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RESUME

La P-glycoprotéine est une protéine transmembranaire qui agit comme une pompe a
efflux et expulse activement hors de la cellule une grande variété de molécules hydrophobes,
c’est a dire la majorité des médicaments. De par sa fonction de transport des médicaments et
de ses localisations anatomiques stratégiques, la P-glycoprotéine est en partie responsable des
échecs aux traitements chimiothérapeutiques, limite la biodisponibilité des médicaments tout
en favorisant une résistance multiple a différents types de médicaments.

Le premier volet de cette étude fiit d’évaluer les capacités inhibitrices des activités de la
P-glycoprotéine par six composés végétaux de la famille des coumarins. Seul le cnidiadin
inhibe [’activité de transport de la P-glycoprotéine en augmentant |’accumulation
intracellulaire des substrats de la P-glycoprotéine et en diminuant synergiquement la survie
cellulaire en présence de vinblastine. De plus, le cnidiadin, semble pouvoir modifier la
biodisponibilité des substrats de la P-glycoprotéine en inhibant compétitivement la liaison du
substrat diazirine-cyclosporine A. Ces résultats suggerent qu’une diéte contenant du cnidiadin
pourrait soit renverser le phénotype de résistance multiple aux médicaments, soit moduler la
biodisponibilité des substrats de la P-glycoprotéine, en tant qu’agent chimiosensibilisant.

Autres que Jes agents chimiosensibilisants, nous avons aussi exploré I'impact du niveau
d’interaction entre la P-glycoprotéine et la protéine structurale des cavéoles, la cavéoline-1,
sur les activités associées a la P-glycoprotéine. Pour ce faire, des mutants de la P-
glycoprotéine humaine a son motif de liaison a la cavéoline-1 furent utilisés. Nous avons
montré antérieurement que I’interaction entre la cavéoline-1 et les P-glycoprotéines mutantes
a leur motif de liaison a la cavéoline-1 est réduite d’environ 40%. Nous avons donc
approfondi 1’étude et lors d’essais d’activités de liaison et de transport de substrat des P-
glycoprotéines mutantes, nous avons mesuré une augmentation de ces activités ainsi qu’une
résistance cellulaire significativement supérieure. En conséquence, la cavéoline-1 semble
contrbler négativement les activités de liaison et de transport de la P-glycoprotéine. Une
variation de linteraction entre la P-glycoprotéine et la cavéoline-1 pourrait &tre un
mécanisme utilisé par la cellule pour contrdler ce transporteur cellulaire et lors d’exposition &
différents agents cytotoxiques, ce méme mécanisme pourrait €tre impliqué dans le
développement de la résistance multiple aux médicaments.

En résumé, les principales contributions de cette étude sur la P-glycoprotéine sont 1)
inhibition des activités de la P-glycoprotéine par le cnidiadin, particuliérement son activité de
liaison au substrat 2) régulation négative des activités de liaison et de transport de la P-
glycoprotéine par la cavéoline-1 et 3) augmentation de la résistance cellulaire suite a une
diminution du niveau d’interaction entre la P-glycoprotéine et la cavéoline-1.

Mots clés : P-glycoprotéine, résistance multiple aux médicaments, agents réversants naturels,
interaction P-glycoprotéine/cavéoline-1, liaison et transport des substrats



INTRODUCTION

La P-glycoprotéine (P-gp), un produit du géne humain MDRI, est largement impliquée
dans la résistance multiple et la biodisponibilité des médicaments dans 1’organisme (Dean,
Hamon et Chimini, 2001; Borst et Elferink, 2002). De par sa localisation stratégique et son
activité¢ de transport des médicaments, la P-gp, permet de maintenir une concentration
intracellulaire sous un niveau cytotoxique et/ou thérapeutique induisant donc une résistance a
la thérapie (Juliano et Ling, 1976; Gros et al., 1986; Ueda ef al., 1986). Plusieurs études ont
démontré que la résistance multiple aux médicaments (MDR) est un processus multifactoriel
impliquant principalement une surexpression de la P-gp et une augmentation de la surface et
de la densité cavéolaire des cellules exposées aux différents agents thérapeutiques (Bosch et
Croop, 1996; Lavie, Fiucci et Liscovitch, 1998 et 2001; Yang et al., 1998). La MDR est donc
un processus qui fait interagir différentes molécules qui auront leur apport spécifique au
développement, progression ou maintien de la MDR et les principaux intervenants ou
modulateurs de cet état cellulaire sont la P-gp, les cavéoles et leurs constituants. L’objectif de
cette étude est d’évaluer les capacités d’inhibition des activités de liaison et de transport des
substrats de la P-gp, conséquemment la résistance multiple aux médicaments, par différentes
molécules : 1) au niveau de molécules naturelles pouvant étre présentes dans la dicte
quotidienne et 2) au niveau de molécules endogénes retrouvées dans le microenvironnement
de la P-gp.

