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ABREVIATIONS

5-FU : 5-FluoroUracile

A : Angstrom

ABC : ATP Binding Cassette

ABCP : ABC-Placenta (ABCG?2)

ADN : Acide DesoxyriboNucléique

ADME : absorption, distribution, métabolisation, élimination
AON : oligonucléotides antisens

ARNm : Acide Ribonucléique messager

ATP : Adénosine TriPhosphate

BCRP : Breast Cancer Resistance Protein (ABCG?2)

BHE : Barriere Hémato-encéphalique

BPD : Binding Protein-Dependent

BSA : Bovine Serum Albumin

CFTR :Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator
CPT-11 : 7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino] carbonyloxycamptothecin ou irinotécan
CYP3A4 : cytochrome P450 3A4

Da : Dalton

DMEM : Dulbecco modified Eagle's minimal

DMSO : DiMéthylSulfOxide

ECL : Extracellular Loop

EDTA : Ethylene Diamine Tetra-acetic Acid

EGREF : récepteur de facteur de croissance épidermique
EMT-6 : cellules provenant de tumeurs des glandes mammaires de souris
ERCCI1 : Excision Repair Cross-Complementing 1 protein

ES : cellules souches embryonnaires (Embryonnaires souches)
FRT : Flp Recombination Target

FTC : fumitrémorgine C

g : gramme

GSH : glutathion

HDL : High density lipoprotein

h : heures

HEK-293 : Human Embryonic Kidney 293

HPLC : High-performance liquid chromatography

HUGO : HUman Genome Organization
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NBD : Nucleotide Binding Domain
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OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PAF : paraformaldéhyde

PBS : Phosphate Buffer Saline
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P-gp : P-glycoprotéine (ABCB1, MDR1)

Pi : Phosphate inorganique
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QSAR : Quantitative Structure Activity Relationship
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REN : Réparation par excision de nucleotide

RISC : RNA-Induced Silencing Complex

Rinax : taux résiduel maximum

ROS : especes réactives a I’oxygeéne

s : seconde

S1-M1-80 : cellules provenant de cancer du colon exprimant ABCG2
SBP : Substrate Binding Protein

SCID : Severe Combined Immunodeficiency

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate

S19 : cellules d’insectes de Spodoptera frugiperda
shRNA : short hairpin RNA

SLC : Solute Carrier

SN-38 : 7-Ethyl-10-Hydroxycamptothecin

SNP : single-nucleotide polymorphism

SP : side population

SVF : Sérum de Veau Foetal

TBS : Tris Buffer Saline

TEME : Tumor-Expressed Metabolizing Enzymes
TEMED : N,N,N’,N’-tétraméthyl-éthyléne-diamine

TFA : acide trifluoroacétique

TM : passage transmembrnaire

TMD : TransMembrane Domain

U : unité

UVs4nm : ultraviolet a 254 nm

V : volt

VEGEF : facteur de croissance de I’endothélium vasculaire
VIH : virus de 'immunodéficience humaine

Vmax : Vitesse maximale de réaction

Ve © vitesse maximale de réaction rapportée au taux d’expression de la protéine
XPA : Xéroderma pigmentosum

W : micro

21



Abréviations

22



Introduction

INTRODUCTION

23



Introduction

24



Introduction

Le cancer demeure un grave probléme de santé publique en France mais également de
part le monde. Cette pathologie est responsable de 7,8 millions de déces en 2005 et son
incidence ne cesse d’augmenter. Il existe 3 traitements majeurs pour lutter contre cette
maladie, la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie. Cette dernicre est quelque fois la
seule capable de traiter certains cancers tels que les leucémies ou les cancers métastasés.
Cependant, des phénomenes de résistance a ces traitements chimiothérapeutiques rendent
certains cancers non traitables. Cette résistance peut étre due a I’environnement de la tumeur
par le biais de mécanismes non cellulaire ou étre induite par les cellules cancéreuses elles-
mémes (mécanismes cellulaire de résistance), soit de manic¢re innée, soit par pression de
sélection des agents chimiothérapeutiques, conduisant alors a ce qu’on appelle la résistance a

de multiples drogues (phénotype MDR).

Les transporteurs ABC (« ATP binding Cassette ») constituent une famille de protéines
impliquées dans de nombreuses maladies génétiques et elles sont également responsables du
phénotype MDR. Trois transporteurs ABC sont particulierement impliqués dans cette
résistance : ABCB1 (aussi appelé P-gp), ABCC1 (ou MRP1) et ABCG2 (ou BCRP, MXR ou
ABCP). Ces protéines sont notamment exprimées a la membrane plasmique des cellules ou
elles permettent I’export d’une grande variété de substrats qui peuvent étre structurellement
trés différents. Les cellules cancéreuses surexpriment ces transporteurs membranaires leur
permettant alors d’expulser les agents chimiothérapeutiques et ainsi de résister a ces
traitements. La polyspécificité est une caractéristique essentielle de ces transporteurs qui est
en partie due a la présence de sites distincts de fixation des substrats sur ces protéines. Ainsi,
il est maintenant admis qu’ABCB1 possede au moins 3 sites de fixation des substrats, le site R
(reconnaissant préférentiellement la rhodamine 123 ou les anthracyclines), le site H (fixant
préférentiellement le Hoechst 33342) et le site P (reconnaissant préférentiellement la
prazosine ou la progestérone). Quant 8 ABCG2, les sites de fixation des substrats sont peu
connus ; cette protéine en possederait également au moins 2 mais peu de données sont

actuellement connues sur ces sites.

Depuis plusieurs années, le laboratoire étudient ces transporteurs ABC afin, d’une part de
mieux comprendre leur fonctionnement, et d’autres part, de développer des inhibiteurs de ces
transporteurs ce qui permettrait alors de restaurer la sensibilité des cellules cancéreuses aux
traitements chimiothérapeutiques. Ma thése s’est ainsi inscrite dans la continuité de ces 2

thémes.
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Dans une premiere partie, je me suis intéressée au fonctionnement d’ABCG2 et plus
particulierement a I’importance des boucles intracellulaires. J’ai étudié I’impact des mutations
de 4 résidus sur lactivité de transport de substrat ainsi que sur 1’activité d’hydrolyse de
I’ATP. Trois mutants, H350A, H375A et H457A, ont une influence positive ou négative sur
I’activité de transport d’ABCG2 mais également sur son activité d’hydrolyse de I’ATP. Ces
résultats, particulierement intéressant, laissent supposer que ces résidus pourraient E&tre
impliqués soit dans la reconnaissance des substrats, soit directement dans la fixation des
substrats sur ABCG2. Le quatriéme mutant, W379A, conduit a des résultats assez différents.
L’activité de transport est fortement augmentée pour tous les substrats testés tandis que
I’activité d’hydrolyse de I’ATP n’est que faiblement affectée. Nous supposons que ce résidu
pourrait étre situé sur le passage des substrats, de la méme fagon que le résidu R482. Ainsi, la
mutation d’un résidu tryptophane par un résidu alanine « ouvrirait » la voie de passage pour

les substrats conduisant a une augmentation du transport.

Dans une 2™ partie, j’ai étudié une nouvelle classe de composés potentiellement
inhibiteur d’ABCBI1 et/ou d’ABCG2, les peptidomimétiques. Cette étude a permis d’une part
la caractérisation de composés inhibant de maniere spécifique et efficace ABCBI1. Ces
composés se sont révélés non cytotoxiques a forte concentration (jusqu’a 5 fois leur ICs),

1 fois, non

restaurant la sensibilité des cellules aux agents chimiothérapeutiques et, pour la
compétitifs de 2 sites de fixation des substrats, le site R et le site H d’ABCBI, limitant ainsi
leur capacité a étre expulsé par un transporteur ABC. Une classe particuliere de ces
peptidomimétiques, les azapeptides, se sont révélés trés efficaces pour inhiber ABCG2. Un
composé, le CT1364, a été particulierement étudié et posséde des caractéristiques essentielles
a un développement clinique : non cytotoxique, chimiosensibilisant et non compétitif des
substrats ; de plus il semble inhiber ABCG2 par plusieurs voies : inhibition du transport de
substrat, diminution de 1’expression du transporteur et diminution de 1’activité d’hydrolyse de

I’ATP. Les premiers tests in vivo ont également mis en évidence son efficacité, certes limitée

mais réelle, a augmenter 1’efficacité des agents chimiothérapeutiques.

Enfin, une dernicre étude, initiée trés récemment a consisté en 1’étude des sites de fixation
des substrats sur ABCB1. En effet, leur localisation précise dans la protéine n’est pas connue.
Nous avons imaginé positionner ces sites par le biais de 2 inhibiteurs, QZ59-(RRR) et QZ59-
(SSS) co-cristallisés avec ABCB1 et donc dont les sites de fixation sont connus. Les premiers
résultats sont assez encourageants et tendent a montrer que le site H pourrait étre recouvrant
avec le site de fixation du QZ59-(SSS).
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I. Le cancer

Le cancer est un probléme majeur de santé publique. Selon I’OMS, en 2005, le cancer
¢tait responsable de 7,6 millions de déces dans le monde et ce chiffre pourrait augmenter a
84 millions au cours des 10 prochaines années si aucune mesure n’était prise. En France, en
2007, le cancer représente la premiere cause de mortalité d’apreés 1’Institut de veille sanitaire.
L’incidence globale du cancer a augmenté de 60% entre 1980 et 2000 en raison du
vieillissement de la population et des causes environnementales, mais également grace a la
généralisation des techniques d’exploration et de dépistage.

Les cancers les plus répandus chez I’homme sont le cancer de la prostate, du poumon, le
cancer colorectal et de I’cesophage tandis que chez la femme ce sont le cancer du sein, du
poumon, de I’estomac, le cancer colorectal et le cancer du col de 1’utérus.

Un plan national de lutte contre le cancer (2003-2007) fut crée par le Ministeére de la Santé,
répertoriant les différents facteurs de risque. Le rapport de ’OMS paru en 2008 explique
notamment que I’incidence des cancers liés aux causes environnementales est probablement
sous-estimée. Celui-ci insiste, entre autres sur I’importance des méthodes de dépistage. On
sait aujourd’hui que 30% des déces pourraient étre évités s’ils étaient détectés a temps ou si

les comportements humains étaient modifiés.

1. Développement d'un cancer

Le cancer est un terme général qui désigne un ensemble de maladies touchant de
nombreux organes. Il est caractérisé par une division anarchique des cellules qui échappent
alors aux systemes de protection. Les cellules cancéreuses perdent leurs spécificités et
peuvent se diviser a I’infini. Elles sont autocrines c'est-a-dire qu’elles n’ont pas besoin de
stimuli externes pour leur développement. Ainsi, les cellules produisent elle-méme leurs

propres hormones ou cytokines.

La cancérogénese implique 2 catégories de geénes : ceux intervenant dans les fonctions
intracellulaires (controle du cycle cellulaire, apoptose, réplication et réparation de I’ADN,
différenciation) et ceux intervenant dans les fonctions extracellulaires (adhésion, protéases,

angiogenese).

Le cancer est une maladie multifactorielle. Le processus est long et comporte de
nombreuses ¢étapes. On distingue 3 phases :
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- Pétape d’initiation : elle est provoquée par un ou plusieurs carcinogeénes puissants,

chimiques, physiques ou viraux qui peuvent déterminer des mutations ponctuelles. Des
enzymes de réparation interviennent alors plus ou moins efficacement. Les agents
carcinogenes peuvent étre présents dans notre environnement naturel (soleil, polluants, ...) ou
artificiel (tabagisme, médicaments,...). Cette phase est essentielle et dépend notamment de
nos prédispositions génétiques a métaboliser les pro-carcinogénes en carcinogénes, ou a

réparer plus ou moins efficacement les 1ésions a I’ADN.

- La phase de promotion ou de facilitation : de nombreux cofacteurs peuvent intervenir,

agissant pendant longtemps ou de maniere répétitive, avec des effets cumulatifs en stimulant
les cellules initiées. Ces facteurs peuvent é&tre environnementaux, endogenes (statut
immunitaire, ...), iatrogénes, comportementaux (alcool, tabac, ...), viraux ou nutritionnels.

- La phase de conversion puis de prolifération : les promoteurs de la 1° phase permettent

aux cellules mutées d’échapper aux systémes de réparation et de contrdle de 1’organisme et de

proliférer sans se différencier.

Un facteur aggravant du pronostic est I’apparition de métastases. Elles correspondent a
des cellules malignes qui migrent, parfois loin, de leur site d’origine. Ceci se produit lorsque
les cellules tumorales acquierent des caractéres métastatiques. Un faible pourcentage de
cellules arrive alors a passer dans la circulation sanguine ce qui lui permet d’atteindre un

nouveau tissu.

2. Traitements

Il existe plusieurs traitements possibles pour lutter contre un cancer. La 1% méthode
décrite ici est par voie invasive : la chirurgie ou exérese des cellules tumorales. Les 2 autres
méthodes, la radiothérapie et la chimiothérapie, utilisent des agents pour tuer les cellules
cancéreuses. Le principal désavantage de ces 2 méthodes non invasives est qu’elles ne ciblent
pas spécifiquement les cellules cancéreuses. D’autres traitements tels que 1’hormonothérapie
et I’'immunothérapie existent mais ils ne seront pas abordés ici. Le choix d’une ou plusieurs
méthodes dépend du type de la tumeur, de sa localisation, du stade de développement du

cancer et de 1’état général du patient.

2.1. Chirurgie

La chirurgie fut la 1% thérapie utilisée pour traiter un cancer. Elle a pour but 1’exérése

des cellules cancéreuses. Elle peut avoir lieu de maniere préventive (permettant alors d’établir
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un diagnostic) ou de maniére curative. Dans ce dernier cas, la chirurgie est fréquemment
associée a un autre traitement (radiothérapie, chimiothérapie). La chirurgie peut étre pratiquée

2°™ traitement. Mais, elle

d’emblée, afin de diminuer la taille de la tumeur, facilitant ainsi le
permet également d’éliminer les derniéres cellules cancéreuses a la suite d’un 1% traitement.
Cette thérapie est efficace dans les stades tumoraux précoces, mais se révele inefficace en cas

de métastases.

2.2. Radiothérapie

\

La radiothérapie consiste a irradier un tissu afin d’altérer I’ADN des cellules et ainsi
empécher leur division. Elle cible donc particulierement les cellules a croissance rapide (telles
que les cellules cancéreuses). C’est une méthode locorégionale permettant de cibler une zone
traitée. Ceci permet de minimiser les dégats occasionnés aux tissus sains (Brown and Giaccia,
1998). Elle peut étre utilisée en traitement unique ou en association avec la chirurgie ou la

chimiothérapie.

2.3. Chimiothérapie

2.3.1. Principe général

La chimiothérapie consiste en 1’administration d’une substance chimique dans le but de
tuer les cellules cancéreuses. Ces molécules thérapeutiques, encore appelées cytotoxiques,
ciblent les cellules a division rapide en stoppant leur division cellulaire et conduisent a leur
mort. Les cellules cancéreuses ne sont malheureusement pas les seules touchées. Les
entérocytes de la muqueuse intestinale, hématologiques ou encore celles responsables de la
pousse des cheveux sont également atteintes. Elle est la cause de la majorité des effets
indésirables qui peuvent étre assez lourds selon la molécule administrée. Afin de diminuer ces

effets indésirables, on peut proposer un « traitement de support » au patient.

Un traitement chimiothérapeutique s’administre par voie intraveineuse mais également
par voie intramusculaire ou orale. Selon le type de tumeur, sa localisation, son stade et I’¢état
du patient, on peut décider d’administrer une seule molécule chimiothérapeutique

(monochimiothérapie) ou un cocktail d’agents anticancéreux (polychimiothérapie).
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2.3.2. Les différentes classes d'agents anticancéreux

I1 existe un trés grand nombre de molécules chimiothérapeutiques. Elles peuvent étre

classées selon leur mode d’action (Tableau 1).

1- Les antifolates
- Le methotrexate

2- Les analogues des bases puriqgues
- Le 6-mercaptopurine

3-  Les analogues des bases pyrimidiques
- Le 5-fluoro-uracile (5-FU)
- La cytarabine
- La gemcitabine

1. Les agents alkylants
a-  Les moutardes azotées ou chloréthylamines

- Le cyclophosphamide
- Le chlorambucil
b-  Les esters disulfoniques
c-  Les éthyléenes amines
d-  Lesalkyles nitrosurés
e-  Lesdialkyletriazénes
f- Les dérivés organiques
- Le cisplatine

2. Les agents intercalants

a- Lesinhibiteurs de la topoisomérase | : les campthotécines
- L’irinotécan
- Le topotecan

b-  Les inhibiteurs de la topoisomérase I
- La mitoxantrone
- L’étoposide
- Les anthracyclines : la daunorubicine

la doxorubicine

3. Les autres intercalants
- La bléomycine

1- Les alcaloides de la pervenche
- La vinblastine
- La vincristine

2-  Les dérivés de I’ if : les taxanes
- Le paclitaxel
- Le docétaxel

- L’imatinib
- Le géfitinib

Tableau 1 : Les différentes classes d’agents chimiothérapeutiques.
Les exemples cités correspondent & des agents chimiothérapeutiques cités ou utilisés dans la suite du manuscrit.
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3. Mécanismes de résistance

A T’heure actuelle, la chimiothérapie est utilisée pour traiter un grand nombre de cancers.
Certains, comme les leucémies ou encore les cancers métastasés ne peuvent étre traités que
par la chimiothérapie. Malheureusement, de plus en plus de phénomenes de résistance
apparaissent. C’est ce qu’on appelle la chimiorésistance ou phénotype de multirésistance
lorsque les cellules cancéreuses développent une résistance a plusieurs médicaments non
reliées structurellement. Ce phénotype a été décrit pour la 1°¢ fois en 1970 (Biedler and
Riehm, 1970). Nous savons maintenant qu’il est multifactoriel et non pas la résultante d’un

seul mécanisme mis en place par les cellules cancéreuses (Larsen and Skladanowski, 1998).

Les mécanismes de résistance peuvent avoir 2 origines : non cellulaire (c'est-a-dire reliés
a la physiologie des tumeurs) ou alors cellulaire (imposée par pression de sélection des

traitements chimiothérapeutiques).

3.1. Mécanismes non cellulaires de résistance

L’importance de I’environnement tumoral a été¢ mise en évidence en 1990 par Teicher et
collaborateurs. Des cellules EMT-6 provenant de tumeurs des glandes mammaires de souris
deviennent résistantes a différents agents anticancéreux apres plusieurs semaines de
traitement in vivo mais ne présentent pas de résistance lorsqu’elles sont soumises aux mémes
traitements in vitro (Teicher et al., 1990). Ceci suppose que des facteurs extérieurs propres a
la tumeur, mais dans son environnement proche, interviennent dans les phénomeénes de

résistance. On peut citer 2 mécanismes principaux (Brown and Giaccia, 1998) :
- Le réseau sanguin tumoral :

Dans les tissus sains, les vaisseaux sanguins sont organisés de mani¢re ordonnée avec un
flux régulier. Dans une tumeur, on trouve 2 types de vaisseaux sanguins : les vaisseaux des
tissus sains par lesquels se sont développée la tumeur et les vaisseaux produits par de
nouveaux facteurs pro-angiogéniques provenant des cellules tumorales (néovascularisation). Il
y a donc une croissance perpétuelle de nouveaux vaisseaux sanguins. Les 2 types de vaisseaux
développent des anomalies : ils sont tortueux, perméables et ont un flux irrégulier et lent
(Dewhirst et al., 1989 ; Endrich et al., 1979 ; Grunt et al., 1985 ; Shah-Yukich and Nelson,
1988). Dans le cas d’un traitement chimiothérapeutique, ceci conduit a une délivrance faible
et irrégulicre des agents chimiothérapeutiques. On voit ainsi apparaitre des résistances aux

traitements chimiothérapeutiques du fait de cette vascularisation particuliere dans les tumeurs.
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- L’oxygénation :

L’oxygénation des tissus sains est constante. Elle peut étre hétérogéne mais 1’on retrouve
rarement des régions privées d’oxygene. Dans un environnement tumoral, du fait de la
croissance rapide, les cellules doivent croitre a des distances supérieures a celle possible pour
la diffusion de 1’oxygeéne créant ainsi fréquemment des régions en état d’hypoxie

(Thomlinson and Gray, 1955).

En 1953, Gray et collaborateurs montrent que la sensibilité des cellules et des tissus aux
radiations dépend de leur oxygénation au moment de I’irradiation (Gray et al., 1953). En
effet, les radiations produisent des dommages a I’ADN par le biais de radicaux qui se forment
grace a I’oxygene. L hypoxie est également responsable d’une diminution de I’efficacité des
chimiothérapies. Les cellules en hypoxie se divisant moins (Bedford and Mitchell, 1974;
Rodriguez et al., 1994 ; Tannock, 1968 ), les agents anticancéreux, qui généralement ciblent
les cellules en division, seront moins efficaces contre ces cellules cancéreuses (Durand, 1994).
Enfin, les cellules en hypoxie sont éloignées des vaisseaux sanguins et donc sont moins

accessibles aux agents anticancéreux.

3.2. Mécanismes cellulaires de résistance

Les cellules cancéreuses résistent aux traitements par le biais de plusieurs mécanismes
qui permettent normalement aux cellules saines de se protéger contre des toxines. Ces
systemes ont été¢ adaptés par les cellules cancéreuses. Ainsi, la résistance développée par les
cellules cancéreuses peut étre innée ou acquise (Figure 1). La résistance innée (ou résistance
primaire) se développe dés le premier contact avec la drogue anticancéreuse. Dans ce cas, il
est probable que d’autres oncogénes ou des facteurs de carcinogénése qui ne sont pas inhibés
par I’agent anticancéreux soient impliqués. Un nouvel agent anticancéreux ou un cocktail
d’anticancéreux permettra de pallier cette résistance. La résistance acquise (ou résistance

lére

secondaire) apparait généralement en 2 étapes : la est une sélection de clones tolérants qui

sont la plupart du temps a I’état quiescent. La 2™ étape consiste en une instabilité génomique
de ces clones quiescents qui développent alors une croissance rapide tout en acquérant des

mécanismes de résistance indépendants de la drogue ou de la cible (Rochat, 2009).
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Clones cancéreux,

population hétérogéne .
A. Clones sensibles

" " auxdrogues

B. Clones résistants
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# Agents anticancéreux
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9, larésistance aux drogues ou ala

|| ~ — || modification des cibles
Progression

Figure 1 : Echappement a la chimiothérapie des cellules cancéreuses.
La résistance peut survenir de 2 fagons : soit de maniére innée ou résistance primaire, soit de maniére acquise ou
résistance secondaire.
(Rochat, 2009).

Un point important a noter est la grande variabilité génétique des cellules cancéreuses
(Bayani et al., 2007; Bielas et al., 2006 ; Gollin, 2004 ). Les modifications des cibles des
agents anticancéreux ou I’apparition de nouveaux mécanismes peut donc se produire
aisément.

Les différents mécanismes de résistance cellulaire peuvent étre classés en 3 catégories.

3.2.1. Mécanisme dépendant de la cible

Le mécanisme de résistance développé par la cellule conduit a une diminution de I’affinité
de la drogue pour sa cible, principalement du fait de mutations. La cible peut étre affectée de

2 maniéres :

- par une modification: la cible ne sera alors plus ou mal reconnue par l’agent

anticancéreux. L’efficacité du traitement va ainsi diminuer.
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- par amplification : les doses d’agents anticancéreux administrées seront trop faibles pour
inhiber totalement la cible. L’efficacité du traitement en sera diminuée. L’imatinib est un tres
bon exemple. Des mutations de sa cible, la protéine kinase Bcr-Abl, ont été détectées chez
50% des patients développant une résistance secondaire a I’imatinib (Al-Ali et al., 2004 ;
Lahaye ef al., 2005 ; Shah and Sawyers, 2003 ; Soverini ef al., 2006). Méme si ce n’est pas le
seul phénomene responsable d’une résistance a ce médicament, cela témoigne de la capacité

des cellules cancéreuses a s’adapter aux traitements administrés.

Un exemple pourrait étre celui du 5-fluoro-uracile. En effet, il a été¢ démontré que les
patients homozygotes pour un polymorphisme du promoteur de la thymidylate synthétase
augmentant son expression, répondent moins favorablement aux traitements

chimiothérapeutiques a base de 5-fluorouracile (Marsh and McLeod, 2001).

3.2.2. Modification de la disponibilité intra-tumorale du médicament

Dans ce cas, la concentration de la drogue anticancéreuse diminue dans les cellules ou
dans la circulation plasmatique. Les doses sont alors trop faibles pour étre efficaces et il y a

donc apparition de résistance. Il existe 3 mécanismes pouvant fonctionner indépendamment

ou en synergie (Figure 2).

I. Influx

Drogue
anticancéreuses

Ex:SLC22A1

ex: ABCBL facilité

~

Transport N3
N
(@)

actif
/0(ADME)

étabolites

| . w Avecousansactivité
anticancéreuse

O II. Efflux

ABCtransp Lfi

Cellule cancéreuse

Figure 2 : Mécanismes de résistance intervenant sur la concentration intracellulaire de drogues.
La cellule cancéreuse peut diminuer la concentration intracellulaire de drogues en modulant son entrée
(I. Influx), en favorisant sa sortie (II. Efflux) ou en augmentant sa métabolisation (III. Biotransformation).
Adapté de (Rochat, 2009).
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3.2.2.1. Au niveau de linflux par diminution de I'entrée de la drogue

Les protéines de la famille des SLC (« solute carrier ») sont principalement impliquées
dans cet influx. Plusieurs études ont montré in vitro I’importance de ces protéines. Ainsi, le
cisplatine, le carboplatine ou encore [’oxaliplatine pénétrent dans les cellules via le
transporteur SLC31A (Holzer et al., 2006). Des cellules transfectées exprimant SLC22A4 se
révelent 4 fois plus sensibles a la mitoxantrone et a la doxorubicine que les cellules contrdles
(Okabe et al., 2008). Enfin, certains auteurs ont montré qu’une lignée de cellules de leucémie
est résistante au méthotrexate (jusqu’a 3500 fois) lorsque I’influx par SLC19A1 est réduit

(Kaufman et al., 2006).

L’influence de ces systemes est difficile a interpréter in vivo mais plusieurs études se sont
révélées tres intéressantes, notamment en 2004. Il a ét€ montré que le pronostic chez des
patients ayant une faible expression de SLC22A1 était plus mauvais que chez les autres
patients (Thomas et al., 2004), ce qui est en accord avec le fait que ce transporteur facilite

I’influx de I’imatinib dans les cellules (Lee ef al., 2004).

3.2.2.2. Au niveau de lefflux par augmentation de la sortie de la

drogue

Le systéme permettant 1’efflux de drogues de la cellule cancéreuse est ATP dépendant et
catalysé par les transporteurs ABC. Il existe au moins 12 transporteurs de cette famille
impliqués dans la résistance des cellules aux drogues in vitro. Les 3 principaux, impliqués
dans des résistances observées en clinique, sont ABCB1 (Juliano and Ling, 1976), ABCClI
(Cole et al., 1992) et ABCG2 (Allikmets et al., 1998 ; Doyle et al., 1998 ; Miyake et al.,
1999).

La famille des transporteurs ABC est détaillée dans la suite du manuscrit.

3.2.2.3. Par inactivation de la drogue

La métabolisation d’une drogue est un processus retrouvé dans tous les tissus sains. Elle
permet I’inactivation et 1’élimination de cette drogue. Une augmentation de la métabolisation
d’un agent anticancéreux peut entrainer son inefficacité. Différentes enzymes de
métabolisation sont impliquées. On trouve notamment des isoformes du cytochrome P450,
des UDP-glucuronosyl transférases ou des glutathion S-transférases ainsi que des alko-keto

réductases, des carbonyl réductases, des aldéhyde déshydrogénases, ... (Rochat, 2009).
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Plusieurs enzymes métaboliques sont surexprimées dans les cellules tumorales (Yu et al.,

2001).

3.2.2.3.1. Par Modification par le cytochrome P450
Une corrélation négative a été¢ montrée, in vitro, entre I’activité du cytochrome P450 et la
sensibilité des cellules a plus de 50 composés cytotoxiques (Yu et al., 2001). Son implication
en clinique dans la chimiorésistance a notamment été démontrée par I’étude menée en 2002
par Miyoshi et collaborateurs : 1’expression du CYP3A4 était 4 fois plus faible chez les sujets
répondant au traitement par le docetaxel (un substrat du CYP3A4) que les patients résistants

(Miyoshi et al., 2002).

3.2.2.3.2. Par modification par la glutathion S-transférase
Une étape clé de I’inactivation des drogues est la formation de conjugué entre le
glutathion (GSH) et les drogues (Meijer et al., 1992). Ainsi, les médicaments, notamment
ceux contenant du platine (cisplatine, oxiplatine,...), se fixent de facon covalente au GSH
entrainant leur reconnaissance et leur expulsion a I’extérieur de la cellule par des systémes
d’efflux du glutathion tel qu’ABCCI1 (Ishikawa and Ali-Osman, 1993). Cette conjugaison est
catalysée par la glutathion S-transférase. Un fort taux d’expression de cette enzyme est

retrouvé dans des cellules résistantes aux sels de platine (Kelland, 1993).

3.2.2.3.3. Les TEME : Tumor-Expressed Metabolizing Enzymes

Certaines enzymes métaboliques sont faiblement exprimées dans le foie mais sont
fortement exprimées dans les cellules tumorales (Bieche et al., 2007). L’expression de ces
enzymes provient de I’induction de génes ou de la variabilité génétique des cellules
cancéreuses, et est indépendante du type de tumeur (Zhang et al., 2006). Ces enzymes
peuvent étre surexprimées dans des tumeurs, augmentant ainsi la métabolisation des agents
anticancéreux et donc parfois leur inactivation. Ces TEME pourraient donc étre une cible
intéressante en vue de 1’augmentation de I’efficacité des traitements anticancéreux. De plus,
elles pourraient étre utilisées pour [’activation de prodrogue, spécifiquement ou
principalement dans les cellules cibles. Ceci permettrait de diminuer considérablement les

effets indésirables des chimiothérapies.

Ces 3 systemes sont étroitement liés. Leur expression est régulée par des récepteurs
nucléaires similaires et certains inducteurs des enzymes de métabolisation diminuent I’activité

d’influx des transporteurs (Cheng et al., 2005). Enfin, les métabolites de certaines drogues
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sont plus facilement expulsés par les transporteurs ABC (Jeong et al., 2005) ; (Paul et al.,
1989). On peut notamment citer I’exemple du SN-38, métabolite actif de I’irinotécan, dont les
groupes hydroxyles rajoutés par la métabolisation facilitent son transport par ABCG2

(Ishikawa et al., 2005).

3.2.3. Mécanisme indépendant de la cible ou de la drogue

3.2.3.1. Modification génomique des cellules cancéreuses

Il existe 3 grandes catégories de genes impliqués dans les pathologies cancéreuses : les
oncogenes, les génes suppresseurs de tumeurs et les geénes de réparation de I’ADN. Le
matériel génétique des cellules cancéreuses étant tres instable (Bayani ef al., 2007; Bielas et
al., 2006 ; Gollin, 2004 ), des mutations peuvent fréquemment intervenir (Fojo, 2007). Une

mutation de ces génes peut entrainer les mécanismes de résistance développés ci-dessous.

3.2.3.2. Réparation de I'ADN

Toute cellule, saine ou cancéreuse, possede des systemes de réparation de I’ADN. Il existe
6 grandes voies de réparation de I’ADN dont la vitesse dépend de nombreux facteurs
intrinséques (type, age, ...) ou extrinseques (liés a son environnement). Lorsque la réparation

n’est pas possible, la cellule entre en apoptose.

Les systemes des cellules cancéreuses sont plus efficaces et plus rapides que ceux d’une
cellule saine. Plusieurs d’entre eux sont impliqués dans la résistance a la chimiothérapie. En
effet, certains agents chimiothérapeutiques ciblant I’ADN, cette réparation élevée peut
conduire a des phénomenes de résistance. Ainsi, I’importance de la réparation par excision de
nucléotide (REN) a été mise en évidence dans la résistance au cisplatine (Chaney and Sancar,
1996). Deux facteurs de ce systéme de réparation sont particulicrement étudiés : I’ERCCI1
(« excision repair cross-complementing 1 protein ») et le XPA (xeroderma pigmentosum). 11 a
ainsi été¢ montré :

- une corrélation entre 1’augmentation de 1’expression de ERCCI1 et la résistance au

cisplatine (Youn et al., 2004),

- une corrélation entre le taux élevé de ERCCI et la résistance au traitement combiné de
cisplatine et 5-FU chez des patients atteints de cancer du poumon « non a petites cellules »,

gastrique ou ovarien (Dabholkar ef al., 1994 ; Lord et al., 2002 ; Metzger et al., 1998),
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- une surexpression de XPA dans les tumeurs résistantes au cisplatine (Dabholkar et al.,

1994).

Un 2°™ systéme de réparation est particuliérement impliqué dans la résistance aux
traitements chimiothérapeutiques : le « mismatch repair » (MMR). De nombreuses études
précliniques ont également montré son implication dans la résistance aux inhibiteurs de

topoisomérase II (Drummond ez al., 1996 ; Fedier et al., 2001).

3.2.3.3. Echappement a l’'apoptose

Outre I’efficacité de leur systéme de réparation de I’ADN, les cellules cancéreuses
peuvent résister aux traitements chimiothérapeutiques en échappant a 1’apoptose induite par
les traitements. L’inhibition de facteurs pro-apoptotiques ou I’activation de facteurs anti-
apoptotique sont le plus fréquemment responsables de cette résistance a 1’apoptose. On trouve
notamment :

- la protéine p53, régulateur important du cycle cellulaire qui est activé en réponse a des
dommages de I’ADN. Elle permet I’entrée de la cellule en apoptose. Ce géne est muté dans
pres de 50% des cellules tumorales, conduisant a la diminution de son expression ou a la
production d’une protéine non fonctionnelle (Levine, 1997). Les cellules cancéreuses

concernées n’entrent alors pas en apoptose et résistent aux traitements chimiothérapeutiques.

- les protéines Bax, Bad, Bid, ..., pro-apoptotiques, induisant 1’apoptose via le relarguage
du cytochrome c¢ par la mitochondrie (Hengartner, 2000). Ces protéines sont parfois sous-
exprimées dans certaines tumeurs les rendant alors insensibles a la chimiothérapie (Makin and

Dive, 2001).

- les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bel-xL, Nr13, ... inhibent I’insertion des protéines
pro-apoptotiques dans la membrane mitochondriale nécessaire a la libération du cytochrome c
; retardant ainsi I’apoptose et induisant une résistance a la chimiothérapie (Youle and Strasser,
2008). La surexpression de Bcl-2 constitue un facteur de mauvais pronostic dans les cancers

de la vessie, les lymphomes et les leucémies myéloides (Allouche ef al., 1997).
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II. Les transporteurs ABC

Les transporteurs a ATP-Binding Cassette (ABC) constituent 1’une des plus grandes
familles de protéines, tant par leur nombre que par leur implication dans diverses maladies
génétiques. En 2001, plus de 2000 protéines ou domaines ABC avaient été identifiés. Le
nombre est proche de 6000 si I’on tient compte de leurs partenaires (Dassa and Bouige, 2001).
Les transporteurs ABC sont étudiés depuis les années 1950 chez les bactéries. Il a maintenant
¢té démontré qu’ils sont présents chez les 3 branches majeures du vivant : les archaebactéries,
les procaryotes et les eucaryotes. Chez Escherichia coli, les transporteurs ABC représentent
5% du génome (Higgins, 1992).

Bien que certains membres de cette superfamille ne soient pas impliqués dans un
phénomene de transport (Belfield e al., 1995 ; Thiagalingam and Grossman, 1993), la grande
majorité des protéines ABC ont pour fonction principale le transport unidirectionnel de
substrats a travers les membranes biologiques (Saurin ef al., 1999).

Chez I’homme, cette famille de protéines est trés €tudiée du fait de son implication dans
des maladies génétiques et dans les phénomenes de multi-résistance aux antibiotiques,

antifongiques et anticancéreux.

1. Classification des transporteurs ABC

Les transporteurs ABC possedent des motifs communs (Walker A, Walker B et signature
C), ainsi que des séquences homologues, suggérant une origine commune. Une premicre
analyse phylogénétique de 250 transporteurs ABC a permis de séparer ces protéines en 2
classes majeures. A la différence d’autres familles de transporteurs, ils ne sont pas classés par
rapport a leur origine eucaryotique ou procaryotique mais par rapport a leurs caractéristiques
fonctionnelles d’import ou d’export. En effet, les eucaryotes ne possédent que des systemes
d’export alors que les procaryotes possedent a la fois des systemes d’export et d’import
(Saurin et al., 1999). Cette séparation par fonction et non par origine suggere que les
transporteurs ABC se sont probablement spécialisés trés tot, avant I’émergence des 3 ordres

d’organismes vivants.

En 2001, Dassa et Bouige analysent les domaines nucléotidiques de 600 transporteurs
ABC par alignements multiples couplés a une étude phylogénétique (Dassa and Bouige,

2001). Ils séparent alors les transporteurs ABC en 3 classes (Figure 3).
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===
EPD-N
B

FAMILY | Saier HGNC | FUNCTION SUBSTRATE TYPE OR PROCESS ABC PROTEIN PROTOTYPE ORGANIZATION (d) DOMAIN

() (h) () (e)
FAE FAT ABCD | EXPORT Long chain fatty acids or enzymes ALD_HUMAN IM-ABC BE
DPL 5 ABCB | EXPORT Drugs, peptides, lipids HLYD_ECOLIMDRI_MOUSE |IM-ABC (IM-ABC)2 ABE
DAD ) ABCC |EXPORT Organic anions, fons, drugs CFTR_HUMAN MRP1_HUMAN | (IM-ABC)2 E
EPD (8 ABCG | EXPORT Eye pigment precursors, drugs WHIT_DROME FDRS_YEAST [ABC-IM [ABC-IM)2 BE
COMvL HemeE EXFORT 7 Hemwe biogenesis CCMA_ECOLI 21IM, ABC BE
MCM Usknown Methanogenesis 7 Methyl coenzyme M reductase A | ABC2 A
ART o ARCF | Cellulur processes [ Antibiotic resictunce, translation, regulation MSRA_STAEP EF3_YEAST ARC2 BE
RLI ABCE | Cellulur processes | RNase L inhibition, RNA stability RNASELI ABC2 AE
UYR Callular processes | DNA repair, resistance UVRA_ECOLI ARC2 AB
MET MZT IMPORT Metals (iron, zinc, manganese) ZNUC_ECOLI BF, 2IM, ABC AB
ISVH (&) IMPORT Iron-siderophores, vitamin B-12, hemin FHUC_ECOLT OMR, BP, 2IM, ABC AB
OSP CcuTl MPORT Di= ar oligosaccharides and polyols MALK_ECOLL BF, ZIM, ABUC AB
Mol (D IMPORT Mineral and organic ions CYSA_ECOLI POTD_ECOLI | BF, 2IM, ABC AB
OTCN ! (o)) TMPORT Osmoprotectants, taurine, cyanate, nitrate TALB_ECOLI B, IM, ABC AB
OPN | PepT IMPORT Oligopeptides and nickel OPPD_SALTY NIKE ECOLI | BF, 2IM, 2ARC AB
PAD ! PAAT IMPORT Polar aminoacids, opines HISP_SALTY BF, 2IM, ABC AB
HAA | HAAT IMPORT Hydrophobic amino acids and amides LIVG_ECOLI BF, 2IM, 2ABC AB
MOS | CUT2 IMPORT Monosaccharides RBSA_ECOLI BE, IM, ABC2 AB
CBU | CuT Unknown ‘Cobalt uptake 7 CBIO_SALTY IM, ARC AB |
MEL Unknown Unknown MKL_MYCLE 58, IM, ABC B |
ABCY Unknown Unknown ARC_ECOLI LPP, IM, ARC B !
YHBG | Unknown Unknown YHBG_ECOLI S8, IM, ABC B |
cm | Unknown Cell division FISE_ECOLI IM, ABC B
LPR | DevE Unknown Release of lipoprotelns from membranes LOLD_ECOLI MFP or 85, (2)IM, ABC  [AB :
ABCX | Unknown Unknown ABCX_CYAPA ARG, 2CYT AB |
DRA | 10y ABCA | EXFORT? Drug and antibjotic resistance DRRA_STRFE 2IM, ARC (IM-ABC)2 ABE
DRI | (6) EXPORT ? Drug resistance, bacteriocin immunity BCRA_BACLI 2IM, ABC B
CLS L) EXPORT Capsular, lij 1} harides, teichoic acids KST1_ECOLT OMANMPA2 IMARC AR

Figure 3 : Arbre phylogénétique des transporteurs ABC et protéines constituant les différentes classes.
Les différentes classes sont représentées par 3 couleurs : la classe 1 en bleu correspondant essentiellement
aux exportateurs, la classe 2 en vert représentée par les ABC non impliqués dans un phénomene de transport et la
classe 3 en rose correspondant aux importateurs.
Les abréviations retrouvées dans la figure A sont indiquées dans la figure B.
(Dassa and Bouige, 2001).
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L’arbre phylogénétique ¢&tabli par cette étude (Figure 3A), comprend 33 groupes
correspondant a 29 familles de protéines qui sont listées dans la Figure 3B. La premicre
classe, qui comprend la majorité des systemes d’export connus, regroupe les protéines
eucaryotes ainsi que des protéines procaryotes. Elles possedent des domaines nucléotidiques
liés aux domaines transmembranaires. La classe 2, qui contient tous les systémes non
impliqués dans un phénomeéne de transport, n’est constituée que des domaines nucléotidiques.
Enfin la classe 3, qui correspond majoritairement aux systémes d’import avec les BPD
(« binding protein-dependent »), comprend des domaines nucléotidiques non liés

covalemment aux domaines transmembranaires (Dassa and Bouige, 2001).

I1 est intéressant de noter que la classe 3 contient 3 familles qui ne sont pas impliquées
dans un processus d’import. Ainsi, malgré 1’origine commune, les systémes peuvent évoluer

dans le temps : un importateur peut évoluer et devenir un exportateur.

2. Topologie générale des transporteurs ABC

Toutes les protéines appartenant a la famille des transporteurs ABC posseédent la méme
structure caractéristique, décrite par Schneider et Hunke, incluant un domaine
transmembranaire (TMD) suivi ou précédé d’un domaine liant et hydrolysant I’ATP appelé
« Nucleotide-Binding Domain » (NBD) (Schneider and Hunke, 1998). Cette structure est
dupliquée dans les transporteurs entiers tels qu’ABCB1 (aussi appelé P-gp ou MDR1) (Figure
4A) tandis que les demi-transporteurs tels qu’ABCG2 (appelé aussi BCRP) (Figure 4B)
possedent 1 seul TMD et 1 seul NBD. ABCG2 a également la particularité¢ d’avoir une
structure inversée : le NBD est positionné du coté N-terminal, contrairement a ABCBI1 ou
ABCCI. Enfin, les transporteurs de la famille ABCC (hormis ABCC4, ABCCS5, ABCCI1 et
ABCC12) possede du coté N-terminal un TMD supplémentaire (TMDO) (Figure 4C) qui n’est
pas indispensable pour la fonction de transport (Bakos et al., 2000).

Chaque transporteur ABC contient un nombre variable de glycosylations sur les boucles

extracellulaires.
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ABCBL ¢ ABCG2

Figure 4: Topologie des transporteurs ABC.
A : ABCBI est un transporteur entier. Il posséde 2 TMD et 2 NBD formé d’une seule chaine polypeptidique.
B : ABCG2 est un demi-transporteur. Formé d’1 NBD et d’1 TMD, il doit se dimériser pour étre actif.
C : ABCCI1 est un transporteur entier. Il possede 3 TMD dont 1 TMDO supplémentaire et 2 NBD.
(Scotto, 2003).

La structure active correspond au minimum a celle du transporteur entier. De ce fait, les
demi-transporteurs doivent étre associés sous forme d’homo- ou hétéro-dimeres pour étre
actifs (Higgins, 1992). Dans cette structure minimale, illustrée sur la Figure 5, les TMD
forment un pore a travers la membrane plasmique permettant le transport de substrats. Les
NBD permettent la liaison et I’hydrolyse de I’ATP fournissant 1’énergie nécessaire a la

protéine pour réaliser le transport des solutés contre leur gradient de diffusion passive.

Figure 5: Représentation du transporteur BtuCD d’E. coli (code PDB 1L7V).
Les TMD sont représentés en orange et jaune, et les NBD en violet et bleu. Les TMD enchéssés dans une
membrane forment un pore permettant le transport de substrat a travers celle-ci.
(Locher et al., 2002).

Classiquement, chez les eucaryotes les transporteurs ABC sont formés d’une seule chaine
polypeptidique tandis que chez les bactéries, les sous-unités sont codées séparément ; les
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TMD et NBD s’associent alors pour constituer un transporteur complet (Higgins, 1992).
Enfin, les systemes d’import bactériens, aussi appelés « binding protein-dependent (BPD) »,
sont associés a une protéine extracellulaire qui recrute les substrats avant de les présenter aux
transporteurs ABC (Quiocho and Ledvina, 1996). Cette protéine, nommée SBP pour
« Substrate Binding Protein », peut étre fusionnée au TMD, liée a la membrane par un peptide
transmembranaire ou par un lipide d’ancrage ou encore étre libre dans le périplasme (van der

Heide and Poolman, 2002).

2.1. Les domaines transmembranaires

Les domaines transmembranaires sont des domaines hydrophobes enchassés dans une
membrane biologique. Ils sont formés par des hélices alpha et permettent le passage de
substrats contre un gradient de concentration, d’un compartiment & un autre. En reégle
générale, chaque TMD est formé de 6 passages transmembranaires, ¢levant a 12 le nombre
d’hélices alpha d’un transporteur entier (Mourez , 2000). Cependant, ce nombre peut varier de
5 a 11 passages transmembranaires pour les différents TMD (Biemans-Oldehinkel ef al.,

2006).

A la différence des domaines nucléotidiques, la séquence primaire des domaines
transmembranaires est peu conservée dans les especes. Ceci s’explique par le fait, d’une part,
que les TMD sont impliqués dans la reconnaissance de substrats trés variés et, d’autre part,
que c’est le caractere hydrophobe des résidus qui prédomine pour constituer ces domaines. En
effet, il a ét¢ montré que des mutations dans les TMD de CFTR (Anderson ef al., 1991) ou
ABCBI1 (Taguchi et al., 1997) affectent la reconnaissance des substrats par ces protéines.
Cependant, la localisation précise des sites de fixation des substrats sur les TMD n’est pas
connue. Enfin, il faut noter que les 2 TMD semblent participer de fagon équivalente a la

reconnaissance du substrat (Ewart et al., 1994 ; Loo and Clarke, 1997).

2.2. Les «Nucleotide Binding Domain»

Pour étre fonctionnel, un transporteur ABC doit contenir 2 domaines de liaison aux
nucléotides (NBD). Contrairement aux TMD, ces domaines sont hydrophiles ; ils fixent et

hydrolysent de I’ATP, étape indispensable dans le cycle de transport.
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2.2.1. Données structurales

Depuis 1998, un grand nombre de NBD a ét¢ cristallis¢, permettant de bien connaitre leur
organisation et leur fonctionnement. Le premier NBD cristallisé, a une résolution de 1,5 A, a
été celui de la protéine périplasmique de I’histidine perméase de Salmonella typhimurium
aussi appelé HisP (Hung et al, 1998). Actuellement, plus d’une dizaine de NBD de
différentes especes a été cristallisé, seul ou en présence de nucléotide. On trouve ainsi HisP de
S. typhimurium (Hung et al., 1998), MalK de T. litoralis (Diederichs et al., 2000), MalK de
E. coli (Chen et al., 2003a), MJ1267 et MJ0796 de M. jannaschii (Karpowich et al., 2001 ) ;
(Yuan et al., 2001 ) ; (Smith et al., 2002), TAP1 de H. sapiens (Gaudet and Wiley, 2001),
HlyB de E. coli (Schmitt et al., 2003), GlcV de S. solfataricus (Verdon et al., 2003), CysA de
A. acidocaldanus (Scheffel et al., 2005), NBD1 de ABCC7 de mus musculus (Lewis et al.,
2004) et NBD1 de ABCCI1 de H sapiens (Ramaen et al., 2006). Le NBD de ArsA de E. coli,
protéine non ABC mais apparentée a également été cristallisé (Zhou et al., 2001; Zhou et al.,

2000 )

La premiere structure cristallisée d’'un NBD a permis de mieux appréhender son
organisation. Ainsi, Hung et collaborateurs décrivent le monomere NBD de HisP en forme de
« L » (Figure 6A) : le 17 bras est formé d’hélices a et de feuillets B (al et a2 ; B1, B2 et B4-
[7) correspondant a la poche de fixation a I’ATP avec notamment le Walker A et le Walker
B. Le bras 2 est formé d’hélices a (a3-a9) dans lesquelles se trouve la signature S. Enfin,
6 feuillets B (B3, 8-12) séparant les 2 bras contiennent les boucles H et Q (Figure 6B) (Hung
et al., 1998).

Bras 2
Poche de
fixation de
I'ATP

Domaine
hélical

Bras 1

Figure 6 : Structure d’un NBD monomérique de I’histidine perméase périplasmique de S. fyphimurium.
A : Structure du monomeére montrant 1’organisation du NBD en forme de « L » avec 2 bras.
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B : Cette structure présente la poche de fixation de I’ATP formé par des feuillets f3, ici représentés en
vert ainsi que le domaine hélical (en jaune-orange). Les motifs conservés des NBD sont indiqués par les fleches
noires.

Adapté de (Hung ef al., 1998).
D’apres les différentes structures des NBD obtenues par cristallisation, 3 conformations

de dimeres de NBD au sein du transporteur entier sont possibles : dos a dos (Figure 7A), téte-
téte (Figure 7B) ou téte-béche (Figure 7C) (Kerr, 2002).

Dans la conformation dos a dos, représentée par la structure de HisP, les 2 NBD
n’interagissent que par le bras 1 des NBD et donc par la boucle P (portant le Walker A) ; la
signature S se trouve a I’extérieur et n’interagirait pas avec I’ATP (Hung et al., 1998).

La conformation téte-téte (Figure 7B), représentée par la structure de MalK, ferait interagir les
2 boucles P et les 2 signatures S des 2 monomeres ensemble (Diederichs ez al., 2000).

Enfin, la derniere conformation proposée, la téte-béche (Figure 7C), a été définie par la
structure de Rad50 ou la boucle P d’un monomére interagit avec la signature S du 2™

monomere (Hopfner et al., 2000).

D’apres les structures des NBD d’autres transporteurs ABC résolues ultérieurement
par cristallisation puis par des études biochimiques, il a été prouvé que cette derniere
conformation, téte-béche, était la conformation physiologique de la plupart des transporteurs

ABC. (Davidson and Chen, 2004; Kerr, 2002 ).

MalK

Rad50

Figure 7 : Structures quaternaires proposées pour les NBD.
D’apres les données structurales de divers NBD de transporteurs ABC, 3 conformations sont possibles :
dos a dos retrouvée pour HisP (A), téte-téte retrouvée chez MalK (B) ou téte-béche retrouvée chez Rad50 (C).
Le symbole P correspond a la boucle P portant le Walker A ; le symbole S représente la signature S.
Adaptée de (Kerr, 2002).
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2.2.2. Les motifs conservés

Les NDB sont conservés chez les transporteurs ABC avec un pourcentage d’identité de
I’ordre de 25% (Kerr, 2002). Cinq motifs caractéristiques sont particulierement conservés : les
Walker A et B, commun a beaucoup de protéines liant ’ATP (Walker et al., 1982), la
signature LSGGQ définissant un transporteur ABC, la région centre incluant la boucle Q et la
région Switch incluant la boucle H. Les séquences de ces 2 derniers motifs sont moins
conservées mais on retrouve des acides aminés fonctionnellement proches (Figure 8 et

Tableau 2).

Domaine hélical

L
B e e e

Walker A Centre Variable 1 Walker B Switch
GpsGsGKstll Q N T illDE 1 H
Signature Variable 2
1ISgGQ

Figure 8 : Représentation schématique des NBD et des différents motifs conservés.
(Mourez , 2000).

Le Tableau 2 présente les différents motifs conservés dans le NBD d’un transporteur

ABC avec leur séquence et leur role fonctionnel.

Motifs Séquence consensus Fonctions
WalkerAou boucle P GxxxXGXxGKST Fixation de 'ATP
Boucle Q Q Liaison NBD-TMD
Signature S LSGGQxQR Fixationde 'ATP
Liaison du MgZ+accompagnant
WalkerB hhhD
I'ATP
Liaison de I'H,0 attaquantle Py
Résidu catalytique E
de 'ATP
Switch région H Liaisondu Py de 'ATP

Tableau 2 : Motifs conservés avec leur séquence et leur fonction.

2.2.2.1. Le Walker A, ou boucle P

Walker et collaborateurs ont montré en 1982 qu’une séquence nommée Walker A est
conservée chez de trés nombreuses protéines liant I’ATP. Ce motif est situé sur le feuillet 33
du NBD. Diverses ¢tudes ont montré que le résidu le plus important était la lysine (Abrahams
etal., 1994; Fry et al., 1986 ; Pai et al., 1989 ; Story and Steitz, 1992 ). Elle permet la fixation
de ’ATP au NBD par la liaison des phosphates 3 et y de I’ATP. Des études de mutagenése
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dirigée montrent que lorsque cette lysine est mutée en arginine, la fixation de I’ATP reste
possible (Azzaria et al., 1989; Delepelaire, 1994 ; Schneider ef al., 1994 ) mais son hydrolyse
est impossible (Delepelaire, 1994; Schneider et al, 1994). Une étude de Byeon et
collaborateurs en 1995 suggere que cette lysine est impliquée dans le bon positionnement de

la chaine triphosphate de I’ ATP indispensable a son hydrolyse (Byeon et al., 1995).

2.2.2.2. Le motif Walker B

De la méme facon que pour le Walker A, Walker et collaborateurs ont montré en 1982
que ce motif est conservé sur le feuillet B9 dans le NDB des protéines liant I’ATP. L’acide
aminé principal de ce motif est un aspartate conservé qui lierait le Mg associé a ’ATP
(Abrahams et al., 1994; Fry et al., 1986 ; Pai et al., 1989 ; Story and Steitz, 1992). Cet
aspartate est indispensable a la fixation et a ’hydrolyse de I’ATP (Koronakis et al., 1995 ;
Panagiotidis ef al., 1993 ; Shyamala et al., 1991).

2.2.2.3. La signature S

La signature S, qui est spécifique des transporteurs ABC, permet de classer ou non une
protéine dans la famille des ABC. Sa séquence est LSGGQ et contrairement aux 2 motifs de
Walker, elle se trouve sur une hélice alpha. Dans un monomére d’ABC, cette séquence
n’interagit pas avec le nucléotide mais une mutation de la signature empéche 1’activité
d’hydrolyse de I’ATP du transporteur ABC (Davidson, 2002; Koronakis et al., 1995 ;
Schmees et al., 1999 ). La structure tridimensionnelle du dimere de Rad50 a permis d’établir
que la signature S d’un NBD compléte le site de liaison de I’ATP du NBD adjacent (Hopfner
et al., 2000) (Figure 9 et Figure 10). Ceci explique pourquoi cette interaction n’a pas pu étre
mise en évidence sur un monomere d’ABC. Ce réle fonctionnel a €té confirmé par I’obtention
des structures cristallographiques dimériques de MJ0796 (Smith et al., 2002) et de MalK
(Chen et al., 2003a).
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Figure 9: Interaction de PATP avec le Walker A et la signature S de 2 NDB adjacents de MJ0796.

Les liaisons de Van der Walls sont représentées par des lignes noires tandis que les liaisons hydrogenes sont
représentées par des lignes colorées avec la couleur des domaines correspondants. Les ponts salins sont
représentés par des lignes jaunes tandis que les interactions des cycles aromatiques entre la Tyr11 et
I’adénine sont représentées par une ligne grisée.

