expression level of CYP3A4 rather than Pgp in recipients of living-donor liver transplantation[END_REF]. D'autre part, il a été associé à une augmentation de l'exposition à l'irinotécan et à son métabolite, le SN-38 (homozygote TT) [START_REF] Mathijssen | Irinotecan pathway genotype analysis to predict pharmacokinetics[END_REF]. Il modifierait aussi l'absorption orale de la cloxacilline et sa pharmacocinétique puisque les individus TT montrent une plus forte concentration sérique de cloxacilline sans modification de la clairance rénale [START_REF] Yin | Effect of multidrug resistance gene-1 (ABCB1) polymorphisms on the single-dose pharmacokinetics of cloxacillin in healthy adult Chinese men[END_REF]. Le SNP C1236T a également été associé à la neurotoxicité induite par cyclosporine A [START_REF] Yanagimachi | Influence of CYP3A5 and ABCB1 gene polymorphisms on calcineurin inhibitor-related neurotoxicity after hematopoietic stem cell transplantation[END_REF]. Pour finir, il a été observé que les individus porteurs des génotypes CT et TT sont protégés contre la progression du statut séropositif à la déclaration en SIDA [START_REF] Bellusci | MDR1 3435T and 1236T alleles delay disease progression to pediatric AIDS but have no effect on HIV-1 vertical transmission[END_REF]. Le polymorphisme G2677T/A s'avère associé au polymorphisme C3435T [START_REF] Tanabe | Expression of P-glycoprotein in human placenta: relation to genetic polymorphism of the multidrug resistance (MDR)-1 gene[END_REF][START_REF] Lee | MDR1 genetic polymorphisms and comparison of MDR1 haplotype profiles in Korean and Vietnamese populations[END_REF].

La présence des deux SNP n'aurait pas d'influence sur l'expression en ARNm ABCB1 ; en effet le niveau est semblable entre les individus GG-CC et TT-TT [START_REF] Ansermot | Influence of ABCB1 gene polymorphisms and P-glycoprotein activity on cyclosporine pharmacokinetics in peripheral blood mononuclear cells in healthy volunteers[END_REF]. Le transport de la rhodamine 123 [START_REF] Ansermot | Influence of ABCB1 gene polymorphisms and P-glycoprotein activity on cyclosporine pharmacokinetics in peripheral blood mononuclear cells in healthy volunteers[END_REF], du vérapamil, de la digoxine, de la vinblastine et de la cyclosporine A est normal [START_REF] Morita | Human MDR1 polymorphism: G2677T/A and C3435T have no effect on MDR1 transport activities[END_REF]. L'haplotype G2677T/C3435T n'influence pas non plus les paramètres pharmacocinétiques de la cyclosporine [START_REF] Ansermot | Influence of ABCB1 gene polymorphisms and P-glycoprotein activity on cyclosporine pharmacokinetics in peripheral blood mononuclear cells in healthy volunteers[END_REF], du cilostazol [START_REF] Yoo | Population pharmacokinetic analysis of cilostazol in healthy subjects with genetic polymorphisms of CYP3A5, CYP2C19 and ABCB1[END_REF] et de la fexofénadine [START_REF] Shon | Effect of itraconazole on the pharmacokinetics and pharmacodynamics of fexofenadine in relation to the MDR1 genetic polymorphism[END_REF] bien L'haplotype C1236T/G2677T/C3435T n'influencerait pas l'expression de la protéine ABCB1. Mais les protéines ABCB1 TTT (3 polymorphismes) ont montré une sensibilité au vérapamil (inhibiteur) différente de la protéine naturelle bien que cette sensibilité soit normale pour la rapamycine (autre inhibiteur). L'analyse de la sensibilité à la trypsine du variant TTT suggère une modification de la structure tertiaire protéique, potentiellement due à une altération du profil de glycosylation de la protéine [START_REF] Kimchi-Sarfaty | silent" polymorphism in the MDR1 gene changes substrate specificity[END_REF].

L'haplotype C1236T/G2677T/C3435T n'influencerait pas le transport de la calcéine-AM, du paclitaxel, de la vinblastine, de la daunorubicine, de la rhodamine 123 et du vérapamil [START_REF] Kimchi-Sarfaty | silent" polymorphism in the MDR1 gene changes substrate specificity[END_REF][START_REF] Gow | Substrate-dependent effects of human ABCB1 coding polymorphisms[END_REF]. Par contre, son activité d'efflux de la digoxine serait augmentée (in vitro) [START_REF] Kim | Identification of functionally variant MDR1 alleles among European Americans and African Americans[END_REF].

L'haplotype TTT ne serait pas sans conséquence sur l'exposition à certains médicaments puisqu'il a été associé à une réduction de la clairance rénale de l'irinotecan [START_REF] Sai | Haplotype analysis of ABCB1/MDR1 blocks in a Japanese population reveals genotype-dependent renal clearance of irinotecan[END_REF] et à une augmentation de l'exposition à la cyclosporine A [START_REF] Chowbay | Genetic polymorphisms in MDR1 and CYP3A4 genes in Asians and the influence of MDR1 haplotypes on cyclosporin disposition in heart transplant recipients[END_REF]. De plus, les individus TTT auraient besoin d'une dose plus élevée en tacrolimus pour atteindre la même concentration plasmatique que les individus CGC [START_REF] Anglicheau | Association of the multidrug resistance-1 gene single-nucleotide polymorphisms with the tacrolimus dose requirements in renal transplant recipients[END_REF]. Ils montreraient également une diminution de la disponibilité orale de la fexofenadine [START_REF] Kim | Identification of functionally variant MDR1 alleles among European Americans and African Americans[END_REF] ou du clopidrogel [START_REF] Taubert | Impact of P-glycoprotein on clopidogrel absorption[END_REF] par rapport aux individus TGT. Pour finir, cet haplotype a été associée à une réponse altérée au traitement de la dépression par paroxetine [START_REF] Kato | ABCB1 (MDR1) gene polymorphisms are associated with the clinical response to paroxetine in patients with major depressive disorder[END_REF].
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De nombreux autres SNP ont été décrits sur ABCB1. Certains ne montrent pas d'effet ni sur l'expression, ni sur l'activité de transport de la protéine ABCB1. C'est le cas du SNP A61G (protéine ABCB1-N21D) qui est exprimée normalement [START_REF] Siegmund | The effects of the human MDR1 genotype on the expression of duodenal Pglycoprotein and disposition of the probe drug talinolol[END_REF][START_REF] Gow | Substrate-dependent effects of human ABCB1 coding polymorphisms[END_REF] et transporte correctement le vérapamil, la calcéine-AM et le paclitaxel [START_REF] Gow | Substrate-dependent effects of human ABCB1 coding polymorphisms[END_REF][START_REF] Kimchi-Sarfaty | Functional characterization of coding polymorphisms in the human MDR1 gene using a vaccinia virus expression system[END_REF]. La présence de ce polymorphisme n'a pas non plus d'influence sur la pharmacocinétique du talinolol [START_REF] Siegmund | The effects of the human MDR1 genotype on the expression of duodenal Pglycoprotein and disposition of the probe drug talinolol[END_REF] ou de la paroxetine [START_REF] Gex-Fabry | CYP2D6 and ABCB1 genetic variability: influence on paroxetine plasma level and therapeutic response[END_REF]. De même, les SNP T307C et G2995A sont sans effet ; les protéines correspondantes transportent correctement le vérapamil et la calcéine-AM [START_REF] Kimchi-Sarfaty | Functional characterization of coding polymorphisms in the human MDR1 gene using a vaccinia virus expression system[END_REF].

Dans certains cas, le niveau d'expression d'ABCB1 n'est pas modifié par le polymorphisme et son activité de transport est modifiée de manière substrat spécifique. Ainsi, le variant M89T est plus résistant à la daunorubicine, à la doxorubicine et à la valinomycine mais pas à l'actinomycine D [START_REF] Jeong | Function-altering SNPs in the human multidrug transporter gene ABCB1 identified using a Saccharomyces-based assay[END_REF]. Les cellules exprimant ABCB1-G185V sont respectivement plus, autant et moins résistantes à la colchicine, à l'adryamicine et à la vinblastine que celles exprimant ABCB1 naturelle [START_REF] Kioka | P-glycoprotein gene (MDR1) cDNA from human adrenal: normal P-glycoprotein carries Gly185 with an altered pattern of multidrug resistance[END_REF]. La protéine ABCB1-S400N, dont le niveau d'expression et la localisation membranaire est normale [START_REF] Siegmund | The effects of the human MDR1 genotype on the expression of duodenal Pglycoprotein and disposition of the probe drug talinolol[END_REF][START_REF] Gow | Substrate-dependent effects of human ABCB1 coding polymorphisms[END_REF][START_REF] Woodahl | Multidrug resistance gene G1199A polymorphism alters efflux transport activity of P-glycoprotein[END_REF], transporte correctement le vérapamil, la calcéine-AM et le paclitaxel [START_REF] Gow | Substrate-dependent effects of human ABCB1 coding polymorphisms[END_REF][START_REF] Kimchi-Sarfaty | Functional characterization of coding polymorphisms in the human MDR1 gene using a vaccinia virus expression system[END_REF], confère une résistance normale à la doxorubicine et n'a pas d'influence sur la pharmacocinétique du talinolol [START_REF] Siegmund | The effects of the human MDR1 genotype on the expression of duodenal Pglycoprotein and disposition of the probe drug talinolol[END_REF]. Par contre, le transport de la rhodamine 123 est diminué [START_REF] Woodahl | Multidrug resistance gene G1199A polymorphism alters efflux transport activity of P-glycoprotein[END_REF] et la résistance à la vinblastine et à la vincristine est augmentée [START_REF] Woodahl | Multidrug resistance gene G1199A polymorphism alters efflux transport activity of P-glycoprotein[END_REF]. Le variant L662R (SNP T1985G) quant à lui montre une expression et un profil de résistance à la daunorubicine et à l'actinomycine D normaux mais une résistance accrue pour la doxorubicine et la valinomycine [START_REF] Jeong | Function-altering SNPs in the human multidrug transporter gene ABCB1 identified using a Saccharomyces-based assay[END_REF].

Autre exemple : la protéine ABCB1-R669C dont l'expression est normale [START_REF] Gow | Substrate-dependent effects of human ABCB1 coding polymorphisms[END_REF] montre une activité de transport de la calcéine-AM et du paclitaxel semblable à celle de la protéine naturelle [START_REF] Gow | Substrate-dependent effects of human ABCB1 coding polymorphisms[END_REF] mais une chimiorésistance accrue à la daunorubicine, à la doxorubicine, à la valinomycine et à l'actinomycine [START_REF] Jeong | Function-altering SNPs in the human multidrug transporter gene ABCB1 identified using a Saccharomyces-based assay[END_REF]. Le polymorphisme C3151G (protéine P1051A) n'induit pas de modification ni de l'expression d'ABCB1 ni de la résistance à la daunorubicine, à la doxorubicine et à l'actinomycine D mais une augmentation de la résistance à la valinomycine [START_REF] Jeong | Function-altering SNPs in the human multidrug transporter gene ABCB1 identified using a Saccharomyces-based assay[END_REF]. Bien qu'exprimée à un niveau semblable à ABCB1wt, la protéine ABCB1-W1108R n'engendre pas autant de résistance à la daunorubicine, à la doxorubicine et la valinomycine que la protéine naturelle et le niveau de résistance à l'actinomycine D reste normal [START_REF] Jeong | Function-altering SNPs in the human multidrug transporter gene ABCB1 identified using a Saccharomyces-based assay[END_REF]. Le SNP T3421A code la protéine ABCB1-S1141T

exprimée normalement [START_REF] Gow | Substrate-dependent effects of human ABCB1 coding polymorphisms[END_REF] [175] et transportant correctement la calcéine-AM et le paclitaxel [START_REF] Gow | Substrate-dependent effects of human ABCB1 coding polymorphisms[END_REF]. Son profil de chimiorésistance à la daunorubicine et à l'actinomycine D est normal [START_REF] Jeong | Function-altering SNPs in the human multidrug transporter gene ABCB1 identified using a Saccharomyces-based assay[END_REF] alors que la résistance à la doxorubicine et à la valinomycine est augmentée par rapport à ABCB1 naturelle [START_REF] Jeong | Function-altering SNPs in the human multidrug transporter gene ABCB1 identified using a Saccharomyces-based assay[END_REF]. Enfin, la protéine ABCB1-V1251I montre une augmentation de l'activité de transport de la calcéine-AM [START_REF] Gow | Substrate-dependent effects of human ABCB1 coding polymorphisms[END_REF] sans modification du niveau d'expression.

Certains polymorphismes situés au niveau des introns ont pu être corrélés à un phénotype de résistance aux médicaments contre l'épilepsie [START_REF] Soranzo | Identifying candidate causal variants responsible for altered activity of the ABCB1 multidrug resistance gene[END_REF]. Un autre polymorphisme intronique, le SNP T-129C, a été corrélé à une expression plus faible d'ABCB1 placentaire [START_REF] Tanabe | Expression of P-glycoprotein in human placenta: relation to genetic polymorphism of the multidrug resistance (MDR)-1 gene[END_REF] mais ne modifie ni la fonction d'efflux de rhodamine 123 [START_REF] Calado | Influence of functional MDR1 gene polymorphisms on P-glycoprotein activity in CD34+ hematopoietic stem cells[END_REF], ni la concentration plasmatique en tacrolimus [START_REF] Anglicheau | Association of the multidrug resistance-1 gene single-nucleotide polymorphisms with the tacrolimus dose requirements in renal transplant recipients[END_REF]. Il serait tout de même corrélé à une meilleur augmentation du nombre de cellules CD4+ chez des patients CC après 6 mois de thérapie antivirale (lamivudine, stavudine et éfavirenz) [START_REF] Parathyras | A pharmacogenetic study of CD4 recovery in response to HIV antiretroviral therapy in two South African population groups[END_REF].
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De nombreux SNP ont été identifiés et décrits sur le gène ABCG2. Certains SNP situés au niveau de la région promotrice induiraient une modification du niveau en ARNm ABCG2. Le SNP C-15994T (rs7699188), par exemple, a été corrélé à une augmentation du niveau d'expression en ARNm ABCG2 qui pourrait faire suite à la formation d'un nouveau site de fixation aux facteurs de transcription [START_REF] Poonkuzhali | Association of breast cancer resistance protein/ABCG2 phenotypes and novel promoter and intron 1 single nucleotide polymorphisms[END_REF]. D'autres polymorphismes (A-15846C et C-30477G/rs2127861) montrent une augmentation du niveau d'expression en ARNm sans identification de nouveaux sites de fixations aux facteurs de transcription [START_REF] Poonkuzhali | Association of breast cancer resistance protein/ABCG2 phenotypes and novel promoter and intron 1 single nucleotide polymorphisms[END_REF]. A l'inverse, le SNP C-15622T a été corrélé à une diminution de l'expression en ARNm [START_REF] Poonkuzhali | Association of breast cancer resistance protein/ABCG2 phenotypes and novel promoter and intron 1 single nucleotide polymorphisms[END_REF].

L'apparition de site de fixation aux facteurs de transcription peut aussi être observée au niveau des introns. En effet, le SNP C16702T (rs2046134), corrélé à une augmentation de l'expression en ARNm, induirait la formation d'un nouveau site [START_REF] Poonkuzhali | Association of breast cancer resistance protein/ABCG2 phenotypes and novel promoter and intron 1 single nucleotide polymorphisms[END_REF]. D'autres SNP montrent une association avec le niveau d'expression en ARNm ABCG2 : le SNP T12283TC

(augmentation) et le SNP G1143A ou rs2622604 (diminution) [START_REF] Poonkuzhali | Association of breast cancer resistance protein/ABCG2 phenotypes and novel promoter and intron 1 single nucleotide polymorphisms[END_REF]. Ce dernier a aussi été corrélé à l'apparition d'insuffisance médullaire (leucopénie, neutropénie, anémie) dans le cadre de traitements à base d'irinotécan (substrat d'ABCG2) [START_REF] Cha | Single nucleotide polymorphism in ABCG2 is associated with irinotecan-induced severe myelosuppression[END_REF]. Les SNP rs17731538 (intron 2) et rs13120400 (intron 9) ont été associés à la réponse au méthotrexate dans le cadre du traitement du psoriasis [START_REF] Warren | Genetic variation in efflux transporters influences outcome to methotrexate therapy in patients with psoriasis[END_REF].

Les polymorphismes les plus étudiés sont les SNP non synonymes, dont les SNP G527A Des données contradictoires ont été rapportées concernant l'effet du SNP G527A. En effet, certains travaux rapportèrent qu'il n'etait pas associé à une modification de l'expression, de la localisation cellulaire ou de l'activité d'ABCG2 [START_REF] Imai | C421A polymorphism in the human breast cancer resistance protein gene is associated with low expression of Q141K protein and low-level drug resistance[END_REF][START_REF] Tamura | Re-evaluation and functional classification of non-synonymous single nucleotide polymorphisms of the human ATP-binding cassette transporter ABCG2[END_REF], alors que Mizuarai et al. observa une modification de la localisation cellulaire de la protéine ABCG2-V12M (augmentation de la présence en intracellulaire au lieu de sa migration au niveau de la membrane plasmatique). La mutation V12M se situe dans une région terminale qui n'a pas été reconnue comme une séquence signal de la localisation mais soulève la question de l'importance de cette région dans l'efficacité d'acheminement à la membrane. La mutation est également associée à une perte de résistance à la mitoxantrone et au topotécan [START_REF] Mizuarai | Single nucleotide polymorphisms result in impaired membrane localization and reduced atpase activity in multidrug transporter ABCG2[END_REF]. Par ailleurs, une étude portant sur le transport du Hoechst 33342 n'a pas été en mesure d'éclaircir l'impact de ce polymorphisme sur l'activité de transport des cellules porteuses de ce SNP. En effet, celle-ci fut à la fois diminuée dans des cellules Sf9 exprimant ABCG2-V12M et inchangée dans des cellules HEK 293/ABCG2-V12M [START_REF] Morisaki | Single nucleotide polymorphisms modify the transporter activity of ABCG2[END_REF]. Néanmoins, les cellules exprimant la protéine ABCG2-V12M (transfectants stables HEK-293 ou FlpIn 293) seraient résistantes à plusieurs substrats d'ABCG2 : le SN-38, la mitoxantrone, le topotécan et le diflomotécan [START_REF] Tamura | Re-evaluation and functional classification of non-synonymous single nucleotide polymorphisms of the human ATP-binding cassette transporter ABCG2[END_REF][START_REF] Morisaki | Single nucleotide polymorphisms modify the transporter activity of ABCG2[END_REF] et présenteraient une activité ATPase comparable à celle des cellules exprimant la protéine naturelle [START_REF] Morisaki | Single nucleotide polymorphisms modify the transporter activity of ABCG2[END_REF]. Le polymorphisme C914A (Q141K) fut sans conteste le SNP le plus étudié. Au niveau des patients, de nombreuses observations et corrélations ont été faites. Bien que les cellules intestinales de porteurs de ce SNP présentent une expression normale d'ABCG2 (ARNm et protéine) [START_REF] Zamber | Natural allelic variants of breast cancer resistance protein (BCRP) and their relationship to BCRP expression in human intestine[END_REF], ils montrent une augmentation du taux plasmatique de diflomotécan [START_REF] Sparreboom | Diflomotecan pharmacokinetics in relation to ABCG2 421C>A genotype[END_REF], de topotécan [START_REF] Sparreboom | Effect of ABCG2 genotype on the oral bioavailability of topotecan[END_REF], de gefinitib [START_REF] Li | Association of variant ABCG2 and the pharmacokinetics of epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitors in cancer patients[END_REF], d'atorvastatine et de rosuvastatine [START_REF] Keskitalo | ABCG2 polymorphism markedly affects the pharmacokinetics of atorvastatin and rosuvastatin[END_REF]. Les porteurs de l'allèle A montre également une clairance diminuée pour l'erlotinib (substrat d'ABCG2 [START_REF] Li | Association of variant ABCG2 and the pharmacokinetics of epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitors in cancer patients[END_REF]) [START_REF] Thomas | Population pharmacokinetics of erlotinib and its pharmacokinetic/pharmacodynamic relationships in head and neck squamous cell carcinoma[END_REF]. Par contre, le SNP C914A n'aurait pas de conséquences sur la pharmacocinétique de l'irinotecan [START_REF] De Jong | ABCG2 pharmacogenetics: ethnic differences in allele frequency and assessment of influence on irinotecan disposition[END_REF].

Dans les lignées cellulaires transfectées, ABCG2-Q141K est exprimée à un niveau inférieure à ABCG2 naturelle [START_REF] Tamura | Functional validation of the genetic polymorphisms of human ATP-binding cassette (ABC) transporter ABCG2: identification of alleles that are defective in porphyrin transport[END_REF][START_REF] Imai | C421A polymorphism in the human breast cancer resistance protein gene is associated with low expression of Q141K protein and low-level drug resistance[END_REF][START_REF] Tamura | Re-evaluation and functional classification of non-synonymous single nucleotide polymorphisms of the human ATP-binding cassette transporter ABCG2[END_REF][START_REF] Kondo | Functional analysis of SNPs variants of BCRP/ABCG2[END_REF]. Rapportée au niveau de protéine exprimée, l'activité de transport de cette protéine n'est pas modifiée pour certains substrats : E1S (estrone-3sulfate), DHEAS (dehydroepiandrosterone sulfate), MTX (méthotrexate) et PAH (acide paminohippurique) [START_REF] Kondo | Functional analysis of SNPs variants of BCRP/ABCG2[END_REF].

Pourtant, les cellules exprimant ABCG2-Q141K montrent une diminution d'efflux de certains substrats (mitoxantrone [START_REF] Morisaki | Single nucleotide polymorphisms modify the transporter activity of ABCG2[END_REF], topotécan [START_REF] Imai | C421A polymorphism in the human breast cancer resistance protein gene is associated with low expression of Q141K protein and low-level drug resistance[END_REF] et urate [START_REF] Woodward | Identification of a urate transporter, ABCG2, with a common functional polymorphism causing gout[END_REF]) et d'activité ATPase [START_REF] Morisaki | Single nucleotide polymorphisms modify the transporter activity of ABCG2[END_REF]. Cela suggère que cet acide aminé serait impliqué dans le transport des certains substrats mais pas d'autres (présence de plusieurs sites de fixation pour les substrats). Concernant la résistance aux médicaments, les cellules exprimant le variant Q141K sont plus sensibles au SN-38, à la mitoxantrone, au topotecan et au diflomotécan que des cellules exprimant la protéine naturelle [START_REF] Imai | C421A polymorphism in the human breast cancer resistance protein gene is associated with low expression of Q141K protein and low-level drug resistance[END_REF][START_REF] Tamura | Re-evaluation and functional classification of non-synonymous single nucleotide polymorphisms of the human ATP-binding cassette transporter ABCG2[END_REF][START_REF] Mizuarai | Single nucleotide polymorphisms result in impaired membrane localization and reduced atpase activity in multidrug transporter ABCG2[END_REF][START_REF] Morisaki | Single nucleotide polymorphisms modify the transporter activity of ABCG2[END_REF]. Certains variants montrent une expression similaire à celle d'ABCG2wt pourtant leur activité est modifiée. C'est le cas des protéines portant les polymorphismes I206L, S248P, P269S, F431L, F489L et N590Y qui montrent une diminution plus ou moins importante de l'activité de transport du MTX, de la porphyrine et/ou de l'E1S [START_REF] Tamura | Functional validation of the genetic polymorphisms of human ATP-binding cassette (ABC) transporter ABCG2: identification of alleles that are defective in porphyrin transport[END_REF][START_REF] Tamura | Re-evaluation and functional classification of non-synonymous single nucleotide polymorphisms of the human ATP-binding cassette transporter ABCG2[END_REF][START_REF] Lee | Identification and functional assessment of BCRP polymorphisms in a Korean population[END_REF]. De plus, les cellules exprimant ABCG2-F248P, ABCG2 F431L ou ABCG2-F489L ne sont plus autant résistantes ni au SN-38 ni à la mitoxantrone [START_REF] Tamura | Functional validation of the genetic polymorphisms of human ATP-binding cassette (ABC) transporter ABCG2: identification of alleles that are defective in porphyrin transport[END_REF][START_REF] Tamura | Re-evaluation and functional classification of non-synonymous single nucleotide polymorphisms of the human ATP-binding cassette transporter ABCG2[END_REF].

D'autres polymorphismes engendrent à la fois une diminution de l'expression et une perte d'activité. Le variant F208S par exemple est très faiblement exprimé [START_REF] Tamura | Functional validation of the genetic polymorphisms of human ATP-binding cassette (ABC) transporter ABCG2: identification of alleles that are defective in porphyrin transport[END_REF][START_REF] Tamura | Re-evaluation and functional classification of non-synonymous single nucleotide polymorphisms of the human ATP-binding cassette transporter ABCG2[END_REF] car il serait dégradé par le protéasome [START_REF] Nakagawa | Ubiquitin-mediated proteasomal degradation of nonsynonymous SNP variants of human ABC transporter ABCG2[END_REF]. La présence du variant F208S ne semble pourtant pas modifier la pharmacocinétique de l'irinotécan [START_REF] Mathijssen | Irinotecan pathway genotype analysis to predict pharmacokinetics[END_REF]. Les cellules exprimant ABCG2-F208S ne sont cependant pas résistantes au SN-38 et à la mitoxantrone [START_REF] Tamura | Re-evaluation and functional classification of non-synonymous single nucleotide polymorphisms of the human ATP-binding cassette transporter ABCG2[END_REF]. Le SNP S441N, quant à lui, diminue le niveau d'expression protéique et modifie la localisation cellulaire de la protéine ABCG2 ; le variant est observée en intracellulaire et non membranaire [START_REF] Tamura | Re-evaluation and functional classification of non-synonymous single nucleotide polymorphisms of the human ATP-binding cassette transporter ABCG2[END_REF][START_REF] Kondo | Functional analysis of SNPs variants of BCRP/ABCG2[END_REF].

Son activité de transport est perdue pour le MTX et la porphyrine [START_REF] Tamura | Functional validation of the genetic polymorphisms of human ATP-binding cassette (ABC) transporter ABCG2: identification of alleles that are defective in porphyrin transport[END_REF]. Les cellules exprimant ce variant ont perdu leur phénotype de résistance au SN-38 et à la mitoxantrone [START_REF] Tamura | Functional validation of the genetic polymorphisms of human ATP-binding cassette (ABC) transporter ABCG2: identification of alleles that are defective in porphyrin transport[END_REF][START_REF] Tamura | Re-evaluation and functional classification of non-synonymous single nucleotide polymorphisms of the human ATP-binding cassette transporter ABCG2[END_REF]. 13). Parmi eux, plusieurs ont été décrits sans influence (SNP S92F, T117M, R230Q, R633Q, G671V, C1047S et S1512L) [START_REF] Conrad | Identification of human multidrug resistance protein 1 (MRP1) mutations and characterization of a G671V substitution[END_REF][START_REF] Letourneau | Functional characterization of non-synonymous single nucleotide polymorphisms in the gene encoding human multidrug resistance protein 1 (MRP1/ABCC1)[END_REF].

Certains SNP montrent une expression normale mais une activité de transport altérée pour certains substrats. La protéine R433S est normalement localisée sur la membrane, transporte correctement l'E217ɴG (17beta-oestradiol-17beta-D-glucuronide) et procure une résistance au VP-16 et la vincristine [START_REF] Conrad | A naturally occurring mutation in MRP1 results in a selective decrease in organic anion transport and in increased doxorubicin resistance[END_REF]. Pourtant, son transport du LTC4 (leucotriène C4) et de l'estrone sulfate est altéré et, à l'inverse, elle engendre une résistance accrue à la doxorubicine [START_REF] Conrad | A naturally occurring mutation in MRP1 results in a selective decrease in organic anion transport and in increased doxorubicin resistance[END_REF]. Le SNP A989T montre une expression et un transport du LTC4 et du MTX normaux mais une diminution du transport de l'E217ɴG [START_REF] Letourneau | Functional characterization of non-synonymous single nucleotide polymorphisms in the gene encoding human multidrug resistance protein 1 (MRP1/ABCC1)[END_REF].

D'autres SNP montrent des résultats parfois sujets à la controverse. La protéine ABCC1-T73I, par exemple, est localisée normalement, transporte correctement le LTC4, l'E217ɴG et le méthotrexate [START_REF] Letourneau | Functional characterization of non-synonymous single nucleotide polymorphisms in the gene encoding human multidrug resistance protein 1 (MRP1/ABCC1)[END_REF] et montre un profil de résistance normal pour la daunorubicine, la doxorubicine, la vinblastine et la vincristine [START_REF] Yin | Characterization and analyses of multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1/ABCC1) polymorphisms in Chinese population[END_REF]. Pourtant, une diminution de résistance est observée pour le méthotrexate, l'étoposide et la vincristine qui varie selon le type cellulaire utilisé pour l'étude [START_REF] Yin | Characterization and analyses of multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1/ABCC1) polymorphisms in Chinese population[END_REF]. Les variations observées en fonction du type cellulaire et le paradoxe existant entre un transport normal du MTX et une résistance diminuée indiquent que des analyses complémentaires doivent être effectuées pour conclure sur l'effet du SNP T73I.

Le SNP R723Q ne modifie pas non plus la localisation membranaire, ni le transport du LTC4, de l'E217ɴG et du MTX [START_REF] Letourneau | Functional characterization of non-synonymous single nucleotide polymorphisms in the gene encoding human multidrug resistance protein 1 (MRP1/ABCC1)[END_REF]. Par contre, une diminution de la résistance à la daunorubicine, à la doxorubicine, à l'étoposide, à la vinblastine et à la vincristine est observée [START_REF] Yin | Characterization and analyses of multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1/ABCC1) polymorphisms in Chinese population[END_REF]. La résistance au MTX est sujet à controverse puisqu'elle est diminuée ou non selon le type cellulaire [START_REF] Yin | Characterization and analyses of multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1/ABCC1) polymorphisms in Chinese population[END_REF] bien que son transport ait été décrit comme normal [START_REF] Letourneau | Functional characterization of non-synonymous single nucleotide polymorphisms in the gene encoding human multidrug resistance protein 1 (MRP1/ABCC1)[END_REF]. Le SNP R1058Q n'influence pas non plus la localisation de la protéine ABCC1 qui transporte normalement le LTC4, l'E217ɴG et le MTX [START_REF] Letourneau | Functional characterization of non-synonymous single nucleotide polymorphisms in the gene encoding human multidrug resistance protein 1 (MRP1/ABCC1)[END_REF][START_REF] Yin | Characterization and analyses of multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1/ABCC1) polymorphisms in Chinese population[END_REF]. La résistance à la vincristine n'est pas modifiée alors qu'elle est diminuée pour l'étoposide, la daunorubicine et la doxorubicine. Par contre la résistance au MTX et à la vinblastine varient selon le type cellulaire [START_REF] Yin | Characterization and analyses of multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1/ABCC1) polymorphisms in Chinese population[END_REF]. membranaire a été à la fois décrite intacte ou altérée [START_REF] Yin | Characterization and analyses of multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1/ABCC1) polymorphisms in Chinese population[END_REF][START_REF] Leslie | Functional and structural consequences of cysteine substitutions in the NH2 proximal region of the human multidrug resistance protein 1 (MRP1/ABCC1)[END_REF]. De plus, une diminution de sensibilité à la trypsine a été observée et suggérerait une modification de sa conformation qui empêcherait l'accès au site de clivage de la trypsine [START_REF] Leslie | Functional and structural consequences of cysteine substitutions in the NH2 proximal region of the human multidrug resistance protein 1 (MRP1/ABCC1)[END_REF]. Le transport du GSH (gluthation), de l'E217ɴG et du LTC4 est normal ainsi que la résistance à la daunorubicine, à l'étoposide et à la vinblastine [START_REF] Yin | Characterization and analyses of multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1/ABCC1) polymorphisms in Chinese population[END_REF]. A l'inverse, la résistance à l'arsénite est diminuée [START_REF] Leslie | Functional and structural consequences of cysteine substitutions in the NH2 proximal region of the human multidrug resistance protein 1 (MRP1/ABCC1)[END_REF]. Pour finir, le profil de résistance à la vincristine et à la doxorubicine reste à confirmer car la résistance a été décrite normale mais aussi altérée [START_REF] Yin | Characterization and analyses of multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1/ABCC1) polymorphisms in Chinese population[END_REF][START_REF] Leslie | Functional and structural consequences of cysteine substitutions in the NH2 proximal region of the human multidrug resistance protein 1 (MRP1/ABCC1)[END_REF].