De prime abord, six molécules naturelles de la famille des coumarins : I'umbelliférone,
I’esculin, I’esculetin, le cnidiadin, I’angelicin et le psoralen ont été évalué in vifro pour leur
action possible en tant qu’agent naturel a action chimiosensibilisante envers la P-gp. Dans le
deuxiéme volet, nous avons poursuivi I’étude du niveau d’interaction entre la P-gp et la
cavéoline-1, particuliérement son impact sur I’activité de liaison du substrat a la P-gp et la
résistance cellulaire. Pour ces deux volets de recherche sur I’étude de la P-gp, 'activité de
transport de cette derniére est évaluée par accumulation intracellulaire de substrats
fluorescents et/ou radioactifs, la résistance des cellules évaluée par prolifération cellulaire en
présence d’un agent chimiothérapeutique et I’activité de liaison de la P-gp au substrat par
photomarquage de la P-gp a la diazirine cyclosporine A (dz-CsA), voir chapitre III pour le

matériel et méthodes utilisés.
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Ce mémoire de recherche est divisé en deux parties majeures, la premie¢re comprend
I’état des connaissances sur la P-gp, les cavéoles, la cavéoline-1 et le lien entre la P-gp et la
cavéoline-1, suivie de la présentation du matériel et méthodes utilisés. La seconde partie de
ce mémoire sont les résultats obtenus et discutés.

Il est a noter que les résultats présentés aux figures 4.1 a 4.4 du présent mémoire ont
contribués a la publication, en tant que co-auteur, en avril 2005 de larticle de revue
« Inhibition of P-glycoprotein transport function and reversion of MDR1 multidrug resistance
by cnidiadin » (annexe : appendice A). De plus, j’ai été invité a écrire une section présentant
une synthése des différents résultats de recherche sur les polymorphismes du géne MDRI1 et
leur impact sur I’expression et les fonctions de la P-gp au niveau de la barriére sang-cerveau
(BSC). Cette section (19.4 : Polymorphisms of P-gp) fait partie d’un article scientifique
« The blood-brain barrier : Roles of the multidrug resistance transporter P-glycoprotein »
synthétisant les différents roles de la P-gp au niveau de la BSC. L’article représente le
chapitre 19 de la partie V « Drug delivery to the brain » du livre « Blood-Brain Barrier :From
ontogeny to artificial interfaces ». Cet article est mis en annexe a I’appendice B et ne sera pas

discuter dans ce mémoire.



CHAPITRE 1

ETAT DES CONNAISSANCES : LA P-GLYCOPROTEINE

1.1 Contexte historique de la P-glycoprotéine

La P-gp est une pompe transmembranaire a efflux de la grande famille des transporteurs
ABC (4TP binding cassette), largement impliquée dans la résistance multiple. La grande
majorité des protéines ABC sont des transporteurs actifs qui utilisent 1’hydrolyse de I’ATP
(adénosine triphosphate) comme force motrice pour transporter les substrats contre un
gradient de concentration a travers les membranes cellulaires. Ces protéines sont classées en
tant que transporteurs ABC due a la séquence et a |’organisation de leur domaine de liaison a
I’ATP, aussi connu en tant que site de liaison nucléotidique (nucleotide binding folds, NBFs).
Cette super famille de transporteurs ABC est divisée en 7 familles de A a G ou plus de 48
membres de la super famille ABC furent retrouvés chez 1’humain (Dean, Hamon et Chimini,
2001; Borst et Elferink, 2002).

La P-gp (transporteur ABCB1), fut initialement découverte durant les années 1970 dans
le domaine de la recherche sur le cancer, particulierement sur la résistance multiple aux
médicaments, appelée la MDR (Biedler et Riehm, 1970; Ling et Thompson, 1974). Ils
observérent que suite a une exposition a un agent anti-cancéreux, les cellules développaient
une résistance a I’agent utilisé ainsi qu’a plusieurs autres agents de structures et de fonctions
complétement différentes (Biedler et Riehm, 1970; Dano, 1973). Leurs observations ont
démontré une plus faible accumulation intracellulaire de 1’agent utilis€ dans les cellules
exposées suggérant soit une diminution de I'influx de I’agent vers I'intérieur de la cellule,
soit une augmentation de 1’efflux de ’agent vers I’extérieur de la cellule. En 1976, Juliano et
Ling découvrirent, chez les cellules ovariennes de hamster chinois exposées a la colchicine,
une plus grande expression d’une protéine glycosylée de poids moléculaire de 170 000
daltons. 1ls observérent que l'expression de cette glycoprotéine, qu’ils nommeérent P-
glycoprotéine (ou le P réfere a la perméabilité), était responsable de la résistance des cellules

tumorales envers de grandes variétés d’agents chimiothérapeutiques (Juliano et Ling, 1976).
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Différentes études ultérieures démontrérent que la P-gp, du géne MDR humain ou de souris,
transfectée dans différentes cellules, ces dernic¢res devenaient résistantes, confirmant de ce
fait que la P-gp joue un réle important dans I’acquisition du phénotype MDR (Gros et al.,
1986; Ueda e al., 1986).