(Smith et al., 2002).

Signature C Walker A

Figure 10 : Structure de ’homodimére des NBD H662A inactivés de HlyB de E. coli (pdb 1XEF) avec 2
molécules d’ATP liées (en orange).
Cette structure nous permet de visualiser la position de I’ATP entre les motifs Walker A et la signature S.
(Eckford and Sharom, 2009).
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2.2.2.4. La région Centre ou boucle Q

Entre le Walker A et le Walker B se trouve une région appelée Centre ou boucle Q. C’est
la région la plus mobile du NBD. Elle permet la liaison entre le NBD et le TMD (Davidson
and Chen, 2004).

2.2.2.5. La région Switch ou boucle H

Cette région Switch est située a I’extrémité C terminal des NDB. Son rdle n’est pas
clairement défini mais elle semble participer activement aux changements de conformations
induits par I’hydrolyse de I’ATP (Yoshida and Amano, 1995). Cette région possede
¢galement une histidine conservée dans 90% des NDB (Diederichs et al., 2000). Son rdle est
peu connu mais elle semble engagée dans un pont hydrogeéne avec le phosphate y de I’ATP lui
permettant ainsi de récupérer 1’énergie de I’hydrolyse de ’ATP (Chen et al., 2003a; Smith e?
al., 2002 ). La boucle H transmet ensuite cette énergie aux TMD qui peuvent alors changer de

conformation.

2.2.2.6. Le résidu catalytique

Le résidu considéré comme résidu catalytique d’un NBD est un glutamate situé juste
apres le Walker B. 1l lie la molécule d’eau permettant 1’hydrolyse de la liaison y de ’ATP
(Moody et al., 2002; Smith et al., 2002 ; Orelle et al., 2003).

2.2.3. Le fonctionnement d’'un NBD

Les NBD ont un role essentiel dans le fonctionnement d’un transporteur ABC. Ils
hydrolysent I’ATP, fournissant ainsi 1’énergie essentielle a la protéine pour le transport des
substrats. Ames et collaborateurs ainsi que Dean et collaborateurs ont démontré pour la
premiere fois en 1989, dans des systémes bactériens d’import du maltose et de 1’histidine, que
cette hydrolyse était nécessaire et suffisante au transport (Ames et al., 1989 ; Dean et al.,
1989). Cette découverte a été par la suite confirmée par 2 équipes en 1989 et 1991 (Bishop et
al., 1989 ; Davidson and Nikaido, 1991).

Il est important de noter que la fixation du substrat et 1’hydrolyse de I’ATP sont
étroitement liées : la fixation du substrat stimule 1’hydrolyse de I’ATP (Senior and Bhagat,
1998). Cette méme équipe a également montré que 2 molécules d’ATP se fixent sur le

transporteur et que les 2 NBD hydrolysent successivement I’ATP. La cristallisation de Rad50
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a mis en évidence la coopération des 2 NBD : la poche de I’ATP est formée par le Walker A
d’un monomére et est fermée par la signature S du 2°™ monomére (Hopfner ez al., 2000). En
concordance avec cette étude, ’inactivation d’un NBD conduit a I’inactivation de 1’activité

ATPasique du 2°™ monomére (Azzaria et al., 1989).

La caractérisation du site de fixation de I’ATP sur le NBD a été réalisée grace a la
résolution de la structure de la protéine MJ0796 (Smith et al., 2002). Ainsi, il est apparu que
cette poche est modérément acide avant la fixation de ’ATP et devient tres acide apres la
liaison du nucléotide. Lors de la dimérisation, la signature S du monomere opposé
¢lectrostatiquement neutre, ferme cette poche. De ce fait, aprés dimérisation, les poches de
fixation d’ATP sur les 2 monomeres sont fortement chargées négativement (Smith ez al.,
2002). Différentes études suggerent que ces charges sont finement régulées (par la présence
ou non d’un cation monovalent dans le site actif) et qu’elles ont un réle crucial dans le

fonctionnement du transporteur (Hung ef al., 1998; Smith et al., 2002 ).

3. Structure des exportateurs ABC

Plusieurs modeles d’exportateurs ont été obtenus par homologie, ou expérimentalement
par microscopie électronique mais avec une résolution insuffisante pour établir de fagon
certaine 1’arrangement des domaines. La cristallisation d’un transporteur ABC est difficile a
obtenir car il reste dynamique en solution en présence de détergent, ce qui inhibe la formation
d’un cristal parfaitement ordonné. Actuellement, 3 exportateurs ABC ont été cristallisés :
Sav1688 de S. aureus (Dawson and Locher, 2006), MsbA de E. coli, V. cholerae et
S. typhimurium en 2007 (Ward et al., 2007), et ABCB1 de souris (Aller et al., 2009).

Il a été montré que Sav1866 possede une similarité de séquence avec la classe B (soit
ABCBI1) des transporteurs ABC humains (31% d’identité avec ABCBI1). La structure a été
établie avec une résolution de 3,0 A sous sa forme liée a ’ATP. C’est un dimére possédant
2x6 passages transmembranaires (2 TMD contenant chacun 6 hélices transmembranaires) et
2 NBD. Comme le montre la Figure 11C, les NBD sont liés a I’ATP et la partie extracellulaire
est ouverte. Cette structure montre un twist des NBD et des TMD qui sont alors étroitement
liés (les TMD positionnés a 1’arriere de la protéine passent au devant et un NBD passe a
I’arriére de la protéine tandis que le 2°™ passe au devant de I’autre). Ce mouvement pourrait

intervenir dans le transport et plus précisément dans I’étape d’efflux du substrat.
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ABCBI de mus musculus a été cristallisée en absence de nucléotides en 2009 par Chang et
collaborateurs (Aller ef al., 2009) (Figure 11A et B). Les dimensions de cette protéine
cristallisée sont de 136 A du cytosol au milieu extracellulaire, pour 70 A de large dans la
membrane lipidique. 11 est composé de 2 TMD contenant chacun 6 hélices a
transmembranaires numérotées de TM1 a TM12, et de 2 NBD. Cette cristallisation a permis
de visualiser la forme ouverte d’un transporteur avec les TMD formant une cavité ouverte sur
le cytoplasme et la membrane interne. Cette cavité, de part sa taille et sa composition (acides
aminés aromatiques et hydrophobes), permet la fixation de molécules hydrophiles ou de
phospholipides. Avec un volume de 6000 A°, elle peut lier au moins 2 substrats

simultanément.

ABCBI a, également été co-cristallisée avec 2 inhibiteurs peptidiques : QZ59-(RRR) et
QZ59-(SSS). La fixation de ces 2 stéréoisomeres se fait sur des sites différents. Ces co-
cristaux indiquent que la forme ouverte est compatible avec la fixation de drogue sur les

domaines transmembranaires.

La comparaison des structures ouverte d’ABCBI1 et fermée de Sav1866 (Figure 11) donne
un apercu du changement de conformation qui peut intervenir dans le transport des substrats.
En passant de la forme ouverte sans ligand a la forme fermée liée aux nucléotides, la protéine

subirait un « twist » de 90°.
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Figure 11 : Structure de 2 exportateurs ABC cristallisés.

A et B: ABCBI de mus musculus cristallisée. Elle est formée de 2x6 passages transmembranaires (numéroté de
TMI1 a TM6 sur A et de TM7 a TM12 sur B) et de 2x1 NBD. Sa taille est de 136 A de long et 70 A de large.
Les 2 NBD sont distants de 30 A (Aller et al., 2009).

C : Sav1866 cristallisée chez S. aureus sous sa forme fonctionnelle, un dimére. Chaque monomere est constitué
de 6 passages transmembranaires et de 1 NBD (un monomeére en jaune et le 2™ représenté en vert). Sav1866
mesure 170 A de long et 55 A de large. Adapté de (Dawson and Locher, 2006).

Le passage des formes ouverte a fermée se visualise également par 1’é¢tude de Chang et
collaborateurs menée en 2007. Ils ont obtenu la structure cristalline de MsbA (un transporteur
bactérien de lipide A possédant une similarit¢ de séquence avec les ABCB) de 3 especes
différentes (V. cholerae, E. coli et S. typhimurium). Les 3 structures correspondent a 3
conformations différentes de MsbA : ouverte (Figure 12A), fermée (Figure 12B) et liée au
nucléotide (Figure 12C) (Ward et al., 2007). MsbA est un homodimeére présentant la méme
topologie que Sav1866. De la méme facon qu’elle I’avait montré pour la 1 fois en 2001
avant de retirer son mode¢le, 1’équipe de Chang montre ici le lien entre les hélices
cytoplasmique des TMD et les boucles P et A des NBD. Si ces 3 mode¢les s’avéraient bien étre
des conformations du méme transporteur, et non des formes différentes de la protéine selon
les especes, cela illustrerait bien la grande flexibilité du transporteur lors du cycle d’efflux

d’un substrat.
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Figure 12 Structure de MsbA obtenue par cristallisation sous 3 conformations différentes.
A : MsbA de E. coli dans sa forme ouverte.
B : MsbA de V. cholerae dans sa forme fermée.
C : MsbA de S. typhimurium fermée avec un nucléotide li¢.
Sur les 3 figures, un monomere est coloré par un gradient en arc-en-ciel (N-terminal en bleu et C-terminal en
rouge) tandis que le 2°™ monomére est en gris.
(Ward et al., 2007).

Chang et collaborateurs proposent que la forme ouverte soit celle sur laquelle se lie le
substrat. La forme fermée correspond a la fixation du substrat sur les TMD. La Figure 12C

représente la forme de la protéine apres liaison du nucléotide sur les NBD.

4. Mécanisme des transporteurs ABC

Les transporteurs ABC ne fixent pas et n’hydrolysent pas I’ATP de manicre équivalente
sur leur 2 NBD. De plus, le fait que les 2 poches de liaison d’ATP soient a I’interface du
dimere suggere que les 2 NBD fonctionnent ensemble et non pas au cours d’étapes différentes
du transport. Jusqu’en 2001, 1I’énergie de I’hydrolyse de I’ATP était associée a I’expulsion du
substrat mais des données plus récentes remettent en cause cette hypothese. En effet, il a été
montré que la fixation de I’ATP, et non pas son hydrolyse fournit I’énergie permettant

I’expulsion du substrat (Higgins and Linton, 2004).

Le mode¢le proposé (Figure 13) nécessite 7 étapes successives pour permettre le passage
du transporteur de la forme « ouverte » a la forme « fermée ». Ce modele correspond a

« P’ATP switch model ».
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Figure 13 : Cycle de transport par un transporteur ABC.

Les TMD sont représentés par des cylindres orange et jaune, les NBD en rouge et bleu, le substrat par des billes
blanches. Le cycle de transport se décompose en 7 étapes successives : (1) Fixation du substrat sur les TMD du
transporteur « ouvert ». (2) Rapprochement des NBD et fixation des 2 molécules d’ATP. (3) Passage du
transporteur sous sa forme fermée. (4) Ouverture du transporteur du coté extracellulaire. (5) Expulsion du
substrat. (6) Hydrolyse des 2 molécules d’ATP. (7) Passage du transporteur sous sa forme ouverte.

Adapté de (Higgins and Linton, 2004).

(1) Au commencement du cycle, le transporteur est dans sa forme « ouverte » et le
substrat se fixe sur les TMD. Différentes études sur les transporteurs bactériens de maltose et
d’histidine sont en accord avec I’initiation du cycle de transport par la fixation du substrat sur

les TMD (Davidson et al., 1992; Petronilli and Ames, 1991 ).

(2) La fixation du substrat induit un changement de conformation qui rapproche les 2
NBD, permettant ainsi la fixation de 2 molécules d’ATP. Les changements de conformation
des NBD apres fixation du substrat sur les TMD a été clairement mis en évidence pour
plusieurs transporteurs : ABCB1 (Liu and Sharom, 1996 ; Sonveaux et al., 1999), TAP
(Neumann et al., 2002), MRP1 (Manciu et al., 2003) et les transporteurs bactériens d’histidine
(Kreimer et al., 2000) et de maltose (Mannering et al., 2001).

(3) Le transporteur passe alors sous sa forme « fermée » lorsque 2 molécules d’ATP sont
fixées sur les NBD (Chen et al., 2003a). Ce changement de conformation est illustré par la
Figure 14. MalK de E. coli a été cristallis€¢ dans 3 conformations : ouverte, semi-ouverte et
fermée. En superposant les domaines régulateurs on voit trés clairement le mouvement des
NBD. La distance entre les résidus histidines 89 des 2 NBD passe de 52,5 A pour la
conformation ouverte a 36,2 A (Figure 14A) pour la semi-ouverte et finalement 27,2 A pour

la conformation fermée (Figure 14B) dans laquelle on retrouve 2 molécules d’ATP fixées. Ce
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changement de conformation est également illustré sur la Figure 14C. En superposant les
passages membranaires TM 1, 2, 3 et 6, on visualise le mouvement des autres hélices des
domaines transmembranaires qui se rapprochent jusqu'a étre quasiment accolées (Ward et al.,

2007).

Figure 14 : Changement de conformation des NBD de MalK lors du cycle de transport et des TMD de
MsbA.

A et B : Superposition de la conformation semi-ouverte des NBD de MalK (en bleue) et de la conformation
ouverte (en rouge) (A) ; ou de la conformation fermée (en jaune) qui lie 2 molécules d’ATP et de la structure
semi-ouverte sans ATP (B). La distance indiquée en A correspond a celle séparant les 2 résidus H89 des 2 NBD
(Chen et al., 2003a).

C : Superposition de la structure des TMD de MsbA dans leur forme ouverte (en bleu), fermée (en vert) et avec
un nucléotide fixé(en jaune).

(Ward et al., 2007).

(4) La liaison de I’ATP sur les NBD provoque un nouveau changement de conformation
du transporteur. Le site de fixation du substrat est alors orienté du coté extracellulaire et son
affinité est diminuée. (5) Le substrat est alors libéré dans le compartiment opposé (Higgins

and Linton, 2004).

(6) Les 2 molécules d’ATP sont hydrolysées successivement. Cette étape est peu connue.
Il semblerait que la libération du substrat provoque un changement de conformation des NBD
qui sont alors capables d’hydrolyser ’ATP (Higgins and Linton, 2004). Une 2°™ hypothése
serait que cette hydrolyse soit spontanée. Ceci serait en concordance avec la difficulté

d’obtenir un cristal NBD + ATP (Nikaido et al., 1997; Verdon et al., 2003 ).

(7) L’hydrolyse de I’ATP déstabilise le dimere des NBD du fait d’une répulsion
¢lectrostatique entre I’ADP et le Walker A, d’une part, et du Pi et de la signature S, d’autre
part (Smith ez al., 2002). L’ADP et le Pi sont alors relargués et le transporteur retrouve sa

conformation « ouverte ».

Un nouveau cycle peut alors commencer.
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5. Les transporteurs ABC humains

Chez I’homme, 49 geénes codent pour des protéines de la famille des transporteurs ABC.
Le Tableau 3 décrit les localisations chromosomiques, cellulaires ou tissulaires ainsi que la
fonction principale des différents génes. Comme on peut le remarquer, les genes sont trés

dispersés dans le génome humain et leur localisation est relativement ubiquitaire dans

I’organisme.
Symbol Alias Location Mouse Location Expression Function
ABCALI ABC1 9q31.1 4231 Ubiquitous Cholesterol efflux onto HDL
ABCA2 ABC2 9q34 2126 Brain Drug resistance
ABCA3 ABC3, ABCC 16p13.3 Lung
ABCA4 ABCR 1p22.1-p21 3618 Rod photoreceptors N-retinylidiene-PE efflux
ABCA5 17924 1169 Muscle, heart, testes
ABCA6 17q24 1169 Liver
ABCAT7 19p15.3 10 44 Spleen, thymus
ABCAS 17q24 1169 Ovary
ABCA9 17924 11 69 Heart
ABCAL0 17924 Muscle, heart
ABCAIL2 2q34 Stomach
ABCAI13 Tpll-qll Low in all tissues
ABCBI1 PGY1, MDR Tp21 51.0 Adrenal, kidney, brain Multidrug resistance
ABCB2 TAP1 6p21 17 18.6 All cells Peptide transport
ABCB3 TAP2 6p21 17 18.6 All cells Peptide transport
ABCB4 PGY3 7q21.1 51.0 Liver PC transport
ABCB5 Tpl4 Ubiquitous
ABCB6 MTABC3 2q36 Mitochondria Iron transport
ABCB7 ABC7 Xql2-ql3 X 39 Mitochondria Fe/S cluster transport
ABCBS MABCI 7936 Mitochondria
ABCB9 12q24 Heart, brain
ABCBI10 MTABC2 1q42 867 Mitochondria
ABCB11 SPGP 2q24 239 Liver Bile salt transport
ABCCI MRP1 16p13.1 16 Lung, testes, PBMC Drug resistance
ABCC2 MRP2 10q24 19 43 Liver Organic anion efflux
ABCC3 MRP3 17q21.3 Lung, intestine, liver Drug resistance
ABCC4 MRP4 13q32 Prostate Nucleoside transport
ABCC5 MRP5 3q27 16 14 Ubiquitous Nucleoside transport
ABCC6 MRP6 16p13.1 Kidney, liver
CFIR ABCC7? 7q31.2 6 3.1 Exocrine tissues Chloride ion channel
ABCCS SUR 11pl5.1 741 Pancreas Sulfonylurea receptor
ABCC9 SUR2 12pl2.1 670 Heart, muscle
ABCC10 MRP7 6p21 Low in all tissues
ABCCI11 16ql1-ql2 Low in all tissues
ABCCI12 16ql1-ql2 Low in all tissues
ABCDI1 ALD Xq28 X 29.5 Peroxisomes VLCFA transport regulation
ABCD2 ALDLI1, ALDR 12qll-ql2 15 E-F Peroxisomes
ABCD3 PXMP1, PMP70 1p22-p21 3 56.6 Peroxisomes
ABCD4 PMP69, P7OR 14q24.3 12 39 Peroxisomes
ABCEI1 OABP, RNS41 4q31 Owary, testes, spleen Oligoadenylate binding protein
ABCFI ABC5H0 6p21.33 17 20.5 Ubiquitous
ABCF2 7q36 1540 Ubiquitous
ABCF3 3q25 1622 Ubiquitous
ABCG1 ABCB, White 21q22.3 17 A2-B Ubiquitous Cholesterol transport?
ABCG2 ABCP, MXR, BCRP 4q22 628-29 Placenta, intestine Toxin efflux, drug resistance
ABCG4 White2 11923 559 Liver
ABCG5 White3 2p21 17 Liver, intestine Sterol transport
ABCGS 2p21 17 Liver, intestine Sterol transport

PBMC, peripheral blood mononuclear cells; VLCFA, very long chain fatty acids.

Tableau 3 : Liste des génes des transporteurs ABC humains avec leurs localisations chromosomiques,
cellulaires ou tissulaires, ainsi que leur fonction principale.
(Dean et al., 2001a).

La classification, que I’on nomme HUGO (« HUman Genome Organisation »), est basée
sur la similarité structurale des protéines codées par les geénes (demi-transporteur ou
transporteur entier), sur 1’ordre des domaines (du c6té N- ou C-terminal) et sur les homologies

de séquence des domaines de liaison aux nucléotides ou les domaines transmembranaires. Elle
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permet de classer les transporteurs ABC humains en 7 sous familles allant de ABCA a ABCG
(Dean et al., 2001a).

5.1. Les différentes classes

5.1.1. ABCA

Cette famille est composée de 12 transporteurs entiers classés en 2 groupes selon leur
positionnement chromosomique. Le 1% groupe est formé de 7 protéines codées par 7 génes
dispersés sur 6 chromosomes: ABCA1, ABCA2, ABCA3, ABCA4, ABCA7, ABCAI12,
ABCA13. Le 2°™ groupe contient les protéines codées par 5 génes localisés dans le locus
17q24 (ABCAS, ABCA6, ABCAS, ABCA9 et ABCA10) (Dean et al., 2001a). Deux
protéines de cette famille sont particulierement étudiées du fait de leur implication dans des

maladies génétiques : ABCA1 et ABCAA4.

5.1.2. ABCB

La famille ABCB est composée de transporteurs entiers et de demi-transporteurs. C’est la
seule famille ou I’on retrouve les 2 types de transporteurs. Elle contient 4 transporteurs entiers
[ABCBI1 (P-gp), ABCB4 (MDR3), ABCBS5 et ABCBI11] et 7 demi-transporteurs (ABCB2,
ABCB3, ABCB6, ABCB7, ABCB8, ABCB9 et ABCB10). Les génes de ces transporteurs
sont dispersés dans le génome (chromosome 1, 2, 6, 7 et 12). Les transporteurs entiers sont
localisés dans la membrane plasmique alors que les demi-transporteurs sont adressés a des
organelles : la mitochondrie pour ABCB6, ABCB7, ABCB8 et ABCBI10, les lysosomes pour
ABCB9 et le réticulum endoplasmique pour ABCB2 et ABCB3 (TAPI et TAP2). Ces
derniéres s’associent en hétérodimere et sont impliquées dans la réponse immunitaire. Les
cellules et protéines exogenes digérées en peptides sont transportées dans le réticulum
endoplasmique par ce complexe ABCB2-ABCB3 : les peptides peuvent alors étre présentés a
la surface cellulaire sous forme de complexe avec les protéines de classe I du complexe

d’histocompatibilité.

5.1.3. ABCC

Cette famille contient 12 transporteurs entiers principalement impliqués dans le transport
d’ions, de toxines ou dans la transduction du signal. Les génes codant pour ces transporteurs

sont dispersés dans le génome (chromosome 3, 7, 10, 11, 12, 16 et 17). La famille ABCC
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contient plusieurs protéines responsables de maladies génétiques. On trouve notamment
ABCC7 ou CFTR, dont la délétion de la phénylalanine en position 508 induit la
mucoviscidose (Riordan et al, 1985). ABCC8 (SURI) et ABCC9 (SUR2) codent un
récepteur aux sulfonylurées (SUR) qui constitue une sous-unité d'un canal K'/ATP.

La famille ABCC est également composée de 9 genes codant pour les protéines de la sous
famille des MRP (« Multidrug Resistance proteins »). Ces protéines sont des transporteurs
actifs d’anion organiques ou de drogues hydrophobes qui sont, dans certains cas (ABCCl,
ABCC2 et ABCC3), conjuguées au glutathion, glucuronyle ou sulfate avant d’étre
transportées. Ces protéines sont impliquées dans le phénotype de résistance a de multiples

drogues.

5.1.4. ABCD

Quatre demi-transporteurs forment cette famille. IIs sont actifs sous forme dimérisée. Des
¢tudes de co-immunoprécipitation ont démontré [’homodimérisation de ABCDI,
I’hétérodimérisation des couples ABCD1/ABCD2, ABCD1/ABCD3 et ABCD2/ABCD3 (Liu
et al., 1999). 1ls sont localisés exclusivement dans le peroxysome et interviennent dans le

métabolisme des acides gras a chaine trés longue.

5.1.5. ABCE et ABCF

Malgré leur différence structurale, ces protéines appartiennent a la famille des
transporteurs ABC. Elles ne contiennent pas de domaine transmembranaire mais seulement
les domaines de liaisons des nucléotides. Elles sont appelées « Non membrane ABC
transporters ». La famille ABCE contient une seule protéine qui pourrait étre impliquée dans
la réponse immunitaire innée (Dean et al., 2001b). La famille ABCF contient 3 protéines
ubiquitaires donc ABCF1 qui semble impliquée dans 1’activation de la protéine kinase elF-2

(Tyzack et al., 2000).

5.1.6. ABCG

Cette famille comprend 5 demi-transporteurs. La topologie de ces protéines est inversée :
le domaine de fixation des nucléotides est du co6té N-terminal tandis que le domaine
transmembranaire est du c6té C-terminal. La protéine ABCG2 est la plus étudiée dans cette

classe. Elle est impliquée dans un phénotype de résistance a de multiples drogues.
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La protéine ABCGI et I’hétérodimere ABCGS5/ABCGS transportent du cholestérol ainsi
que d’autres stérols. Quant a la protéine ABCG4, elle est retrouvée principalement dans le

foie ou sa fonction n’est pas connue.

5.2. Régulation transcriptionelle des transporteurs ABC

Du fait de I’implication de ces transporteurs ABC non seulement dans de nombreux réles
physiologiques mais également dans des maladies génétiques ou dans la résistance a de
multiples drogues, il est intéressant de comprendre comment est régulée la transcription de

leurs genes.

Les geénes codant pour les transporteurs ABC possedent une séquence MED-1 et pas de
TATA box. L’altération de 1’expression de facteur de croissance ou de protéines contrélant la
mort cellulaire modifie la transcription et I’expression de génes impliqués dans la résistance
aux drogues et donc affecte les thérapies anticancéreuses (Scotto, 2003). Cette transcription

peut étre influencée par 1’expression d’un ou plusieurs facteurs ou d’oncogenes :

o p53 : I'expression d’ABCBI1 (Chin et al., 1992) ainsi que d’ABCC1 (Bahr et
al., 2001; Sullivan et al., 2000 ; Wang and Beck, 1998 ) est réprimée par p53. De plus, sa
perte d’expression est corrélée dans le cancer colorectal a une augmentation d’expression de

MRP1 (Fukushima ef al., 1999).

. Ap-1 (complexe composé des oncogenes Fos et Jun): les promoteurs
d’ABCBI (Daschner et al., 1999) et ’ABCCI1 (Kurz ef al., 2001) contiennent un site de

fixation pour Ap-1 qui semble activer leur transcription.

. APC (gene répresseur de tumeur muté dans plus de 80% des cancers du colon
héréditaire) : la perte de fonction d’APC active le complexe de transcription TCF/LEF. Or,
une étude montre que ce complexe active la transcription d’ABCB1. Ceci pourrait étre une
possible explication de la surexpression d’ABCB1 dans de nombreux cancers colorectaux

(Yamada et al., 2000).

J Ras/Raf : ce complexe participe également a la régulation de la transcription

d’ABCBI et probablement d’autres transporteurs de drogues (Scotto, 2003).

L’expression des transporteurs ABC est également influencée par des signaux de stress
tel que choc thermique, inflammation, hypoxie, substances cancérigenes, traitements

chimiothérapeutiques, ... comme détaillé dans la revue de (Scotto, 2003).
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5.3. Le role physiologique et la localisation tissulaire des
transporteurs ABC

Les transporteurs ABC humains ont une distribution relativement ubiquitaire dans tout
I’organisme. Un de leurs roles physiologiques est la détoxication. Ils sont donc retrouvés au
niveau des barri¢res physiologiques : hémato-encéphalique, placentaire, ou encore hépatique.
Cette localisation ubiquitaire est résumée dans la Figure 16. La localisation et le role

physiologique d’ABCB1 et ABCG2 seront développés ultérieurement.
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Figure 15 : Localisation tissulaire des transporteurs ABC multidrogues.
(Szakacs et al., 2006).

5.4. Les transporteurs ABC dans les maladies

Les transporteurs ABC sont impliqués dans plusieurs maladies génétiques humaines. Le
Tableau 4 présente les transporteurs et les maladies dans lesquelles ils sont impliqués. Ces
maladies peuvent é&tre séparées en 2 classes: celles causées par I’inactivation d’un

transporteur et celles causées par la surexpression d’un transporteur.
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ClassificationHUGO  Transporteurs ABC Maladie associée au transporteur ABC

Transporteurs dont I’inactivation cause une maladie génétique

ABCC7 CFTR Mucoviscidose
ABCC8 SUR Hyperinsulinisme familial
ABCC2 cMOAT(MRP2) Syndrome de Dubin-Johnson
ABCD1 ALD Adrénoleucodystrophie
ABCB11 PMP70 Syndrome de Zellweger
ABCA4 ABCR Maladie de Stargardt
ABCA1 ABC1 Maladie de Tangier
ABCB3 MDR3 Cholestase familiale de type 3
ABCB2-ABCB3 TAP Immunodéficience
ABCB3 SPGP Cholestase familiale de type 2

Transporteurs dont la surexpression provoque une résistance

ABCC MRP Résistance des cellules cancéreuse aux drogues
cytotoxiques

ABCB1 MDR1(P-gp) Résistance des cellules cancéreuse aux drogues
cytotoxiques

ABCG2 BCRP Résistance des cellules cancéreuse aux drogues

cytotoxiques

Tableau 4 : Transporteurs ABC impliqués dans des maladies génétiques.
(Adapté de (Mourez , 2000).

5.4.1. Les maladies causées par l'inactivation d’un transporteur

e La mucoviscidose : Elle concerne 1 enfant sur 2500 aux Etats-Unis. C’est une
maladie génétique récessive causée par différentes mutations ponctuelles du gene CFTR
(ABCCT7). La mutation la plus fréquente est une délétion de la phénylalanine en position 508
empéchant 1’adressage de la protéine CFTR (un canal chlorure) a la surface des cellules. La
principale conséquence de cette pathologie est une obstruction pulmonaire chronique due a
I’accumulation de mucus dans les bronches ce qui conduit a des infections pulmonaires puis
progressivement a une insuffisance respiratoire. Cette pathologie se caractérise aussi par une

insuffisance pancréatique, intestinale et la stérilité chez les hommes.

e L’hyperinsulinisme familial : provoquée par des mutations du géne SUR, cette
pathologie concerne 1 enfant sur 40000. Elle est due a un défaut de I’activité des canaux a
ions potassique dépendants de I’ATP dans les cellules B du pancréas. Cette inactivation induit

une sécrétion constante d’insuline provoquant des hypoglycémies séveres (Thomas er al.,

1995).

e Le syndrome de Dubin-Johnson : Cette pathologie autosomique récessive touche

1 personne sur 1300. Elle est causée par la mutation du géne MRP2 impliqué dans la
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détoxication des anions toxiques vers la bile tel que la bilirubine a partir des hépatocytes

(Wada et al., 1998). L’absence de détoxication conduit a une hyperbilirubinémie.

e L’adrénoleucodystrophie : c’est une maladie neurodégénérative grave liée au
chromosome X. Elle touche 1 personne sur 20000 (Mosser et al., 1993) et est due a une

mutation du gene ABCDI.

e La maladie de Stargadt: cette pathologie est une des plus communes des
dégénérescences maculaires. Elle concerne 1 personne sur 10000. Cette maladie génétique
récessive est liée a des mutations du gene ABCA4, qui est impliqué dans le transport des

dérivés du rétinol. Ce gene est également responsable de diverses autres maladies oculaires.

e Le syndrome de Tangier : causée par des mutations du géne d’ABCAI1, qui est
impliqué dans le transport du cholestérol, cette pathologie se caractérise par un défaut d’efflux
des lipides des macrophages, et par un taux faible de lipoprotéines de haute densité (« High
density lipoprotein » : HDL). Elle se manifeste par une coloration orange des amygdales et
une atrophie de la rate et du foie. Enfin, elle est surtout caractérisée par une athérosclérose

précoce.

e Les cholestases intra-hépatiques familiales : maladies récessives infantiles causées
par une mutation d’ABCB4 et ABCB11, elles sont généralement fatales dans les 10 premicres

années de la vie (de Vree ef al., 1998; Strautnieks ez al., 1998 ).

e L’immunodéficience : Des mutations dans les génes codant pour TAP1 et TAP2
(ABCB2 et ABCB3) sont associées a des déficits immunitaires séveres (de la Salle et al.,
1994 ; de la Salle et al., 1999). Ces protéines sont impliquées dans la présentation du peptide
endogéne au complexe majeur d’histocompatibilité¢ de classe I. Ce défaut de transport est

généralement fatal pour les enfants.

5.4.2. Les maladies causées par la surexpression d’un transporteur

La surexpression de 12 transporteurs ABC a ét¢ démontrée, in vitro, comme étant
impliquée dans la résistance des cellules aux médicaments (Szakacs et al, 2006).
L’implication de ces transporteurs en clinique est plus difficile a prouver. Cependant, ceci a
été démontré pour 3 transporteurs ABC : ABCBI, ABCCI et ABCG2. En effet, une étude

menée par Benderra et collaborateurs a établi un rapport entre la surexpression d’ABCB1 et
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ABCG?2 et la survie des patients atteints de cancer. Dans une cohorte de 149 individus atteints
de leucémie myéloide aigiie, I’espérance de vie a 4 ans des patients est divisée par 4 en cas

d’expression des 2 transporteurs (Benderra et al., 2004).

Les études cliniques sur ABCBI sont plus avancées que pour ABCG2. Il a ainsi été
établi que I’expression d’ABCBI est corrélée au cancer du sein, aux sarcomes et a certaines
leucémies (Szakacs et al., 2006). La réponse a la chimiothérapie est diminuée de 3 fois chez
des patientes atteintes de cancer du sein et surexprimant ABCBI1 apres traitement (étude
menée sur 3 patientes) (Trock et al., 1997). De plus, ABCBI est exprimé dans pres de 61%
des sarcomes avant traitement ou une plus forte expression est notamment retrouvée apres
traitement a la doxorubicine (Abolhoda ef al., 1999). Enfin, aprés analyse des cellules
leucémiques, ABCBI a été retrouvé dans pres d’un tiers des échantillons. Cette expression est
corrélée a une diminution de I’efficacité de la chimiothérapie et a une espérance de vie plus

faible par rapport aux patients n’exprimant pas ABCBI.

La surexpression des transporteurs peut étre trés rapide au cours d’un traitement. En
1999, Abolhoda et collaborateurs ont montré que des métastases de sarcome isolées de
patients sous traitement chimiothérapeutique (doxorubicine) avaient une induction locale
rapide (10 min) de I’expression d’ABCBI1 (augmentation de 10 fois) et cette induction n’était
pas retrouvée dans les tissus voisins. Cette augmentation rapide suggere une induction de
I’expression d’ABCBI1 par des facteurs tumoraux, plutdt qu’une sélection des cellules

tumorales surexprimant ABCB1 (Abolhoda ef al., 1999).

Il faut également noter que les bactéries et les parasites expriment des transporteurs ABC.
De la méme fagon que les cellules cancéreuses transportent les drogues cytotoxiques, les
transporteurs ABC de ces microorganismes expulsent les médicaments antiparasitaires ou
antibiotiques conduisant a ’échec des traitements. Enfin, certaines bactéries telles que
Bordetella pertusis ou Pasteurella haemolytica expulsent des facteurs de virulence par le biais

de transporteurs ABC.

6. La glycoprotéine P

6.1. Découverte

La capacité de ces transporteurs a expulser des drogues anticancéreuses de la cellule a été

découverte en 1976 par Juliano et Ling en étudiant des cellules cancéreuses d’ovaires de
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hamster chinoix résistantes a certaines drogues (cellules CHO). L’¢étude de la surface de ces
cellules leur a révélé la présence d’une protéine de 170 kDa, absente de la surface des cellules
non résistantes. Apres analyse, cette protéine s’est révélée étre une glycoprotéine modifiant la
perméabilité des cellules et a donc été nommée P-gp, pour glycoprotéine P. Cette protéine
appartient 4 la classe B de la superfamille des transporteurs ABC. C’est la 1°° découverte de
cette classe et elle est donc appelée ABCBI. C’est également le 1° transporteur découvert
impliqué dans le phénotype de multirésistance, elle est donc aussi connue sous le nom de
MDRI1 pour MultiDrugResistance 1 (Juliano and Ling, 1976).

L’identification et le clonage du géne mdri, qui se situe sur le bras court du chromosome
7 (7921), datent de 1985. La séquence de cette protéine est bien conservée entre les
différentes espéces (études chez le hamster, la souris et ’homme) (Riordan ez al., 1985).

ABCBI étant le 1 transporteur ABC découvert pour étre impliqué dans le phénotype de
multirésistance, on pensait que son inhibition permettrait de contrer ce phénotype et de
restaurer la sensibilité des cellules tumorales aux traitements. La découverte d’autres
transporteurs ABC impliqués dans ce phénotype a complétement modifiée cette vision qui

s’avere beaucoup plus complexe qu’il n’y paraissait alors.

6.2. Localisation tissulaire et cellulaire

ABCBI est naturellement exprimée dans de nombreux tissus de l’organisme. On la
retrouve principalement dans les tissus ayant une fonction de sécrétion, au niveau de la
membrane apicale des cellules épithéliales, permettant ainsi 1’excrétion des substrats dans
I’espace luminal adjacent (Thiebaut et al., 1987). Elle est ainsi exprimée dans le canalicule
biliaire des hépatocytes, dans les intestins ou encore dans les cellules épithéliales tubulaires
proximales du rein (Schinkel, 1999). ABCB1 est également trouvée au niveau des barriéres de
protection du cerveau, du placenta et des testicules. Elle y assure une fonction de protection
en expulsant les molécules toxiques qui auraient réussi a passer cette barriere (Schinkel and
Jonker, 2003). Les principales localisations tissulaires physiologiques d’ABCBI1 sont

présentées sur le schéma, non exhaustif de la Figure 16.
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Figure 16 : Localisation tissulaire d’ABCBI1.

Les lignes violettes symbolisent la localisation d’ABCB1. Les fleches noires indiquent la direction du transport
catalysé par ABCBI. La fleche verte indique le flux des substrats. ABCBI est présent principalement dans les
tissus ayant une fonction d’excrétion (reins, foie, intestins) et dans les barrieres protectrices (barriére hémato-

encéphalique (BHE), barriere placentaire et testiculaires).
Adapté de (Vlaming ef al., 2009).

Il semblerait qu’ABCBI1 soit également exprimée dans la membrane interne de la

mitochondrie mais cette observation n’a pas été¢ confirmée (Munteanu et al., 2006; Solazzo et

al., 2009).

6.3. Roles physiologiques

De par sa localisation cellulaire et tissulaire, ABCB1 a principalement un role de
protection. L’étude de souris knock-out (KO) a permis de déterminer la plupart des roles
physiologiques d’ABCBI. Les fonctions physiologiques présentées ci-dessous ne sont pas
exhaustives : elles correspondent aux fonctions exercées dans les tissus les plus enrichis en

cette protéine.

L’invalidation du geéne codant pour ABCB1 n’affecte pas I’espérance de vie des souris.
Les fonctions vitales du foie, des intestins, du rein, du cerveau, des ovaires, ou de 1’utérus
durant une gestation ne sont pas altérées. La méme observation est faite pour les cellules
souches hématopoictiques ou le compartiment hématologique en général. Le principal role
d’ABCB1 a, en fait, été découvert « par hasard ». Les souris mdrl-/- exposées a
I’invermectine, un pesticide neurotoxique utilisé ici en traitement de ’animalerie contre les
mites, décedent tandis que les souris mdril+/+ survivent. Les cellules endothéliales tapissant

les capillaires sanguins de la barriere hémato-encéphalique (BHE) sont organisés en jonctions
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serrées limitant le passage de substances nocives dans le cerveau. Cependant, de petits
composés hydrophobes peuvent diffuser librement a travers la membrane des cellules.
ABCBI va alors les refouler directement dans le sang, protégeant ainsi le cerveau (Leslie et

al., 2005; Schinkel ef al., 1994 ). Cette protection n’est pas possible chez les souris mdrl -/-.

Nous noterons I’importance de la viabilité des souris mdri-/-, laissant penser que le
traitement d’un cancer par bithérapie associant un inhibiteur d’ABCBI et un anticancéreux est

possible, sans effet secondaire critique.

6.3.1. Barriéres Hémato-tissulaire

La présence d’ABCB1 au niveau des différentes barricres témoigne de son rdle de
protection. Ce transporteur limite la pénétration de composés toxiques en favorisant leur

efflux dans la circulation sanguine (Lankas et al., 1998; Schinkel et al., 1994 ).

6.3.2. Transport d’hormones

Hormis ce role de protection, ABCB1 semble également impliquée dans la reproduction
ou dans le transport d’hormones. Elle est trés présente dans de nombreux lieux de production
d’hormones ou d’organes de reproduction notamment dans les cellules non polarisées du
cortex et de la medulla des glandes surrénales (Thiebaut ez al., 1987). Nous savons également
qu’ABCBI transporte des corticostéroides tels que le cortisol, la corticostérone ou encore

I’aldostérone (Ueda et al., 1992 ; Wolf and Horwitz, 1992; Yang et al., 1989 ).

6.3.3. Le transport de lipides

Il a également été démontré qu’ABCBI1 catalyse un efflux de lipide tels que des
analogues de la phosphatidylcholine (PC) (van Helvoort et al., 1996) et le cholestérol
(Liscovitch and Lavie, 2000).

6.3.4. Intestins-foie-reins

Le role de protection d’ABCB1 s’observe également au niveau des tissus excréteurs tels
que le foie ou les reins, ou au niveau des tissus impliqués dans 1’absorption de composés.
ABCBI favorise 1’excrétion de molécules du foie vers la bile ou dans la lumiére intestinale ou
elles seront éliminées. Elle module ainsi la biodisponibilité de nombreux médicaments,

substrats de ce transporteur. Ceci a été démontré in vivo ou la biodisponibilité du paclitaxel
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¢tait augmentée chez les souris KO mdri-/- par rapport aux sauvages (Sparreboom et al.,

1997).

6.4. Polymorphisme

I existe plus de 50 polymorphismes d’ABCBI1 (Sharom, 2008). Les « single-nucleotide
polymorphism (SNPs) » sont des variations d’une seule paire de base du géne pouvant
conduire a des SNPs synonymes ou non synonymes. Trois principales sont retrouvées chez
ABCBI1 :

- la modification de la cytosine 1236 en thymidine (1236C>T). C’est un SNP
silencieuse puisque la glycine 411 reste une glycine (Gly411Gly) ;

- le SNP non synonyme 2677G>T/A. 1l conduit au changement de 1’alanine 893 en
sérine ou en thréonine (Ala893Ser/Thr) ;

- le SNP synonyme 3435C>T correspondant au changement Ile1145Ile.

Parmi ces 3 SNPs, un seul est non synonyme et est donc suppos¢ avoir des effets sur
I’expression, I’adressage ou la fonctionnalité de la protéine (Ho and Kim, 2005 ; Kurata et al.,
2002 ; Meisser, 2002 ; Sun et al., 2004; Tanabe et al., 2001 ; Yi et al., 2004 ). Cependant, en
2007, Kimchi-Sarfaty et collaborateurs ont démontré que méme les mutations silencieuses
d’ABCBI1 peuvent avoir un impact sur la conformation de la protéine (Kimchi-Sarfaty et al.,
2007). Une hypothese possible est que la mutation d’une base conduit a un codon faiblement
utilisé dans le code génétique provoquant une pause dans la transcription ribosomale. Durant
ce court laps de temps, la protéine adopte une conformation secondaire différente provoquant

des changements dans sa fonctionnalité (Tsai et al., 2008).

En plus de chaque modification fonctionnelle produite par un SNP, il faut imaginer qu’ils
peuvent se combiner, augmentant ainsi les différences possibles de fonctionnalité de la méme
protéine (Kimchi-Sarfaty et al., 2007). Les conséquences de ces SNPs peuvent étre de 2
types : des changements dans le transport (vitesse, modification du spectre des substrats,...)

ou la variation du taux d’expression de la protéine (Sissung et al., 2010).

Les études sur le polymorphisme n’en sont qu’a leur début et il n’est pas toujours évident
de les relier a des variations de réponses aux traitements, mais ils pourraient s’avérer
importants en clinique. Par exemple, il a été démontré que la mutation 3435C>T entraine une

diminution de I’expression d’ABCBI1 conduisant & une augmentation du taux plasmatique de
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digoxine chez les patients atteints de cette mutation (Hoffmeyer et al., 2000). Le taux
plasmatique de médicaments n’est pas le seul affecté par ces polymorphismes ; la pénétration
et I’accumulation des médicaments dans certains tissus (tumeurs, cerveau,...) est également
concernée (Lin and Yamazaki, 2003 ; Sissung ef al., 2010). Ainsi, on peut imaginer que, dans

I’avenir, les traitements soient adaptés en fonction du polymorphisme de ces transporteurs.

6.5. Topologie et structure d’ABCB1

6.5.1. Topologie d’ABCB1

ABCBI est une glycoprotéine de 1280 acides aminés lui conférant une masse moléculaire
de 170 kDa. Elle possede trois sites de N-glycosylation qui varient en nature et en taille
suivant le type cellulaire ou le tissu concerné. Ces glycosylations sont situées sur la 17 boucle
extracellulaire. Elles sont nécessaires pour 1’adressage de la protéine a la surface cellulaire,
mais pas pour sa fonction de transport (Schinkel ez al., 1993). Sa topologie est celle décrite
dans le §11.2.topologie générale des transporteurs ABC. Elle est formée de 2 TMD et de 2

NBD et elle est produite sous forme d’une seule chaine polypeptidique.

6.5.2. Structure chez I'"homme ou chez la souris

La structure d’ABCBI1 de mus musculus a été résolue par cristallisation et diffraction aux
rayons X par Chang et collaborateurs en 2009 (décrit dans le §/1.3.Structure des
exportateurs). La forme cristallisée d’ABCB1 a été obtenue seule (code pdb 3G5U) ou avec 2
inhibiteurs hexapeptidiques stéréoisomeres : cyclic-tris-(R)-valineselenazole (QZ59-(RRR))
(code pdb 3G60) et cyclic-tris-(S)-valineselenazole (QZ59-(SSS)) (code pdb 3G61) (Aller et
al., 2009).
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Figure 17 : Structure d’ABCBI cristallisée avec les inhibiteurs QZ59.
A : ABCBI co-cristallisée avec QZ59-(RRR) représenté en sphéres vertes.
B : ABCBI co-cristallisée avec 2 QZ59-(SSS), la résolution permet de voir un QZ59-(SSS) entier (représenté en
sphéres cyans) et la moitié du 2°™ (représenté en sphéres bleues).
(Aller et al., 2009).

La co-cristallisation nous permet de préciser un site de fixation des inhibiteurs sur
ABCBI. La Figure 17A présente ABCB1 co-cristallisé¢ avec QZ59-(RRR). Il existe un site de
fixation pour cette molécule, au centre d’ABCBI1, qui interagit avec les TM 1, 5, 6, 7, 11 et
12. L’inhibiteur QZ59-(SSS) possede, quant a lui, 2 sites de fixation: un site central
interagissant avec les TM 1, 5-12 et ’autre, plus en profondeur que le 1%, interagissant avec
les TM 1, 2, 6, 7, 11 et 12. La co-cristallisation de 2 molécules de QZ59-(SSS) est
particuli¢rement intéressante : c¢’est la 1°° fois que I’on visualise la fixation de 2 molécules

d’inhibiteurs sur un transporteur ABC.

Les résidus interagissant avec ces 2 inhibiteurs et avec le vérapamil sont présentés en
Figure 18. Comme on peut le voir, les sites se recouvrent partiellement mais sont distincts les
uns des autres. D’une maniere générale, la moitié¢ supérieure de la poche est constituée
d’acides aminés hydrophobes et aromatiques alors que la moitié inférieure comporte des
acides aminés polaires (Figure 18A). Plus de 60% des interactions entre ABCBI1 et les
cyclopeptides se fait grace aux chaines latérales des résidus phénylalanine et thréonine. Ainsi,
la polyspécificit¢ de ces poches de fixation des inhibiteurs pourrait s’expliquer par
I’implication de différents groupes de thréonine et phénylalanine et par la flexibilité¢ des
chaines latérales de ces acides aminés. Cette polyspécificité est également renforcée par les
liaisons hydrogeénes et hydrophobes ainsi que par les interactions © des cycles aromatiques

(Gutmann et al., 2009).
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Figure 18 : Acides aminés d’ABCBI1 de souris interagissant avec les inhibiteurs QZ59 et le vérapamil.
A : Acides aminés impliqués dans la poche de fixation d’ABCB1, QZ59-(SSS) dans les sites bas (cyan) et haut
(bleu) et QZ59-(RRR) dans le site moyen (vert). Les résidus localisés 2 moins de 5 A sont représentés par des
sphéres : résidus en contact seulement avec QZ59-(SSS) (orange pour le site bas et rouge pour le site haut). Les
résidus en commun pour les sites des deux QZ59 sont en jaune. Les résidus proches seulement de QZ59-(RRR)
sont en gris.

B : Diagramme de Venn représentant les acides aminés interagissant avec les QZ59 et le vérapamil.
(Aller et al., 2009).

ABCBI1 de souris et ABCB1 humaine ayant 87% d’identit¢ de séquence, Pajeva et
collaborateurs ont établi un modéle d’ABCB1 humain par homologie de séquence (Pajeva et
al., 2009). En utilisant les résultats de plusieurs études menées précédemment (Loo et al.,
2003; Loo and Clarke, 1997 ; 2000 ; 2001 ; 2002 ), ils présentent un tableau des acides aminés
interagissant avec des substrats d’ABCBI1 (dibromobiname, vérapamil et rhodamine) et avec
2 inhibiteurs (QZ59-(RRR) et QZ59-(SSS)). Ainsi, les TM6, TM9, TM12 semblent former le
site R, tandis que le site H est formé par les TM4, TM6, TMS, TM10 et TM12 (Gutmann et
al., 2009). Un modele d’ABCBI1 dans sa forme fermée («outward facing») avait
précédemment été établi par homologie de séquence avec Sav1866 par la méme équipe
(Globisch et al., 2008). Ceci permet de repérer les acides aminés potentiellement impliqués

dans la fixation des substrats de ces 2 formes d’ABCBI1 (Figure 19).
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Figure 19 : Acides aminés impliqués dans la poche de fixation des drogues de la forme ouverte ou fermée
d’ABCBI1 humaine.
Les résidus avec un q sont impliqués dans la fixation des QZ59-(RRR) et QZ59-(SSS), d : dibromobiname, r :
rhodamine 123, v : vérapamil, X : résidus identifiés par docking impliqués dans la fixation des QZ59.
(Pajeva et al., 2009).

La Figure 20 illustre la cavité et les poches de fixation dans le modele d’ABCBI1 établi
par Pajeva (Pajeva et al., 2009). On note ainsi I’'importance du réle fonctionnel des TM4,

TM6, TM10 et TM12 dans I’entrée des substrats jusqu’a leur site de fixation.

Figure 20 : Cavité de fixation des substrats d’un modéle d’ABCB1 humain établi par homologie de
séquence avec ABCB1 murin.
On note I’importance des TM4 (vert clair), TM6 (magenta), TM10 (vert foncé) et TM12 (violet).
(Pajeva et al., 2009).

La cavité de fixation des substrats se trouve donc dans la partie haute d’ABCBI.

Cependant, la possibilité que ces sites soient reliés a d’autres plus proches du feuillet interne
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de la membrane plasmique ou soient situés dans les domaines intracellulaires et/ou les NBD
n’est pas exclue (Smriti e al., 2009). Ceci pourrait permettre I’accessibilité a des ligands plus

hydrophiles, ou encore d’établir un lien entre la liaison des substrats et I’hydrolyse de I’ATP.

Une des questions essentielles concernant le mécanisme d’efflux d’ABCBI1 est de savoir
si le passage d’une conformation a 1’autre (ouverte/inward versus fermée/outward) module
I’affinité d’ABCB1 pour le substrat. En comparant les résultats obtenus pour les modéeles de la
forme ouverte et de la forme fermée établis par Globisch et collaborateurs en 2008, on note
des différences entre les acides aminés impliqués dans la fixation des substrats. Ainsi, les
TM4 et TM10 ne seraient plus accessibles dans la conformation fermée de la protéine. Les
auteurs suggerent que ces 2 domaines transmembranaires seraient impliqués dans les
interactions faibles lors de I’entrée du ligand dans la cavité, ’empéchant ensuite de ressortir
du coté intracellulaire. Ces interactions seraient alors perdues au cours du cycle de transport.

Les TM6 et TM12 seraient, quant a eux, impliqués dans les liaisons fortes avec les substrats.

Pajeva et collaborateurs suggerent cependant que les substrats restent liés aux mémes

résidus de la forme ouverte ou fermée (Pajeva et al., 2009).

Une étude menée par Gutmann et collaborateurs en 2009 suggere un résultat différent :
lorsque la protéine change de conformation, les TMs subissent une rotation d’environ 90°
(Figure 21) et les chaines latérales de certains résidus TM 1, 6, 7 et 12 appartenant aux sites
de fixation des QZ59 sont alors orientées de maniere défavorable pour I’interaction avec le
ligand ce qui entraine une modification d’affinité (Gutmann ez al., 2009). L’affinité diminue

et les substrats peuvent alors étre expulsés hors de la cellule.
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Conformation ouverte Conformation fermée

Figure 21 : Rotation des TMs lors du passage de la conformation ouverte a la conformation fermée
d’ABCBI.
Lors de ce passage, les acides aminés (représentés en rouge et vert) subissent des changements d’orientation
défavorables pour I’interaction avec les substrats.
(Gutmann et al., 2009).

6.6. Substrats/allocrites

Les molécules transportées par les transporteurs ABC ne constituent pas, stricto sensu,
des substrats puisqu’ils ne subissent pas de transformation moléculaire du type de celle
réalisée par une enzyme. Les transporteurs assurent uniquement le changement de
compartiment des molécules, et de ce fait, le terme allocrite a été proposé par Barry Holland
(Université d’Orsay) pour définir ces molécules. On conservera tout de méme ici le terme de

« substrat » ou de « substrat de transport » qui est retrouvé dans la plupart des articles.

6.6.1. Le spectre des substrats transportés

ABCBI, comme beaucoup de transporteurs ABC, transporte une grande quantité¢ de
molécules, de structures divergentes. Le 1 substrat d’ABCB1 mis en évidence, la colchicine,
a permis la découverte de cette protéine (Juliano and Ling, 1976). Depuis, de nombreux
substrats ont ét¢ identifié. Ils sont variés tant par leur structure (Figure 22), leur origine

(naturelle ou synthétique) que par leur fonction.
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Figure 22 : Exemples de substrats d’ABCBI.
Les structures du Hoechst 33342, de I’actinomycine D et de la colchicine sont trés différentes, de part leur taille
et leurs substituants.

Parmi les substrats d’ABCBI1, se trouvent de nombreuses molécules thérapeutiques,

expliquant ainsi I’importance de ce transporteur dans les pathologies humaines. Le Tableau 5

présente les principaux substrats pharmacologiques d’ABCBI.

R Drogues . . . .
Antibiotiques . g, Antifongiques Cardiovasculaire  Immunosuppresseur
anticancéreuses

ActinomycineD Bisantréne Itraconazole Digoxine Cyclosporine A
Erythromycine Daunorubicine Ketoconazole Diltiazem Dexamethasone
Gramicidine D Diflomotecan Antihistaminiques Ouabain FK506
Rifampicine Docetaxel Certizidine Quinidine Hydrocortisone
Salinomycine Doxorubicine Fexofenadine Verapamil Prednisolone
Sparfloxacine Epirubicine Loratadine Divers Rapamycine
Valinomycine Etoposide Terfenadine Asimadoline Tacrolimus
Gefitinib Antihypertenseurs Cimetidine Triamconolone
protéases du VIH
Abacavir Imatinib Losartine Colchicine
Amprenavir Irinotecan Talinolol Domperidine Atorvastatine
Aquinavir Mitoxantrone Chlorpromazine Eletriptan Cerivastatine
Darunavir Paclitaxel Clozapine Flesinoxan Lovastatine
Indinavir Romidepsine Fluphenazine Glabridine
Lopinavir Teniposide Olanzapine Ivermectine
Nelfinavir Tipifarnide Quetiapine Loperamide
Ritonavir Vinblastine Risperidone Ondansetron
Saquinavir Vincristin Quinacrine
Ranitidine
Topiramate

Tableau S : Principaux substrats médicamenteux d’ABCB1.
Liste non exhaustive adaptée de (Sissung ef al., 2010).