Très peu de données existent concernant d'autres paramètres que l'expression ou l'activité de transport. Les SNP rs35592 (intron 9) et rs2238476 (intron 23) ont montré une association avec l'efficacité du MTX dans le traitement du psoriasis tout comme le SNP T1337A qui a été associé à une plus grande efficacité du MTX dans ce contexte [START_REF] Warren | Genetic variation in efflux transporters influences outcome to methotrexate therapy in patients with psoriasis[END_REF]. Les SNP introniques rs11075291, rs1967120, rs3784862, rs246240, rs3784864, and rs2238476 ont quant à eux été associés à une augmentation de la toxicité du MTX dans le traitement du psoriasis [START_REF] Warren | Genetic variation in efflux transporters influences outcome to methotrexate therapy in patients with psoriasis[END_REF]. De manière surprenante, le SNP G671V, décrit sans impact sur l'expression ou l'activité d'ABCC1, a été associé au développement d'une cardio-toxicité induite par un traitement du lymphome non-hodgkinien à base d'anthracyclines (arythmie) [START_REF] Wojnowski | P)H oxidase and multidrug resistance protein genetic polymorphisms are associated with doxorubicininduced cardiotoxicity[END_REF]. Les SNP rs4148382 and rs212093 dans la région 3' du gène ABCC1 modifieraient l'activité pulmonaire puisqu'ils ont été respectivement associés à un volume expiratoire forcé plus élevé et plus faible [START_REF] Siedlinski | ABCC1 polymorphisms contribute to level and decline of lung function in two population-based cohorts[END_REF]. Et le SNP rs35621 (intron 14) a été associé avec un volume expiratoire forcé excessif [START_REF] Siedlinski | ABCC1 polymorphisms contribute to level and decline of lung function in two population-based cohorts[END_REF]. Des composants communs entrent dans la composition du cérumen, du colostrum et de la sueur [START_REF] Jirka | An alpha(2)-globulin component present in sweat, saliva, tears, human milk, colostrum and cerumen[END_REF]. Une étude a établit la corrélation entre le type de cérumen et la sécrétion de colostrum [START_REF] Miura | A strong association between human earwax-type and apocrine colostrum secretion from the mammary gland[END_REF]. Le colostrum correspond au lait, riche en protéine, sécrété en fin de grossesse et en début d'allaitement. La fréquence de femmes ne sécrétant pas de colostrum est significativement supérieure chez les femmes présentant un phénotype sec (homozygotes pour le SNP). De plus, le volume de colostrum sécrété par ces dernières est significativement plus faible que chez les femmes ayant un phénotype mouillé. Une seconde étude démontra qu'ABCC11 est aussi exprimée dans les glandes sudoripares et que les individus porteurs du polymorphisme G602A sécrètent une sueur axillaire très pauvre en composants odorants [START_REF] Martin | A Functional ABCC11 Allele Is Essential in the Biochemical Formation of Human Axillary Odor[END_REF]. Les sécrétions en acides aminés conjugués et en stéroïdes responsables de l'odeur sont respectivement abolies et significativement diminuées. L'impact potentiel des SNP non synonymes sur ABCC11 peut être supposé selon plusieurs critères :
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1) la localisation de la mutation. Les polymorphismes G180R, P279H/R, A317E, S938X, M970V sont localisés dans les MSD (Figure 14) et peuvent avoir des conséquences sur l'interaction avec le substrat et donc modifier le spectre de substrats de la protéine. Les mutations T546M, R630W, V648I, V687I, N1277Y et H1344R se situent dans un NBD (Figure 14) et peuvent altérer la fixation et l'hydrolyse de l'ATP, ainsi que l'interaction avec certains substrats tels que les stéroïdes. Au niveau des boucles intracellulaires entre les traversées membranaires, se trouve la substitution R995Q qui peut bouleverser des régions charnières nécessaires pour les changements de conformation intervenant dans le transport. 

Elimination des brins parentaux : Digestion DpnI

Après une étape de purification sur bille (GeneClean® II kit) selon les instructions du fournisseur (Q-biogene), le produit de la PCR est soumis à 1 heure de digestion à 37 °C par 10 U de DpnI en tampon tango 1X (Fermentas).

Amplification et séparation des plasmides

Le produit de digestion par DpnI est utilisé pour transformer des bactéries compétentes (DH5α Les cellules sont incubées dans du milieu de culture en présence de 5FdURD, qui entre dans les cellules pour être métabolisé en 5FdUMP (période U pour uptake). Ce dernier étant substrat d'ABCC11, il sera efflué des cellules pendant une seconde phase d'incubation dans du milieu contenant ou non un inhibiteur d'ABCC11, le MK571 (période U+E pour uptake +efflux et U+E/MK pour uptake +efflux en présence de MK571). La concentration de 5FdUMP contenu dans le milieu d'efflux (surnageant) et dans les cellules est quantifiée par HPLC MS/MS puis rapportée à la concentration en protéine totale de l'échantillon (reflétant le nombre de cellules). Deux expériences sont représentées (N1 et N2). Les variations de concentration en 5FdUMP entre chaque lignée et la lignée Flp5 (contrôle n'exprimant pas ABCC11) sont illustrées par les symboles (diminution) (pas de modification) (augmentation). L'inhibition de l'efflux induite par la présence de MK571 est indiquée en rouge (augmentation de l'efflux du 5FdUMP) ou en bleue (diminution). 22). Il n'y a pas de différence significative de l'expression de ces trois transporteurs entre toutes les lignées cellulaires.

Analyse du niveau d'expression des acteurs du métabolisme du 5FdURD

La quantité de 5FdUMP variant significativement entre les lignées cellulaires, nous avons analysé l'expression en ARNm de certaines enzymes impliquées dans le métabolisme du 5FdURD en 5FdUMP 
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THE ACRIDONE DERIVATIVE MBLI-87 SENSITIZES BREAST CANCER RESISTANCE PROTEIN-EXPRESSING XENOGRAFTS TO IRINOTECAN
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INTRODUCTION

Multidrug efflux pumps from the ATP-binding cassette (ABC) family are thought to play important roles in drug absorption and distribution, normal tissue protection, and potentially anticancer drug-resistance. Although efforts to reverse drug resistance using ABCB1/Pglycoprotein (Pgp) inhibitors essentially failed in the past, it is not known whether this was because the target was not as prevalent as previously thought, or due to either inadequate inhibition, or concurrent expression of other transporters able to compensate for the inhibition of Pgp. The question of whether inhibitors of other ABC transporters could be exploited clinically has rarely been addressed. Since a number of the targeted anticancer agents have been found to be substrates or modulators of multidrug efflux pumps, it has become important to define their possible role in multidrug resistance. Furthermore, inhibition of the multidrug efflux pumps has potential utility beyond reversal of resistance, such as to improve the delivery of substrate drugs to the central nervous system (CNS) (1)(2)(3). For example, it was recently reported that CNS penetration of lapatinib in animal models is limited by both Pgp and ABCG2 (4). Our strategy is to use reversal of drug resistance in xenografts as a proof of concept that an improved drug delivery and accumulation, through inhibition of efflux pumps, can indeed be achieved in vivo. HEK293 human embryonic kidney cells were previously shown to be able to grow as xenografts in SCID mice (4). This offered the possibility of a defined model system in which transfected ABCG2 would be the only difference from control xenografts, and that levels would not be too high, in contrast to other model systems in which drug selection had been utilized to achieve ABCG2 upregulation. This would lay the groundwork for re-testing the hypothesis that ABC transporters contribute to drug resistance and that their inhibition could prove useful in patients, for targeting ABC transporters that prevent drug accumulation in the CNS, or for improving and normalizing oral drug bioavailability.

Breast cancer resistance protein ABCG2 is an important ABC half-transporter that effluxes a wide range of substrates, including natural compounds such as porphyrins, and anticancer drugs such as mitoxantrone, irinotecan (CPT-11) (5) and SN-38, its pharmacologically-active metabolite, then overlapping the substrate spectra of ABCB1 and ABCC1 (6). Few potent inhibitors have been described, including GF120918, Ko143 as a derivative of fumitremorgin C (a highly toxic tremorgenic mycotoxin isolated from Aspergillus fumigatus), imatinib and gefitinib (GEFI, ZD1839, Iressa) (7). The latter compound is an efficient tyrosine-kinase inhibitor developed for inhibiting the epidermal growth factor receptor (EGFR) and used in lung cancer clinical trials (8,9). Controversial data have been reported about its transport by ABCG2 (9,10). This is apparently due to the fact that gefitinib is a substrate at low concentrations whereas inhibitory properties are observed in vivo at higher concentrations (11,12). Nevertheless, high and maximum tolerated doses of gefitinib (over 75 mg/kg) are routinely used to demonstrate its ability to reverse the SN-38-dependent resistant phenotype (10,12,13). The requirement for such high gefitinib doses would obviously constitute serious limitations for ABCG2 modulation in clinical setting. New ABCG2 inhibitors have been recently designed and optimized among flavonoids, based on flavone (14) and acridone (15) derivatives. One acridone, MBLI-87, also called acridone 4b, was found to be as potent in vitro as GF120918 against ABCG2-mediated mitoxantrone efflux (15), with the advantage of not inhibiting ABCB1 and ABCC1 (16). To further characterize MBLI-87 effects against ABCG2 transport activity, we evaluated its in vitro inhibition of irinotecan efflux and its in vivo modulatory effect on ABCG2-related drug resistance in xenografts.

In vitro cellular quantification of irinotecan.

Cells were first plated at 750 000 cells/well in 6-well plates. They were loaded with 2 μM irinotecan in the DMEM medium (without FBS) for 60 min at 37 °C in the absence or presence of either 5 µM GF 120418, 5 µM MBLI-87 or 10 µM fumitremorgin C. During the uptake period, irinotecan could be metabolised into SN-38. After two washings with ice-cold PBS (to inhibit active efflux capabilities), cells were collected in 1 mL of ice-cold PBS, submitted to centrifugation (5 min at 1500 g) and lysed into 500 µ L of pure methanol. Finally, intracellular irinotecan accumulation was quantified in a cell aliquot by HPLC MS/MS. The mixture was then submitted to vortex (30 s) and to centrifugation (5 min at 13 000 g). Calibration curves and quality control for irinotecan were prepared in 500 µL of methanol. Camptothecin, used as an internal standard, was added at 200 ng/mL. The organic layer was removed and evaporated to dryness under a stream of nitrogen. The residues were resuspended in 200 µL of mobile phase and 10 µL were injected into HPLC device. The mass spectrometry analysis was performed in positive-ion mode with electrospray source, and irinotecan and camptothecin were quantitated in selected reaction-monitoring mode. Specific transitions for SN-38, APC and SN-38G were also monitored in order to assess potential metabolism from irinotecan into the cells. Results (expressed in ng irinotecan/mg prot.) were normalized to cellular protein content (Bradford assay).

Pharmacokinetic analysis.

Irinotecan disposition was evaluated in tumor-free SCID mice after a single MBLI-87 (3.45 mg/kg) and/or irinotecan (20 mg/kg) intra-peritoneally administered dose (injection route used in in vivo protocol). 0.5, 1, 3, 6, or 24 h after injection, approximately 1 mL of blood was collected with heparinized syringes (5 animals per time point). Plasma fractions were extracted from each blood sample by centrifugation (5 min, 5 000 g).Solid phase extraction (SPE) was performed to extract irinotecan and SN-38 from mouse plasma samples. Briefly, the samples (50 µl) were spiked with 20 µl of camptothecin (internal standard at 1 µg/ml) and 300 µl of formic acid at 2% were added. According to the time of the kinetics, plasma samples were diluted in a free-drug blank plasma before extraction. Then, the mixture was transferred to SPE HLB Oasis cartridge (Waters, USA). The cartridges were washed and then, the analytes were eluted with methanol. The solvent was evaporated to dryness under nitrogen and the residue was reconstituted with 100 µl of mobile phase and 10 µl was injected into the HPLC tandem mass spectrometry apparatus. The mass spectrometry analysis was performed in the same conditions than those described previously for in vitro experiments. (see previous "In vitro cellular quantification of irinotecan" section). Results are expressed in ng Irinotecan/ml plasma.

Statistical analysis.

Irinotecan accumulation histograms (Figure 1) were constructed with Excel, and expressed as mean as ±SD. The statistical analyses (unilateral t-test) were performed with Excel. Growth curves were constructed with Excel as a plot of tumor volume ± SE against time. In figures 3A and B, statistical evaluation was carried out with the non-parametric Mann Whitney test. In Figure 3C and Table 1, growth curves were constructed with SigmaPlot® (Systat Software, San Jose, CA), by analyzing data as a plot of tumor volume ± SE against time, and the statistical analyses (paired t-test) were performed with Sigmastat® (Systat Software).

RESULTS AND DISCUSSION

To compare the in vitro effects of MBLI-87 on irinotecan accumulation in both pcDNA3.1-HEK293 cells (control) and ABCG2-expressing HEK293 cells, cell lines were incubated for 60 min with 2 µM irinotecan in the absence or presence of either 5 µM MBLI-87, 5 µM GF120918 or 10 µM fumitremorgin C (Figure 1). Then, cellular accumulation of irinotecan was quantified by HPLC MS/MS. This clearly demonstrated that irinotecan was less accumulated, by approximately 1.7-fold, in ABCG2-expressing HEK293 cells than in control cells. In ABCG2-HEK293 cells, irinotecan accumulation was increased by co-exposure to any ABCG2 modulator (10 µM fumitremorgin C, 5 µM GF120918 or 5 µM MBLI-87), while these modulators had no effect in the control cells (Figure 1). This demonstrated that MBLI-87 is indeed a potent inhibitor of ABCG2, increasing irinotecan cellular accumulation. We have used pcDNA3.1 and ABCG2 stable transfectants in HEK293 cells as a cellular tool (17) to characterize both in vitro and in vivo effects of ABCG2 modulators. In contrast to drug-selected ABCG2 cancer cells, these models allow access to a true negative control (here the empty pcDNA3.1 transfected cell line) in order to validate the specificity, and to exactly evaluate the net effect of our modulatory molecule on the ABCG2 target. We previously established both the tumorigenicity of HEK293 cells (21), the concentration range of irinotecan and MBLI-87, the non-toxic doses of drug combinations and the schedule of their administration to SCID mice over the 8-week protocol. We characterized the maximum tolerated doses of irinotecan (30 mg/kg for 3 days/week) in combination with either control NANO (300 µ L for 5 days/week) or MBLI-87 (2.4 mg/kg in 300 µ L NANO for 5 days/week). Higher doses were not used as they resulted in loss of weight and modifications in behaviour, both defined as reference elements by the Animal Facility veterinarian board to in vivo quantify the toxicity of the molecules. No difference in toxicity was observed according the treatments.

MBLI-87 could not be solubilised in either oil, saline or water vehicles. Since the chronic administration schedule of 50 µ L pure DMSO is not recommended by our ethical committee, we used a specific and complex formulation in nanoparticles (NANO) to allow its administration to mice. Consequently, for evaluating the net MBLI-87 effect on the growth of 

ABCG2 and tubulin expression in xenografts

ABCG2-expressing xenografts, we carried out control conditions with the nanoparticles alone (NANO). When the tumor volume approximately reached 1800 mm3, mice were sacrificed and ABCG2 expression levels were quantified by western blotting. As expected, the ABCG2 protein was only detected in ABCG2 xenografts (Figure 2A). Since control (pcDNA3.1) tumors did not grow during the first 60 days, we did not check any irinotecan effect on ABCG2 expression. Interestingly, the irinotecan treatment, whether combined with MBLI-87 or under control conditions (NANO), resulted in higher ABCG2 expression in xenografts (Figure 2, A and B), whereas MBLI-87 alone had no effect (Figure 2B). This strongly suggested that the anticancer agent irinotecan selected ABCG2-expressing cells having high efflux capability, which then could limit irinotecan chemotherapeutic activity or disposition.

Figure 2. A) ABCG2 expression in xenografts.

As soon as the tumor volume reached 1800 mm3, approximately, mice were sacrificed, and crude membrane fractions were prepared from (T31 to T110) individual xenografts. By immunoblotting, ABCG2 expression was quantified with the anti-ABCG2 BXP21 antibody, as described in Material and Methods. B) Effects of treatment with irinotecan and/or MBLI-87 on ABCG2 expression levels. ABCG2 expression was quantified as in A, and normalized to the alpha-tubulin content (ABCG2 expression levels /tubulin expression levels). Protein level ratios were expressed as arbitrary units (AU). The values are means ± S.E.

We next evaluated MBLI-87 circumvention of in vivo drug resistance by submitting mice to two chemotherapy cycles, administering irinotecan (30 mg/kg for 3 days/week) in combination with either control NANO (300 µ L for 5 days/week) or MBLI-87 (2.4 mg/kg in 300 µ L NANO for 5 days/week), the day after cell implantation. The first drug therapy period (from DAY1 to DAY15) avoided physical variability of irinotecan distribution in xenografts (since tumors were small and not completely established in 3-D tissue). This first chemotherapy period likely potentiated drug effects on the implanted cells, through a direct action on cells. In contrast, the second drug therapy period (from DAY 30 to DAY 45) was performed when xenograft volumes were in the mean range of 100 mm3, an established tumor size. Although some concentration variability was observed, both SN-38 and irinotecan were The points of the Figure 3C were better fitted (F test, at p<0.01) for both test and control series, as two separate time courses (rather than a single one) following the augmented (three parameter) exponential growth equation: y = y0 + a*exp (b*t), where y0 +1 is the computed size at t =0, a is 1.71828 times the increment in size at time equal to1/b, while b is the growth rate. During the second chemotherapy cycle (DAY16-to-DAY54 period), we observed an inhibition by MBLI-87 of ABCG2-dependent resistance to irinotecan (Figure 3C): ABCG2 tumor growth was delayed by co-administration of MBLI-87 and irinotecan, in comparison to NANO and irinotecan during the first rest period and the second therapy period. The data points of the overall MBLI-87 series were significantly below (Paired t-test, p<0.001) those of the NANO series. This was especially true over the times 35-to-54 days. The points of the Figure 3C were better fitted (F test, at p<0.01) for both test and control series, as two separate time courses (rather than a single one) following the augmented (three-parameter) exponential growth equation: y = y0 + a*exp (b*t), where y0 +1 was the computed size at t =0, a is 1.71828 times the increment in size at time equal to1/b, while b is the growth rate (Table 1).

Although there was no statistically-supported difference (p=0.115) for the whole 0-to-30 days period, a significant difference was indeed observed over the first rest period (16-to-30 days), p=0.039 (Table 1). Fig. 3C, although not statistically significant, looked as if the growth rate during the second therapy period (DAY 30-45) was slower for irinotecan-MBLI-87 than for irinotecan-NANO. In which case, the accelerated rate after therapy was discontinued and was faster for irinotecan-MBLI-87. It started from a lower point and got to the same at the end. After statistical analysis, the entire growth period comprising the second drug therapy and rest combined (DAY 30-54) did have enough points and gave a satisfactory p value (p<0.001) for the difference in the growth rates b (irinotecan-NANO) -b (irinotecan-MBLI-87) =0.1857 -0.2836= -0,0979 ; t = -4,251 with 16 degrees of freedom (P = <0,001), and 95 percent confidence interval for difference of means: -0,147 to -0,0491(the power of performed test with alpha = 0,050: 0,981). The growth rate in the irinotecan-MBLI-87 case was 50% higher and this was supported at p<0.001(Table 1). Actually, a credible explanation is that the xenograft speeds up its growth when treatment with irinotecan-MBLI-87 was discontinued. Indeed, it is probably the best explanation of why the two curves grew closer together. A similar phenomenon was observed for tumor growth in humans upon cessation of treatment with bevacizumab (Avastin) (22), also suggesting a tumor growth acceleration after drug removal. It is quite interesting for us to find evidence for an apparently similar phenomenon in an animal model. Consequently, this model may be close to the human schedule (22). However, expecting to have a "permanent" benefit after therapy stops is probably premature. 

Median

With the aim of identifying a specific, non-toxic inhibitor of ABCG2, we tested MBLI-87, an ABCG2-specific inhibitor not interacting with ABCB1. MBLI-87 could not be experimentally assayed at a maximum tolerable dose, due to limited solubility, and was not toxic for mice, the usable dose being here limited by the maximal volume that could be injected (300 µ L). Furthermore, since ABCG2 is physiologically expressed in tissue (liver, BHE and intestine), we evaluated the influence of MBLI-87 on SN38 and irinotecan in plasma in pharmacokinetic experiments. Irinotecan disposition was evaluated in tumor-free mice after a single MBLI-87 (3.45 mg/kg) and/or irinotecan (20 mg/kg) intra-peritoneally injected dose, close to the intravenous route used in human. Under our conditions, irinotecan concentrations followed two-phase decays (Figure 4A). Irinotecan concentrations were maximal at 30 min, decreased strongly after 3h exposure and remained detectable after 24h. We also quantified SN-38, the active metabolite of irinotecan, in plasma. Interestingly, with a slight delay likely due to metabolism kinetics, the maximal concentration of SN38 was reached at a 3-h time exposure and decreased strongly but remained still detectable at 24h after injection (Figure 4B). The median per time point were similar for the different conditions. Consequently, MBLI-87 had no effect on SN38 and irinotecan concentrations and then on their associated toxicity. Such a lack of interference of MBLI-87 towards irinotecan and SN38 plasmatic disposition encourage further studies. Optimization of both injectable MBLI-87 preparation and in vivo therapeutic protocol, will be useful to finally achieve complete ABCG2 inhibition. If MBLI-87 is indeed confirmed as a potent non-toxic inhibitor towards other drugs and in other model systems, it will constitute a good candidate for further developments aimed at improving bioavailability of substrate drugs, CNS penetration, accumulation of targeted agents in stem cells, and possibly to overcome multidrug resistance in cancer. 
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  Je remercie aussi mes compatriotes thésards (anciens et actuels) qui m'ont fait part de leur expérience ou qui ont simplement partagé leurs années de thèse avec moi : Lars JORDHEIM, Anne BEGHIN, Sandra GHAYAD, Stéphane DALLE, Jennifer AIM et surtout Rouba SLEIMAN, Lina RESLAN et Ines TAGGOUG (avec lesquelles j'ai aimé partager les « joies » de la thèse et les richesses de nos cultures respectives) et pour finir Minh NGOC DUONG (héritier du flambeau des thésards pour les années à venir). Je tiens à remercier tout spécialement Saïd BENNIA, notre homme à TOUT faire, qui a su se rendre indispensable de par ses dons multiples, son dynamisme et sa bienveillance. Je pense aussi à tous ceux qui ont un jour foulé le sol du labo de cyto (technicien(ne)s, stagiaires) dont la liste serait trop longue mais dont le passage ne sera pas oublié. Et pour finir, je remercie le chocolat, sans qui le labo du cyto ne survivrait pas… R RE ES SU UM ME E E EN N F FR RA AN NÇ ÇA AI IS S Première cause de décès par cancer chez la femme, le cancer du sein développe souvent une résistance à la chimiothérapie pouvant impliquer des transporteurs ABC (ATP Binding Cassette). Ils transportent les médicaments hors de la cellule et diminuent leur efficacité thérapeutique. Nous nous sommes intéressés à la protéine ABCC11 ou MRP8 (Multidrug Resistance Protein 8), exprimée dans le sein et responsable de l'efflux de certains anticancéreux (5FdUMP et méthotrexate). Nous avons démontré que l'expression d'ABCC11 était dépendante des voies de signalisation impliquant ER (Récepteur aux oestrogènes) ou PR (Récepteurs à la Progestérone). De plus, le tamoxifène (antagoniste d'ER) et la dexaméthasone (activateur de PR), utilisés en association avec la chimiothérapie, induisent l'expression d'ABCC11 et influenceraient négativement la réponse aux traitements anticancéreux à base de substrats d'ABCC11. L'expression d'ABCC11 a été positivement corrélée à celles d'ER et PR dans des cancers du sein. En parallèle, nous avons généré 2 modèles in silico en conformation ouverte vers l'intracellulaire ou vers l'extracellulaire et identifier des acides aminés potentiellement critiques dans l'architecture de la protéine ainsi que dans la liaison avec certains substrats (5FdUMP et GMPc). Nous avons également généré les outils moléculaires permettant l'étude de l'impact de 13 SNP (Single Nucleotide Polymorphism) non synonymes d'ABCC11. En raison d'une instabilité des lignées cellulaires, l'étude n'a pu être menée à son terme. Notre travail a ainsi contribué à une meilleure caractérisation d'ABCC11 et souligne sa potentielle valeur pronostic et prédictive dans le traitement du cancer du sein. TITRE EN ANGLAIS ABCC11 in breast cancer: Expression regulation by steroids and Structure/Function relationship study (Homology modeling and Genetic Polymorphism Influence). Leading cause of woman death by cancer, breast cancer can unfortunately develops chemotherapy resistance involving ABC (ATP Binding Cassette) transporters. They transport drugs out of cells and decrease their therapeutic efficiency. We studied one ABCC sub-family member: ABCC11 or MRP8 (Multidrug Resistance Protein 8), expressed in breast and responsible for anticancer agent efflux (5FdUMP and methotrexate).
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  le domaine de liaison à l'ADN (DBD pour DNA Binding Domain ou domaine C) présente une structure en deux doigts de zinc qui permet la dimérisation du récepteur et sa liaison aux éléments de réponse aux oestrogènes (ERE pour Estrogen Response Element ou ER3) de séquence AGGTCANNNTGACCT.

Figure 4 .

 4 Figure 4. Mécanismes génomiques d'action des récepteurs aux oestrogènes. E2 : oestrogènes ; ER : récepteurs aux oestrogènes ; HSP : protéine de choc thermique ; ERE : élément de réponse aux oestrogènes ; FT: facteurs de transcription; MAPK; mitogen activated protein kinase.

  mi io ot th hé ér ra ap pi ie e Dans le cadre du cancer du sein, différentes sortes d'anticancéreux sont utilisés (Figure 5) : Les anti-métabolites sont similaires aux métabolites normaux et se positionnent à leur place pour affecter le métabolisme de la cellule (5-FluoroUracil, gemcitabine, méthotrexate). Les agents alkylants provoquent des lésions de l'ADN empêchant sa duplication et donc la prolifération cellulaire (altrétamine, carboplatine, cisplatine, cyclophosphamide, mitomycine).Les intercalants de l'ADN s'insèrent au sein de l'hélice double brin de l'ADN et bloque la réplication de l'ADN et de ce fait la prolifération cellulaire (doxorubicine, épirubucine, étoposide, mitoxantrone, ténoposide).Les antimitotiques inhibent la polymérisation ou la dépolymérisation des microtubules formant le fuseau nécessaire à la phase de mitose (docétaxel, étoposide, paclitaxel, ténoposide, vinblastine, vincristine, vinorelbine).Du fait de leur intervention sur différents acteurs du cycle cellulaire, les agents anticancéreux vont différemment être actifs selon les phases de ce cycle. Par exemple, les intercalants de l'ADN agissent au cours de la réplication de l'ADN et donc au cours de la phase S. Les antimitotiques, comme l'indiquent leur nom, vont eux agir pendant la phase M.

  h ho or rm mo on no ot th hé ér ra ap pi ie e L'hormonothérapie fait intervenir différentes molécules (Figure 6) et consiste soit à: supprimer la sécrétion d'oestrogènes par le biais d'une ovariectomie ou par l'administration d'inhibiteurs de l'ovulation (diethylstilbestrol), de progestatifs (médroxyprogestérone, megestrol acetate, noresthiterone) ou d'analogues de la LH-RH ou Luteinising Hormone Releasing Hormone (leuroproreline); inhiber la liaison aux récepteurs aux oestrogènes de manière compétitive grâce à des antioestrogènes. Parmi ces agents se distingue le tamoxifène qui est un SERM (Selective Estrogen Receptor Modulator) dont l'effet peut être antagoniste ou agoniste selon le tissu exprimant ER. Le fulvestrant, quant à lui, est un anti-oestrogène pur.

Figure 7 .

 7 Figure 7. Principaux mécanismes de résistance à la chimiothérapie.

Figure 8 .

 8 Figure 8. Expression des transporteurs ABC au niveau des barrières de l'organisme. BHE = Barrière hémato-encéphalique ; BHM = Barrière hémato-méningée ; BHT = Barrière hémato-testiculaire ; CS = Cellules souches ; LCR = Liquide céphalorachidien ; TGI = Tractus gastro-intestinale. Inspirée par Szakács et al. 2006 [84].

Figure 9 .

 9 Figure 9. Structure des transporteurs ABC. Les différents domaines constituants les transporteurs ABC sont schématisés et certaines séquences consensus sont représentées (A, B et C).

Figure 2 . 1 .

 21 Figure 2.1. Dendrograms based on entire sequences (structural similarities) of the full-length ABCC proteins. Dendrograms are based on ClustalW alignments and were generated using Tree View. Topologies of short and long ABCC proteins were reported respectively in red and blue writing. The transcript and protein size were also indicated for each ABCC proteins.

  Figure 2.2. Topology of "short" and "long" ABCC proteins. The figure illustrates a simple probable topology of the "long" and "short" multidrug resistance proteins (ABCC). GS represents the glycosylation sites.

Figure 2 . 3 .

 23 Figure 2.3. The minimal ABC transporter has four domains. Two transmembrane domains (TMDs) bind the ligand, while transport is driven by ATP binding and hydrolysis by the two nucleotide-binding domains (NBDs).

Figure 2 . 4 .

 24 Figure 2.4. Schematic of the "ATP switch" model for the transport cycle of an ABCC transporter. The TMDs are spanning the membrane; the NBDs at the cytoplasmic face of the membrane. The transporter in its basal state (top left) has the NBDs in "open dimer" configuration with low affinity for ATP and a high-affinity, substrate binding site in the TMDs exposed to the inner leaflet of the membrane.

  2.1).
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 25 Figure 2.5. Localization of human ABCC genes on chromosome. chr. = chromosome.

Figure 2 . 6 .

 26 Figure 2.6. Molecule transit in the human body. This scheme illustrates absorption and excretion phenomena of substances with the principal pathways by which endo and exogenous molecules travel within the human body thanks to ABCC transport.

Figure 2 . 7 .

 27 Figure 2.7. ABCC protein expression in human tissues. This scheme illustrates the principal tissues where ABCC protein and transcript expression have been described.

Figure 2 . 8 .

 28 Figure 2.8. ABCC protein expression in polarized cells. Proteins are symbolized by their number (1 = ABCC1, 2 = ABCC2, and so on…).
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  MO ON NO O--R RE EG GU UL LA AT TI IO ON N D DE ES S T TR RA AN NS SP PO OR RT TE EU UR RS S A AB BC C Tout comme le tissu mammaire normal, le tissu mammaire cancéreux est sujet à une forte imprégnation hormonale. Cette caractéristique a permis de mettre en oeuvre des thérapies ciblées pour cette dépendance hormonale (hormonothérapie). Les transporteurs ABC étant exprimés dans ce tissu ainsi que dans d'autres tissus hormono-dépendants, de nombreuses études ont été réalisées concernant la régulation de leur expression par les hormones stéroïdes telles que les oestrogènes ou la progestérone. De plus, pour certains d'entre eux, leur expression peut être corrélée à l'expression des récepteurs hormonaux. → Publication 2. « Expression level and hormonal regulation of ABC transporters in breast cancer. » par M. Honorat et coll. Revue acceptée dans Current Cancer Therapy Review RO OG GE EN NE ES S L'expression d'ABCC11 dans le tissu mammaire et le fait qu'elle transporte certains médicaments utilisés dans les cancers du sein (métabolites du 5FU et méthotrexate) nous ont conduits à étudier la régulation d'ABCC11 par les oestrogènes. Aucune donnée n'existant à ce sujet, nous avons décidé d'analyser l'influence de ces antagonistes sur l'expression d'ABCC11 et l'expression d'ABCC11 basale dans les tumeurs du sein ER positives et négatives. Publication 3. « ABCC11 expression is regulated by estrogen in MCF7 cells, correlated with estrogen receptor α expression in postmenopausal breast tumors and overexpressed in tamoxifen-resistant breast cancer cells » par M. Honorat et coll. Article publié dans Endocrine Related Cancer (2008) Nous avons ainsi démontré que les oestradiols (E2) régulent de manière négative l'expression en ARN ABCC11, dans des cellules MCF7 (carcinome mammaire) exprimant le récepteur aux oestrogènes (ER). Cette régulation est inhibée par des antagonistes d'E2 : l'ICI 182 780 et le tamoxifène. De plus, au sein de tumeurs de patientes post-ménopausées, l'expression d'ABCC11 a été corrélée de manière positive avec l'expression d'ERα. En parallèle, l'expression d'ABCC11 s'est montrée positivement régulée par l'exposition des MCF7 au tamoxifène. Dans des lignées cellulaires résistantes au tamoxifène, une surexpression d'ABCC11 a même été observée. Ces mêmes cellules montrent une résistance au 5-FluoroUracil dont le métabolite actif (5FdUMP) est transporté par ABCC11. Ainsi, la surexpression d'ABCC11, au sein de cancers du sein ER positif, pourrait contribuer à une diminution de la sensibilité aux chimiothérapies à base de substrats d'ABCC11. De même, le traitement de ces tumeurs par le tamoxifène diminuerait cette sensibilité en augmentant l'expression d'ABCC11 et donc l'efflux de ses substrats anticancéreux. Afin de pouvoir analyser l'activité de transport des cellules exprimant ABCC11, et dans le cadre d'une collaboration avec l'équipe du Pr. J. Guitton, nous avons également participé à la mise au point d'une méthode de dosage des métabolites du 5FU et de deux nucléotides monophosphates par LC-MS/MS (Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry). Cette méthode a permit de déterminer la production intracellulaire de 5FdURD et de 5FdUMP à partir du 5FU ainsi que la sécrétion de 5FdUMP et de 5FU par des cellules en culture qui expriment des transporteurs ABC. → Publication 4. « Simultaneous quantification of 5-FU, 5-FUrd, 5-FdUrd, 5-FdUMP, dUMP and TMP in cultured cell models by LC-MS/MS » par D. Carli, M. Honorat, S. Cohen, M. Megherbi, B. Vignal, C. Dumontet, L. Payen et J. Guitton Article publié dans Journal of Chromatography B (2009) GE ES ST TE ER RO ON NE E L'expression d'ABCC11 étant dépendante de la présence des ER et de ses ligands, nous nous sommes demandés si d'autres hormones telles que la progestérone (PROG) pouvait avoir une influence. De plus, nous nous sommes intéressés à la déxaméthasone (DEX) qui est capable d'activer les voies intracellulaires impliquant le récepteur à la progestérone (PR) ou d'autres récepteurs comme le récepteur aux glucocorticoïdes (GR) ou le récepteur au pregnane X (PXR). En effet, ce médicament est prescrit dans le cadre de traitement antiémétique compatible avec une chimiothérapie ou en thérapie adjuvante. → Publication 5. Article « ABCC11 (Multidrug Resistance Protein 8) expression is regulated by dexamethasone in breast cancer cells and is associated to progesterone receptor status in breast tumors » par M. Honorat et coll. Article en révision dans International Journal of Breast Cancer Nous avons ainsi démontré que le niveau d'expression en ARN et en protéine d'ABCC11 est augmenté par un traitement à la PROG ou à la DEX, dans des cellules MCF7 (PR positive). A l'inverse, dans des cellules PR négatives (MDA-MB-231), aucune modification significative n'est observée. Ceci suggère une implication des voies de signalisation dépendante de PR. En parallèle, dans les cellules MCF7, nous avons observé que l'expression d'ABCC11 était fortement diminuée par l'action du pregnenolone-16α-carbonitrile (PCN) et de manière modérée par le clotrimazole. Les cellules MCF7 sont GR et PXR positives. L'effet modéré du clotrimazole (activateur de PXR) laisse penser que PXR n'est probablement pas impliqué. Le PCN, quant à lui, active à la fois PXR et GR et montre un effet avéré. Par élimination d'une régulation via PXR, il semblerait donc que ce soit GR qui soit recruté pour la régulation de l'expression d'ABCC11. Pourtant, aucune régulation n'a été observée dans les cellules MDA-MB-231, également GR et PXR positives. Ceci suggère une régulation fortement dépendante du type et du contexte cellulaire (différent recrutement de co-activateurs ou corépresseurs). De plus, le niveau d'ABCC11 a été positivement corrélé à l'expression de PR dans des tumeurs de patientes post-ménopausées. Cette corrélation est d'autant plus forte que l'on considère la sous-classe des tumeurs ER négative et PR positive (affranchissement du biais lié à la corrélation entre ABCC11 et ER). Ainsi dans ce type de cancers du sein, la surexpression d'ABCC11 pourrait induire une diminution de la sensibilité aux chimiothérapies incluant des substrats d'ABCC11. Ce phénomène pourrait s'avérer d'autant plus vrai chez les patientes traitées en parallèle par la DEX.

Figure 1 -

 1 Figure 1 -DEX time-course and dose-dependent effects on ABCC11 mRNA expression. MCF7 cells were exposed to 5 µM DEX for 4 to 72 h (A) or to DEX concentrations ranging from 0.001 to 5 µM (B). Fold change of mRNA levels of ABCC11 was determined by QRT-PCR. The QRT-PCR values indicated below are means +/-S.D. of at least 4 independent experiments; y is a logarithmic scale. * P <0.05; Student's t test.

Figure 2 -

 2 Figure 2 -Alterations of ABCC11 mRNA and protein level by DEX and PROG. A) Cells were exposed to either 5 µM DEX or 15 µM PROG for 72 h. Fold change of mRNA levels of ABCC11 was determined by QRT-PCR. The QRT-PCR values indicated below are means +/-S.E. of 4 independent experiments; y is a logarithmic scale. * P <0.05; Student's t test. B) Crude membrane fractions (150 µg) were prepared from cells exposed to either vehicle, 5 µM DEX or 15 µM PROG for 72 h.

Figure 3 -

 3 Figure 3 -Alteration of ABCC11 mRNA level by clotrimazole and PCN. MCF7 cells were treated for 72 h with 15 µM PROG, 5 -10 µM clotrimazole or 5 -10 µM PCN. Fold change of mRNA levels of ABCC11 was determined by QRT-PCR. The QRT-PCR values indicated below are means ± SE. at least three independent experiments. *P < 0.05; Student's t test.

1 I

 1 DE E S ST TR RU UC CT TU UR RE E/ /A AC CT TI IV VI IT TE E D D' 'A AB BC CC C1 11

Figure 1 :

 1 Figure 1: Human ABC transporter structure arrangements.

Figure 2 :

 2 Figure 2: Overview of Sav1866 NBDs. Two ADP molecules are present at the NBD interface composed by one NBD from each monomer. Consensus sequences are shown in pink (Walker A), green (Walker B) and blue (Signature).

Figure 3 .

 3 Figure 3. Schematic ABC transporter catalytic cycle. Adapted from Seeger et al. 2009[21] 

Figure 4 .

 4 Figure 4. ABCC1 NBD1. The NBD on the Nterminal side of ABCC1 is represented with ATP and Mg2+ close to the side chains of Asp792 and Asp793. Walker A is shown in pink, Walker B in green and the ABC Signature in blue.

Figure 5 :

 5 Figure 5: Sav1866, MsbA and ABCB1 X-ray structures. A monomer is colored in blue, and B monomer in green. Hinge sequences are shown in pink. OJZ cyclic peptide inhibitor of ABCB1 is shown in « ball » shape. ECL = Extracellular loops; TM = trans-membrane crossings; ICL = Intracellular loops; NBD = Nucleotide Binding Domain

  3B5W: nucleotide-free MsbA from Escherichia coli (inward-facing conformation); 3B5X: nucleotide-free MsbA from Vibrio cholerae (inward facing-conformation); 3B5Z: ADP-bound MsbA from Salmonella typhimurium (outward facing-conformation); 3B60: AMP-PMP-bound MsbA from Salmonella typhimurium (outward facingconformation); 2HYD: ADP-bound SAV1866 from Staphylococcus aureus (outward facing-conformation); 2ONJ: AMP-PMP-bound SAV1866 from Staphylococcus aureus (outward facingconformation); 3G5U: mercury-bound ABCB1 from Mus musculus (inward facing-conformation); 3G60 and 3G61: OJZ (cyclic peptide) bound ABCB1 from Mus musculus (inward facingconformation).
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 1 ABCC11 présente une structure composée selon l'arrangement : MSD1-NBD1-MSD2-NBD2. Nous avons généré deux modèles en nous basant sur l'homologie de séquence avec les protéines Sav1866 (conformation ouverte vers l'extracellulaire) et ABCB1 murine (conformation ouverte vers l'intracellulaire). Nous avons ainsi obtenu deux modèles illustrant deux états catalytiques différents. Nous avons identifié plusieurs sites potentiels de liaison aux substrats 5FdUMP et GMPc. Ces sites font intervenir différents acides aminés dont la glycine 180 identifiée comme essentielle dans le transport du GMPc. → Publication 8. « Generation of two homology models of ABCC11 respectively based on inward facing and outward facing states and localization of putative substrate binding sites for endogenous cGMP and anticancer 5FdUMP metabolite » par M. Honorat et coll.

  three amino-residue sequences are: (i) the cytoplasmic N-terminal part (from Met1 to Ser142 for ABCB1-based model, and from Met1 to Glu147 for Sav1866-based model), (ii) the linker between NBD1 and MSD2 (from Lys732 to Glu781 for ABCB1-based model, and from Lys735 to Ser787 for Sav1866-based model) and (iii) the cytoplasmic C-terminal sequence (from Ala1377 to Arg1382 for ABCB1-based model, and from Thr1378 to Arg1382 for Sav1866-based model).

Figure 1 :

 1 Figure 1: ABCC11 homology models. Inward-facing (ABCB1-based model) and outwardfacing (Sav1866-based model) conformations are represented with the N-terminal part in purple and the C-terminal part in blue. Hinge sequences are represented in orange to show the interaction region between the cis-MSD and the trans-NBD. ECL(Extracellular Loop), TM (Transmembrane segment), ICL (Intracellular Loop), MSD (Membrane-spanning domain), NBD (Nucleotide-binding domain).

Figure 2 :

 2 Figure 2: ABCC11 lipophilic (A) and electrostatic (B) potentials. /ŶǁĂƌĚ ĨĂĐŝŶŐ ϭϭ KƵƚǁĂƌĚ ĨĂĐŝŶŐ ϭϭ

Figure 3 :

 3 Figure 3: ABCC11 NBD overview. The ADP molecules are represented in ball-shape sandwiched between the NBDs of ABCC11. Consensus sequences are represented: Walker A in purple, Walker B in blue and ABC signature in orange.

Figure 4 :

 4 Figure4: cGMP and 5FdUMP binding in the two putative binding pockets. On the left panel, binding pockets are localized with their number on the inward-or the outward-facing model of ABCC11. The outward-facing model is also shown after a 45° rotation to illustrate that the two binding pockets of the inward-facing model correspond to those found in the outward-facing model. On the right panel, each substrate is represented in the best scoring position with some of the residues around (in grey) and the putative hydrogen bonds (in yellow).

Figure 5 :

 5 Figure 5: MK571 binding in the ABCC11 inward-facing model. MK571 (blue), 5FdUMP (green) and cGMP (pink) are shown in the intracellular-and the extracellular-side binding pockets.
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Figure 10 .

 10 Figure 10. Illustration de l'impact des SNP sur la région génique.

Figure 11 .

 11 Figure 11. SNP sur ABCB1.Les SNP sont reportés sur le schéma de la structure potentielle d'ABCB1. Figure inspiréede Maeda et al. 2008 [99].
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  144][START_REF] Haas | Pharmacogenetics of long-term responses to antiretroviral regimens containing Efavirenz and/or Nelfinavir: an Adult Aids Clinical Trials Group Study[END_REF]. Toutes ces observations mériteraient l'investissement dans des méta-analyses comme celle décrite pour la cyclosporine A. En effet, les données contradictoires concernant la cyclosporine A[START_REF] Von Ahsen | No influence of the MDR-1 C3435T polymorphism or a CYP3A4 promoter polymorphism (CYP3A4-V allele) on doseadjusted cyclosporin A trough concentrations or rejection incidence in stable renal transplant recipients[END_REF][START_REF] Min | T mutation in exon 26 of the human MDR1 gene and cyclosporine pharmacokinetics in healthy subjects[END_REF][START_REF] Balram | Frequency of C3435T single nucleotide MDR1 genetic polymorphism in an Asian population: phenotypic-genotypic correlates[END_REF][START_REF] Yates | The effect of CYP3A5 and MDR1 polymorphic expression on cyclosporine oral disposition in renal transplant patients[END_REF] furent compilées dans une récente méta-analyse incluant 1036 individus et concluant que le polymorphisme C3435T n'influençait pas significativement les paramètres pharmacocinétiques de la cyclosporine A bien que les individus CC montrent une diminution de l'exposition à cette molécule par rapport aux individus CT et TT[START_REF] Jiang | Meta-analysis of the effect of MDR1 C3435T polymorphism on cyclosporine pharmacokinetics[END_REF].

  que les individus TT montrent une concentration plasmatique supérieure aux individus GC (mais non significative). Par contre, une différence est observée en présence d'itraconazole (un inhibiteur d'ABCB1) ; les individus TT montrent alors une augmentation de la concentration plasmatique en fexofenadine[START_REF] Shon | Effect of itraconazole on the pharmacokinetics and pharmacodynamics of fexofenadine in relation to the MDR1 genetic polymorphism[END_REF] potentiellement due à l'inhibition d'ABCB1 au niveau intestinale. Aucune corrélation n'a été établie entre l'association des deux SNP et la réponse virale ou immunologique au traitement anti-VIH[START_REF] Winzer | No influence of the P-glycoprotein polymorphisms MDR1 G2677T/A and C3435T on the virological and immunological response in treatment naive HIV-positive patients[END_REF]. de la fréquence des différents SNP sur ABCB1 a permit de mettre en évidence une forte association entre le SNP C3435T et d'autres SNP d'ABCB1. Ces associations définirent des haplotypes dont les plus fréquents combinent les polymorphismes C3435T, G2677T/A et C1236T[START_REF] Kim | Identification of functionally variant MDR1 alleles among European Americans and African Americans[END_REF][START_REF] Kroetz | Sequence diversity and haplotype structure in the human ABCB1 (MDR1, multidrug resistance transporter) gene[END_REF][START_REF] Tang | Distinct haplotype profiles and strong linkage disequilibrium at the MDR1 multidrug transporter gene locus in three ethnic Asian populations[END_REF][START_REF] Saito | Detection of the four sequence variations of MDR1 gene using TaqMan MGB probe based real-time PCR and haplotype analysis in healthy Japanese subjects[END_REF]. La fréquence des allèles diffèrent en fonction des ethnies[START_REF] Fung | A synonymous polymorphism in a common MDR1 (ABCB1) haplotype shapes protein function[END_REF]. Les individus d'origine africaine portent plutôt l'allèle naturel (CGC). Les individus caucasiens montrent une fréquence équivalente pour les haplotypes CGC ou TTT (variant). A l'inverse, les populations d'origine asiatique et indienne présentent l'haplotype TTT de manière dominante. Plutôt que de considérer le polymorphisme C3435T seul, de nombreuses études furent entreprises en considérant l'haplotype TTT.

Figure 12 .

 12 Figure 12. SNP non synonymes sur ABCG2.Les SNP non synonymes sont reportés sur le schéma de la structure potentielle d'ABCG2. X symbolise la formation d'un codon stop. Figure inspiréede Tamura et al. 2006 [START_REF] Tamura | Functional validation of the genetic polymorphisms of human ATP-binding cassette (ABC) transporter ABCG2: identification of alleles that are defective in porphyrin transport[END_REF].

  V12M) et C914A (Q141K), qui modifient un acide aminé et sont susceptibles d'avoir d'importantes conséquences sur la structure et la fonction d'ABCG2 (Figure 12, Tableau 6).

2

 2 Certains polymorphismes (T153M, Q166E, F571I et D620N) semblent ne pas avoir de conséquences ni sur l'expression ni sur l'activité de la protéine ABCG2. A l'inverse, certains SNP paraissent complètement délétères. En effet, les protéines ABCG2-Q126X et ABCG2-E334X sont incomplètes (formation d'un codon stop précoce) et ne transportent ni le MTX ni la porphyrine[START_REF] Tamura | Functional validation of the genetic polymorphisms of human ATP-binding cassette (ABC) transporter ABCG2: identification of alleles that are defective in porphyrin transport[END_REF] 

Figure 13 .

 13 Figure 13. SNP non synonymes sur ABCC1. Les SNP sont reportés sur le schéma de la structure potentielle d'ABCC1. Figure inspirée de Letourneau et al. 2005.
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 18 ce jour, plus de 300 SNP (307) ont été identifiés dans la région où se situe le gène ABCC11. Ces polymorphismes sont localisés dans les régions 5', 3', les introns ou les exons.La région codante compte 28 SNP dont 18 non synonymes, répertoriés dans le Tableau Le premier SNP fut décrit en 2006 et correspond à la substitution G602A. Elle induit la mutation de la glycine 180 en arginine. Ce SNP a été corrélé au type de cérumen sécrété dans l'oreille[START_REF] Yoshiura | A SNP in the ABCC11 gene is the determinant of human earwax type[END_REF]. En effet, il existe deux types de sécrétion : le cérumen mouillé (brun-jaunâtre et humide) et le cérumen sec (absence de sécrétion). Les individus portant au moins un allèle sauvage (GG ou GA) présentent un phénotype mouillé alors que les individus homozygotes pour le SNP (AA) présentent un phénotype sec. Des cellules LLC-PK1 ont été transfectées pour exprimer la protéine naturelle (glycine 180) ou mutée (arginine 180). La protéine mutée est exprimée trois fois plus abondamment que la protéine naturelle mais perd sa capacité à transporter le GMPc. Au niveau des glandes cérumineuses, ABCC11 est exprimée sur les granules et les vacuoles intracellulaires, ainsi que sur la membrane apicale des cellules sécrétrices. La protéine mutée perd la localisation granulaire et vacuolaire[START_REF] Toyoda | osmidrosis, and breast cancer: why does one SNP (538G>A) in the human ABC transporter ABCC11 gene determine earwax type?[END_REF]. De plus, elle n'est pas N-glycosylée et est, de ce fait, reconnue comme une protéine anormale qui est alors ubiquitinée et dégradée.

Figure 14 .Tableau 9 .

 149 Figure 14. SNP sur ABCC11. Les SNP sont reportés sur le schéma de la structure potentielle d'ABCC11. X symbolise la formation d'un codon stop.
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 2 la conservation de l'acide aminé muté. Certains acides aminés concernés par le polymorphisme comme la glycine 180, l'arginine 630, la valine 648, l'arginine 995 et l'asparagine 1277 sont très conservés au sein de la sous-famille des ABCC (alignement par ClustalW2) (Tableau 9). En effet, l'acide aminé est retrouvé chez 3 voire 6 autres membres de la sous-famille. D'autres acides aminés sont seulement retrouvés chez 1 ou 2 ABCC tel que la phénylalanine 279, la valine 687, la lysine 735 et l'histidine 1344. A l'inverse, l'arginine 19, l'alanine 317, la valine 491, la leucine 529, la thréonine 546, la sérine 938 et la méthionine 970 sont uniquement retrouvés chez ABCC11 (Tableau 9). La thréonine 546 n'est pas conservée mais traduit une originalité parmi les ABCC. En effet, tous les autres membres présentent une valine à cette position, suggérant que la thréonine apporte peut-être une singularité à ABCC11. De plus elle se situe dans une région consensus (walker A) extrêmement conservée.

Figure 15 .

 15 Figure 15. Représentation schématique de l'impact des protéines ABCC11-K529X et ABCC11-S938X.

  d'ABCC11 a précédemment été obtenu à partir de tissu mammaire. Pour cela, les ARNm de cellules mammaires normales provenant de plusieurs individus ont été rétro-transcrit en ADNc. L'ADNc d'ABCC11 a ensuite été amplifié par PCR puis inclu dans le plasmide pGem®-T easy. Afin de transférer l'ADNc d'ABCC11 dans le plasmide pcDNA3, ce dernier est extrait du plasmide pGem®-T easy à l'aide d'enzymes de restriction (BamHI et NotI) puis inséré dans pcDNA3 (préalablement coupé avec les mêmes enzymes de restriction). Pour cela, le plasmide pcDNA3 vide et le plasmide pGem®-T easy ABCC11 sont digérés en parallèle par 10 UI de BamHI (fermentas) et de NotI (fermentas) dans le tampon tango 1X (fermentas) pendant 1 h à 37°C. Les produits de digestion sont séparés sur gel d'agarose 1 % contenant du Bromure d'Ethidium (BET) (migration 100 V, 1 h, tampon TAE 1X). En effet, les fragments d'ADN (chargés négativement) migrent vers l'anode (chargée positivement). La vitesse de migration dépend de la taille du fragment et permet de séparer les fragments selon leur longueur. Le BET intercalé dans les fragments d'ADN est fluorescent sous les UV et rend l'ADN visible sous forme de bandes fluorescentes. Les bandes correspondant à l'ADNc d'ABCC11 et à pcDNA3 ouvert sont prélevées.

Figure 16 .Principe

 16 Figure 16. Principe de la mutagenèse dirigée et du sous-clonage. A) Mutagenèse dirigée. Après la réaction PCR en présence des amorces contenant la mutation, un mélange de plasmides est obtenu: des plasmides sauvages (méthylés), des plasmides mutés (non méthylés) et des plasmides mi-sauvage/mi-mutés (hémi-méthylés). DpnI dégrade les plasmides méthylés ou hémi-méthylés, ne laissant que des plasmides mutés. B) Sous-clonage. La région du plasmide contenant la mutation est découpée puis introduite dans le plasmide sauvage pour former une construction entièrement correcte.

  Les cellules MCF7 sont des cellules issues d'un carcinome mammaire humain. Les cellules HEK 293 correspondent quant à elles à des cellules de rein humain embryonnaire. Ces lignées cellulaires sont cultivées dans des conditions classiques : milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) contenant 4,5 g/L de D-Glucose, supplémenté avec 10 % sérum de veau fétal (SVF), 1 % L-Glutamine (200 mM), et 1 % d'antibiotiques (pénicilline 2 UI/mL, streptomycine 200 µg/mL). La transfection permet l'entrée d'un plasmide dans une cellule eucaryote afin qu'elle exprime l'ADNc. Nous avons utilisé l'agent de transfection ExGEN 500 (BD Biosciences). Ce produit est composé d'un polymère cationique à base de polyéthylènimine linéaire. Des complexes chargés positivement se forment entre le polymère et l'ADN. Après interaction avec les membranes cellulaires, une endocytose du complexe permet l'entrée de l'ADN qui sera ensuite libéré dans le cytoplasme, acheminé vers le noyau et protégé de la dégradation par l'agent ExGEN 500. Des cellules MCF7 ou HEK 293 sont ensemencées dans une boite de Pétri. Lorsque la confluence atteint les 70 %, la transfection est réalisée avec 5 µ g de plasmide pcDNA3 vide ou pcDNA3 ABCC11 et l'agent de transfection ExGEN 500, selon les recommandations du fournisseur. 24 h après la transfection, les cellules sont mises en présence de l'agent de sélection Généticine 0.5 mg/mL (PAA) dont la résistance est codée par le pcDNA3. Ainsi seules les cellules contenant le plasmide survivront et seront donc sélectionnées.

Figure 17 .

 17 Figure 17. Système FlpIn/FRT. La cellule exprime normalement un gène de résistance à la zéocine (Zeo) sous le contrôle du promoteur de SV40 (PSV40). La recombinase Flp exprimée par le plasmide pOAG44 permet d'insérer le gène de résistance à l'hygromycine (Hygro) derrière l'ATG qui lui manquait. Le gène d'intérêt (GI) est inséré à la suite sous le contrôle du promoteur de cytomégalovirus (PCMV). La cellule devient alors sensible à la zéocine (gène dépourvue d'ATG) et résistante à l'hygromycine. Elle exprime également le gène d'intérêt.

Figure 18 .

 18 Figure 18. Illustration de la PCR quantitative (type 18S). A) L'ADN double brin est mis en présence des amorces complémentaires et des sondes. B) Les amorces et les sondes se fixent à leur séquence complémentaire. Le fluorochrome fixé à la sonde en 5' est inactivé par la présence du quencher en 3'. C) Pendant l'élongation, la Taq polymérase se retrouve au niveau de l'amorce et la dégrade en 5'. Le fluorochrome se retrouve libre et à distance du quencher, il devient alors fluorescent. Plus la quantité d'ADN au départ est importante, plus la polymérase synthétise d'ADN et dégrade la sonde et plus la fluorescence émise est élevée.

Figure 19 .

 19 Figure 19. Illustration de la PCR quantitative (SYBR Green). A) L'ADN double brin est mis en présence des amorces complémentaires et du fluorochrome inactif (type SYBR Green). B) Les amorces se fixent à leur séquences complémentaires. Le fluorochrome s'intègre pendant l'appariement et devient fluorescent. C) Pendant l'élongation, d'autres fluorochromes s'introduisent dans l'ADN double brin et augmente la fluorescence émise.

Tableau 15 .

 15 Quantification du niveau en ARNm ABCC11 à différents passages. Les ARNm ont été extraits de cellules à différents repiquages (intervalle entre repiquage ≈ 3 jours). A partir de ces ARNm ont été effectuées des RT-PCR-Q spécifiques pour le gène ABCC11. Les résultats concernant ABCC11 ont été rapportés aux résultats obtenus pour un gène de référence codant pour la sous-unité ribosomale 18S.Tableau 16. Quantification des ARNm ABCC11 dans les transfectants Flp In 293.Les ARNm ont été extraits des cellules puis soumis à une RT-PCR-Q spécifique pour le gène ABCC11. Les résultats concernant ABCC11 ont été rapportés aux résultats obtenus pour un gène de référence codant pour la sous-unité ribosomale 18S.

Figure 20 .

 20 Figure 20. Marquage immuno-fluorescent de la protéine ABCC11. Les cellules en culture ont été fixées puis marquées par un anticorps immuno-fluorescent dirigé contre la protéine ABCC11 (fluorescence verte). L'ADN des noyaux cellulaires a été coloré au DAPI (fluorescence bleue).
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 117 pa ar ra ai is so on n d de es s n ni iv ve ea au ux x d d' 'A AR RN Nm m A AB BC CC C1 11 1 Par RT-PRC-Q, nous avons pu observer une forte surexpression en ARNm ABCC11, aussi bien dans les Flp ABCC11wt que dans les Flp ABCC11 mutée (Tableau 16)Nous avons analysé l'expression d'ABCC11 par un marquage immuno-fluorescent. Nous avons pu observer une surexpression de la protéine ABCC11 naturelle dans la lignée Flp ABCC11wt par rapport à la lignée Flp5 (Figure 20). Cette protéine montre une tendance à se localiser à la membrane cellulaire sans exclure une présence au niveau du cytoplasme. Aucune donnée n'est disponible sur l'expression protéique des ABCC11 mutées. Ϭ͕ϱ ϭ͕ϯ ц Ϭ͕Ϯ &ůƉ ϭϭΎϭϬϭϰ ϭ͕ϯ ц ϭ͕Ϭ Ϭ͕ϲ ц Ϭ͕ϭ &ůƉ ϭϭΎϭϳϬϭ Ϭ͕ϴ ц Ϭ͕ϱ Ϭ͕ϴ ц Ϭ͕ϯ &ůƉ ϭϭΎϭϵϱϮ ϭ͕Ϭ ц Ϭ͕ϯ Ϭ͕ϲ ц Ϭ͕Ϯ &ůƉ ϭϭΎϮϬϬϲ ϭ͕Ϯ ц Ϭ͕ϱ Ϭ͕ϱ ц Ϭ͕Ϯ &ůƉ ϭϭΎϮϭϮϯ Ϯ͕ϲ ц Ϭ͕ϳ Ϭ͕ϲ ц Ϭ͕ϱ >ŝŐŶĠĞ ĐĞůůƵůĂŝƌĞ Chimiorésistance des transfectants Flp In 293. La moyenne des facteurs de résistance est indiquée plus ou moins l'écart-type (N = 5). MTX = méthotrexate Tableau 18. Analyse du transport du 5FdUMP par HPLC MS/MS.

Figure 21 .

 21 Figure 21. Efflux du 5FdUMP dans les lignées Flp5 et Flp ABCC11wt. Les cellules sont mises en présence de 5FdURD qui entre dans les cellules où il est métabolisé en 5FdUMP. Puis les cellules sont placées dans du milieu contenant du MK571 (MK571) ou non (DMEM), un inhibiteur d'ABCC11. Le 5FdUMP retrouvé dans le surnageant est dosé par HPLC MS/MS et rapporté à la concentration en protéine totale. N1 et N2 représente 2 expériences différentes.

Figure 22 .

 22 Figure 22. Quantification du niveau d'expression d'autres transporteurs du 5FdUMP. Les niveaux d'expression en ARNm d'ABCC5 et d'ABCG2 ont été quantifiés par RT-PCR-Q (n=3 au minimum).

Figure 23 .

 23 Figure 23. Quantification du niveau d'expression de certaines enzymes du métabolisme du 5FdURD. Les niveaux d'expression en ARNm de la TK1 et de la TK2 (Thymidine Kinase 1 et 2) ont été quantifiés par RT-PCR-Q (n=3 au minimum).

Figure 25 ).

 25 Figure 25). En absence de surexpression d'ABCC11, les cellules n'ont logiquement pas montré de différence dans le profil de résistance à divers anticancéreux (Tableau 19).

Figure 26 .

 26 Figure 26. Analyse de l'effet modulateur du MBLI-87 sur la croissance des tumeurs établies chez la souris. Après injection sous-cutanée des cellules HEK pcDNA3 (contrôle) ou HEK BCRP, les souris sont divisées en 4 groupes de traitement : nanoparticules seules (NANO, vecteur du MBLI-87), MBLI-87 seul (MBLI-87), nanoparticules et irinotécan (NANO + IRI) et MBLI-87 et irinotécan (MBLI-87 + IRI). La taille des tumeurs est ensuite mesurée 3 fois par semaine pour établir une courbe de croissance.