6.6.2. Les caractéristiques des substrats

Ce sont généralement des molécules organiques, ayant un poids moléculaire compris
entre 250 (cimétidine) et 1900 Da (Gramicidine D). ABCBI transporte essentiellement des
substrats hydrophobes mais lorsque 1I’hydrophobicité est trés importante, les substrats peuvent
se lier trop fortement a ABCB1 pour pouvoir étre expulsés. Ils sont amphiphiles et possedent

fréquemment des cycles aromatiques. On peut également noter que la plupart des substrats
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sont cationiques ou non chargés, bien que certains composés acides sembleraient éEtre
transportés (comme le méthotrexate) (Ueda ef al., 1997). 1l est cependant impossible de
généraliser ces caractéristiques puisque des molécules identifiées comme substrats d’ABCBI

ne les partagent pas.

Seelig et collaborateurs, en 1998, suggerent que la distance entre les groupes donneurs
d’électrons est une caractéristique importante des substrats. Cette conclusion est basée sur
I’analyse d’une centaine de composés connus pour interagir avec ABCB1. Elle a permis de
mettre en évidence que les substrats possedent tous 2 ou 3 groupements donneurs d’électrons
distants de 2,5 a 4,6 A (Seelig, 1998). Une étude tridimensionnelle, plus récente suggére que
les molécules possédant 2 groupements accepteurs de liaisons hydrogénes séparés de 11,5 A
ainsi que 2 groupements donneurs de liaisons hydrogénes distantes de 16,5 A seront des
substrats d’ABCB1 (Cianchetta et al., 2005).

Ces 2 études montrent I’importance des liaisons hydrogénes dans la reconnaissance et la

fixation des substrats sur ABCBI.

En 2002, Garrigues et collaborateurs ont défini 2 pharmacophores d’ABCB1 basés sur
I’analyse d’une série de peptides cycliques contraints ou de molécules proches de ces peptides
(Figure 23). La principale information ressortant de cette étude est que la reconnaissance des
substrats ne dépend pas des substituants chimiques, contrairement a ce qui est classiquement
observé pour une interaction ligand-récepteur. A la place, ABCBI1 lie des molécules variées a
différents sites en fonction de leur taille, de leur forme et de la distribution de leurs zones
hydrophobes et polaires, rendant ainsi possible la reconnaissance de molécules avec des

structures tres variées (Garrigues et al., 2002).
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Figure 23 : Mode¢le des 2 sites de reconnaissance des substrats d’ABCBI1 représenté par 2
pharmacophores.
La cyclosporine A, ’actinomycine D et le vérapamil sont en vert, le tentoxine en blanc ; la vinblastine en rose, la
bromocriptine en bleu et la pristinamycine en rouge.
(Garrigues et al., 2002).
La 2™ information importante de cette étude est que les 2 pharmacophores sont trés
proches et se recouvrent partiellement. Les grosses molécules entrent en compétition avec les
plus petites. De plus, 2 molécules peuvent se lier simultanément sur ABCB1 si ’'une des 2 a

une taille inférieure a 750 Da.

6.6.3. « MultiDrug Binding Pockets »

Deux hypothéses sont possibles pour les sites de fixation des substrats : la présence de
plusieurs sites distincts spécifiques pour une ou plusieurs drogues, ou la présence d’une

grande poche de fixation commune.

En 1997, I'utilisation de ['*’I]iodoarylazidoprazosine met en évidence I’existence de 2
sites distincts de fixation allostérique pour la prazosine, un sur la partie N-terminale et un du
coté C-terminal d’ABCBI1. Ces 2 sites semblent intervenir a des phases différentes de
transport (Dey ef al., 1997). La méme année, Martin et collaborateurs proposent qu’ABCB1
posseéde plusieurs sites de fixation des drogues, interagissant allostériquement. En effet, ils
démontrent que le SR33557 module, de maniére non compétitive, 1’activité ATPasique

stimulée par le vérapamil (Martin ef al., 1997).
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En se basant sur I’impact des substrats sur 1’activité¢ ATPasique d’ABCBI1, Orlowski et
ses collaborateurs ont également montré 1’existence de sites de fixation distincts des substrats
sur cette protéine (Orlowski et al, 1996 ; Garrigos et al, 1997 ; Pascaud et al, 1998).

Ensuite, Shapiro et collaborateurs démontrent qu’il existe au moins 3 sites de fixation
distincts reconnaissant et fixant préférentiellement certains substrats. Ainsi, comme le
présente la Figure 24, le site P reconnait préférentiellement la prazosine et la progestérone
tandis que le site H lie le Hoechst 33342, la quercétine et la colchicine, alors que le site R fixe
préférentiellement la rhodamine 123 et les anthracyclines (daunorubicine et doxorubicine)
(Shapiro et al., 1999; Shapiro and Ling, 1997 ). Cette fixation sur un site plutot que I’autre est
réversée a haute concentration : a plus de 2 uM, le Hoechst 33342 se fixe également sur le site

R, de méme que la rhodamine 123 se lie au site H a cette méme concentration.

P Prazosine H

Progestérone

Hoechst 33342
Quercetine
colchicine

Vérapamil

R

Rhodamine 123
daunorubicine
doxorubicine

Figure 24 : ABCBI1 posséde 3 sites de fixation pour les substrats (P, R et H).
Certains substrats se fixent préférentiellement sur le site H (tel que le Hoechst 333432) ou sur le site R (la
rhodamine123 ou les anthracyclines).

Les 3 sites de fixation fonctionnent selon une coopérativité positive, c’est-a-dire que la
fixation d’une drogue sur son site favorise le transport d’une autre drogue apres fixation sur le
2°™ site. Plusieurs études avaient déja fait référence 4 une coopérativité positive ou négative
entre différentes drogues (Sharom et al., 1996; Spoelstra et al., 1994 ) corroborant la théorie
de Shapiro et collaborateurs (Shapiro et al., 1999; Shapiro and Ling, 1997 ). Le fait que les

drogues se fixant sur le site P sont peu ou pas transportées, suggere que ce site serait un site

régulateur plus qu’un site de transport (Shapiro et al., 1999).

Cependant, en 1994, Pajeva et collaborateurs suggeérent que cette capacité d’adaptation est
due a la présence d’une seule large poche de fixation des substrats (Pajeva et al., 1994). Cette

poche contiendrait des « sous-chambres ». Les substrats se fixent avec une meilleure affinité
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selon les résidus présents dans celles-ci. Cette hypothése semble se confirmer par la résolution
de la structure 3D cristallographique d’ABCBI1 (Aller et al., 2009), mais ne remet nullement
en cause les découvertes précédentes, notamment celle de Shapiro et collaborateurs. Cette
large poche contient en effet des groupements hydrophiles donneurs ou accepteurs
d’électrons, des acides aminés aromatiques et chargés qui créent des sous-sites ou se fixent
spécifiquement certains substrats (Eckford and Sharom, 2009). La reconnaissance des
substrats se fait grace a des interactions hydrophobes, des liaisons hydrogenes et des
interactions électrostatiques.

La taille de cette large poche a été¢ déterminée par modification chimiques de cystéines.
Ainsi, selon Loo et Clark, elle aurait une largeur de 9 a 25 A en son milieu et pourrait
atteindre 50 A a la sortie du site (Loo and Clarke, 2001).

La position exacte des sites de fixation des drogues est difficile a définir. Loo et Clarke
ont, par mutagenese dirigé, ¢tudiés de nombreux acides aminés qu’ils supposaient interagir
avec la rhodamine ou encore le vérapamil (Figure 19). Différentes études semblent indiquer
que le site R est formé par les TM 6, 9 et 12 tandis que le site H est créé par les résidus des
™ 4, 6, 10, 11 et 12 (Gutmann et al., 2009). Il est cependant difficile de déterminer
précisément le contour de ces sites. Méme lorsque la mutation de certains résidus diminue la
fixation des substrats, ceci peut étre dii a un changement de conformation d’ABCB1 qui réduit

I’accessibilité aux sites de fixation et non pas a une altération directe du site de fixation.

7. La Breast Cancer Resistance Protein

7.1. Découverte

Malgré la découverte d’ABCB1 en 1976 (Juliano and Ling, 1976) puis de ABCC1 en
1992 (Cole et al., 1992), la résistance aux chimiothérapies dans les cancers du sein n’était pas
clairement expliquée. En 1998, trois équipes découvrent a quelques mois d’intervalle, un
nouveau transporteur ABC impliqué dans la chimiorésistance. Doyle et collaborateurs ont, les
premiers, cloné et ainsi montré ’existence d’une protéine de 795 résidus, dans les cellules
MCF7/adrVP de cancer de sein résistantes a certains médicaments anticancéreux. Ils la
nomment BCRP pour « Breast Cancer Resistance Protein » (Doyle ef al., 1998). Quelques
mois plus tard, Allikmets et collaborateurs clonent le géne d’un nouveau transporteur ABC
tres fortement exprimé dans le placenta (100 fois plus que dans d’autres tissus) et la nomment
donc ABCP pour ABC-Placenta (Allikmets et al., 1998). Début 1999, I’équipe de Bates clone

un nouveau gene dans des cellules de carcinomes de colon humain S1-M1-80 résistantes a la

80



Rappels bibliographiques

mitoxantrone. Ce geéne est appelé MXR pour « mitoxantrone-resistance associated gene »
(Miyake et al., 1999).

Ces 3 protéines découvertes quasiment simultanément correspondent au méme
transporteur ABC, le second membre de la sous famille G, ABCG2.

En 2000, Knutsen et collaborateurs déterminent par analyse cytogénétique la localisation
du géne d’ABCG2 sur le bras court du chromosome 4 (4q21-4q22) (Knutsen et al., 2000).

C’est le seul transporteur ABC localisé sur ce chromosome.

7.2. Localisation tissulaire et cellulaire

Contrairement a la plupart des demi-transporteurs, ABCG2 est principalement localis¢ a
la membrane plasmique des cellules, en accord avec sa fonction de pompe d’efflux (Rocchi et
al., 2000). Cette localisation a été confirmée par I’utilisation d’un anticorps monoclonal,
BXP34 (Scheffer et al., 2000). ABCG2 est également retrouvée, bien que dans une proportion
moindre, dans les lysosomes (Rajagopal and Simon, 2003) et dans la membrane interne de la

mitochondrie (Solazzo ef al., 2009).

ABCG2, comme beaucoup de transporteur ABC est naturellement exprimée dans de
nombreux tissus. Les principaux sont présentés en Figure 25. Le placenta est le tissu le plus
enrichi en cette protéine (Doyle et al., 1998). Hormis les tissus excréteurs, comme foie, reins
et intestins, ABCG2 est exprimée dans les cellules souches et les cellules hématopoiétiques
(Zhou et al., 2002). On retrouve également ABCG2 au niveau des barrieres du cerveau, du

placenta et des testicules.
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Figure 25 : Localisation tissulaire schématique d’ABCG2.
Les lignes violettes symbolisent la localisation d’ABCG2. Les fléches noires indiquent la direction du transport
réalisé par ABCG2. La fleche verte indique le flux des substrats d’ABCG2. ABCG?2 est localisé principalement
au niveau des tissus excréteur (intestin, reins, foie) ou au niveau des barricres de protection (cerveau, placenta,
testicules,...).
Adapté de (Vlaming ef al., 2009).

7.3. Roles physiologiques
Outre son implication dans la résistance a de multiples médicaments, ABCG2 possede

des roles physiologiques essentiels. De méme qu’ABCBI1, ABCG2 a principalement une

fonction de protection des organes.

7.3.1. Barrieres hémato-tissulaire

- Barriére hémato-encéphalique (BHE) : les études sur le role d’ABCG2 dans la

BHE sont contradictoires. Certaines, comme celle de Cisternino et collaborateurs s’accordent
sur un réle protecteur d’ABCG2 (Cisternino et al., 2004) tandis que 1’étude de Lee et
collaborateurs proposent un role limité pour cette protéine (Lee ef al., 2005). Ces différences
peuvent s’expliquer par le fait qu’ABCBI1 est prédominant dans la BHE. Ainsi, les composés
qui sont des substrats des 2 transporteurs seront d’abord transportés par celui-ci. ABCG2
intervient, quant a lui pour exporter des composés non pris en charge par ABCB1 ou lors

d’une saturation de ce transporteur (Vlaming et al., 2009).
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- Barriére hémato-placentaire : ABCG2 est exprimé dans les syncitiotrophoblastes

du placenta. Il transporte les composés du feetus au placenta, protégeant ainsi le feetus de

composés toxiques (Cygalova et al., 2008; Jonker et al., 2000 ; Zhang et al., 2007 ).

- Barriére hémato-testiculaire : ABCG2 a également une fonction de protection a

ce niveau en limitant la pénétration de composés exogenes dans les testicules (Enokizono et

al., 2008 ; Enokizono et al., 2007).

7.3.2. Intestins-colon-foie-reins

ABCG2 possede ici, un role dans D’excrétion des composés toxiques endogenes ou
exogenes (Maliepaard et al., 2001). Jonker et collaborateurs avaient déja montré, en 2000,
qu’ABCG2 module la biodisponibilité du topotécan, administré oralement, par un transport
actif de cette molécule vers la lumicre intestinale et dans la bile (Jonker et al., 2000). Ce role
dans I’élimination de certains médicaments a depuis été démontré en clinique (Kruijtzer et al.,

2002).

7.3.3. Glandes mammaires

L’expression d’ABCG2 dans les glandes mammaires augmente fortement au cours de la
lactation (Jonker et al., 2005). Nous savons qu’il participe a 1’excrétion dans le lait de
certaines vitamines, telle que la vitamine B2 ou riboflavine (van Herwaarden et al., 2007).
Cependant, il permet également le passage de molécules toxiques dans le lait, exposant ainsi
I’enfant a celles-ci ; le role d’ABCG2 dans les glandes mammaires doit donc étre éclairci par

de nouvelles études.

7.3.4. Cellules souches

ABCG2 est un marqueur d’une population particulicre de cellules souches
hématopoiétiques, la « side-population (SP)» (Zhou et al., 2001). ABCG2 pourrait, ici,

prévenir I’accumulation de molécules nécessaires a la différenciation des cellules souches.

Enfin, en 2008, un rdle protecteur d’ABCG2 dans les cellules souches a été suggéré. En
effet, sa capacité a expulser la protoporphyrine IX dans les cellules souches ES protege ces
dernieres de I’accumulation de ce composé toxique (Susanto ef al., 2008). La méme année, il

a ¢té¢ montré qu’ABCG2 protege les cellules SP en cas de stress oxydatif (Martin ef al., 2008).
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7.4. Polymorphisme
Il existe plus de 80 « single-nucleotide polymorphism (SNPs) » d’ABCG2. A ce jour, 5

SNPs synonymes ainsi que 8 SNPs non synonymes sont connues chez des patients sains :
V12M, Q141K, I206L, F431L, S441N, F489L, N590Y et D620N (Cervenak et al., 2006). On

trouve également 2 délétions dues a un mauvais épissage : A315 et T316 (Imai et al., 2002a).

La fréquence de ces mutations varie selon la race des patients étudiés. Par exemple, la
mutation de 1’acide nucléique 421C en A (421C>A), conduisant a la mutation de 1’acide
aminé V12M, est retrouvée chez 35% des chinois tandis qu’elle n’est présente que chez 1%

des Afro-américains (de Jong et al., 2004).

Les conséquences des SNPs sont difficiles a établir mais leurs études cliniques
commencent a porter des fruits. Ainsi, nous savons maintenant que la mutation 421C>A
modifie le taux plasmatique de plusieurs médicaments. Elle augmente par exemple la
biodisponibilité du topotécan (Saito et al., 2001) et I’exposition a la rosuvastatine est plus que
doublée (Keskitalo ef al., 2009). Comme on peut donc le voir, la caractérisation de ces
polymorphismes est importante puisqu’ils peuvent modifier la réponse du patient au
traitement. De la méme fagcon que décrit précédemment pour ABCBI1, une mutation de la
séquence d’ABCQG2 peut entrainer soit une modification de 1’expression de la protéine, soit
une modification de son activité de transport. Dans les 2 cas, la biodisponibilité¢ des

médicaments administrés sera modifiée.

7.5. La mutation R482T/G

Une mutation particuliére a été observée en position 482 ou I’arginine est mutée en
thréonine ou glycine. Cette mutation est acquise par forte pression de sélection exercée in
vitro (Honjo et al., 2001) et n’a, a ce jour, jamais été retrouvée chez I’homme (Cervenak et
al., 2006). La mutation de R482 augmente la capacité¢ d’efflux d’ABCG2. En effet, a la
différence de la protéine naturelle, les mutants R482T et R482G transportent les
anthracyclines et la rhodamine 123 (Allen et al., 2002a ; Honjo et al., 2001 ; Ozvegy et al.,
2002; Robey et al., 2003 ) ; ils transportent également plus efficacement la mitoxantrone
(Ozvegy et al., 2002 ; Robey et al., 2003). Cependant, contrairement a la protéine sauvage,
ces mutants ne transportent pas le méthotrexate (Chen et al., 2003b; Volk et al., 2002 ). Enfin,
I’activité ATPasique mesurée sur des membranes de cellules d’insectes est plus élevée en cas
de mutation en position 482 (Ahmed-Belkacem et al., 2005; Ozvegy et al., 2001 ; Ozvegy et
al.,2002).
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L’arginine 482 peut étre impliquée dans la fixation et la reconnaissance des substrats ou
dans le site de transport des substrats. En 2006, Pozza et collaborateurs, au laboratoire,
démontrent que la fixation des anthracyclines et de la rhodamine 123 n’est pas altérée chez les
mutants de cette arginine (Pozza et al., 2006). Ces résultats excluent donc I’implication de
I’arginine 482 dans la reconnaissance et la fixation des substrats d’ABCG2. Ainsi, la position

R482 serait impliquée directement dans le transport des substrats.

7.6. Mécanisme- topologie

7.6.1. Topologie

ABCG2 est une glycoprotéine de 655 acides aminés conférant une masse molaire de
72 kDa. C’est un demi-transporteur dont la topologie est inversée par rapport a celle
d’ABCBI1 : le domaine nucléotidique est situ¢ du coté N-terminal tandis que le domaine

transmembranaire est du coté C-terminal.

Milieu
extracellulaire

Milieu
intracellulaire

Figure 26 : Topologie d’ABCG2.

ABCG?2 est un homodimeére dont chaque monomeére est formé d’un domaine de liaison nucléotidique (NBD),
d’un domaine transmembranaire comprenant 6 hélices transmembranaires (TM1 a 6), et d’un site extracellulaire
de glycosylation.

(P. Falson, non publi¢).

La structuration et la fonction des boucles d’ABCG2 sont largement méconnues. Le
modele topologique de la Figure 26 propose qu’lCLO relie le NBD au domaine
transmembranaire. Du fait de sa taille (une centaine de résidus) il est vraisemblable que cette
boucle intégre au moins un domaine, bien que cela reste hypothétique.

Les boucles ICL1 et ICL2, qui connectent les respectivement TM2-3 et TM4-5, sont de

tailles réduites et semblent intervenir dans la jonction des TM avec les NBD.
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Au niveau extracellulaire, ABCG2 possede également 3 boucles. Les 2 premieres, ECL1
et ECL2, de tailles réduites, relient respectivement TM1-2 et TM3-4. La boucle ECL3 est,

quant a elle, suffisamment grande pour constituer un domaine a part enticre.

Enfin, ABCG2 possede 1 site de N glycosylation au niveau de 1’asparagine 596. De la
méme fagon que pour ABCBI, cette glycosylation n’est nécessaire ni au repliement de la

protéine, ni a sa fonction de transport (Diop and Hrycyna, 2005).

7.6.2. Dimérisation

La présence de 2 NDB étant indispensable a I’hydrolyse de ’ATP (Smith ez al., 2002),
nous pouvons supposer que la forme minimale fonctionnelle d’ABCG2 est un dimere, ce qui a
effectivement été¢ montré en 2001 en cellules d’insectes Sf9 (Ozvegy et al., 2001). La
dimérisation d’ABCG2 s’effectue au cours d’une étape précoce de la biosyntheése dans le

réticulum endoplasmique (Polgar et al., 2010).

Qutside

membrane

HzN NHz

Figure 27 : Résidus de cystéines impliqués dans la dimérisation d’ABCG2.

Les cystéines 603 de chaque monomere interviennent dans la dimérisation du transporteur en formant un pont
disulfure intermoléculaire. Les cystéines 592 et 608 forment quant a elles, un pont disulfure intramoléculaire
nécessaire a la stabilisation de la protéine.

(Wakabayashi ef al., 2006).

Trois cystéines localisées au niveau extracellulaire sont impliquées dans la formation de
ponts disulfures. Seule la cystéine 603 est impliquée dans la dimérisation par formation d’un
pont disulfure intermoléculaire, les 2 autres formant un pont disulfure intramoléculaire
(Figure 27) (Henriksen et al., 2005). Cependant, ce pont intermoléculaire n’est indispensable
ni a I’expression ni a la fonction de la protéine (Henriksen et al., 2005 ; Mitomo et al., 2003 ;

Wakabayashi et al., 2006).
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Cette cystéine 603 n’est pas la seule responsable de la dimérisation du transporteur dans
des cellules intactes (Ni ef al, 2010). ABCG2 contient dans son TM1 un motif de
dimérisation GXXXG, connu pour étre impliqué dans la dimérisation des protéines
membranaires telle que la glycophorine A (Brosig and Langosch, 1998). Des études menées
par Polgar et collaborateurs ne permettent pas d’affirmer avec certitude que ce motif soit
impliqué dans la dimérisation d’ABCG2 mais leurs résultats le suggerent fortement (Polgar et
al., 2010; Polgar et al., 2004 ).

Enfin, il a été rapporté que le résidu G553 situé sur le TMS serait effectivement impliqué

dans la dimérisation d’ABCG2 (Polgar et al., 2006).

7.6.3. Données structurales

Contrairement & ABCBI, la structure 3D d’ABCG2 n’a pas encore été résolue. Une
structure par microscopie électronique a été résolue a une résolution de 18 A rapportant
qu’ABCG2 adopte une conformation octamérique (4 homodimeres d’ABCG2) dans les
cellules d’insectes high-five (avec la fos-choline 16 comme détergent) (McDevitt et al.,
2006). Des études menées sur cellules humaines et sans purification en détergent avaient,
quant a elles, rapporté qu”’ABCG2 est exprimée sous forme de tétramere et/ou de dodécamere

Xuetal., 2004 ; Xuetal., 2007).

Une étude récente menée parallelement sur cellules d’insecte Sf9 et sur cellules humaines
Flp-In"™-293 a montré qu’ABCG2 était exprimé sous forme de tétramére dans ces 2 systémes

(Dezi et al., 2010). La structure obtenue par microscopie électronique est présentée en Figure

28.

Figure 28 : Image de microscopie électronique
de la face intracellulaire de Hiss-ABCG2.
His6-ABCG?2 a ici été purifié a partir de membrane
de cellules humaines Flp-In"™-293 aprés passage
sur une couche de lipides fonctionnels. Cette image
permet de visualiser 4 NBD et donc 1’organisation
tétramérique d’ABCG2.

(Dezi et al., 2010).

Enfin, plusieurs modeles d’ABCG2, qui ne seront pas détaillés ici, ont été établis par

homologie de séquence avec d’autres transporteurs ABC.
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7.7. Substrats transportés

7.7.1. Le spectre des substrats

Les 3 transporteurs ABC impliqués dans le phénotype MDR (ABCB1, ABCCI et
ABCG?2) interagissent avec des centaines de substrats. Ces substrats peuvent étre soit

spécifiques d’un transporteur soit communs a 2 ou 3 (Figure 29) (Litman et al., 2000).

ABCC1

ABC62R482T/G

Figure 29 : Spectre des substrats des 3 transporteurs ABC principalement impliqués dans le phénotype
MDR.

Avec : ACT-D : actinomycine D; BIS, bisantrene; CA, calcein; CA-AM, calcein-AM ester; CHLB :
chlorambucol ; CISPL : cisplatine ; COL, colchicine; DNR, Daunorubicin; DOX, doxorubicin; EPI, epirubicin;
GSH : glutathion ; LYS, LysoTracker; MCB, monochlorobiname; MX, mitoxantrone; MYTOM : mytomycine ;

PRA, prazosine; RHO, rhodamine 123; STER : stéroides ; TKI-INH : inhibiteurs des tyrosine kinases ; TXL,
paclitaxel; TOP, topotécan; VBL, vinblastine; VCR : vincristine ; VER, verapamil.
11 faut noter qu’ABCQG2 naturelle, a la différence du mutant R482T/G, transporte également le méthotrexate.
Adapté de (Litman ef al., 2000).

ABCG?2 transporte des composés qui peuvent &étre neutre ou chargés négativement
incluant des conjugués sulfates (Imai et al., 2003 ; Suzuki et al., 2003) et glucuronides (Chen
et al., 2003b). Comme nous I’avons vu précédemment, selon 1’acide aminé présent en position
482, le spectre des substrats change.

ABCQG?2 transporte donc une grande quantité de substrats variant tant par leur origine, que

par leur fonction ou leur structure.

7.7.1.1. Les dérivés porphyriques

L’accumulation d’héme (Figure 30) entraine une l’accumulation de fer et donc des

dommages a I’ADN par les espeéces réactives a I’oxygeéne (ROS) (Blokhina et al., 2003 ;
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Bohm et al., 2001 ; Lin et al., 1997). De plus, ’accumulation d’héme ou de porphyrines
conduit a un arrét des fonctions mitochondriales (Antolin ef al., 1994 ; Sandberg and Romslo,
1980). L’homéostasie des porphyrines est donc essentielle a la survie des cellules et doit étre

finement régulée.

H,CHC HyC H,CHC HaC

H,C CH,CH, H;C CHCHy

Q
COOH COOH COOkheo COQH COOH

Heme Phéophorbide A Protoporphyrine IX

Figure 30 : Structure de 3 dérivés porphyriques transportés par ABCG2, ’héme, le phéophorbide a et la
protoporphyrine IX.

La 1°* démonstration de la capacité d’ABCG?2 a transporter les porphyrines a été réalisée
par Jonker et collaborateurs en 2001. Les souris KO abcg2-/- recevant une nourriture riche en
alfalfa (Medicago sativa) développent une nécrose au niveau des oreilles lorsque les animaux
sont exposés a la lumiere (Figure 31). Le métabolisme de 1’alfafa génere en effet un produit
de dégradation phototoxique, le phéophorbide a (Figure 30), produit qui résulte également de
la chlorophylle a. Le phéophorbide a s’accumule dans les souris invalidées pour le géne
abcg?, ce qui provoque une nécrose des zones les plus exposées a la lumicre (Jonker et al.,
2002). Ce role d’ABCG2 dans le transport du phéophorbide a a par la suite été confirmé in
vitro sur des cellules humaines (Robey et al., 2004).

Les souris abcg? -/- ont un taux dans les érythrocytes de protoporphyrine IX (PPIX), le
précurseur direct de I’héme (Figure 30), 10 fois supérieur aux souris sauvages et ceci sans
relation avec leur régime alimentaire (Jonker ef al., 2002), suggerant qu’ABCG2 serait
impliqué dans le transport de PPIX afin de protéger ces cellules contre une accumulation

excessives de PPIX.
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Figure 31 : Phototoxicité induite par ’accumulation de phéophorbide a chez les souris abcg2 -/-.
a : oreille saine ; de b a e : progression de la nécrose sur une période de 3 a 5 jours chez les souris abcg?2 -/-.
(Jonker et al., 2002).

De fait, plusieurs études montrent le role d’ABCG2 dans [’homéostasie des porphyrines.
Ainsi, en 2005, une diminution significative du PPIX dans les cellules surexprimant ABCG2 a

été observée (Zhou et al., 2005).

En 2007, Jonker et son équipe montrent I’'importance du transporteur ABCG2 dans
I’homéostasie des porphyrines grace a leur étude menée sur la glande de Harder. Cette glande
exocrine dont la fonction est mal cernée est située a I’arriere de I’ceil et contient une grande
quantité de porphyrines. Cette glande exprimant ABCG2 constitue un bon modele pour
I’étude du transport des porphyrines. Ils ont ainsi mis en évidence d’une part le transport des
dérivés de PPIX par ABCG2 et d’autre part la capacité du transporteur a les éliminer par voie

hépatique (Jonker et al., 2007).

Récemment, une étude sur les cellules souches ES a confirmé la capacité d’ABCG2 a

transporter le PPIX dans ces cellules (Susanto ez al., 2008).

ABCG?2 participe également a la protection des cellules neuronales contre le stress
oxydatif en régulant le taux d’héme et en inhibant la réponse inflammatoire, via la voie du

NF«k-B. Ceci pourrait avoir un réle dans la maladie d’ Alzheimer (Shen et al., 2010).

La concentration d’héme étant augmenté dans des conditions d’hypoxie, la régulation des
porphyrines est encore plus critique. Ainsi, en 2004, Krishnamurthy et collaborateurs ont
caractérisé¢ le role d’ABCG2 dans le maintien de cette homéostasie sous conditions
hypoxiques dans des cellules souches. Ainsi, les cellules abcg? -/~ sont plus sensibles a
I’hypoxie que les cellules normales et cette sensibilité est réversée par inhibition de la
synthese d’héme. Le role d’ABCG2 dans le maintien de cette homéostasie a alors été suggéré
(Krishnamurthy ez al., 2004). Cependant, il faut noter que ces auteurs n’ont pas directement

montré le transport d’héme par ABCG2 mais son interaction avec la protéine.
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En 2009, Solazzo et collaborateurs ont rapporté qu’ABCG2 est aussi exprimée dans la
membrane interne de la mitochondrie. Ils émettent I’hypothése que le transporteur permettrait
la protection de I’ADN mitochondrial lors d’un traitement chimiothérapeutique (Solazzo et
al., 2009). Cependant, sachant que la mitochondrie est le si¢ge de la synthése de 1’héme, ces

résultats posent la question d’un role éventuel d’ABCG2 dans I’efflux d’héme néosynthétisé.

Enfin, il ne faut pas oublier que, méme si le réle d’ABCG2 dans 1I’homéostasie des
porphyrines est important, les souris abcg? -/- sont parfaitement viables. Ceci indique que

d’autres systémes sont impliqués dans le maintien de cette homéostasie.

7.7.1.2. Les molécules thérapeutiques

Etant impliqué dans un phénotype de multirésistance, ABCG2 transporte un grand

nombre de molécules actives. Une liste, non exhaustive, est présentée en Tableau 6.

Antibiotiques

Drogues

Antifongiques

Divers

Ciprofloxacine
Erythromycine
Nitrofurantoine
Norfloxacine
Ofloxacine
Inhibiteurs des
Abacavir
Lamivudine

Nelfinavir

Zidovudine
Seravastatine
Pitavastatine
Posuvastatine

anticancéreuses
9-aminocamptothecine
Bisantrene
Cladribine
Daunorubicine
Diflomotecan

Doxorubicine

Epirubicine
Erlotinib

Etoposide

Flavopiridol
Gefitinib
Gimatecan
Homocamptothecine
Imatinib
Methotrexate
Mitoxantrone
SN-38
Teniposide
Topotecan

Itraconazole
Ketoconazole

Certizidine
Fexofenadine

Loratadine

Terfenadine

Antihypertenseurs

Olmesartan

Anticoagulants
Dipyridamole

Antihistaminiques Immunosuppresseur

Glyburide
Protoporphyrine

Cyclosporine A
Lefunomide

Sirolimus

Sulfasalazine
Tacrolimus

Blogueurs des canaux
2+

Ca

Azidopine

Dypiridamole
Nitrendipine

Tableau 6: Principaux substrats médicamenteux d’ABCG2.
Liste non exhaustive adapté de (Sissung et al., 2010).

Outre les substrats cités précédemment, ABCG2 transporte beaucoup d’autres molécules.

Ces dernieres peuvent également étre des inhibiteurs qui agissent de mani¢re compétitive avec
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certains autres substrats, empéchant ainsi leur efflux. C’est par exemple le cas des flavonoides
et notamment du flavopiridol (Robey ef al., 2001). Ce dérivé des flavones est également un

anticancéreux puisqu’il induit un arrét du cycle cellulaire.

7.7.2. Les différents sites de fixations

En 2006, Clark et collaborateurs ont montrés qu’ABCG2, comme ABCBI1 (Shapiro and
Ling, 1997), possede plusieurs sites de fixation des drogues (Clark et al., 2006). IIs ont utilisé
la forme R482G du transporteur afin d’élargir le spectre des substrats transportés. Leur étude
a permis d’établir I’existence de 3 sites distincts sur chaque monomeére d’ABCG2***?“. Deux

3 éme

de ces sites sont allostériquement liés tandis que le ne semble pas interagir avec les 2

autres (Clark et al., 2006). Nous trouvons en effet, une coopérativité négative (la fixation d’un
substrat dans son site diminue I’affinité d’un autre substrat pour son site) ou positive (la
Zéme

fixation d’un substrat sur son site augmente 1’affinité du substrat) entre les différents

sites, schématisés sur la Figure 32.

DNM
DOX

PRAZ

Mitox
H33342

Figure 32 : ABCG2"*¥¢ posséderait 3 sites de fixation des drogues distincts.

Sur ce schéma est représenté un dimére d’ABCG2 (le 1°" en fond noir, le 2°™ en fond gris). Il y a donc 2x3 sites
de représentés ici. R123 : thodamine 123 ; DNM : daunomycine ; DOX : doxorubicine ; PRAZ : prazosine ;
Mitox : mitoxantrone ; H33342 : bisbenzinide Hoechst 33343 ; - : coopérativité négative ; + : coopérativité

positive.
(Clark et al., 2006).

Dans cette étude, les auteurs n’ont pas pu identifier le site de fixation du méthotrexate. Ce
compos¢ n’étant pas transporté par le mutant R482G, ils ont proposé que cette arginine
interviendrait dans D’interaction des ligands avec le transporteur (Clark et al, 2006).
Cependant cette hypothése est en désaccord avec les résultats publiés par Pozza et
collaborateurs qui ont montré que malgré le fait qu’ils ne soient pas transportés, les
anthracyclines et la rhodamine 123 se fixent avec la méme affinité sur ABCG2 naturelle et

que le méthotrexate se fixe de la méme fagon sur la protéine mutée (Pozza et al., 2006).
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ITI. Les inhibiteurs des transporteurs ABC

Nous avons vu que dans certains cas, la chimiothérapie échoue du fait de la résistance
développée par les cellules cancéreuses. Cette résistance est fréquemment associée au
phénotype de multirésistance aux drogues induit par la surexpression des transporteurs ABC
dans ces cellules. Il est donc indispensable de développer une stratégie bloquant ces
transporteurs ou de trouver de nouvelle voie de thérapie n’impliquant pas les transporteurs
ABC. Différentes approches, présentées en Figure 33 et ci-dessous, ont été développées pour
contrer ce phénotype et ainsi restaurer la sensibilité¢ des cellules cancéreuses aux traitements

chimiothérapeutiques.

Al Encapsulationdes

4 Anticorps monoclonaux
drogues n ¥ p

1 ;
o . Drogue non transportés

el (nhibiteurs
specifiques

Mort sélective
parinduction
d' apoptose

shRNA

Medulation de la

transcription des ABC |
%ISC Hammerheao
n ribozyme
+ ¢
SIRNA + -
synthétigue Transcription ;
WVAAAS . -

Clivage de I'ARNm

Figure 33 : Stratégies envisagées pour contrer le phénotype MDR.

1 : drogues non transportées ; 2 : développement d’inhibiteurs spécifiques ; 3 : combinaisons d’inhibiteurs ; 4 :
encapsulation des drogues ; 5 : développement d’anticorps monoclonaux ; 6 : modulation de la transcription ou
de la traduction ; 7 : induction d’apoptose.

Adapté de (Wu et al., 2008).
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1. Anticancéreux non transportés

La 1 stratégie pour lutter contre le phénotype MDR est de développer de nouveaux
anticancéreux qui ne soient pas expulsés par un transporteur ABC. La capacité d’efflux par
ABCB1 d’un candidat médicament est maintenant fréquemment testée avant son

développement et en fait un avantage considérable pour son développement futur.

Ainsi, les épothilones sont de nouveaux agents ciblant les microtubules, avec un
mécanisme d’action identique au paclitaxel mais qui ne sont pas reconnus par ABCB1. Ceci
apporte bien la preuve que le développement de nouveaux anticancéreux non transportés est
possible (Szakacs et al., 2006). Cependant certaines drogues ne peuvent pas étre remplacées
dans un traitement. Ainsi, certaines équipes synthétisent des analogues d’anticancéreux dans
le but qu’ils ne soient pas transportés par les transporteurs ABC. Il est apparu que les drogues
ayant une faible polarité sont rarement des substrats des transporteurs ABC (Wu et al., 2008).
En 2001, Perego et collaborateurs ont synthétisé un analogue de la camptothécine, le ST481,
et ’ont testé sur une lignée cellulaire de carcinome du colon, HT29. Ces cellules, résistantes
au topotécan et au SN-38 du fait de I’expression d’ABCG2, sont sensibles au ST481,
suggérant que ce composé n’est pas un substrat d’ABCG2. L’activité antitumorale du ST481
sur les cellules cancéreuses surexprimant ABCG2 fait donc de ce composé un bon candidat

pour les essais cliniques (Perego et al., 2001).

Actuellement, différentes industries pharmaceutiques testent la capacité d’efflux par
ABCBI de leur candidat médicament avant son développement. Cependant, ceci ne garantit
pas que la drogue ne soit pas transportée. Ce test ne se fait que sur ABCB1 alors que plusieurs
transporteurs ABC sont impliqués dans cette résistance et que tous n’ont pas le méme spectre
de substrats. De plus, il est maintenant connu que les transporteurs ABC sont capables de
s’adapter a une drogue. Il y a donc une probabilité que méme si le candidat médicament n’est
pas exporté lors de ce test, il le soit en clinique grace a une adaptation de ces pompes (Szakacs

et al., 2008).

2. Inhibiteurs

Idéalement, la voie la plus simple et la plus directe pour contrer le phénotype MDR est de
bloquer les transporteurs ABC par des inhibiteurs, aussi appelés modulateurs ou
chimiosensibilisants. Depuis 1980, de nombreuses équipes ont donc travaillé dans cette

optique. Un inhibiteur idéal serait un inhibiteur possédant les caractéristiques suivantes :
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- Efficace a faible concentration

- Spécifique du transporteur surexprimé

- Pas d’interaction pharmacocinétique avec 1’agent anticancéreux
- Haute affinité pour le transporteur ABC

- Non toxique

Plusieurs points important ressortent de cette liste. Il apparait tout d’abord que les
traitements doivent étre adaptés a chaque patient afin d’administrer un inhibiteur spécifique
du transporteur exprim¢ dans le cancer traité, et qui, de plus, ne modifie pas la
pharmacocinétique de 1’agent anticancéreux. Ensuite, un inhibiteur est potentiellement
toxique. En effet, comme décrit précédemment, les transporteurs ABC ont des rdles
physiologiques essentiels, et leur inhibition dans les tissus sains peut avoir des conséquences
néfastes. Il faut donc prendre en compte la balance bénéfice/risque lorsqu’on développe un
inhibiteur de la méme facon que lors du développement de tout médicament (Robert and
Jarry, 2003). 1l faut cependant noter que les roles physiologiques des transporteurs ABC sont
fréquemment redondants d’un transporteur a un autre. Ainsi, en développant des inhibiteurs
spécifiques pour un seul transporteur, on peut espérer maintenir ces roles physiologiques par

le biais d’autres transporteurs ABC.

Les inhibiteurs développés depuis 1980 peuvent étre classés en 3 groupes de 1%, 2°™ et

3 eéme

générations. Seuls les inhibiteurs d’ABCB1 et ABCG2 sont détaillés par la suite.

2.1. Les inhibiteurs d’ABCB1

2.1.1. Premiére génération d’inhibiteurs

Elle correspond essentiellement a des agents pharmacologiques utilisés dans d’autres
pathologies et donc déja disponibles sur le marché. Le 1 inhibiteur découvert fut le
vérapamil (Tsuruo e al., 1981) pour sa capacité a contrer la résistance a la vincristine et a la
vinblastine induite par ABCBI. C’est un médicament connu comme inhibiteur des canaux
calciques, principalement utilis€ comme vasodilatateur coronarien. La cyclosporine A (Figure
34), un immunosuppresseur, inhibe également I’efflux de la vincristine et de la daunorubicine
par ABCBI1 dans la leucémie lymphoide aigue (Slater et al., 1995) et l'efflux de la

doxorubicine dans les tumeurs solides (Twentyman and Bleehen, 1991).
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Le principal obstacle au développement clinique de ces inhibiteurs est leur toxicité. Par
exemple, le vérapamil est cardiotoxique a dose thérapeutique. Une étude clinique menée en
1985 a ainsi été stoppée en phase I car la concentration inhibant ABCBI1 s’est révélée
supérieure a la dose maximale tolérée. Il n’a donc pas été possible de 1’utiliser en adjuvant a

une chimiothérapie (Benson ef al., 1985).

Certains composés tels que la cyclosporine ont été testés en clinique. La phase III a permis
d’établir un effet bénéfique pour les patients traités avec la cytarabine et la daunorubicine
(List et al., 1993). Une autre étude clinique a ét¢ mende avec la quinine pour traiter le
syndrome my¢lodysplasique (Wattel er al., 1999). Ces exemples positifs témoignent de
Iefficacité de cette stratégie, qui a conduit les équipes de recherche a développer une 2°™

génération d’inhibiteurs, moins toxiques.

cyclosporine A

Figure 34 : Structure de la cyclosporine A, inhibiteur de 1 génération d’ABCBI.
2.1.2. Seconde génération d’inhibiteurs

La synthése de composés de 2°™ génération a utilisé une approche de bio-informatique :
le 3D-QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship) permettant de définir les
groupements essentiels a ’activit¢ de I’inhibiteur, afin de synthétiser des composés par
modification structurale de la 1°° génération. L’objectif est d’obtenir des inhibiteurs plus
efficaces et moins toxiques. Ainsi ont ét¢ obtenus le R-vérapamil qui n’a plus Deffet
cardiotoxique du vérapamil racémique ou encore le PSC-833 (Valspodar), analogue de la
cyclosporine D, qui n’est pas immunosuppresseur. En plus de la diminution des effets
toxiques, ces composés sont plus efficaces que leurs prédécesseurs : ainsi le PSC-833 est par
exemple 10 a 20 fois plus efficace que la cyclosporine A (te Boekhorst et al., 1992;
Twentyman and Bleehen, 1991 ).
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pnde génération en clinique est restée limitée du fait de ’interaction

L’utilisation de cette
des inhibiteurs avec les agents anticancéreux, modifiant leur pharmacocinétique. Ces
inhibiteurs modifient la clairance ou la métabolisation des anticancéreux, augmentant leur
concentration plasmatique et donc leur toxicité. Une solution a consisté a modifier la dose
d’anticancéreux. Cependant certains patients n’ont alors plus €té sensibles aux drogues ou aux
inhibiteurs tandis que d’autres se sont retrouvés sur-dosés. Ainsi, des essais cliniques du PSC-
833 dans la leucémie myéloide aigiie ont été arrétés du fait d’un taux de mortalité trop élevé
(Baer et al., 2002). Une autre étude avait pourtant montré 1’avantage de ce composé dans le
traitement de la leucémie myéloide aigiie pour des patients de moins de 45 ans mais cet effet
n’a pas ¢té reproduit et les essais ont également été arrétés (Kolitz et al., 2004). Plusieurs

autres composés de pnde génération ont été testés en clinique mais aucun n’a été retenu comme

inhibiteur a la fois efficace et sans danger.

CH;0 ,
: R-verapamil

o,  PSC-833

Figure 35 : Structure de 2 inhibiteurs d’ABCB1 de 2°™ génération, le R-vérapamil et le PSC-833.
Le PSC-833 est aussi connu sous le nom de Valspodar.

2.1.3. Troisiéme génération d’inhibiteurs

La plupart des inhibiteurs de 3°™ génération ont 3 caractéristiques majeures :

- Ils sont efficaces a faible concentration grace a une forte affinité pour le transporteur
visé.

- Ils n’inhibent pas le cytochrome P450 3A, ce qui conduit a une faible interaction
pharmacocinétique avec I’agent anticancéreux. Ceci s’avere important puisque ces enzymes
métabolisent une grande variété de xénobiotiques et notamment des drogues. Le cytochrome
P450 3A est localisé dans le foie et les intestins ce qui explique son role majeur dans la
métabolisation et I’élimination des xénobiotiques. Les inhibiteurs de 17 ou 2™ génération,
tels que la cyclosporine A ou le PSC-833, sont des substrats du cytochrome P450 3A de
méme que de nombreux agents anticancéreux. De ce fait, lors d’une co-administration, il y a

compétition et le résultat est imprévisible. Cela peut conduire a une augmentation de la
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concentration plasmatique d’agents anticancéreux, provoquant de dangereux surdosages

(Relling, 1996).

- Ils sont a priori spécifiques du transporteur ciblé, ce qui présente 2 avantages.
Premiérement, il y a moins de risque de bloquer des transporteurs impliqués dans
I’élimination de la drogue anticancéreuse et donc de moduler la pharmacocinétique de cette
drogue. Deuxiémement, comme nous l’avons vu précédemment, en n’inhibant qu’un seul
transporteur ABC, on peut espérer que les fonctions physiologiques du transporteur inhibé

soient assurées par d’autres transporteurs ABC.

La plupart des inhibiteurs de 3™ génération sont dérivés du pharmacophore établi avec
les composés de pnde génération. Plusieurs composés ont été testés in vivo ou sont en cours

d’essais cliniques. Le Tableau 7 résume les différents essais cliniques effectués avec les

composés de 3°™ génération.

Inhibiteur testé Transporteurs ABC Phase de ’EC Référence
CBT-1 ABCBI 111 (Oldham, 2007)
Tesmiliféne ABCBI1 111 (Reyno et al., 2004)
Dofequidar (MS209) ABCBI, ABCCI 11 (Saeki et al., 2007)
Valspodar (PSC-833) ABCBI1 Uil (Friedenberg ef al., 2006)
ONT-093 ABCBI 11 (Mistry and Folkes, 2002)
Mitotane ABCBI1 II (Berruti et al., 2005)
Laniquidar (R101933) ABCBI1 II (van Zuylen et al., 2000)

(Fox and Bates, 2007) ;

Biricodar ABCBI, ABCC1 11 (Rowinsky et al., 1998)
Zosuquidar (LY335979) ABCBI LI (Morschhauser et al., 2007)
Tariquidar (XR9576)  ABCBI, ABCC] LI (Fox and B:?Z? 22%0073)); (Agrawal
Elacridar (GF120918) ABCBI1, ABCCl1 I (Kuppens et al., 2007)
Sulindac ABCC1 I (O'Connor et al., 2007)
S9788 ABCBI I (Tranchand et al., 1998)

Tableau 7 : Essai clinique des inhibiteurs de 2°™ et 3*™ génération.
Adapté de (Lee, 2004).

Les études menées sur 4 composés sont développées ci-dessous.

Le Zosuquidar (Figure 36) est un inhibiteur spécifique d’ABCBI1 (Lee et al., 2004),
parmi les plus efficaces avec un ICsy de 59 nM et n’interagissant pas avec le cytochrome P450
3A (Dantzig et al., 2001). Ce composé réduit la taille d’une tumeur chez des souris et

augmentent leur taux de survie. Il a donc été testé en clinique, chez des patients atteints de
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leucémie myéloide aigiie, en combinaison avec de la daunorubicine et de la cytarabine. Cette
étude est trés prometteuse puisque 75% des patients ont réagi favorablement au traitement
(Gerrard et al., 2004). Il a également ét¢ démontré que ce composé ne modifie pas la
pharmacocinétique de I’anticancéreux utilis¢é dans le traitement des lymphomes non-
Hodgkinien (Morschhauser et al., 2007). La phase III de cet essai clinique se poursuit

actuellement.

Le CBT-1, un dérivé quinoléine de plante, n’a pas montré d’interaction
pharmacocinétique avec la doxorubicine ou le paclitaxel lors de la phase I d’un essai clinique
(Oldham et al., 2000; Oldham et al., 1998 ). Les essais cliniques se poursuivent donc en phase
II.

Le tariquidar (Figure 37) est un dérivé anthranilamide dont les 1 études effectuées in
vivo étaient trés encourageantes. Il restaure la sensibilité aux agents anticancéreux chez des
souris portant des xénogreffes de cellules humaines MDR résistantes (Mistry et al., 2001). La
phase I de I’essai clinique a été tout aussi prometteuse puisqu’elle a montré que le tariquidar
ne modifie pas la pharmacocinétique du paclitaxel, de la doxorubicine ou de la vinorelbine
quand ils sont administrés a des patients ayant une tumeur solide (Abraham J, 2001); (Ferry
D, 2001). La phase I a également montré que ce composé ne présente pas d’effet indésirable
aux doses utilisées (Stewart et al., 2000). Malheureusement, les phases II et III ont montré la
toxicité de l’anticancéreux chez un patient atteint du cancer du poumon « non a petites

cellules » dans le groupe traité avec le tariquidar (Nobili ez al., 2006).

Contrairement & beaucoup d’inhibiteurs de 3°™ génération, le GF120918 (Figure 36)
n’est pas spécifique a ABCBI et inhibe aussi ABCG2 (Allen et al., 1999). 11 est cependant un
¢lément prometteur de cette génération puisqu’il a été montré en phase I d’essai clinique, qu’il
restaure la biodisponibilité orale du topotécan (Kuppens er al, 2007). Il a cependant 2
inconvénients qui 1’empéchent d’étre utilisé en clinique : sa non-spécificité vis-a-vis

d’ABCBI et les conséquences inconnues de son utilisation in vivo.
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Figure 36 : Structure de 2 inhibiteurs de 3°™ génération : I’élacridar et le zosuquidar.
L’élacridar est aussi connu sous le nom de GF120918 et le zosuquidar sous le nom de LY335979.
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2.1.4. Inhibiteurs compétitifs ou non compétitifs

Le type d’inhibition de I’inhibiteur est un parametre important a prendre en compte.
L’inhibiteur peut étre non compétitif ou compétitif vis-a-vis des substrats. Lorsqu’il est non
compétitif, il se fixe sur un site différent du site de transport. En revanche, s’il est compétitif,
il se fixe dans le site de transport de la protéine et, a terme, risque d’étre transporté. En effet,
comme nous [’avons vu précédemment, les transporteurs ABC sont des protéines
polyspécifiques qui s’adaptent a un trés grand nombre de molécules. Le risque associé¢ au
développement d’un inhibiteur compétitif est donc une perte potentielle d’efficacité de ce
dernier a long terme. De plus, comme nous I’avons développé précédemment, un inhibiteur
doit étre spécifique du transporteur ciblé, dans le but de diminuer les effets indésirables du
traitement. Etant donné que les transporteurs ABC ont des spectres de substrats qui se
recouvrent partiellement, la probabilité qu'un inhibiteur compétitif pour un transporteur soit
un substrat pour un autre est élevée. Ainsi, le développement d’inhibiteur non compétitif est

plus approprié pour contrer le phénotype MDR.

L’étude du mécanisme d’inhibition des transporteurs n’est pas aisée et peu de données
sont disponibles. La 1°° caractérisation a eu lieu en 2000 par le groupe de Callaghan. Il
montra que le tariquidar/XR9576 (Figure 37) se lie au méme site de fixation que le Hoechst
33342 (Martin et al., 2000b). Une étude plus poussée a été menée en 2008 par Miiller et
collaborateurs ou ils ont étudié 28 composés dérivant du tariquidar. Tous les composés se
révelent alors non compétitifs avec la calcéine AM et compétitifs avec le Hoechst 33342. Ceci
signifie donc que ces composés se fixent sur le site H et non pas sur le site R d’ABCBI
(Muller et al., 2008). Ainsi des études commencent a déterminer le mécanisme d’inhibition et

ceci devrait se poursuivre par la suite.

OCHs
(L
H3CO N
H

H3CO NH L
A, Tariquidar

Figure 37 : Structure du tariquidar (XR9576).
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2.2. Les inhibiteurs d’ABCG2

Un certain nombre d’inhibiteurs d’ABCG2, énumérés dans le Tableau 8 ci-apres, sont
connus mais pour différentes raisons de concentration efficace trop élevée ou d’effets
indésirables trop importants, peu sont en cours d’essais cliniques. Selon Ahmed-Belkacem et
collaborateurs, au laboratoire, les inhibiteurs d’ABCG2 peuvent étre classés en 4 catégories :

inhibiteurs spécifiques, modulateurs inhibant également ABCB1 et ABCC1, flavonoides et

dérivés, et divers autres inhibiteurs (Ahmed-Belkacem et al., 20006).

Flavonoides Inhibiteurs des Hormones Inhibiteurs des  Autres

tyrosines kinase stéroides protéases du

VIH

eGenistein o(Cl|-1033 eBeclomethasone eRitonavir eResveratrol
eNaringenin oEKI-785 °6-a- eSaquinavir oVX-710 (biricodar)
eApigenin oGefitinib methylprednisolo eNelfinavir eNovobiocine
eBiochanine A e|matinib ne eTryprostatine A
oChrysine eNilotinib eDexamethasone eFumitrmorgine C
eKaempferol oErlotinib eTriamcinolone eK0143
eHesperetin e17-B-estradiol oCyclosporine A
oSilymarin eVanadate
eQuercetin eAnticorps anti-
eDaidzein BCRP humain

Tableau 8 : Principaux inhibiteurs connus d’ABCG2.
(Adapté de (Abbott, 2006)).

2.2.1. Les inhibiteurs spécifiques

La fumitrémorgine C (FTC) (Figure 38), une mycotoxine isolée du champignon
Aspergillus fumigatus Fresenius, a tout d’abord été identifi¢e comme inhibant le transport de
la mitoxantrone, la doxorubicine et du topotécan dans les cellules S1-M1-3.2 et
MCF7/ABCG2 (Rabindran et al., 1998). Cette équipe a par la suite montré que cet inhibiteur
bloque directement ABCG2 (Rabindran ez al., 2000). Cependant, la FTC est neurotoxique
provoquant des tremblements et des convulsions chez la souris ; elle n’a donc pas été testée en

clinique.

Partant de ce constat, Allen et collaborateurs ont développé des analogues tétracycliques
de la FTC, dont le Ko143 (Figure 38), non toxique. Cette molécule inhibe non seulement le
transport des substrats mais également 1’activité ATPasique de la protéine (Allen et al.,
2002b) et s’avere au moins aussi puissante que le GF120918. Les premiers tests in vivo sont

prometteurs puisque ce composé n’est pas toxique aux doses inhibant ABCG2 soit 10-
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50 mg/kg. De plus, le Kol43 a la capacité d’inhiber ABCG2 au niveau du tractus gastro-
intestinal, ce qui contribue a augmenter la biodisponibilité du topotécan administré par voie

orale. Ce composé¢ devrait étre prochainement soumis a des essais cliniques.
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Figure 38 : Structure de 2 inhibiteurs spécifique d’ABCG2 : la fumitrémorgine C et le Ko143.
2.2.2. Les inhibiteurs non spécifiques

On retrouve dans cette catégorie des inhibiteurs initialement développés pour ABCBI, ou
éventuellement ABCCI1, qui montrent également une capacité a inhiber ABCG2. C’est par
exemple le cas du GF120918 (de Bruin et al., 1999) ou de la cyclosporine A (Qadir et al.,
2005).

Les agonistes ou antagonistes des cestrogénes sont également des inhibiteurs non
spécifiques des transporteurs ABC. Dans cette classe de molécules, I’cestrone et le 17-B-
cestradiol ont été les premiers a démontrer un effet chimiosensibilisant des cellules
K562/BCRP au SN-38 et au topotécan (Imai er al., 2002b). Certains sont actifs a faible
concentration (comme les dérivés chimiques du tamoxiféne), alors que d’autres ne sont actifs
qu’a haute concentration (comme [’cestrone ou le 17-B—cestradiol). Par ailleurs, le
diéthylstilbestrol se révele étre un inhibiteur plus efficace pour bloquer 1’efflux de topotécan
que le tamoxiféne ou le tomériféne. Cependant, en 2003, Sugimoto et collaborateurs ont
synthétisé du TAG-139, un dérivé du tamoxiféne qui s’est révélé étre 5 fois plus efficace que
I’cestrone avec une ICsy de 2 uM (Sugimoto et al., 2003).