Figure 1 .

 1 Figure 1. In vitro irinotecan accumulation in control and ABCG2-expressing cells. Cells were loaded with 2 μM irinotecan in DMEM medium (without FBS) for 60 min at 37 °C in the absence or presence of either 5 µM GF120418, 5 µM MBLI-87 or 10 µM fumitremorgin C. Intracellular irinotecan accumulation was quantified by HPLC MS/MS. Results were expressed as ng irinotecan/mg protein.

Figure 4 .

 4 Figure 4. Representative plots of irinotecan (A) and SN-38 (B) plasma concentrations as a function of time. Mice were treated by I.P. injection of irinotecan in combination with MBLI-87 or NANO (5 mice per condition). HPLC MS/MS determined irinotecan and SN-38 plasma concentrations (ng/mL plasma) are represented as plots as a function of time. Irinotecan (A) or SN-38 (B) plasma concentration of each mice is shown in the absence (red triangles / NANO + irinotecan) or in presence of MBLI-87 (blue crosses / MBLI-87 + irinotecan). Medians are either represented by a red (NANO + irinotecan) or a blue line (MBLI-87 + irinotecan).

  Les mécanismes de chimiorésistance font actuellement l'objet de nombreuses études et les transporteurs ABC représentent une thématique qui s'inscrit dans la lutte contre le cancer.La protéine ABCC11 a été impliquée dans la résistance des cancers du sein traités par des combinaisons thérapeutiques incluant certains de ses substrats. Bien que ces derniers n'aient pas tous encore été identifiés, nous savons que le 5FdUMP (métabolite du 5FU) ou l'aracytine font partie des anticancéreux dont l'efficacité sera partiellement dépendante de l'activité d'ABCC11. Le niveau d'expression en ARNm d'ABCC11 est variable selon l'origine tissulaire et la physiopathologie. Dans un processus tumoral, la nature, le type, le stade, l'expression de marqueurs (récepteurs hormonaux par exemple) et les thérapeutiques (tamoxifène, dexaméthasone) peuvent influer sur le niveau d'expression d'ABCC11. Il apparaît donc que l'efficacité d'une thérapie à base de substrats d'ABCC11 dépend de nombreux paramètres et implique une personnalisation du traitement. Afin de valider cette valeur prédictive d'ABCC11, différentes études cliniques pourraient être mises en place. Il serait en effet intéressant de confirmer l'implication d'ABCC11 sur la réponse aux traitements et les rechutes observées en clinique. Pour cela, une méta-analyse transcriptomique et/ou protéomique prospective devra être mise en place, sur un grand panel de tumeurs du sein, traitées par des chimiothérapies incluant des substrats d'ABCC11, avant et après rechute. L'évolution du profil d'expression d'ABCC11 pourrait être évaluée à la fois sur des sous groupes ayant un niveau endogène élevé d'ABCC11 ou au contraire ne l'exprimant pas. Sachant que la chimiorésistance est multifactorielle et résultante de multiples mécanismes, il faudra raisonner par voies fonctionnelles (voies de signalisation, cycle cellulaire, apoptose) et évaluer l'implication d'autres acteurs (autres transporteurs ABC, modification du niveau d'expression de la cible ou d'un acteur du métabolisme de l'anticancéreux,). Ces informations permettront de s'affranchir du biais lié à ces autres paramètres. Pour réaliser cette approche, des outils de biologie moléculaire et d'analyse à grande échelle sur des micro-biospsies (puces à ADN, puces à tissu / « tissue microarray », séquençage à haut débit) ainsi que des compétences bioinformatiques seront nécessaires et complémentaires. Ces études pourraient aussi être adaptées, de manière intéressante, dans le cadre des traitements adjuvants à la chimiothérapie. Le niveau d'expression d'ABCC11 pourrait être évalué avant et après traitement au tamoxifène (hormonothérapie) ou à la dexaméthasone (thérapie anti-inflammatoire ou anti-émétique). Les tumeurs concernées par ces études pourront être traitées (1) soit par des chimiothérapies sans substrat d'ABCC11 qui n'influeront pas l'expression d'ABCC11 (confirmation de l'effet directe des molécules adjuvantes sur ABCC11) ; (2) soit par des chimiothérapies comportant au moins un substrat d'ABCC11 et dont l'issue (rechute, survie) pourra être corrélée au niveau d'expression d'ABCC11 (confirmation de l'effet indirecte des molécules adjuvantes sur la réponse à la chimiothérapie). Ces groupes permettraient également de confirmer l'induction de l'expression d'ABCC11 via des voies de régulation pouvant impliquer ER, PXR, GR et/ou PR et l'influence de cette surexpression sur la réponse au traitement. La perspective d'adapter le traitement à chaque individu reste un objectif important, et n'est encore que très limitée en pratique courante (herceptine, tamoxifène). Après l'analyse de toutes ces données, ABCC11 pourra peut être intégrée comme un nouveau facteur et participer à l'amélioration de la prise en charge du cancer du sein. D'autre part, de nombreux efforts sont également mis en oeuvre pour identifier des modulateurs de l'activité des transporteurs ABC. En plus de présenter un potentiel thérapeutique supplémentaire face à la résistance aux médicaments anticancéreux, ils peuvent permettre une meilleure pénétration dans les tissus à traiter comme à travers certaine protection telle que la barrière hémato-encéphalique (exprimant ABCB1/Pgp ou ABCG2/BCRP par exemple). Il est donc important de coupler la caractérisation moléculaire de l'interaction de la protéine avec ses inhibiteurs et d'évaluer la toxicité et l'efficacité de ces derniers, chez l'animal dans le cadre d'étude pré-cliniques. En effet, plus la cible est caractérisée (fonctionnement et structure), plus la prédiction bioinformatique est performante pour prédire la structure des modulateurs. De nombreux outils biochimiques et bioinformatiques (illustrés par la modélisation in silico d'ABCC11) ont, à ce jour, été mis au point et démontrent de plus en plus leur capacité et leur indispensabilité dans le monde de la recherche. Dans le cadre de la validation de ces hypothèses, la génération de lignées sur-exprimant ABCC11 reste un objectif important qui, en particulier, permettra de sélectionner in vitro des modulateurs de l'activité d'ABCC11. De nombreuses chimiothèques sont actuellement disponibles. Elles pourraient servir à l'identification de molécules actives (tête de séries) pouvant être optimisées grâce à la conception de séries structurales réalisées par nos collaborateurs chimistes. L'utilisation des outils bioinformatiques apparaîtra à ce moment là comme un élément clé pour améliorer l'efficacité des ces modulateurs. Pour cela, les meilleurs modulateurs pourront être placés dans la structure in silico d'ABCC11, permettre d'identifier le(s) site(s) de liaison et amener à la génération de structure plus affines et spécifiques d'ABCC11. De ce fait, de nouvelles structures pourront être mises à jour et testées in vitro. L'absence d'effet toxique des meilleurs modulateurs pourra ensuite être analysée in vivo sur des animaux de laboratoire tels que les souris. Une fois que l'influence de ces modulateurs sur les paramètres pharmacocinétiques des anticancéreux sera connue, ils pourront être testés en combinaison avec ces anticancéreux, dans le cadre de traitement de xénogreffes cancéreuses chez la souris. Le but ultime sera d'identifier un ou plusieurs modulateurs améliorant l'efficacité des thérapies anticancéreuses tout en limitant les effets secondaires. Pour conclure, le travail que nous avons effectué sur ABCC11 s'inscrit parfaitement dans la démarche d'améliorer la prise en charge des patients atteints par le cancer et présente encore de nombreuses perspectives de découverte.
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  Le tissu mammaire est un tissu complexe formé par des glandes mammaires ou lobules reliés au mamelon par des canaux galactophores et entourés de tissue adipeux (Figure
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	Avec 519 000 décès par an, le cancer du sein est la cinquième cause mondiale de décès
	canal galactophore par cancer et représente environ 1 % de la mortalité mondiale (OMS février 2009). Chez la
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	aspects choriocarcinomateux ou mélanocytaires.	

2. Classification des cancers du sein (OMS 2003 [1]).

lobule (glande mammaire) 1). Un lobule est constitué par plusieurs alvéoles formées par une couche de cellules qui reposent sur une membrane basale. Les cancers du sein sont très hétérogènes. L'OMS a établit une classification officielle des cancers du sein en 1981 uniquement basée sur des critères morphologiques. Elle a été modifiée en 2002 et prend en compte des paramètres immuno-histochimiques (Figure 2). La plupart des noms donnés dépendent de la région mammaire où les cellules cancéreuses ont débuté leur prolifération. Le carcinome canalaire est le type le plus fréquent et provient de cellules canalaires. Le carcinome lobulaire est un autre type qui a débuté dans les lobules. Si le cancer reste dans la zone canalaire ou lobulaire, il est dit carcinome non-invasif ou in situ. A l'inverse, si la tumeur s'étend au tissu conjonctif en traversant la membrane basale, le carcinome est dit invasif ou infiltrant. Parmi tous les types invasifs, certains sont dits de bon pronostic : les carcinomes tubuleux, mucineux, adénoïde kystiques et cribriformes infiltrants. Les types les plus fréquents sont les carcinomes infiltrants de type non spécifique (70 à 80%) et les carcinomes lobulaires infiltrants (5 à 15%). Les carcinomes médullaire, micropapillaire infiltrant, sécrétant juvénile et apocrine infiltrant sont rares. Les types les plus rares sont les carcinomes à cellules claires

Tableau 1. Les différents ligands d'ER.

  

	2 2. . Q			
	DŽůĠĐƵůĞƐ ŶĂƚƵƌĞůůĞƐ	WƌŽĚƵŝƚ ŚŝŵŝƋƵĞƐ	
	>ŝŐĂŶĚƐ WŚLJƐŝŽůŽŐŝƋƵĞƐ	WŚLJƚŽͲ ƈƐƚƌŽŐğŶĞƐ	Ŷ|ŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚĂƵdž	ŶƚĂŐŽŶŝƐƚĞƐ ;^ZD ŽƵ ƉƵƌƐͿ
	ϭϳɴͲĞƐƚƌĂĚŝŽů	ĂƉŝŐĠŶŝŶĞ	ĂůŬLJůƉŚĞŶŽů	ĂĨŝŵŽdžŝĨğŶĞ
	ĞƐƚƌŝŽů	ĐŽƵŵĞƐƚƌŽů	ďŝƐƉŚĞŶŽů	ĂƌnjŽdžŝĨğŶĞ
	ĞƐƚƌŽŶĞ	ŐĠŶŝƐƚĠŝŶĞ	ĐŚůŽƌĚĞĐŽŶĞ	ďĂnjĞĚŽdžŝĨğŶĞ
		ŬĂĞŵƉĨĠƌŽů	ĚŝĐŚůŽƌŽĚŝƉŚĞŶLJůƚƌŝĐŚůŽƌŽĞƚŚĂŶĞ ;dͿ	ĐůŽŵŝĨğŶĞ
		ŶĂƌŝŶŐĠŶŝŶĞ	ŵĞƚŚŽdžLJĐŚůŽƌĞ	ĨĞŵĂƌĞůůĞ
			ŚLJĚƌŽdžLJďŝƉŚĞŶLJů ƉŽůLJĐŚůŽƌŝŶĠ	ĨƵů|ĞƐƚƌĂŶƚ
				ůĂƐŽĨŽdžŝĨğŶĞ
				ŽƌŵĞůŽdžŝĨğŶĞ
				ƌĂůŽdžŝĨğŶĞ
				ƚĂŵŽdžŝĨğŶĞ
				ƚŽƌĞŵŝĨğŶĞ

Qu ue el lq qu ue es s m ma ar rq qu ue eu ur rs s e es ss se en nt ti ie el ls s

  Les cancers du sein sont considérés selon leur type histologique mais aussi selon différents autres critères comme l'expression de marqueurs spécifiques (développés dans les paragraphes suivants), l'envahissement des ganglions axillaires ou la présence de métastase.

	L'envahissement des ganglions axillaires correspond à l'observation de cellules cancéreuses
	dans un ou plusieurs ganglions sentinelles situés sous les aisselles (premiers ganglions
	recevant le drainage lymphatique de la région tumorale). Plus le nombre de ganglions envahis
	est important, plus le risque de métastases est élevé [2]. La présence de ces métastases locales
	n'est pas dangereuse en elle-même mais leur présence/absence est un des facteurs
	pronostiques les plus efficaces dans le cancer du sein [3, 4]. En parallèle à l'envahissement
	ganglionnaire, le développement de métastases est aussi un facteur pronostique important. Les

cellules de la tumeur primitive peuvent passer par la voie sanguine et/ou lymphatique et envahir l'espace pleural ou péritonéale provoquant la formation d'épanchement. Ces cellules au pouvoir de migration important peuvent aller s'installer dans d'autres organes pour former des métastases. Les organes préférentiellement touchés sont les poumons, le foie et les os. Les femmes développent fréquemment des métastases osseuses [5-8].

2 2. .1 1 R Ré éc ce ep pt te eu ur rs s a au ux x oe oes st tr ro og gè èn ne es s Le tissu mammaire est un tissu sous forte imprégnation hormonale. Il exprime plusieurs récepteurs aux hormones tels que les récepteurs aux oestrogènes (ER) et les récepteurs à la progestérone. Ils font tous deux partie de la superfamille des récepteurs nucléaires qui régulent l'expression de gènes. Bien que les ligands physiologiques d'ER soient les oestrogènes, ces récepteurs sont capables de lier de nombreuses autres molécules naturelles ou synthétiques (Tableau 1

). 2 2. .1 1. .1 1. . S St tr ru uc ct tu ur re e ER

  De nombreux tissus dits « hormono-dépendants » expriment ces récepteurs. Ils peuvent être classés en deux groupes : les tissus cibles classiques des oestrogènes (utérus, sein, placenta, foie, système nerveux central, système cardio-vasculaire et os) et les tissus cibles non classiques des oestrogènes (prostate, testicule, ovaire, épiphyse, thyroïde, parathyroïde, glande surrénale, pancréas, vésicule biliaire, peau, système urinaire, tissus lymphoïde et érythrocytes)[15]. Les tissus cibles classiques expriment fortement ERα et répondent aux oestrogènes par une augmentation de la transcription des gènes. Les tissus cibles non classiques expriment faiblement ou pas ERα. Certains expriment fortement ERβ (prostate, épithélium, système urogénital, follicules ovariens).

	ŽŵĂŝŶĞ		ŽŵĂŝŶĞ
	EͲƚĞƌŵŝŶĂů	,ŝŶŐĞ	ͲƚĞƌŵŝŶĂů
	ͬ		&
			>
	E ŝŶĚŝŶŐ ŽŵĂŝŶ	>ŝŐĂŶĚ ŝŶĚŝŶŐ ŽŵĂŝŶ

existe sous deux isoformes ERα (alpha, NR3A1) et ERβ (béta, NR3A2). Ils sont respectivement composés de 595 et 530 acides aminés et sont codés par des gènes différents (respectivement 6q et 14q)

[9][10][11]

. ERα a été identifié par Jensen et Jacobsen en 1962 au cours d'une étude de l'effet des oestrogènes (E2) sur l'utérus

[12]

. L'isoforme n'a été cloné que 23 ans plus tard

[13]

. Jusqu'en 1996, découverte d'ERβ, ERα étais le seul récepteur des oestrogènes connu

[14]

. La découverte d'ERβ ouvrit de nouveaux horizons sur la compréhension des effets multiples des oestrogènes même sur des tissus n'exprimant pas ERα. Figure 3. Structure générale des récepteurs aux oestrogènes.

  1 et AF-2 interagissent avec différents co-activateurs ou corépresseurs et peuvent ainsi agir séparément ou de manière synergique. La contribution de ces deux domaines est dépendante du phénotype cellulaire. En effet, la fonction d'AF-1 est majoritaire dans les cellules bien différenciées, tandis que les

cellules indifférenciés montrent une augmentation de l'activité transcriptionnelle d'ER grâce à la fonction d'AF-2 [25].

2 2. .1 1. .2 2. . M Mé éc ca an ni is sm me e d d' 'a ac ct ti io on n Le mécanisme moléculaire des ER est strictement dépendant de leur localisation cellulaire. Ils sont majoritairement localisés dans le cytoplasme et dans le noyau des cellules

  Les

	Ils activent leurs récepteurs membranaires qui, par
	l'intermédiaire de p21Ras, vont alors déclencher une cascade de phosphorylation de MAPK
	(Mitogen-Activated Protein Kinase) [33]. Ces MAPK sont responsables de l'activation d'ERα
	en phosphorylant le site AF-1. Dans certains cas, la cible est le site AF-2 suggérant que
	différents médiateurs peuvent être impliqués. D'autre part, certaines activations d'ER peuvent
	être indépendantes des MAPK.
	2 2. .1 1. .3 3. . E ER R e et t c ca an nc ce er r d du u s se ei in n

Différentes molécules sont capables d'induire cette voie: 1) des kinases cellulaires telles que la PKA (Protéine kinase A) et la PKC (Protéine Kinase C), 2) des signaux extracellulaires (facteurs de croissance, neurotransmetteurs, cytokines) et 3) des régulateurs du cycle cellulaire (cycline A et D1). Les facteurs de croissance représentent un groupe important d'activateurs d'ER, les autres signaux extracellulaires pouvant moduler l'activité d'ER étant représentés par l'héréguline, l'interleukine 2 et la dopamine. Les facteurs de croissance comptent parmi eux l'EGF (Epidermial Growth Factor) [32], l'insuline, l'IGF-I (Insulin-like Growth Factor I) et le TGFβ (Transforming Growth Factor β). oestrogènes et les récepteurs aux oestrogènes jouent un rôle dans le contrôle du développement, le comportement sexuel et les fonctions reproductives. En effet, les souris femelles n'exprimant par ER (Knock out pour ER ou ERKO) sont stériles et présentent des

Ré éc ce ep pt te eu ur rs s à à l la a p pr ro og ge es st té ér ro on ne e

  Tout comme ER, les récepteurs à la progestérone (PR) font partis de la superfamille des récepteurs nucléaires et sont exprimés au niveau du tissu mammaire. Ils sont capables de réguler l'expression de gènes en réponse à leur ligand physiologique, la progestérone, ou à

	2 2. .2 2 R 2 2. .2 2. .2 2. . M
	d'autres modulateurs tels que la mifépristone ou le RU486 (antagoniste de PR) [41]. La
	progestérone est en particulier impliquée dans les fonctions reproductrices. Les souris
	femelles KO pour PR montrent d'ailleurs des anomalies importantes au niveau des organes
	reproducteurs. Elles sont incapables d'ovuler et montrent un développement anormal de
	l'utérus et des glandes mammaires [42].
	2 2. .2 2. .1 1. . S St tr ru uc ct tu ur re e
	absent chez PRA [45].

Les cancers du sein sont en effet classés selon l'expression d'ERα. La majorité des cancers sont ER positifs (70 %) et sont associés à un bon pronostic. Les cancers ER+ sont soumis à une thérapie ciblée (hormonothérapie), même si une proportion significative de patients présente ou développe une résistance au traitement. A l'inverse, les cancers ER négatif montre un phénotype plus agressif, métastatique et malin, entrainant un mauvais pronostic. Actuellement, l'expression d'ER est communément analysée par immuno-histochimie, à l'aide d'anticorps monoclonaux spécifiques. Au niveau du diagnostic, seul le marquage nucléaire est considéré comme positif (le marquage doit être supérieur à 10 % des cellules). L'expression d'ERβ, quant à elle, serait aussi un bon marqueur pronostic même s'il semblerait qu'il vaille mieux considérer le rapport entre ERα et ERβ que la seule expression d'ERβ [40]. PR existe sous deux isoformes dénommées PRA et PRB et codés par un seul gène sous le contrôle de deux promoteurs séparés [43]. PRA est une forme tronquée de PRB. En effet, PRA ne comporte pas les 164 acides aminés N-terminaux de PRB. La structure des PR est similaire à celle de ER et se composent de 6 domaines différemment conservés [44]: le domaine N-terminal (domaines A et B) peut être phosphorylé et est impliqué dans l'activation de la transcription. Il contient le seul site de sumoylation de PR [17]; le domaine de liaison à l'ADN (DBD ou domaine C) présente une structure en deux doigts de zinc qui permet la dimérisation du récepteur et sa liaison aux éléments de réponses à la progestérone (PRE pour Progesterone Response Element) ; le domaine de liaison au ligand (LBD ou domaine E) qui reconnait les ligands et permet la dimérisation du récepteur ; les domaines D et F. Les domaines C et E sont très conservés alors que les domaines A, B, D et F sont plus variables. Les deux PR présentent deux domaines d'activation de la transcription. Le premier AF-1 est localisé dans la région N-terminale et, comme pour ER, est activé indépendamment de la fixation du ligand. Le deuxième AF-2 est dépendant de la fixation du ligand et contenu dans le LBD en C-terminal. De plus, PRB présente en amont un troisième domaine (AF-3)

Mé éc ca an ni is sm me e d d' 'a ac ct ti io on n

  Bien que les deux formes de PR présentent des structures similaires et qu'ils soient identiques dans la fixation de l'ADN et du ligand, des études ont démontré qu'ils n'étaient pas fonctionnellement identiques. Dans la plupart des cas, PRB agit comme un activateur de la transcription de gènes alors que PRA agit comme un répresseur dominant de la transcription de PRB et d'autres récepteurs nucléaires[46]. Le domaine AF-3 de PRB est partiellement responsable de son activité transcriptionnelle plus élevée. Un domaine d'inhibition de la fonction a été décrit en N-terminal[47]. Il n'agit que sur AF-1 et 2 mais pas sur AF-3 ce qui expliquerait le potentiel activateur de PRB.La voie d'activation de PR implique que PR soit inactif en absence de son ligand et associé à Le 'expression du récepteur à la progestérone est analysée par marquage immunohistochimique dans le but d'améliorer la valeur pronostic d'ER[56]. En effet, les cancers du sein ER+ et PR+ présentent un meilleur pronostic que les cancers ER+ et PR-.

	2 2. .3 3 L Le e r ré éc ce ep pt te eu ur r H HE ER R2 2
	Le récepteur aux facteurs de croissance épidermaux humain 2 (HER2 pour Human
	Epidermal growth factor Receptor 2) est amplifié dans 25 à 30 % des cancers du sein. Dans
	ce cas, la protéine (aussi appelée ERBB2) est exprimée d'une manière anormalement élevée à
	la surface des cellules cancéreuses
	2 2. .2 2. .3 3. . P PR R e et t c ca an nc ce er r d du u s se ei in n

des protéines chaperonnes de type Hsp (Hsp 90, 70 et 40) ou non

[48, 49]

. La fixation du ligand engendre la libération du récepteur, sa dimérisation et sa translocation au noyau où il se fixe sur l'élément de réponse à la progestérone (PRE pour Progesterone Response Element).

Le recrutement de co-régulateurs permet d'assurer une modulation efficace de la transcription des gènes

[45, 50]

. De la même manière qu'ER, PR peut agir indirectement sur la transcription des gènes via les protéines Sp1, AP-1 ou STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription)

[49]

. En parallèle, PR peut aussi être activé en étant phosphorylé par certaines MAPK

[17]

. niveau d'expression de PRA et de PRB est spécifique à chaque tissu ou type cellulaire. Le rapport entre les niveaux d'expression de PRA et PRB définit la réponse physiologique et pharmacologique à la progestérone. Dans le tissu mammaire, ce rapport est constant de la puberté à la grossesse mais diffèrent selon les espèces

[51]

. Des études utilisant des souris génétiquement déficiente en l'expression de PRA (PRA-/-) ont démontré que PRB est surtout impliqué dans la réponse à la progestérone au cours des processus normaux de prolifération et de différenciation de la glande mammaire

[52]

. La surexpression de PRA face à PRB ou l'inverse est associée à un développement anormal de la glande mammaire des souris

[53, 54]

. La régulation de l'expression de PRA et PRB et le rapport entre les deux isoformes sont donc nécessaires pour une réponse appropriée de la glande mammaire à la progestérone. Une proportion significative de faibles niveaux de PRB (et donc de rapports PRA/B élevés) a été observée dans des échantillons de cancer du sein

[55]

. Ces données soulignent la probable implication du déséquilibre PRA/PRB dans le développement et la progression du cancer du sein. L

di if ff fé ér re en nt ts s t tr ra ai it te em me en nt ts s

  La chirurgie reste le principal traitement. Pendant l'opération, la tumeur est prélevée

	3 3. . L Le es s t tr ra ai it te em me en nt ts s d du u c ca an nc ce er r d du u s se ei in n	
	3 3. .1 1 L Le es s d	Dd,KdZy d		
	/ŶŚŝďŝƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ĚŝŚLJĚƌŽĨŽůĂƚĞ ƌĠĚƵĐƚĂƐĞ		
	ϱͲ&>hKZKhZ /> (tumorectomie) et une analyse anatomopathologique est réalisée pour définir le type et les /ŶŚŝďŝƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƚŚLJŵŝĚŝůĂƚĞ ƐLJŶƚŚĠƚĂƐĞ
	marqueurs principaux. Cette étape préalable est indispensable à l'établissement d'un 'D/d /E
	traitement chimiothérapeutique personnalisé. Si la tumeur est petite (inférieure à 2 ou 3 cm), /ŶŚŝďŝƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ E ƉŽůLJŵĠƌĂƐĞ KyKZh//E
	W/Zh//E le sein peut être conservé. Dans le cas contraire, le médecin procède à une mastectomie dKWK^/ >dZd D/E
	ZKW> d/E (ablation totale du sein). /^W> d/E		D/dKy EdZKE dEKWK^/
	Le curage axillaire (ablation des ganglions axillaires) permet de limiter la diffusion et z>KW,K^W, D/ /ŶƐĞƌƚŝŽŶ ĚĂŶƐ ů͛ E /ŶŚŝďŝƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƚŽƉŽŝƐŽŵĠƌĂƐĞ // D/dKDz/E
	/ŶŚŝďŝƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƌĠƉůŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ E l'établissement des métastases. Il est indispensable sauf pour les petites tumeurs pour ůƚĠƌĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ E /ŶŚŝďŝƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƌĠƉůŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ E
					Kd y>
		dKWK^/			W >/d y>
		dEKWK^/			s/E> ^d/E
		s/EKZ>/E			s/EZ/^d/E
		&ŝdžĂƚŝŽŶ ă ůĂ ƚƵďƵůŝŶĞ		&ŝdžĂƚŝŽŶ ĂƵdž ŵŝĐƌŽƚƵďƵůĞƐ
	/ŶŚŝďŝƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƉŽůLJŵĠƌŝƐĂƚŝŽŶ		/ŶŚŝďŝƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ĚĠƉŽůLJŵĠƌŝƐĂƚŝŽŶ
					ŚŽůĞƐƚĠƌŽů
		>,Z,		ĞƐŵŽůĂƐĞ	ŵŝŶŽŐůƵƚŚĞƚŝŵŝĚĞ
			н		ŶĚƌŽŐğŶĞƐ
						ŶĂƐƚƌŽnjŽůĞ
	ŝĞƚŚLJůƐƚŝůůďĞƐƚƌŽů	&^,	н	ƌŽŵĂƚĂƐĞ	džĞŵĞƐƚĂŶĞ &ŽƌŵĞƐƚĂŶĞ
	DĠĚƌŽdžLJƉƌŽŐĞƐƚĠƌŽŶĞ DĞŐĞƐƚƌŽů ĂĐĞƚĂƚĞ		н	VƐƚƌŽŐğŶĞƐ	>ĞƚƌŽnjŽůĞ
	EŽƌĞƐƚŚŝƚĞƌŽŶĞ			
					ZĠĐĞƉƚĞƵƌƐ ĂƵdž ƈƐƚƌŽŐğŶĞƐ	&Ƶů|ĞƐƚƌĂŶƚ dĂŵŽdžŝĨğŶĞ

lesquelles seule une partie des ganglions est prélevée pour analyse anatomo-pathologique du ganglion sentinelle. Il s'agit du premier ganglion recevant le drainage lymphatique de la tumeur. Dans le cas où il révèle un envahissement, le curage ganglionnaire est réalisé. La radiothérapie utilise des radiations pour détruire les cellules cancéreuses. Elle peut être néo-adjuvante (avant la chirurgie) en cas d'inflammation ou de cancer évolué. Après une chirurgie conservatrice, une radiothérapie adjuvante doit toujours être réalisée car elle diminue significativement le risque de récidive locale. La radiothérapie sera d'autant plus importante que la femme est jeune. En cas d'ablation totale, la radiothérapie est indiquée, dans certains cas, pour diminuer le risque de récidive locale. En fonction de la localisation de la tumeur et de son type, les chaînes ganglionnaires peuvent aussi être irradiées. La chimiothérapie fait intervenir de nombreux agents anticancéreux qui ciblent les cellules qui prolifèrent rapidement. Elle peut être néo-adjuvante (en cas d'inflammation ou de cancer évolué) ou adjuvante (post-chirurgie). Elle n'est pas systématique mais dépend du type de tumeur. Dans le cas de rechute, un traitement général par chimiothérapie peut être appliqué. L'hormonothérapie est employée dans les cancers du sein dits « hormono-dépendants » (exprimant les récepteurs aux oestrogènes). Cette thérapie cible ER (utilisation d'antioestrogènes) ou repose sur la suppression de ligand disponible pour ER (inhibition de leur sécrétion ou de leur synthèse). Elle peut être utilisée de manière adjuvante en parallèle de la chimiothérapie. Dans le cas de rechute, l'hormonothérapie peut être prescrite comme traitement général.

Figure 5. Différents types d'agents anticancéreux utilisés dans le traitement du cancer du sein.

Figure 6. Médicaments utilisés dans l'hormonothérapie du cancer du sein. FSH Follicule Stimulating Hormone; LHRH Luteinising Hormone Releasing Hormone; LH Luteinising Hormone >ĞƵƌŽƉƌŽůŝŶĞ >,

mi io ot th hé ér ra ap pi ie e

  Différents mécanismes cellulaires conduisant à un échec thérapeutique ont été décrits.La résistance peut être innée ou acquise au cours du traitement. La résistance intrinsèque survient dès le début de la chimiothérapie, sans phase de sensibilité. La chimiorésistance acquise se traduit par une première phase de sensibilité au traitement suivi par une phase de progression de la maladie. C'est le cas de nombreuses tumeurs solides comme le cancer du ▫ altération de la cible du médicament. La cible peut être modifiée au niveau qualitatif (mutation) pour ne plus être reconnue par le médicament. La cible peut également être modifiée au niveau quantitatif (amplification du gène codant la cible). Dans ce cas, la quantité de médicament devient insuffisante pour avoir un effet toxique. Ceci est observé dans le cadre de traitement par les vinca-alcaloïdes dont la cible, la tubuline, n'est plus reconnue en raison d'une mutation sur son site de liaison. Les cibles contre lesquelles sont

	inhiber la synthèse des stéroïdes surrénaliens (principale source d'oestrogènes) chez la
	femme ménopausée par l'administration d'inhibiteurs enzymatiques des hydroxylases
	(aminogluthéthimide, formestane) ou d'inhibiteurs de l'aromatase qui convertit les
	androgènes en oestrogènes (anastrozole, exemestane, formestane, létrozole).
	ĞŶƚƌĠĞ ŵĠƚĂďŽůŝƐĂƚŝŽŶ ĂĐƚŝ|ĂŶƚĞ ŵĠƚĂďŽůŝƐĂƚŝŽŶ ŝŶĂĐƚŝ|ĂŶƚĞ ŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ĐŝďůĞ ƌĠƉĂƌĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ E ƐŽƌƚŝĞ WƌĠĐƵƌƐĞƵƌ ŝŶĂĐƚŝĨ DĠƚĂďŽůŝƚĞ ĂĐƚŝĨ DĠƚĂďŽůŝƚĞ ŝŶĂĐƚŝĨ ƉŽƉƚŽƐĞ ^Ƶƌ|ŝĞ dirigés les anti-métabolites, comme la thymidylate synthétase pour le 5FU et la DHFR ĐŝďůĞ 4. . R 4 Ré és si is st ta an nc ce e à à l la a c (dihydrofolate-réductase) pour le méthotrexate peuvent subir des modifications qualitatives ch hi im de résistance, cette métabolisation inactivante est accrue et induit logiquement une et/ou quantitatives [82].
	diminution de l'efficacité du traitement. Le méthotrexate, par exemple, est métabolisé en 7-
	hydroxy-méthotrexate qui présente moins d'affinité pour la cible et est donc moins efficace
	[81].

sein. Les mécanismes de résistance sont nombreux (Figure

7

) et interviennent à différents niveaux :

▫ diminution de l'entrée du médicament. Certains anticancéreux nécessitent l'intervention d'un transporteur pour entrer dans la cellule et agir. Si l'expression du transporteur en question est diminuée alors la concentration intracellulaire en anticancéreux sera inefficace.