Enfin, il est intéressant de noter que certains inhibiteurs, tels que les dérivés du taxane, ne

R482
2

sont actifs que sur la forme naturelle d’ABCG tandis que d’autres comme la cyclosporine

A ne le sont que sur le mutant R482T (Ozvegy et al., 2001).
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Figure 39 : Structure de 2 inhibiteurs non spécifiques d’ABCG2 : le diéthylstilbestrol et le TAG-139.
2.2.3. Les flavonoides et leurs dérivés

Ces composés sont aussi connus pour inhiber ABCBI1 et ABCCl1, avec cependant des
relations structure-activité distinctes en fonction des transporteurs. La premiere interaction
d’ABCQG2 avec des classes variées de polyphénols de plantes a été rapportée en 2004, a des
concentrations tres élevées, de I"ordre de 30 uM (Cooray et al., 2004). Par la suite, Zhang et
collaborateurs ont découvert la chrysine et la biochanine A, inhibiteurs efficaces d’ABCG2
qui réversent la résistance a la mitoxantrone des cellules MCF7/MX100 humaines (Zhang et

al., 2004).

Les flavones sont connues depuis 2004 pour leur capacité a inhiber I’efflux de
mitoxantrone dans les cellules surexprimant ABCG2. En 2005, Ahmed-Belkacem et
collaborateurs ont classé ces flavones et leurs dérivés par rapport a leur efficacité comme
suit : flavones (apigénine) > flavonols (galangine) > isoflavones (génistéine) > flavonones
(naringénine) (Ahmed-Belkacem ef al., 2005). Ils ont également identifié 2 dérivés de
flavones, la 6-prénylchrysine et la tectochrysine (Figure 40), comme inhibiteurs spécifiques
d’ABCG2 (Ahmed-Belkacem et al., 2005). La 6-prénylchrysine a une efficacité comparable
au GF120918, inhibiteur de référence (0,3 uM). Contrairement a d’autres inhibiteurs, ces 2
composés inhibent ABCG2 ainsi que son mutant R482T. Enfin, ces molécules sont

relativement peu cytotoxiques et sont donc des candidats potentiels pour des essais in vivo.

6 prenylchrysine Tectochrysine

Figure 40 : Structure de 2 flavonoides inhibiteurs d’ABCG2, la 6 prénylchrysine et la tectochrysine.
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2.2.4. Autres types d’inhibiteurs

On trouve ici des inhibiteurs des tyrosines kinases ou des protéases du VIH (Ozvegy et

al., 2002).

Les inhibiteurs de tyrosine kinase ont été décrits comme interagissant avec ABCB1, ABCCl1
et ABCG2 (Hegedus et al., 2002 ; Shukla et al., 2008). Plusieurs de ces inhibiteurs sont en
fait des substrats d’ABCG2 et bloquent le transport d’autres drogues par compétition avec
elles. Concernant certains inhibiteurs des tyrosines kinases, il existe de nombreuses
controverses sur leur fonctionnement : I’imatinib (Figure 41) est, par exemple, considéré par
certains comme un substrat d’ABCG2 (Brendel et al., 2007; Burger et al., 2004 ; Nakanishi et
al., 2006 ) alors que d’autres le considérent comme un inhibiteur a part entiére (Houghton et
al., 2004 ; Jordanides et al., 2006). En 2004, Houghton et collaborateurs ont montré que cette
molécule reverse la résistance aux camptothécines avec un ICsy de 0,17 uM (Houghton ef al.,
2004). 11 semble maintenant que cet effet soit dépendant des concentrations d’imatinib
utilisées : ainsi il n'est transporté efficacement qu'a faible concentration (< 1 uM) du fait de sa
tres bonne affinité pour le transporteur qui devient alors saturé pour de plus fortes
concentrations (Shukla et al., 2008) confirmant ainsi son role d’inhibiteur comme compétiteur

des substrats.

La méme controverse concerne le géfitinib (Figure 41), un inhibiteur du récepteur de
facteur de croissance épidermique (EGRF). Certains le considérent comme substrat (Elkind e?
al., 2005) et d’autres comme inhibiteur d’ABCG2 (Nakamura et al., 2005). Il a une ICsg
submicromolaire et accroit la survie des souris greffées avec des cellules humaines
immortalisées (xénogreffes) (Yanase et al., 2004). 11 augmente également chez les souris la

biodisponibilité de I’irinotécan et de son métabolite actif, le SN-38 (Stewart et al., 2004).
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Figure 41 : Structure de 2 inhibiteurs des tyrosine kinases également inhibiteurs d’ABCG2, le géfitinib et
P’imatinib.
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Les inhibiteurs des protéases du VIH peuvent étre des substrats d’ABCB1 et ABCC1 mais
pas d’ABCG2. Au contraire, 3 d’entre eux, le ritonavir, le saquinavir (Figure 42) et le
nelfinavir, inhibent le transport de la mitoxantrone par ABCG2 avec des ICsode 12 a 20 uM
(Gupta et al., 2004). L’étude de ces composés sur I’inhibition d’ABCG2 doit se poursuivre in

Vvivo.
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Figure 42 : Structure de 2 inhibiteurs des protéases du VIH également inhibiteurs d’ABCG?2 : le ritonavir
et le saquinavir.

2.3. Le cas particulier du curcumin

Actuellement, plusieurs équipes travaillent au développement d’inhibiteurs d’origine
naturelle extraits de plantes ou de champignons, avec pour objectif d’obtenir des composés
moins toxiques que les dérivés synthétiques. Le 2°™ avantage des composés naturels est leur
relative abondance et leur facilité d’obtention. Cela dépend toutefois de la disponibilité du

composé extrait et de son origine (plantes ou champignons abondants ou rares).

Le curcumin est un trés bon exemple de cette nouvelle stratégie. Il a été identifié¢ en 2006
comme un puissant inhibiteur d’ABCB1 (Chearwae et al., 2004), ABCG2 et ABCCI
(Chearwae et al., 2006). Le curcumin est un mélange de curcuminoides extrait sous forme de
poudre, a partir de Curcuma longa, plante herbacée rhizomateuse originaire du sud-est de
I’Asie. Le curcumin contient 3 curcuminoides majeurs : le curcumin (curcumin I), le
déméthoxycurcumin (curcumin II) et le bisdéméthoxycurcumin (curcumin III) (Chearwae et
al., 2006) (Figure 43).
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Figure 43 : Structure des curcuminoides.
Le curcumin I est le plus puissant des curcuminoides pour inhiber les transporteurs ABC.
(Chearwae ef al., 2004).

La forme la plus efficace pour inhiber les transporteurs ABC est le curcumin I.
Cependant, cette forme a une faible biodisponibilité et est trés rapidement métabolisée en
dihydrocurcumin et tétrahydrocurcumin par une endogene réductase. Récemment, Li et
collaborateurs ont montré I’avantage de ’encapsulation liposomale du curcumin (Li et al.,
2007; Li et al., 2005 ). Cette stratégie est détaillée dans le paragraphe 4 (Formulation des

anticancéreux ou des inhibiteurs).

Il est important de noter que ces composés ont une trés faible toxicité, comparable aux
inhibiteurs de 3°™ génération. De plus, le curcumin est connu de longue date comme étant un

agent anticancéreux prévenant I’initiation et la progression du cancer.
Le curcumin est donc prometteur pour étre utilisé en clinique dans le traitement du cancer

en tant qu’inhibiteur des transporteurs ABC, bien qu’il soit fortement métabolisé.

2.4. Les échecs des essais cliniques

Beaucoup d’efforts ont été déployés pour développer ces inhibiteurs et malgré cela, peu

ont pass¢ la phase d’essai clinique.

Diverses causes relatives a ’inhibiteur peuvent conduire a ces échecs (Szakacs et al.,

2006) :
e Les propriétés pharmacologiques de I’inhibiteur :
- faible affinité pour le transporteur et donc inhibition peu efficace,
- faible spécificité pour un transporteur,
- faible biodisponibilité dans la tumeur.
e La toxicité de I’inhibiteur :
- toxicité due a I’inhibiteur lui-méme,

- toxicité secondaire entrainée par 1’inhibition de la fonction physiologique du transporteur

ABC.

e Interaction pharmacocinétique avec les anticancéreux :
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- modification de la clairance de I’anticancéreux augmentant sa concentration plasmatique

jusqu'a dépasser la dose non toxique pour les cellules saines (Relling, 1996),
- modification de la métabolisation de la drogue cytotoxique (Benet et al., 2004),

- interaction de I’inhibiteur avec des transporteurs ABC modifiant 1’élimination de 1’agent

anticancéreux (tel que ABCB4 ou ABCB11) (Bohme ez al., 1993).

L’échec des essais cliniques peut également étre imputé au transporteur ABC lui-méme.
Il a été démontré que la présence de « single-nucleotide polymorphism (SNP) » synonyme ou
non synonyme, affectait la fixation du substrat ou de 1’inhibiteur sur le transporteur (Kimchi-
Sarfaty et al., 2007). Ceci entraine donc des modifications de la réponse aux drogues telles
que les inhibiteurs. Il faudrait donc envisager de prendre en compte ces SNPs dans les essais

cliniques.

Ensuite, les essais cliniques mis en place ne sont pas toujours optimisés. Les patients
inclus dans un essai clinique sont le plus fréquemment des patients en rechute. La cause de la
rechute n’est pas connue et I’expression d’un transporteur ABC dans la tumeur n’est pas
vérifie. 1l est évident que les cellules cancéreuses résistantes se sont adaptées au traitement,
et ont développé différents mécanismes de résistance, pouvant é&tre différents de la
surexpression des transporteurs ABC MDR. De ce fait, certains essais cliniques sont biaisés
(Robert and Jarry, 2003). L’ idéal serait de réaliser ces essais cliniques sur des patients pour
lesquels la cause de la résistance est identifiée et dont on connait le ou les transporteur(s)

ABC impliqué(s).

Enfin, le phénomene de multirésistance aux drogues est plus complexe que les modeles in
vitro et in vivo de souris xénogreffées qui sont développés. Le taux d’expression des
transporteurs ABC varie d’un patient a un autre. Il faudrait donc adapter les doses
d’inhibiteurs pour éviter les effets indésirables tout en restant efficace. De plus, les patients
peuvent co-exprimer plusieurs transporteurs ABC ; donc I’inhibition d’un seul transporteur

n’empéchera pas completement la résistance aux agents anticancéreux administrés.

En résumé, pour pouvoir contrer ce phénotype MDR, il faut connaitre le cancer que 1’on
veut traiter, et les mécanismes de résistance mis en place par les cellules cancéreuses.

L’expression d’un transporteur ABC dans une tumeur doit étre vérifiée précocement afin
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d’administrer une bi-thérapie agents anticancéreux / inhibiteurs des le début du traitement.

Ceci éviterait la sélection des cellules résistantes, difficiles a éradiquer par la suite.

Bien que les essais cliniques aient jusqu’a présent conduit a des échecs, les inhibiteurs
développés aujourd’hui sont plus prometteurs que les précédents. Ils sont efficaces a faibles
doses, spécifiques, moins toxiques et ne modifient pas la pharmacocinétique de I’agent
anticancéreux co-administré. Les résultats des essais cliniques en cours seront déterminants
pour le développement de ces inhibiteurs. En effet, il semble qu’a I’heure actuelle ces échecs
répétés aient conduit diverses équipes a remettre en cause cette stratégie, et chercher a

développer de nouvelles approches thérapeutiques.

3. Combinaison d’inhibiteurs

L’utilisation d’inhibiteurs est la méthode la plus directe pour contrer le phénotype MDR.
Cependant, leur utilisation en clinique est fréquemment compromise a cause de leur toxicité.
Il a été proposé de combiner plusieurs modulateurs afin de bloquer ces transporteurs ABC
tout en diminuant les doses d’inhibiteurs et donc en diminuant leur toxicité (Robert, 1994).
Cette stratégie a ¢té utilisée avec succes pour I’inhibition de la réplication du VIH. Afin
d’optimiser la combinaison d’inhibiteurs, 1’effet des modulateurs doit étre synergique plutot
qu’additif. Pour cela, les inhibiteurs doivent agir de mani¢re complémentaire et/ou se fixer sur
des sites différents du transporteur. En 1997, DiDiodato et Sharom ont étudié¢ 1’effet de
plusieurs combinaisons d’inhibiteurs sur I’accumulation de colchicine dans des cellules
CHRC5 résistantes, en identifiant une combinaison particuliérement intéressante mixant la
cyclosporine A et le vérapamil. L’effet observé est synergique et les doses nécessaires trop

faibles pour entrainer une toxicité (DiDiodato and Sharom, 1997).

Un autre exemple de combinaison de modulateurs a été¢ présenté par Watanabé et
collaborateurs en 1997, qui ont combiné un modulateur, le PSC-833 avec un anticorps
spécifique d’ABCBI1 bloquant son activité, le MRK-16. Le mélange ternaire entre MRK-16,
PSC-833 et I’anticancéreux adriamycine a prouvé son efficacité non seulement in vitro mais
aussi in vivo ou il a entrainé une régression tumorale complete chez des souris athymiques

xénogreffées avec des cellules HCT-15/ADM2-2 (Watanabe et al., 1997).
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4. Formulation des anticancéreux ou des inhibiteurs

Depuis le début des années 1990, une approche thérapeutique visant a augmenter 1’influx
des drogues dans les cellules cancéreuses a été évaluée. L hypothése de départ est que cette
augmentation permet de maintenir une concentration intracellulaire efficace malgré I’efflux
par les transporteurs ABC.

Pour cela, la 1% stratégie a été de modifier directement la drogue pour la rendre plus
lipophile et donc augmenter sa pénétration intracellulaire. Des analogues d’anthracyclines
hautement lipophiles, tels que I’annamycine ou I’idarubicine, ont été testés dans le cas de
leucémie my¢éloide aigiie. Il a alors été montré des taux de rémission élevés, méme chez les

patients surexprimant ABCB1 (Byrne et al., 1999; Lampidis ef al., 1997 ).

La 2°™ stratégie a été de formuler les drogues anticancéreuses de maniére 4 augmenter
leur pénétration intracellulaire. I1 a été¢ montré, en 1992 par Lee et collaborateurs que certaines
cellules cancéreuses internalisaient les liposomes anioniques. Les drogues cytotoxiques ont
alors été délivrées directement dans les compartiments intracellulaires augmentant ainsi leur
influx (Lee ef al., 1992). Une autre étude, en 1997, a montré I’intérét de ['utilisation de
liposomes de doxorubicine dans le traitement de tumeurs solides (Krishna and Mayer, 1997).
Les drogues cytotoxiques peuvent ¢galement étre encapsulées dans des liposomes de
nanoparticules, dont 1’efficacité a ét¢ montrée en 2007 avec I’utilisation de la bithérapie
paclitaxel-céramide (van Vlerken et al., 2007). Enfin, une étude menée en 2004 apporte
beaucoup d’espoir: la stratégie de Gao et collaborateurs a été d’utiliser des drogues
encapsulées dans des micelles de polymeres qui ne seront délivrées qu’apres traitement aux
ultrasons. En n’irradiant que la tumeur et donc en ne délivrant la drogue que dans ce tissus, la
concentration d’anticancéreux administrée peut é&tre augmentée sans avoir d’effets

indésirables trop importants (Gao et al., 2004).

De la méme fagon, on peut imaginer formuler les inhibiteurs efficaces, non toxiques mais
faiblement distribués au niveau du site tumoral. Ceci permettrait d’améliorer leur
biodisponibilité et donc leur effet thérapeutique. Dans cette optique, 2 études ont montré en
2005 et 2007 que I’encapsulation lyposomale du curcumin augmente la biodisponibilité¢ du
composé (Li et al., 2007; Li et al., 2005 ) en diminuant sa métabolisation. On pourrait donc

envisager de pouvoir utiliser cette stratégie pour augmenter I’efficacité de certains inhibiteurs.
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5. Les peptides spécifiques et les anticorps

Afin d’inhiber les transporteurs ABC, I’utilisation de peptides ou d’anticorps a été
envisagée pour bloquer les changements de conformation de la protéine nécessaires a I’export

des drogues.

Une étude menée par Sharom et collaborateurs en 1999 a prouvé I’efficacité de différents
peptides formés de 2 acides aminés : I’aspartate et la lysine (Sharom et al., 1999). La méme
année, Tarasova et son équipe montrent que des peptides analogues des TMD d’ABCBI1 sont
des inhibiteurs spécifiques et efficaces pour bloquer ce transporteur (Tarasova et al., 2005).
En partant de ces résultats, nous pourrions donc envisager 'utilisation de peptides analogues

d’une partie du transporteur afin de le bloquer spécifiquement.

L’approche utilisant un anticorps bloquant ABCBI a été rapporté pour la 1°° fois par
Meyer et collaborateurs en 1989. Ils ont observés que les anticorps HYB-612 et HYB-214
augmentent in vitro la concentration intracellulaire de vincristine et d’actinomycine D dans
des cellules de neuroépithéliome humain (Meyers ef al., 1989). La 1% étude in vivo a été
menée par Tsuruo et collaborateurs en 1989. Dans ce cas, c’est un anticorps monoclonal
spécifique, MRK16, qui est dirigé contre un épitope externe d’ABCB1 humain et qui bloque
I’efflux de drogues cytotoxiques in vitro et in vivo (Iwahashi et al., 1993; Pearson et al.,

1991 ; Tsuruo et al., 1989).

Cette stratégie prometteuse pose cependant des questions encore non résolues : quelle est
I’immunogénicité¢ de ces molécules ? Compte tenu du rdle physiologique important

d’ABCBI, quels sont les effets indésirables de tels anticorps ou peptides ?

Il n’existe pas, a I’heure actuelle, d’essais réalisés avec des anticorps ciblant ABCC1

ou ABCG2.

6. Inhibition de I'expression des transporteurs ABC

Au début des années 1990, une nouvelle stratégie a été proposée pour contrer le phénotype
MDR : inhiber I’expression des transporteurs ABC en inhibant la transcription de I’ADN ou
la traduction de I’ARNm. Cependant, contrairement a I’inhibition des transporteurs ABC par
des modulateurs, peu d’études concernant la régulation de 1’expression de ces transporteurs

ont été réalisées.
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6.1. Inhibition de la transcription des transporteurs ABC

Comme nous 1’avons vu précédemment, les transporteurs ABC possédent une séquence
MED-1 dans leur promoteur. Différentes études montrent que 1’on peut réguler 1’expression

des transporteurs ABC par plusieurs approches, en utilisant :

- des oligonucléotides antisens de phosphorotioate ciblant la séquence de MED-1

(Marthinet et al., 2000),

- le géne LANCL2 supprimant 1’activité du promoteur d’ABCB1 (Park and James,
2003),

- K2-5F : une construction contenant des domaines de fixation a I’ADN reconnaissant

le promoteur d’ABCBI1 (Xu et al., 2002),

- des antagonistes des récepteurs nucléaires aux stéroides ou aux xénobiotiques

(Synold et al., 2001),
- des inhibiteurs de protéines kinase A (Scala et al., 1995),
- des inhibiteurs de protéine kinase C (Chaudhary and Roninson, 1992),
- des inhibiteurs directs du promoteur d’ABCBI tel que Et743 (Jin et al., 2000).

Ces différentes voies d’inhibition des transporteurs ABC pourraient étre une stratégie
possible pour contrer le phénotype MDR. Elle n’a cependant pas encore été testée in vivo
(Lee), et beaucoup de questions restent a résoudre et notamment celle de la spécificité

d’inhibition du geéne ciblé.
6.2. Inhibition de la traduction des transporteurs ABC

6.2.1. Oligonucléotides antisens ciblant ’'ARNmM

Les oligonucléotides antisens (AON) sont la 17 stratégie développée pour induire la
dégradation de I’ARNm des transporteurs ABC (Lee, 2004). Ils se fixent sur ’ARNm dont la
séquence est complémentaire, forment un duplex avec ’ARNm et empéchent ainsi sa

traduction. Leur activité passe par la RNase-H qui dégrade leur ARNm complémentaire.

Cette approche a ainsi permis d’inhiber non seulement la résistance due 8 ABCB1 dans
les cellules leucémiques (Nadali et al., 2007), mais également la résistance due a ABCC1 et
ABCG2 (Kawabata et al., 2001; Stewart et al., 1996 ). De nombreuses modifications ont été

faites pour améliorer ces AON qui, depuis, fonctionnent indépendamment des RNases-H. Une
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étude récente mence a la fois in vitro et in vivo a montré qu’ils augmentaient la concentration
intracellulaire de doxorubicine dans des cellules de carcinomes humains (Ren ef al., 2008)

démontrant ainsi la possibilité de leur utilisation en clinique.

Aucune étude clinique n’est pour I’instant prévue a cause de leur spécificité qui doit étre
excellente mais également a cause de leur faible biodisponibilité¢ pour les cellules. Ceci
pourrait &tre amélioré par 1’utilisation de vecteurs (Shukla ez al., 2008). Il faut cependant noter
que I’efficacité de ces AON a été démontrée lors d’essais cliniques menés pour inhiber

I’expression de Bcl-2 (Tafech et al., 20006).

6.2.2. « Hammerhead ribozymes »

Les ribozymes sont de petites molécules d’ARN qui s’hybrident a une séquence
particuliere et possédent la capacité de catalyser une réaction chimique a cette position. Il
existe des ribozymes qui ciblent spécifiquement ABCB1 (Kobayashi et al., 1994), ABCC2
(Materna et al., 2005) et ABCG2 (Kowalski et al., 2002). De plus, un multiribozyme
multicibles combinant les ribozymes dirigés contre les 3 transporteurs est capable de diminuer
leur expression et de reverser le phénotype MDR induit par leur expression (Kowalski et al.,

2005).

Il n’existe actuellement aucune étude clinique pour valider cette stratégie. Cependant, son
efficacité a été¢ montrée dans I’inhibition de I’expression de VEGF (facteur de croissance de

I’endothélium vasculaire) (Tafech ef al., 2006).

6.2.3. Les siRNA

Les siRNA sont de petits ARN, complémentaires de leur ARNm cibles. IIs posseédent une
structure en double brin et entrainent la dégradation de leur ARNm cible par le biais des
protéines RISC (RNA-Induced Silencing Complex). Ces protéines se fixent sur le brin
complémentaire du siRNA, le brin sens est abandonné, le complexe RISC-siRNA reconnait

I’ARNm correspondant et le dégrade.

L’expression des transporteurs ABC pourrait donc étre inhibée par cette méthode. Il
existe des siRNA ciblant ABCB1 (Duan et al., 2004 ; Stierle et al., 2005; Wu et al., 2008 ),
ABCC2 (Tian et al., 2004) et ABCG2 (Ee et al., 2004) et la réversion du phénotype MDR par

cette technique a été démontrée in vivo (Pichler et al., 2005).
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Comparés aux AON, ils peuvent &tre administrés a faible concentration, ce qui leur
confére un avantage important. Cependant, leur demi-vie est de 4 heures, ce qui est
relativement faible par rapport a la demi-vie des protéines (16 heures). La transcription peut
alors étre augmentée et les protéines retrouvent leur taux d’origine 7 jours apres
I’administration du siRNA (Wu et al., 2008). Le 2°™ inconvénient de cette stratégie est la
difficulté¢ de délivrer ces siRNA aux cellules cancéreuses sans pour autant inhiber les

transporteurs ABC présent naturellement dans les autres cellules de I’organisme.

6.2.4. Les “short hairpin RNA” (shRNA)

Les « short hairpin RNA » permettent d’améliorer ces siRNA. Ils ont le méme mécanisme
d’action que les siRNA, par recrutement du complexe RISC. Ils sont cependant introduits
dans la cellule par un vecteur, qui peut étre d’origine virale tel que les adénovirus (Kaszubiak
et al., 2007), bactérienne tel que Salmonella typhimurium (Jiang et al., 2007) ou d’origine

synthétique tel que les « transposon-based vector » (Rumpold ef al., 2005).

I1 existe des shRNA ciblant ABCB1 (Stege et al., 2004), ABCC2 (Materna et al., 2006) et
ABCG2 (Priebsch et al., 2006). Les « transposon-based vector » ont prouvé leur efficacité a
inhiber ABCBI1 dans des cellules de leucémies myéloides chroniques augmentant ainsi la
concentration intracellulaire d’imatinib (Widmer et al., 2007). De méme une étude récente
menée par Stein et collaborateurs s’est avérée trés encourageante. Ils ont complétement
réversé¢ le phénotype MDR chez des souris xénogreffées avec des cellules cancéreuses
humaines surexprimant ABCB1. Deux jours apres I’injection de shRNA, le taux d’ARNm
d’ABCBI1 avait diminué de 90% et la protéine n’était plus détectée dans les tumeurs. Deux
injections de shRNA combinées a 2 injections de doxorubicine ¢était suffisantes pour

resensibiliser les cellules a la doxorubicine.

Il apparait donc possible de réverser cette multirésistance par le biais des shRNA.

7. Mort sélective des cellules multiresistantes

Plusieurs études ont montré qu’une stratégie pourrait étre de cibler les cellules
multirésistantes et d’induire leur apoptose. Cette stratégie a été particulicrement étudiée pour
sur les cellules surexprimant ABCB1 et ABCCI1. Le vérapamil est le 1% composé a avoir
montré une toxicité collatérale sur les cellules CHO de hamster surexprimant ABCB1 (Cano-

Gauci and Riordan, 1987). Depuis, certaines équipes de recherche ont travaillé sur cette
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stratégie et de nombreux composés ont montré une hypertoxicité vis-a-vis des cellules

surexprimant un transporteur ABC (Tableau 9).

Composé

Classe du composé

Lignés cellulaires

Transporteur

référence

surexprimé

Vérapamil / Bloqueur des CHO MDR ABCB1 (Cano-Gauci and
Nifédipine / canaux calciques Riordan, 1987);
Calmoduline / (Warr et al., 1988);
Trifluoperazine (Karwatsky et al.,

2003)
Vérapamil (S) Bloqueur des BHK-21 ABCC1 (Perrotton et al.,
canaux calciques 2007) ; (Trompier et
al., 2004)
Bisdioxopiperazine Inhibiteurs de la K/VP5 ABCB1 (Fattman et al.,
dexrazoxane / topoisomérase 1996)
ICRF-187
Tunicamycine Inhibiteur de la N- KB-C-1 ABCB1 (Bentley et al.,
glycosylation 1997)
Gemcitabine Analogue de la H69/DAU ; ABCB1 (Bergman et al.,
deoxycytidine NYH/VM 2001)
Gemcitabine Analogue de la 2R120; 2R160; ABCB1 ; (Bergman et al.,
deoxycytidine SW1573/S1; ABCC1 2003)
GLC4/ADR ;
2780AD ; KB-8-5;
BROmdr
Cytosine Analogue de la H69/DAU ; ABCB1 (Bergman et al.,
arabinosine deoxycytidine NYH/VM 2001)
5-fluorouracile Inhibiteur de la KB-C-1; KB-V-1; ABCB1 (Warr et al., 2002)
thymidilate KB-A-1
synthétase
LY294002 Inhibiteur de la PI3 KB-V-1 ABCB1 (Nicholson et al.,
kinase 2003)
NSC73306 Thiosemicarbazone  KB-V-1; KB-8-5; ABCB1 (Ludwig et al., 2006)
KB-8-5-11 ;
NCI/ADR-RES
KP772/FFC24 Composé GLC4/ADR ; ABCB1 ; (Heffeter et al.,
lanthanum HCL/ADR ; KB-C- ABCC1; 2007)
1; MCF7-BCRP ABCG2
Celecoxib Inhibiteur de la HT-29-dx ; PNIA- ABCB1 (Fantappie et al.,
COX-2 NIH3T3 2007)
NBDHEX Inhibiteur de la S- (Turella et al., 2006)
glutathion
transférase

Tableau 9 : Exemples de composés induisant I’apoptose chez les cellules exprimant un transporteur ABC.
Ce tableau présente les composés découverts comme ciblant spécifiquement les cellules surexprimant un
transporteur ABC. On trouve le nom du composé, sa classe, la lignée cellulaire testée et le transporteur
surexprimé par ces lignées.

L’hypersensibilité de certains composés a été caractérisée. On sait que le vérapamil induit
un efflux de GSH par MRP1 augmentant ainsi la production d’espéces réactives a 1’oxygene

conduisant a la mort cellulaire. Un autre exemple est celui du LY294002 qui inhibe la PI3-
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kinase et modifie les cascades de réactions intracellulaires induisant ainsi 1’apoptose. Mais
beaucoup de mécanismes restent inconnus. Il est trés probable que cette apoptose induite

passe par plusieurs voies qui different d’un composé a un autre.
Cette stratégie est trés intéressante. On peut en effet imaginer qu’en combinant un de ces

composés avec une chimiothérapie classique, on puisse traiter des cancers qui a 1’heure

actuelle sont incurables.
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I. Etablissement d’une nouvelle lignée cellulaire, Flp-In™-
293 ABCG2 et étude fonctionnelle d’ABCG2

Le systéme Flp-In"-293 est un modéle d’étude in vitro qui présente plusieurs avantages.
Premierement, ce sont des cellules humaines embryonnaires de rein HEK-293 (Human
embryonic Kidney 293). Elles permettent donc I’étude d’ABCG2, protéine humaine dans des
cellules d’origine humaine.

Deuxiémement, ce systéme permet un gain de temps considérable : les clones cellulaires
¢tant tous identiques, une sélection monoclonale n’est pas nécessaire.

Enfin, leur principal avantage, comparé aux cellules HEK-293 est qu’elles possedent un
site d’intégration unique dans leur génome, le site FRT (Flp Recombination Target). Ce
systtme permet I’intégration du geéne d’intérét dans des cellules de mammiféres a une
localisation précise et unique de leur génome. Ainsi, les cellules transfectées avec le méme
plasmide seront identiques. Elles produiront un seul type d’ARNm d’ABCG2 qui ne sera pas
soumis a des variations selon le lieu d’insertion dans le génome. L’étude de la protéine sera
plus précise : les différences observées entre la protéine sauvage et les mutants seront dues

exclusivement a la mutation.

Les cellules Flp-In"™-293 proviennent d’Invitrogen. Elles sont présentées en Figure 44 et

sont sélectionnées par 100 pg/ml de Zéocine (Invitrogen).

Figure 44 : photo de la lignée cellulaire Flp-In™-
293.

La photo a été prise au microscope optique au contraste
de phase, grossissement x20.

1. Clonage d’ABCG2 dans le vecteur pcDNA5/FRT

Le géene d’ABCG2 possédant une étiquette 6 histidines du coté N-terminal est sous-cloné
du plasmide pFastBacDual-H6-ABCG2-NinaA (Trometer and Falson) au plasmide
pcDNAS/FRT. Pour cela, une 1°° étape de PCR est réalisée afin d’ajouter un site de clivage
par BamHI en amont du géne de H6-ABCG2. La séquence amplifiée et le plasmide
pcDNAS/FRT sont alors digérés par BamHI et Xhol et une ligature permettra ensuite de
générer le plasmide pcDNAS/FRT-H6-ABCG2.
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1.1. Plasmides utilisés

Les plasmides utilisés pour le sous-clonage sont :

- pFastBacDual-H6-ABCG2-NinaA établi au laboratoire (Trometer and Falson) (Figure
45A),

- pcDNAS/FRT (Invitrogen) : vecteur possédant le site d’insertion FRT (Figure 45B).

bla promoter
A Tn7L f1 origin B

Amp(R) CMV promoter

» =
NinaA
Amp(R) T7 promoter
PH promoter

— /( BamHI (930)
p10 promoter MCS

pFastBacDual-H6-ABCG2-NinaA _pUC rigi pCDNAS/FRT Xhol (986)
| 8119 pb | 5069 pb

pUC origin
H6-ABGC2 \Q\ FRT

% Tn7R
J Gm(R)

Xhol (4311) Hygro(R) (no ATG)

Figure 45 : Plasmides utilisés pour le clonage et I’expression d’ABCG2 dans le systéme Flp-In"-293.

A : pFastBacDual-H6-ABCG2-NinaA. Il contient (i) le gene d’abcg?2 possédant une étiquette 6 histidines du
coté N-terminal, (ii) le géne de résistance a I’ampicilline permettant la sélection des bactéries transformées avec
le plasmide, (iii) 1 site de restriction par Xhol en aval d’abcg?2.

B : pPCDNAS/FRT permettant I’expression d’ABCG2 en cellules Flp-In™-293. 1 contient (i) un site de clonage
T7 contenant les 2 sites de restrictions BamH1 et Xhol, (ii) un site FRT permettant 1’intégration du plasmide
dans le génome des cellules Flp-In"™-293 au site FRT, (iii) un géne de résistance a I’hygromycine B
sélectionnant ainsi les cellules ayant intégré le plasmide, (iv) un gene de résistance a 1I’ampicilline permettant la
sélection des bactéries transformées par le plasmide, (v) le promoteur du cytomégalovirus (pCMV) qui permet la
surexpression de la protéine d’intérét.

1.2. Préparation du plasmide pcDNA5/FRT-H6-ABCG2

1.2.1. Polymerase Chain Reaction

Principe : la « Polymerase Chain Reaction » ou PCR permet d’amplifier un ADN
spécifique a partir d’'un échantillon peu abondant. Pour cela, 3 phases sont réalisées
successivement et répétées plusieurs fois : une phase de désappariement des 2 brins d’ADN,
une phase d’appariement des brins monocaténaires avec des amorces et une phase de synthese
des nouveaux brins d’ADN. La réaction nécessite donc 2 amorces oligonucléotidiques qui
s’apparient spécifiquement a la séquence a amplifier et qui la définissent en la bornant en 5 et
3’. Le fait d’utiliser les produits de chaque étape de synthése comme matrices des cycles

suivants permet a I’amplification d’étre géométrique.
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Protocole : dans le milieu réactionnel de la PCR se trouvent :

- 5 ul de tampon 10X de la polymérase utilisée (Invitrogen)

- 1 ng de matrice

- 1 uM d’oligonucléotide 5’ (Sigma-Aldrich)

- 1 uM d’oligonucléotide 3’ (Sigma-Aldrich)

-0,2 uM d’ATP, TTP, GTP et CTP (Promega)

- 1 U de Taq DNA polymerase High Fidelity Accuprime™ d’Invitrogen
- H,O gsp 50 ul

Apres homogénéisation, la réaction de PCR se fait de maniére automatique dans un
appareil a PCR « DNA thermal cycle » (MWG-BIOTECH). Les cycles de PCR suivent le

schéma suivant :

1¥ ¢ycle : - dénaturation des brins d’ADN : 94°C, 2 min
- hybridation des amorces : 50°C, 30 s
- amplification : 68°C, 3 min

25 cycles : - dénaturation des brins d’ADN : 94°C, 30 s
- hybridation des amorces : 50°C, 30 s
- amplification : 68°C, 4 min

Dernier cycle : - dénaturation des brins d’ADN : 94°C, 30 s
- hybridation des amorces : 50°C, 30 s
- amplification : 68°C, 15 min

Les produits de PCR peuvent étre gardés a 4°C.
Les amorces utilisées sont :
- oligonucléotide 5’ : 5° CGGTGCTGGAGGATCCGAATTATTATCAAATCATTTGTATA 3°

Avec GGATCC : site de clivage de BamH 1

CGGTGCTGGA : 10 bases en amont du site de clivage facilitant I’action de 1’enzyme de
restriction

GAATTATTATCAAATCATTTGTATA : séquence complémentaire s hybridant avec I’ADN

- oligonucléotide 3’ : 3> GGCTAACTGAAACACGGAAG 5’

correspondant a la séquence complémentaire s’hybridant avec ’ADN en amont du site de
clivage par Xhol.

1.2.2. Purification des produits de PCR ou des produits de digestion

L’ADN amplifié est séparé, a 1’aide de silice, des amorces et des réactifs avec le kit

Nucleospin Extract de Macherey-Nagel.
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1.2.3. Restriction des ADN

Chacune des enzymes de restriction utilisée (Promega) est commercialisée avec un
tampon qui lui confeére une activité optimale. Les tampons des activités des 2 enzymes
BamH1 et Xhol n’étant pas compatible, la digestion de ’ADN est réalisée en 3 étapes :

1°® étape : digestion des produits de PCR purifiés et du plasmide pcDNAS/FRT par
BamH 1. Le milieu réactionnel est :

- 30 ul d’ADN amplifié, purifié (environ 1 ug) ou 2 pg de plasmide

- 5 pl de tampon E 10X

- 10 U de BamH1

- H,O, gsp 50 ul
La réaction est réalisée 2 h a 37°C sous agitation lente.

2°™ &tape : purification des produits de digestion par le kit Nucleospin Extract de
Macherey-Nagel.

3™ étape : digestion des produits de purification par Xhol. Le milieu réactionnel est :

- totalité (30 pl) de produits purifiés (ADN amplifié ou plasmide digérés)
- 5 ul de tampon D 10X
- 10 U de Xhol
- H,O, gsp 50 ul
La réaction est réalisée 2 h a 37°C sous agitation lente.

1.2.4. Ligature

Le plasmide ouvert et les produits de PCR purifiés et digérés sont soumis a 1’action de la
T4 DNA ligase (Promega). Le rapport molaire produit de PCR / plasmide ouvert doit étre de
1/5. L’action de la T4 DNA ligase s’effectue pendant 1 h a température ambiante.

1.3. Amplification du plasmide pcDNA5/FRT-H6-ABCG2

1.3.1. Souche bactérienne

Les bactéries TOP10 de E. coli sont utilisées pour les étapes de clonage. Leur génotype est
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAMIS5 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu) 7697
galU galK rpsL (StrR) endA 1 nupG A- (Invitrogen).

1.3.2. Préparation des bactéries compétentes

Principe : On utilise la technique décrite par Cohen et collaborateurs en 1972 (Cohen
et al., 1972) selon laquelle la membrane des bactéries est perméabilisée par action de chlorure

de calcium.
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Mode opératoire : Une colonie de bactéries est cultivée une nuit dans 3 ml de LB a
37°C sous agitation. Le lendemain, 1 ml de cette culture est inoculé dans 100 ml de LB
toujours a 37°C et sous agitation. Lorsque I’absorbance a 600 nm est comprise entre 0,3 et
0,4, la culture est placée dans la glace pendant 10 min. Les cellules sont centrifugées 7 min a
1600xg a 4°C. Les culots sont alors remis en suspension dans 10 ml de solution A (60 mM
CaCl, (Euromedex), 15% glycérol (Roth), 10 mM de 1,4-pipérazinedianesulfonate (PIPES)
(Sigma-Aldrich), pH 7,0) préalablement autoclavée et froide. Le culot, obtenu par
centrifugation a 1600%g pendant 5 min est a nouveau remis en suspension et les bactéries sont
incubées 30 min dans la glace, puis culotées comme précédemment. Enfin, le culot est repris

dans 2 ml de la solution A et aliquoté puis congelé a -80°C.

1.3.3. Transformation des bactéries compétentes

L’ADN a incorporer, environ 50 ng/2 pl, est ajouté a 50 ul de bactéries compétentes.
Apres 20 min dans la glace, un choc thermique est réalisé pendant 2 min a 42°C. Ensuite
250 pl de milieu de culture S.O.C (Invitrogen) sont ajoutés et I’ensemble est incubé pendant
1 h a 37°C sous agitation constante. Les bactéries sont alors étalées sur du milieu LB + agar
(15 g/l) et 100 pg/ml d’ampicilline et sont placées a I’étuve a 37°C pendant 14 a 16 h. Les

bactéries ayant incorporé le plasmide se développeront sur milieu sélectif.

1.3.4. Préparation analytique d’ADN

Principe : Apres lyse des bactéries par traitement au SDS et au lysozyme, ’ADN
chromosomique est précipité par addition de sels de potassium. Le précipité de SDS-
protéines-ADN chromosomique est éliminé par centrifugation. Le surnageant contient I’ADN

plasmidique et I’ARN (Ish-Horowicz and Burke, 1981).

Protocole : L’ADN a été préparé par I'utilisation du kit Nucleospin Plasmid de
Macherey-Nagel. Une colonie de bactéries est mise en culture une nuit a 37°C sous agitation
dans 3 ml de milieu LB (25 g/I) contenant 100 pg/ml d’ampicilline. Les bactéries sont
culotées et lysées. L’ADN chromosomique est précipité et éliminé par centrifugation tandis
que ’ADN plasmidique est retenu sur une colonne de silice avant d’étre ¢lué. L’ajout
d’isopropanol permet la précipitation de I’ADN plasmidique qui est alors récupéré par une
centrifugation a 15000%g pendant 30 min. L’ ADN est lavé par de 1I’éthanol 70% v/v, séché et

repris dans du tampon appropri€.
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1.3.5. Préparation quantitative d’ADN

Le principe est le méme que précédemment. Toutes les solutions nécessaires a I'extraction
sont fournies par le kit Nucleospin Xtra maxi de Macherey-nagel. Le volume de culture est de

200 ml.

1.4. Analyse du plasmide obtenu

1.4.1. Par gel d"électrophorése

Les plasmides a analyser sont tout d’abord linéarisés avant d’étre déposés. Ici, nous
utilisons 1I’enzyme Spel (Promega), optimale dans le tampon B. Elle digére pcDNAS/FRT-H6-
ABCG2 en 3 fragments et pcDNAS/FRT en 2 fragments. Ceci permet de visualiser facilement
I’intégration du gene dans le vecteur.

Les gels d’agarose sont utilisés a une concentration de 0,8% (m/v), soit 0,48 g d’agarose
(Sigma-Aldrich) mélangés a 60 ml de tampon TBE 0,5x (Euromedex) (50 mM Tris-borate,
pH 8,0, 1 mM EDTA) puis chauffés a 100°C pour dissoudre 1’agarose. La solution est
refroidie a 50°C environ avant I’ajout de 1 pg/ml de GelRed (Interchim), utilisé pour détecter
I’ADN sous lumiere ultraviolette (UVys4 nm). Le gel est ensuite coulé sur un support
horizontal. Les échantillons sont additionnés d’une solution de dépot 6x (Promega) (0,1%
bleu de bromophénol, 10% glycérol, eau milliQ). Un marqueur d’ADN (Promega) est
¢galement déposé sur le gel, servant de repere de masses moléculaires, la taille des bandes
allant de 80 a 10000 paires de bases. La migration s’effectue sous une tension de 120 a 140 V
a température ambiante. Les fragments d’ADN sont ensuite visualisés et le gel est

photographié sous lumiere UV ;54 .

1.4.2. Par séquengage

Le séquencgage des plasmides est réalisé par la société GATC a partir de 30 ng/30 ul de
plasmide. Les amorces utilisées pour le s€équencage sont congues pour une séquence de 600 a
700 paires de bases, les faisant débuter 50 bases en amont de la partie a séquencer. Le
contrdle de la séquence se fait alors par un alignement de séquence avec celle que 1’on doit
obtenir. Les séquences modeles sont données par le logiciel vecteur NTI. L’alignement de

séquence est réalisé par le logiciel ClustalW.
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2. Réalisation de mutants de pcDNA5/FRT-H6-ABCG2 par

mutagenese dirigée

Différents mutants ont été établis dans les boucles intracellulaires d’ABCG2 afin
d’étudier leur role dans I’efflux de substrats. Ces mutants ont été réalisés dans le systéme Flp-
In™-293 et donc dans le plasmide pcDNAS5 FRT-H6-ABCG2. Ils ont été produits par

mutagenese dirigée.

Principe : Une mutation est introduite dans le géne désiré par PCR grace a 2 amorces
utilisées qui portent la méme mutation. Le schéma en Figure 46 présente ces différentes

¢tapes.

—
\>
e

S «  Polymerase  Chain

Reaction » amplifiant

I'ADN en intégrant la
mutation présente dans
les amorces

=y

L4

Digestion du brin
parental par dpnl

Transformation dans les
bactéries compétentes

O-0O-0O-
N
I'-\
Ve

Figure 46 : Schémat de la mutagenése dirigée par PCR.

Dans un 1 temps, I’ADN parental (brins jaunes et verts en trait plein) est amplifié¢ par PCR avec des amorces
oligonucléotidiques (fleches bleue et rose) contenant la mutation voulue (représentée par une croix violette)
L’ADN parental est ensuite digéré par Dpnl (brin verts et jaunes en pointillé) et les plasmides mutés (brins roses
et bleues) sont transformés dans des bactéries compétentes pour étre amplifiés (Invitrogen).

Afin de réaliser les mutants, nous avons, ici, utilisé le kit QuikChange II XL « Site-

Directed Mutagenesis » de Stratagene.
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2.1. Amorces utilisées

La construction des amorces est une étape importante de la mutagenese dirigée dont
dépend la réussite de la mutagenese. Leur construction a été réalisée avec le logiciel Vecteur

NTI de Invitrogen et a suivi plusieurs regles :

- les 2 amorces contiennent la mutation et sont complémentaires de la méme séquence

d’ADN des brins parentaux.

- les amorces doivent étre formées de 25 a 45 bases et leur température de fusion doit étre

supérieure ou égale a 78°C. Cette température est calculée par la formule suivante :

N est le nombre de bases de ’amorce
et C dans ’amorce

% mismatch est le pourcentage de
bases modifiées

- la mutation est située au centre de 1’amorce, encadrée par au moins 10 a 15 bases.

- pour étre optimum, les amorces devraient avoir au moins 40% de bases G ou C et se

terminer par une ou plus de ces 2 bases.

Quatre mutants d’ABCG2 sont créés par les amorces du Tableau 10.

Nomde I'amorce Séquence de I'amorce
H350A 5’ -GAGACAAAAGCTGAATTAGCACAACTTTCCGGGGGTGAG
H375A 5’ - TACACCACCTCCTTCTGTGCTCAACTCAGATGGGTTTCC
W379A 5" -TTCTGTCATCAACTCAGAGCGGTTTCCAAGCGTTCATTC
H457A 5’ -GAGAAGAAGCTCTTCATAGCAGAATACATCAGCGGATACTAC

Tableau 10 : Amorces utilisées pour la mutagenése dirigée d’ABCG2.
En rouge sont représentées les bases modifiées conduisant & la mutation d’un acide aminé.
Le nom des amorces permet de connaitre la mutation introduite. Ainsi, H350A signifie que I’histidine en
position 350 a été remplacée par une alanine.
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2.2. Introduction de la mutation par PCR

Les mutations ont été introduites par PCR. Le milieu réactionnel est le suivant :

- 5 ul de tampon de la pfu HF DNA polymerase 10X
- 10 ng de matrice pcDNAS/FRT-H6-ABCG2

- 125 ng de I’amorce 1

- 125 ng de I’amorce 2

- 1 ul de ANTP

- 3 ul de QuickSolution

- H,O gsp 50ul

- 2,5 U de pfu HF DNA polymerase

Apres homogénéisation, la réaction de PCR se fait de manieére automatique dans un
appareil & PCR « DNA thermal cycle » (MWG-BIOTECH). Le cycle de PCR suit le schéma

suivant :
17 cycle : - dénaturation des brins d’ADN : 95°C, 1 min

18 cycles : - dénaturation des brins d’ADN : 95°C, 50 s
- hybridation des amorces : 60°C, 50 s
- amplification : 68°C, 7 min

Dernier cycle : - amplification : 68°C, 7 min
Les produits de PCR sont alors placés 2 min dans la glace pour stopper la réaction.

2.3. Digestion du brin parental

Afin de ne transformer les bactéries compétentes qu’avec les plasmides contenant la
mutation, I’ADN parental est digéré par I’enzyme Dpnl qui digére spécifiquement un ADN

méthylé et donc produit in vivo.

Une unité de Dpnl est ajoutée au milieu réactionnel de la PCR et I’ensemble est incubé a

37°C pendant 2 h.

Les plasmides sont ensuite transformés dans les bactéries compétentes. L’ADN est extrait

et analysé¢ comme précédemment.

3. Transfection cellulaire

3.1. Principe

Une transfection cellulaire correspond a I’introduction d’ADN dans une cellule de
mammiferes. Ici, les transfections réalisées sont stables, ’ADN plasmidique est donc intégré

au génome des cellules hotes. La transfection a été réalisée par la lipofectamine 2000
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(Invitrogen). C’est une formulation de lipides aux propriétés cationiques. Ils se complexent

avec I’ADN plasmidique et favorisent ainsi son entrée dans les cellules de mammiferes.

Les cellules transfectées ici sont les Flp-In"-293. Afin d’intégrer le plasmide au site
FRT, elles nécessitent une co-transfection avec le plasmide pOG44 (Figure 47) (contenant un
gene codant pour une recombinase) et le plasmide contenant le gene d’intérét, ici

pcDNAS/FRT-H6-ABCG2.

Figure 47 : Plasmide pOG44.

Il contient (i) le promoteur du cytomegalovirus
(pCMV), (ii)) un geéne codant pour une FLP
recombinase (FLP) permettant D’intégration du
plasmide pcDNAS/FRT au niveau du site FRT du
génome des cellules, (iii) un géne de résistance a
I’ampicilline permettant la sélection des bactéries
transformées avec ce plasmide (Invitrogen).

3.2. Protocole

La veille de la transfection, les cellules sont ensemencées dans une plaque 6 puits a

5.10° cellules / puits sans agents de sélection.

A JO, les plasmides a transfecter sont préparés avec un ratio 9:1 pOG44 : pcDNAS/FRT
dans 250 pl de Opti-MEM" sans sérum (Invitrogen) et sont homogénéisés par agitation lente
au vortex. Dix microlitres de lipofectamine 2000 sont mélangés a 240 ul d’Opti-MEM".
Apres une incubation de 5 min a température ambiante, I’ADN est mélangé a la lipofectamine
et est incubé 20 min a température ambiante. Les 500 ul de mélange sont alors ajoutés, goutte
a goutte, dans les puits contenant les cellules dans leur milieu de culture. Ce milieu de culture
est changé 4 a 6 h apres la transfection et les cellules sont cultivées dans des conditions

normales de culture.
A J1, I’agent de sélection, ’hygromycine B, est ajouté a la concentration de 10 pg/ml.

Durant les semaines suivantes, le milieu de culture est changé tous les 2 jours.
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II. Biologie cellulaire

1. Les lignées cellulaires

1.1. NIH3T3 et NIH3T3-MDR G185

Les cellules NIH3T3 (Figure 48A) proviennent de I’American Type Culture Collection
(ATCC). Elles ont été mises a disposition par le Dr Carol O. Cardarelli (Bethesda, USA)
(Cardarelli et al., 1995). C’est une lignée immortalisée de cellules embryonnaires de souris
Swiss Nude adhérantes. Les cellules NIH3T3-MDR G185 (Figure 48B) ont été transfectées
par co-précipitation au phosphate de calcium avec le gene mdrl, possédant une glycine en
position 185, contenue dans le vecteur pHaMDRI1/A, puis sélectionnées par 60 ng/ml de

colchicine (Sigma-Aldrich®).

Figure 48 : Photos des lignées cellulaires NIH3T3 (A) et NIH3T3-MDR G185 (B).
Les photos ont été prises au microscope optique au contraste de phase, grossissement 20x.

1.2. HEK-293 pcDNA3.1 et HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2 R482

Les cellules HEK-293 (Human Embryonic Kidney) sont des cellules immortalisées
embryonnaires de rein humain adhérentes provenant de I’ATCC. Elles ont été transfectées par
Sira Macalou alors en thése au laboratoire, par la méthode de nucléofection, et sélectionnées
par 0,75 mg/ml de généticine (G418) (PAA). Les cellules ont été transfectées avec pcDNA3.1
vide (Invitrogen) et avec le méme vecteur pcDNA3.1 contenant le géne codant pour la souche

sauvage d’ABCQG2 (arginine en position 482).
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Figure 49 : Photos des lignées cellulaires HEK-293 pcDNA3.1 (A) et HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2 R482
(B).

Les photos ont été prises au microscope optique au contraste de phase, grossissement 20 x.

1.3. Les Flp-In™-293

La lignée Flp-In"™-293 a été présentée précédemment dans la partiec Matériels et

méthodes 1. Etablissement d’une nouvelle lignée cellulaire

2. Culture cellulaire

Les 5 lignées cellulaires présentées ci-dessus sont cultivées a 37°C sous atmosphere
humide avec 5% de CO2 dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium,
PAA), complémenté par 10% de sérum de veau feetal (SVF) (AbCys) et 1% de pénicilline-
streptomycine (PAA) (inhibiteur de la synthése des parois membranaires bactériennes et de la

synthese des protéines procaryotes).

3. Stockage des cellules

3.1. Décongélation

Afin d’avoir des résultats avec peu de variations, de nouvelles cellules sont régulicrement
décongelées. Apres une incubation rapide a 37°C, les cellules sont reprises dans du DMEM et
centrifugées a 200xg pendant 5 min afin d’¢éliminer le milieu de congélation. Les cellules sont
remises en suspension dans du milieu de culture et incubées a 37°C sous 5% de CO2 sous

atmosphere humide.

3.2. Congélation

Les différents types cellulaires sont conservés a long terme (plusieurs années) dans 1’azote
liquide, dans un milieu de congélation variant selon les types cellulaires. Pour les cellules

utilisées ici, le milieu de congélation se compose de 40% DMEM + 50% SVF + 10% DMSO
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(diméthyle sulfoxyde) (Euromedex). Apres décollement et lavage, les cellules sont reprises
dans du milieu de congélation. Cette suspension est refroidie progressivement de -1 °C/min
dans une boite de congélation (Nalgeéne) jusqu’a -80°C pendant 24 h avant d’étre conservée

dans I’azote liquide.

4. Numération cellulaire

Afin de réaliser certains tests (tests de cytotoxicité, tests de cytométrie en flux, ...), les
cellules doivent étre quantifiées. Aprés remise en suspension, les cellules mortes sont
marquées au bleu de trypan, les cellules viables sont alors dénombrées au microscope optique
grace a une cellule de Mallassez. Cette cellule est quadrillée de maniére a ce que chaque
carreau équivaille a 0,1 pl. Le nombre de cellules comptées dans 10 carreaux est multiplié par

10000 permettant alors de connaitre le nombre de cellules dans 1 ml de solution.

5. Cytométrie en flux

5.1. Principe

La cytométrie en flux permet 1’analyse de cellules entrainées dans un flux liquide en
utilisant leurs propriétés optiques. Les cellules, alignées les unes derricre les autres et séparées
d’au moins 1 mm, défilent individuellement a grande vitesse (environ 10 m/s) devant un laser.
Les cellules sont triées selon 3 parameétres (Figure 50) :

- la taille (parametre FSC) : la diffraction de la lumiere mesurée dans 1’axe du laser,
- la granulosité (parametre SSC) : la diffraction de la lumiére mesurée avec un angle de 90°
par rapport a ’axe du laser,

- Pintensité de fluorescence émise (parametre FL).

SSC: réfraction, texture
cellulaire, granulosité

Fluorescences

Figure 50 : Paramétres mesurés par le
cytométre en flux.
On trouve ainsi la taille des cellules (FSC),

FSC: réflexion diffraction leur granulosité (SSC) et leur fluorescence.
ombre cellulaire, taille,

aire de sélection
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5.2. Appareillage

Un cytometre en flux est composé de plusieurs parties (Figure 51) :

|
- 7

Laser

Miroirs

Figure 51 : cytométre en flux.

- un systéme fluidique : flux laminaire qui permet aux cellules en suspension de passer une a
une devant le laser.

- un systéme optique : composé du rayon laser et des filtres permettant de sélectionner les
longueurs d’ondes appropriées. Les cytometres peuvent étre équipés d’un ou de plusieurs
lasers. Nous trouvons trés fréquemment des lasers argon excitant les cellules a 488 nm ;
d’autres, tels que le LSRII 4 lasers contiennent des lasers excitant a 488 nm, 633 nm, 355 nm
et 561 nm.

- un systéme électronique : il est composé de photomultiplicateurs (PMT) qui captent la
lumicere émise, d’un digitaliseur qui la transforme en signal électrique puis en signal

numérique et enfin d’un ordinateur qui permet de traiter et stocker les données.

Pour nos analyses, 2 cytometres seront utilisés : le Facscan et le LSR 11 4 lasers.

5.3. Les parameétres étudiés

Les parameétres mesurés sont donc transformés en signal électrique et présentés sous
forme de cytogramme. Cela permet de sélectionner les populations a étudier, notées en rose
dans I’exemple ci-dessous. Chaque population est la population fille de la précédente.

Les 2 premiers paramétres étudiés sont la taille des cellules (FSC) et leur granulosité

(SSC). IIs permettent de sélectionner une population viable (Figure 52).
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L’étape suivante consiste a ¢liminer les doublets. En effet, lorsque 2 cellules passent en
méme temps devant le laser, la hauteur de I’impulsion électrique de leur taille (FSC-H) ou de
leur granulosité (SSC-H) sera la méme mais la largeur de cette impulsion (FSC-W ou SSC-
W) sera doublée. Nous éliminons environ 90% des doublets par le 1% cytogramme (Figure

53A) et le 2°™ nous permet d’éliminer environ 5% de doublets restants (Figure 53B).
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Figure 53 : Elimination des doublets.

Une fois ces doublets €liminés, la fluorescence intracellulaire n’est mesurée que sur cette

derniére population sélectionnée, P3. La fluorescence est présentée par la Figure 54.

NIH3T3-A 0-0
&
] Figure 54 : Mesure de la
£ fluorescence intracellulaire
38 dans le canal le plus
| approprié.
]

? 10? 10* 10

Hoechst 33258-A

La cytométrie en flux est utilisée pour 3 types d’expérimentations détaillées ci-dessous.
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5.4. Etude de l'adressage des protéines

L’utilisation d’un anticorps spécifique d’ABCG2 couplé a un fluorochrome permet de
visualiser et de quantifier 1’adressage de la protéine a la membrane plasmique. L’anticorps
utilisé ici est le 5D3 (e-bioscience), anticorps de souris reconnaissant spécifiquement la 3™
boucle extracellulaire d’ABCG2, ECL3, couplé a phycoérythrine (PE). Une excitation de cet
anticorps couplé a 488 nm permet de mesurer une émission a 520 nm. Les cellules n’étant pas
perméabilisées, la fluorescence observée correspond a I’anticorps fixé sur la membrane

plasmique donc a I’adressage d’ABCG?2 a cette membrane.

Les cellules sont ensemencées a 10° cellules dans une plaque 96 puits et centrifugées a
350xg pendant 5 min. Aprés lavage au PBS, lanticorps préparé au 1/10°™ dans de la
« Bovine Serum Albumine » (BSA) 2% est ajouté au culot de cellules. Elles sont incubées 30
min a 1’obscurité et a température ambiante. Une centrifugation a 350%g permet de retirer
I’anticorps et de laver les cellules au PBS. Les cellules sont par la suite récupérées dans du

PBS et conservées dans de la glace, a 4°C, dans 1’obscurité jusqu’a analyse au cytometre.

Un controle négatif, fourni avec I’anticorps 5D3 permet d’éliminer le bruit de fond lors
de I’analyse. Des cellules n’exprimant pas ABCG2 sont analysées de la méme facon afin de

s’affranchir de la fixation non spécifique de I’anticorps lors de 1’analyse.

5.5. Mesure de |'activité de transport des mutants

La cytométrie en flux peut étre utilisée pour mesurer une activité de transport. Pour cela,
le substrat doit étre fluorescent apres excitation. Le cytométre mesure la fluorescence
intracellulaire, ainsi, si le substrat est expulsé, la fluorescence intracellulaire sera faible, a la

différence du cas ou le substrat est peu ou pas expulsé.

Le protocole suivi est résumé sur la Figure 55.
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Figure 55 : Protocole de cytométrie en flux pour la mesure de transport de substrats ou pour la mesure de
P’activité inhibitrice d’un composé.

J-1: les cellules sont ensemencées dans une plaque 24 puits & 10> cellules par puits
(pour les cellules HEK-293 pcDNA3.1 et HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2 R482) ou a
5x10* cellules par puits (pour les cellules NIH3T3 et NIH3T3-MDR G185) et incubées 24 h
sous atmosphere humide a 37°C sous 5% de CO..

JO, hO : Apres avoir lavé les cellules, 100 pl de substrat a la concentration souhaitée
leur sont ajoutés avec 100 ul de DMEM. Les cellules sont alors incubées 30 min a 37°C, c’est
la phase d’accumulation.

JO, h+30 min : le milieu + substrat est retiré et du DMEM seul est ajouté aux cellules.
Elles sont incubées 1 h a 37°C, permettant a la protéine étudié¢e d’expulser le substrat.

JO, h+90 min : les cellules sont lavées, décollées et conservées dans du PBS, a 4°C

dans de la glace jusqu’a analyse au cytometre.

En pratique, chaque série d’essais contient (i) un témoin d’accumulation maximum
correspondant a des cellules n’exprimant pas le transporteur et accumulant donc un maximum
de substrat (100% du test), (ii) un bruit de fond correspondant a des cellules exprimant le
transporteur ou non, sans substrat, (iii), 1’essai proprement dit ou les cellules exprimant le
transporteurs sont incubées avec le substrat.

La fluorescence mesurée dans les cellules correspond aux substrats non transportés.

Ainsi, le pourcentage d’accumulation est calculé de la maniére suivante :
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FLA — FLB

FLC — FLB * 100

% accumulation =

Ou FLA est la fluorescence mesurée dans les cellules exprimant la protéine et incubées avec
le substrat ;
FLB est I’autofluorescence des cellules; elle est mesurée dans les cellules sans substrat ;
FLC est la fluorescence maximum dans les cellules ; elle est mesurée dans les cellules

n’exprimant pas la protéine et incubées avec le substrat ;

5.6. Mesure de |'activité inhibitrice des composés testés

Ce test est quasiment identique a la mesure de 1’activité d’efflux. Nous mesurerons
I’activité d’efflux de la protéine testée en présence de substrat mais également de composé

potentiellement inhibiteur.

Le protocole est présenté en Figure 55. La différence est 1’ajout, en plus du substrat, du

composé a tester dans les 2 phases d’accumulation et d’efflux.

Les contrdles sont effectués comme précédemment a la différence que I’autofluorescence
des cellules est mesurée en présence de I’inhibiteur, ceci dans le but de s’affranchir de la

fluorescence potentielle du composé testé.

Afin de calculer I’efficacité du composé, nous mesurons la concentration intracellulaire du
substrat. Lorsque ’on ajoute des concentrations croissantes d’un inhibiteur, la fluorescence

intracellulaire augmentera avec ces concentrations comme on peut 1’observer sur la Figure 56.

=
o
- 9

o] NIH3T3-MDR G185 + substrat
Z —— NIH3T3 +substrat

NIH3T3-MDR G185 + substrat + 0,05 uM inhibiteur
—— NIH3T3-MDR G185 + substrat + 0,3 uM inhibiteur
—— NIH3T3-MDR G185 + substrat + 0,5 M inhibiteur
—— NIH3T3-MDR G185 + substrat + 0,8 UM inhibiteur
—— NIH3T3-MDR G185 + substrat + 1 uM inhibiteur

Figure 56 : Exemple de I’augmentation de la fluorescence intracellulaire lorsque I’on ajoute des
concentrations croissantes d’un inhibiteur.

L’efficacité du composé testé est alors calculée comme suit :
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NIH3T3-MDR G185 + substrat (FLB)
m NIH3T3-MDR G185 + substrat + inhibiteur (FLA)
m  NIH3T3 + substrat + inhibiteur (FLC)

Fluorescence intracellulaire, a.u.

0,05 01 03

[inhibiteur], uM

Avec

FLA — FLB

E() = Lo —Fis

100

Figure 57 : Mesures effectuées pour déterminer I’efficacité d’inhibition d’un composé testé et calcul de son
efficacité.
Exemple d’un inhibiteur.

6. Test de croissance cellulaire par le test au MTT

6.1. Principe

Le test de croissance cellulaire permet de quantifier les cellules viables par ’utilisation du
bromure de 3-(4,5- diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium (MTT) (Sigma-Aldrich).
Ce sel de tétrazolium est réduit en formazan par la succinate déshydrogénase des
mitochondries des cellules viables, formant ainsi un précipité violet. Une lecture de

I’absorbance permet de déterminer le pourcentage de cellules viables.

6.2. Protocole

La veille du test, a J-1, les cellules sont ensemencées, dans une plaque 96 puits, de
2,5.10% a 10* cellules par puits selon le type cellulaire et sont incubées 24 h sous atmosphére

humide a 37°C sous 5% de CO,.

A JO, le milieu de culture est retiré et 100 ul de DMEM seul + 100 pl de concentrations
croissantes de chaque composé a tester (1% DMSO final) sont ajoutés dans les puits. Les
cellules sont alors incubées dans les conditions normales de culture. Un contrdle sans
composé est effectué afin d’obtenir le 100% de croissance cellulaire ; chaque concentration de

composé est réalisée en triple.
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A J3, le milieu est retiré et 100 ul de DMEM contenant 5 mg/ml de MTT est ajouté a
chaque puits. Apreés 4 h d’incubation a 37°C, le milieu est retiré et les cristaux de formazan
sont dissous dans un mélange éthanol : DMSO (50:50, v/v). L absorbance des puits est lue au

spectrophotomeétre a 550 nm.

7. Tests de chimiosensibilisation

Les tests de chimiosensibilisation sont menés de la méme manieére que les tests de
cytotoxicité. Les cellules exprimant ou non le transporteur ABC sont ensemencées dans les
plaques 96 puits a JO. A J1, des concentrations croissantes de substrat sont ajoutés en présence
ou non d’inhibiteur a une concentration égale a 5 fois son ICsyp. Aprés 72 h d’incubation, la

survie cellulaire est mesurée par le biais du test MTT.

8. Immunofluorescence

L’immunofluorescence est une technique de marquage permettant la détection des
protéines dans une cellule grace a un fluorochrome associé a un anticorps dirigé contre la

protéine cible.

. 5 ,
Quarante-huit heures avant leur marquage, 10” cellules sont ensemencées sur des lames
de microscopie avec chambres d’incubation (BD Falcon) et sont incubées sous atmospheére

humide a 37°C sous 5% de CO..

Le marquage des cellules est réalisé a température ambiante. Aprés un lavage rapide au
PBS, les cellules sont fixées 15 min par du paraformaldéhyde (PAF) a 4% (Sigma-aldrich).
Trois lavages rapides permettent d’enlever 1’excédent et les cellules sont alors perméabilisées
5 min par du méthanol froid (Carlo Erba). Apres avoir 6té I’excédent de méthanol, les cellules
sont saturées par un mélange BSA (2 mg/ml) (Euromedex), Triton X100 (0.1%) (Sigma-
Aldrich) et sérum de chévre (5%) (Sigma-aldrich). Aprés 2 h d’incubation, le mélange de
saturation est retiré et I’anticorps primaire est ajouté aux cellules pendant 1 h. L’anticorps
utilisé ici est BXP21 (Santa-cruz). C’est un anticorps de souris, dirigé contre les acides
aminés 271 a 396 d’ABCG2 et utilisé au 1/100°™. Trois lavages de 10 min au PBS sont
nécessaires pour enlever ’anticorps non fixé a ABCG2. L’anticorps secondaire est alors
ajouté aux cellules a la dilution de 1/250°™ pendant 1 h. Cet anticorps est un anti-souris
couplé au fluorochrome Alexa 488 (Santa-cruz). L’anticorps secondaire non fixé est retiré par

3 lavages de 10 min au PBS. Le noyau des cellules est marqué par du Hoechst 33358 (2,5 pM
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pendant 5 min) suivi par 3 lavages de 10 min au PBS. Afin d’observer les cellules au
microscope, une lamelle est superposée aux cellules dans du milieu de montage (glycérol :
PBS 50:50 v/v). Les cellules marquées sont conservées a 4°C dans I’obscurité jusqu’a analyse

au microscope confocal spectral SPS.

ITI. Biochimie

1. Extraction des protéines

1.1. Extraction des protéines totales de cellules de mammiféres

L’extraction des protéines est réalisée par un tampon de lyse hypotonique (5 mM EDTA,
10 mM Tris-HCI pHS8,0, 10 mM KCI, cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma-aldrich)). Le
culot de cellules (5.10° est lavé puis incubé 30 min dans la glace dans le tampon de lyse
hypotonique. Une centrifugation de 10 min a 4°C a 1000xg permet de séparer les cellules non
lysées (culot) des protéines (surnageant). Les protéines sont conservées a -20°C jusqu’a

analyse.

1.2. Extraction des protéines membranaires

Les cellules sont cultivées en hyperflask™ (Corning) et sont récupérées dans 200 ml de
PBS. Apres centrifugation a 200xg pendant 5 min, le culot de cellules est repris dans 10 ml de
tampon de lyse hypotonique (5 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH7,4, 10 mM KCl, cocktail
d’inhibiteurs de protéases (Sigma-aldrich)) et incubé 30 min a 4°C. Les cellules sont alors
cassées par traitement mécanique au Dounce sur glace puis centrifugées 10 min a 500xg afin
d’éliminer les cellules non lysées. Les membranes totales sont alors culotées par
ultracentrifugation a 100000xg pendant 1 h puis reprises dans du tampon de stockage (10 mM
Tris-HC1 pH7,4, 250 mM sucrose, 50 mM NaCl, glycérol 10%, inhibiteurs des protéases) et

stockées dans I’azote liquide.

1.3. Extraction des protéines de tumeurs
Environ 150 mg de chaque tumeur sont prélevés et incubés 1 h a 4°C dans un tampon
hypotonique (5 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH7,4, 10 mM KCI, cocktail d’inhibiteurs de
protéases). Les tumeurs sont cassées par traitement mécanique par 30 passages au Dounce, sur
glace. Une centrifugation de 15 min a 1000xg permet de récupérer les protéines totales dans

le surnageant.
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2. Dosage des protéines

2.1. Dosage par Bradford (Bradford, 1976)

La fixation du bleu de Coomassie R 250 sur les protéines déplace le maximum
d’absorption du colorant de 465 nm (rouge) a 595 nm (bleu). La gamme de sensibilité de cette
méthode permet de détecter de 1 a 15 pg de protéine par essai.

Ainsi, a une solution protéique contenant de 1 a 15 pg de protéines dans 500 pl d’eau
milliQ, 500 pl de la solution de colorant de Coomassie Plus (Pierce) sont ajoutés. Apres
homogénéisation, la densité optique est lue a 595 nm. Une gamme étalon de BSA est réalisée

dans les mémes conditions.

2.2. Dosage par BCA (Smith ez al., 1985)

Cette méthode est également un dosage colorimétrique. L’acide bicinchoninique (BCA)
utilise la réactivité du cuivre (Cu®") avec les protéines : elles réduisent 1’ion cuivrique Cu(II)
en Cu(I) en milieu alcalin qui forme alors un complexe pourpre avec I’acide bicinchoninique.
L’absorbance lue a 562 nm est proportionnelle a la concentration de protéines. Cette méthode

permet de détecter de 1 a 100 pg de protéines.

A 5 ul de protéines, sont additionnés 1 pl de SDS et de I’eau qsp 20 ul. Apres
I’homogénéisation, un mélange réactif de Cuivre (II) et d’acide bicinchoninique (1:500, v/v))
est ajouté aux protéines et incubé 40 min a 37°C sous agitation. L’absorbance est ensuite lue a
562 nm. Une gamme ¢talon établie avec de la BSA permet de relier I’absorbance lue a la

quantité de protéine.

3. Electrophorése sur gel de polyacrylamide

3.1. Séparation des protéines

Préparation des échantillons : Dix pg de protéines totales sont préparés en mélange 1:1
(v/v) avec du tampon de dépdt 2x (100 mM Tris-HCI1 pHS8,0, 4% SDS, 20% glycérol, 1,44 M
B-mercaptoéthanol, 5 mM EDTA, 4 M urée et 0,002% bleu de bromophénol). Aprés 10 min

d’incubation a température ambiante, 20 pl d’échantillons sont déposés sur gel d’acrylamide.

Préparation des gels de migrations : Les protéines migrent sur un gel d’acrylamide a
10%. Le gel de concentration est composé d’acrylamide 5% (37,5% d’acrylamide pour 1% de
bisacrylamide), Tris-HCI pH6,8 a 0,375 M, SDS 0,1%, persulfate d’ammonium 0,1%, N,N,N’,N -
tétraméthyl-éthylene-diamine (TEMED) 0,01%. Le gel de séparation est composé
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d’acrylamide 10%, (en proportion 37,5 pour 1 acrylamide/bisacrylamide), Tris-HCI pH 8,8 a
0,375 M, SDS 0,1%, persulfate ammonium 0,1% et TEMED 0,01%.

Migration : La migration des protéines s’effectue a 120 V et 25 mA par gel de migration
dans un tampon Tris-HCI 0,25 M, glycine 1,92 M, SDS 0,1%, pHS,5.

3.2. Coloration au bleu de coomassie

Le gel est trempé pendant 1 h dans une solution de bleu de coomassie (0,4% de bleu de
Coomassie, 40% éthanol, 49,6% eau, 10% acide acétique) puis est décoloré par une solution
composée de 10% d’acide acétique, 10% d’éthanol et 1% de glycérol une nuit a température

ambiante.

3.3. Coloration au nitrate d’argent

La coloration au nitrate d’argent est une méthode de détection plus sensible que la
coloration au bleu de coomassie mais la détection dépend de la composition en acides aminés

des protéines et n’est donc pas linéaire.

Les protéines sont fixées sur gel par une incubation de 1 h avec une solution de méthanol
50%, acide acétique 12% et 0,02% de formaldéhyde. Apres 3 lavages de 20 min dans de
I’éthanol 50 % (v/v), le gel est incubé 15 min dans une solution de thiosulfate de sodium a
200 mg/l. Deux ringages rapides a ’eau sont effectués avant le marquage du gel par une
incubation de 20 min dans une solution de nitrate d’argent a 2 g/l contenant 0,03% de
formaldéhyde. Deux rincages rapides a 1’eau éliminent 1’excés de nitrate d’argent et les
protéines sont révélées par une solution contenant 0,057 M de carbonate de sodium et
0,8 mg/ml de sulfate de sodium. La réaction est arrétée par un mélange contenant du méthanol

50% et de I’acide acétique 12%.

4. Analyse par immunodetection : le western-blot

Apres migration sur gel de polyacrylamide 10%, les protéines sont électrotransférées sur
une membrane de PVDF 0,22 um (préalablement mouillée avec du méthanol) pendant 1 h a
4°C et a 200 mA constant, dans le tampon de transfert (méthanol 10%, 0,4 g/l de NaOH,
2,21 g/l de CAPS, pHI11) selon la méthode liquide. La membrane de PVDF est alors saturée
par 30 min d’incubation dans une solution de lait écrémé 5% (Régilait) dans du tampon TBS-
tween 20. La réaction avec 1’anticorps primaire se fait par incubation d’une nuit a 4°C en

présence d’anticorps monoclonal de souris, BXP21 pour ABCG2 dilué au 250°™ et
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d’anticorps mdrl reconnaissant les acides aminés 1040 a 1280 pour ABCBI, dilué au 500°™.
Trois lavages successifs de 15 min par du TBS-tween 20 sont effectués. La membrane de
nitrocellulose est alors incubée pendant 1 h en présence de ’anticorps secondaire anti-souris
conjugué a la peroxydase (DakoCytomation) dilué au 3000°™, puis lavée 3 fois avec du TBS-
tween 20 pendant 15 min. La révélation se fait par le kit ECL (Roche Applied science) grace a

un ChemiDoc Universal Hood III (BioRad).

5. Activité ATPasique

Les transporteurs ABC transportent les substrats en utilisant 1’énergie de ’hydrolyse de
I’ATP. Nous pouvons donc étudier 1’activité d’un transporteur ABC en mesurant le phosphate
(P1) libéré par cette hydrolyse. Les mesures sont effectuées sur des membranes de cellules de

mammiferes HEK-293 pcDNA3.1 R482 ou Flp-In"-293 ABCG2.

5.1. Activité ATPasique basale

La mesure est effectuée en plaque 96 puits sur 50 pg de protéines totales. Le volume total
du milieu réactionnel est de 60 pl. Il est composé d’inhibiteurs des ATPases autres que les
transporteurs ABC (ouabaine 2 mM, azoture de sodium 5 mM, EGTA 0,1 mM), de chlorure
de magnésium (7 mM), d’ATP (5,5 mM), d’orthovanadate ou non (0,5 mM) (inhibiteurs des
transporteurs ABC permettant de mesurer une activité spécifique des ABC) et de tampon gsp

60 ul (50 mM Tris-HCI1 pH7,5, 50 mM NacCl).

La réaction est démarrée par 1’ajout des membranes dans les puits. Elle est réalisée sous
agitation a 37°C pendant 30 min et est stoppée par ajout de 30 ul de SDS dans chacun des
puits suivie d’une incubation de 10 min a 4°C. Le Pi libéré est quantifié par dosage
colorimétrique avec un mélange d’acide ascorbique dans une solution de molybdate
d’ammonium et d’acétate de zinc. Une gamme étalon de Pi établie dans les mémes conditions
permet de relier la lecture de 1’absorbance a 620 nm a la quantité de Pi et donc a I’activité de

la protéine (Chifflet ef al., 1988).

5.2. Activité ATPasique stimulée positivement ou négativement

L’activité ATPasique stimulée est mesurée selon le méme protocole que précédemment.
Le milieu réactionnel contient cependant un substrat ou un inhibiteur a la concentration

souhaitée en plus des autres réactifs.
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6. Mesure de I'heme par HPLC

L’héme n’étant pas fluorescent, son efflux par ABCG2 ne peut pas étre mesuré par
cytométrie en flux. Nous décidons donc de mesurer la quantité intracellulaire d’héme restante
aprés une phase d’efflux par une « High-performance liquid chromatography » (HPLC). La
méthode est décrite par Zhou et collaborateurs (Zhou et al., 2005).

6.1. Préparation des cellules

Cinq millions de cellules sont ensemencées dans des flasques de 75 cm? et sont incubées
24 h dans des conditions normales de culture. La synthése d’héme est alors stimulée par ajout
de son précurseur, I’acide d-aminolévulinique a la concentration de 1 mM. Cette stimulation
se fait en présence ou non d’inhibiteur d’ABCG2, le GF120918 a 5 uM ou le Ko143 a 1 pM.
La stimulation s’effectue pendant 21 h dans les conditions normales de culture. Afin de
mesurer la concentration intracellulaire d’héme produit, les cellules sont lavées puis mises en
suspension dans 50 ul de DMEM. Vingt microlitres de DMSO sont ajoutés et les cellules sont
vortexées vigoureusement pendant 5 min. Un mélange méthanol : KH,PO4 (60:40 ; v/v) est
ajouté aux cellules qui sont ensuite vortexées vigoureusement pendant 5 min. Une
centrifugation a 1400xg pendant 15 min permet de récupérer le surnageant prét a étre injecté

sur colonne d’HPLC.

6.2. Mesure par HPLC

Les expérimentations ont été menées par Damien Ficheux (ingénieur IBCP). La colonne
utilisée est une C18 5 um, 300 A, 4,6x250 mm, équilibrée dans un mélange 80% de tampon A
(H20, 0,1% d’acide trifluoroacétique) et 20% de tampon B (95% acétonitrile, 5% H»O, 0,08%
TFA). L’injection de 50 pl d’échantillon déclenche le gradient isocratique de tampon B 20-
100%, sur 10 min, puis 100% pendant 6 min. Le détecteur est calibré pour la lecture de
I’absorbance a 400 nm au cours du temps. Les temps de rétention et I’amplitude des pics des
composés renseignent sur leur identité et leur concentration. L’injection de référence permet
de déterminer les temps de rétention de I’hémine et de la PPIX, respectivement observés a 13

et 16 min.
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7. Purification

Des essais de purification d’ABCG2 sont réalisés sur membranes de cellules de

mammiféres Flp-In"™-293 ABCG2.

Plusieurs modifications ont été¢ apportées au cours des tests sur la base du protocole
présenté ci-dessous. ABCG2 posseéde une étiquette 6 histidines du coté N-terminal, la

purification est réalisée en batch sur résine de Nickel-agarose (Qiagen).

Les membranes sont solubilisées dans 1 ml final de tampon de solubilisation (Hepes/KOH
150 mM pHS8,0 (Euromedex), NaCl 300 mM (Euromedex), octyl glucose 0,5% (Sigma-
aldrich), glycérol 10% (Roth), PMSF 1x (Sigma-aldrich), cocktail d’inhibiteurs de protéase
1% (Sigma-aldrich)) 1 h a 4°C sous agitation. Une centrifugation a 100000xg pendant 15 min
permet d’enrichir ABCG2 dans le culot et d’éliminer les protéines solubles et solubilisées
dans ces conditions. Une 2"® solubilisation est réalisée sur le 1° culot afin d’extraire ABCG2
des membranes. La solubilisation est réalisée dans 1 ml de tampon de solubilisation 2
(Hepes/KOH 150 mM pH 8,0 (Euromedex), NaCl 300 mM (Euromedex), Dodécylmaltoside
4% (Roth), glycérol 10% (Roth), PMSF 1x (Sigma-aldrich), cocktail d’inhibiteurs de protéase
1% (Sigma-aldrich)) 1 h a 4°C sous agitation. Les protéines non solubilisées sont éliminées
par une centrifugation de 30 min a 100000xg. Le surnageant est alors appliqué pendant 1 h a
4°C sur 2x400 pl de résine de Nickel-agarose préalablement équilibrée par le tampon de
solubilisation 2. La fraction non retenue est éliminée par centrifugation a 8000xg pendant 5
min. Deux lavages (lavage 1 : Hepes/KOH 150 mM pHS,0, NaCl 300 mM, glycérol 10%,
imidazole 25 mM, DDM 0,5%; lavage 2 : HEPES/KOH 150 mM pHS8,0, NaCl 300 mM,
glycérol 10%, imidazole 40 mM, DDM 0,5%) de 4 ml sont effectués et 1’élution est réalisée
avec 500 pl de tampon d’élution (HEPES 150 mM pHS&,0, NaCl 300 mM, glycérol 10%,
imidazole 100 mM, DDM 0,5%). Une centrifugation a 8000xg de 2 min permet d’obtenir

I’éluat. Cette élution est répétée 3 fois.

Un dosage est effectué par la méthode au BCA et I’imidazole est éliminé par une dialyse

d’une nuit a 4°C dans 2 bains successifs.
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IV. Test in vivo

Ces tests ont été effectués en collaboration avec le Dr Léa Payen de la Faculté de

Pharmacie de Grange-Blanche (UCBL) de I’équipe du Pr. Charles Dumontet.

1. Les souris

Les tests sont réalisés sur des souris SCID femelles de 8 semaines (Charles River
Laboratories). Ce sont des souris immunodéficientes dont la mutation SCID bloque la
différenciation lymphoide, entrainant un déficit profond en lymphocytes B et T mais conserve

intactes les cellules de la lignée my¢éloide.
Les souris sont acclimatées a I’animalerie 8 jours avant les tests in vivo.

Tous les tests ont été effectués selon « the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals » et ont respecté le protocole approuvé par le conseil d’éthique des expérimentations

animales.

2. Les molécules testées

Deux inhibiteurs d’ABCG?2, efficaces in vitro, sont testés pour leur capacité a abolir le
phénotype MDR in vivo. Ce sont le MBLI-87, un dérivé acridone (Boumendjel ez al., 2007) et
le CT1364, un peptidomimétique.

Le MBLI-87 n’est pas soluble dans 1’eau ou en solution saline. Il a été formulé par le Dr
A. Geze de la Faculté de Pharmacie de Grenoble. Il est administré aux souris sous forme
d’une suspension colloidale de cyclodextrine modifiées enzymatiquement. La taille des
nanoparticules de la solution filtrée (0,45 pm) est comprise entre 185 et 195 nm et le MBLI-
87 se trouve a une concentration de 0,16 mg/ml (déterminée par mesure spectrométrique a
393 nm). Des essais de stabilité ont été réalisés. Ils n’ont pas montré de variation dans la taille
des nanoparticules ni dans la concentration du principe actif durant 3 mois. L’impact de la
lumiere sur la formulation n’ayant pas été étudiée les solutions sont conservées a 1’obscurité.
La durée d’un test étant inférieure a 3 mois, la méme solution sera donc utilisée. Une solution
témoin de nanoparticules seules (NANO) est préparée de la méme fagon. Le MBLI-87 est
injecté en voie intra-péritonéale (IP) 5 fois par semaine. Les nanoparticules seules sont

injectées de la méme fagon (300 pl/souris en IP).
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Le 2™ inhibiteur testé n’est pas non plus soluble en solution aqueuse ou saline. Le CT1364
est préparé¢ dans une solution a 6% d’éthanol a une concentration finale de 30 mM. La
solubilité n’est pas totale et un précipité se forme rapidement apres préparation de la solution.

La suspension est injectée en IP 5 fois par semaine a la dose de 100 mg/Kg.

Nous utiliserons également un inhibiteur de référence, le géfitinib (AstraZeneca). Une
solution aqueuse de concentration 15 mg/ml est administrée aux souris par gavage 3 fois par

semaine.

L’agent anticancéreux utilisé est I’irinotécan (fourni par le Dr. Hamedi-Sangsari, MAP-
France company) en solution aqueuse (6 mg/ml). Il est injecté aux souris en IP 3 fois par

semaine.

3. Tests de toxicité aiglie

Le premier test est la validation de 1’innocuité des solutés a tester, a la dose souhaitée in

vivo. Huit groupes de 3 souris saines sont crées (Tableau 11).

Groupes composés

Groupe 1 Irinotécan seul
Groupe 2 Irinotécan + géfitinib
Groupe 3 Irinotécan + MBLI-87 dose A
Groupe 4 Irinotécan + MBLI-87 dose B
Groupe 5 Irinotécan+ NANO
Groupe 6 Irinotécan + CT1364 dose A
Groupe 7 Irinotécan + CT1364 dose B
Groupe 8 Irinotécan + éthanol 6%

Tableau 11 : Groupes de 3 souris pour le test de toxicité des composés.

Les composés sont injectés comme décrit précédemment.

4. Tests de chimioréversion

4.1. Les souris

Chaque groupe est composé de 6 souris, doublement xénogreffées en sous-cutanée dont 3
avec des cellules HEK-293 pcDNA3.1 (controle) et 3 avec des cellules HEK-293 pcDNA3.1
ABCG2 R482 (essai). Le Tableau 12 présente les 12 groupes de souris ainsi que leurs

traitements.
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Souris Composés administrés Voie d'administration  Doses/ fréquence
Groupe 1 Eau IP 100 pl/ 3 fois/semaine
Groupe 2 Irinotecan IP 30 mg/Kg (100 pl) 3fois/semaine
Groupe 3 Géfitinib Gavage 75 mg/Kg (100 pl) 3fois/semaine
Groupe 4 Irinotecan + géfitinib IP + gavage 30 mg/Kg +75 mg/Kg 3fois/semaine
Groupe 5 CT1364 IP 100 mg/Kg (100 pl) 5 fois/semaine
Groupe 6 Ethanol 6% (V/V) IP 100 pl 5 fois/semaine
Groupe 7 Irinotécan + CT1364 IP+IP 30 mg/Kg 3 fois/semaine +
100 mg/Kg 5 fois/semaine
Groupe 8 Irinotécan + éthanol IP+IP 30 mg/Kg 3 fois/semaine + 100 pl
5 fois/semaine
Groupe 9 MBLI-87 IP 42,Amg/Kg (300ul) 5 fois/semaine
Groupe 10  NANO IP 300 pl 5 fois/semaine
Groupe 11  Irinotécan + MBLI-87 IP+1P 30 mg/Kg 3 fois/semaine +
2,4 mg/Kg 5 fois/semaine
Groupe 12 Irinotécan + NANO IP+1P 30 mg/Kg 3 fois/semaine +
300 ul 5 fois/semaine

Tableau 12 : Groupes de souris établis pour le test in vivo de réversion du phénotype MDR.

Chaque souris est identifiée individuellement par un code couleur (rose, bleu ou jaune) et
les souris xénogreffées avec des cellules exprimant ABCG2 ont été entaillées a une oreille.
Chaque souris est suivie afin de contrdler une éventuelle toxicité, au niveau de son poids, son

comportement et I’état de son pelage.

4.2. Protocole

Le protocole a précédemment été établi par le Dr. Léa Payen. L’expérimentation a été
réalisée avec 4 groupes de 3 souris auxquelles on injecte au niveau du péritoine des cellules
HEK-293 pcDNA3.1 (2 groupes) ou HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2 R482 (2 groupes). Trois

souris de ces 2 groupes ont €té traités avec de I’irinotécan et 2 groupes traités avec de I’eau.

Le protocole contient 2 phases dont une de 15 jours de traitements suivit d’une pause
initialement de 7 jours augmentée ensuite a 15 jours du fait de la toxicité des produits.
L’expérimentation est stoppée par le sacrifice des souris ou apres avoir répété le protocole

2 fois.

Le jour 0 correspond au jour d’inoculation des tumeurs. Le traitement est commencé le

jour 1.
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4.3. Implantation des tumeurs

Les cellules humaines greffées aux souris sont les mémes que celles utilisées in vitro. Ce
sont des HEK-293 pcDNA3.1 et des HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2 R482, cultivées selon les
conditions classiques (partie Matériels et méthodes I1.2. Culture cellulaire). Le jour de
I’inoculation, 8,2x10° cellules sont suspendues dans 100 pul de DMEM auquel est ajoutée une
solution de Matrigel (50:50, v/v). Les cellules sont inoculées aux souris en sous-cutané. Deux
tumeurs identiques sont implantées sur les flancs droit et gauche de chaque souris. Bien que
cela introduise un biais dans 1’expérimentation, il n’est pas préférable de greffer une tumeur
exprimant ABCG2 et une autre ne I’exprimant pas a la méme souris car la croissance des
tumeurs sera différente selon le traitement. En effet, les tumeurs HEK-293 pcDNA3.1 traitées
avec l’irinotécan ne se développent pas alors que les tumeurs exprimant ABCG2 ont une

croissance plus rapide obligeant a sacrifier prématurément les souris.

4.4. Déroulement du test

L’expérimentation s’effectue sur les groupes de souris décrit précédemment et selon le
protocole établi. Certaines souris ayant un poids plus faible au début du test, les volumes de

solutions administrées sont ajustés afin d’administrer la méme dose pondérale aux souris.

Les souris sont pesées 3 fois par semaine pour détecter une éventuelle perte de poids
synonyme de toxicité. Le comportement et I’état du pelage sont observés 5 fois par semaine

lors des traitements.

4.5. Sacrifice des souris

Les souris ont été sacrifiées par anesthésie kétamine/valium (8/2), du fait du volume de la
tumeur. Conformément a la réglementation, elles sont sacrifiées si on observe soit une nécrose
de la tumeur, une perte de poids supérieur a 20%, une géne dans le déplacement de la souris
du fait de la localisation de la tumeur. Dans tous les cas, les souris sont sacrifiées dés que la
taille de la tumeur atteint 1800 mm®, calculé par la formule suivante volume = (4x3,14 (1 +
w)/2)*/3 ou 1 est la longueur et w, la largeur de la tumeur. Les tumeurs sont prélevées et
conservées a -80°C. L’expression d’ABCG2 dans celles-ci est controlée par western-blot
comme décrit précédemment (partie Matériels et méthodes 1.5 Analyse par
immunodetection : le western-blot). Environ 1 ml de sang est collecté en intracardiaque dans
des seringues héparinées et le plasma est collecté par centrifugation (5000xg, 5 min). Il est

conservé a -80°C jusqu’a analyse des métabolites par HPLC.
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5. Tests de pharmacocinétique

Ce test est effectué sur des souris SCID saines séparées en 10 groupes. Cinq groupes sont
traités avec ’irinotécan uniquement (IP, 30 mg/Kg) (groupes 1 a 5), et 5 autres groupes sont
traités par une double injection irinotécan (IP, 30 mg/Kg) + MBLI-87 (IP, 0,45 mg/Kg)
(groupe 6 a 10). Chaque groupe est composé de 5 souris identifiées individuellement. Les
souris sont sacrifiées a des temps différents : groupes 1 et 6 sacrifiés 30 min apres injection,
groupes 2 et 7 1 h apres injection, groupes 3 et 8, 3 h apres injection, groupes 4 et 9 6 h apres

injection et les groupes 5 et 10 sont sacrifiés 24 h apres injection.

Le plasma est récupéré et conservé comme décrit précédemment. L’irinotécan et le SN-38

sont dosés comme décrit ci-apres.

6. Dosage de l'irinotécan et du SN-38

6.1. Extraction in vitro

7,5.10° de cellules HEK-293 pcDNA3.1 ou HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2 R482 sont
ensemencées dans une plaque 6 puits et cultivées 24 h selon les conditions habituelles de
culture. L’irinotécan est ajouté a une concentration de 2 pM pendant 60 min a 37°C, en
présence ou en absence de 5 puM de GF120418, 5 uM de MBLI-87 ou 10 uM de
fumitrémorgine C. Durant cette phase, I’irinotécan peut étre métabolisé en SN-38. Apres 2
lavages au PBS froid, les cellules sont collectées dans 1 ml de PBS froid, centrifugées (5 min,
1500%g) et lysées par 500 pl de méthanol pur. Vingt microlitres de camptothécine a 1 pg/pl
(standard interne) sont ajoutés et les échantillons sont centrifugés 5 min a 12000xg a 10°C. Le

surnageant est évaporé sous azote et les résidus sont suspendus dans 300 ul de phase mobile.

6.2. Extraction in vivo

Cinquante microlitres de plasma, 20 ul de standard interne (camptothécine a 1 pg/ul) et
300 ul d’acide formique (2%, v/v) sont mélangés vigoureusement pendant 10 s. Le mélange
est appliqué sur colonne d’extraction SPE (Oasis© HLB 30 mg — Waters, Milford, USA). La
colonne est lavée par 1 ml d’acide formique 2% : méthanol (80:20, v/v) et I’élution est réalisée
par 1 ml de méthanol. L’¢luat est évaporé sous azote et les résidus suspendus dans 300 pul de

phase mobile.
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6.3. Dosage par HPLC

Le dosage a été réalisé par le Pr Jérome Guitton.

Dix microlitres des solutions obtenus in vitro ou in vivo sont injectés. L’irinotécan et le
SN-38 sont séparés sur une colonne Hypersil Gold 100 mm x 2.1 mm (ThermoFisher, San
Jose, USA) par un gradient de phase mobile eau/acétonitrile (0,1% d’acide acétique). Le débit
de cette phase mobile est de 200 pl/min. La détection est réalisée avec un spectrometre de
masse triple quadripole Quantum-Ultra (ThermoFisher). La quantification est réalisée en
utilisant les transitions m/z 587—124 (irinotécan), 393—349 (SN-38) et 349—305
(camptothécine). Une courbe de calibration permet de relier I’air du pic a la quantité¢ de

produit.

V. Bio-informatique

Les expériences de bio-informatique ont été réalisées en collaboration avec le Dr.

Raphaél Terreux (IBCP-UCBL).

1. 3D-QSAR

Les molécules sont représentées avec le logiciel « Sybyl molecular-modeling » (SYBYL
6.9. Tripos Inc) en utilisant les champs de forces et de charges partielles de MMFF94 (Chang
et al., 1997 ; Halgren, 1996; Robey et al., 2004 ). La constante dié¢lectrique est fixée a 80 pour
simuler un environnement aqueux : les limites électrostatiques sont de 16 A. Dans CoMSIA,
I’encombrement stérique et €lectrostatique, 1’hydrophobicité, les donneurs et accepteurs de
liaisons hydrogéne sont calculés avec un facteur d’atténuation de 0,3 dans une grille de
dimension de 6 A dans toutes les directions de I’espace correspondant a la plus grande
molécule dans sa conformation la plus étendue. Un atome-sonde commun a toutes les
molécules est utilisé avec un rayon de 1 A et des propriétés de charges, d’hydrophobicité et de
liaison hydrogéne de +1. Les indices sont évalués par le protocole CoMSIA classique
possédant une valeur filtrante de 2,0 Kcal.mol™. La capacité prédictive du modéle est évaluée
par une validation LOO (« leave one outside »), basée sur le coefficient de contre-validation
(g% pouvant avoir une valeur maximale de 10. La marge d’erreur au cours de la prédiction de

la valeur d’inhibition est au maximum de 22% avec un écart-type de 5,2% =+ 6,1.
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2. Docking

Les protéines ABCB1 murine et humaine partageant 85% d’identité, le modele 3-D de
ABCBI humaine a été réalisé avec le logiciel Spdbviewer 4.0 (Expasy) en superposant la
séquence d’ABCB1 humaine P08183 (base de donnée de Uniprot) avec la structure 3D
d’ABCBI1 murine 3G60 (base de donnée de PDB) (Aller et al., 2009). La structure 3D
d’ABCBI1 humaine est alors minimisée par le logiciel « Sybyl molecular modeling » en
utilisant le champ de force Tripos et 1’algorithme de Gasteiger Marseli. Du fait de la taille de
la cavité (6000 A*) formée par les domaines membranaires d’ABCB1 murine résolue dans
cette conformation, les simulations de docking sur la structure 3D d’ABCBI humaine
résultante a été réalisée sur 4 zones (B1-B4) de la cavité (Figure 93). Chaque zone ainsi
définie se superposent avec la précédente afin d’éviter les problémes de limites. La réversine
CT1347, le Hoechst 33342 et la rhodamine 123 sont dockés indépendamment en utilisant le
module SurFlex Dock du logiciel Sybyl fonctionnant sous forme de Cscore. L’algorithme
protomol a été utilis€¢ pour générer une sonde définissant chaque zone, en réglant les

paramétres d’atténuation a 0,5 et d’extension a 10 A.
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I. Etude d’ABCG2 par mutagenéese dirigée

L’implication d’ABCQG?2 étant trés importante dans la résistance a de multiples drogues, il
est essentiel de mieux connaitre les domaines et le fonctionnement de cette protéine, en vue
de contrer ce phénotype. De nouvelles connaissances acquises dans le mécanisme de transport
ou encore dans les zones impliquées dans la reconnaissance des substrats, permettraient de
développer des inhibiteurs ciblés, et donc spécifiques, de ce transporteur. Plusieurs motifs de
cette protéine, ou des transporteurs ABC en général, ont été identifiés et leur rdle principal est
connu (Tableau 2). Cependant, le rle de plusieurs motifs ou domaines est encore inconnu. Un
des axes majeurs de recherche de notre laboratoire est 1’étude de ces domaines.

Dans ce contexte, je me suis focalisée sur 1I’étude des boucles intracellulaires d’ABCG2.
Une implication dans la liaison aux NBDs est suggérée mais peu de données sont
actuellement disponibles sur les 2 premiéres boucles. Nous supposons que ces régions seraient
¢galement impliquées dans la reconnaissance des substrats d’ABCG2, avant que ces derniers
n’atteignent leur site de transport. En effet, certains substrats non transportés par la forme
naturelle d’ABCG2 tels que les anthracyclines ou la rhodamine 123, se fixent avec la méme
affinité sur la forme naturelle et sur la forme mutée ABCG2R4¥1C (Pozza et al., 2006). Ceci
signifie donc que le site de transport et le site de reconnaissance (ou de sélection) des drogues
sont distincts. Nous supposons également que le lieu de reconnaissance des substrats serait
situé¢ en amont de cette mutation. Le résidu arginine 482 est positionné dans la 3°™ hélice
transmembranaire, du co6té du feuillet interne de la membrane plasmique. Il est donc

envisageable que le site de reconnaissance soit situé sur les boucles intracellulaires.

Nous avons donc souhaité étudier le role de ces boucles dans la reconnaissance des
substrats d’ABCG2. Pour cela, j’ai tout d’abord établi un nouveau systéme d’expression
d’ABCG?2 en cellules de mammiferes, permettant 1’étude de la protéine dans des conditions
optimales. Puis, différents acides aminés des boucles intracellulaires ICLO et ICL1 ont été

mutés en alanine afin d’étudier leur role fonctionnel dans ABCG?2.
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Figure 58 : Principe du systéme Flp-In™.
A : Le site FRT Flp Recombination Target.
B : La séquence d’ABCG?2 est clonée dans le vecteur pcDNAS/FRT par 2 enzymes de restrictions ER1 et ER2,
le géne est alors sous le contrdle d’un promoteur de CMV. L’insertion du vecteur codant pour ABCG?2 dans le
génome des cellules Flp-In™ est effectuée par la recombinase du plasmide POG44.
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1. La lignée Flp-In™-293

La premicre étape de cette étude a été de développer une nouvelle lignée cellulaire
exprimant ABCG2. Nous avons choisi pour cela le systéme Flp-In™ décrit pour la 1 fois en
1991 (O'Gorman et al., 1991) et dont le principe est illustré sur la Figure 58. Afin d’insérer le

gene d’ABCG2 dans le génome des cellules hotes, ce systéme requiert 3 éléments essentiels :

- le site d’insertion FRT unique : ce site FRT (Flp Recombination Target) a été isolé de
S. cerevisiae (Gronostajski and Sadowski, 1985 ; Jayaram, 1985 ; Senecoff ef al., 1985). Il est
formé d’une séquence de 34 paires de bases contenant 13 paires de bases répétées de fagcon

imparfaite et séparées par 8 paires de bases, incluant un site de clivage par Xbal (Figure 58A).

- le vecteur d’expression pcDNAS/FRT : vecteur dans lequel est cloné le géne d’intérét. Il
contient le méme site FRT que les cellules hotes Flp-In™ permettant son insertion dans le

génome des cellules.

- le vecteur POG44 : vecteur exprimant de manicre constitutive la Flp recombinase qui,
grace a une co-transfection avec le vecteur pcDNAS/FRT, permet la recombinaison de ce

dernier dans le génome des cellules hotes (Figure 58B).

Les étapes de clonage et de transfection sont détaillées dans la partie Matériels et

méthodes.

Les cellules utilisées Flp-In"™-293 sont des cellules dérivées des HEK-293. Le site
unique FRT présent dans le génome de ces cellules leur permet d’intégrer le plasmide en un
site unique du génome. Ainsi, le gene de la protéine d’intérét ne s’intégrera qu’une seule fois
dans le génome et dans une zone connue et identique pour chaque cellule. Ceci présente
plusieurs avantages non négligeables : tout d’abord, une sélection monoclonale n’est pas
nécessaire, ce qui est un gain de temps considérable, ensuite, le nombre de copie d’ADN
recombinant inséré est fixe. Ce point est indispensable a la comparaison quantitative des
mutants entre eux, et avec la protéine naturelle. Les différences observées seront alors
directement imputables a la mutation. Enfin, ce systeme permet 1’étude d’ABCG2, protéine

humaine, dans des cellules humaines.
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Figure 59 : Taux d’expression d’ABCG2 dans le systéme Flp-In"™-293 comparé aux cellules HEK-293

pcDNA3.1 ABCG2.

A : Le western blot est réalis¢ selon le protocole décrit dans la partie Matériels et méthodes. Les anticorps
dirigés contre ABCG?2 et contre la tubuline sont respectivement BXP21 et I’anti-tubuline a.
B : Quantification, réalisée par le logiciel Quantity One, du taux d’expression d’ABCG?2 rapporté au taux
d’expression de la tubuline dans les cellules. Le maximum d’expression (100%) est I’expression d’ABCG2 dans
les cellules HEK-293 transfectées.
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Figure 60 : Quantification de I’adressage d’ABCG2
a la membrane plasmique dans les 2 systémes
cellulaires étudiés.
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2. Comparaison de 2 lignés cellulaires

L’utilisation de ce systéme pour I’expression d’ABCG2 et 1’étude des mutants a été
validée par Tamura et collaborateurs en 2006 (Tamura et al., 2006). Cependant, nous avons
souhaité comparer ’expression et I’activité d’ABCG2 dans ce systéme avec le modele
d’expression utilis¢ habituellement dans notre laboratoire : les cellules HEK-293 transfectées

avec le plasmide pcDNA3.1 ABCG2.

2.1. Expression d’ABCG2

2.1.1. Taux d’expression d’ABCG2

Le premier controle effectué a été¢ la quantification et la comparaison de I’expression
d’ABCGQG2 dans les 2 systemes. Pour cela, un western blot est réalisé sur un extrait cellulaire

de protéines et les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 59.

Ainsi, les cellules Flp-In"™-293 ABCG2 expriment environ 5 fois moins la protéine que
les cellules HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2 (22% versus 100%). La diminution d’expression
¢tait attendue puisqu’une copie seulement du gene d’ABCG?2 est insérée dans le génome des

cellules Flp-In"™-293 contre un nombre variable de copies dans celui des cellules HEK-293.

2.1.2. Adressage d’ABCG2 a la membrane plasmique

L’expression d’ABCG2 a la membrane plasmique a été¢ quantifiée par I’utilisation de
I’anticorps 5D3, couplé & la phycoérythrine et dirigé spécifiquement contre la 3™ boucle
extracellulaire d’ABCG2. La quantification de la fluorescence, proportionnelle au taux de
protéines ABCG2 exprimées a la membrane plasmique, a été réalisée par cytométrie en flux
comme décrit dans la partie Matériels et méthodes. Les mesures effectuées sont présentées

dans I’histogramme de la Figure 60.

De la méme fagon que pour le taux d’expression d’ABCG2, 1’adressage a la membrane
plasmique de la protéine est plus faible dans les cellules Flp-In""-293 : ABCG2 est environ
8 fois moins abondant a la membrane de ces cellules comparé aux cellules HEK-293.
Cependant, on observe une différence qualitative notable dans 1’adressage d’ABCG2 dans ces
2 systémes : les cellules Flp-In'™-293 ABCG2 ont un adressage plus homogéne que les

cellules HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2. En effet, le pic de fluorescence de ces dernieres
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Figure 61 : Quantification de I’efflux de mitoxantrone par ABCG2 dans 2 systémes d’expression.

Histogramme représentant la fluorescence résiduelle de mitoxantrone dans les cellules HEK-293 pcDNA3.1
ABCG2 (A) et Flp-In™-293 ABCG2 (B). La mesure du transport par ABCG2 est réalisée comme décrit dans la
partie Matériels et méthodes. La mitoxantrone est excitée a 488 nm par le laser argon du cytomeétre et son
émission est mesurée a 650 nm. Les valeurs sont en unité arbitraire (a.u.).

C : La quantification est réalisée en prenant comme 100% d’accumulation les cellules n’exprimant pas ABCG2.
Les valeurs correspondent a des duplicats indépendants.
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est étalé, trainant particulierement dans les valeurs basses. Ceci refléte 1’hétérogénéité des
cellules : certaines expriment plus de protéine ABCG2 a la membrane plasmique que d’autres.
En ce qui concerne les cellules Flp-In"-293 ABCG2, le pic de fluorescence est symétrique,
les cellules apparaissent donc relativement homogenes.

En conclusion, méme si les cellules Flp-In"-293 ABCG2 expriment moins de protéine,

I’expression semble plus homogene que pour les cellules HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2.

2.2. Transport de substrats

L’étape suivante a été¢ de controler la capacité de transport d’ABCG2 dans les cellules
Flp-In"™-293. Nous avons souhaité connaitre ’impact de la diminution d’expression et
d’adressage d’ABCG2 sur cette activité de transport. Nous avons pour cela quantifié par
cytométrie en flux D’efflux de mitoxantrone, substrat fluorescent d’ABCG2, dans les 2

systemes d’expression. Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 61.

L’accumulation de mitoxantrone dans les cellules HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2 est plus
faible que dans les cellules Flp-In"™-293 ABCG2, ce qui traduit un efflux moins important de
ce substrat dans ces dernieres. Cependant, malgré le taux d’expression a la membrane
plasmique 8 fois plus faible, I’efflux de mitoxantrone n’est que légerement diminué : 32% de
transport pour HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2 contre 22% de transport dans les cellules Flp-
In"™-293 ABCG2. Les protéines adressées a la membrane plasmique, dans le 1% systéme, ne
sont donc, trés certainement, pas toutes fonctionnelles.

Le 2°™ point a noter est que les cellules Flp-In"™-293 ABCG2 semblent effectivement
plus homogenes que les cellules HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2. En effet, sur la Figure 61 le
pic de fluorescence est plus fin pour la Figure 61B (56 + 28 a.u) que pour la Figure 61A (33 +
44 a.u.). Enfin, la quantification de I’efflux de mitoxantrone étant plus reproductible dans les
cellules Flp-In"™-293 ABCG2 que dans les cellules HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2, on peut
supposer que le systéme Flp-In""-293 est moins variable dans le temps (Figure 61C).

En conclusion, méme si les cellules Flp-In"-293 expriment 8 fois moins ABCG2 a la
membrane plasmique, le transport de substrats est quasiment équivalent dans les 2 systémes.

De plus, ce systeme présente 1’avantage d’étre plus homogene et plus reproductible.
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Activité d'hydrolyse de I'ATP, nmol/min/mg de protéines membranaires

Figure 62 : Comparaison de ’activité d’hydrolyse d’ATP vanadate-sensible sur un extrait total de
protéines membranaires des 2 systémes étudiés.
L’activité d’hydrolyse de I’ATP est mesurée sur des membranes de cellules préparées comme décrit dans la
partie Matériels et méthodes. L’activité mesurée est vanadate sensible.
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2.3. Activité d’hydrolyse d’ATP

Afin de comparer 1’efficacité d’ABCG2 exprimée dans le systéme Flp-In"™-293 et dans
les cellules HEK-293, nous mesurons ’activité d’hydrolyse d’ATP d’un extrait de protéines
membranaires. La mesure est réalisée en présence de vanadate, un inhibiteur spécifique de
I’activité d’hydrolyse d’ATP des transporteurs ABC, permettant de quantifier I’activité

spécifique du transporteur. Les résultats obtenus sont présentés sur la figure ci-contre.

Ainsi, de la méme fagon que pour le transport de substrat, malgré le taux plus faible de
protéines exprimées, 1’activité d’hydrolyse d’ATP est quasiment équivalente dans les 2 types
cellulaires. On peut donc supposer que les protéines exprimées dans les cellules Flp-In"™-293
soient plus actives ou bien que les protéines exprimées par les cellules HEK-293 ne soient pas
toutes fonctionnelles. Cette 2°™ hypothése semble plus plausible ; si le taux de production des
protéines est trop important, il est possible que certaines ne soient pas repliées correctement et

ne soient donc pas fonctionnelles.
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Figure 63 : Mod¢le topologique en 2D d’ABCG2. Les résidus mutés sont encerclés en rouge.
Ce modéle a été établi par alignement de séquence avec 3 transporteurs ABC bactériens, BmrA, Sav1866 et
MsbA (P.Falson, non publié).
Les résidus sélectionnés, dans ICLO (H350, H375 et W379) et dans ICL1 (H457), sont mutés en alanine.
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Figure 64 : Quantification du taux d’expression d’ABCG2 muté.
A : Western-blot réalisé sur un extrait de protéines totales. Les anticorps dirigés respectivement contre ABCG2
et la tubuline sont BXP21 et I’anti tubuline a.
B : Quantification, par le logiciel Quantity One, du taux d’expression d’ABCG?2 rapporté a I’expression de la
tubuline. Le 100% d’expression correspond au taux d’expression de la protéine naturelle ABCG2.
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3. Les mutants

3.1. Le choix des mutants

Afin d’étudier le role des boucles intracellulaires d’ABCG2, 4 mutants ont été crées dans
les 2 premieres boucles intracellulaires (Figure 63). Les résidus sélectionnés, H350, H375,
W379 et H457, sont des résidus proches des hélices transmembranaires ou de la signature C2.
Les résidus H375, W379 et H457 sont conservés chez les orthologues d’ABCG2 de ’homme,
de la souris, du rat, du singe et des bovins, tandis que le résidu H350 est conservé chez
I’homme et le singe et correspond a un résidu aspartate chez la souris et le rat. Ces résidus
étant fortement conservés ou partageant de fortes similarités dans leur polarité, on peut
supposer qu’ils jouent un réle important dans la fonctionnalité¢ d’ABCG2. Nous avons choisis
de muter ces 4 résidus en alanine, acide aminé hydrophobe et de petite taille. L’étude de ces
mutations permet une premicre évaluation de I’importance de ces boucles dans la
reconnaissance des substrats. D’autres mutations seront par la suite envisagées en fonction des

résultats obtenus.