Le méthotrexate, par exemple, est un folate pris en charge par le transporteur RFC (Reduced Folate Carrier). Une diminution de l'expression des RFC peut induire une résistance aux méthotrexate

[79]

.

▫ diminution de la métabolisation en métabolite actif. De nombreuses molécules sont administrées sous forme de précurseurs et nécessitent une métabolisation pour devenir active. Si le mécanisme d'activation est diminué, la quantité de métabolite actif diminue et l'efficacité thérapeutique s'amoindrie. Le 5-FluoroUracil (5FU) est transformé en métabolite actif par l'UMPK (UMP kinase). Lorsque cette kinase est moins exprimée, la quantité de métabolite cytotoxique est diminuée et les cellules sont résistantes

[80]

.

▫ augmentation de la métabolisation en métabolite inactif. Les métabolites actifs des anticancéreux peuvent à leur tour être métabolisés et perdre leur activité. Dans certains cas ▫ échappement à l'apoptose. Les mécanismes de réparation de l'ADN sont accélérés suite à l'amplification des gènes codant pour les protéines impliquées dans la réparation. De cette façon, les dommages à l'ADN induits par le médicament n'induisent plus l'apoptose. La surexpression d'ERCC1 (Excision Repair Cross-Complementing protein) rend les cellules résistantes aux dommages causés par le cisplatine

[83] 

en augmentant le processus de réparation de l'ADN.

▫ augmentation de l'efflux du médicament. Certains transporteurs tels que les transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette) font sortir les anticancéreux de la cellule. La surexpression de telles protéines diminuent la concentration intracellulaire des médicaments et donc leur efficacité thérapeutique. La diversité des substrats pris en charge par ces protéines permet aux cellules qui les sur-expriment de développer un phénotype de résistance multiple aux médicaments ou phénotype MDR (MultiDrug Resistance). Ce point fera l'objet du paragraphe suivant.
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	Avec 48 membres, les transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) humains
	représentent l'une des plus grandes familles de protéines. Ces protéines sont classées en 7
	sous-familles d'ABCA à ABCG, en fonction de leur homologie de séquence en acide aminés.
	Elles sont exprimées de manière ubiquitaire et souvent retrouvées au niveau des barrières de
	l'organisme telles que la barrière hémato-encéphalique (BHE) [85], le foie [86] ou les
	intestins [87]. Ces protéines sont capables d'effluer de nombreuses molécules endogènes et
	exogènes de structures et de fonctions variées : anions organiques, conjugués au glutathion,
	analogues de nucléosides, peptides [88]… Du fait de leur localisation, elles sont impliquées
	dans des processus physiologiques cruciaux en régulant l'élimination de molécules endogènes
	et exogènes (Figure 8). Lorsqu'elles sont exprimées sur la membrane apicale, elles sont
	responsables de l'élimination des xénobiotiques du foie, des reins et du tractus gastro-
	intestinale. Elles jouent également un rôle protecteur des testicules et du cerveau au niveau de
	la BHE.
	1 1. .
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	Les transporteurs ABC partagent la même topologie structurale avec la présence de
	MSD (Membrane Spanning Domain) et de NBD (Nucleotide Binding Domain). Les domaines
	MSD correspondent à plusieurs traversées membranaires (TM) sous la forme d'hélices α. Ils
	constituent un passage pour le substrat, vers le milieu extracellulaire. La fixation et
	l'hydrolyse de l'ATP, nécessaire à l'activité de transport, a lieu au niveau des NBD
	cytoplasmiques. Différents arrangements se distinguent sous la forme de transporteurs entiers
	ou d'hémi-transporteurs (Figure 9). Les transporteurs entiers contiennent au moins 2 MSD et
	2 NBD alors que les hémi-transporteurs ne comportent qu'un seul MSD et un seul NBD. Le
	fonctionnement de ces transporteurs est détaillé ultérieurement dans la partie « Etude
	structure/activité d'ABCC11 ».
	2 2. .
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	La sous-famille ABCA comporte 13 membres et est constituée de transporteurs entiers
	suivant le schéma MSD1-NBD1-MSD2-NBD2 (Tableau 2) [88]. Elle est exprimée de
	manière ubiquitaire. Bien que les fonctions de tous ses membres ne soient pas encore décrites,
	certains sont impliqués dans l'homéostasie du cholestérol et des phospholipides (ABCA1) ou
	dans la vision (ABCA4).

Tableau 2. Les membres de la famille des transporteurs ABC.

  

	3 3. .	Avec ses 11 membres, la sous-famille ABCB est la seule à comporter à la fois des
	transporteurs entiers et des hémi-transporteurs (Tableau 2) [88]. Ils peuvent être retrouvés
	dans divers tissus bien que certains (ABCB7, 8 et 10) soient exclusivement retrouvés au
	niveau des mitochondries. Ces derniers sont impliqués dans le métabolisme du fer. Les autres
	sont impliqués dans diverses fonctions allant de la présentation de l'antigène (ABCB2 et 3) à
	la sécrétion de la bile (ABCB4 et 11). La protéine ABCB1 également appelé P-glycoprotéine
	^LJŵďŽůĞ	ůŝĂƐ	'ğŶĞ	džƉƌĞƐƐŝŽŶ	KƌŝĞŶƚĂƚŝŽŶ	&ŽŶĐƚŝŽŶ
	ϭ (Pgp) est le transporteur ABC humain le plus décrit. Son expression apicale au niveau de la ϭ ϵƋϯϭ͘ϭ EŽŵďƌĞƵdž ƚŝƐƐƵƐ ĨĨůƵdž ĚĞƐ ƉŚŽƐƉŚŽůŝƉŝĚĞƐ Ğƚ ĚƵ ĐŚŽůĞƐƚĠƌŽů
	Ϯ	Ϯ	ϵƋϯϰ͘ϯ	Ğƌ|ĞĂƵ͕ ZĞŝŶ͕ WŽƵŵŽŶ͕ ƈƵƌ		ZĠƐŝƐƚĂŶĐĞ ĂƵdž ŵĠĚŝĐĂŵĞŶƚƐ
	ϯ ϰ BHE en fait un élément clé de la protection du cerveau contre les xénobiotiques (ex : ϯ͕ ϭϲƉϭϯ͘ϯ WŽƵŵŽŶƐ Ğƚ ĂƵƚƌĞƐ ƚŝƐƐƵƐ ^ĠĐƌĠƚŝŽŶ ĚĞ ƐƵƌĨĂĐƚĂŶƚ͍ Z ϭƉϮϭ͘ϯ ZĠƚŝŶĞ͕ ĞůůƵůĞƐ ƉŚŽƚŽƌĠĐĞƉƚƌŝĐĞƐ ĨĨůƵdž ĚĞ EͲZĞƚŝŶLJůŝĚŝĞŶĞͲW
	ϱ ϲ ivermectine). Elle est également très largement impliquée dans le développement du ϭϳƋϮϰ͘ϯ DƵƐĐůĞ͕ ƈƵƌ͕ dĞƐƚŝĐƵůĞƐ EZ ϭϳƋϮϰ͘ϯ &ŽŝĞ EZ
	ϳ ϴ phénotype MDR. De ce fait, son expression constitue un facteur prédictif chez les patients ϭϵƉϭϯ͘ϯ >ĞƵĐŽĐLJƚĞƐ͕ dŚLJŵƵƐ͕ ZĂƚĞ͕ DŽĞůůĞ ŽƐƐĞƵƐĞ EZ ϭϳƋϮϰ͘ϯ K|ĂŝƌĞ EZ
	ϵ ϭϬ atteint de leucémies myéloïdes aigues et traités par un de ses substrats, la daunorubicine [89]. ϭϳƋϮϰ͘ϯ ƈƵƌ EZ ϭϳƋϮϰ͘ϯ DƵƐĐůĞ͕ ƈƵƌ͕ DŽŶŽĐLJƚĞƐ EZ
	ϭϮ		ϮƋϯϰ	ƐƚŽŵĂĐ		EZ
	ϭϯ ϭ La sous-famille ABCC est constituée de 12 transporteurs entiers plus ou moins ubiquitaires et ϳƉϭϮ͘ϯ dƌĂĐŚĠĞ͕ dĞƐƚŝĐƵůĞƐ͕ DŽĞůůĞ ŽƐƐĞƵƐĞ EZ W'W͕ DZ ϳƋϮϭ͘ϭϮ EŽŵďƌĞƵdž ƚŝƐƐƵƐ DZ
	Ϯ ϯ exprimés pour certains en apical ou bien en basolatéral (Tableau 2) [88]. Un 13 ème membre a d Wϭ ϲƉϮϭ͘ϯ EŽŵďƌĞƵdž ƚŝƐƐƵƐ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚĞ ƉĞƉƚŝĚĞƐ d WϮ ϲƉϮϭ͘ϯ EŽŵďƌĞƵdž ƚŝƐƐƵƐ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚĞ ƉĞƉƚŝĚĞƐ
	ϰ	W'zϯ	ϳƋϮϭ͘ϭϮ	,ĠƉĂƚŽĐLJƚĞƐ		dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚĞ ƉŚŽƐƉŚĂƚŝĚLJůĐŚŽůŝŶĞ ďŝůŝĂŝƌĞ
	ϱ ϲ été rattaché à cette sous-famille mais son gène serait un pseudo-gène. Certains de ces ϳƉϮϭ͘ϭ EŽŵďƌĞƵdž ƚŝƐƐƵƐ EZ Dd ϯ ϮƋϯϱ DŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĞƐ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚĞ ĨĞƌ
	ϳ ϴ membres (ABCC1, 2, 3, 6, 7, 8, 9 et 10) se distinguent par la présence d'un domaine MSD N-ϳ yƋϮϭͲƋϮϮ DŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĞƐ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚĞƐ ƉƌĠĐƵƌƐĞƵƌƐ &Ğͬ^ ;ŚğŵĞͿ D ϭ ϳƋϯϲ͘ϭ DŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĞƐ EZ
	ϵ ϭϬ terminal supplémentaire (MSD0). Un des membres les plus décrits de cette sous-famille est ϭϮƋϮϰ͘ϯϭ ƈƵƌ͕ Ğƌ|ĞĂƵ͕ >LJƐŽƐŽŵĞ EZ Dd Ϯ ϭƋϰϮ͘ϭϯ DŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĞƐ EZ
	ϭϭ ϭ ABCC7 ou CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator) dont la mutation est ^W'W ϮƋϮϰ͘ϯ ,ĠƉĂƚŽĐLJƚĞƐ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚĞ ƐĞůƐ ďŝůŝĂŝƌĞƐ DZWϭ ϭϲƉϭϯ͘ϭϮ EŽŵďƌĞƵdž ƚŝƐƐƵƐ DZ
	Ϯ	DZWϮ	ϭϬƋϮϰ͘Ϯ	&ŽŝĞ͕ /ŶƚĞƐƚŝŶ͕ ZĞŝŶ		ĨĨůƵdž ĚΖĂŶŝŽŶƐ ŽƌŐĂŶŝƋƵĞƐ н DZ
	ϯ ϰ responsable du développement de la mucoviscidose. Les autres membres peuvent être DZWϯ ϭϳƋϮϭ͘ϯϯ /ŶƚĞƐƚŝŶ͕ ZĞŝŶ ĨĨůƵdž ĚΖĂŶŝŽŶƐ ŽƌŐĂŶŝƋƵĞƐ н DZ DZWϰ ϭϯƋϯϮ͘ϭ EŽŵďƌĞƵdž ƚŝƐƐƵƐ ͬ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚĞ ŶƵĐůĠŽƐŝĚĞƐ ;DZͿ
	ϱ ϲ impliqués dans la sécrétion de la bilirubine (ABCC2) ou de l'insuline (ABCC8 et 9) mais la DZWϱ ϯƋϮϳ͘ϭ EŽŵďƌĞƵdž ƚŝƐƐƵƐ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚĞ ŶƵĐůĠŽƐŝĚĞƐ ;DZͿ DZWϲ ϭϲƉϭϯ͘ϭϮ ZĞŝŶ͕ ,ĠƉĂƚŽĐLJƚĞƐ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚĞ ƉĞƉƚŝĚĞƐ Ğƚ ĐŽŶũƵŐƵĠƐ ĂŶŝŽŶŝƋƵĞƐ
	ϳ ϴ plupart sont impliqués dans le phénotype MDR et regroupés sous le nom de MRP (MultiDrug &dZ ϳƋϯϭ͘ϯϭ WŽƵŵŽŶ͕ /ŶƚĞƐƚŝŶ ĂŶĂů ĂƵdž ŝŽŶƐ ĐŚůŽƌƵƌĞƐ ^hZ ϭϭƉϭϱ͘ϭ WĂŶĐƌĠĂƐ ZĠŐƵůĂƚŝŽŶ ĚĞ ĐĂŶĂƵdž ƉŽƚĂƐƐŝƋƵĞƐ dW ĚĠƉĞŶĚĂŶƚƐ
	ϵ ϭϬ Resistance Protein). Ces protéines MRP font l'objet d'une revue (suivant ce paragraphe) ^hZϮ ϭϮƉϭϮ͘ϭ dŽƵƐ ƚŝƐƐƵƐ ZĠŐƵůĂƚŝŽŶ ĚĞ ĐĂŶĂƵdž ƉŽƚĂƐƐŝƋƵĞƐ dW ĚĠƉĞŶĚĂŶƚƐ DZWϳ ϲƉϮϭ͘ϭ dŽƵƐ ƚŝƐƐƵƐ ;ĨĂŝďůĞƐͿ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚΖŽĞƐƚƌĂĚŝŽů Ğƚ ůĞƵĐŽƚƌŝğŶĞ ϰ
	ϭϭ ϭϮ ϭϯ « Multidrug Resistance-Associated Protein (MRP/ABCC Proteins) » par M. Honorat et col. DZWϴ ϭϲƋϭϮ͘ϭ dŽƵƐ ƚŝƐƐƵƐ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚĞ ŶƵĐůĠŽƚŝĚĞƐ ĐLJĐůŝƋƵĞƐ н DZ ϭϲƋϭϮ͘ϭ dŽƵƐ ƚŝƐƐƵƐ ;ĨĂŝďůĞƐͿ EZ EZ ϮϭƋϭϭ͘Ϯ &ŽŝĞ ĨƈƚĂů͕ DŽĞůůĞ ŽƐƐĞƵƐĞ͕ >ĞƵĐŽĐLJƚĞƐ
	ϭ Ϯ Les 4 hémi-transporteurs de la sous-famille ABCD sont quant à eux exclusivement exprimés > yƋϮϴ WĞƌŽdžLJƐŽŵĞ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚΖĂĐŝĚĞƐ ŐƌĂƐ ă ůŽŶŐƵĞ ĐŚĂŝŶĞ >>ϭ͕ >Z ϭϮƋϭϭ WĞƌŽdžLJƐŽŵĞ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚΖĂĐŝĚĞƐ ŐƌĂƐ
	ϯ WyDWϭ͕ WDWϳϬ ϭƉϮϮ͘ϭ	WĞƌŽdžLJƐŽŵĞ		dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚΖĂĐŝĚĞƐ ŐƌĂƐ
	ϰ ϭ dans le peroxysome (Tableau 2) [88]. Ils participent à la régulation du transport des acides WDWϲϵ͕ WϳϬZ ϭϰƋϮϰ͘ϯ WĞƌŽdžLJƐŽŵĞ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚΖĂĐŝĚĞƐ ŐƌĂƐ K W͕ ZE^ϰ/ ϰƋϯϭ͘ϯϭ K|ĂŝƌĞƐ͕ dĞƐƚŝĐƵůĞƐ͕ ZĂƚĞ /ŶŚŝďŝƚĞƵƌ ĚĞ ůĂ ƌŝďŽŶƵĐůĠĂƐĞ >
	&ϭ &Ϯ gras. Exprimés de façon ubiquitaire, les protéines des sous-familles ABCE (1 membre) et ϱϬ ϲƉϮϭ͘ϭ dŽƵƐ ƚŝƐƐƵƐ EZ ϳƋϯϲ͘ϭ dŽƵƐ ƚŝƐƐƵƐ EZ
	&ϯ 'ϭ ABCF (3 membres) sont particulières puisqu'elles ne présentent qu'un domaine NBD. Ni ϯƋϮϳ͘ϭ dŽƵƐ ƚŝƐƐƵƐ EZ ϴ͕ tŚŝƚĞ ϮϭƋϮϮ͘ϯ Ğƌ|ĞĂƵ͕ ZĂƚĞ͕ WŽƵŵŽŶ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚƵ ĐŚŽůĞƐƚĠƌŽů
	'Ϯ 'ϰ MSD, ni fonction de transport n'ont été rapportés à ce jour (Tableau 2) [88]. Les 5 protéines DyZ͕ ZW ϰƋϮϮ WůĂĐĞŶƚĂ͕ ^ĞŝŶ͕ &ŽŝĞ͕ /ŶƚĞƐƚŝŶƐ DZ tŚŝƚĞϮ ϭϭƋϮϯ DĂĐƌŽƉŚĂŐĞƐ͕ Ğƌ|ĞĂƵ͕ Vŝů͕ ZĂƚĞ EZ
	'ϱ 'ϴ ABCG sont des hémi-transporteurs inversés (structure NBD-MSD) impliqués dans le tŚŝƚĞϯ ϮƉϮϭ &ŽŝĞ͕ WĞƚŝƚ ŝŶƚĞƐƚŝŶ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚƵ ƐƚĠƌŽů ϮƉϮϭ &ŽŝĞ͕ WĞƚŝƚ ŝŶƚĞƐƚŝŶ dƌĂŶƐƉŽƌƚ ĚƵ ƐƚĠƌŽů
	transport du cholestérol et des stérols (comme le sitostérol d'origine végétale) (Tableau 2)
	A = Apical; B = Basolatéral; BHE= Barrière hémato-encéphalique; MDR (Multidrug Resistance) = Résistance multiple aux médicaments; NR = non renseigné. [88]. ABCG2 ou BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) est particulièrement décrite dans
	les phénotypes MDR. Tout comme ABCB1, elle constitue un facteur prédictif dans la
	leucémie myéloïde aigue traités par un de ses substrats, la mitoxantrone [89] ainsi que dans
	d'autres cancers [90].			
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	par
	M. Honorat et coll.
	Chapitre publié dans Wiley series in Drug Deiscovery end Development (2009)
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	5 kb (abundant in breast) and 4.1 kb (abundant in testis). The 4.5-kb transcript has an
	open reading frame of 1382 amino acids. The 4.5-kb ABCC11 transcript consists of 31 exons
	and is located in a genomic region of over 80.4 kb on chromosome 16q12.1 (43, 45).
	Similarly the ABCC12 gene also has two major transcripts of 4.5 kb and 1.3 kb. In
	hormonally regulated tissue such as breast cancer, normal breast, and testis, the ABCC2 gene
	transcript is 4.5 kb in size and encodes a 100-kDa protein. When compared with closely
	related ABC family members, it lacks transmembrane domains 3, 4, 11, and 12, and the
	second NBD. In other tissues including brain, skeletal, muscle, and ovary, the transcript size
	is 1.3 kb. Because of the unusual topology of the two variants of ABCC12, the authors
	speculated that they may have a different function from other family members. The cloned
	murine Abcc12 cDNA was 4511 bp long, comprising a 4101 bp open reading frame. The
	deduced peptide consists of 1367 amino acids and exhibits high sequence identity (84.5%)
	with human ABCC12. In addition to the Abcc12 transcript, two splicing variants encoding
	short peptides (775 and 687 amino acid residues) were detected. In spite of the genes coding
	for both ABCC11 and ABCC12 being tandemly located on human chromosome 16q12.1, no
	putative mouse orthologous gene corresponding to the human ABCC11 was detected at the
	mouse chromosome 8D3 locus (Fig. 2.5).
	The ABCC13 gene appears to have undergone a process of gradual pseudogenization in
	mammals. On chromosome 21q11.2, spanning 90 kb is an ABCC13 gene-like sequence with
	the highest similarity to ABCC2. The open reading frame of this transcript is capable of
	encoding a polypeptide of only 325 amino acids, compared to the 1500 amino acids of the

  Un autre acteur important dans la résistance aux chimiothérapies et exprimé dans le cancer du sein est ABCG2 ou BCRP (Breast Cancer Resistance Protein).
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	L'expression d'ABCC11 est soumise à de nombreuses régulations impliquant
	Tout comme différentes voies de signalisation dépendantes de récepteurs hormonaux comme ER ou PR. En
	ABCC11, ABCG2 est exprimée dans le tissu mammaire et soumise à une régulation effet, les oestrogènes régulent négativement l'expression d'ABCC11 alors que la PROG
	dépendante des ER comme nous l'avons rapporté dans la revue : "Expression level and l'augmente. En plus, d'être régulée négativement par les oestrogènes et positivement par la
	hormonal regulation of ABC transporters in breast cancer.". Afin de savoir si les récepteurs à progestérone, l'expression d'ABCC11 est modifiée par la fixation d'autres ligands de ces
	la progestérone intervenaient aussi dans la régulation de l'expression de cette protéine, nous récepteurs. Ainsi, le tamoxifène (antagoniste d'ER) et la dexaméthasone (activateur de PR)
	nous sommes intéressés à l'impact de la déxaméthasone. induisent l'expression d'ABCC11. De manière intéressante, les cellules résistantes au
	→ Publication 6. « Dexamethasone down-regulates ABCG2 expression levels in breast tamoxifène (soumises à de faibles concentrations de tamoxifène pendant une longue durée)
	cancer cells » par M. Honorat et coll. ont acquis un niveau élevé d'expression d'ABCC11. Bien que ces régulations semblent
	De manière générale, le niveau d'expression d'ABCC11 est plus élevé dans le tissu cancéreux
	Pour finir, le traitement à la DEX a été associé à une augmentation de la sensibilité à la mammaire que dans le tissu normal. Ces tumeurs sur-expriment ABCC11 d'autant plus
	mitoxantrone, expliquée par la diminution de l'expression d'ABCG2 qui transporte cet agent qu'elles expriment ER et/ou PR. Ce phénomène est aussi observé dans les tumeurs exprimant
	anticancéreux. Ainsi, la DEX, dans le contexte d'une thérapie à base de substrats d'ABCG2, ERBB2 ou présentant un envahissement ganglionnaire. A l'inverse, plus le grade de la tumeur
	pourrait avoir des effets bénéfiques sur l'efficacité thérapeutique.

Article publié dans Biochemical and Biophysical Research Communications (2008) Nous avons démontré que la déxaméthasone (DEX) et la progestérone (PROG) régulaient négativement l'expression d'ABCG2 dans les cellules MCF7 (PR positives) et dans les cellules MDA-MB-231 (PR négatives). A l'inverse, dans des cellules exprimant PRA et PRB de manière stable, ABCG2 a été régulée positivement par la DEX et la PROG. Ces observations suggèrent que l'expression d'ABCG2 est régulée par des voies faisant intervenir PR. De plus, l'effet de la DEX a été abolit par la présence de cycloheximide (inhibiteur de la synthèse protéique) ce qui indique que la régulation d'ABCG2 fait intervenir une étape de synthèse protéique. La présence d'une régulation dans les cellules MDA-MB-231 n'exprimant pas PR pourrait s'expliquer par l'implication d'autres récepteurs tels que PXR ou GR retrouvés sur ces cellules. La DEX est en effet capable d'activer ces récepteurs. Dans les cellules MCF7 (PXR et GR positives), nous avons d'ailleurs observé que le PCN (faible activateur de PXR humain et activateur de GR) et le clotrimazole (activateur puissant de PXR) avaient un effet régulateur sur l'expression d'ABCG2. Ceci suggère que la régulation de l'expression d'ABCG2 par la DEX pourrait également faire intervenir GR et PXR. dépendantes de la présence d'ER ou PR, aucune donnée mécanistique n'est encore disponible. Afin d'élucider ces mécanismes, il faudrait identifier les sites régulateurs sur le promoteur d'ABCC11. La séquence de ce promoteur révèle la présence des sites potentiels ERE (Estrogen Response Element) et PRE (Progesterone Response Element) dont l'activité régulatrice pourrait être étudiée. Leur implication pourrait être confirmée si leur inactivation modifiait la réponse aux hormones. D'autres sites pourraient également être impliqués grâce à l'intervention de facteurs de transcription. Ces derniers pourraient être identifiés si leur présence était détectée sur le promoteur d'ABCC11 et si l'inactivation de leur site cible annihilait ou diminuait l'effet des hormones sur l'expression d'ABCC11. Le TAM et la DEX peuvent être utilisés en association avec une chimiothérapie à base de substrats d'ABCC11. L'hormonothérapie à base de TAM est indiquée dans le traitement des cancers du sein ER+/PR+/-dont le niveau d'expression basale d'ABCC11 est déjà élevé. La DEX est administrée comme antiémétique pour soigner certains effets secondaires de la chimiothérapie. Malheureusement, en augmentant l'expression d'ABCC11, le TAM et la DEX influenceraient de manière négative la réponse aux traitements anticancéreux à base de substrats d'ABCC11. Cette situation souligne la valeur prédictive potentielle d'ABCC11. est élevé, moins ABCC11 est exprimée. Le niveau d'expression d'ABCC11 est aussi positivement corrélé à la récurrence, ce qui pourrait être la conséquence de la diminution de la sensibilité aux traitements.

Table 2 : Detailed methodologies employed for ABC transporter homology modeling.
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  Since ABCG2 is a half-transporter following a NBD-MSD arrangement and different from those of the ABC crystallized transporters, ABCG2 models were built in two halves with separated NDB and MSD peptides (table 2)[69, 75, 76]. ABCG2 NBD was automatically modeled using E. coli MalK NBD as a template while MSD was built over the retracted ecMsbA and the Sav1866 templates.
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	E ŽŶůLJ	dĞŵƉůĂƚĞ >ŝ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϳ ,ĂnjĂŝ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϴ DĂƌĞƐͲ^ĂŵĂŶŽ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϵ	ĞĐDĂů< ůƵƐƚĂůt ůƵƐƚĂůt	^t/^^ͲDK> ^DŽĚĞůůĞƌ ϲ ƐƉƌŝƉƚ DŽĚĞůůĞƌ ϵ|ϭ	'ZKD ^ ŵŽůĞĐƵůĂƌ ĚLJŶĂŵŝĐ ƉĂĐŬĂŐĞ	WƌŽĐŚĞĐŬ ZĂŵĂĐŚĂŶĚƌĂŶ ƉůŽƚƐ
				or E. coli MsbA (inward-facing) templates [68] (table
	2).						