Les mutants sont réalisés dans le vecteur pcDNAS/FRT ABCG2 comme décrit dans la
partie Matériels et méthodes. 1ls ont ensuite été transfectés de maniere stable dans les cellules

Flp-In"™-293.

3.2. Taux d’expression d’ABCG2 muté dans les cellules Flp-In™-
293

3.2.1. Taux d’expression total

Afin de déterminer ’impact des mutations sur I’expression de la protéine, la quantité
d’ABCGQG2 a été estimée par western-blot selon le protocole décrit dans la partie Matériels et

méthodes.

Ainsi, comme observé sur la Figure 64, le mutant H350A est autant exprimé que la
protéine naturelle. Les 2 mutants H375A et W379A ont un taux d’expression de 50% et 33%
par rapport a D’expression de la protéine naturelle tandis que le mutant H457A est tres
faiblement exprimé (taux d’expression diminué de plus de 10 fois). Ce faible taux
d’expression de H457A est retrouvé dans une étude récente de Mao et collaborateurs (Cai et

al., 2010).
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Figure 65 : Taux d’expression membranaire d’ABCG2 naturelle et H457A.
A : Dot Plot permettant la sélection de la population d’intérét, R1.
B : Histogramme représentant les taux d’expression membranaire d’ABCG?2 naturelle (en noire) et H457A (en
bleue) ; en rose est représenté le bruit de fond.
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Figure 66 : Comparaison de I’expression membranaire d’ABCG2 naturelle ou mutée.
Les valeurs d’expression membranaire sont calculées aprés avoir soustrait le bruit de fond de chaque mutant a la
valeur de fluorescence mesurée. Le taux d’expression est alors rapporté a celui la protéine naturelle et est
exprimé en pourcentage.
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3.2.2. Taux d’expression a la membrane plasmique

Le taux d’adressage des formes naturelle et mutées d’ABCG2 a la membrane plasmique
est quantifié par cytométrie en flux, par I’utilisation de I’anticorps 5D3, spécifique d’ABCG?2,
selon le protocole décrit dans la partie Matériels et méthodes. La figure ci-contre illustre

I’expression membranaire des formes naturelle et H457A d’ABCG2.

Les mémes histogrammes sont obtenus pour les 4 mutants et les valeurs moyennes de
fluorescence mesurées étant proportionnelles au taux d’expression membranaire d’ABCG?2, le
taux d’expression membranaire des protéines a été quantifié. Apres avoir enlevé le bruit de
fond de chaque essai, les pourcentages d’expression membranaires d’ABCG2 ont été calculés
et les résultats sont présentés ci-contre.

En comparaison avec la protéine naturelle, le taux d’expression des protéines mutées a la
membrane plasmique difféere de celui mesuré en expression totale. En effet, I’expression totale
des mutants H375A, W379A et H457A étaient, respectivement de 50%, 33% et de moins de
10% tandis que I’expression membranaire est de 90%, 85% et 50% par rapport a ABCG2.

Il est possible que le western-blot effectué avec 1’anticorps BXP21 ne refléte pas
I’expression totale réelle des mutants H350A, H375A et W379A. En effet, ces 3 mutations
sont situées dans I’épitope reconnu par BXP21 (acides aminés 271-396 d’ABCG2) ce qui peut
géner la reconnaissance d’ABCG2 par I’anticorps. Cependant, nous notons que la mutation
H350A n’affecte pas cette reconnaissance puisque le taux d’expression total et membranaire
est similaire. Enfin, le mutant H457A n’est pas concerné par ce probléme puisque la mutation
se situe assez loin de I’épitope reconnu par BXP21. Il est donc possible qu’une partie des
protéines d’ABCG2 naturelle produites ne soit pas adressée a la membrane plasmique mais

reste dans les organites internes.

Les substrats étant transportés par les protéines exprimées a la membrane plasmique,
nous utiliserons ce taux d’expression afin de comparer les efficacités réelles de transport ou

d’activité d’hydrolyse de I’ATP.
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Figure 67 : Activité de transport d’ABCG2 naturelle ou mutée.

La capacité d’efflux des substrats est quantifiée par cytométrie en flux. Le maximum d’efflux correspond a
I’activité de la protéine naturelle. Quatre substrats sont testés : la mitoxantrone, le phéophorbide a, la
protoporphyrine IX et la zinc mésoporphyrine. L’activité de transport est rapportée a la quantité de protéines
membranaires exprimées.
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3.3. Caractérisations des mutants

3.3.1. Transport de substrats

Afin de déterminer I’impact des mutations sur la reconnaissance des substrats par
ABCG2, nous mesurons non seulement la capacité de transport de plusieurs substrats, mais

¢galement la sensibilité des cellules exprimant ces mutants a certains agents cytotoxiques.

3.3.1.1. Cytométrie en flux

La capacité de transport d’ABCG2 et de ses mutants a été quantifiée par cytométrie en
flux, comme décrit dans la partie Matériels et méthodes. Nous avons pour cela quantifié le
transport de 6 substrats : la mitoxantrone, le phéophorbide a, la protoporphyrine IX, la zinc
mésoporphyrine, la daunorubicine et la doxorubicine, ces 2 derniers n’étant pas transportés
par ABCG2 naturelle mais par les mutants ABCG2**?7'S. Le transport mesuré est exprimé en
pourcentage, en fixant comme 100% [D’activit¢é d’ABCG2 naturelle. Le taux de transport
mesuré est rapporté au taux d’expression membranaire des mutants, afin d’étudier I’impact

réel de la mutation sur I’activité de transport. Les résultats sont présentés sur la Figure 67.

Ainsi, nous observons des différences significatives dans [’activité de transport des
mutants par rapport a la protéine naturelle mais également entre eux ; certains mutants sont
jusqu’a 2,7 fois plus efficace que la protéine naturelle.

Le mutant H350A transporte la mitoxantrone et la protoporphyrine IX avec une efficacité
augmentée de 60% par rapport au sauvage tandis que sa capacité a expulser le phéophorbide a
et la zinc mésoporphyrine est équivalente au sauvage. Le mutant H375A transporte plus
efficacement 2 substrats : la mitoxantrone et la protoporphyrine IX (transport augmenté
respectivement de 50% et 60%). Le phéophorbide a ainsi que la zinc mésoporphyrine
semblent moins transportés par ce mutant (efflux diminué respectivement de 60% et de 20%).
Le mutant le plus intéressant semble étre W379A. Son activité d’efflux est augmentée pour
les 4 substrats testés ici et cela de maniere importante : le transport de mitoxantrone est
augmenté de 150%, le phéophorbide a de 90%, la protoporphyrine 1X de 70% et la zinc
mésoporphyrine 80%. Enfin, comme il a récemment été rapporté, le mutant H457A, malgré

son faible taux d’expression, transporte plus efficacement la mitoxantrone (transport
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augmenté de 30%) (Cai et al, 2010), ainsi que la protoporphyrine IX (70%) et la zinc
mésoporphyrine (60%). Le phéophorbide a, quant a lui, est expulsé moins efficacement par ce

mutant (efflux diminué de 66%).

Ainsi, les boucles intracellulaires semblent étre une région importante pour I’activité d’efflux
des substrats par ABCG2. La mutation W379A est particulierement intéressante, puisqu’elle

provoque un gain de fonction pour le transport des substrats d’ABCG2.

L’augmentation de ’efflux de tous les substrats par la mutation W379A semble indiquer
que ce résidu influence la capacité de transport d’ABCG2, plus que sa spécificité. Au
contraire, les effets différents observés selon les substrats avec les mutations H350A, H375A
et H457A semblent indiquer que ces résidus pourraient étre impliqués dans la spécificité des

substrats d’ABCGQG2.

Nous avons par la suite testé si ces mutations modifiaient le spectre des substrats
d’ABCG2, de la méme facon que la mutation R482T permet I’efflux de daunorubicine et de
doxorubicine (Honjo et al., 2001). Nous avons donc testé la capacité d’efflux de ces substrats

par ABCG2 naturelle ou mutée. Aucun des 4 mutants ne semble transporter ces 2 substrats.

3.3.1.2. Dosage de lefflux d’hémine par chromatographie liquide

haute performance

L’étude de transport a été¢ complétée par la quantification de 1’efflux d’hémine par
ABCG2 naturelle ou mutée. L’objectif ici était double : dans un premier temps, ceci nous
permet d’étudier 1’efflux d’un substrat supplémentaire par ABCG2 naturelle ou mutée. De
plus, les substrats étudiés précédemment étant principalement des porphyrines (phéophorbide
a, protoporphyrine IX et zinc mésoporphyrine), il nous semblait intéressant de déterminer si la
variation d’efflux était spécifique a toutes les porphyrines ou commune a tous les substrats
d’ABCG2. Dans un 2°™ temps, nous voulions démontrer I’efflux direct d’hémine par
ABCG?2. 1I est maintenant connu qu’ABCG2 transporte diverses porphyrines (Jonker ef al.,
2002 ; Zhou et al., 2005) et qu’il existe une interaction directe entre 1’hémine et ABCG2

(Krishnamurthy et al., 2004), mais son efflux direct n’a jamais ét¢ démontré.
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Figure 68 : Quantification du taux résiduel d’hémine et de protoporphyrine IX dans les cellules exprimant
ABCG2.
La mesure est effectuée en présence ou non d’inhibiteur spécifique d’ABCG2, le Ko143. Nous représentons ici
la surface des pics d’HPLC qui est proportionnelle a la quantité du produit détecté.
A : Surfaces des pics mesurées a 13 min de rétention correspondant a I’héme.
B : Surfaces des pics mesurés a 16 min de rétention, correspondant a la protoporphyrine 1X.
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Comme décrit dans la partie Matériels et méthodes, les cellules ont été¢ soumises pendant
21 ha 1 mM d’acide 6-aminolévulinique, en présence ou non d’inhibiteur d’ABCG?2, afin de
stimuler la synthése d’héme. Les cellules sont ensuite lysées et la concentration résiduelle
d’hémine est dosée par HPLC. Les chromatogrammes obtenus possédent 2 pics a différents
temps de rétention : le 1 & 13 min correspondant a I’hémine et le 2°™ a 16 min qui
correspond a la protoporphyrine IX, précurseur de I’héme. La quantité intracellulaire des 2

composés est présentée sur la Figure 68.

Comme on peut le voir sur la figure ci-contre, la protoporphyrine IX est présente en
quantité¢ beaucoup plus importante dans les cellules que I’hémine (surface du pic de
protoporphyrine IX des cellules ABCG2 + Kol43 de 1000 contre 6,8 pour I’hémine). La
protoporphyrine IX étant le précurseur direct de I’hémine, il est fort probable que la
ferrochelatase soit saturée et ne puisse pas ajouter un atome de fer a toutes les molécules de
protoporphyrine IX produites. Les quantités d’hémine mesurées étant faibles, il est difficile de
déterminer si I’écart observé entre le taux résiduel d’hémine dans les cellules exprimant
ABCG2 en présence de Kol43 (surface du pic de 6,8) ou en son absence (surface du pic de
6,2) est significatif.

Le transport de protoporphyrine IX par ABCG2 est, quant a lui, facilement visualisable
sur la Figure 68B. L’ajout de Kol143 augmente la quantité résiduelle de cette molécule d’un

facteur 3, confirmant le transport déja observé en cytométrie en flux.

Il n’est donc pas possible de mettre en évidence 1’efflux d’hémine par ABCG2 par cette
méthode. L’efflux de protoporphyrine IX ayant déja été quantifié par cytométrie en flux,

I’étude des mutants n’a pas été réalisée ici.
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Figure 69 : Cytotoxicité induite par différents substrats d’ABCG2 sur des cellules exprimant la protéine
naturelle ou mutée.
La cytotoxicité de 5 substrats a été testée, la mitoxantrone (A), le SN-38, métabolite actif de I’irinotécan (B), la
rhodamine 123 (C), la doxorubicine (D) et la daunorubicine (E) sur les cellules exprimant (triangles oranges) ou
non (cercles bordeaux) la protéine naturelle ou les mutants H350A (carrés verts clairs), H375A (losanges verts),
W379A (triangles bleus clairs) ou H457A (hexaédres bleus).
Les valeurs correspondent a la moyenne de 3 expérimentations indépendantes en triplicate.
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3.3.1.3. Chimiosensibilisation

Afin d’explorer plus en détail I’'impact des mutations d’ABCG2 sur le transport de
substrat, nous réalisons des tests de cytotoxicité sur des cellules exprimant la protéine ABCG2
naturelle ou mutée avec différents substrats (mitoxantrone, SN-38, rhodamine 123,
daunorubicine et doxorubicine). Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 69 et les
valeurs d’ICsy, correspondant a la concentration en drogue induisant 50% de mortalité
cellulaire, sont présentées dans le Tableau 13. Les valeurs d’1Cs présentées dans ce tableau ne
sont pas rapportées aux taux d’expression des protéines afin d’étudier la résistance réelle des

cellules par contre celles présentées dans le Tableau 14 le sont.

Comparé a la résistance des cellules transfectées avec le vecteur vide, nous notons que la
protéine ABCG2 confere une résistance aux cellules vis-a-vis de la mitoxantrone et du SN-38.
La doxorubicine, la daunorubicine et la rhodamine 123 n’étant, quant a elles, pas transportées

par cette protéine, la sensibilité des cellules est identique pour les 2 types cellulaires.

Du fait de I’expression plus faible des protéines mutées, la résistance des cellules est bien
souvent inférieure a celle des cellules exprimant la protéine naturelle (Tableau 13), la
résistance a donc été rapportée au taux d’expression membranaire, pour les substrats

transportés (le Tableau 14) afin de comparer ces résultats avec ceux du transport.

Contrairement & ce que nous attendions, nous ne retrouvons pas ici un transport de
mitoxantrone plus efficace par les 4 mutants. En effet, les cellules exprimant ABCG2 mutée
ne résistent pas a des concentrations plus élevées de mitoxantrone que les cellules exprimant
la protéine sauvage (Tableau 14). Ceci peut s’expliquer par le fait que I’activité de transport
est mesuré aprés une incubation d’une heure seulement ; alors que la chimiorésistance est
mesurée apres 72 h d’incubation. Des mécanismes autres peuvent alors se mettre en place.
Nous notons cependant que les cellules exprimant ABCG2 W379A résistent a des
concentrations plus fortes de mitoxantrone, confirmant sa plus grande capacité a expulser la

mitoxantrone.
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Mitoxantrone SN-38 Rhodamine 123 Doxorubicine Daunorubicine
1Cs0, uM Ratio 1Cs0, uM Ratio ICso, uM Ratio 1Cso, uM Ratio 1Cs0, uM Ratio
pcDNA5 FRT 0,005 0,007 9 0,057 0,04

ABCG2 0,02 4(1) 0,02 2.8(1) 16 1.8(1) 0,06 (1) 0,05 1,25(1)
H350A 0,013 2,6(0,65) 0,01 1,4(0,5) 11,9 1,3(0,7) 0,057 1(1) 0,044 1,1(0,88)
H375A 0,011 2,2(0,55) 0,008 1,1(0,4) 9 1(0,6) 0,07 1,2(1,2) 0,055 14(1,1)
W379A 0,029 5,8(1,45) 0,01 1,4(0,5) 9,6 1,1(0,6) 0,07 1,2(1,2) 0,022 0,55 (0,44)
H457A 0,01 2(0,5) 0,007 1(0,3) 5 0,55(0,3) 0,11 1,9(1,8) 0,02 0,55 (0,44)

Tableau 13 : Résistance des cellules exprimant ou non ABCG2 naturelle ou mutée.

Les ICs des substrats sont calculées a I’aide de la Figure 69. Le ratio correspond a la résistance des cellules
exprimant ABCG2 naturelle ou mutée par rapport aux cellules n’exprimant pas la protéine ; la valeur du ratio
entre parenthéses correspond a I’altération par mutation de la résistance cellulaire, c’est-a-dire a la comparaison
de la résistance induite par ABCG2 mutée par rapport a la protéine naturelle.

Mitoxantrone SN-38
Ratio Ratio
pcDNAS FRT Tableau 14 : Résistance des cellules exprimant ou
non ABCG?2 naturelle ou mutée rapportée au taux
ABCG2 40 28(1) d’expression membranaire
Les ratios sont rapportés au taux d’expression
H350A 2,6(0,65) 1,4(0.,5) . - \
membranaire. Lorsque la protéine mutée ne transporte
H375A 24006) 1104) pas le substrat. (I,CSO identique au vecteur V1de),.le ratio
n’est pas modifié par rapport au taux d’expression.
W379A 6.4(1,61) 1,5(0,53)
H457A 4(1) 1(0,3)
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I1 est intéressant de noter que 2 mutants, H375A et H457A semblent ne pas transporter le
SN-38 ou alors tres faiblement. En effet, leur résistance est équivalente a celle des cellules
n’exprimant pas ABCG2 (Tableau 13). Les 2 mutants H350A et W379A ont une efficacité de
transport diminu¢ d’environ 50% pour ce substrat comparé a la protéine sauvage (ICso de 0,01
pM contre 0,02 uM). Malgré le taux d’expression plus faible de W379A, la résistance des
cellules exprimant cette protéine mutée est quand méme inférieure a celles exprimant ABCG2

sauvage (Tableau 14).

La résistance a la rhodamine 123 et a la daunorubicine des cellules exprimant les mutants
est plus faible que pour la protéine sauvage. Cependant, nous savons que la protéine naturelle
ABCG?2 ne transporte pas ces 2 substrats. De ce fait, il n’est pas envisageable que les mutants
les transportent moins. De plus, comme on peut I’observer sur les graphiques, en tenant
comptes des erreurs expérimentales, les courbes de chimiosensibilisation se superposent

(Figure 69).

Concernant la doxorubicine, les mutants H350A, H375A et W379A ne transporte pas ce
composé. Cependant, le mutant H457A semble induire une résistance a ce composé : I’ICs
des cellules exprimant ce mutant est de 0,11 pM contre 0,06 uM pour les cellules exprimant
ABCG?2 naturelle, ce qui correspond a un ratio de 1,8. Les cellules n’exprimant que 50% du
mutant H457 par rapport a la protéine sauvage, on peut penser que cette différence est
significative. Dans ce cas, cela signifierait que le mutant H457A produit un gain de fonction
en permettant le transport de rhodamine 123. Ceci est cependant en contradiction avec
I’activité de transport que nous avions mesurée précédemment et d’aprés le graphique,
I’erreur expérimentale pourrait expliquer cette différence. Ceci doit cependant étre confirmé

par de nouveaux tests.

Malgré la différence entre la mesure du transport direct et la résistance des cellules
exprimant ces mutants, nous notons un impact des mutations sur le transport des substrats. Le
cas des mutants H375A et H457A qui ne transportent pas ou trés peu le SN-38 est
particulierement intéressant ainsi que le H457A qui pourrait induire I’efflux de doxorubicine.
Les boucles intracellulaires semblent donc jouer un role important dans le transport des

substrats.
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Activité d'hydrolyse de I'ATP, nmol/min/mg
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Figure 70 : Activité d’hydrolyse de ’ATP dans des préparations de membranes de cellules exprimant
ABCG?2 naturelle ou mutée.
L’activité d’hydrolyse de I’ATP des mutants est mesurée avec différentes concentrations d’ATP (de 0 a
6,5 mM). ABCG?2 est représenté par des cercles bordeaux, H350A par des triangles oranges, W379A
par des carrés verts clairs, H375A par des losanges verts et H457A par des triangles bleus.
Les valeurs correspondent a la moyenne de triplicat indépendants.
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3.3.2. Activité d’hydrolyse d’ATP

Nous examinons ensuite si la modification de D’activité de transport peut étre une
conséquence de changement dans ’activité d’hydrolyse de ’ATP des mutants. Pour cela,
nous quantifions I’activité d’hydrolyse de I’ATP sensible au vanadate de membranes de
cellules de mammifére Flp-In"™-293 exprimant ABCG2 sous sa forme naturelle ou mutée,
comme décrit dans la partie Matériels et méthodes. Le vanadate étant un inhibiteur spécifique
de T’activité¢ d’hydrolyse des transporteurs ABC et les membranes utilisées n’exprimant
qu’ABCG2, comme transporteur ABC, ’activité sensible au vanadate est donc spécifique de
ce transporteur. L’activité de ces transporteurs est tout d’abord quantifiée sans stimulation

(basale), puis apres stimulation par différents substrats.

3.3.2.1. Activité d’hydrolyse d’ATP basale

Tout d’abord, nous notons que la valeur de I’activité maximale d’hydrolyse est plus faible
que celle retrouvée dans la littérature. En effet, en 2010, Mao et collaborateurs ont mesurés
une activité maximale de 18,4 nmol.min'l.rng'1 de protéine (Cai et al., 2010) . Cette différence
peut cependant s’expliquer par le fait que les 2 études ne sont pas réalisées dans le méme type
de membrane. Nous étudions ici ABCG2 dans les cellules Flp-In"™-293 tandis que Mao et son
équipe 1’étudient dans les cellules HEK-293. De plus, les expériences ne sont pas réalisées
dans les mémes conditions ; il n’est donc pas possible de comparer les activités d’hydrolyse
maximale de I’ATP. Par contre, nous notons que la valeur du K, ’ABCG2 naturelle est
comparable a celle rapportée précédemment, de 1’ordre de 0,4 mM (Cai ef al., 2010). Ceci est
tres important car quel que soit le niveau d’expression d’ABCG2, I’ATP aura toujours la

méme affinité.

L’étude effectuée ici révele que la valeur du Kj, du mutant H350A est comparable a celui
de la protéine naturelle, tandis que celles des mutants H375A et W379A sont diminuées

d’environ 50% et jusqu’a 70% pour H457A.

179



Résultats et discussion

Vmax' Vmax'l K. mM Vmax’/ KM
. . . . M .
nmol Pi/min/mg prot nmol Pi/min/mg prot nmol/min/mg/mM)
ABCG2 8,69 0,63 8,69+0,63 0,42+0,11 20,58
H350A 7,10+0,46 7,10+0,46 0,52+0,11 13,63
H375A 5,41+0,34 7,3+0,3 0,23+ 0,06 31,74
W379A 5,64 +0,47 6,8+0,57 0,28+0,10 24,29
H457A 4,94 + 0,54 13,18 £ 2,51 0,15+ 0,07 87,87

Tableau 15 : Paramétres cinétiques de I’activité d’hydrolyse de ’ATP d’ABCG2 naturelle ou mutée.
Les paramétres cinétiques sont calculés en traitant les courbes de la Figure 70 par 1’équation de Michaelis et
Menten : V = V,,.[ATP]/(JATP]+K,,) ou V est la vitesse d’hydrolyse de I’ATP, V., est la vitesse maximale de
cette activité, [ATP] est la concentration en ATP et K, est la constante de Michaelis, reflétant I’affinité de I’ ATP
pour sa cible. Le V" correspond a I’hydrolyse maximale rapportée au taux d’expression d’ABCG2 (Figure 64).
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Ceci suggere que ces 3 mutations, particulierement en position 457, améliorent I’affinité
de I’ATP pour ABCG2. Aprés normalisation par rapport au taux d’ABCG2 dans les
membranes, nous notons que la valeur du V.’ des mutants H350A, H375A et W379A est
diminuée respectivement de 18%, 16% et 22%, tandis qu’elle est augmentée de 51% pour le

mutant H457A.

Les valeurs de K), et de V,,,,” nous permettent d’évaluer 1’activité d’hydrolyse de I’ATP
de chaque mutant (rapport V,...’/Ky). Ainsi, ce rapport est diminué de moitié pour le mutant
H350A reflétant une activité d’hydrolyse de ’ATP moins efficace que la protéine naturelle.
Les mutants H375A et H457A ont une activité d’hydrolyse de I’ATP plus efficace que la
protéine naturelle : le rapport V,,..’/K)s est augmenté, respectivement de 54% et de 327%. Les
résultats obtenus avec le mutant H457A sont comparables a ceux publiés récemment (Cai ef
al., 2010). Le cas peut étre le plus intéressant est celui du mutant W379A : le mutant est plus
affin pour I’ATP que la protéine naturelle (K, nettement diminuée) mais sa vitesse maximale
étant plus faible, le rapport V,..’/Ky n’en est que faiblement modifié : il n’augmente que de
18% ; ainsi malgré une meilleure affinité pour I’ATP, ce mutant n’entraine pas

d’augmentation de I’activité d’hydrolyse de I’ATP.

Les activités d’hydrolyse de I’ATP et de transport des substrats sont étroitement liées.
Ainsi, un transport plus actif de substrat (dli par exemple a une meilleure reconnaissance) peut
entrainer une augmentation de I’hydrolyse de ’ATP. A I’inverse, on peut également noter
qu’une augmentation de 1’activité d’hydrolyse de ’ATP entraine un efflux plus actif de
substrat. Il n’est pas évident de discriminer qui est responsable et qui est la conséquence de
"autre.

Les mutants H375A et H457A entraine une augmentation de 1’affinité de I’ATP pour les
NBD ainsi qu’une augmentation de 1’efficacité d’hydrolyse de I’ATP. Cet effet est retrouvé
pour les mutants N629A (Ni et al., 2010) et R482T (Pozza et al., 2006) qui montraient une
diminution du K}, et une augmentation de I’activité¢ d’hydrolyse de I’ATP. Cependant, il n’est
pas possible de déterminer, si I’augmentation du transport des substrats est une cause ou une

conséquence du changement dans 1’activité d’hydrolyse de I’ATP de ces mutants.

L’augmentation de 1’activité de transport observée pour les mutants H350A et W379A
(respectivement avec les substrats mitoxantrone et zinc mésoporphyrine ; mitoxantrone,

phéophorbide a, protoporphyrine IX et zinc mésoporphyrine) est difficilement reliable a la
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Figure 71 : Activité d’hydrolyse de ’ATP, sur des préparations de membranes exprimant ABCG2

naturelle ou mutée, aprés stimulation.

A : L’activité d’hydrolyse de I’ATP est mesurée apres stimulation (barres grises) ou non (barres noires) par
10 uM de sulfasalazine. L’activité a 100% est I’activité d’hydrolyse de I’ATP non stimulée pour chaque

protéine.

B : L’activité d’hydrolyse de I’ATP est mesurée sur la protéine naturelle et sur 2 mutants apres stimulation par

des concentrations croissantes de prazosine.
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modification de I’activité d’hydrolyse de I’ATP. En effet, on observe pour les mutants H350A
et W379A une affinité pour ’ATP qui est équivalente ou augmentée, alors que I’hydrolyse de
I’ATP est diminuée ou faiblement augmentée. Ainsi, il est possible que cette activation du
transport des substrats soit directement reliée aux mutations introduites dans les boucles

intracellulaires.

3.3.2.2. Activité ATPase stimulée

Nous avons ensuite mesuré 1’activité d’hydrolyse de I’ATP de la protéine naturelle ou
mutée aprés stimulation par un substrat. Dans un 1 temps, le test a été réalisé sur tous les
mutants avec 10 uM de sulfasalazine (Figure 71A), substrat d’ABCG2. Ce composé est utilisé
pour stimuler ’activité d’hydrolyse de I’ATP par ABCG2, de 2 a 4 fois d’apres Solvobiotech.
Dans un 2°™ temps, nous avons mesuré cette activité sur 2 mutants particuliérement
intéressants, H375A et W379A, avec des concentrations croissantes de prazosine (Figure
71B), substrat d’ABCG2 qui stimule I’activité d’hydrolyse de ’ATP du mutant R482G

d’ABCQG2, a une concentration supérieure a 10 uM (McDevitt et al., 2008).

Dans nos conditions, I’activité¢ d’hydrolyse de I’ATP de la protéine naturelle n’est pas
stimulée par 10 uM de sulfasalazine (Figure 71A), qui au contraire stimule [’activité
d’hydrolyse de I’ATP de 2 mutants, H375A et W379A, respectivement de 30% et 60%. Afin
de déterminer si cette stimulation est provoquée par tous les substrats, nous en testons un 2™,
la prazosine, avec une gamme de concentrations allant de 0 & 100 uM. Nous notons ici, que
contrairement a ce qui était observé précédemment, I’activité d’hydrolyse de I’ATP des
mutants n’est pas stimulée et cela méme a des concentrations élevées (jusqu’a 100 uM de
prazosine). Ainsi, la stimulation de I’hydrolyse de I’ATP est substrat-dépendant ce qui n’est
pas tellement étonnant puisque nous avions déja noté des effets différents des mutants sur leur

transport en fonction des substrats testés
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Figure 72 : Purification d’ABCG?2 a partir de membranes de cellules de mammifére.
A : Gel d’acrylamide coloré au bleu de Coomassie permettant la visualisation de toutes les protéines. ABCG2 est
présente en quantité trop faible pour étre visualisée ici.
B : Western-blot permettant la visualisation d’ABCG?2 au cours de la purification grace a I’anticorps BXP21
dirigé spécifiquement contre ABCG2. On la retrouve dans la 19 élution.
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3.3.3. Essais de purification

Afin de déterminer I’impact des mutations sur la fixation des substrats sur ABCG2, nous
avons souhaité purifier la protéine et tester la fixation des substrats par variations de
fluorescence. Pour ne pas changer de systeme d’expression, nous purifions ABCG2 a partir de
membranes de cellules de mammifére produites dans des hyperflasks®, comme décrit dans la
partie Matériels et méthodes. En effet, ABCG2 correspondant a environ 0,1% des protéines
membranaires, une grande quantité de protéines membranaires totales est nécessaire pour

obtenir suffisamment d’ABCG2 pour son analyse.

Plusieurs essais ont été réalisés a partir des membranes exprimant la protéine naturelle.
Les premieres purifications étaient effectuées aprés une solubilisation dans 4% de DDM
pendant 1 h a 4°C avec une concentration en protéines de 8 mg.ml”'. La purification était
réalisée en batch, sur résine de Nikel-Agarose (Qiagen). ABCG2 était retenue sur cette
colonne, puis éluée par de I’'imidazole (100 mM). Malheureusement, nous retrouvions une
grande quantité de contaminants dans I’élution puisque, contrairement a ABCG2, ils se

visualisent sur gel coloré au bleu de Coomassie (Figure 72A).
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Figure 73 : Purification d’ABCG?2 avec une double solubilisation OG 0,5% puis DDM 4%.
A et B: Gels d’acrylamide colorés respectivement au bleu de Coomassie et au nitrate d’argent.
C et D : Western-blot permettant la visualisation d’ ABCG2 (anticorps BXP21) dans le 2°™ surnagent et les

élutions 1, 2 et 3.

Figure 74: Spectre d’émission de fluorescence
intrinseque de la protéine purifiée, aprés excitation
4295 nm.

Les courbes rose et orange correspondent a la solution
de protéines étudiées, la courbe rouge représente le
tampon, soit le bruit de fond, et la courbe verte
correspond a la protéine apres soustraction du tampon.
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Afin d’améliorer la purification, nous décidons de procéder a une premicre étape de
solubilisation avec 0,5% d’octyl-glucoside (OG). ABCG2 n’étant pas solubilisée dans ces
conditions, une centrifugation a 100000 x g permet d’éliminer les contaminants solubles.
Cette concentration en détergent est inférieure a la CMC (concentration micellaire critique),
ainsi, nous solubilisons peu de protéines mais cette €tape permet 1’élimination des protéines
faiblement ancrées dans les membranes. Comme on peut le visualiser sur la Figure 73A et B,
cette étape permet 1’élimination d’une grande quantité de contaminants. Une solubilisation
dans 4% DDM 1 h a 4°C du culot de I’étape précédente permet de solubiliser ABCG2. La
purification suit alors le protocole décrit dans la partie Matériels et méthodes. Afin de
visualiser ABCG2, un western-blot, un gel d’acrylamide coloré au bleu de Coomassie et au
nitrate d’argent sont réalisés (Figure 73).

Ainsi, cette méthode semble étre assez sélective pour obtenir ABCG2 relativement bien
purifiée. Peu de contaminants sont visualisables sur un gel coloré au bleu de Coomassie ou
par le nitrate d’argent. Nous observons une protéine possédant une taille de 72 kDa sur ce
denier gel qui pourrait donc correspondre 8 ABCG2. Une analyse en spectrométrie de masse
devrait répondre a cette question.

Cependant, nous restons confrontés a 2 problémes. Le premier est la faible quantité
d’ABCG?2 purifié qui est due d’une part, a la dialyse réalisée apres la purification ou la moitié
des protéines sont dégradées et, d’autre part, au faible taux d’expression d’ABCG2 dans ce
systéme d’expression. Ainsi, la quantité obtenue est trop faible pour permettre d’effectuer des
essais de fluorimétrie. I faudrait débuter la purification avec des quantités plus importantes de
protéine, ce qui n’est pas réalisable ici. Le deuxiéme probléme rencontré est la qualité¢ de la
protéine. En fluorimétrie, elle présente 2 pics, ce qui démontre 2 formes de la protéine (Figure

74) ; ceci peut également étre dli @ un probléme dans la dialyse.

La purification d’ABCG2 en cellules de mammifere est assez complexe. Les quantités
obtenues sont faibles, malgré la quantité importante de protéines membranaires utilisées en
début de purification. Afin de pallier ce probléme, nous envisageons de changer de systéme
d’expression et de produire les mutants en cellules d’insectes Sf9, dont la purification a été
mise au point au laboratoire (Pozza ef al., 2006). La qualité de la protéine peut étre améliorée
en modifiant les conditions de dialyse. Cette étape est indispensable afin d’éliminer
I’imidazole et pouvoir analyser la protéine en fluorimétrie. Nous envisageons d’augmenter la
quantité de détergent au cours de la dialyse, qui ici, n’était présent qu’a 0,1% et pourrait donc

expliquer la dégradation de la protéine.
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Afin d’étudier le role des boucles intracellulaires d’ABCG2, 4 mutants ont été produits et
plusieurs caractéristiques ont été étudiées : le taux d’expression des protéines, le transport de
substrats, la résistance des cellules exprimant les protéines aux agents anticancéreux et les
paramétres cinétiques de D’activité d’hydrolyse de I’ATP. Le tableau précédent résume les

différences observées entre les mutants et ABCG2 naturelle.

Tous les mutants sont exprimés sous une forme mature, ils sont correctement adressés a
la membrane plasmique et ils transportent activement les substrats. Ceci suggere donc que ces
mutations n’entrainent pas d’altérations majeures dans la structure d’ABCG2 qui
modifieraient son repliement, son adressage ou sa biosyntheése. Cependant, ces mutations
entrainent des changements importants dans la fonctionnalité¢ du transporteur. Ainsi, les 4
mutations introduites entrainent une augmentation de [’efflux de mitoxantrone et de
protoporphyrine IX. Un tel gain de fonction est observé notamment avec 2 autres résidus des
domaines transmembranaires, les mutations R482G ou R482T (Miwa et al., 2003 ; Robey et
al., 2003) et K462A (Cai et al., 2010) qui augmentent considérablement la résistance a la
mitoxantrone. Il est important de noter que, contrairement aux mutations R482G/T, les
mutants générés dans cette étude ne sont pas obtenus par pression de s€lection. De plus, aucun

polymorphisme n’a été répertorié pour ces résidus.

Mutation H350A.

Le mutant H350A diminue de maniére sélective I’activité de transport d’ABCG2. Ainsi le
transport de phéophorbide a et de zinc mésoporphyrine n’est pas modifié, celui de
mitoxantrone et de protoporphyrine IX est augmenté, tandis que la protéine mutée transporte
moins efficacement le SN-38. Nous notons également que I’affinité de I’ATP pour les NBD
est identique a celle de la protéine naturelle mais que la vitesse maximale d’hydrolyse est

diminuée, conduisant alors a une diminution de I’activité globale d’hydrolyse de I’ATP.

Ce résidu H350 est situé¢ dans ICLO et précede de 3 résidus la signature C’. D’apres les
travaux récents du laboratoire, il semblerait que cette signature soit impliquée dans la
transduction du signal entre les NBD et les TMD (theése de S. Macalou, non publié). Il est
donc raisonnable de penser qu’un résidu si proche de cette signature puisse également
interférer dans ’activité d’hydrolyse de I’ATP. Cependant, dans cette hypothése pourquoi
n’observons-nous pas le méme effet avec tous les substrats ? Une explication pourrait étre que

certains substrats stimulent cette activité, conduisant alors a une efficacité¢ de transport plus
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¢levée, tandis que d’autres ne la stimulent pas. Il sera donc intéressant de mesurer I’activité
d’hydrolyse de I’ATP en présence de substrats dont on a observé une augmentation dans le

transport (tel que la mitoxantrone).

Mutation H457A.

Le mutant H457A entraine une augmentation du transport de mitoxantrone, de
protoporphyrine IX et de zinc mésoporphyrine, tandis que I’efflux de phéophorbide a est
diminué. Ce mutant n’est par ailleurs plus capable d’expulser le SN-38. Cette mutation a
¢galement un effet trés marqué sur 1’activité d’hydrolyse de I’ATP : I’affinité¢ des NBD pour
I’ATP est tres augmentée, de méme que la vitesse maximale d’hydrolyse. Ceci entraine une

activité d’hydrolyse de I’ATP 4 fois plus importante que celle de la protéine naturelle.

La localisation de H457 est controversée. En effet, comme d’autres équipes (e.g. Hazai
and Bikadi, 2008), nous positionnons ce résidu dans la 2°™ boucle intracellulaire ICL1 juste
apres TM2 (Figure 63). La probabilité de ce positionnement est renforcée par la proximité de
la séquence SGYYR que nous supposons étre la région charniere au contact du NBD du
méme monomere. De leur c6té, Wang et ses collaborateurs proposent que ce résidu soit au
contraire localisé dans TM2, coté feuillet externe de la membrane (Figure 75, Wang et al.,
2008), localisation basée sur I’insertion d’épitope hémagglutinine a divers endroits de la

séquence.

Figure 75 : Modéle topologique d’ABCG?2 prédit par Wang et collaborateurs.
(Wang et al., 2008)
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Cette méme équipe suggere que ce résidu H457 participerait a la formation du site de
fixation du Hoechst 33342 sur ABCG2. En effet, sur la base de la structure tridimensionnelle
d’ABCB1 murin (Aller et al., 2009), cette méme équipe a récemment établi un modeéle 3D
d’ABCG2 par homologie de séquence, incluant les données du 1¥ modeéle (Cai ef al., 2010).
Une étude de docking a par la suite suggérée I’implication de ce résidu dans la fixation du

Hoechst 33342.

Il est maintenant important pour nous de déterminer la position exacte de ce résidu :
transmembranaire ou intracellulaire ? En effet, les 2 hypothéses concorderaient avec nos

résultats.

o I’augmentation de I’efflux de certains substrats comme la mitoxantrone,
protoporphyrine IX et zinc mésoporphyrine que I’on observe avec ce mutant peut s’expliquer
par une diminution d’affinité au site de transport de ces substrats, ce qui en premicre
approximation est en accord avec une localisation membranaire de cette histidine. Nous
supposons dans ce cas que le phéophophorbide a pourrait se fixer dans une zone distincte des
autres substrats et voir son transport également affecté, avec des conséquences différentes, par
cette mutation.

e Dans I’hypothése ou ce résidu est intracellulaire, il pourrait avoir les mémes
conséquences qu’exposé ci-dessus mais en constituant un 1 site de fixation intracellulaire
comme nous le supposions au début de cette étude avec également des affinités différentes

selon la structure des substrats.

Quant au SN-38, que le résidu H457 soit situé du coté intracellulaire ou
transmembranaire, nous pouvons supposer qu’il est indispensable a la fixation de ce substrat

sur ABCQG2.

La mutation du résidu H457 affecte également 1’activité¢ globale de 1’hydrolyse d’ATP.
Une modification de ’affinité de I’ATP et une augmentation de I’activité d’hydrolyse d’ATP
sont retrouvées pour les mutants R482T/G, modifiés sur un résidu situé dans la partie
transmembranaire ; la raison pour laquelle elles entrainent ces changements est inconnue
(Pozza et al., 2006). Mao et collaborateurs ont formulé I’hypothése que les mutations,
notamment celle du résidu H457, peuvent modifier I’interaction d’ABCG2 avec les substrats
et perturber les changements conformationels induits par leur fixation sur la protéine,
conduisant alors a une altération du transport et/ou de I’activité d’hydrolyse de ’ATP (Cai et

al., 2010). De plus, il a été montré sur ABCB1 une communication directe entre les sites de
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fixation des substrats et le site de fixation de ’ATP (Liu and Sharom, 1996). Etant donné la
similarité de fonctionnement entre ABCB1 et ABCG2, on peut penser qu’il existe aussi une
communication directe entre la fixation des substrats sur ABCG2 et I’affinité des NBD pour
I’ATP. 1l serait alors intéressant de mesurer si I’activité d’hydrolyse de I’ATP est stimulée par
différents substrats.

Concernant 1’activité basale qui est elle-méme augmentée, il est difficile de 1’expliquer de
cette maniere. Une hypothese, qui doit bien évidement étre confirmée, pourrait étre que cette
mutation entraine un changement conformationel de la protéine qui rapproche les 2 NBD, de
la méme fagon que lors de la fixation d’un substrat sur son site. Ainsi, la protéine serait
maintenue plus longtemps dans une « forme fermée », augmentant ainsi 1’affinité¢ de I’ATP

pour les NBD et I’hydrolyse de I’ATP.

Mutation H375A.

La mutation en position H375 provoque quasiment les mémes effets que celle du résidu
H457 : I’efflux de mitoxantrone et de protoporphyrine IX est augmenté tandis que celui de la
zinc mésoporphyrine et du phéophorbide a est diminué par rapport a la protéine naturelle.
Cependant, 1’activité d’hydrolyse d’ATP n’est pas modifiée de la méme maniere : nous
observons bien une augmentation de I’affinité de ’ATP pour les NBD (diminution du K},)
mais la vitesse maximale d’hydrolyse est diminuée. Nous notons également que I’activité

d’hydrolyse d’ATP semble stimulée par la sulfasalazine mais pas par la prazosine.

Ce résidu est situ¢ seulement 15 résidus en aval de la signature C’. Ainsi, de la méme
facon que la signature C’, ce résidu pourrait jouer un role direct dans la liaison de I’ATP sur
les NBD et plus généralement dans son hydrolyse : en augmentant 1’affinité¢ de ’ATP sur les
NBD, ceci pourrait figer la conformation et ainsi altérer I’hydrolyse de I’ATP en ADP ce qui
se traduirait alors par une baisse du V.. Ainsi, certains substrats, qui ne stimulent pas cette
activité auraient une efficacité de transport réduite ; les substrats stimulant cette activité
auraient au contraire une efficacité¢ de transport augmentée. Ainsi, de part sa localisation,
H375 pourrait jouer un rdle au niveau de 1’activité d’hydrolyse d’ATP, et non pas au niveau
du transport des substrats comme H457.

I1 est aussi possible que ce résidu soit impliqué dans la reconnaissance et la fixation des
substrats au niveau intracellulaire. Un substrat reconnu plus efficacement atteindrait plus
rapidement son site de transport entrainant alors une augmentation de son transport. La

stimulation de I’activité¢ d’hydrolyse d’ATP observée par certains substrats (tel que la
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sulfasalazine) serait alors un effet indirect dii au couplage entre site de transport et activité

d’hydrolyse d’ATP.

Mutation W379A.

La mutation W379A augmente le transport de tous les substrats testés et ne change pas la
sélectivité des sites (anthracyclines non transportées). De plus nous observons que 1’affinité
pour ’ATP est 2 fois meilleure mais que sa vitesse d’hydrolyse n’est augmentée que d’un
facteur 1,2, et est stimulable par la sulfasalazine. Ces effets font penser a un couplage entre
transport et hydrolyse d’ATP, et a une localisation possible du résidu dans le site de
reconnaissance des substrats. L’encombrement stérique du tryptophane pourrait réguler le
passage des substrats ; en remplacant le tryptophane par un résidu plus petit, comme une

alanine, le passage des composés est facilité, entrainant un efflux plus actif.

Cette étude a ainsi permis de démontrer I’importance de certains résidus dans la fixation
des substrats sur ABCG2. Elle permet également d’illustrer la coopération entre les boucles

intracellulaires, les NBD et les TMD.

Le premier point que nous souhaitons éclaircir est la position du résidu H457 dans
ABCG2. Nous envisageons pour cela de pratiquer une protéolyse sur un extrait de membranes
et d’étudier par spectrométrie de masse si le peptide contenant le résidu H457 est du coté

intracellulaire, transmembranaire ou extracellulaire.

Le 2°™ point a éclaircir est le role du résidu H375 dans la fixation des substrats ou la
fixation de I’ATP. Nous envisageons pour cela de purifier ce mutant en cellules d’insectes Sf9
et de mesurer les affinités des substrats et de I’ATP sur la protéine purifiée par fluorimétrie, ce

qui devrait nous permettre de mettre en évidence des affinités de fixation modifiées.

Ensuite, nous souhaitons, de la méme fagon, mettre en évidence des affinités de fixation

des substrats modifiées sur la protéine H457 purifiée.

Afin de caractériser les sites de transport des substrats d’ABCG2, nous avons débuté une
¢tude utilisant les QZ59, inhibiteurs d’ABCBI, co-cristallisée avec la protéine et dont les sites
de fixation sur ABCBI1 sont donc connus. Ces 2 inhibiteurs inhibant également ABCG2, nous
souhaitons transposer les sites ’ABCB1 a ABCG2. 1l serait intéressant d’étudier également
leur efficacité a inhiber ’efflux de substrats catalysé par les mutants.

Enfin, les résultats obtenus avec le mutant W379A sont particulierement intéressants.

Nous souhaitons exprimer ce mutant en cellules d’insectes Sf9 et le purifier afin de contrdler
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les affinités de fixation des substrats. Si comme nous le pensons, il n’est pas impliqué dans la
reconnaissance des molécules, mais est situé sur le passage des substrats, nous ne devrions
pas mesurer des affinités de fixation différentes. L’étude de D’activité de transport et la
résistance des cellules exprimant ce mutant se poursuivent également avec de nouveaux
substrats afin de caractériser plus en détail cette augmentation du transport. Nous envisageons
¢galement de produire le double mutant W379A R482T/G, ou la capacité de transport devrait
étre augmentée de manicre significative. En tenant compte de notre hypotheése sur W379A, on
peut imaginer que ces 2 résidus soient des filtres internes permettant de réguler I’activité de la
protéine. En modifiant ces 2 résidus, il est possible que 1’activité de la protéine soit ainsi tres
augmentée. Nous pensons également muter ce résidu par d’autres acides aminés encombrant
afin de déterminer si cette caractéristique du W379 est bien fondamentale. Si nous
démontrons 1’implication de ce résidu dans la voie d’acces aux substrats, nous pouvons alors
imaginer pouvoir développer des inhibiteurs bloquant ce passage, restaurant ainsi la

sensibilité des cellules cancéreuses aux agents chimiothérapeutiques.
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II. Développement d’inhibiteurs d’ABCG2 et ABCB1

Comme expos¢ précédemment, les transporteurs ABC constituent une famille de
protéines importantes de par leurs roles dans de nombreuses pathologies. Nous nous sommes
plus particuliecrement focalisés sur leur implication dans la résistance aux agents
anticancéreux. Beaucoup d’inhibiteurs de ces transporteurs ont déja été¢ mis en évidence mais
peu ont €té testés en essais clinique et aucun n’a réussi a démontrer une efficacité sans effets
indésirables majeurs en essais cliniques. La recherche et le développement de nouveaux
inhibiteurs de ces transporteurs ABC sont donc primordiaux dans la lutte contre le cancer.
Comme nous l’avons vu, 3 transporteurs sont plus particuliecrement impliqués dans le
phénotype MDR : ABCB1 (P-gp), ABCC1 (MRP1) et ABCG2 (BCRP). Cette étude s’est
portée sur 2 de ces transporteurs, ABCBI1 et ABCG2.

Le but de cette étude a été¢ de développer des inhibiteurs, a la fois efficaces a faible
concentration, sélectifs d’un transporteur, non toxiques et non compétitifs des substrats. Ayant
testé un grand nombre de molécules, nous avons, par la suite, analysé les relations structure-
activité de ces composés. L approche bio-informatique permet de repérer les groupements les
plus favorables de ces inhibiteurs permettant ainsi de concevoir une 2™ génération de
composés plus efficaces. Enfin, la compréhension du mécanisme d’action de ces inhibiteurs
sur les transporteurs ABC nous aidera a mieux connaitre les sites de fixation de ces

transporteurs et d’une maniere générale a mieux appréhender leur fonctionnement.
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COBn Avec les groupements protecteurs d’amines secondaires :
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Figure 76 : Structure de la réversine 121, inhibiteur d’ABCBI.
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Figure 77 : Modifications structurales de la réversine 121.
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1. Les inhibiteurs testés et leurs effets

1.1. Les classes d’inhibiteurs

Les composés testés ici sont des dérivés de dipeptides analogues, basés sur la réversine
121 (Sharom et al., 1999). Ces peptides présentent I’avantage d’étre relativement simples a
synthétiser, accessibles a des modifications structurales suceptibles de favoriser la sélectivité,
et peu toxiques. La réversine 121 a été sélectionnée parmis une famille de composés
analogues initialement décrits en 1998 (Sarkadi, 1998). Ce sont des di/tri-peptides possédant
des caractéristiques physicochimiques ou des substituants communs tels que des cycles

aromatiques ou des groupes alkyles (Seprodi, 1998).

Dans cette série, la réversine 121 (Figure 76) présente une bonne affinité et une
spécificité pour ABCB1 (Sharom ef al., 1999). C’est un di-peptide aspartate-lysine ayant un
ICsp de I’ordre de 1 uM pour inhiber ABCBI.

Les inhibiteurs testés ici sont des dérivées de la réversine 121. Ils ont été synthétisés par
I’équipe du Pr J. Paris (Laurent Ettouati, Marie-Emmanuelle Million) de la Faculté¢ de
Pharmacie de Lyon 1 (UCB-Lyonl). Plusieurs modifications structurales ont été réalisées
dans le double objectif d’améliorer la capacité d’inhibition d’ABCBI et de sélectionner des
dérivés actifs sur ABCG2 ou sur les 2 transporteurs. En effet, tenant compte du fait
qu’ABCBI1 et ABCG2 ont en commun plusieurs substrats et inhibiteurs (Figure 85), nous
avons fait I’hypothése que la modification de ces réversines pourrait modifier leur spectre
d’action.

Malgré les études menées en 1998 et 1999, peu de données de relations structure-activité
sont disponibles pour ces réversines. Nous avons donc opté pour 3 types de changements afin
de générer une nouvelle série de composés : la modification des groupements protecteurs, la
modification de la liaison peptidique ou la modification de la chaine latérale de I'un ou des

deux résidus d’acide aminé (Figure 77).
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i
Y___COOR3
BooN”™ X"

H Ro
composé R, X Y R, R;
CT1300 -CH,COOBn C=0 NH (5)-(CH,)4-NHZ Bu'
CT1301 -CHQCOOBH CH2 NH (S)—(CH2)4-NHZ Bu’
CT1360 -CH,COOBn C=0 NH (S)-(CH;)4-NH, Bu'
CT1369 -CH,COOBn C=0 NH (S)-(CH,)4-NH, Bn
CT1368 -CH,COOBn C=0 NH (R)-(CH,)4-NH, Bn
CT1361 -CH,COOBn C=0 CH, (5)-(CH,)4-NHZ Bn
CT1316 -CH,COOBn Y(CO-CH,)-Gly (5)-(CH,)4-NHZ Bu’
CT1329 -(CH;),COOBn C=0 NH (5)-(CH,)4-NHZ Bu'
CT1302 -(CH;),COOBn CH, NH (S)-(CH,)4-NHZ Bu'
CT1343 -(CH,),COOBUY' Cc=0 NH (S)-(CH,); NHZ Bu'
CT1348 -(CH,);COOBn C=0 NH (5)-(CH,)4-NHZ Bu'
CT1337 -(CH;),0COBn C=0 NH (8)-(CH,)4-NHZ Bu'
CT1339 -(CH,),0COcHex C=0 NH (8)-(CH,)4-NHZ Bu'
CT1345 -(CH;);0COcHex Cc=0 NH (S)-(CH,)4-NHZ Bu'
CT1340 -(CH;),0Bn Cc=0 NH (S)-(CH,)4-NHZ Bu'
CT1317 -(CH,),COOcHex C=0 NH (5)-(CH,)4-NHZ Bu'

Tableau 17 : Premier groupe de composés permettant d’évaluer ’importance de la liaison peptidique, des

chaines latérales et de leurs substituants.

1

Y___COOR3
BocN”™ "X \(

H Ro

composé R, X Y R, R;
CT1341 -CH,p-PhOBuU' C=0 NH (S)-(CHy)&-NHZ  Bu'
CT1346 -CH,p-PhOBu' CH, NH (S)-(CH,)&-NHZ  Bu'
CT1333 -CH,p-PhOBuU' C=0 NH H Bu'
CT1354 -CH,p-PhOBuU' C=0 (RS)CHSO,Ph H Bu’
CT1357 -CH,p-PhOBuU' (RS)CHOH (RS)CHSO,Ph H Bu'
CT1355 -CH,p-PhOBu' Y (E,CH=CH) H Bu’

T1353 -CH,p-PhOBu' CH, CH, H Bu’

Tableau 18 : Composés de type tyr-gly.
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1.1.1. Les peptidomimétiques
1.1.1.1. Modification des chaines latérales, de leurs substituants et de
la liaison peptidique
Dans cette série de composés, nous avons ¢tudié les aspects suivants :

- impact de la liaison peptidique en supprimant le groupement carbonyle en X, ou I’amine

eny,

- importance des groupements protecteurs en R;, R, et R3. La déprotection de I’amine de
la chaine latérale diminue 1’hydrophobicité de la molécule résultante, nous permettant

d’évaluer I’importance du caractére hydrophobe des inhibiteurs,

- importance de I’aspartate ou de la lysine en R; et R,. Les chaines latérales ont été soit

entierement modifiées, soit rallongées, ou raccourcies.

Les molécules obtenues sont présentées dans le Tableau 17.

1.1.1.2. Les composés de type tyr-gly

Ces dérivés ont été préparés antérieurement au laboratoire de Chimie Thérapeutique
(Charrier, 1999). lIs faisaient partie d’une chimiothéque disponible et posseédent des éléments
structuraux communs avec les réversines ; ils ont donc été inclus dans cette étude. Ces
composés posseédent une tyrosine en position R, tandis qu’a la position R, est greffée soit une

glycine, une lysine ou un groupement terz-butyl (Tableau 18).
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CO0Bn

H 0 Composé R,
BnOOC._ _N
NH CoOBn CT1326 Bn
0

CT1327 cHex

COOR!

Tableau 19 : Composés permettant I’étude du role de la liaison peptidique sur I’inhibition.

R10,
U\ H composé R, X

Ny N COOBU CTI338 COBn (=0

! = CT1347 Bn CH,

Boc H CT1342 COcHex C=0

II\IZ CT1336 Bn C=0

CT1344 CH,cHex C=0

Tableau 20 : Composés contraints.
Bu‘O
Ry
J\ composé X, R, R
BocN X{ "R CT1351 CcO H SO,Bn
|l| CT1356 COAc  SO,Bn CH,COOtBu
Tableau 21 : Composés possédant un groupement sulfone.
X
YR
H R,
composé R, Ry X Y R, R;

CT1352 -(CH,)COOBu’ Fmoc C=0 NH CH,PhOH CO(CH2),COOH
CT1350 -(CH,)COOBU’ Boc C=0 NH CH2PhOBu' CO(CH2),COOH

Tableau 22 : Composés autres.
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1.1.1.3. Ajout d’une glycine dans la chaine principale

Notre étude inclut aussi 2 composés présentés dans le Tableau 19 qui posseédent une
glycine entre 1’acide aspartique et la lysine. Ceci permet d’évaluer I’intérét d’un groupement

espaceur dans I’efficacité de ces molécules.