ABCC5 is a full transporter sharing the same arrangement as ABCB1 and ABCC4. ABCC5 in silico models have been generated from Sav1866 and E. coli MsbA

[66, 74] 

(table 2).

dDϵ KƵƚǁĂƌĚ ĨĂĐŝŶŐ ŵŽĚĞů ŝŶĚŝŶŐ ƉŽĐŬĞƚ Ϯ ;ĞdžƚƌĂĐĞůůƵůĂƌ ƐŝĚĞͿ dDϭ >ϭ͘ϭ ŝŶĚŝŶŐ ƉŽĐŬĞƚ ϭ ;ŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂƌ ƐŝĚĞͿ KƵƚǁĂƌĚ ĨĂĐŝŶŐ ŵŽĚĞů /ŶǁĂƌĚ ĨĂĐŝŶŐ ŵŽĚĞů dDϱ dDϲ /ŶǁĂƌĚ ĨĂĐŝŶŐ ŵŽĚĞů dDϭϮ dDϲ >Ϯ͘ϭ dDϭϭ >ŝŶŬ D^ϭͲ

  

		Đ'DW ϱ&ĚhDW			Đ'DW ϱ&ĚhDW		Đ'DW ϱ&ĚhDW	Đ'DW ϱ&ĚhDW
	/>ϭ͘Ϯ		>ĞƵϯϴϭ						^Ğƌϭϳϳ Ύ	ůĂϭϳϲ Ύ
		>ĞƵϯϴϱ >ĞƵϯϴϱ			^Ğƌϯϴϳ ^Ğƌϯϴϳ Ύ	sĂůϭϳϴ Α	^Ğƌϭϳϳ ^Ğƌϭϳϳ Ύ
	dDϱ	/ůĞϯϴϴ /ůĞϯϵϮ	/ůĞϯϴϴ	Α		/ůĞϯϴϴ WŚĞϯϵϭ WŚĞϯϵϭ Ύ	WƌŽϭϴϭ WƌŽϭϴϭ Ύ /ůĞϭϴϮ	dDϭ	sĂůϭϳϴ >ĞƵϭϳϵ Ύ
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		>ĞƵϴϭϱ		Ύ Α		/ůĞϰϯϲ	/ůĞϰϯϲ	Ύ	'ůƵϭϵϯ	dDϮ WŚĞϮϭϬ WŚĞϮϭϬ
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		>ĞƵϵϰϮ >ĞƵϵϰϮ Α		^Ğƌϴϴϭ ^Ğƌϴϴϭ		DĞƚϭϬϳϵ DĞƚϭϬϳϵ	dŚƌϭϬϵϰ dŚƌϭϬϵϰ Α
		sĂůϵϰϯ				WŚĞϴϴϰ			ůĂϭϬϴϬ ůĂϭϬϴϬ	ůĂϭϬϵϱ ůĂϭϬϵϱ Ύ
		>ĞƵϵϰϲ				dŚƌϴϴϱ			sĂůϭϬϴϭ	/ůĞϭϬϵϳ Α
	dDϭϮ	dŚƌϭϬϵϰ ůĂϭϬϵϱ /ůĞϭϬϵϳ		Α Ύ Α	/>Ϯ͘ϭ	dŚƌϴϴϴ ƌŐϴϴϵ 'ůƵϵϮϴ			ƐŶϭϬϴϮ ƐŶϭϬϴϮ /ůĞϭϬϴϯ /ůĞϭϬϴϯ 'ůŶϭϬϴϲ 'ůŶϭϬϴϲ Α	>ŝŶŬ D^ϮͲ EϮ	'ůLJϭϬϵϴ Α >ĞƵϭϬϵϵ dŚƌϭϭϬϭ Α
	>ŝŶŬ	'ůLJϭϬϵϴ		Α		ƐƉϵϯϭ			'ůƵϭϭϬϮ
	D^ϮͲ	dŚƌϭϭϬϭ		Α		'ůŶϵϯϮ		
	EϮ	'ůƵϭϭϬϮ 'ůƵϭϭϬϮ			WƌŽϵϯϱ		
			ůĂϭϭϬϯ			/ůĞϵϯϲ		
	Ύ ƌĞƐŝĚƵĞ ĚĞƐĐƌŝďĞĚ ŝŶ ƚŚĞ ƉƵƚĂƚŝ|Ğ ďŝŶĚŝŶŐ ƉŽĐŬĞƚ ŽĨ ϱ ;ZĂ|ŶĂ Ğƚ Ăů͘Ϳ
	Ύ ƌĞƐŝĚƵĞ ĚĞƐĐƌŝďĞĚ ŝŶ ƚŚĞ ƉƵƚĂƚŝ|Ğ ďŝŶĚŝŶŐ ƉŽĐŬĞƚ ŽĨ ϱ ĂŶĚ ĐŽŶƐĞƌ|ĞĚ ŝŶ ϭϭ ;ZĂ|ŶĂ Ğƚ Ăů͘Ϳ
	Α ƌĞƐŝĚƵĞ ĚĞƐĐƌŝďĞĚ ŝŶ ƚŚĞ ďŝŶĚŝŶŐ ƉŽĐŬĞƚ ŽĨ ϭ ; ůůĞƌ Ğƚ Ăů͘Ϳ	
	ΑĐ ƌĞƐŝĚƵĞ ĚĞƐĐƌŝďĞĚ ŝŶ ƚŚĞ ďŝŶĚŝŶŐ ƉŽĐŬĞƚ ŽĨ ϭ ĂŶĚ ĐŽŶƐĞƌ|ĞĚ ŝŶ ϭϭ ; ůůĞƌ Ğƚ Ăů͘Ϳ

Influence du SNP C3435T sur le développement de certaines pathologies.
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	Des variabilités génétiques d'origine naturelle sont observées dans la population
	/ŶƚƌŽŶ générale. Cette variabilité est appelée polymorphisme. Les SNP (Single Nucleotide džŽŶ WƌŽŵŽƚĞƵƌ
	Polymorphism) correspondent à la substitution d'un nucléotide, localisés à n'importe quel
	endroit dans le gène (exons, promoteur, introns…). Dans tous les cas, la substitution peut ou
	non avoir des conséquences fonctionnelles (Figure 10). Une localisation sur une région
	ŽƵ promotrice (par exemple, motif d'interaction avec les récepteurs nucléaires comme ERE) ou ZEŵ ZEŵ ŶŽƌŵĂů ZEŵ ŵŽĚŝĨŝĠ WĂƚŚŽůŽŐŝĞ WŽƉƵůĂƚŝŽŶ ZŝƐƋƵĞ ZĠĨĠƌĞŶĐĞ sur un intron (par exemple, signal d'épissage de l'ARN messager) peut altérer le niveau dƵŵĞƵƌ ĠƉŝƚŚĠůŝĂůĞ ƌĠŶĂůĞ ϮϭϮ ĐĂƵĐĂƐŝĞŶƐ ^ŝĞŐƐŵƵŶĚ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϮ
	d'expression de la protéine. Au niveau de la partie codante du gène, sont distingués les SNP ĂŶĐĞƌ ĚƵ ƐĞŝŶ ϭϬϰ ŝƌĂŶŝĞŶƐ dĂŚĞƌŝ Ğƚ Ăů͘
	ĂŶĐĞƌ ĚƵ ƐĞŝŶ	ϭϴϯ ŝƌĂŶŝĞŶƐ		dĂƚĂƌŝ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϵ
	͖ ĂŶĐĞƌ ĚƵ ƐĞŝŶ	͖ ϭϬϳ ƚƵƌƋƵĞƐ	͖	dƵƌŐƵƚ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϳ
	ŽƵ WƌŽƚĠŝŶĞ ĂŶĐĞƌ ĚƵ ƐĞŝŶ	WƌŽƚĠŝŶĞ ŶŽƌŵĂůĞ ϵϲ ƉĂƚŝĞŶƚƐ	WƌŽƚĠŝŶĞ ŵŽĚŝĨŝĠĞ 'ŽĞƌŐĞƐ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϵ
	DŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĚƵ Ŷŝ|ĞĂƵ Ě͛ĞdžƉƌĞƐƐŝŽŶ ĂŶĐĞƌ ĚƵ ƐĞŝŶ ĂŶĐĞƌ ĚƵ ĐŽůŽŶ	WƌŽƚĠŝŶĞ ĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞůůĞ ϯϯϰ ĐĂƵĐĂƐŝĞŶƐ ϯϳϮ ƉĂƚŝĞŶƚƐ	ŝnjŵĂƌŝŬŽ|Ă Ğƚ Ăů͘ WƌŽƚĠŝŶĞ ĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞůůĞ ŽƵ ŶŽŶ a <ƵƌnjĂǁƐŬŝ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϱ
	ĂŶĐĞƌ ĐŽůŽƌĞĐƚĂů	Ϯϱϱ ŝƌĂŶŝĞŶƐ		<ŚĞĚƌŝ Ğƚ Ăů͘
	ĂŶĐĞƌ ĐŽůŽƌĞĐƚĂů	ϭϭϮϰ ĐĂƵĐĂƐŝĞŶƐ		ŶĚĞƌƐĞŶ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϵ
	ĂŶĐĞƌ ĚƵ ƉŽƵŵŽŶ	ϭϴϮ ĞƐƉĂŐŶŽůƐ		'Ğƌ|ĂƐŝŶŝ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϲ
	'ůŝŽďůĂƐƚŽŵĞ	ϯϲϮ ♂ ĐĂƵĐĂƐŝĞŶƐ	b	DŝůůĞƌ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϱ
	1 1. .2 2 S SN NP P s su ur r A AB BC CB B1 1 >ĞƵĐĠŵŝĞ ůLJŵƉŚŽďůĂƐƚŝƋƵĞ ĂŝŐƵĞ	Ϯϴϴ ĐĂƵĐĂƐŝĞŶƐ	c	:ĂŵƌŽnjŝĂŬ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϰ
	>ĞƵĐĠŵŝĞ ůLJŵƉŚŽďůĂƐƚŝƋƵĞ ĂŝŐƵĞ	Ϯϭϴ ŵĞdžŝĐĂŝŶƐ	c	>ĞĂůͲhŐĂƌƚĞ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϴ
	ŽůŝƚĞ ƵůĐĠƌĂƚŝ|Ğ	ϭϰϵ ĐĂƵĐĂƐŝĞŶƐ		^ĐŚǁĂď Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϯ
	DĂůĂĚŝĞ ĚĞ ƌŽŚŶ	ϭϮϲ ĐĂƵĐĂƐŝĞŶƐ		^ĐŚǁĂď Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϯ
	DĂůĂĚŝĞ ĚĞ WĂƌŬŝŶƐŽŶ	ϵϱ ĐĂƵĐĂƐŝĞŶƐ		&ƵƌƵŶŽ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϮ
	DĂůĂĚŝĞ ĚĞ WĂƌŬŝŶƐŽŶ	ϭϬϳ ĐĂƵĐĂƐŝĞŶƐ		ƌŽnjĚnjŝŬ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϯ
	DĂůĂĚŝĞ ĚĞ WĂƌŬŝŶƐŽŶ	ϱϵ ĐĂƵĐĂƐŝĞŶƐ	d	ƌŽnjĚnjŝŬ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϯ
	/ŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ ůĞ s/,	ϭϯϳ ĐĂƵĐĂƐŝĞŶƐ		/ĨĞƌŐĂŶ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϮ
	1 1. .2 2. .1 1. . S SN NP P C C3 34 43 35 5T T /ŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ ůĞ s/,	ϰϭϭ ƉĂƚŝĞŶƚƐ	e	ůĞŝďĞƌ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϰ
	Ă ĐŚĞnj ůĞƐ ƉĂƚŝĞŶƚƐ ĚΖƵŶ ąŐĞфϱϬ ĂŶƐ͖ ď ƉĂƐ ĚĞ ĐŽƌƌĠůĂƚŝŽŶ ĐŚĞnj ůĞƐ ĨĞŵŵĞƐ͖ Đ ƉĂƚŚŽůŽŐŝĞ ƉĠĚŝĂƚƌŝƋƵĞ͖ Ě ƌŝƐƋƵĞ ĚĞ Le SNP C3435T, un SNP synonyme, code l'isoleucine 1145 localisée dans le second ĚĠ|ĞůŽƉƉĞŵĞŶƚ ĂƉƌğƐ ĞdžƉŽƐŝƚŝŽŶ ĂƵdž ƉĞƐƚŝĐŝĚĞƐ͖ Ğ ƉƌŽŐƌĞƐƐŝŽŶ Ă|ĂŶƚ ůĞ ƚƌĂŝƚĞŵĞŶƚ
	NBD d'ABCB1. Sa fréquence varie beaucoup selon les ethnies ; il est retrouvé, par exemple,
	chez 62 % des américains d'origine européennes contre 13 % des américains d'origine
	africaine [100].			
	a a. . I Im mp pa ac ct t s su ur r l l' 'e ex xp pr re es ss si io on n d d' 'A AB BC CB B1 1		
	De nombreuses données contradictoires furent reportées sur le niveau d'expression de

synonymes (sans modification de l'acide aminé codé) et non synonymes (modification de l'acide aminé). La modification d'un acide aminé peut être à l'origine d'un changement de conformation, d'une modification de la stabilité ou d'une localisation anormale de la protéine, altérant ou non la fonction de la protéine.

Ces variabilités génétiques touchent également les transporteurs ABC. Les plus décrites concernent les transporteurs humains ABCB1, ABCG2 et ABCC1. grand nombre de SNP ont été décrits dans le gène ABCB1 dont plus de 60 se situent dans la région codante. Dans cette dernière sont retrouvés des SNP synonymes et non synonymes mais pas de SNP non sens (induisant la formation d'un codon stop). Les polymorphismes les plus décrits correspondent aux polymorphismes synonymes C1236T et C3435T et au polymorphisme G2677A/T non synonymes (A896T/S) (Figure
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). la protéine ABCB1-C3435T. Le SNP C3435T, a d'abord été associé à une diminution

[START_REF] Hoffmeyer | Functional polymorphisms of the human multidrug-resistance gene: multiple sequence variations and correlation of one allele with Pglycoprotein expression and activity in vivo[END_REF] 

puis à une augmentation

[START_REF] Nakamura | Effect of the mutation (C3435T) at exon 26 of the MDR1 gene on expression level of MDR1 messenger ribonucleic acid in duodenal enterocytes of healthy Japanese subjects[END_REF] 

de l'expression d'ABCB1 dans le duodénum où cette expression a finalement été décrite comme normale

[START_REF] Siegmund | The effects of the human MDR1 genotype on the expression of duodenal Pglycoprotein and disposition of the probe drug talinolol[END_REF]

. Tableau 3.

Influence du SNP C3435T sur la concentration plasmatique ou la disponibilité orale de certains médicaments.

  

	ŝůŽƐƚĂnjŽů LJĐůŽƐƉŽƌŝŶĞ ŝĐůŽdžĂĐŝůůŝŶĞ ŽĐĠƚĂdžĞů >ŽƉĠƌĂŵŝĚĞ EŽƌƚƌŝƉƚLJůŝŶĞ WĂƌŽdžĞƚŝŶĞ dĂůŝŶŽůŽů su ur r l Im mp pa ac ct t s Tableau 4. d d. . I la a p ph ha ar	ŝŵŝŶƵĠĞ ůŽƉƌŝĚŽŐĞů	ƵŐŵĞŶƚĠĞ ŽŶƚƌŽ|ĞƌƐĠĞ WŚĠŶLJƚŽŢŶĞ ŝŐŽdžŝŶĞ >ĂŶƐŽƉƌĂnjŽůĞ ĨĂ|ŝƌĞŶnj &ůƵ|ŽdžĂŵŝŶĞ EĞůĨŝŶĂ|ŝƌ &ĠdžŽĨĠŶĂĚŝŶĞ dĂĐƌŽůŝŵƵƐ

rm ma ac co oc ci in né ét ti iq qu ue e d de es s m mé éd di ic ca am me en nt ts s

  L'impact du SNP C3435T sur la pharmacocinétique des médicaments a été défini pour différentes molécules, substrats décrits ou potentiels d'ABCB1 (Tableau 4). De nombreuses controverses ont été publiées sur l'exposition à la digoxine, à la fexofénadine ou au tacrolimus entre autres. Le SNP fut par exemple corrélé à une augmentation

on ns se es s a au u t tr ra ai it te em me en nt t

  Du fait de l'influence du polymorphisme sur la pharmacocinétique de certains médicaments, il apparaît logique que le SNP C3435T influence aussi la réponse à certains traitements pharmacologiques (Tableau 5) ainsi que les effets indésirables liés à ces traitements. Dans le cadre de traitements du cancer du sein, la réponse à la chimiothérapie néo-adjuvante à base d'anthracyclines et/ou de taxanes serait améliorée pour les individus portant l'allèle 3435T

	e e. . S SN NP P C C3 34 43 35 5T T e et t r ré ép po			
	WĂƚŚŽůŽŐŝĞ	WŽƉƵůĂƚŝŽŶ	ZĠƉŽŶƐĞ	dƌĂŝƚĞŵĞŶƚ		ZĠĨĠƌĞŶĐĞ
	ĂŶĐĞƌ ĚƵ ƐĞŝŶ	ϲϴ ƉĂƚŝĞŶƚƐ		ĐŚŝŵŝŽƚŚĠƌĂƉŝĞ ŶĠŽͲĂĚũƵ|ĂŶƚĞ Ă	<ĂĨŬĂ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϯ
	ĂŶĐĞƌ ĚƵ ƐĞŝŶ	ϵϲ ƉĂƚŝĞŶƚƐ		ĐŚŝŵŝŽƚŚĠƌĂƉŝĞ ŶĠŽͲĂĚũƵ|ĂŶƚĞ ď	'ŽĞƌŐĞƐ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϵ
	ĂŶĐĞƌ ĚƵ ƐĞŝŶ	ϰϭ ƉĂƚŝĞŶƚƐ		ĐŚŝŵŝŽƚŚĠƌĂƉŝĞ ŶĠŽͲĂĚũƵ|ĂŶƚĞ	Đ	ZŽĚƌŝŐƵĞƐ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϴ
	ĂŶĐĞƌ ĚƵ ƐĞŝŶ	ϯϯϰ ĐĂƵĐĂƐŝĞŶƐ		ĐŚŝŵŝŽƚŚĠƌĂƉŝĞ ŶĠŽͲĂĚũƵ|ĂŶƚĞ	Ě	ŝnjŵĂƌŝŬŽ|Ă Ğƚ Ăů͘
	DLJĠůŽŵĞ ŵƵůƚŝƉůĞ	ϵϮ ƉĂƚŝĞŶƚƐ		ďŽƌƚĞnjŽŵŝď		ƵĚĂ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϵ
	ƉŝůĞƉƐŝĞ	ϯϭϱ ƉĂƚŝĞŶƚƐ		ĂŶƚŝĠƉŝůĞƉƚŝƋƵĞƐ		^ŝĚĚŝƋƵŝ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϯ
	/ŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ ůĞ s/,	ϴϬ ĐĂƵĐĂƐŝĞŶƐ		ĂŶƚŝ|ŝƌĂƵdž ;ĠĨĂ|ŝƌĞŶnj Ğƚ ŶĞůĨŝŶĂ|ŝƌͿ	&ĞůůĂLJ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϮ
	/ŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ ůĞ s/,	ϭϰϵ ĐĂƵĐĂƐŝĞŶƐ		ĂŶƚŝ|ŝƌĂƵdž		EĂƐŝ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϯ
	/ŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ ůĞ s/,	ϰϲϭ ƉĂƚŝĞŶƚƐ	e	ĂŶƚŝ|ŝƌĂƵdž		ƌƵŵŵĞ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϯ
	/ŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ ůĞ s/,	ϰϴ ƉĂƚŝĞŶƚƐ		ĂŶƚŝ|ŝƌĂƵdž		,ĂƐƐ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϯ
	/ŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ ůĞ s/,	ϯϲϳ ƉĂƚŝĞŶƚƐ		ĂŶƚŝ|ŝƌĂƵdž ;ĠĨĂ|ŝƌĞŶnj Ğƚ ŶĞůĨŝŶĂ|ŝƌͿ	,ĂƐƐ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϱ
	/ŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ ůĞ s/,	ϳϮ ƉĂƚŝĞŶƚƐ		ĂŶƚŝ|ŝƌĂƵdž		tŝŶnjĞƌ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϱ
	Ă ĂŶƚŚƌĂĐLJĐůŝŶĞƐ ĞƚͬŽƵ ƚĂdžĂŶĞƐ͖ ď ϱͲĨůƵŽƌŽƵƌĂĐŝůͬĠƉŝƌƵďŝĐŝŶĞͬĐLJĐůŽƉŚŽƐƉŚĂŵŝĚĞ͖ Đ ϱͲĨůƵŽƌŽƵƌĂĐŝůͬĚŽdžŽƌƵďŝĐŝŶĞͬĐLJĐůŽƉŚŽƐƉŚĂŵŝĚĞ͖ Ě
	ĠƉŝƌƵďƵĐŝŶĞ ŽƵ ĚŽdžŽƌƵďŝĐŝŶĞ Ğ ĂƵŐŵĞŶƚĞ ůĂ ĚƵƌĠĞ ĚƵ ŵĂŝŶƚŝĞŶ ĚƵ ƚĂƵdž ĚĞ |ŝƌƵƐ фϱϬϬ ĐŽƉŝĞƐͬŵ>	

Tableau 6. Conséquences des SNP synonymes sur l'expression et l'activité d'ABCG2.

  

	Fréquence décrite dans Tamura et al. 2006 [189]. Les SNP A160Q, N293H, L525R, A528T et
	T542A ne sont pas représentés car aucune donnée n'est actuellement disponible.	=
	semblable à ABCG2wt ;	= diminué par rapport à ABCG2wt ; = perdu par rapport à
	ABCG2wt ; N.D. = non déterminé

sϭϮD YϭϮϲy Yϭϰϭ< dϭϱϯD Yϭϲϲ /ϮϬϲ> &ϮϬϴ^^ϮϰϴW WϮϲϵ^ϯϯϰy &ϰϯϭ> ^ϰϰϭE &ϰϴϵ> &ϱϳϭ/ EϱϵϬz ϲϮϬE &ƌĠƋƵĞŶĐĞ

  

	;йͿ	ϮͲϵϬ ϬͲϭ͕ϳ ϬͲϯϱ͕ϱ ϯ͕ϯ	E͘͘	ϭϬ	E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘	Ϭ͕ϴ	Ϭ͕ϱ Ϭ͕ϱͲϬ͕ϴ Ϭ͕ϱ	ϬͲϭ	Ϭ͕ϱ
	džƉƌĞƐƐŝŽŶ								
	WƌŽƚĠŝŶĞ								
	>ŽĐĂůŝƐĂƚŝŽŶ ŵĞŵďƌĂŶĂŝƌĞ	E͘͘	E͘͘ E͘͘ E͘͘	E͘͘ E͘͘		E͘͘ E͘͘ E͘͘
	dƌĂŶƐƉŽƌƚ								
	DĠƚŚŽƚƌĞdžĂƚĞ								
	WŽƌƉŚLJƌŝŶĞ					E͘͘			
	ŚŝŵŝŽƌĠƐŝƐƚĂŶĐĞ								
	^EͲϯϴ	E͘͘	E͘͘ E͘͘ E͘͘	E͘͘ E͘͘		E͘͘ E͘͘
	DŝƚŽdžĂŶƚƌŽŶĞ	E͘͘	E͘͘ E͘͘ E͘͘	E͘͘ E͘͘		E͘͘ E͘͘
	dŽƉŽƚĠĐĂŶ	E͘͘	E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘
	ŝĨůŽŵŽƚĠĐĂŶ	E͘͘	E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘ E͘͘

Tableau 7. SNP retrouvés sur la partie codante du gène ABCC1.

  Les lignes grises foncées correspondent aux SNP non synonymes. Source NCBI dbSNP database.Un très grand nombre de SNP ont été répertoriés au niveau du gène ABCC1 dont la plupart se situe au niveau des introns mais certains sont aussi retrouvés au niveau des extrémités 3' et 5'. Les polymorphismes les plus étudiés restent cependant ceux situés au niveau de la partie codante d'ABCC1 (Tableau 7, Figure

	1 1. .4 4 S SN NP P s su ur r A AB BC CC C1 1				
	^EW	ZEŵ WƌŽƚĠŝŶĞ ^ƵďƐƚŝƚƵƚŝŽŶ	^EW	ZEŵ WƌŽƚĠŝŶĞ ^ƵďƐƚŝƚƵƚŝŽŶ
	ƌƐϭϳϳϯϯϵ	ϮϬϮ'	ϵ	ƌƐϰϭϰϴϯϱϲ 'Ϯϯϰϯ	ZϳϮϯY
	ƌƐϰϭϯϵϱϵϰϳ 'ϯϬϯ	ϰϯ^ƌƐϮϴϯϲϰϬϬϰ 'ϮϳϰϬd >ϴϱϱ>
	ƌƐϰϭϰϵϰϰϰϳ ϯϵϯd	dϳϯ/	ƌƐϰϱϱϭϳϱϯϳ 'Ϯϳϱϲ	ϴϲϭd
	ƌƐϲϭϳϯϭϳϭϭ ϰϮϰd	/ϴϯ/	ƌƐϭϲϵϲϳϬϬϰ ϮϴϯϬd 'ϴϴϱ'
	ƌƐϴϭϴϳϴϰϰ ϰϱϬd	^ϵϮW	ƌƐϲϭϳϯϭϳϬϰ 'ϮϵϬϱ	>ϵϭϬ>
	ƌƐϲϭϳϯϭϳϭϬ	ϰϴϳ' WϭϬϰW	ƌƐϰϱϱϯϭϭϯϲ Ϯϵϴϯ' <ϵϯϲ<
	Α		dϭϭϳD	ƌƐϰϱϲϬϳϰϯϭ dϯϭϯϯ ,ϵϴϲ,
	ƌƐϴϭϴϳϴϰϴ 'ϴϲϰ	ZϮϯϬY	ƌƐϯϱϱϮϵϮϬϵ 'ϯϭϰϬ	ϵϴϵd
	ƌƐϴϭϴϳϴϰϵ ϴϴϭd	>Ϯϯϲ>	ƌƐϯϱϵϯϰϭϮϯ 'ϯϭϰϮ	ϵϴϵ
	ƌƐϰϱϱϲϬϰϯϳ 'ϵϵϭ	WϮϳϮW	ƌƐϭϯϯϯϳϰϴϵ 'ϯϯϭϱ ϭϬϰϳƌ
	ƐϮϰϲϮϮϭ dϭϬϬϬ	sϮϳϱs	ƌƐϰϭϰϭϬϰϱϬ 'ϯϯϰϴ ZϭϬϱϴY
	ƌƐϰϱϱϲϮϯϯϲ dϭϬϯϵ ^Ϯϴϴ^ƌƐϮϴϯϲϰϬϬϬ ϯϯϱϱd WϭϬϲϬW
	ƌƐϳϲϳϳϲϰϬϬ ϭϬϴϮ' <ϯϬϯ	ƌƐϳϰϵϴϱϵϯϬ 'ϯϱϲϬ	sϭϭϮϵ/
	ƌƐϴϭϴϳϴϱϭ ϭϮϮϮd >ϯϰϵ>	ƌƐϮϴϳϬϲϳϮϳ 'ϯϲϭϭ	sϭϭϰϲ/
	ƌƐϴϭϴϳϴϱϮ 'ϭϮϯϮ	sϯϱϯD	ƌƐϰϭϰϴϯϳϳ 'ϯϲϮϱ WϭϭϱϬW
	ƌƐϯϱϱϴϳ	dϭϮϯϳ EϯϱϰE	ƌƐϮϴϯϲϯϵϵϲ ϯϳϳϱd	ϭϮϬϬ
	ƌƐϴϭϴϳϴϱϯ 'ϭϮϰϯ	dϯϱϲd	ƌƐϵϵϯϯϲϰϬ ϯϵϱϱd	ϭϮϬϲ
	ƌƐϳϳϰϮϴϬϮϰ ϭϰϭϬ' EϰϭϮ^ƌƐϰϱϱϯϯϬϯϳ ϰϬϲϬd &ϭϮϵϱ&
	ƌƐϲϬϳϴϮϭϮϳ 'ϭϰϳϰd Zϰϯϯ^ƌƐϮϮϯϬϲϳϭ 'ϰϭϳϳ	^ϭϯϯϰƌ
	ƐϳϴϱϭϯϳϬϮ dϭϱϵϬ' sϰϳϮ'	ƌƐϮϴϯϲϰϬϬϲ ϰϭϴϰ' dϭϯϯϳ
	ƌƐϳϮϱϰϳϱϮϮ ϭϳϱϮ ϱϮϲ	ƌƐϴϬϱϳϯϯϭ ϰϯϳϳd dϭϰϬϭD
	ƌƐϯϱϲϬϱ	dϭϴϱϵ >ϱϲϮ>	ƌƐϯϰϱϮϲϱϭϵ ϰϯϵϯd	ϭϰϬϲ
	ƌƐϴϭϴϳϴϱϴ ϭϴϳϵd zϱϲϴz	ƌƐϯϰϯϮϳϯϯϬ ϰϰϬϴd &ϭϰϭϭ&
	ά	'ϭϴϵϴ	ZϲϯϯY	ƌƐϯϲϭϭϱϱϲϲ 'ϰϱϭϵ	dϭϰϰϴd
	ƌƐϴϭϴϳϴϱϵ ϮϬϴϲd ϲϯϳ	ƌƐϯϱϭϰϴϬϴϲ ϰϲϮϳd /ϭϰϴϰ/
	ƌƐϴϭϴϳϴϲϯ Ϯϭϳϲd ^ϲϲϳ^Α		^ϭϱϭϮ>
	ƌƐϮϯϬϭϲϲϲ ϮϭϴϮd WϲϲϵW	ƌƐϯϱϵϴϬϰϬϰ ϰϳϱϲd ϭϱϮϳ
	ƌƐϰϱϱϭϭϰϬϭ 'Ϯϭϴϳd 'ϲϳϭs		
	Α ^EW ŝĚĞŶƚŝĨŝĠ ƉĂƌ WĞƌĚƵ Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϬ	
	ά ^EW ŝĚĞŶƚŝĨŝĠ ƉĂƌ >Ğ ^ĂƵdž Ğƚ Ăů͘ ϮϬϬϬ	

SNP retrouvés sur la partie codante du gène ABCC11.

  Les lignes grises foncées correspondent aux SNP non synonymes. X indique la formation d'un codon STOP qui met fin à la traduction. Source NCBI dbSNP database.

	^EW	WƌŽƚĠŝŶĞ ^ƵďƐƚŝƚƵƚŝŽŶ	^EW	ZEŵ ^ƵďƐƚŝƚƵƚŝŽŶ WƌŽƚĠŝŶĞ
	ƌƐϭϲϵϰϱϵϴϴ	' ϭϮϬ	Zϭϵ,	ƌƐϭϲϵϰϱϵϰϲ	ϭϳϮϭd	>ϱϱϯ>
	ƌƐϭϳϴϮϮϵϯϭ	' ϲϬϮ	'ϭϴϬZ	ƌƐϰϭϮϴϮϬϰϱ	ϭϵϱϮd	ZϲϯϬt
	ƌƐϭϲϵϰϱϵϳϰ	ϳϰϴ'	YϮϮϴY	ƌƐϭϲϵϰϱϵϯϬ	' ϮϬϬϲ	sϲϰϴ/
	ƌƐϲϭϳϯϵϲϭϮ	ϵϬϬ ϵϬϬ'	WϮϳϵ, WϮϳϵZ	ƌƐϲϭϳϰϱϱϲϲ	' Ϯϭϭϵ ' Ϯϭϭϵd	dϲϴϱd
	ƌƐϭϭϴϲϬϴϲϴ	ϭϬϬϵ'	WϯϭϱW	ƌƐϭϲϵϰϱϵϮϴ	' ϮϭϮϯ	sϲϴϳ/
	ƌƐϭϭϴϲϯϮϯϲ	ϭϬϭϰ	ϯϭϳ	ƌƐϭϲϵϰϱϵϮϲ	ϮϮϲϴ'	<ϳϯϱZ
	ƌƐϴϬϰϳϬϵϭ	ϭϭϴϲ'	<ϯϳϰ<	ƌƐϭϭϴϲϲϮϱϭ	ϮϱϬϬd	&ϴϭϮ&
	ƌƐϳϯϱϰϬϴϵϰ	' ϭϮϲϭ	ϯϵϵ	ƌƐϭϮϰϰϯϲϴϱ	' ϮϳϮϮ	<ϴϴϲ<
	ƌƐϱϴϳϱϵϯϴϵ	' ϭϯϬϲ	ϰϭϰ	ƌƐϱϱϳϭϯϱϬϰ	Ϯϴϳϳ'	^ϵϯϴy
	ƌƐϱϵϴϭϱϲϮϬ	' ϭϱϯϱ	sϰϵϭ/	ƌƐϰϭϮϴϬϵϰϯ	ϮϵϳϮ'	DϵϳϬs
	ƌƐϲϭϳϰϮϬϮϬ	ϭϲϰϵd ϭϲϰϵ	<ϱϮϵy <ϱϮϵY	ƌƐϱϵϬϮϵϲϱϬ ƌƐϲϭϳϯϵϲϬϲ	' ϯϬϰϴ ϯϴϵϯd	ZϵϵϱY EϭϮϳϳz
	ƌƐϭϳϴϮϮϰϳϭ	ϭϳϬϭd	dϱϰϲD	ƌƐϭϲϵϰϱϵϭϲ	ϰϬϵϱ'	,ϭϯϰϰZ
	Tableau 8.					

Amorces utilisées pour la mutagénèse dirigée.

  Les nucléotides modifiés apparaissent en gras et en rouge. Le site de restriction ajouté ou supprimé est souligné pour chaque amorce.

	Tableau 10.			
	^ĞŐŵĞŶƚ	LJĐůĞƐ dĞŵƉĠƌĂƚƵƌĞ	dĞŵƉƐ
	ϭ	ϭ	ϵ ϰ Σ	ϭ Ϭ ŵ ŝ Ŷ
			ϵϰΣ	ϭϬ ƐĞĐ
	Ϯ	ϭ Ϭ	ϱϱΣ	ϯϬ ƐĞĐ
			ϲϴΣ	ϴ ŵŝŶ
			ϵϰΣ	ϭϱ ƐĞĐ
	ϯ	Ϯ ϱ	ϱϱΣ	ϯϬ ƐĞĐ
			ϲϴΣ	ϴ ŵŝŶ н ϮϬ ƐĞĐ ͬ ĐLJĐůĞ
	ϰ	ϭ	ϲϴΣ	ϳ ŵŝŶ

Tableau 11. Programme PCR de la mutagénèse dirigée.

  Afin d'éliminer le risque d'avoir une mutation dans le reste du plasmide, la région qui contient la mutation est découpée. Elle est ensuite intégrée à la place de la séquence correspondante sauvage, dans un plasmide dont la séquence entière est correcte. Ce plasmide a en effet été entièrement séquencé et n'a pas été soumis à la PCR.

				Profil de restriction
	SNP	Mutation	Amorce		
				Enzyme	Modification
	G120A	Arg19His	5' GGTGGCCTCGTGAATCATGGCATCGATATAGGC 3'	ClaI	+
	G602A	Gly180Arg	5' ATTGCCAGTGTACTCAGGCCAATATTGATTATA 3'	Eco88I	-
	C1014A	Ala317Glu	5' CTGGTTTTCCCACTCGAGGTATTCATGACAAGA 3'	XhoI	+
	G1535A	Val491Ile	5' ACCTGTCCCGGCATCATCAATGGGGCACTGGAG 3'	SmaI	-
	C1701T Mode Opératoire Thr546Met	5' GGGGTCTGCGGCAACATGGGGAGTGGGAAGAGC 3'	SapI	+
	C1952T G2006A Génération de la mutation Arg630Trp 5' ACAGAGATTGGAGAGTGGGGCCTCAACCTCTCT 3' Val648Ile 5' AGCCTGGCCCGCGCCATCTATTCCGATCGTCAG 3'	BsrBI PvuI	-+
	G2123A La mutation est introduite au cours d'une PCR réalisée avec le kit Expand Long Template Val687Ile 5' AGGGGGAAGACGGTCATCCTGGTGACCCACCAG 3' PshAI -
	A2268G PCR System (Roche). Le mélange réactionnel est composé de 350 µM de dNTP (A, T, G et Lys735Arg 5' ATCCAGAAGATGCATAGGGAAGCCACTTCGGAC 3' Mph1103I +
	C2877G	Ser938Stop	5' CTCTTGCCCATCTTTTGAGAGCAATTCCTGGTC 3'	AlwNI	-
	A2972G C), 300 nM de chaque amorce (Tableau 10), 30 ng de plasmide (pcDNA5/FRT ABCC11wt), Met970Val 5' ATGGGCGCCATAATCGTGGTTATTTGCTTCATT 3' NarI +
	G3048A 3.75 U d'enzymes (Taq polymérase et Tgo polymérase) dans le tampon 1X (Expand Long Arg995Glu 5' CTGGAGAACTATAGCCAGTCTCCTTTATTCTCC 3' Eco31I -
	A4095G	His1344Arg	5' GTGCTGAACTGTGACCGCATTCTGGTTATGGGC 3'	Mva1269I	+
	Template Buffer 1, 17.5 mM MgCl 2 ). Le mélange réactionnel est ensuite soumis au
	programme PCR décrit dans le Tableau 11.		

Tableau 12. Enzymes de restriction utilisées pour le sous-clonage.

  

	A l'aide du kit « Rapid DNA Ligation » (Roche), les deux fragments sont finalement reliés
	Discrimination des plasmides mutés et sauvages pour former à nouveau un plasmide. La quantité de fragment B utilisée est généralement de
	Les plasmides sont extraits des colonies bactériennes à l'aide du kit « NucleoSpin® Plasmid » 300 ng et le rapport molaire de B/A est de 2/1 (2 fragments A pour 1 fragment B). La quantité
	selon les instructions du fournisseur (Macherey Nagel). Selon l'enzyme dont le site de de fragment A est calculée selon la formule suivante :
	restriction a été ajouté/supprimé par la mutagenèse dirigée, les plasmides sont soumis à 1 h de quantité de A = quantité de B × taille de A × rapport B
	digestion enzymatique. Les produits de la digestion sont mis en présence de bleu de charge taille de B A
	(Bleu de bromophenol 0.06 %, Sucrose 10 %). Les différents fragments obtenus sont ensuite Les fragments A et B sont mis en présence de 5 U de T4 DNA ligase dans les tampons « T4
	séparés par électrophorèse en gel d'agarose 1 % (130 V, 45 minutes). Le gel d'agarose utilisé DNA ligation buffer » et « DNA ligation buffer » ramenés à 1X. La réaction de ligation
	contient également du BET qui s'intercale dans l'ADN et qui rend les fragments visibles sur s'effectue pendant 15 minutes à température ambiante. Le produit de ligation est utilisé pour
	plaque UV. Les plasmides contenant la mutation désirée (profil de digestion différent du transformer des bactéries DH5α. Les plasmides obtenus sont amplifiés et extraits avec le kit
	plasmide sauvage) sont identifiés. La région entourant la mutation est alors séquencée « NucleoSpin® Plasmid ». Les plasmides contenant la mutation désirée sont discriminés par
	(GenomExpress, Grenoble). leur profil de digestion et séquencés autour de la séquence sous-clonée pour vérification.
	^EW 'ϭϮϬ Sous-clonage de la mutation 'ϲϬϮ Une fois que la région entourant la mutation a été séquencée et validée, elle est découpée du ŶnjLJŵĞ ϭ ŶnjLJŵĞ Ϯ dĂŵƉŽŶ <ƉŶ/ ď|/ EƵĨĨĞƌ Ϯ ď|/ ƐƉϭϰϬϳ/ EƵĨĨĞƌ ϰ
	ϭϬϭϰ plasmide par deux enzymes de restriction (Tableau 12) lors d'une digestion d'1 h (3 µg de ŐĞ/ ƐƉϭϰϬϳ/ dĂŶŐŽ ϭy
	'ϭϱϯϱ ϭϳϬϭd plasmide, 10 U de chaque enzyme en tampon approprié 1X). En parallèle, le plasmide ^ŵĂ/ WŵĂ/ dĂŶŐŽ ϭy ^ŵĂ/ WŵĂ/ dĂŶŐŽ ϭy ϭϵϱϮd ^ŵĂ/ WŵĂ/ dĂŶŐŽ ϭy sauvage (contenant ABCC11wt) est découpé de la même manière. Les produits de la
	'ϮϬϬϲ digestion sont mis en présence de bleu de charge (Bleu de bromophenol 0.06 %, Sucrose 10 ^ŵĂ/ WŵĂ/ dĂŶŐŽ ϭy
	'ϮϭϮϯ %). Les deux fragments issus de la digestion sont séparés par électrophorèse en gel d'agarose ƐƉϭϰϬϳ/ Ɛƚ// dĂŶŐŽ Ϯy
	). Les plasmides (1 µL) et les bactéries (50 µL) sont mis en présence pendant 30 ϮϮϲϴ' Ɛƚ// ůĂ/ dĂŶŐŽ ϭy Ϯϴϳϳ' Ɛƚ// ůĂ/ 1 % (130 V, 45 minutes) dans du tampon TAE 1X (Tris 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8). Deux dĂŶŐŽ ϭy minutes à 4 °C. Ainsi les plasmides adhèrent à la surface des membranes bactériennes qui ϮϵϳϮ' Ɛƚ// ůĂ/ bandes sont prélevées par découpage du gel après migration : 1) la bande correspondant au dĂŶŐŽ ϭy sont ensuite perméabilisées par un choc thermique: 1 minute à 37 °C puis 1 minute à 4 °C. 'ϯϬϰϴ Ɛƚ// ůĂ/ dĂŶŐŽ ϭy petit fragment contenant la mutation (A) et 2) la bande correspondant au reste du plasmide
	Les bactéries sont ensuite transférées dans 500 µ L de milieu de culture (LB 20 g/L) et ϰϬϵϱ' EŽƚ/ ůĂ/ KƌĂŶŐĞ sauvage (B). Les fragments sont extraits du gel à l'aide du kit « GeneClean® II » selon les
	incubées pendant 1 h à 37 °C sous agitation (temps nécessaire à l'expression du gène de instructions du fournisseur.
	résistance à l'ampicilline codé par le plasmide). La totalité des bactéries est ensuite étalée sur
	une gélose LB/Amp (LB Agar 32 g/L et Ampicilline 100 µg/mL) finalement incubée à 37 °C Le fragment B (reste du plasmide) est soumis à une étape de déphosphorylation ; la totalité de
	sur la nuit. Les colonies résistantes à l'ampicilline contiennent chacune un plasmide différent l'ADN est digéré pendant 1 h à 37 °C par 2 U de phosphatase alcaline en tampon 1 X
	(1 colonie provenant de la prolifération d'une bactérie transformée). (dephosphorylation buffer, Roche). Cette étape évite que le reste du plasmide se referme sur
	lui même. Le tampon de la réaction de déphosphorylation étant incompatible avec celui de la
	ligation, le fragment B est ensuite purifié (kit « GeneClean® II »).

  Les ARNm totaux des cellules sont extraits puis rétro-transcrit en ADNc. Une PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitative spécifique d'un gène d'intérêt permet de quantifier la quantité d'ADNc de ce gène, proportionnelle à la quantité d'ARNm présente au départ.

	2 2. .2 2. .2 2. . A An na al ly ys se e d de e l l' 'e ex xp pr re es ss si io on n
	a a. . E Ex xp pr re es ss si io on n e en n A AR RN Nm m ( (R RT T--P PC CR R--Q Q) )
	Extraction des ARNm totaux
	Les cellules à analyser sont lysées dans 1 mL de TRIzol®. 200 µ L de chloroforme
	sont ajoutés. Après centrifugation (15 minutes à 15 000 g 4°C), les ARN sont récupérés avec
	la phase supérieure. Cette phase est mélangée volume à volume (environ 500 µL) avec de
	l'isopropanol qui précipite les ARN. Après centrifugation (15 minutes à 15 000 g 4°C), les
	ARN forment un culot qui est lavé 3 fois par 500 µ L d'éthanol 70°. Pour ce faire, le
	surnageant est éliminé et le culot est repris dans 500 µ L d'éthanol 70°. Une centrifugation (5
	minutes à 15 000 g 4°C) permet de retrouver le culot et d'éliminer l'éthanol. Après les 3
	lavages, le culot est séché 5 minutes à 72 °C puis solubilisé dans 20 µL d'eau DEPC (Diethyl
	Pyrocarbonate, inhibiteur de nucléase). La concentration en ARNm est quantifiée au
	NanoDrop (Thermo Scientific).
	Rétro-transcription des ARNm en ADNc (RT)
	1 µg d'ARNm est incubé dans un mélange réactionnel contenant 30 ng/µL d'amorces
	aléatoires (Random Primers), 0.5 mM de dNTP, 10 mM de DTT (dithiothreitol) et 10 U/µ L de
	M-MLV-RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) dans du tampon 1X
	(First Strand Buffer). La rétro-transcription des ARNm en ADNc est effectuée pendant 1 h à
	37 °C. Les ADNc obtenus sont finalement dilués au 1/15 ème pour éviter les interférences entre
	le tampon de RT et celui de la PCR qui suit.
	PCR quantitative (PCR-Q)
	Transfection des cellules FlpIn 293 Standardisation -PCR 18S
	1 000 000 de cellules FlpIn 293 sont ensemencés dans chaque puits d'une plaque 6 Une PCR quantitative est réalisée pour mesurer la quantité d'ADNc correspondant aux ARN
	puits. Après 24 h d'incubation à 37 °C sous 5 % de CO 2 , 4 µg de pOAG44 et 444 ng de ribosomaux 18S. Le taux d'ARN 18S (et donc d'ADNc) est équivalent au sein d'une même
	pcDNA5/FRT +/-ABCC11 sont mis en présence des cellules et la transfection est réalisée à lignée et sert de référence. En effet, les résultats obtenus pour la PCR quantitative du gène
	l'aide de Lipofectamine™ 2000 (invitrogen™) selon les recommandations du fournisseur. d'intérêt sont rapportés à ceux obtenus pour la PCR 18S.
	Les cellules sont ensuite incubées à 37°C sous 5% de CO 2 pendant 24 heures. Les cellules La PCR est une réaction en chaîne de polymérisation qui permet d'amplifier une séquence
	sont ensuite trypsinées et transférées dans un flasque T75. Après 24 h, l'agent de sélection d'ADN donnée. Pour cela, deux amorces sont choisies de manière à encadrer la séquence à
	(hygromycine B 200 µg/mL) est ajouté dans le milieu de culture. amplifier. A la fin de chaque cycle, la séquence entourée par les deux amorces est amplifiée
	de manière exponentielle.

Tableau 13. Séquences des amorces et programmes utilisés pour la PCR quantitative.

  Par exemple, les dimères d'amorces étant plus petits que les amplicons, la température de fusion détectée sera inférieure à celle attendue. Tout résultat de quantification ne sera donc validé que si la température de fusion est correcte.

	Mode opératoire			
	La PCR est réalisée sur 1.67 µ L d'ADNc dilué au 1/15 ème dans le mélange réactionnel
	suivant : 2 mM de MgCl 2 et 0.25 mM d'amorces (Tableau 13) dans le tampon 1X
	(LightCycler ® FastStart Reaction Mix SYBR Green). La réaction de PCR commence par une
	étape 10 minutes à 95°C puis s'effectue selon un programme dépendant du gène d'intérêt
	(Tableau 13). Elle est suivie par une étape permettant d'obtenir le point de fusion (0 sec à 95
	°C, 15 sec à 65 °C et 0 sec à 95 °C).		
	b b. . E Ex				
	'ğŶĞ ĚΖŝŶƚĠƌġƚ		ŵŽƌĐĞƐ		WƌŽŐƌĂŵŵĞ
	ϱ	ϱΖ '''' ' ϱΖ ' '''''d'd '' d'd ' d ϯΖ ' ' ''d' '' ϯΖ	ϱϬ ĐLJĐůĞƐ ;ϵϱ Σ Ͳ ϭϱ Ɛ͖ ϲϯ Σ Ͳ ϳ Ɛ Ğƚ ϳϮ Σ Ͳ ϭϱ ƐͿ
	ϭϭ	ϱΖ 'dd'''ddd d d ϯΖ ϱΖ ' 'ddd'd''''ddd'd ϯΖ	ϱϬ ĐLJĐůĞƐ ;ϵϱ Σ Ͳ ϭϱ Ɛ͖ ϲϯ Σ Ͳ ϳ Ɛ Ğƚ ϳϮ Σ Ͳ ϭϱ ƐͿ
	'Ϯ	ϱΖ ϱΖ	d' d'd d''' ' ddd ' ''	ϯΖ ϯΖ	ϱϬ ĐLJĐůĞƐ ;ϵϱ Σ Ͳ ϭϱ Ɛ͖ ϲϮ Σ Ͳ ϭϱ Ɛ Ğƚ ϳϮ Σ Ͳ ϭϱ ƐͿ
	d<ϭ	ϱΖ ϱΖ	'''' ' d ''d' dd ' d dd' d '' dd	ϯΖ ϯΖ	ϱϬ ĐLJĐůĞƐ ;ϵϱ Σ Ͳ ϭϱ Ɛ͖ ϱϴ Σ Ͳ ϴ Ɛ Ğƚ ϳϮ Σ Ͳ ϭϬ ƐͿ
	d<Ϯ	ϱΖ ϱΖ	dd dd'' dd' d'dd' dddd'' 'd	ϯΖ ϯΖ	ϱϬ ĐLJĐůĞƐ ;ϵϱ Σ Ͳ Ϭ Ɛ͖ ϲϬ Σ Ͳ ϭϬ Ɛ Ğƚ ϳϮ Σ Ͳ ϭϮ ƐͿ

xp pr re es ss si io on n p pr ro ot té éi iq qu ue e p pa ar r W We es st te er rn n b bl lo ot t Principe Les

  protéines sont extraites des cellules, séparées selon leur poids moléculaire par électrophorèse puis transférées sur membrane de nitrocellulose. La membrane est incubée avec un anticorps primaire (anti-protéine d'intérêt) puis avec un anticorps secondaire (antianticorps primaire) couplé à la peroxydase. Pour finir, la membrane est imprégnée par le substrat de la peroxydase (ECL pour Enhanced ChemoLuminescence). , 250, 500, 750 et 1000 µg/mL de BSA). 10 µ L de chaque point de gamme et de chaque échantillon sont déposés en triplicate dans 300 µ L de Bleu de Coomassie. Le bleu de Commassie de couleur marron réagit avec les protéines et devient bleu.

	Ce dernier est dégradé
	en un produit chimio-luminescent qui va imprégner un film photo-radiographique. La protéine
	d'intérêt apparaît sur le film sous la forme d'une bande au niveau de son poids moléculaire
	(mesuré grâce à un marqueur de taille). L'intensité de la bande est proportionnelle à la
	quantité de protéine présente dans l'échantillon. L'homogénéité des dépôts de chaque
	échantillon est visualisée grâce à une coloration des protéines totales au rouge ponceau.
	Mode Opératoire
	Extraction des protéines
	Environ 15 millions de cellules sont lysées par une incubation d'une heure dans 50 µ L
	tampon de lyse (Tris 50 mM, MgCl 2 10 mM, SDS 0.25 %, PMSF 75 µg/mL, TPCK 10
	µg/mL, Inhibiteur de protéase (Roche), nucléase benzonase® 1 U/µ L, orthovanadate de
	sodium 1 mM). Après centrifugation (10 minutes à 15 000 g à 4°C), les débris cellulaires sont
	éliminés sous forme de culot. Le surnageant correspond aux protéines totales.
	Les protéines sont dosées selon la méthode de Bradford. Une gamme étalon est réalisée avec
	5 points (0

Tableau 14. Condition d'utilisation des anticorps en western blot.

  L'intensité de la coloration bleu est proportionnelle à la quantité de protéines et peut être mesurée à 595 nm à l'aide du lecteur de plaque Multiscan Ex (Thermo Scientific). Après 3 lavages de 10 minutes en TBS-Tween 20 (0.05%), la membrane est recouverte par 1 mL d'ECL (Solution A et B mélangées volume à volume). En chambre noire, la membrane est mise en contact avec un film auto-radiographique. La peroxydase de l'anticorps secondaire dégrade l'ECL en un produit chimio-luminescent qui imprègne le film. La protéine d'intérêt apparaît sous la forme d'une bande noire (au niveau de son poids moléculaire) dont l'intensité est proportionnelle à la quantité de protéine et peut être quantifié avec le logiciel ImageJ®.

	Electrophorèse				
	Pour chaque échantillon, le volume équivalent à 100 µg de protéines totales est dilué volume
	à volume avec du tampon Triton X-100 0.5 % contenant 2 U/µ L de nucléase benzonase®.
	Cette étape casse la structure tertiaire des protéines et dégrade l'ADN qui rend l'échantillon
	visqueux. Chaque échantillon est repris dans du tampon Laemmli 1X (Tris 0.06 M, SDS 2 % ; Coloration des protéines au Rouge Ponceau
	2-mercaptoéthanol 5 %, Glycérol 10 %, Bleu de Bromophénol 0.1 %) qui charge les protéines Afin de colorer la totalité des protéines, la membrane est incubée pendant 5 minutes en
	de manière négative. Ainsi chargées, les protéines soumises à champ électrique seront attirées présence de colorant Rouge Ponceau puis lavées pendant 5 minutes en en TBS-Tween 20
	par l'anode. (0.05%). La membrane est ensuite séchée à l'air libre.		
	c c. . E Ex				
		Ed/KZW^ WZ/D /Z^		
	WƌŽƚĠŝŶĞ ĚΖŝŶƚĠƌġƚ	&ŽƵƌŶŝƐƐĞƵƌ ŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ ŝůƵƚŝŽŶ	KƌŝŐŝŶĞ
	ϭϭ	^ĂŶƚĂ ƌƵnj	ϮϬϬ ђŐͬŵ>	ϭϬϬ	/Ő' ĚĞ ůĂƉŝŶ
	dƵďƵůŝŶĞ ĂůƉŚĂ	^ŝŐŵĂ	ϭ ŵŐͬŵ>	ϮϬϬϬ	/Ő' ĚĞ ƐŽƵƌŝƐ
		Ed/KZW^ ^KE /Z^		
	WƌŽƚĠŝŶĞ ĚΖŝŶƚĠƌġƚ	&ŽƵƌŶŝƐƐĞƵƌ		ŝůƵƚŝŽŶ	KƌŝŐŝŶĞ
	/Ő' ĚĞ ƐŽƵƌŝƐ	^ŝŐŵĂ	Ͳ	ϴϬϬϬ	/Ő' ĚĞ ůĂƉŝŶ
	/Ő' ĚĞ ůĂƉŝŶ	^ŝŐŵĂ	Ͳ	ϯϬϬϬ /Ő' ĚĞ ĐŚğ|ƌĞ
	Révélation				
	Afin d'assurer la spécificité de la révélation en saturant les sites de fixation potentiels non
	utilisés de la membrane, cette dernière est incubée sous agitation pendant 1 h dans une
	solution de TBS-Tween 20 (0.05%) + 5% de lait. La membrane est ensuite incubée avec
	l'anticorps primaire (dirigé contre la protéine d'intérêt). Les conditions d'utilisation de cet
	anticorps sont détaillées en Tableau 14. Après 3 lavages de 10 minutes en TBS-Tween 20

Plus les protéines sont petites, plus elles passeront facilement à travers les mailles du gel d'acrylamide. Les échantillons sont donc placés en haut d'un gel d'acrylamide 8 % (côté cathode). Puis les protéines sont séparées selon leur poids moléculaire par migration électrophorétique (1 h, 130 V) dans du tampon TGS 1X (Tris 25 mM, Glycine 186 mM, SDS 0.1 %). En parallèle, un marqueur de poids moléculaire (Dual color prestained precision plus protein, Bio-rad) est soumis à la même migration. Il permettra d'avoir une échelle de taille sur le gel sous la forme de bandes colorées. Transfert Les protéines du gel sont transférées sur une membrane de PVDF (polyfluorure de vinylidène) de manipulation plus simple que le gel fragile. Pour cela, le gel est mis au contact d'une membrane de PVDF et soumis à un courant électrique de 20 V pendant 5 minutes (iBlot™ Dry Blotting System -Invitrogen™). Le gel est placé du côté de la cathode et la membrane du côté de l'anode. Les protéines chargées négativement quittent le gel pour aller se poser sur la membrane.

(0.05%) + 5% de lait (sous agitation), la membrane est incubée avec l'anticorps secondaire (dirigé contre l'anticorps primaire) pendant 1 heure sous agitation.
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	2 2. .2 2. .3 3. . A An na al ly ys se e d de e l la a C
	Mode opératoire
	300 000 cellules sont ensemencées sur une lame de verre traitée (Labteck) comportant
	4 puits différenciés. Après 24 h d'incubation à 37 °C et sous 5 % de CO 2 , le milieu de culture
	est éliminé, les cellules sont rincées au PBS 1X et incubées 10 minutes en présence de
	méthanol 100 % (étape de fixation sur le support). Après 3 lavages de 5 minutes au PBS 1X,
	les cellules sont perméabilisées au PBS Triton 0.1 % pendant 20 minutes. De nouveau après 3
	lavages de 5 minutes au PBS 1X, les sites antigéniques aspécifiques sont bloqués par une
	incubation de 30 minutes en présence de PBS 1X, SVF 1%, BSA 0.1%. Puis 150 µL
	d'anticorps anti ABCC11 de Santa-Cruz (IgG de lapin, 2 µ g/mL) sont mis en présence des
	cellules pendant une nuit à 4 °C. Après 3 lavages de 5 minutes au PBS 1X, les cellules sont
	incubées pendant 1h30, à l'abri de la lumière, avec 100 µ L d'anticorps secondaire fluorescent
	anti-IgG de lapin de DAKO (IgG de porc). Les noyaux sont ensuite marqués par incubation
	de 10 minutes en présence de 200 µ L de DAPI 1 µg/mL. Après 3 lavages de 5 minutes au

Les cellules en culture sont fixées puis perméabilisées pour être mises en présence d'un anticorps primaire (dirigé contre la protéine d'intérêt) puis d'un anticorps secondaire fluorescent (dirigé contre l'anticorps primaire) et enfin de DAPI qui imprègne les noyaux cellulaires. Le marquage fluorescent du noyau et des protéines d'intérêt est ensuite observé par microscopie confocale à fluorescence. PBS 1X, la partie supérieure délimitant les puits sur la lame est éliminée. Une fois la lame sèche (après 15 minutes à température ambiante), une lamelle est disposée sur les cellules avec une goutte de milieu de montage aqueux, faramount (Dakocytomation).
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  Le test de cytotoxicité au MTT permet de mesurer la concentration en médicament inhibant 50 % de la prolifération cellulaire (CI50). Après traitement, les cellules sont incubées en présence de MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium)) puis sont solubilisées dans de l'isopropanol/HCl. Le MTT de couleur jaune est réduit par la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes en formazan de couleur bleuviolacée. L'intensité de la coloration est donc proportionnelle au nombre de cellules vivantes.La différence d'absorbance à 490 et 560 nm est mesurée pour calculer la CI50.Les cellules sont ensemencées à hauteur de 6000 cellules par puits en plaque 96 puits. Après 24 h d'incubation à 37°C sous 5 % de CO 2 , les cellules sont traitées en triplicate par des dilutions croissantes en médicaments (dilution en cascade). Après 72 h de traitement, les cellules sont mises en présence 5 mg/mL de MTT pendant 2 h. Le milieu de culture contenant le MTT est ensuite aspiré puis remplacé par 100 µ L d'Isopropanol 90 % / HCl 1 %. Après 15 minutes d'attente à température ambiante, l'absorbance est mesurée à 490 nm (bruit de fond) par puits sont ensemencées dans une plaque 6 puits et incubées 24 h à 37 °C et sous 5 % de CO 2 . Après élimination du milieu de culture, les cellules sont soumises à une étape d'accumulation du 5FdURD par une incubation de 15 minutes avec du 5FdURD 100 µM (en milieu de culture). Un contrôle est réalisé avec une incubation dans du milieu de culture vide. Le milieu de traitement est ensuite éliminé et les cellules sont rincées 3 fois par 2 mL de PBS à 4°C. Les cellules peuvent ensuite être soumises ou non à une étape d'efflux.

	500 000 cellules Pour cela, elles sont de nouveau incubées pendant 15 minutes avec du milieu de culture
	supplémenté ou non par 15 µM de MK571 (inhibiteur). Le milieu d'efflux ou surnageant est
	récupéré pour dosage du 5FdUMP extracellulaire par HPLC-MS/MS (Pr. Guitton, CBS Lyon
	>ŝŐŶĠĞ ĐĞůůƵůĂŝƌĞ Sud). Les cellules sont finalement rincées 3 fois au PBS à 4°C. Pour toutes les conditions Ŷ ϭϭ &ůƉϱ ϰ ϭ
	(accumulation seule, accumulation + efflux normal, accumulation + efflux en présence de &ůƉ ϭϭǁƚ ϰ Ϯϴϯϱ
	MK571), les cellules sont grattées dans 1 mL de PBS à 4°C sur de la glace (maintien d'une &ůƉ ϭϭΎϭϬϭϰ Ϯ ϯϲϲ͕ϴϭ
	&ůƉ ϭϭΎϭϳϬϭ température froide pour arrêter le transport du 5FdUMP). 100 µ L de la suspension cellulaire Ϯ ϭϭϯϱ &ůƉ ϭϭΎϭϵϱϮ ϯ ϭϰϯϬ
	est réservée pour un dosage protéique. Le reste de la suspension cellulaire est centrifugée 5 &ůƉ ϭϭΎϮϬϬϲ Ϯ ϭϵϭϬ
	minutes à 1500 g à 4°C. Les culots de cellules sont finalement repris dans 100 µ L de &ůƉ ϭϭΎϮϭϮϯ Ϯ ϵϴϴ
	méthanol et serviront au dosage du 5FdUMP extracellulaire par HPLC-MS/MS (Pr. Guitton,
	U820).
	Le dosage des protéines est réalisée en mélangeant 20 µL de suspension cellulaire, 50 µ L de
	2 2. .2 2. .4 4. . A An na al ly ys se e d de e l l' 'a ac ct ti iv vi it té é d de e t tr ra an ns sp po or rt t d du u 5 5F Fd dU UM MP P p pa ar r H HP PL LC C--M MS S/ /M MS S NaOH 1N (lyse des cellules) et 1 mL de Bleu de Coomassie. Chaque échantillon est ensuite Flp ABCC11wt Flp5 Flp ABCC11wt Flp5
	Les cellules sont mises en présence du 5FdURD (5-Fluoro-2'-Deoxyuridine) pour une répartie en triplicate dans une plaque de 96 puits, en parallèle d'une gamme étalon (0, 250,
	période d'accumulation où le 5FdURD rentre dans la cellule et se métabolise en 5FdUMP (5-500, 750 et 1000 µ g/mL de BSA) réalisée sur le même schéma (20 µ L du point de gamme, 50
	FluoroDésoxy-Uracile MonoPhosphate, substrat d'ABCC11). Après lavage, les cellules sont
	soumises ou non à une période d'efflux (sortie du 5FdUMP via ABCC11) en présence ou non
	d'inhibiteur d'ABCC11 (MK571). Les surnageants d'efflux sont récupérés pour dosage du
	5FdUMP extracellulaire par HPLC MS/MS. Après lavage, les cellules sont reprises dans du
	méthanol pour le dosage du 5FdUMP intracellulaire. La concentration en 5FdUMP est ensuite
	rapportée à la quantité de protéine totale. En analysant les quantités de 5FdUMP intra-et
	extracellulaires de lignées cellulaires exprimant différents variants d'ABCC11, il est possible
	de savoir si la protéine est plus ou moins fonctionnelle au niveau du transport du 5FdUMP.

et à 560 nm (absorbance du MTT réduit) à l'aide du lecteur de plaque Multiscan Ex (Thermo Scientific). La différence entre les deux absorbances est calculée pour chaque puits. La moyenne est réalisée pour chaque traitement et rapportée à la moyenne obtenue pour les cellules non traitées (témoin 100 % de viabilité). µ L de NaOH 1N et 1 mL de Bleu de Coomassie). Le bleu de Commassie de couleur marron réagit avec les protéines et devient bleu. L'intensité de la coloration bleu est proportionnelle à la quantité de protéines et peut être mesurée à 595 nm à l'aide du lecteur de plaque Multiscan Ex (Thermo Scientific).