1.1.1.4. Les composés contraints

Cing composés (Tableau 20) présentent une contrainte structurale au niveau de 1’acide
aspartique, dont la cyclisation de la chaine latérale le transforme en dérivé de la proline. Ceci
entraine un changement dans la topologie des chaines latérales permettant d’explorer de
nouveaux sites de liaisons. De plus, la contrainte réduit la flexibilité des chaines latérales,

permettant leur étude dans une position fixe.

1.1.1.5. Ajout d’'un groupement sulfone

Quatre composés ont été synthétisés avec un groupement sulfone au niveau de la chaine
principale (Tableau 21). Cela augmente I’hydrophylie des molécules, de méme que le nombre

d’électrons disponibles pour former des liaisons hydrogene.

1.1.1.6. Autres composés

Les 2 composés présentés dans le Tableau 22 ont une structure différente du fait de
I’ajout d’un carbonyle en position Rj. Ils faisaient partie d’une librairie disponible au

laboratoire de chimie thérapeutique et ont donc été inclus dans cette ¢tude.

1.1.2. Les azapeptides

Ce sont des composés dans lesquels un ou plusieurs atomes de carbone du squelette
peptidique sont remplacés par un azote, soit au niveau de l'acide aminé N-terminal (N-aza),
soit dans l'acide aminé C-terminal (C-aza). Cela permet, d'une part, d'augmenter leur stabilité
et leur biodisponibilité et, d'autre part, de favoriser ou stabiliser la conformation active de la

molécule la plus efficace.

Trente composés ont ainsi €té synthétisés. Ils sont présentés dans les tableaux suivants.
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_COOR,
(CHZ)m
IL H COOR:
3
RHNT >y~ \ClH/
X3
X4
composé Y R, m R; -X3-X4 Ry Stéréochimie
CT1311 CO Boc 1 tBu -(CH,)4-NHZ Bn L
CT1310 CO Boc 1 tBu -(CH,),-NHZ Et L

Tableau 23 : 1°° série de composés aza-peptidomimétiques.

COOR"s
5

F

H
N N COOR;
Boc-HN” ¢ “cH”

Y

NHZ
composé COOR’’;5 R;
CT1328 0-COOBn tBu
CT1364 m-COOBn tBu
CT1321 p-COOBn tBu
CT1370 m-COOBn Bn D
CT1371 m-COOCH(Ncyclohexyl)2 BnL
CT1375 m-COOBn BnL
CT1381 m-COOC¢H;5 tBu
CT1374 m-COOCH (Ncyclohexyl)2 BnD
CT1386 m- O-CH2-C6H5 Bn

Tableau 24 : 2°™ série de composés aza-peptidomimétiques.

COOR"5
N COOR
RlHN/ \C/ \N/ 3
| L)\
(V3
NHR4
composé R, COOR’’5 R; Ry
CT1383 Boc m-COOBn Bn Z
CT1385 Boc m-COOBn Bn Boc

Tableau 25 : 3éme série de composés aza-peptidomimétiques.
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1.1.2.1. 1°¢ série

La 1%° série de composé est constitué¢e de dérivés C-aza (Tableau 23). Les substituants
Ri, Rs et R4 sont des groupements protecteurs des fonctions amines ou carboxyles. Nous

¢tudions ici ’impact du groupement protecteur Rj.

1.1.2.2. 2°™¢ série

Dans cette série (Tableau 24), le CHa remplacé est celui du co6té C-terminal. De plus,
I’acide aspartique est remplacé par un cycle aromatique avec un substituant en position ortho-,
méta- ou para-. Les groupements Z et R’’s sont des groupements protecteurs de I’amine et de

I’acide carboxylique.

1.1.2.3. 3°™€ série

Les composés de cette 3™ série (Tableau 25) sont également des dérivés C-aza qui se

distinguent des précédents par leur groupements protecteurs Rz et Ry.
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CH,)_-COOBn

NH
RHNTH Y S OO0
X
Xy
composé Y R, m R; -X3-Xy
CT1366 CH, Boc 1 tBu -(CH;)s-NHZ
CT1313 CO Boc 1 tBu -(CH,);-NHZ
CT1314 CO Boc 1 tBu -(CH,)4-NHZ
CT1315 H Boc 1 tBu -(CH;)4-NHZ
CT1324 CO Boc 1 tBu -Bn-NHZ
CT1325 CO Boc 2 tBu -Bn-NHZ
CT1349 CO Boc 1 tBu -(CH;)s-NHZ
CT1362 CH, Boc 1 tBu -CH2-CsHoNZ
CT1363 CO Boc 1 tBu -CH2-CsHoNZ
CT1365 CH, Boc 1 tBu -(CH,)s-NHZ
CT1367 CO Boc 1 tBu -(CH,)s-NHZ
CT1377 CH, Boc 1 tBu -(CH,)s-NHBoc
CT1378 CH, Boc 1 Bn -(CH,)s-NHZ
CT1379 CH, Boc 1 Bn -(CH;)s-NHBoc
CT1380 CH, Z 1 Bn -(CH,)s-NHZ
Tableau 26 : 4™ série de composés aza-peptidomimétiques.
Ry
RHN"XDY” Ndx{COOR3
X
X,

composé Y X, X, R, R; Ry -X3-X4

CT 1334 CO CH NH Boc tBu -CH,PhOtBu H

CT1335 CO NH, CH Boc tBu -CH,PhOtBu H

Tableau 27 : 5°™ série de composés aza-peptidomimétiques.
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1.1.2.4. 4°7¢ série

La 4°™ série (Tableau 26) correspond a des dérivés N-aza: le CHo de la lysine est
remplacé par un azote. Ces composés permettent I’étude de la lysine mais montrent également
I’importance du carbonyle de la liaison peptidique.

1.1.2.5. 5°7¢ série

La 5°™ série est composée de dérivés N-aza (Tableau 27) et sont les dérivés —aza des

composés de la librairie tyr-gly.

205



Résultats et discussion

160
m10uM
H2um
140 A

120 A
100 A

80 1

60 -
40
20 1
o1

Efficacité d'inhibition de I'efflux de mitoxantrone par ABCB1, %

\ J \ J
, l \§Y_M——H_J_)\_1_J
(] X & . o %5
& © & S s &
S N NRZ NG N Ny
< K ¥.& RN & <
RN QL
N NS 9
o X (&)
oK
Q

Figure 78 : Efficacité d’inhibition par les peptidomimétiques de I’efflux de mitoxantrone par ABCBI.
L’efficacité d’inhibition a été mesurée comme présentée dans la partie Matériels et méthodes. Elle a été mesurée
dans un premier temps a 10 uM, puis a 2 uM pour les composés sélectionnés. Toutes les données correspondent

a des triplicates indépendants.
La structure des composés est présentée dans les Tableau 17 a Tableau 22.

Composés IC,, = sd, UM
CT1300 1,41 +0,34
CT1342 1,68 +0,28
CT1336 073+02 Tableau 28 : 1Cs des

— tidomimétiques les  plus

CT1344 1,13+0,34 pep
1354 1c52086 efficaces pour inhiber ABCBI.
CT1347 0,22 +0,03
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1.2. Efficacité d’inhibition sur ABCB1

Les tests d’efficacité ont été réalisés par cytométrie en flux comme décrit dans la partie
Matériels et méthodes. J’ai, tout d’abord, mesuré la capacité des composés a inhiber 1’efflux
de substrat, ici la mitoxantrone, par ABCBI1 en quantifiant la quantité résiduelle de ce substrat
fluorescent dans les cellules incubées ou non avec les molécules testées. Les premiers tests
ont été réalisés a une concentration en compos¢ de 10 uM afin de sélectionner le groupe de

2éme

molécules ayant une efficacité supérieure ou égale a 80% d’inhibition. Un test effectué a

2 uM a ensuite été réalisé sur ce premier groupe afin d’en sélectionner les meilleurs.

Comme on peut le voir sur la figure ci-contre, les efficacités peuvent parfois étre
supérieures a 100%. Ceci s’explique par la capacité des cellules exprimant ABCBI a

accumuler plus de substrat que les cellules controles.

1.2.1. Les peptidomimétiques

1.2.1.1. Efficacité d’inhibition

Dans notre systeme de cellules transfectées la réversine 121 (CT1300), qui est le

composé témoin, a une efficacité a 10 uM de 75% ce qui correspond a un ICsypde 1,4 uM.

Nous pouvons séparer ces composés en 3 classes : ceux ayant une efficacité limitée,
inférieure a 40%, ceux avec une efficacité comprise entre 40% et 75% du méme ordre que la

réversine 121, et ceux ayant une efficacité d’inhibition supérieure a 75% (Figure 78).

Seulement 6 composés se retrouvent dans la 1¥ classe : CT1301, CT1361, CT1343,
CT1341, CT1326, et CT1327.

La plupart des composés ont une efficacité¢ du méme ordre que celle de la réversine 121.
C’est le cas des 14 composés : CT1316, CT1329, CT1302, CT1337, CT1339, CT1340,
CT1317, CT1346, CT1355, CT1338, CT1351, CT1356, CT1352 et CT1350.

Enfin, 10 composés, essentiellement des dérivés contraints, s’averent plus efficaces que
la réversine 121. On trouve ainsi CT1348, CT1345, CT1333, CT1354, CT1357, CT1353,
CT1347, CT1342, CT1336 et CT1344. Pour ces derniers, une estimation de leur ICsy a été

réalisée : elle est présentée dans le Tableau 28.
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1.2.1.2. Les relations structure-activité

Les tests d’efficacité ont été réalisés sur 31 composés peptidomimétiques dont 1’efficacité
est tres variable (de 22% a 100% d’inhibition). Ceci nous permet de mener une étude des

relations structure-activité sur cette classe de composés.

Plusieurs modifications n’ont pas d’effets particuliers sur I’efficacité¢ des composés. On
peut ainsi citer le remplacement de la liaison amine par un isostére kétométhyléne du
compos¢ CT1361, ou encore I’allongement de la chaine de 1’acide aspartique des composés
CT1329 et CTI1348. L’augmentation de la chaine de [’acide aspartique augmente
modestement 1’efficacité du composé CT1348, étant faiblement actif a 2 uM, a hauteur de

37%.

De la méme facon, les dérivés du composé CT1329, dans lesquels les groupements
protecteurs de 1’acide carboxylique de D’aspartate ont été remplacés par un tert-butyl
(CT1343) ou ceux dont I’ester a été remplacé par un ester invers¢ (CT1337, CT1339 et
CT1345), ou encore par un éther benzylique (CT1340), ne gagnent pas en efficacité.

Dans une autre série de modifications, ’aspartate a été remplacé par une tyrosine. Ce
simple remplacement réduit 1’efficacité des composés résultants (CT1341 a 30% d’efficacité
alors que CT1346 a 50% d’efficacité) tandis qu’une surprenante augmentation de 1’efficacité
est obtenue par le simple remplacement de la lysine par un groupement (RS)-CHSO,PhCH;
(de 33% d’efficacité pour CT1333 a 60% pour CT1354). Dans cette série, le dérivé le plus
efficace, CT1354 a une efficacité équivalente a celle de la réversine 121, avec une ICsy de
1,55 pM. Nous remarquons également qu’une diminution de 1’efficacité est observée pour les

dérivés de plus grande taille (CT1326 et CT1327).

Inversement, des effets remarquables sont obtenus par I’introduction d’une contrainte
dans les composés. Ainsi, hormis CT1338, les dérivés contraints ont tous une efficacité
d’inhibition supérieure au témoin, avec des ICsy de 1,68 uM, 1,13 uM, 0,73 uM et 0,22 uM
respectivement pour CT1342, CT1344, CT1336 et CT1347. Comme présenté dans le Tableau
20, certaines de ces améliorations sont dues au remplacement de la fonction ester N-terminale
soit par une fonction éther benzylique (CT1336 et CT1347), soit par un éther
cyclohexylmethylene (CT1344). Une augmentation importante de 1’efficacité est également
obtenue par la réduction du carbonyle de la liaison peptidique (CT1347 par comparaison a
CT1336), permettant d’atteindre un ICsy de 0,22 pM, qui est 7 fois plus faible que celui de la

réversine 121.
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Figure 79 : 3D-QSAR des dérivés de la réversine.
A : Superposition des molécules de la série comme détaillé dans le texte.

B : Valeurs d’efficacité d’inhibition prédictives en fonction des valeurs expérimentales. Les valeurs calculées
sont obtenues avec un modele CoSMIA par la méthode LOO. Le coefficient de corrélation est de 0,85,
I’interception des lignes est de 16,29 et la pente de 0,77. Les valeurs calculées sont obtenues avec le modele
CoSMIA sans méthode de validation avec un coefficient de corrélation linéaire de 0,99, une interception des
lignes a 0,40 et une pente de 0,99.

C et D : Analyse des groupements hydrophobes (C) et électrostatiques et stériques (D). Le composé présenté en
trait plein est le plus efficace, CT1347, les autres étant représentés en grisé. Les caracteres favorables et
défavorables sont respectivement représentés en rose et noir pour les caractéres hydrophobes ; en rouge et bleu
pour les zones électrostatiques ; en jaune et vert pour les zones stériques.
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Enfin, I’ajout d’un groupement sulfone ne semble pas avoir d’effet significatif sur
I’efficacité d’inhibition des composés. En effet, les composés CT1351 et CT1356 ont une

efficacité équivalente a la réversine 121.

1.2.1.3. Relation quantitative structure-activité

Cette étude a permis de réaliser un 3D-QSAR sur les peptidomimétiques présentés dans

les Tableau 17 a Tableau 22.

Comme détaillé dans la partie Matériels et méthodes, 1'énergie des molécules a tout
d'abord ¢t¢ minimisée et les chailnes latérales ont été alignées. Les molécules ont un grand
degré de liberté, nous avons donc choisi de figer leur conformation, commune pour toutes.
Elles ont été alignées au niveau de leur liaison peptidique de fagon automatique tandis que les
chaines latérales ont ¢été alignées manuellement. Chaque molécule a ensuite ét¢ minimisée
jusqu’a atteindre une énergie de 20 Kcal.mol'. Cet alignement est présenté en Figure 79A.
Une base de données a ensuite été générée avec les molécules en introduisant leur efficacité a
10 uM, et traitée par la méthode CoSMIA. Les mémes valeurs d'efficacité d'inhibition ont été
utilisées pour valider le modele par la méthode LOO. Un coefficient de corrélation linéaire de
0,85 a ainsi été¢ obtenu indiquant que le 3D-QSAR est assez robuste pour étre utilisé avec

notre série de composés (Figure 79B).

Les Figure 79C et D présentent les zones hydrophobes, électrostatiques ou
d'encombrement stérique qui ont un impact positif ou négatif sur I’efficacité des composés.
L'analyse des régions hydrophobes (Figure 79C) révele que ce caractére est particulierement
important au niveau du phényle du groupe -Z (protecteur de 1'amine) et qu’il est associé a un
caractere stérique favorable (Figure 79D, grille jaune). Ceci illustre l'importance d'un
groupement protecteur non polaire encombrant dans cette zone. Le carbamate du groupement
protecteur -Z correspond a une région hydrophobe défavorable (Figure 79C, grille grise)
couplée a une région stérique favorable. Ceci peut étre attribué a des groupements donneurs

d'électrons interagissant avec des résidus polaires d’ABCBI.

L’inverse est observé au niveau du groupement carbamate N-terminal du groupement
Boc protecteur. En effet, cet environnement hydrophobe apparait favorable a l'activité des
composés, tandis que l'encombrement stérique est défavorable (grilles rose et verte

respectivement). La méme tendance est observée avec la région du zert-butyl en C-terminal
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Figure 80 : Efficacité d’inhibition par les azapeptides de I’efflux de mitoxantrone par ABCBI1.

L’efficacité d’inhibition a été mesurée comme cela est présenté dans la partie Matériels et méthodes. Elle a été
mesurée, dans un 1¥ temps, a 10 pM pour tous les composés puis a 2 pM pour ceux présentant plus de 80%

d’efficacité a 10 uM. Toutes les données correspondent a une moyenne de triplicates indépendants.
Les structures des composés sont présentées dans les Tableau 23 a Tableau 27.

Composés IC50 + sd, yM

CT1321 0,29 +0,04

CT1365 1,06+ 0,95

cT1366 ! Tableau 29 : ICs) des azapeptides
CT1378 0,66+0.23 les plus actifs pour inhiber ABCBI1.
CT1380 1,9+1

CT1381 1,53+0,27

CT1383 1,45+ 0,64

CT1385 1,84+1,02
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suggérant que, dans les 2 cas, les poches de fixation de ces groupes doivent étre hydrophobes
et de petite taille. La région notée (I), est hydrophobiquement défavorable mais stériquement
favorable (grilles noire et jaune respectivement) suggérant que dans cette région il est
préférable d’éviter les groupes ayant un caractere hydrophobe marqué, comme c’est le cas des

composés CT1326 et CT1327.

Comme on peut I’observer sur la Figure 79D, un groupement ¢lectrostatique est
défavorable (grille bleue) a proximité du -NH de la liaison peptidique mais favorable (grille
rouge) en retrait de cette liaison. Ceci pourrait expliquer 1’effet positif observé avec les
composés contenant des sulfones comme CTI1351. L’importance des groupements
¢lectrostatique limités par la liaison peptidique associ€e au caractere hydrophobe général des
composés suggere que le volume hydrophile correspondant pourrait s’encastrer dans un
environnement hydrophobe, et donc que les inhibiteurs pourraient se fixer dans une poche
hydrophobe. Le caractére hydrophobe de la région notée II est défavorable a ’activité tandis
que I’encombrement stérique est favorable, ce qui pourrait illustrer 1’effet positif du

changement du pont de I’ester sur I’activité inhibitrice des composés.
1.2.2. Les azapeptides

1.2.2.1. Efficacité d’inhibition

La 2™ série de composés testés pour leur capacité a inhiber ABCBI1 concerne les
azapeptides. Leurs structures sont présentées dans les Tableau 23 a Tableau 27. Le témoin est
la réversine 121 qui a une efficacité de 75% a 10 pM. Les efficacités des différents
azapeptides sont présentés sur la Figure 80. Les ICsy des composés les plus actifs ont été

mesurées et sont présentées dans le Tableau 29.

De la méme fagon que précédemment, nous pouvons séparer ces composeés en 3 groupes :
ceux avec une efficacité faible (inférieure a 40%), ceux avec une efficacité du méme ordre
que la réversine 121 (de 40% a 75%) et ceux ayant une efficacité supérieure.

Globalement, I’introduction d’un atome d’azote dans la structure a un impact positif sur
I’efficacité. Nous ne trouvons ici que 3 molécules avec une faible efficacité : CT1374,
CT1314 et CT1315.

Douze composés ont une efficacité¢ équivalente a la réversine 121 : CT1310, CT1328,
CT1364, CT1370, CT1371, CT1366, CT1313, CT1324, CT1325, CT1363, CT1334, CT1335.

Enfin, 10 composés se révelent plus efficaces que la réversine 121 a 10 pM.
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L’ICso de ces composés révele que ce groupe compte 6 composés avec une 1Cs inférieure
a celle de la molécule témoin, dont le composé CT1321 qui est 4 fois plus efficace que la

réversine 121.

1.2.2.2. Relations structure-activité

L’étude de relations structure-activité menée sur ces composés a montré que plusieurs
modifications n’améliorent pas I’efficacité. Ainsi, ’ajout d’un atome d’azote du coté de
I’acide aspartique est sans effet sur D’activité¢ d’inhibition du composé CT1310 par

comparaison a la réversine 121.

Cependant, lorsque cet ajout est associ¢ a une contrainte de la chaine par le remplacement
de I’aspartate par un cycle aromatique, on observe alors une augmentation d’activité pour les
composés CT1321, CT1381, CT1386, CT1383 et CT1385. De manicre tres intéressante,
I’étude révele I'importance de la position du substituant sur le cycle aromatique. Ainsi, le
composé CT1321 qui porte I’ester benzylique en position meta-, possede une ICsy de 0,33
uM, tandis que ’activité des composés CT1328 et CT1364 dont I’ester benzylique est en
position ortho- ou para-, reste égale a la réversine. Ceci montre que le groupement —otbu doit

étre impliqué dans une liaison avec la protéine.

Du c6té N-terminal, 2 groupements semblent importants a 1’activité. Premi¢rement, la
position du benzeéne, groupement protecteur de 1’acide carboxylique en N-terminal, lorsque le
composé est 1évogyre, I’efficacité chute a moins de 40 % pour le composé correspondant
CT1374, alors que le dextrogyre (CT1371) I’efficacité est équivalente a celle du CT1300.
Deuxiemement, I’augmentation de la chaine latérale de la lysine entraine une augmentation de
I’efficacité d’inhibition du composé correspondant: CT1383 (-(CH;)¢.NHZ) comparé a
CT1370 (-(CH2)4.NHZ). On note le méme effet pour les composés N-aza. En effet, le
composé CT1349 (-(CH,)s-NHZ) a une efficacité nettement supérieure au composé CT1315
(-(CH)4-NHZ) ; de méme les composés CT1323, CT1365, CT1379 et CT1380 qui possedent
une chaine latérale de la lysine longue, sont tres efficaces pour inhiber ABCB1. Cependant,
on remarque que le composé CT1313, qui posséde une chaine -(CH;);-NHZ, a une efficacité
proche de la réversine, ce qui n’est pas le cas du composé CT1315 dont la chaine est -(CH;)a-
NHZ. Ceci laisse supposer que la chaine latérale de la lysine est de préférence petite ou

grande, mais pas de taille intermédiaire (< 3 ou > 5).

D’une maniere générale, I’ajout d’un azote coté N-terminal n’a des effets notables que

s’il est couplé a ’augmentation de la chaine latérale de la lysine.
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Les structures des composés sont présentées dans les Tableau 17 a Tableau 22.
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Enfin, le dernier point a noter est que la liaison peptidique ne semble pas indispensable a
I’activité d’inhibition des composés. En effet, les composés CT1334 et CT1335 ont la méme

efficacité que les composés CT1314 et CT1315.

1.3. Efficacité d'inhibition d’ABCG2

Les tests d’efficacité ont été réalisés de la méme fagon que pour ABCBI1 et sont décrits

dans la partie Matériels et méthodes.

1.3.1. Les peptidomimétiques

1.3.1.1. Efficacité d’inhibition

L’efficacité d’inhibition d’ABCG2 par les peptidomimétiques est présentée sur la Figure

81. La structure des compos¢s est retrouvée dans les Tableau 17 a Tableau 22.

Contrairement a ABCBI, la réversine 121 ou CT1300 a une efficacité relativement faible,
environ 40%. Les composés sont alors classés en 2 groupes d’efficacité égale ou supérieure a
la réversine 121.

Globalement, les peptidomimétiques sont trés peu efficaces sur ABCG2. Seuls 3
composés, CT1369, CT1368 et CT1361 sont plus actifs que le témoin, et seul le composé
CT1361 atteint plus de 80% d’efficacité a 10 uM. Son efficacité a 2 uM est aussi bonne et son
ICsp est de 2 uM.

Il n’a pas été possible d’établir une relation structure-activité pour cette série du fait de la

faible variation d’efficacité des composés.
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Figure 82 : Efficacité d’inhibition par les azapeptides de I’efflux de mitoxantrone par ABCG2.
L’efficacité d’inhibition a été mesurée comme décrit dans la Figure 78.
Les structures des compos¢s sont présentées dans les Tableau 23 a Tableau 27.

Les ICso des composés les plus actifs ont été réalisées et sont présentées dans le Tableau 30.

Composés IC50 + sd, uM

CT1328 2,08+0,1

CT1364 1,06+0,3 Tableau 30 : ICs, des azapeptides les
CT1366 0,93 plus actifs pour inhiber ABCG2.
CT1378 0,68+0,27

CT1379 2
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1.3.2. Les azapeptides

1.3.2.1. Efficacité d’inhibition

L’efficacité d’inhibition d’ABCG?2 par les azapeptides est présentée sur la Figure 82. La

structure des composés est présentée dans les Tableau 23 a Tableau 27.

Les azapeptides testés sur ABCG2 peuvent étre regroupés en 3 classes : compos€s peu ou
pas actifs (efficacité dans la tranche 10-40%), modérément actifs (40-80%) et les composés
actifs (efficacité d’inhibition supérieure a 80% a 10 uM).

La 1% classe contient 10 composés (CT1311, CT1310, CT1321, CT1375, CT1381,
CT1313, CT1314, CT1315, CT1324, CT1362, CT1363, CT1334, CT1335), la 2°™ classe 7
composés (CT1370, CT1385, CT1325, CT1349, CT1365, CT1367, CT1377, CT1380) et la
derniere classe 8 molécules particuliecrement intéressantes (CT1328, CT1364, CT1371,
CT1374, CT1383, CT1366, CT1378 et CT1379). Certains des composés de ce dernier groupe

ont des ICsy de I’ordre du micromolaire voir inférieurs (Tableau 30).

1.3.2.2. Les relations structure-activité

Les résultats obtenus avec les azapeptides recouvrent un spectre d’efficacité suffisant pour

nous permettre de mener une étude des relations structure-activité.

Les résultats montrent que comme pour ABCBI1, ’ajout d’un atome d’azote du c6té C-
terminal ne permet pas a lui seul d’augmenter ’efficacité des composés résultants, CT1311 et
CT1310. Par contre, le remplacement de 1’aspartate par un cycle aromatique conduit souvent a
une augmentation de I’efficacité d’inhibition. De plus, la position du substituant sur le cycle
est importante. Contrairement a ABCB1 ou le substituant doit étre en position para- pour
produire le maximum d’efficacité, dans le cas d’ABCG2, une substitution en meta- donne de

meilleur résultats, e.g. CT1364 comparé a CT1328 ou CT1321.

Il semble que la taille du substituant du cycle aromatique soit importante. En effet, les
composés CT1371 et CT1374 qui ont un groupement encombrant sur le cycle aromatique ont

une efficacité supérieure aux composés CT1370 et CT1375.

Par ailleurs, la stéréochimie (composé D ou L) du benzeéne en position R3 n’affecte pas

I’activité des composés : CT1370 comparé a CT1374.
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Figure 83 : Efficacité d’inhibition par les peptidomimétiques sur I’efflux de substrats par ABCC1.
A : Efficacité d’inhibition de I’efflux de daunorubicine par 3 composés sélectionnés.
B : Efficacité d’inhibition de I’efflux de calcéine AM par 8 composés sélectionnées.
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Un point commun avec ABCBI, concerne la longueur de la chaine latérale de la lysine de
ces composés. Plus elle est longue, plus I’activité est élevée : CT1313 < CT1314 <CTI1315 <
CT1349 < CT1366. Nous ne retrouvons cependant pas une taille minimum nécessaire comme

pour ABCBI.

La liaison peptidique, quant a elle, n’est pas nécessaire a 1’activité inhibitrice des
composés. En effet, nous n’observons pas de différence entre les composés CT1314 et
CT1315. De plus, CT1378, qui est I’un des composés les plus efficaces présente une liaison

peptidique avec un carbonyle réduit en méthyleéne.

1.4. Tests d’efficacité d’inhibition d’ABCC1

Ces tests ont été effectués afin de contrdler la spécificité des composés les plus actifs sur

ABCBI1 et/ou ABCG2. Ainsi, seuls les composés sélectionnés précédemment ont été testés.

L’efficacité¢ d’inhibition d’ABCCI1 par ces composés a été mesurée en testant leur

capacité a inhiber 1’efflux de daunorubicine (10 pM) ou de calcéine AM (0,02 uM).

Comme on peut le voir sur les Figure 83A et B, aucun des composés testés n’inhibe
I’efflux de substrats par ABCC1. Les composés testés ici étant les plus efficaces sur ABCBI

ou ABCG2., on a une spécificité vis-a-vis de I’'un ou I’autre de ces transporteurs.
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Figure 84 : Comparaison des efficacités d’inhibition de ’efflux de mitoxantrone par les meilleurs
composés inhibiteurs d’ABCB1 ou ABCG2.
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1.5. Comparaison des efficacités d’inhibition sur 3 transporteurs
ABC

Comme on peut le voir sur la Figure 84, peu d’inhibiteurs sont actifs sur les 2
transporteurs. Seuls 6 compos€s inhibent a la fois ABCB1 et ABCG2: CT1328, CT1383,
CT1366, CT1365, CT1378 et CT1379 ; les autres inhibiteurs sont spécifiques de 1’un ou
’autre transporteur. Ainsi, 18 composés se révelent spécifiques d’ABCB1 : CT1300, CT1348,
CT1345, CT1333, CT1354, CT1357, CT1355, CT1353, CT1347, CT1342, CT1336, CT1321,
CT1366, CT1381, CT1385, CT1349, CT1362 et CT1380. Trois seulement sont spécifiques
d’ABCG2 : CT1361, CT1364 et CT1371.

Comme déja remarqué précédemment, 1’ajout d’un atome d’azote en position C- (C-aza)
ou N-terminal (N-aza) est essentiel a I’activité d’inhibition d’ABCG?2. Cette caractéristique a
déja été observée par une étude menée sur 123 composés non reliés structurellement (Matsson
et al., 2007). Cette analyse a montré I’'importance des atomes d’azote, ainsi que des
substituants ayant des €lectrons =, dans 1’efficacité des inhibiteurs d’ABCG2. Ils suggerent
que des liaisons hydrogenes ainsi que des interactions des substituants possédant des électrons
n tels que des interactions m-m ou m-cations, seraient impliquées dans I’interaction de
I’inhibiteur avec ABCG2 (Matson et al., 2007). Ainsi, les cycles aromatiques présents dans
toutes nos molécules pourraient également constituer un élément essentiel de I’activité des
composés, en formant des interactions - avec les acides aminés aromatiques d’ABCG2. 11
est intéressant de noter que les boucles intracellulaires et les domaines transmembranaires
d’ABCG?2 sont constituées d’un grand nombre d’acides aminés aromatiques ou possédant des
chaines latérales donneuses de liaisons hydrogenes (Doyle ef al., 1998). De la méme facon,
les zones supposées de fixation des substrats d’ABCB1 possedent des acides aminés
aromatiques en grande quantité¢ (Aller ez al., 2009) ; (Pajeva et al., 2009), ce qui pourrait

expliquer le recouvrement des spectres de substrats et d’inhibiteurs de ces 2 transporteurs.

Un point intéressant a noter est la discrimination assez fine qu’est capable d’avoir un
transporteur ABC par rapport a un autre. Les composés CT1321, CT1328 et CT1364
constituent un trés bon exemple de cette remarquable capacité de discrimination (Tableau 23).
La seule différence dans leur structure est la position ortho-, méta- ou para- du substituant du

cycle aromatique en position C-terminale. Lorsque le substituant est en position ortho-
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Figure 85 : Diagramme de Venn représentant le spectre des inhibiteurs de 3 transporteurs ABC.
CSA : cyclosporine A ; VERAP : vérapamil ; STAURO : staurosporine ; ECON : econazole ; PRAZ : prazosine ;
FTC : fumitrémorgine C ; PROB : probénécide ; BBR : benzbromarone ; SUPYR : sulfinpyrazone ; INDOM :
indométhacine ; GENIS : génistéine ; PGA?2 : prostaglandine A2 ; CCCP : chlorocarbonyl cyanide
phénylhydrazone (Litman et al., 2000).
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(CT1328) I'inhibiteur est aussi efficace sur ABCB1 que sur ABCG2 ; lorsque ce méme
substituant est en position méta- (CT1364), I'inhibiteur est spécifique d’ABCG2 ; enfin,
lorsque le substituant est en position para- (CT1321), le composé inhibe spécifiquement
ABCBI. Ce point illustre parfaitement le fait que les poches d’ABCB1 et ABCG2 sont

différentes mais restent tout de méme relativement proches.

Enfin, aucun des inhibiteurs testés ne s’est révélé efficace sur ABCCI, alors que le
spectre des inhibiteurs des transporteurs ABC se recouvre partiellement (Figure 85). Il n’est
pas étonnant que les inhibiteurs d’ABCG2 développés ici soient inefficaces sur ABCCl1
puisqu’il n’existe pas, a I’heure actuelle, d’inhibiteur commun a ces 2 transporteurs.
Cependant, il existe un spectre de recouvrement des inhibiteurs d’ABCB1 et ABCC1. On
aurait donc pu penser que ce soit le cas ici aussi. Ceci suggere que les poches de fixation des

inhibiteurs d’ABCB1 et ABCCI1 divergent beaucoup plus que celle d’ABCB1 et ABCG2.

Le but de cette étude était d’une part de développer des inhibiteurs spécifiques d’un
transporteur ABC et d’autre part, d’établir, si possible, des relations structure-activité¢ des
séries synthétisées. Le composé de référence était la réversine 121, dipeptides connus pour
inhiber spécifiquement ABCB1 (Sharom et al, 1999), sur lequel des modifications
structurales ont ¢té réalisées. Nous avons ainsi sélectionné des composés inhibant ABCB1
avec une efficacité d’inhibition supérieure a la molécule témoin. De plus, les modifications
structurales ont permis d’obtenir des composé€s inhibant spécifiquement ABCG2. Les études
de relations structures-activités ont mis en avant certaines caractéristiques importantes des
inhibiteurs d’ABCB1 ou ABCG2. Concernant ABCBI, les 2 points qui semblent les plus
importants pour ’activité d’inhibition des composés est d’une part le fait de contraindre les
molécules et d’autre part, 1’ajout d’un cycle aromatique combiné a un atome d’azote en
position C-terminal. Cette derniere caractéristique est également vraie pour ABCG2 ou la
présence d’un atome d’azote semble indispensable a 1’activité inhibitrice de ces composés.

Enfin, les données recueillies par 1’étude de relations structure-activité devraient nous
permettre de synthétiser des composés de 2°™ génération plus actifs et plus spécifiques du

transporteur ciblé.
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Figure 86 : Efficacité de réversion de ’efflux de mitoxantrone par la réversine 121, CT1300, et par les

composés CT1347, CT1336 et CT1321.

Les courbes d’efficacités d’inhibition du CT1347 (triangles oranges), du CT1321 (triangles rouges), du CT1336
(cercles bordeaux) et du CT1300 (carrés verts) sont traitées par le logiciel SigmaPlot en utilisant 1’équation :

% efficacité = a x (1-exp"Plbiewl uMy oy 4 et b sont des paramétres permettant d’ajuster la courbe.
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2. Caractérisation des inhibiteurs d’ABCB1

Les composés les plus efficaces et spécifiques d’ABCBI1 ont été caractérisés plus en
détail afin de déterminer s’ils sont de bons candidats aux tests in vivo. En effet, plusieurs
caractéristiques sont requises pour le développement d’un inhibiteur potentiellement utilisable
en tant que médicament. Ils ne doivent pas étre cytotoxiques aux doses efficaces, ils doivent
étre capables d’abolir le phénotype MDR in vitro et enfin un mécanisme d’inhibition de type

non compétitif avec les substrats est préférable a une compétition.

2.1. Demi-concentration inhibitrice des réversines

L’ICsp des composés les plus efficaces d’ABCBI est détaillée dans les Tableau 28 et
Tableau 29. Les composés les plus efficaces sont le CT1347 avec un ICsy de 0,22 uM, le
CT1321 avec un ICsp de 0,33 uM, et le CT1336 avec un ICsy de 0,73 uM.

La Figure 86 montre clairement le décalage d’efficacité des composés CT1347, CT1321
et CT1336 avec la réversine 121. L’efficacité de CT1347 est pres de 10 fois supérieure, celle
du CT1321 plus de 5 fois supérieure et ’efficacité du CT1336 est 2 fois meilleure a celle du

composé¢ d’origine, la réversine 121.
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Figure 87 : Les 3 réversines CT1321, CT1336 et CT1347 chimiosensibilisent les cellules NIH3T3-MDR-

G185 exprimant ABCBI.

Les cellules exprimant (triangles oranges) ou non (cercles bordeaux) ABCB1 sont incubées avec des
concentrations croissantes de substrat (mitoxantrone ou daunorubicine). Les mémes essais sont réalisés en
présence d’inhibiteurs (carrés verts clairs pour les cellules contrdles ; losanges verts pour celles exprimant

ABCBI).

Les composés testés sont CT1321 a une concentration de 1 uM (A), CT1336 a4 uM (B) et CT1347 a 1 uM (C).
Les courbes ont été réalisées par le logiciel SigmaPlot. La viabilité cellulaire a été estimée en prenant comme

100% les cellules incubées avec du milieu seul.

Sur les 3 graphiques, nous notons une réversion de la résistance a la mitoxantrone ou a la daunorubicine pour les
cellules exprimant ABCBI aprées ajout de I’inhibiteur.
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2.2. Chimiosensibilisation

Nous avons démontré que les réversines CT1321, CT1336 et CT1347 sont capables
d’inhiber I’efflux de mitoxantrone par ABCB1. Nous souhaitons maintenant caractériser leur
capacité a abolir le phénotype MDR provoqué par ABCBI1. Pour cela, nous avons mesuré la
viabilité des cellules exprimant ou non ABCBI1 aprés 72 h d’incubation avec un agent
cytotoxique, la mitoxantrone ou la daunorubicine, en présence ou non d’inhibiteur. Les

résultats sont présentés sur la Figure 87.

La Figure 87A présente les résultats obtenus avec le composé CT1321. Comme on peut le
voir, les cellules exprimant ABCBI1 (notées NIH3T3 G185 sur le graphique, triangles
oranges) ont une viabilité cellulaire de 50% a 1 uM de mitoxantrone tandis que les cellules
n’exprimant pas ABCBI1 (cercles bordeaux) ont une viabilité cellulaire de 50% a 0,02 uM de
mitoxantrone. L’index de résistance a la mitoxantrone est 50 fois plus élevé pour les cellules
exprimant ABCBI1. Lorsque I’inhibiteur est ajouté, ici CT1321, a 5 fois son ICsy, soit 1 uM, la
sensibilité des cellules exprimant ABCBI1 (losanges verts) est quasiment la méme que celle
des cellules n’exprimant pas le transporteur. Ceci signifie que I’inhibiteur utilisé est capable
de restaurer la sensibilité des cellules exprimant ABCB1 a la mitoxantrone. Le méme

phénomene est observé avec le composé CT1336 (Figure 87B).

La Figure 87C permet d’observer la sensibilité des cellules a la daunorubicine. Ainsi, les
cellules NIH3T3-MDR-G185 ont un index de résistance a la daunorubicine 8,5 fois plus élevé
que les cellules NIH3T3 (triangles oranges contre cercles bordeaux). Méme si 1’index de
résistance a la daunorubicine est plus faible que celui a la mitoxantrone, il est suffisant pour
observer un effet de I’inhibiteur et il nous permet d’étudier un 2°™ substrat du transporteur.
Ainsi, apres addition du CT1347 a la concentration de 1 uM (5 fois son ICsy), la sensibilité
des cellules NIH3T3-MDR-G185 a la daunorubicine (losanges verts) a été restaurée, montrant

ainsi la capacité de I’inhibiteur a abolir le phénotype MDR.
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Figure 88 : Les 3 réversines, CT1321, CT1336 et CT1347 sont peu, ou pas, cytotoxiques.

Ces différents graphiques présentent la viabilité cellulaire en fonction des concentrations croissantes de
réversines (CT1321 en A ; CT1336 en B ; CT1347 en C). Ils ont été réalisés par le logiciel SigmaPlot. Les
cellules controles NIH3T3 sont représentées par des cercles rouges et les cellules exprimant ABCB1 par des
triangles oranges. La viabilité cellulaire a été estimée en prenant comme 100% les cellules incubées avec du
milieu seul.
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2.3. Cytotoxicité

Afin de mieux caractériser ces réversines et avant d’envisager des tests in vivo, il est
indispensable de contrdler leur innocuité in vitro. Pour cela, nous utilisons le test de viabilité
au MTT décrit dans la partie Matériels et méthodes. La viabilité cellulaire (en pourcentage)
est représentée en fonction de la concentration croissante de réversine. Les résultats sont

présentés dans la Figure 88.

Malgré leur structure proche, les 3 réversines testées présentent des cytotoxicités
différentes sur les mémes cellules. Ainsi, le CT1321 n’a pas d’effet sur la viabilité des cellules
exprimant ABCB1 (triangles oranges) ou sur les cellules controles (cercles bordeaux). Méme
a 10 uM, soit 30 fois son ICs, il n’est pas cytotoxique (Figure 88A). Le composé CT1336 a
une structure un peu différente du CT1321 puisque ce dernier est un C-aza alors que le
CT1336 est un peptidomimétique. Comme on peut le noter sur la Figure 88B, la réversine
CT1336 présente une légere cytotoxicité : a 5 uM, soit 6,5 fois son ICs, la viabilité cellulaire
est de 80%. On remarque également que la viabilité¢ des cellules NIH3T3-MDR-G185 est
¢quivalente a celle des cellules controles. Ceci suggere que la réversine CT1336 n’est pas
transportée par ABCB1. En effet, dans le cas contraire, les cellules exprimant ABCBI1

auraient expulsé le composé, résistant ainsi a des concentrations plus élevées de CT1336.

Le composé CT1347 est plus cytotoxique que les 2 autres réversines (Figure 88C). En
effet, a 5 uM la viabilité des 2 types de cellules n’est plus que de 40%. Cependant, a 2 uM,
soit 10 fois son ICsp, le CT1347 n’est quasiment pas cytotoxique, la viabilité cellulaire étant
de 80%. De la méme facon que le CT1336, la réversine CT1347 ne semble pas transportée
(méme profil pour les cellules exprimant ABCBI (triangles oranges) et les cellules contrdles

(cercles bordeaux)).

Il est intéressant de noter la différence de toxicité des réversines CT1336 et CT1347, le
compos¢ CT1347 étant réduit au niveau de la liaison peptidique par rapport au CT1336.
Ainsi, malgré leur faible différence de structure, les 2 composés ont des profils de toxicité

distincts.
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2.4. Mécanisme d’inhibition

Il est essentiel de connaitre le mécanisme d’action des inhibiteurs, notamment afin de
déterminer s’ils agissent de maniére compétitive ou non compétitive avec les substrats. Dans
le cas ou un inhibiteur est compétitif, cela signifie que le complexe enzyme-substrat-
icnhibiteur n’existe pas et que donc I’inhibiteur pourrait se fixer dans le méme site que le
substrat. Or, les transporteurs ABC sont des protéines polyspécifiques capables d’adapter leur
site de transport a un grand nombre de molécules. Ainsi, si un inhibiteur se fixe au site de
transport, il y a un risque qu’il soit expulsé par ce transporteur ou par un autre transporteur.
C’est par exemple le cas de I’Imatinib, inhibiteur d’ABCG2 qui agit de maniere compétitive,
notamment avec la mitoxantrone, et ou des résistances sont alors observées (Burger et al.,

2004).

Comme expliqué dans la partie Rappels bibliographiques, il est maintenant admis
qu’ABCBI possede au moins 3 sites de fixation de substrats différents (Figure 24) : le site R
fixant préférentiellement la rhodamine 123 et les anthracyclines tels que la doxorubicine et la
daunorubicine ; le site H fixant préférentiellement le Hoechst 33342 ; et le site P
reconnaissant la prazosine et la progestérone. Ce dernier site est considéré comme un site de
fixation des modulateurs puisque la prazosine est peu transportée par ABCB1 tandis que la

progestérone n’est pas transportée (Shapiro et Ling, 1997 ; Shapiro et al., 1999).

Le mécanisme d’inhibition des réversines CT1321, CT1336 et CT1347 a été étudié sur

les 2 sites de fixation des substrats R et H.

Le protocole est quasiment identique a celui utilisé pour mesurer 1’efficacité d’inhibition
d’un composé. Les paramétres cinétiques sont déterminés en incubant 10° cellules NTH3T3 ou
NIH3T3-MDR-G185 avec des concentrations variées en substrat (daunorubicine ou Hoechst
33342), en présence de 4 a 5 concentrations d’inhibiteur a tester. Le taux intracellulaire
résiduel de substrat, apres 1 h d’incubation, est alors quantifié par cytométrie en flux. Deux

types de représentations sont utilisés et les constantes cinétiques sont calculées :

- la représentation directe (panel A et C des figures) : le taux résiduel de fluorescence
intracellulaire est représenté en fonction de la concentration en substrat et la courbe est tracée
par le logiciel SigmaPlot selon I’équation de Michaelis et Menten (R = R, [1]/([1]+K) ou R
est le taux résiduel de substrat, R, est le taux résiduel maximum de substrat, [I] est la

concentration en inhibiteur et Ky, est la constante de Michaelis ;
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Figure 89 : CT1321 inhibe ’efflux de daunorubicine avec un mécanisme non compétitif.

CT1321 est soit omis (0 pM, cercles Bordeaux), soit ajouté a 0,3 uM (triangles oranges), 0,7 uM (carrés verts
clairs) ou a 10 uM (losanges verts). Les graphiques sont traités par le logiciel SigmaPlot avec la représentation
de Michaelis et Menten (A) ou de Lineweaver-Burk (doubles inverses) (B). Les expériences ont été réalisées en

duplicate dans 2 séries indépendantes.

[CT1321], pM Rypoxs A-U. Ky UM K, pM
Daunorubicine
0 116,5 + 54,2 58+5,9
0,3 692,1 +£195 10,0+ 5 0,35+ 0,02
0,7 709 +181,5 82+3,3 0,83+ 0,05
10 1495,2 + 235,2 11,5+ 3,0 10,8+ 0,4

Tableau 31 : Constantes cinétiques de ’inhibition du transport de daunorubicine par CT1321.
Le R, correspond au taux de rétention maximal dans les cellules représentant ainsi la vitesse maximale du
transport ; le K, correspond a la constante de Michaelis ; et le K;a la constante d’inhibition.
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- la représentation en double inverse ou représentation de Lineweaver-Burk (panel B et D

des figures).

La constante d’inhibition, K;, présenté dans les tableaux est calculée avec 1’équation
Ria’= Rua/(1+[1])/K}) avec Ry, correspondant au maximum de rétention intracellulaire pour

chaque concentration en inhibiteur [I].

2.4.1. La réversine CT1321

Commengons par la réversine CT1321 (Figure 89) dont le type d’inhibition n’a été étudié

qu’avec la daunorubicine.

Les courbes de la Figure 89A, tracées avec I’équation de Michaelis et Menten, atteignent
des plateaux différents, ce qui signifie que le taux de rétention de daunorubicine (R,,y) différe
avec la concentration d’inhibiteur. La représentation en doubles inverses (Figure 89B) montre
que les droites obtenues se croisent au niveau de I’axe des abscisses et donc que le K, est
constant quelle que soit la concentration en inhibiteur tandis que le R,, varie avec la
concentration en inhibiteur ajoutée, parametres caractéristiques d’une inhibition non
compétitive.

Les constantes cinétiques sont calculées a partir de la Figure 89A et sont présentées dans

le Tableau 31.

Le Tableau 31 confirme que, selon la concentration en inhibiteur, le R, varie tandis que
le Ky, aux erreurs expérimentales pres, semble plus constant, en accord avec ce qui était
observé sur la Figure 89B. Enfin, la constante d’inhibition calculée est différente pour chaque
concentration en inhibiteur ce qui signifierait que CT1321 possede au moins 2 sites de

fixation sur ABCB1 avec des affinités différentes.

Nous sommes donc ici en présence d’une inhibition de type non compétitive vis-a vis de
la daunorubicine ce qui suggere que le composé¢ CT1321 ne se fixe pas dans le site R

d’ABCBI.
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Figure 90 : CT1336 inhibe I’efflux de daunorubicine de facon non compétitive mais inhibe I’efflux de
Hoechst 33342 de facon compétitive.

CT1336 est soit omis (0 uM, cercles Bordeaux), soit ajouté a 0,3 uM (triangles oranges), 0,7 uM (carrés verts
clairs) ou a 10 pM (losanges verts). Les graphiques sont traités par le logiciel SigmaPlot avec la représentation
directe de Michaelis et Menten (A et C) ou de Lineweaver-Burk en doubles inverses (B et D). Les expériences
ont été réalisées en duplicates dans 2 séries indépendantes.

[CT1336], M Rypaxs @.U. Ky UM K, uM
Daunorubicine
0 94+ 8,4 4,6+1,3
0,3 217,3+32,0 4,3+2,3 0,53+ 0,03
0,7 315,1+57,4 4,24+2,8 2,3+0,26
10 1047 + 81,8 10,3+ 1,7 14,3+ 0,9
Hoechst 33342
0 24960,2 +1618,7 1,55+ 0,3
0,3 24169,6 £ 1312,1 1,0+0,2 0,54+ 0,01
0,7 24222,5 +1286,4 0,9+0,2 0,95+ 0,09
10 27319,4 +1175,7 0,7+0,1 9,42+ 1,13

Tableau 32 : Constantes cinétiques de ’inhibition par le CT1336 de I’efflux de 2 substrats.
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2.4.2. La réversine CT1336

Le mécanisme d’inhibition de la réversine CT1336 est présenté sur les Figure 90A a D

avec 2 substrats différents : la daunorubicine et le Hoechst 33342.

Concernant la daunorubicine, le mécanisme d’inhibition de CT1336 est le méme que
celui du CT1321, a savoir une inhibition de type non compétitive. En effet, comme on peut
I’observer sur le panel A, les courbes atteignent des plateaux différents pour les
concentrations en inhibiteurs testés. De plus, les droites tracées en doubles inverses (Figure
90B) se croisent sur 1’axe des abscisses. Ces 2 points signifient que le R, varie avec la
concentration en inhibiteur et que le K, est constant.

Le mécanisme d’inhibition de I’efflux de la daunorubicine par CT1336 est donc non
compétitif : le R, varie (Figure 90A et Tableau 32) alors que le K, est identique pour
chaque concentration d’inhibiteur (Tableau 32 et Figure 90). A 10 uM, nous notons une
augmentation du Kj,de la daunorubicine pour ABCB1. Cependant, nous nous sommes placés
a une treés forte concentration et dans ce cas, nous pensons que le composé hydrophobe se fixe

sur des zones non spécifiques d’ABCB1 qui peuvent alors recouvrir le site R.

L’inverse est observé avec le Hoechst 33342. Les courbes de la représentation directe
(Figure 90C) semblent tendre vers un seul point et les droites obtenus par la représentation de
Lineweaver-Burke (Figure 90D) se croisent sur I’axe des ordonnées. Ces 2 points signifient
que le R, est constant quelle que soit la concentration en inhibiteur ajouté. Les constantes
cinétiques calculées grace a la représentation directe (Tableau 32) confirment ces résultats.

Le profil d’inhibition de I’efflux du Hoechst 33342 est donc completement différent : il

semble étre compétitif.

De la méme fagon que pour le CT1321, la constante d’inhibition (K;) varie avec la
concentration d’inhibiteur. Ceci pourrait également s’expliquer par différents sites de fixation

de CT1336 sur ABCBI1 avec des affinités différentes.

En résumé, le composé CT1336 est en compétition avec le Hoechst 33342 mais pas avec

la daunorubicine, ce qui suggere que ce composé se fixe dans le site H d’ABCBI.
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Figure 91 : CT1347 inhibe ’efflux de daunorubicine et de Hoechst 33342 de maniére non compétitive.
CT1347 est soit omis (0 uM, cercles Bordeaux), soit ajouté a 0,11 uM (triangles oranges), 0,22 uM (carrés verts
clairs) ou a 1 uM (losanges verts). Les graphiques sont traités par le logiciel SigmaPlot avec la représentation
directe de Michaelis et Menten (A) ou en doubles inverses de Lineweaver-Burk (B). Les expériences ont été

réalisées en duplicates dans 2 séries indépendantes.

[CT1347], pM R o .U Ky kM K, pM
Daunorubicine
0 547 £ 42 16,7+ 1,1
0,11 656 + 46 16,7+ 1,2 0,66 + 0,01
0,22 860 + 65 16,4+ 14 0,6+0,01
0,33 1230 + 58 15,9+ 1,7 0,59+ 0,04
1 1808 + 77 16,3+ 1,2 1,43+ 0,08
Hoechst 33342
0 1591 + 562 0,23+ 0,06
0,11 20485 +1199 0,24+0,12 0,45+ 0,04
0,22 26098 + 1278 0,27 £ 0,09 0,54 £ 0,06
1 38349 + 987 0,25+ 0,07 1,68+ 0,08

Tableau 33 : Valeurs des R,,,,. et K;; du CT1347 avec la daunorubicine et le Hoechst 33342.
Le R, correspond au taux de rétention maximal dans les cellules permettant ainsi d’évaluer la vitesse maximale
du transport. Le K, correspond a la constante de Michaelis.
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2.4.3. La réversine CT1347

Le mécanisme d’inhibition de la réversine CT1347 est présenté sur les Figure 91A a D.

Le composé CT1347 a également été étudié vis-a-vis des 2 sites de fixation de substrats
d’ABCBI, le site R avec la daunorubicine et le site H avec le Hoechst 33342.

Le profil de cinétique du CT1347 avec les 2 substrats semble étre le méme : les courbes
obtenues avec les représentations directes semblent atteindre des plateaux différents selon la
concentration en inhibiteur (Figure 91A et C), signifiant que le taux intracellulaire résiduel de
daunorubicine et de Hoechst 33342 est différent pour chaque concentration d’inhibiteur. Les
représentations de Lineweaver-Burk (Figure 91B et D) montrent que les droites se croisent au
niveau de I’axe des abscisses signifiant que le K, n’est pas modifi¢ avec la concentration en
inhibiteur.

Les constantes cinétiques des activités d’inhibition sont présentées dans le Tableau 33.
Ces constantes confirment que la réversine CT1347 inhibe I’efflux des 2 substrats testés de
maniere non compétitive : le R, augmente avec la concentration en inhibiteur tandis que le
Ksest constant.

Le K est constant pour les 2 premieres concentrations testées mais augmente par la suite.
Ceci suggere la présence d’un site de fixation spécifique a I’inhibiteur dans ABCB1. Ce 2°™
site est toujours non compétitif des 2 substrats et n’est accessible qu’a forte concentration de

compose€.

Ainsi, I’inhibiteur CT1347 est non compétitif vis-a-vis de la daunorubicine mais
également du Hoechst 33342. Ceci signifie qu’il se fixe sur ABCB1 a un site différent des

sites de fixation des substrats.

Ainsi, les 3 réversines les plus efficaces pour inhiber ABCBI1 ont des comportements
cinétiques différents vis-a-vis des substrats. Le cas le plus intéressant est celui du CT1336
comparé au CT1347, le 1% se fixe dans le site H tandis que le 2°™ ne se fixe ni dans le site R
ni dans le site H d’ABCBI. Or, la seule différence de structure de ces 2 composés est la
réduction de la liaison peptidique pour le CT1347 (Figure 92). Ce substituant semble donc

trés important puisque la caractéristique cinétique de non compétitivité avec les substrats est
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Figure 92 : Structures des réversines CT1336 et CT1347.

Figure 93 : Modéle d’ABCB1 humaine et
représentation des 4 zones utilisées pour les

études de docking.

Les zones sont représentées par des cercles

rouges et numérotées de B1 a B4.
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primordiale pour un inhibiteur. Les liaisons hydrogéne sont supposées étre favorisées par la
réduction du carbonyle de la liaison peptidique afin de conférer un caractére basique a 1’azote
de la liaison hydrogéne ainsi qu’une grande flexibilité dans la liaison peptidique (Geyer,
1994). Ainsi, la fixation du composé CT1347 serait favorisée par des liaisons hydrogénes, qui

ne peuvent s’établir pour le composé CT1336.