Ré és su ul lt ta at ts s 2 2. .3 3. .1 1. . G Gé én né ér ra at ti io on n d de e t tr ra an ns sf fe ec ct ta an nt ts s s st ta ab bl le es s

  Par mutagenèse dirigée, nous avons reproduit la plupart des SNP non synonymes :

	2 2. .3 3 R			
	>ŝŐŶĠĞ ĐĞůůƵůĂŝƌĞ	ZϮ	Zϯ ZEŵ ϭϭ	Zϰ
	,< ƉĐE ϯ	ϭ	ϭ	ϭ
	,< ϭϭ ǁƚ G120A, G602A, C1014A, G1535A, C1701T, C1952T, G2006A, G2123A, A2268G, C2877G, ϭϴϳϬ ϱϵ͕Ϯϱ ϯϬ͕Ϯϳ
	,< ϭϭΎϲϬϮ G3048A, A4095G. Dans un premier temps, nous avons transfecté des cellules MCF7 ϴϯ͕Ϯ ϭϭ͕ϱ ϳ͕ϭϳ
	(carcinome mammaire) dans lesquelles nous n'avons pas obtenu de surexpression d'ABCC11
	naturelle. Puis, nous avons généré des transfectants à partir de cellules HEK 293 T. Les
	transfectants HEK ABCC11wt (transfectant pcDNA3 ABCC11wt) et HEK ABCC11*602
	(transfectant pcDNA3 ABCC11*602, portant la mutation G602A) ont montré une
	surexpression en ARNm ABCC11 par rapport au HEK pcDNA3 (transfectées avec le vecteur
	vide) (Tableau 15). Mais cette surexpression s'est avérée instable au cours du temps et a été
	perdue après un très faible nombre de repiquage cellulaire.	
	Finalement, nous avons opté pour la lignée Flp In 293. Les transfectants obtenus ont été
	appelés :			
	-Flp 5 (Flp In 293 transfectées par le vecteur vide pcDNA5/FRT) ;
	-Flp ABCC11wt (Flp In 293 transfectées par pcDNA5/FRT ABCC11 de type sauvage) ;
	-Flp ABCC11*1014, Flp ABCC11*1701, Flp ABCC11*1952, Flp ABCC11*2006 et Flp
	ABCC11*2123 (respectivement pour les Flp In 293 transfectées par pcDNA5/FRT ABCC11
	mutée en 1014, en 1701, en 1952, en 2006 ou en 2123).	

ch hi im mi io or ré és si is st ta an nc ce e

  Les niveaux de résistance à différents anticancéreux ont été analysés par test de cytotoxicité au MTT (Tableau 17). D'après les facteurs de résistance (FR) obtenus, ABCC11 confère une résistance au 5FdURD (FR = 2.2) mais pas au méthotrexate (FR = 1.3). Les

	c c. . A An na al ly ys se e d de e l la a c							
	lignées cellulaires exprimant la protéine mutée en 1014, 1701, 1952 et 2006 montrent un
	niveau de résistance au 5FdURD équivalent à la lignée cellulaire Flp5. La lignée cellulaire Flp
	ABCC11*2123 semble présenter le même profil de résistance que la lignée cellulaire
	exprimant la protéine naturelle. Concernant le méthotrexate, les lignées cellulaires exprimant
	une protéine mutée ont un facteur de résistance semblable à celui des Flp ABCC11wt.	
	d d. . T Tr ra an ns sp po or rt t d du u 5 5F Fd dU UM MP P						
	Analyse de l'efflux du 5FdUMP						
	ϱ&ĚhDW ;ŶŐͬŵŐ ĚĞ ƉƌŽƚĠŝŶĞƐͿ L'activité d'efflux du 5FdUMP a été analysée dans les différentes lignées cellulaires. ĞůůƵůĞƐ ^ƵƌŶĂŐĞĂŶƚƐ E ϭ
	>ŝŐŶĠĞ	h	h н	h н ͬD< /ŶŚŝďŝƚŝŽŶ	h	h н	h н ͬD< /ŶŚŝďŝƚŝŽŶ
	&ůƉϱ	ϭϴϵ	ϰϯ	ϱϮ	Ϯϭй	ϴϱϮ	ϲϵϴ	ϵϬϬ	Ϯϵй
	&ůƉ ϭϭǁƚ	ϴϴϯ	ϭϮϳ	ϳϯ	Ͳϰϯй	ϯϰϰϲ	ϳϱϬϱ	ϱϵϮϭ	ͲϮϭй
	&ůƉ ϭϭΎϭϬϭϰ ϭϬϱ	ϭϬϬ	ϴϯ	Ͳϭϳй	Ϯϭϱϯ	ϴϬϵ	ϭϬϬϮ	Ϯϰй
	&ůƉ ϭϭΎϭϳϬϭ	Ϯϱ	Ϯϰ	ϯϭ	Ϯϵй	ϳϲ	ϴϴ	ϵϮ	ϱй
	&ůƉ ϭϭΎϭϵϱϮ	ϱϲ	ϭϭ	ϭϯ	ϭϴй	ϭϭϱ	ϯϮ	ϭϬϴ	Ϯϯϴй
	&ůƉ ϭϭΎϮϬϬϲ	ϰϮ	Ϯϵ	Ϭ	ͲϭϬϬй	ϭϴϯϲ	ϴϯϳ	ϱϮϮ	Ͳϯϴй
	&ůƉ ϭϭΎϮϭϮϯ ϭϳϯ	ϯϯ	Ϯϲ	ͲϮϭй	ϭϵϰϬ	ϲϰϮ	ϳϭϭ	ϭϭй
	E Ϯ		^ƵƌŶĂŐĞĂŶƚƐ ϱ&ĚhDW ;ŶŐͬŵŐ ĚĞ ƉƌŽƚĠŝŶĞƐͿ		ĞůůƵůĞƐ	
	>ŝŐŶĠĞ	h	h н	h н ͬD< /ŶŚŝďŝƚŝŽŶ	h	h н	h н ͬD< /ŶŚŝďŝƚŝŽŶ
	&ůƉϱ &ůƉ ϭϭǁƚ Les résultats préliminaires (n=2) (Tableau 18) indiquent qu'après la période d'incubation ϭϭϰϴ ϵϳ ϭϮϲ ϯϬй ϯϭϰϮ Ϯϯϵϵ Ϯϱϵϯ ϴй Ϯϯϯϳ Ϯϰϲ ϭϴϰ ͲϮϱй ϰϲϯϰ ϲϭϴϯ ϯϳϳϯ Ͳϯϵй
	&ůƉ ϭϭΎϭϬϭϰ ϰϮϴ avec le 5FdURD (période U pour uptake), la quantité de 5FdUMP intracellulaire varie de ϱϲ ϳϲ ϯϲй Ϯϰϳϲ ϭϳϳϬ ϮϯϬϱ ϯϬй
	&ůƉ ϭϭΎϭϳϬϭ Ϯϯϰ &ůƉ ϭϭΎϭϵϱϮ ϮϬϭ manière importante entre chaque lignée cellulaire. En effet, la lignée Flp ABCC11wt et la ϯϯ ϭϲ ͲϱϮй ϮϬϬ Ϯϭϭ ϭϵϲ Ͳϳй ϲϯ ϭϵ ͲϳϬй ϯϬϲ ϭϬϰ ϭϭϮ ϴй
	&ůƉ ϭϭΎϮϬϬϲ ϲϲϵ &ůƉ ϭϭΎϮϭϮϯ ϴϱϭ lignée Flp ABCC11*2006 montrent une quantité plus importante de 5FdUMP intracellulaire ϲϯ ϱϰ Ͳϭϰй ϯϵϰϱ ϮϴϴϬ ϭϴϵϵ Ͳϯϰй ϳ ϰϳ ϱϳϭй ϮϱϲϬ ϯϬϮ ϭϳϮϴ ϰϳϮй
	que les Flp5. A l'inverse, les lignées Flp ABCC11*1701 et 1952 montrent une diminution de
	cette quantité. Pour finir, les lignées Flp ABCC11*1014 et 2123 montrent soit une
	augmentation, soit une diminution en fonction de l'expérience analysée (résultats non
	reproductibles). Après la période d'efflux (U+E pour uptake + efflux), les cellules Flp5
	montrent une diminution logique de la quantité de 5FdUMP intracellulaire, en partie inhibée
	par la présence de MK571 (inhibition de l'efflux de 29 et 8 %). De manière surprenante, les
	Flp ABCC11wt et Flp ABCC11*2006 montrent une augmentation de la quantité de 5FdUMP

Pour cela, les cellules ont été, dans une première phase, incubées dans du milieu de culture en présence de 5FdURD, qui entre dans les cellules pour être métabolisé en 5FdUMP. Ce dernier étant substrat d'ABCC11, il est efflué des cellules pendant la seconde phase d'incubation dans du milieu contenant ou non un inhibiteur d'ABCC11, le MK571. Le 5FdUMP est ensuite quantifié dans le milieu d'efflux (surnageants) et les cellules. La concentration en 5FdUMP est rapportée à la concentration en protéine totale, proportionnelle au nombre de cellules dans l'échantillon. dans la cellule après la période d'efflux. De plus, cette quantité diminue sous l'effet du MK571.

  Ce phénomène n'est pas observé pour les autres lignées cellulaires qui montrent une diminution de la quantité de 5FdUMP intracellulaire après la période d'efflux. Le MK571 semble inhiber une partie de l'efflux du 5FdUMP pour les lignées Flp ABCC11*1014, 1952 et 2123. L'effet du MK571 n'est pas reproductible sur la lignée Flp ABCC11*1701.

		Ͳ Ϯϱй	DD
			D<ϱϳϭ
	Ͳ ϰϮй	н ϯϬй
	н ϮϮй Le 5FdUMP est bien retrouvé dans le milieu d'efflux. Dans toutes les conditions, la quantité
	de 5FdUMP est plus élevée dans le surnageant des Flp ABCC11wt que dans celui des Flp5.
	De plus, les cellules Flp ABCC11wt semblent sensibles à la présence de MK571 dans le
	Eϭ milieu d'efflux. En effet, lorsque l'efflux est réalisé en présence de MK571, la quantité de EϮ
	5FdUMP retrouvé dans le surnageant est diminuée par rapport à celle observée en absence de
	MK571 (Figure 21). Pour les autres lignées, les résultats ne sont pas reproductibles et
	difficilement analysables.	

Analyse du niveau d'expression des autres transporteurs ABC

D'autres transporteurs ABC sont responsables d'une résistance accrue au 5-FU (précurseurs du 5FdUMP) tels qu'ABCC5 [221] et ABCG2 [222]. Il a été démontré que le 5FdUMP est transporté par ABCC5 mais rien n'a encore été décrit pour ABCG2 qui pourrait potentiellement le transporter aussi. Afin de vérifier leur niveau d'expression basale et de voir si la surexpression d'ABCC11 modifie ce niveau, nous avons quantifié l'expression d'ABCC5 et d'ABCG2 par RT-PCR-Q (Figure

Figure 24. Expression en ARNm ABCC11 au sein des transfectants Flp In 293.

  . Pour cela, nous avons quantifié le niveau d'expression en ARNm de la TK1 et de la TK2 (Thymidine Kinase 1 et 2) par RT-PCR-Q (Figure23). Aucune différence significative n'a été observée entre les lignées cellulaires. Les ARNm ont été extraits des cellules puis soumis à une RT-PCR-Q spécifique pour le gène ABCC11. Les résultats concernant ABCC11 ont été rapportés aux résultats obtenus pour un gène de référence codant pour la sous-unité ribosomale 18S. R2, R3, R4 et R5 représentent des repiquages successifs (intervalle ≈ 3 jours), R2 ayant lieu approximativement 15 jours après la transfection.

	>ŝŐŶĠĞ ĐĞůůƵůĂŝƌĞ	ϱ&ĚhZ	ƌĂ	&ůƵĚĂ &ĂĐƚĞƵƌƐ ĚĞ ƌĠƐŝƐƚĂŶĐĞ 'ĞŵĐŝ	ĂƵŶŽ	WĞƌŵĞ
	&ůƉϱ͘ϭ	ϭ͕Ϭ ц Ϭ͕Ϭ ϭ͕Ϭ ц Ϭ͕Ϭ ϭ͕Ϭ ц Ϭ͕Ϭ ϭ͕Ϭ ц Ϭ͕Ϭ ϭ͕Ϭ ц Ϭ͕Ϭ ϭ͕Ϭ ц Ϭ͕Ϭ
	&ůƉϱ͘Ϯ Afin de confirmer ces résultats en partie préliminaires et de compléter l'étude, nous ϭ͕Ϯ ц Ϭ͕ϳ ϭ͕ϭ ц Ϭ͕ϭ ϭ͕Ϭ ц Ϭ͕Ϯ ϭ͕ϭ ц Ϭ͕ϯ ϭ͕Ϭ ц Ϭ͕Ϯ Ϭ͕ϵ ц Ϭ͕ϭ &ůƉ ϭϭǁƚ͘ϭ ϭ͕ϭ ц Ϭ͕ϯ ϭ͕Ϯ ц Ϭ͕ϯ Ϭ͕ϴ ц Ϭ͕ϭ ϭ͕ϭ ц Ϭ͕ϯ Ϭ͕ϵ ц Ϭ͕Ϭ ϭ͕ϯ ц Ϭ͕ϰ
	&ůƉ ϭϭǁƚ͘Ϯ avons réalisé de nouveaux tests sur des cellules décongelées (repiquage précoce). Bien que la ϭ͕ϲ ц Ϭ͕ϴ ϭ͕ϴ ц Ϭ͕ϴ ϭ͕Ϯ ц Ϭ͕ϭ ϯ͕Ϭ ц Ϯ͕Ϭ ϭ͕ϭ ц Ϭ͕ϭ Ϭ͕ϵ ц Ϭ͕ϭ &ůƉ ϭϭΎϭϮϬ ϭ͕Ϯ ц Ϭ͕ϯ ϭ͕Ϭ ц Ϭ͕Ϯ Ϭ͕ϵ ц Ϭ͕ϭ ϭ͕ϭ ц Ϭ͕Ϯ ϭ͕Ϭ ц Ϭ͕ϭ ϭ͕ϭ ц Ϭ͕ϭ
	surexpression en ARNm ABCC11 ait été confirmée sur ces lignées décongelées, les profils de &ůƉ ϭϭΎϲϬϮ Ϭ͕ϰ ц Ϭ͕ϭ ϭ͕ϭ ц Ϭ͕ϱ Ϭ͕ϵ ц Ϭ͕ϭ ϭ͕Ϭ ц Ϭ͕ϯ Ϭ͕ϴ ц Ϭ͕ϭ Ϭ͕ϵ ц Ϭ͕ϭ
	&ůƉ ϭϭΎϭϬϭϰ résistance au 5FdURD ne sont pas retrouvés. ϭ͕ϱ ц Ϭ͕ϴ ϭ͕Ϯ ц Ϭ͕ϯ Ϭ͕ϵ ц Ϭ͕Ϭ ϭ͕ϭ ц Ϭ͕ϰ Ϭ͕ϵ ц Ϭ͕ϭ Ϭ͕ϴ ц Ϭ͕Ϯ &ůƉ ϭϭΎϭϱϯϱ Ϯ͕Ϭ ц ϭ͕Ϯ Ϭ͕ϵ ц Ϭ͕ϱ ϭ͕Ϯ ц Ϭ͕Ϯ ϭ͕ϲ ц Ϭ͕ϲ ϭ͕Ϭ ц Ϭ͕ϭ ϭ͕Ϭ ц Ϭ͕ϭ

Figure 25. Expression de la protéine ABCC11 au sein des transfectants Flp In 293.

  Les niveaux d'expression d'ABCC11 et de la tubuline α ont été mesurés par western blot puis quantifié avec le logiciel Image J®. Les résultats présentés sont les rapports d'expression ABCC11/tubuline. N= 4.
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	Tableau 19. Chimiorésistance des transfectants Flp In 293.

Les CI50 ont été évaluées pour chaque médicament par test MTT. Les facteurs de résistance ont été calculés en rapportant les résultats à la CI50 de la lignée cellulaire Flp5.1. N=4. AraC = aracytine; Fluda = fludarabine; Gemci = gemcitabine; Dauno = daunorubicine; Perme = permetrexed.
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	Un nouveau panel de transfectants Flp In 293 a été généré. Il est constitué de lignées
	cellulaires transfectées avec le vecteur vide (2 transfectants, Flp5.1 et Flp5.2), le vecteur
	codant pour la protéine naturelle (2 transfectants, Flp ABCC11wt.1 et Flp ABCC11wt.2) ou
	un des vecteurs codant pour une protéine mutée au niveau du MSD1 (Flp ABCC11*120, Flp
	ABCC11*602, Flp ABCC11*1014 et Flp ABCC11*1535).
	a a. . C Co om mp pa ar ra ai is so on n d de es s n ni iv ve ea au ux x d d' 'A AR RN Nm m A AB BC CC C1 11 1
	Le niveau en ARNm ABCC11 a été quantifié par RT-PCR-Q dans les transfectants
	Flp In 293. Sur la Figure 24, il est possible de voir l'évolution de la quantité en ARNm
	ABCC11 en fonction du nombre de repiquage réalisé depuis la transfection. Le niveau en
	ARNm ABCC11 est très élevé lors du deuxième repiquage (R2, environ 15 jours après la
	transfection) dans les cellules transfectées avec un vecteur codant ABCC11 naturelle ou
	mutée (Flp ABCC11wt.1, Flp ABCC11wt.2, Flp ABCC11*120, Flp ABCC11*602, Flp
	ABCC11*1014 et Flp ABCC11*1535) par rapport aux lignées Flp5.1 et Flp5.2. Dès le
	troisième repiquage, ce niveau diminue mais reste au moins 1000 fois supérieur au niveau
	observé chez les Flp5.1 et les Flp5.2.
	b b. . E Ex xp pr re es ss si io on n d de e l la a p pr ro ot té éi in ne e A AB BC CC C1 11 1
	Le niveau d'expression en protéine ABCC11 a été analysé par western blot. D'après
	les résultats présentés en Figure 25, il n'y a pas de différence significative entre les différents
	transfectants ; les niveaux d'expression semblent équivalents dans toutes les lignées
	cellulaires. Aucune surexpression d'ABCC11 n'est donc été observée au niveau protéique.
	c c. .
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  Bien que la quantification des ARNm ait été réalisée plusieurs jours après la transfection, il se peut que les ARNm observés de manière précoce proviennent de la transcription du plasmide non intégré dans les cellules. De ce fait, au fur et à mesure des repiquages, le plasmide aurait été perdu en parallèle de l'expression d'ABCC11.Ceci signifie que la pression de sélection exercée par la généticine n'aurait pas été suffisante pour sélectionner les cellules ayant intégré le plasmide dans leur génome.
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	Afin d'étudier l'influence du polymorphisme SNP sur la protéine ABCC11, nous
	avons commencé par générer des transfectants cellulaires stables surexprimant ABCC11
	sauvage ou mutée dans des cellules HEK 293 T (HEK ABCC11wt et HEK ABCC11*602). La
	surexpression a été observée au niveau ARNm pour des repiquages précoces mais rapidement
	perdue avec le temps (Tableau 15). 2 2. .4 4. .2 2. . A
	Des tests MTT ont été réalisés pour déterminer les CI50 des transfectants Flp In 293
	pour le 5FdURD, l'aracytine (AraC), la fludarabine (Fluda), la gemcitabine (Gemci), la
	daunorubicine (Dauno) et le permetrexed (Perme). Afin de raisonner en facteur de résistance,
	chaque CI50 a été rapportée sur celle de la lignée cellulaire Flp5.1. D'après les résultats
	(Tableau 19), la résistance au 5FdURD n'est pas retrouvée et aucune lignée ne semble
	montrer une résistance quelconque aux médicaments testés.
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	L'activité d'efflux du 5FdUMP a été analysée dans les différentes lignées cellulaires. Les Il est à noter que l'augmentation du métabolite actif en intracellulaire n'empêche pourtant pas
	résultats préliminaires (n=2) (Tableau 18) indiquent qu'après la période d'incubation avec le les Flp ABCC11wt d'être résistantes au 5FdURD et ce d'autant plus si le niveau de 5FdUMP
	5FdURD, le 5FdUrd est bien métabolisé en 5FdUMP dans toutes les cellules mais que la intracellulaire est réellement augmentée par rapport au Flp5. Il se pourrait qu'ABCC11 soit
	quantité de 5FdUMP varie de manière importante entre chaque lignée cellulaire. En effet, impliquée dans le transport de molécules intervenant dans des processus plus complexes
	certaines lignées montrent plus (Flp ABCC11wt et Flp ABCC11*2006) ou moins (Flp (modification indirecte du métabolisme du 5FdUMP ou transport du 5FdUMP dans des
	ABCC11*1701 et 1952) de 5FdUMP intracellulaire que les Flp5. Les lignées Flp vacuoles empêchant l'accès à la cible cellulaire). Pour les autres lignées cellulaires, les
	ABCC11*1014 et 2123 montrent des résultats non reproductibles entre les deux expériences résultats de l'analyse du transport du 5FdUMP sont aussi difficilement interprétables car tout
	préliminaires. ABCC11 transportant le 5FdUMP [223], il serait logique d'observer une comme pour les Flp ABCC11wt, l'analyse des surnageants manque de cohérence avec
	diminution de ce taux intracellulaire dans les Flp ABCC11wt. Pourtant, ce n'est pas le cas, et l'analyse des cellules auquel s'ajoute un manque de reproductibilité. Il est difficilement
	ce de manière reproductible. Aucune modification du niveau d'expression en ARNm possible de relier les profils de résistance au 5FdURD à ceux du transport du 5FdUMP.
	d'ABCC5 et d'ABCG2 n'a été observée au sein des transfectants (Figure 22). La
	modification de l'expression de ces deux transporteurs aurait pu en effet expliquer les
	variations de 5FdUMP intracellulaire, ABCC5 transportant le 5FdUMP [221] et ABCG2 étant
	un transporteur potentielle du 5FdUMP (responsable d'une résistance accrue au 5-FU,
	Après la période d'efflux, les cellules Flp5 montrent une diminution logique de la quantité de
	technologie nous a permit d'établir plusieurs lignées cellulaires exprimant ou non une 5FdUMP intracellulaire, en partie inhibée par la présence de MK571 (inhibition de l'efflux de
	protéine sauvage ou mutée : Flp5 (vecteur vide), Flp ABCC11wt, Flp ABCC11*1014, Flp 29 et 8 %). Le MK571 inhibant ABCC11, il serait logique d'observer une augmentation du
	ABCC11*1701, Flp ABCC11*1952, Flp ABCC11*2006 et Flp ABCC11*2123. taux intracellulaire de 5FdUMP sous l'effet du MK571, dans les cellules Flp ABCC11wt.
	Une surexpression d'ABCC11 a été observée au niveau ARNm (dans les lignées exprimant Cependant et de manière surprenante, elles montrent une augmentation de la quantité de
	ABCC11wt et mutée) (Tableau 16) et protéique (dans la lignée Flp ABCC11wt) (Figure 20). 5FdUMP intracellulaire après l'efflux qui diminue sous l'effet du MK571. En parallèle, dans
	D'après l'analyse du profil de chimiorésistance (Tableau 17), la protéine ABCC11 sauvage toutes les conditions, la quantité de 5FdUMP est plus élevée dans le surnageant des Flp
	engendrerait une résistance au 5FdURD (FR=2.2) mais pas au MTX (FR=1.3). L'analyse du ABCC11wt que dans celui des Flp5. Pourtant, d'après l'analyse des surnageants, les cellules
	profil de résistance des lignées exprimant une protéine mutée nous indique que seule la lignée Flp ABCC11wt semblent bien sensibles à la présence de MK571 dans le milieu d'efflux
	Flp ABCC11*2123 présente un profil de résistance équivalent à la lignée Flp ABCC11wt. (Figure 21) puisqu'il diminue la quantité de 5FdUMP extracellulaire. La simple
	Toutes les autres lignées ont perdu leur capacité à résister au 5FdURD suggérant que les SNP surexpression d'ABCC11 explique difficilement ces paradoxes.
	situés en 1014, 1701, 1952 et 2006 soient responsables d'une diminution de l'activité
	d'ABCC11.

avons alors décidé d'utiliser une autre lignée cellulaire : les Flp In 293. Ces cellules sont dérivées des HEK 293 et ont été génétiquement modifiées pour intégrer le gène d'intérêt dans un site précis de leur génome. Ce phénomène est permis par la présence d'un site de recombinaison FRT placé dans un seul endroit du génome. Le gène d'intérêt est porté sur un plasmide pcDNA5/FRT comportant aussi un site de recombinaison FRT. La cotransfection du plasmide pcDNA5/FRT/gène d'intérêt et d'un plasmide codant pour la recombinase Flp permet l'insertion du gène d'intérêt au niveau du site FRT génomique. Cette précurseur du 5FdUMP) [222]. De plus, la modification du taux intracellulaire de 5FdUMP ne peut pas non plus être expliquée par une modification de l'expression d'une des enzymes du métabolisme du 5FdURD testées (TK1 et TK2) (Figure 23). Ces résultats indiquent que la modification de l'expression d'ABCC11 induit une modification du taux intracellulaire de 5FdUMP d'une façon encore indéterminée. Ces résultats n'ont malheureusement pas pu être plus exploités sur les cellules décongelées. Bien que les cellules aient été congelées à un repiquage précoce et que l'expression en ARNm ABCC11 ait été observée, la résistance au 5FdURD n'a pas été retrouvée dans les lignées montrant une résistance au préalable. Devant cette situation, il n'était pas judicieux d'entreprendre de nouvelles analyses et nous avons décidé d'établir de nouveaux transfectants. Malheureusement, la seconde génération de transfectants FlpIn n'a montré de surexpression d'ABCC11 qu'au niveau ARNm et non au niveau protéique (Figure 24 et

CPT-11 (30 to 54 days) TABLE 1. Parameters of MBLI-87-irinotecan and NANO-irinotecan exponential growth equations. P VALUE NANO-CPT-11 (0 to 30 days)

  

		COEFFICIENT STD. ERROR		
		Rsqr=0.9702	f=-0.6424+3.2693*exp(0.1322*x)
	y0	-0.6424	10.2939	ns	0.9523
	a	3.2693	2.9354	ns	0.308
	b	0.1322	0.0294	*	0.0041
	MBLI-87-CPT-11 (0 to 30 days)		
	y0	9.7198	16.1066	ns	0.5683
	a	2.0402	6.0361	ns	0.7469
	b	0.1162	0.0954	ns	0.2691
	NANO-CPT-11 (30 to 54 days)		
		Rsqr=0.9954	f=163.1692+0.0437*exp(0.1857*x)
	y0	163.1692	19.6266	**	0.0002
	a	0.0437	0.0361	ns	0.2709
	b	0.1857	0.0152	***	<0.0001
	MBLI-87-			
		Rsqr=0.9969	f=91.6966+0.0002*exp(0.2836*x)
	y0	91.6966	11.4804	**	0.0002
	a	0.0002	0.0002	ns	0.3233
	b	0.2836	0.0173	***	<0.0001

En effet, dans le cadre de résistance à la chimiothérapie FEC (5-FU, épirubicine, cyclophosphamide), une surexpression d'ABCC11 a pu être observée. La plupart de ces données sont le résultat d'étude transcriptomique. Il serait complémentaire et informatif de valider ces observations en analysant l'expression protéique d'ABCC11 au sein de tumeurs du sein, et ce, en fonction du type de tumeur, de statuts pour les différents marqueurs et des traitements administrés. Il serait très intéressant d'étudier l'impact d'ABCC11 sur la réponse de tumeurs traitées par des substrats d'ABCC11 (5-FU, méthotrexate, aracytine …), ainsi que de comparer le niveau d'ABCC11 avant et après traitement par ces différentes molécules. De cette manière, la valeur prédictive d'ABCC11 pourrait être confirmée ou infirmée.
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ABC TRANSPORTER STRUCTURE PREDICTION: RELEVANCE OF HOMOLOGY MODELING STUDIES

Mylène Honorat 1,2 , Pierre Falson 3 , Raphael Terreux 3 , Attilio Di Pietro 3 , Charles Dumontet 1,2 , and *Lea Payen 1,2,4 ABCC11 and Sav1866 sequence alignment Primary sequences of human ABCC11 (Q96J66) and S. aureus SAV1866 (Q99T13) were obtained from the Swiss-prot database (http://www.uniprot.org/). Multiple sequence alignment of these proteins was performed using ClustalW 2.0 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Sequence alignment was manually refined in order to align trans-membrane segments of each protein and according ABCC11 trans-membrane domain predictions.

Amino acid residue Sequence

ABSTRACT

The breast cancer resistance protein ABCG2 confers cellular resistance to irinotecan (CPT-11) and its active metabolite SN-38. We utilized ABCG2-expressing xenografts as a model to evaluate the ability of a non-toxic ABCG2 inhibitor to increase intracellular drug accumulation. We assessed the activity of irinotecan in vivo in SCID mice: irinotecan completely inhibited the development of control pcDNA3.1 xenografts, while only delaying the growth of ABCG2-expressing xenografts. Addition of MBLI-87, an acridone derivative inhibitor, significantly increased the irinotecan effect against the growth of ABCG2expressing xenografts. In vitro, MBLI-87 was as potent as GF120918 against ABCG2mediated irinotecan efflux, and additionally was specific for ABCG2. A significant sensitization to irinotecan was achieved despite the fact that doses remained well below a maximum tolerated dose (due to the rather limited solubility of MBLI-87). This suggested that MBLI-87 is an excellent candidate to prevent drug efflux by ABCG2, without altering plasmatic concentrations of irinotecan and SN-38 after IP (intra-peritoneal) injections. This could constitute a useful strategy to improve drug pharmacology, to facilitate drug penetration into normal tissue compartments protected by ABCG2, and potentially to reverse drug resistance in cancer cells.

MATERIAL AND METHODS

Cell cultures.

The two HEK293 cell models used, transfected with either wild-type ABCG2 or empty pcDNA3.1 vector (17), were cultured as described (14).

Animal studies.

SCID mice (Charles River Laboratories) were handled in accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, and all procedures followed protocols approved by the Animal Facility veterinarian board. Eight week-old female mice were subcutaneously inoculated with either pcDNA3.1-or ABCG2-HEK293 cells (8.2 x 106 in 100 µL PBS/inoculation). Since pcDNA3.1-and ABCG2-xenografts differently responded to irinotecan therapy, each mouse was implanted on the left and right flanks with the same tumor cell type. Volume was determined, in mm3, by measuring tumor length (l) and width (w), and using the formula: volume = (4*3.14((l+w)/2)3)/3. Time zero was the day of cell inoculation.

Drug Formulation and Administration.

MBLI-87, which was not soluble in either water or saline vehicles, was formulated in enzymatically-modified cyclodextrin-based colloidal suspension. An organic phase containing acetone (30 mL), (γCD-C10 at 2 mg/ml) (18,19), benzyl benzoate (600 µl), a lipophilic surfactant Montane® 80 (8 mg/ml) and the drug (9 mg) was added into 60 ml of glucose (3.6 % w/w) supplemented with the hydrophilic surfactant Montanox® 80 (4 mg/ml) under magnetic stirring (500 rpm) at 25°C. After organic solvent elimination, the suspension volume was adjusted to reach isotonicity. The nanoparticle size, measured by quasi-elastic light scattering, was around 185-195 nm (PI 0.05) (20). The filtrated (0.45 µm) suspension of MBLI-87-loaded nanoparticles (later called MBLI-87), at 0.16 mg/ml, was I.P. (intraperitoneal) administered as a 2.4-mg/kg dose for 5 days/week on two consecutive weeks followed by a 15-day rest period. Unloaded colloidal suspension (without MBLI-87) was called NANO (MBLI-87 vehicle).

Irinotecan, kindly provided by Dr. Hamedi-Sangsari (MAP-France company), was I.P. administrated at 30 mg/kg (0.1 ml water), 3 days/week on 2 consecutive weeks followed by a 15-day rest period.

Tumor-bearing SCID mice were randomized into eight groups before receiving drugs, the day after cell implantation. The two-week period of drug administration plus its 15-day rest constituted one therapy cycle; mice thus received 2 cycles over 8 weeks.

Western Blot Analysis.

Xenografts were resuspended in a hypotonic buffer (5 mM EDTA, 10 mM Tris/HCl pH8, 10 mM KCl, protease inhibitor cocktail) in an ice-cold dounce homogenizer for 1 h before homogenization on ice for 30 times. After centrifugation (15 min, 1000 g), supernatants were collected, and protein content quantified using Bicinchonic Acid assay. 10 µg proteins were separated by 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. PVDF membranes were probed with the anti-ABCG2 monoclonal antibody BXP-21 (Tebu-bio), and a polyclonal alphatubulin antibody (Sigma). ABCG2 was detected using the Enhanced Chemiluminescence Plus detection kit (Amersham Pharmacia Biotech), and densitometry performed using the quantityOne® software. detected in xenografts, by LC-MS/MS, 24 h after irinotecan administration. Control xenografts, treated with NANO, grew and reached a maximal volume at DAY 28, whereas they did not grow at all during the 8-week period following irinotecan therapy (Figure 3A). NANO-irinotecan and MBLI-87-Irinotecan therapies completely prevented the growth of control xenografts during the first 8 weeks (Figure 3A). In contrast, irinotecan only delayed the growth of ABCG2-expressing xenografts by approximately 10 days (Figure 3C, versus Figure 3B). MBLI-87 alone did not significantly modify the growth of either pcDNA3.1-or ABCG2-xenografts when compared to control NANO (Figure 3A and Figure 3B).