Le 2°™ point important a noter est que pour la 1 fois nous avons développé et
caractérisé des inhibiteurs non compétitifs pour les 2 sites de fixation des substrats d’ABCBI1.
Jusqu’a présent, les seules études de cinétique des inhibiteurs correspondaient a I’inhibition de
I’activité d’hydrolyse d’ATP. La zone de fixation des substrats, site R ou site H, a été étudiée
pour la 1°° fois en 2000 puis en 2008 (Martin ef al., 2000a ; Muller et al., 2008). Dans les 2
études, les inhibiteurs testés se fixaient dans le site H (compétitifs du Hoechst 33342). Le
composé CT1347 se fixe, dans un site distinct d’ABCB1, une étude de docking nous a permis

de mieux caractériser ce nouveau site.

2.5. Simulation de docking

Cette partie a été réalisée en collaboration avec le Dr. Raphaél Terreux de I’'IBCP.

Grace a la résolution récente de la structure 3D d’ABCB1 murine (Aller et al., 2009),
nous avons réalisé des simulations de docking afin de visualiser les zones d’interaction de
CT1347 avec ABCB1 humaine. ABCB1 murine et ABCBI humaine possédant 85%
d’identité, nous avons généré un modele de la forme humaine par alignement de sa structure
primaire avec la structure 3D de la forme murine analogue (voir la partie Matériels et
méthodes). La principale zone pouvant étre impliquée dans la fixation des substrats
correspond au creux formé par les hélices transmembranaires. Cette zone est large et a donc

été divisée en 4 poches qui se superposent partiellement (de B1 a B4) (Figure 93).

Les études de docking ont été réalisées indépendamment, pour le Hoechst 33342, la

rhodamine 123 et la réversine CT1347. Les résultats sont présentés dans la Figure 94.
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Figure 94 : Docking de la réversine CT1347, du Hoechst 33342 et de la rhodamine 123 sur ABCB1
humaine.
Le modele d’ABCB1 humaine a été généré par alignement de sa structure primaire sur ABCB1 murine (Aller e?
al., 2009) et le modele a été dessiné par le logiciel Swiss PDB viewer (Guex et Peitsch, 1997).
A : Fixation des composés sur le modele d’ABCB1 humaine. Le Hoechst 33342 et la rhodamine 123 se fixent
préférentiellement dans la zone B1 tandis que le CT1347 se fixe préférentiellement dans la zone B4.

B : Représentation de la vue en 3 dimensions des sites de fixation de la rhodamine 123 (en rouge), du Hoechst
33342 (en vert) et de la réversine CT1347 (en blanc). La surface d’ABCBI1 est colorée selon un dégradé de vert
et marron correspondant aux caractéres hydrophobes et hydrophiles. Les résidus identifiables et les hélices
transmembranaires sont indiqués sur la figure.

C : Vue détaillée de la réversine CT1347 apres docking sur ABCBI réalisée avec le logiciel VMD. Les
principaux groupes protecteurs de CT1347, benzene, Boc, fert-butyl et Z sont indiqué en rouges.
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Ces résultats de docking montrent que le Hoechst 33342 et la rhodamine 123 se fixent au
niveau de la zone B1 tandis que le CT1347 se fixe dans la poche B4. Aucun des composés
testés ne se fixe dans les sites B2 et B3 suggérant que les sites de fixation seraient
préférentiellement dans la partie haute d’ABCBI1 (interne a la membrane). Ces composés se
fixent dans des zones relativement proches des régions ou sont fixés les QZ59-(RRR) et
QZ59-(SSS) co-cristallisés avec ABCBI1 murine (Aller et al., 2009). Parmi les 5 résidus
d’ABCB1 humain précédemment identifiés comme étant impliqués dans la fixation de la
rhodamine 123 (Loo and Clarke, 2002), 4 sont proches du site de fixation de la rhodamine
123 identifié dans cette étude : tvoAla841, tvi2LL975, TmM12Val981 et v Val982 (Figure 94A).
Ceci suggere donc que la poche identifiée ici serait la région préférentielle de fixation de la

rhodamine 123.

Ces simulations suggerent également ’existence d’une large poche de fixation ce qui
corrobore les études d’Orlowski et Garrigos (Garrigues et al., 2002). Le site H et le site R,
définis comme reconnaissant préférentiellement le Hoechst 33342 et la rhodamine 123
respectivement, ne peuvent &étre distingués 1’un de 1’autre dans cette étude. Ceci pourrait
suggérer que ces sites se recouvrent partiellement. Si cela peut étre surprenant, ces résultats
sont en fait en accord avec 1’observation qu’a plus de 2 uM la rhodamine 123 diminue la

fixation du Hoechst 33342 sur son site (Shapiro ef al., 1999).

Enfin, bien que les régions Bl et B4 se superposent, la réversine CT1347 se fixe sur B4

sans superposition avec B1 (Figure 94A).

Les résidus interagissant avec la réversine CT1347 sont présentés en Figure 94C. Ainsi,
le site de I’inhibiteur est formé par les TM1, 2, 6, 11 et 12. La poche de fixation est
principalement constituée de résidus hydrophobes. Elle contient seulement 2 résidus
hydrophiles, twii1Thr945 et tvi1GIn946 qui interagissent avec la fonction carbamate du
groupement protecteur Z de la lysine. Ces 2 résidus sont potentiellement impliqués dans des
liaisons hydrogénes. Le groupement protecteur Z de la lysine est principalement stabilis¢ par
une interaction de type m avec la v Phe942. Les méthylénes en position d et y de la chaine
latérale de la lysine génerent des interactions hydrophobes avec les chaines latérales de la
m™iLeu67 et rvi1Met949. Le groupement protecteur fert-butyl en position C-terminale occupe
une poche formée par les chaines latérales des résidus mwiGly64, mvileu67, mviMet68,
m™3Phel194 et tvePhe336. Le groupement protecteur Boc occupe, quant a lui, une poche

formée par les chaines latérales des résidus tvePhe336, rmsPhe343 et ry3Phel94.
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Toutes ces interactions sont en accord avec les résultats du 3D-QSAR décrit précédemment,
notamment pour les caractéres hydrophobes et stériques. Nous notons que la réversine
CT1347 adopte une position spatiale arrondie. Ceci est di, d’une part, a la formation d’une
liaison hydrogéne (2,17 A) entre le -NH de la liaison peptidique et le groupement carbonyle
du carbamate du groupement protecteur Z et d’autre part, a une liaison hydrophobe (2,48 A)
impliquant les 2 groupements protecteurs fert-butyl. Ces liaisons hydrogénes sont supposées
étre favorisées par la réduction du carbonyle de la liaison peptidique afin de conférer un
caractere basique a I’azote de la liaison hydrogeéne ainsi qu’une grande flexibilité dans la
liaison peptidique (Geyer, 1994). Ceci est en parfait accord avec le fait que le composé
CT1336 ne se fixe pas dans ce site. En effet, la seule différence de structure de CT1336 et
CT1347 est la réduction du carbonyle de la liaison peptidique pour ce dernier. Ainsi, le

composé CT1347 peut se fixer sur ce site grace a ces liaisons hydrogénes.

Un site de fixation des inhibiteurs dérivés des quinazolinones a été¢ précédemment décrit
comme impliquant les résidus Tyrl17, Tyr953, Phe957, Phe336 et Tyr307. Ce site est
profondément enfoui dans les domaines transmembranaires, proche de la partie extracellulaire

d’ABCBI. Il est a noter que ce site est a proximité de celui du CT1347 décrit ici.

En conclusion, ces études préliminaires de docking concordent et completent les études
expérimentales du mécanisme d’inhibition de la réversine CT1347. Cette réversine a bien un
comportement non compétitif avec les 2 substrats et se fixe effectivement dans un site distinct
des sites R et H connus d’ABCBI. Il se pose maintenant la question de savoir quel est le role
de ce site ? Est-ce un nouveau site régulateur ? Est-il commun avec le site P de la prazosine et

de la progestérone d’ABCBI1 ?

En conclusion générale de cette étude menée sur ABCBI, nous avons développé des
inhibiteurs spécifiques et efficaces sur ce transporteur. Certains, tel que la réversine CT1347
agissent de maniére non compétitive avec les 2 sites de fixation des substrats d’ABCBI1. Cette
caractéristique est un avantage considérable pour son développement. Des tests in vivo sont
maintenant prévus afin de démontrer la capacité¢ de ce composé a réverser le phénotype in
vivo. Le modele utilisé pour ces tests sera le méme que celui mis en place pour les tests sur
ABCG?2 (voir 111.4.6 tests in vivo), des souris xénogreffées avec des cellules exprimant ou non
ABCBI. Enfin, comme il sera développé plus loin, ces composés sont également utilisés dans
une nouvelle étude visant a déterminer la position des sites de fixation des substrats

d’ABCBI.
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Figure 95 : ICs, de 4 réversines inhibitrices d’ABCG2.
Les réversines CT1364 (triangles oranges) et CT1361 (losanges verts) sont spécifiques d’ABCG2 tandis que les

2 dernieres (CT1328, cercles bordeaux et CT1366, carrés verts clairs) inhibent également ABCBI.
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3. Caractérisations des inhibiteurs d’ABCG2

Les composés les plus efficaces et spécifiques d’ABCG2 ont été caractérisés plus en
détail. Le but ici est de déterminer s’ils sont de bons candidats aux tests in vivo, de la méme
facon que pour les tests menés avec ABCB1. De plus, un composé, le CT1364 étant tres
prometteur, sa capacité de réversion du phénotype MDR a été testée in vivo sur des souris
SCID xénogreffées avec les cellules HEK-293 pcDNA3.1 ou les cellules HEK-293
pcDNA3.1 ABCG2.

3.1. Concentrations de demi-inhibition des meilleures réversines
pour ABCG2

Les valeurs d’ICsy des meilleurs composés inhibiteurs d’ABCG2 sont présentées dans le
Tableau 30. Ce sont principalement des dérivés azapeptidiques puisque, comme nous I’avons
vu précédemment, les peptidomimétiques ne sont pas ou peu efficaces pour inhiber ABCG2.
Parmi ces composés, 2 sont spécifiques d’ABCG2 (CT1361 et CT1364) et 2 inhibent
¢galement ABCB1 (CT1328 et CT1366). La Figure 95 permet de visualiser les décalages

dans les courbes d’ICso des 4 réversines sé€lectionnées.

Puisque la réversine 121, ou CT1300, n’inhibe ABCG2 qu’a 40% a 10 uM, son ICsp n’a
pas été établie. On voit sur cette figure qu’un composé se détache des autres, il s’agit du
composé¢ CT1364. Son ICsg, de ’ordre de 1 pM, est nettement inférieur a celui des autres

composés.
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Figure 96 : Les 4 réversines CT1328, CT1364, CT1366 et CT1361 chimiosensibilisent les cellules

exprimant ABCG2.

Les cellules exprimant (triangles oranges) ou non (cercles bordeaux) ABCG2 sont incubées en présence de
concentrations croissantes de mitoxantrone. Les mémes essais sont effectués en présence d’inhibiteur (losanges
verts pour les cellules controles ; carrés verts clairs pour les cellules exprimant ABCG2).

Les courbes ont ¢té réalisées par le logiciel SigmaPlot. La viabilité cellulaire a été estimée en prenant comme
viabilité maximale les cellules incubées avec le milieu seul.

Les composés testés sont le CT1328 a 10 uM (A), le CT1364 a 5 uM (B), le CT1366 a 5 uM (C) et le CT1361 a
10 uM (D). Les 4 graphiques montrent une réversion de la résistance a la mitoxantrone induite par ABCG2 grace
aux composeés.
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3.2. Chimiosensibilisation

La capacité des réversines a inhiber 1’efflux de substrats a été démontrée, et est illustrée
sur la Figure 95. 1l est maintenant intéressant d’étudier leur capacité a abolir le phénotype
MDR induit par ABCG2. Pour cela, de la méme fagon que pour ABCBI, nous étudions la
viabilité des cellules exprimant ou non ABCG2 en présence de mitoxantrone, apres addition
ou non de réversine. La concentration en réversine ajoutée correspond a 5 fois son ICsg, de

manigére a totalement inhiber ABCG2. Les résultats sont présentés sur les figures ci-contre.

Ainsi, les cellules exprimant le transporteur (triangles oranges) ont un index de résistance
a la mitoxantrone 15 fois plus élevé que les cellules ne ’exprimant pas (cercles bordeaux)
(50% de viabilité cellulaire a 0,9 pM de mitoxantrone contre 0,06 uM de mitoxantrone pour
les cellules controles). Lorsqu’une réversine est ajoutée, on voit trés clairement que la
sensibilité des cellules HEK293 pcDNA3.1 ABCG2 a la mitoxantrone (carrés verts clairs)

augmente.

Ainsi, sur les Figure 96B et D, les réversines CT1364 et CT1361 abolissent totalement ce
phénotype. La sensibilité¢ a la mitoxantrone des cellules exprimant ABCG2 devient la méme
que la sensibilité¢ des cellules controles (50% de viabilité cellulaire a 0,06 pM de
mitoxantrone). La réversion observée avec les réversine CT1328 et CT1366 n’est que partielle
(Figure 96A et C respectivement). La réversine CT1328 permet de réduire I’index de
résistance a la mitoxantrone : il est seulement 3 fois plus élevé apres ajout du CT1328 (contre
15 fois sans inhibiteur). Les mémes résultats sont obtenus avec la réversine CT1366 (50% de
viabilité cellulaire a 0,2 pM de mitoxantrone pour les cellules exprimant ABCG2 et

additionnées de CT1366).

En conclusion, les réversines CT1364 et CT1361 semblent plus intéressantes que les
réversines CT1328 et CT1366 qui n’abolissent que partiellement le phénotype MDR a une

concentration 5 fois supérieure a leur ICsy.
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Figure 97 : Les réversines CT1328, CT1364, CT1366 et CT1361 ne sont pas ou peu cytotoxiques.
Les figures A a D présentent I’effet des réversines, a concentration croissante, sur la survie cellulaire des HEK-
293 contrdles ou exprimant ABCG2.
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3.3. Cytotoxicité des réversines

La cytotoxicité des réversines a été étudiée sur les cellules HEK-293 controles et les
cellules exprimant ABCG2. Pour cela, comme expliqué dans la partie Matériels et méthodes,
les cellules sont incubées pendant 72 h avec des concentrations croissantes de composé, et la
viabilité cellulaire est mesurée par un test MTT. Les résultats pour les 4 réversines

sélectionnées sont présentés sur les Figure 97.

Comme on peut le constater sur les Figure 97A a D, la viabilité cellulaire est parfois
supérieure a 100%. Le maximum de viabilité est calculé avec les cellules ne recevant pas de
composé€s ainsi, un ensemencement légerement plus faible de cellules dans ce puits entraine
une viabilité supérieure a 100%. Ce qu’il est important de noter ici est la tendance générale
des courbes. Ainsi, les composés CT1328 et CT1364 (Figure 97A et B) ne sont pas

cytotoxiques pour les 2 types cellulaires.

Au contraire, le composé CT1366 (Figure 97C) entraine une diminution de la viabilité
cellulaire pour des concentrations supérieures a 20 uM, correspondant a 22 fois son ICsg
(0,9 uM). Cette toxicité est donc négligeable. Le point intéressant a noter est que la toxicité a
40 uM sur les cellules HEK-293 pcDNA3.1 est nettement supérieure a celle observée sur les
cellules HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2 (60% de viabilité cellulaire contre 80%). Ceci pourrait
s’expliquer par un transport de ce composé par ABCG2, permettant ainsi aux cellules de

résister aux concentrations toxiques de ce composé.

La réversine CT1361 est quant a elle 1égerement cytotoxique (Figure 97D), méme pour
des concentrations relativement faibles, de I’ordre de 5 uM. Cependant, la viabilité cellulaire
reste élevée, a 80%, ce qui démontre que la cytotoxicité de ce composé est faible. La viabilité
des cellules n’exprimant pas ABCG2 étant la méme que celle des cellules I’exprimant, on

peut penser que la réversine CT1361 n’est pas transportée.

Des 4 composés testés, seul la réversine CT1366 est cytotoxique. Il est intéressant de
noter que c’est également le seul composé possédant ici un azote du coté N-terminal. Nous ne
pouvons certes pas conclure a une relation entre ces 2 caractéristiques, mais 1’étude de la
cytotoxicité d’autres composés de type N-aza pourrait apporter des réponses intéressantes.
Nous envisageons d’améliorer ces composés par la synthése d’une autre génération de dérivés
grace aux résultats des relations structure-activité. Il est dans ce cas primordial de déterminer

si cet azote en position N-terminal est effectivement délétere pour les cellules.
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Figure 98 : CT1364 inhibe ’efflux des 3 substrats testés (mitoxantrone, Hoechst 33342 et rhodamine 123)
de facon non compétitive.

Le mécanisme d’inhibition de I’efflux de la mitoxantrone (A et B), du Hoechst 33342 (C et D) et de la
rhodamine 123 (E et F) a été étudié. Les graphiques sont traités par le logiciel SigmaPlot avec la représentation
de Michaelis et Menten (A, C et E) ou de Lineweaver-Burk (B, D et F). Les expériences ont ¢té réalisées en
duplicats dans 2 séries indépendantes.

Pour chaque essai, le CT1364 est soit omis (cercles bordeaux), soit ajouté a 0,5 uM (triangles oranges), a 1 uM
(carrés verts clairs), a 2 uM (losanges verts) ou a 10 uM (triangles bleus).
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En conclusion, le composé CT1364 semble le plus intéressant puisqu’il est spécifique
d’ABCG2, posséde un ICsp de 1 puM, réverse totalement le phénotype MDR et est non

cytotoxique méme a une concentration 40 fois supérieure a son ICsy.

Les tests sont donc poursuivis avec ce seul inhibiteur.

3.4. Caractérisation de la réversine CT1364

3.4.1. Mécanisme d’inhibition

La détermination du mécanisme d’inhibition de ce composé nous permettra d’étudier son
site de fixation sur ABCG2. Contrairement a ABCBI, le nombre de sites de fixation des
substrats sur ABCG2 est moins clair. En 2006, Clark et collaborateurs supposent qu’ABCG2
muté (ABCG2R**9) posséderait plusieurs sites de fixation, reconnaissant préférentiellement
un ou plusieurs substrats (Figure 32) (Clark et al., 2006). Nous décidons donc de tester le
mécanisme d’inhibition de CT1364 avec 3 substrats : la mitoxantrone, le Hoechst 33342 et la
rhodamine 123. Les 2 premiers sont testés avec les cellules controles HEK-293 pcDNA3.1 et
les cellules exprimant ABCG2 sauvage (ABCG28*?). La rhodamine, quant a elle, n’étant
transportée que par la forme mutée d’ABCG2***T ou ABCG28*?°, nous utiliserons les
cellules HEK-293 transfectées par le plasmide contenant le geéne de la forme mutée
d’ABCG2****". Les représentations directes dites de Michaelis et Menten (panel A, C et E) et
en doubles inverses de Lineweaver-Burk, (panel B, D et F) sont utilisées afin de déterminer le

mécanisme d’inhibition. Les résultats obtenus sont présentés sur les figures suivantes.

Pour chaque essai, le taux de rétention maximal, R, est calculé, ainsi que la constante
de Michaelis, K, et la constante d’inhibition K;. Les valeurs sont présentées dans le Tableau

34.

Le CT1364 semble avoir le méme comportement cinétique pour les 3 substrats testés : il
agit de maniere non compétitive. En effet, les représentations directes (Figure 98A, C et E)
semblent indiquer que les courbes atteignent des plateaux différents selon la concentration en
inhibiteur, signifiant que le taux de rétention résiduel de substrat dans les cellules augmente
avec la concentration d’inhibiteur testé. Ceci est retrouvé dans le Tableau 34 ou les valeurs de
R, augmentent avec la concentration d’inhibiteur. Les représentations en doubles inverses

(Figure 98B, D et F) semblent également tendre vers un comportement non compétitif de
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[CT1364], pM Rimaxs @.U. K, UM K, uM
Mitoxantrone
0 61,8+6,5 1,6+0,5
0,5 103,2 + 14,8 3,2+1,1 0,2+0,01
1 115,9+13,9 3,2+0,9 0,11+ 0,03
10 132,6 £13,1 2,6+0,6 1,2+0,3
Hoechst 33342
0 20542,1 +1659,5 1,1+0,3
0,5 35410,3 +4175,1 1,8+0,5 0,2+0,01
1 48998,8 +5453,5 2,2+0,6 0,28 £ 0,007
10 70754,9 +£4412,7 2+0,3 3,1+0,5
Rhodamine 123
0 153,8+ 16,8 42+1,2
0,5 255,6 + 32,7 7,5+1,8 0,210,008
1 658,8 + 108,4 17,7+ 4,2 0,6 + 0,02
10 1354,8 £ 231,1 28,3+6,2 5,1+0,04

Tableau 34 : Constantes cinétiques de I’inhibition de I’efflux de substrats par CT1364.

Rinax correspond au taux intracellulaire de rétention résiduel maximale, Ky a la constante de Michaelis et K| la

constante d’inhibition.
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I’inhibiteur. En effet, les droites semblent se croiser au niveau de 1’axe des abscisses ce qui est

caractéristique d’une inhibition non compétitive.

Les constantes cinétiques calculées avec les représentations directes (Tableau 34), nous
indiquent que [’inhibition de D’efflux de mitoxantrone et de Hoechst 33342 semble
effectivement €tre non compétitive : le R,,, varie avec la concentration en inhibiteur tandis

que, aux erreurs expérimentales pres, le K, semble constant.

En revanche, I’inhibition de I’efflux de rhodamine semble moins claire. Nous notons une
augmentation du Rmax mais également du K, avec la concentration en inhibiteur, signifiant
que la fixation du CT1364 sur son site diminue ’affinité de la rhodamine 123 pour son site de
fixation. Nous sommes donc en présence d’une coopérativité négative. Une coopérativité du
méme type était également observée entre les 2 sites fixant la daunorubicine (ou doxorubicine
ou prazosine) mais rien n’était observé entre un site et celui de la rhodamine 123 (Figure 32)
(Clark et al., 2006). 1l faut cependant noter que le composé CT1364, a la concentration de
10 uM, n’inhibe pas complétement I’efflux de rhodamine 123 (Figure 103). En effet, ici, la
fluorescence intracellulaire maximale de rhodamine 123 mesuré dans les cellules contrdles
HEK-293 pcDNA3.1 est de 2900 a.u. pour une concentration en rhodamine 123 de 10 uM,
alors qu’elle est de 600 a.u. dans les cellules exprimant ABCG2. Le fait que le composé
CT1364 ne bloque pas efficacement 1’efflux de rhodamine 123 pourrait biaiser I’étude du

mécanisme d’inhibition.

Les constantes cinétiques nous ont également permis de calculer les valeurs des
constantes d’inhibition (K;) de la réversine CT1364. Ainsi, comme présenté dans le Tableau
34, pour de faibles concentrations en inhibiteur, les K; sont constants. Par contre, lorsque la
concentration en inhibiteur est élevée (10 uM), la valeur du K; est modifiée. Ceci signifie que
Héme

le CT1364 se fixe alors au niveau d’un site sur ABCG2. Nous pouvons donc émettre 2

hypothéses :

- le transporteur posséde 2 sites de fixation pour cet inhibiteur : ’'un a forte affinité et

I’autre a faible affinité ou 1’inhibiteur se fixe a forte concentration,

- la concentration de 10 uM étant tres €levée, I’inhibiteur hydrophobe se fixe de manicre
non spécifique dans de nombreux sites de la protéine. Il faut cependant noter que quel que soit
I’endroit ou il se fixe, ce n’est pas dans le site du Hoechst 33342 ou de la mitoxantrone (K,

identique aux valeurs précédentes et R, différents).
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Figure 99 : CT1364 n’empéche pas la fixation de
I’anticorps 5D3 sur la 3°™ boucle extracellulaire
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Figure 100: Courbe de
saturation de l'interaction
d'inhibiteurs dJd’ABCG2 avec

ECL3.
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Ainsi, ces résultats semblent indiquer que, quel que soit le substrat testé et quelle que soit
sa concentration, la réversine CT1364 inhibe ABCG2 avec un mécanisme non compétitif,
avec une coopérativité négative vis-a-vis de la rhodamine 123. Cela signifie donc que ce
composé ne se fixe pas dans un site de fixation des substrats. De la méme facon que pour
ABCBI, cette caractéristique est essentielle au développement d’un inhibiteur d’ABCG2 en
tant que médicament sensibilisant a la chimiothérapie.

Les comportements cinétiques des inhibiteurs d’ABCG2 par rapport aux substrats sont

1 ére

tres peu étudiés. Cette étude rapporte donc pour la fois le développement d’un inhibiteur

non compétitif pour 3 substrats d’ABCG2.

3.4.2. La réversine CT1364 ne se fixe pas sur ECL3

Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action de la réversine CT1364, nous décidons
d’explorer la zone de fixation de ce composé. Nous testons ainsi la capacité de CT1364 a se
fixer sur la 3™ boucle extracellulaire d’ABCG2. Cette boucle est assez large et pourrait

constituer un domaine a part entieére, mais son rdéle physiologique n’est pas connu.

Pour cela, nous utilisons I’anticorps 5D3 qui est spécifique de cette 3™ boucle
extracellulaire (ECL3) d’ABCG2 et qui est couplé a la phycoérythrine. Les cellules sont
incubées en présence de I’anticorps seul ou avec 1’anticorps additionné de 5 uM de CT1364.
La fluorescence membranaire due au 5D3 est ensuite quantifiée par cytométrie en flux et

présentée sur la Figure 99A.

La fluorescence cellulaire mesurée est identique avec ou sans CT1364. Ceci signifie que
la fixation de I’anticorps 5D3 sur ABCG2 n’est pas génée par la réversine CT1364. Deux
hypothéses peuvent étre émises : soit le composé CT1364 ne se fixe pas sur cette boucle et le
5D3 est alors libre de s’y fixer, soit 1’affinité de 1’anticorps pour la boucle est (beaucoup) plus

forte que celle du CT1364 empéchant ainsi ce dernier de se fixer sur ABCG?2.

Afin de répondre a cette question, une étude de fluorimétrie a été réalisée en collaboration
avec Elodie Desuzinges-Mandon, alors doctorante au laboratoire. La fixation du CT1364 sur

3 uM d’ECL3 purifié est présentée sur la Figure 100.

Aucune variation de la fluorescence d’ECL3 n’est observée avec 1’addition de CT1364,

méme a tres forte concentration (Jusqu’a 40 uM). Ceci signifie que la réversine CT1364
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Figure 101 : Diminution de ’activité d’hydrolyse de ’ATP de 50% avec 5 pM de CT1364.
L’activité d’hydrolyse de I’ATP mesurée est vanadate sensible.
Les essais ont été réalisés en triplicats indépendants.
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n’interagit pas avec ECL3. Cette 3™ boucle extracellulaire d’ABCG2 n’est donc pas le lieu

de fixation de CT1364 sur ABCG?2.

3.4.3. Diminution de l'activité d’hydrolyse de I'ATP

L’étude de I’impact de I’inhibiteur sur 1’activité d’hydrolyse d’ATP d’un transporteur
ABC permet de démontrer I’interaction directe de 1’inhibiteur avec le transporteur. De plus,
certains inhibiteurs des transporteurs ABC, tels que le GF120918 (Ozvegy et al., 2001 ;
Robey et al., 2001), la fumitrémorgine C ou encore le Kol143 (Ozvegy-Laczka et al., 2005),
inhibent 1’activité d’hydrolyse d’ATP du transporteur. Il nous a donc semblé intéressant

d’étudier I’'impact de la réversine CT1364 sur I’activité d'hydrolyse d'ATP d’ABCG2.

Les essais ont été réalisés sur des membranes de cellules HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2.
L’activité mesurée est sensible au vanadate et est donc spécifique du transporteur ABC. Le
composé CT1364 est préparé dans une solution contenant 0,5% de DMSO : le témoin, noté ici

DMSO, contient donc la méme quantit¢ de DMSO.

Ainsi, comme on peut I’observer sur la Figure 101, la réversine CT1364 diminue de 50%
I’activité¢ d’hydrolyse d’ATP lorsqu’elle est ajoutée a des membranes de cellules de
mammifere exprimant ABCG2, a une concentration de 5 uM, soit 5 fois son ICso. Afin de
déterminer si le CT1364 diminue I’affinit¢é de I’ATP pour son site (K, ou la vitesse
d’hydrolyse d’ATP (V,4x), des études sont en cours en mesurant 1’activité d’hydrolyse d’ATP
avec une gamme de concentrations croissantes d’ATP. En effet, 3 possibilités sont
envisageables :

- la réversine CT1364 se fixe au niveau du site de I’ATP, diminuant ainsi sa fixation et
par 1a méme diminuant I’activité de transport d’ABCG2. Dans ce cas, nous mesurerons un K,
diminué. Ceci semble peu probable puisque, compte tenu de 1’hydrophobicité du composé,
nous supposons qu’il se fixe dans un environnement hydrophobe, au niveau des domaines
transmembranaires d’ABCG2. On peut cependant imaginer que 1’interaction du CT1364 avec
son site de fixation entraine des modifications structurales modifiant I’affinité¢ de ’ATP pour
son site.

- La réversine CT1364 se fixe dans les domaines transmembranaires ce qui entraine un
changement de conformation de la protéine et donc une modification de I’affinité du substrat
sur son site. Dans ce cas, si I’affinité du substrat pour son site est plus grande, il sera relargué

moins rapidement entrainant une diminution de la vitesse d’hydrolyse d’ATP, V.
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Figure 102 : Mesure de ’accumulation de substrat dans les cellules exprimant la forme sauvage ou mutée
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Figure 103 : La réversine CT1364 n’inhibe pas ou peu la forme mutée ABCG2R***",
A 10 pM et a 2 uM le composé CT1364 n’inhibe pas 1’efflux de mitoxantrone par ABC2**** et inhibe trés peu
I’efflux de rhodamine 123.
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- La fixation du CT1364 au niveau des domaines transmembranaires pourrait bloquer
les changements de conformation de la protéine, empéchant alors le relarguage du substrat.

Dans ce cas, nous devrions également mesurer une diminution du Vmax.

Des tests d’activité¢ d’hydrolyse d’ATP avec une gamme de concentrations en ATP
devrait permettre de déterminer les parametres cinétiques de cette activité, et par la-méme de

comprendre un peu mieux le mécanisme d’action du CT1364.

3.4.4. Efficacité d'inhibition de I'efflux de substrats par le mutant ABCG2R*82T

Afin d’étudier plus en détail le site de fixation de la réversine CT1364, nous avons
mesurée son efficacité d’inhibition de I’efflux de 2 substrats, la mitoxantrone et la rhodamine
123 par ABCG2**?T. Les cellules utilisées sont les cellules HEK-293 pcDNA3.1 comme
cellules contrdle, les cellules HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2 et HEK-293 pcDNA3.1
ABCG2M¥T. Lrefficacité d’inhibition du composé a été mesuré par cytométrie en flux
comme décrit dans la partie Matériels et méthodes.

Les résultats présentés sur la Figure 102 sont en accords avec la littérature (Honjo ef al.,
2001 ; Allen et al., 2002a ; Robey et al., 2003 ; Ozvegy et al., 2002). En effet, la forme
sauvage d’ABCQG2 transporte la mitoxantrone mais pas la rhodamine 123. Quant a la forme
mutée d’ABCG2, elle transporte la rhodamine 123, ainsi que la mitoxantrone avec une

efficacité supérieure a la forme sauvage.

Comme on peut I’observer sur la Figure 103, la réversine CT1364 inhibe I’efflux de
mitoxantrone par la forme sauvage d’ABCG2. L’inhibition est quasiment totale a 10 uM et
est d’environ 60% a 2 uM. De fagon surprenante, cette méme réversine n’inhibe pas I’efflux
de mitoxantrone par la forme mutée d’ABCG2. L’inhibition de I’efflux de rhodamine 123 est,

quant a elle tres faible (20% a 10 uM).

La mutation R482T est située dans la 3°™ hélice transmembranaire d’ABCG2, prés du
feuillet interne de la membrane plasmique. Le fait que I’efficacité d’inhibition par cette
réversine diminue sur la forme mutée d’ABCG2, et cela pour les 2 substrats, démontre
I’importance de ce résidu arginine 482 pour 1’activité de la réversine CT1364. Ces résultats
incitent a penser que le composé se fixerait dans cette région. Ceci serait alors en accord avec
notre 1 hypothése qui est que ces réversines se fixent dans les domaines transmembranaires,
du fait de leur hydrophobicité. De plus, nous savons que la mutation en position 482 modifie

I’activité d’hydrolyse de I’ATP de la protéine (Ahmed-Belkacem ez al., 2005 ;
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Ozvegy et al., 2001 ; Ozvegy et al., 2002). Cette région est donc importante pour cette
activité. L’hypothése de fixation de la réversine CT1364 dans cette région serait donc
¢galement en accord avec la modification de ’activité d’hydrolyse de I’ATP observée dans la

Figure 101.

Afin de vérifier cette hypothese, il serait intéressant de purifier ABCG2 sauvage et mutée
puis de mesurer la fixation de la réversine CT1364, par fluorimétrie, sur ces 2 protéines

purifiées.

3.4.5. Diminution de I'expression d’ABCG2

Plusieurs études, menées principalement sur ABCBI1, montrent que certains inhibiteurs
du transport induisent également une diminution de I’expression du transporteur. C’est
notamment le cas pour de nombreux composés naturels : le millepertuis, (Durr et al., 2000) ,
la capsaicine (Han ef al., 2006), le curcumin et ses dérivées curcuminoides (Hou et al., 2008) ;
(Limtrakul et al., 2004), le kaempferol et la quercétine (Limtrakul ez al., 2005), la pipérine
(Han et al., 2008) ainsi que d’autres composés développés dans la revue de Zhang et

collaborateurs (Zhang et al., 2009).

3.4.5.1. Diminution de l'expression totale d’ABCG2

Afin de déterminer I’impact de la réversine CT1364 sur I’expression totale d’ABCG2,
nous avons soumis les cellules HEK-293 pcDNA3.1 et HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2 a 5 uM
de CT1364 durant un temps variable allant de 3 h a 72 h. Il a été précédemment démontré
qu’a cette concentration, le composé CT1364 n’est pas toxique pour les cellules (Figure 97).
CT1364 étant ajouté aux cellules avec 0,5% de DMSO final, des controles sont effectués dans
les mémes conditions. Les cellules sont cultivées selon les conditions normales de culture.
Apres 3 heures, 24 heures, 48 heures ou 72 heures d’incubation, les cellules sont récoltées et
sont lysées afin d’en extraire les protéines totales. Un western-blot, présenté sur la Figure 104

est ensuite réalisé sur ces échantillons.
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Figure 104 : CT1364 induit une diminution de I’expression d’ABCG2.

A : Western-blot permettant de visualiser la diminution de I’expression d’ABCG?2 induit par CT1364. Le
compos¢ CT1364 est ajouté aux cellules a la concentration non cytotoxique de 5 pM. Les anticorps utilisé sont
BXP21, spécifique d’ABCG2 et |’ anti-tubuline o, spécifique de la tubuline.

B : Quantification réalisée par le logiciel Quantity One, du taux d’expression d’ABCG?2 rapporté au taux

d’expression de la tubuline.
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Le western-blot réalisé a partir d’extrait de protéines totales des cellules exprimant
ABCG2 montre que dés 3 heures d’incubation avec 5 uM de réversine CT1364, la quantité
totale d’ABCG2 cellulaire diminue (Figure 104A et B). Cette caractéristique est un avantage
majeur pour un inhibiteur : en plus d’inhiber 1’activité de transport des agents anticancéreux,
il diminuerait également 1’expression de ce facteur de résistance dans les cellules. Cette
caractéristique doit cependant étre confirmée in vivo. Nous travaillons, en effet ici, sur des
cellules transfectées et donc différentes des cellules tumorales qui ont subie des modifications

majeures par rapport a une cellule saine.

Une étude de 2006 menée par Nakanishi et collaborateurs a rapporté une inhibition
d’expression d’ABCG2 par I’imatinib. Elle a montré que cette inhibition de I’expression était
post-transcriptionelle et due a I’inhibition de la voie de signalisation de la phosphoinositide 3-
kinase/AKT. L’imatinib inhibe BCR-ABL qui a pour effet de diminuer la phosphorylation
d’Akt (Serd73). 1l a été rapporté que la voie de signalisation de PI3K-Akt est impliquée dans
des modifications post-transcriptionelle et post-traductionnelle d’ABCG2 (Mogi ef al., 2003 ;
Takada et al., 2005). Ainsi, I’inhibition de BCR-ABL par I’imatinib inhibe la PI3K-Akt
entrainant alors une diminution de I’expression d’ABCG2 (Nakanishi et al., 2006). De la
méme fagcon que pour la réversine CT1364, la diminution du taux d’expression d’ABCG2 est
observée tres tot: aprés 4h d’incubation, la diminution est visible, et aprés 8 h, le taux

d’ABCQG2 est diminué de moitié.

La diminution d’expression de transporteur ABC a également été observée avec d’autres
inhibiteurs (Zhang et al., 2009). 1l est maintenant intéressant de savoir qu’elle est la cause de
cette diminution d’expression : une dégradation plus rapide des protéines, une diminution de

la transcription ou de la traduction, une inhibition d’une voie de signalisation, ... ?

3.4.5.2. Expression membranaire d’ABCG2 constante

Afin de compléter 1’étude de la diminution d’expression d’ABCG2 apres stimulation par
5 uM de CT1364, nous avons mesuré le taux d’adressage des protéines a la membrane
plasmique. En effet, si les protéines sont mal repliées, 1’adressage a la membrane sera plus
faible. Nous souhaitons donc vérifier cette hypothése. Pour cela, nous avons quantifié la
fluorescence membranaire, par cytométrie en flux, aprés marquage des cellules avec
I’anticorps 5D3, spécifique de la 3™ boucle extracellulaire (ECL3) d’ABCG2 et couplé a la
phycoérythrine. Nous avons précédemment démontré que la réversine CT1364 ne se fixait pas

sur ECL3 et ne modifiait donc pas dans la fixation de 1’anticorps sur la boucle.
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Figure 105 : CT1364 n’affecte pas I’adressage d’ABCG2 a la membrane plasmique.
Les codes couleurs correspondant aux temps d’incubation sont indiqués sur la figure.
Le CT1364 a 5 uM a été ajouté aux cellules a différents temps. Le DMSO a été ajouté dans les mémes
proportions que pour le CT1364.
L’adressage d’ABCQG?2 est quantifié par cytométrie en flux, en mesurant la fluorescence émise par 1’anticorps
5D3 mesurée a 565 nm, en FL-2 apres excitation a 488 nm par un laser argon.
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Ainsi, comme on peut le noter sur la Figure 105, I’ajout de la réversine CT1364 n’affecte
pas I’adressage d’ABCG2 a la membrane plasmique. En effet, quel que soit le temps
d’incubation (de 3 h a 72 h), la fluorescence mesurée ne varie pas, indiquant que la méme
quantité d’anticorps a été fixée sur les cellules, et donc que la méme quantité d’ABCG?2 est
présente a la membrane plasmique.
La diminution d’ABCG2 induite par la réversine CT1364 n’est donc pas due a un mauvais
adressage de la protéine.
La diminution du taux d’expression total d’ABCG2 mais pas membranaire pourrait
s’expliquer par la forte quantité de protéine surproduite dans ce systeme d’expression. Dans
les conditions normales, les cellules HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2 produisent une grande
quantité¢ d’ABCG2 et seule une faible proportion est adressée a la membrane plasmique. Ce
phénomeéne se visualise en immunofluorescence ou nous retrouvons la protéine ABCG2 dans
les organites intracellulaires mais aussi dans le cytosol. De ce fait, malgré la diminution
d’expression d’ABCG2 il est possible que suffisamment de protéines soient produites pour
avoir la méme quantité adressée a la membrane plasmique. Nous envisageons d’étudier ce
phénoméne par le biais des cellules Flp-In"-293 ABCG2 qui n’ont qu’une seule copie du

gene inséré dans leur génome et de ce fait ne surexpriment pas la protéine.

Afin de poursuivre ces investigations, des essais d’immunofluorescence sont en cours. Ils
nous permettront notamment de localiser la diminution d’expression d’ABCG2. Nous
envisageons également de quantifier le taux d’ARNm dans les cellules apres différents temps
d’incubation. Enfin, s’il s’avere que la diminution d’expression est due a une dégradation plus
rapide, I'utilisation d’inhibiteurs spécifiques devrait nous permettre de déterminer si cette
dégradation se fait par le biais des lysosomes ou du protéasome apres ubiquitinylation. Nous
savons, en effet, que la dégradation d’ABCG2 peut se faire par ces 2 voies, selon que la
protéine dégradée est mature, mal repliée ou mutée (Wakabayashi er al, 2007);
(Wakabayashi-Nakao et al., 2009) ; (Nakagawa et al., 2008). Ceci nous permettrait alors de

déterminer si la réversine CT1364 a un impact sur la maturation des protéines.
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Carboxylestérase

Figure 106 : Métabolisation de I’irinotécan en SN-38, son métabolite actif.
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3.4.6. Tests in vivo

3.4.6.1. Mise en place du test

3.4.6.1.1. Le choix des cellules

Le choix des cellules xénogreffées est une étape importante dans les tests in vivo. Nous
décidons d’utiliser les cellules HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2 R482 comme mod¢le d’étude in
vivo et ceci pour plusieurs raisons. Premic¢rement, il a déja été montré que ces cellules sont
capables de croitre sous forme de xénogreffe chez les souris (Zhang et al., 2007).
Deuxiemement, ceci nous permet d’étudier les modulateurs dans le méme systéme que celui
utilisé pour les tests in vitro. Troisiemement, le fait d’utiliser un modele cellulaire transfecté
nous permet de disposer de cellules controles n’exprimant pas ABCG2, a savoir les cellules
transfectées par le vecteur seul. Enfin, les cellules transfectées, a la différence des cellules
dites sélectionnées (cellules surexprimant ABCG2 aprés sélection par un agent cytotoxique),
ne surexpriment qu’un seul transporteur ABC, celui transfecté. Ces 2 derniers points sont
essentiels puisqu’ils nous permettent de relier directement les effets observés a 1’inhibition

d’ABCG2.

3.4.6.1.2. Le choix de I'agent anticancéreux et de l'inhibiteur témoin
3.4.6.1.2.1. L’irinotécan
L’irinotécan  ((7-éthyl-10-[4-(1-pipéridino)-1-pipéridino] carbonyloxycamptothécine,
aussi appelé CPT-11) est une analogue des camptothécines, dérivé alcaloide naturel d’un
arbre chinois, le Camptotheca acuminata. C’est un agent anticancéreux, inhibiteur de la
topoisomérase I (Hsiang ef al., 1985 ; Hsiang and Liu, 1988). Afin d’étre actif, I’irinotécan est

métabolisé par une carboxylestérase en SN-38 (Kawato ez al., 1991) (Figure 106).

L’irinotécan est un agent anticancéreux reconnu. Il est utilisé, en 1 ligne, dans le
traitement des cancers colorectaux en combinaison avec le 5-FU et, en seconde ligne, pour les
patients traités par le 5-FU en rechute ou en progression. De plus, I’irinotécan est étudié dans
le traitement de plusieurs autres tumeurs solides (Smith ef al., 2006).

Cet agent anticancéreux et son métabolite actif étant des substrats de plusieurs
transporteurs ABC (ABCG2, ABCB1 et ABCC1) (Chu et al., 1999 ; Smith et al., 2006 ), nous

avons décidé de réaliser les tests in vivo avec 1’irinotécan.
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Figure 107 : Structure du géfitinib
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3.4.6.1.2.2. Le géfitinib

Le géfitinib (Figure 107) est un inhibiteur des tyrosines kinases ciblant le récepteur du
facteur de croissance cellulaires (EGFR). Il est utilisé en essais cliniques dans le traitement
des cancers du poumon (Hida ez al., 2009 ; Lemos et al., 2008). Des données controversées
ont été rapportées concernant son transport par ABCG2 (Lemos et al., 2008 ; Stewart et al.,
2004). Il apparait maintenant que le géfitinib est effectivement un substrat d’ABCG2 a faible
dose, mais un inhibiteur de ce méme transporteur a forte concentration in vivo (Elkind et al.,
2005 ; Leggas et al., 2006). Ainsi, le géfitinib a été rapporté pour abolir le phénotype de
résistance au SN-38 MDR a la dose maximale tolérée (75 mg/Kg) (Stewart et al., 2004 ;
Leggas et al., 2006 ; Yanase et al., 2004). 11 présente cependant 2 inconvénients majeurs,
empéchant son utilisation en clinique comme inhibiteur d’ABCG2 : il n’est pas spécifique

d’ABCQG2, et est toxique a la dose inhibant ABCG2.

En ce qui concerne notre étude, compte tenu de sa capacité a limiter 1’efflux de SN-38 par

ABCG2, nous décidons de I’utiliser comme inhibiteur de référence.

3.4.6.1.3. Le protocole utilisé
Le protocole a ét¢ mis au point par le Dr Léa Payen (Universit¢é Lyon 1). La
tumorigénicité des cellules HEK-293 a tout d’abord été vérifiée. Des cellules HEK-293
pcDNA3.1 et HEK-293 pcDNA3.1 ABCG2 R482 ont été implantées chez des souris SCID en

sous cutanée au jour 1 et le traitement a débuté au jour 2.

Les traitements chimiothérapeutiques intégrent fréquemment une pause entre 2 périodes
d’administrations d’agents anticancéreux afin de diminuer les effets indésirables ; les cellules
tumorales "récupérent" moins vite que les tissus sains aprés une cure, qui se retrouvent alors
"réparés" au départ de la cure suivante alors que la tumeur est toujours plus ou moins sensible.
Nous décidons de nous rapprocher de ce protocole en découpant les tests en 2 phases : une 1
phase de traitement de 15 jours suivie d’une 2°™ phase de pause de 7 jours. Le 2°™ avantage
d’un tel protocole est que 1’on peut voir ’effet du traitement sur des tumeurs de petites tailles
et des tumeurs bien établies dans les tissus puisque le traitement est débuté le jour suivant
I’implantation des cellules. Lors des 15 premiers jours, les tumeurs étant de petite taille, il n’y
aura pas de variation de diffusion de l’irinotécan dans les tumeurs. Le second cycle de
thérapie (entre les jours 30 a 45) étudie I’effet des composés sur des tumeurs établies dans les

tissus. Le volume de la tumeur atteint une taille de 100 mm® , concordante avec les données

cliniques habituelles.
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Figure 108 : Protocole utilisé pour les tests de réversion in vivo.
Il se compose de 2 phases : une phase de traitement de 15 jours et une pause dans le traitement de 7 jours.
NT, souris non traitées ; irinotécan, souris traitées par 30 mg/Kg d’irinotécan.
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Les résultats sont présentés en Figure 108, le volume tumoral mesuré est représenté en
fonction du temps de traitement. Ainsi, les tumeurs non traitées, exprimant ou non ABCG2
(représentées par les courbes en pointillées avec des triangles oranges ou des losanges bleus
respectivement) ont une croissance tres rapide. Les souris sont sacrifiées au bout de 30 jours.
Les souris xénogreffées avec les cellules n’exprimant pas ABCG2 et traitées par I’irinotécan
(courbe pleine avec des carrés bleus) n’ont pas de croissance tumorale, les cellules étant
toutes tuées par l’irinotécan. A la différence, les souris xenogreffées avec les cellules
exprimant ABCG?2 et traitées par I’irinotécan (courbe orange pleine reliant les carrés oranges)
ont une croissance tumorale qui survient aprés la pause de 7 jours. Ceci correspond a un
¢chappement tumoral au traitement du fait de D’expression d’ABCG2. Les souris sont
sacrifiées au bout de 50 jours.

Ce test nous permet d’une part de valider la tumorogénicité des cellules HEK-293 chez
les souris SCID. D’autre part, le protocole utilis€¢ (15 jours de traitement puis 7 jours de
pause) permet d’observer un échappement tumoral relié a ABCG2, le protocole est donc
adapté a nos tests. Nous avons également dosé I’irinotécan et le SN-38 dans les xénogreffes
24 h apres l'injection par HPLC-MS/MS. Bien que certaines variations de concentration
soient observées, ces 2 compos€s sont détectés dans les xénogreffes. Enfin, la dose de
30 mg/Kg d’irinotécan est validée puisqu’elle inhibe bien la croissance des cellules

n’exprimant pas ABCG2.
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3.4.6.2. Toxicité

Avant de commencer les tests de chimiosensibilisation, nous devons contrdler 1’innocuité
des doses administrées. Nous testerons toutes les molécules administrés (irinotécan, géfitinib,
éthanol et CT1364). Ce test s’est déroulé sur des souris SCID saines, a raison de 3 souris par
groupe, auxquelles étaient injectés les composés par voie intrapéritonéale (éthanol, CT1364
ou irinotécan) ou par gavage (géfitinib). La toxicité¢ a été évaluée comme préconisé par le
comité d’éthique c'est-a-dire en observant toute modification comportementale des souris, une
variation de I’état de leur pelage ou encore une diminution de plus de 20% de leur poids. Les

souris sont donc observées apres chaque injection et sont pesées 3 fois par semaine.

L’irinotécan (30 mg/Kg) est utilisé aux doses préconisées par les conseils d’éthiques. Des
doses plus élevées entrainent des pertes de poids et une modification du comportement des
souris. Cet agent anticancéreux ainsi que le CT1364 (100 mg/Kg) et 1’éthanol (6% solution

aqueuse) ne s’averent pas toxiques apres 2 cycles du protocole.

Le géfitinib, quant a lui, entraine certains signes de toxicité. Le 1® essai effectué en IP a
100 mg/Kg révélait une toxicité du composé. La dose a donc été diminuée a 75 mg/Kg et il a
¢té administré par gavage. Apres 15 jours de traitement, les souris ont une tendance a rester
prostrées dans leur cage et elles ont un pelage Iégeérement abimé reflétant une diminution de la
fréquence de leur lavage et donc un mal étre. La période de pause est alors augmentée a
15 jours. Le 2™ cycle produit les mémes conséquences sur les souris traitées au géfitinib.
Cependant, nous ne pouvons pas diminuer la dose qui est celle nécessaire a 1’inhibition

d’ABCG2.

Suite a ce test, les doses de tous les produits administrés sont maintenues mais la pause
est augmentée a 15 jours. Le protocole est donc constitué de 15 jours de traitement suivi de

15 jours de pause.
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Figure 109 : Validation des controles lors du test de chimioréversion in vivo.
Chaque point représente une tumeur, les traits représentent les moyennes des volumes tumoraux. ABCG2 est

I’abréviation des tumeurs exprimant ABCG2 et pcDNA3.1 correspond aux cellules contréles HEK-293
pcDNA3.1 xénogreffées. Le traitement est débuté le jour suivant I’implantation des cellules.

A : Le graphique présente le volume tumoral mesuré au jour 26 selon les différents traitements administrés aux

souris.

B : Le graphique présente 1’évolution du volume tumoral des cellules exprimant ABCG2 entre les jours 9 et 40
traitées par de I’irinotécan seul ou additionné de géfitinib.
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3.4.6.3. Efficacité

3.4.6.3.1. Validation des contréles
Nous déterminons si la résistance des xénogreffes exprimant ABCG2 est réversée par
I’addition de géfitinib. Les souris sont donc traitées par de l’eau, par de D’irinotécan

additionné ou non de géfitinib. Les résultats sont présentés sur la Figure 109.

Sur la Figure 109A nous observons que les xénogreffes pcDNA3.1 contréles et ABCG2
traitées avec de 1’eau ont une croissance rapide et atteignent un volume maximal au bout de
26 jours, conduisant au sacrifice des souris. Comme observé précédemment, les tumeurs
n’exprimant pas ABCG2 n’ont pas de croissance lorsqu’elles sont traitées avec 1’irinotécan
seul (Figure 109A). Les souris ont été suivies pendant 8 semaines apres I’arrét du traitement
par irinotécan et aucune croissance tumorale n’a été observée. Au contraire, 1’irinotécan
retarde seulement, d’environ 10 jours, la croissance des xénogreffes exprimant ABCG2. Ce
délai est augmenté lorsque le géfitinib est ajouté a I’irinotécan. La Figure 109B montre
I’évolution du volume tumoral entre les jours 9 et 40 pour les xénogreffes exprimant ABCG2
et traitées par le cocktail irinotécan + géfitinib. On voit trés clairement que la croissance des
tumeurs est ralentie. La tumeur atteint un volume de 150 mm® en traitement seul alors que le
volume stagne 4 40 mm” en co-administration. Malgré sa légére toxicité, notre contrdle positif
est donc correct.

Nous notons ici que les tumeurs exprimant ABCG2 ont une croissance plus lente sous
traitement au géfitinib seul. Ceci peut étre di a I’effet anticancéreux du géfitinib (Hida et al.,

2009 ; Lemos et al., 2008).

Apres avoir validé les contrdles, nous pouvons étudier 1’effet de la réversine CT1364 sur

la croissance tumorale.
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Figure 110 : Effets chimiosensibilisants du CT1364 ou de I’éthanol 6% combiné ou non avec I’irinotécan.
ABCG?2 est I’abréviation des tumeurs exprimant ABCG2 et pcDNA3.1 correspond aux cellules HEK-293-
pcDNA3.1 xénogreffées.
A : Effets du CT1364 et de 1’éthanol seul, comparé a 1’eau, sur les tumeurs exprimant ou non ABCG2 entre les

jours 6 et 26.

B et C : Effets du CT1364 et de 1’éthanol co-administré avec I’irinotécan sur les tumeurs exprimant ABCG2
entre les jours 6 et 26 (B) et entre les jours 26 a 40 (C).
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3.4.6.3.2. Effets du CT1364 dans une solution aqueuse d’éthanol 6%
Le composé CT1364 ainsi que la solution d’éthanol a 6% n’a pas d’effet sur la croissance
des tumeurs comme le montre la Figure 110A. Le volume tumoral, au jour 26, est le méme
pour les tumeurs traitées avec de I’eau, du CT1364 ou de 1’éthanol 6% aussi bien pour les

tumeurs exprimant ou n’exprimant pas ABCG2.

Lorsque les souris sont xénogreffées avec les tumeurs exprimant ABCG2, nous
observons une différence de croissance entre les jours 6 et 26 selon le traitement (Figure
110B) : le traitement irinotécan + CT1364 conduit a une régression. Cette régression
s’explique par le fait que I’injection en sous-cutané des cellules a produit une grosseur, due a
une réaction locale qui est indépendante d’une tumeur et qui diminue de taille avec le temps.
La taille de cette grosseur diminue rapidement avec I’injection irinotécan + CT1364, ce qui
indique que les cellules injectées ne se développent quasiment pas. Au contraire, la taille de la
grosseur stagne pour les souris traitées par irinotécan + éthanol. Ceci s’explique par la

diminution de la grosseur tandis qu’on a une multiplication des cellules.

Le traitement irinotécan + CT1364 ralenti donc la croissance des tumeurs exprimant ABCG2
par comparaison au traitement irinotécan + éthanol. Ceci témoignerait donc bien d’un effet

chimiosensibilisant du CT1364.

Cet effet chimiorévertant n’est pas retrouvé pour la période suivant la pause, entre les
jours 26 et 40, a savoir sur des tumeurs bien établies dans les tissus (Figure 110C). La
grosseur due a I’injection étant totalement résorbée, nous observons directement la croissance
tumorale par la mesure de son volume. L’allure des courbes de cette croissance est la méme
avec les traitements irinotécan + CT1364 et irinotécan + éthanol. Le composé n’a donc plus
ict d’effet chimiorévertant. Ceci peut s’expliquer par la taille de la tumeur (elle a beaucoup
progressée durant la phase de pause avec une augmentation d’environ 40 mm® a 150 mm®), et
par leur faible vascularisation. Le composé¢ CT1364 administré dans une solution d’éthanol
6% ne pénetre au cceur de la tumeur. Son effet est donc assez rapidement limité.

Malgré les résultats mitigés obtenus, ces tests in vivo sont trés encourageants. Nous
avons démontré ’effet réversant, in vivo, du CT1364 sur des tumeurs de faible taille. En
améliorant la forme d’administration, nous espérons pouvoir démontrer son effet sur des

tumeurs de toutes tailles.
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