1.2 Expression et localisation de la P-gp

L’expression de la P-gp fut premiérement associée aux cellules tumorales et cancéreuses
exprimant le phénotype de la résistance multiple aux médicaments. Chez les tumeurs
cérébrales de type astrocytaire, I’expression de cette glycoprotéine est maintenue mais elle est
augmentée dans les méningiomes par rapport a un cerveau sain (Demeule et al., 2001b). La
P-gp fut aussi détectée chez les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins présents dans
les tumeurs cérébrales. Sa présence suggere que la faible réponse obtenue de ces tumeurs aux
traitements chimiothérapeutiques est reliée a I’expression de la P-gp au niveau des cellules
tumorales, mais également & I’expression de la P-gp au niveau de I’endothélium vasculaire
tumoral (Toth ef al., 1996; Régina e al., 2003).

Par contre, différentes études au cours des vingt derniéres années, démontrérent que la P-
gp est normalement exprimée au niveau des barriéres sang-tissus telles que la barriere sang-
cerveau, la barriére sang-testicules et le placenta, tout comme elle fut retrouvée chez
plusieurs tissus normaux ayant des fonctions excrétoires, tels que le foie, les reins, le petit
intestin et les glandes surrénales (Fojo et al., 1987; Cordon-Cardo et al., 1990; Jetté, Tétu et
Béliveau, 1993). On la retrouve aussi au niveau du cceur, des muscles, de la rate, de
’estomac, chez les lymphocytes T et B, chez les cellules souches hématopoiétiques, les
cellules NK (natural killer), les capillaires du cortex cérébral, les poumons ainsi que chez
I’embryon en développement (Fojo ef al., 1987; Cordon-Cardo et al., 1990; van der Valk ef
al., 1990; van Kalken et al., 1992; Chong et al., 1993, Jetté, Tétu et Béliveau, 1993; Klimecki
et al., 1994, Demeule et al., 1999).

De plus, plusieurs groupes ont démontré que I’expression de la P-gp au niveau des
capillaires du cortex cérébral est localisée & la surface luminale de I’endothélium vasculaire

du cerveau sain, ce qui assure la protection de ce dernier en prévenant le passage de plusieurs



composés toxiques vers le cerveau (Beaulieu ef al., 1997; Régina et al., 2001; Schinkel,
1999; Sugawara ef al., 1990; Stewart et al., 1996; Virgintino ef al., 2002a). Récemment, en
plus de sa localisation a la surface luminale des cellules endothéliales, elle fut retrouvée,
chez plusieurs types de cellules MDR, au niveau membranaire dans des microdomaines
spécialisés de la membrane plasmique, les cavéoles, riches en cholestérol et en cavéoline-1
(Demeule et al., 2000b, Lavie, Fiucci et Liscovitch, 1998). La P-gp cavéolaire fait
actuellement [’objet d’études visant a mieux comprendre I'importance de cette localisation
subcellulaire pour ses fonctions de transport et d’élimination des médicaments (voir section
1.8 pour les principaux rdles de la P-gp dans les tissus et section 1.9 pour les rdles attribués a
la P-gp dans le transport cavéolaire).

Cependant, I’expression du géne MDRI est affectée par différents stress, tels que les
agents cytotoxiques, le choc thermique, I’irradiation, I’hypoxie, des cytokines et des facteurs
de croissance (Sukhai et Piquette-miller, 2000). De plus, plusieurs facteurs de transcription
lient des séquences en amont des genes MDR et modulent leur expression. Par exemple,
I’irradiation par des rayons UV amene le facteur nucléaire Y de transcription (NF-Y) a lier la
boite inversée CCAAT, ce qui stimule ’expression transcriptionnelle du géne MDR1 (Jin et
Scotto, 1998). Un deuxieme exemple, serait en condition d’hypoxie ou l'expression du
facteur de transcription HIF-1oa (hypoxia-inducible factor-I) augmente, permettant ainsi la
dimérisation du facteur de transcription HIF-1oo et HIF-13 pour former un facteur de
transcription fonctionnel nécessaire a 1’augmentation de I’expression de la P-gp (Comerford
et al., 2002; Wartenberg et al., 2003). D’autre part, la P-gp agit comme une protéine de choc
thermique (HSP) lorsqu’il y a exposition a des températures élevées. Son expression est
augmentée due a la présence de deux motifs consensus HSE (heat shock element) au niveau

de la séquence promotrice du géne MDRI1 (Sukhai et Piquette-Miller, 2000).

1.3 Le géne MDR et ses isoformes

La P-gp est le produit des génes MDR que 1’on retrouve chez la majorité des especes ou
les plus étudiées sont I’étre humain, la souris, le rat et le hamster (Chen et al., 1986; Gros,

Croop et Housman, 1986; Devault et Gros, 1990; Gros et al., 1988; Roninson et al., 1986;
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Ueda et al., 1987). On retrouve chez [’humain deux génes MDR, MDRI et MDR2, sur le bras
long du chromosome 7 encodant pour les isoformes MDR1 et MDR2 (Callen et al., 1987,
Chin et al., 1989) et trois génes MDR chez les rongeurs encodant pour les isoformes, mdr 1,
mdr 2 et mdr 3. Par contre, chez d’autres mammiferes, tels que le cochon et le chien, plus de
trois genes MDR furent identifiés. Tout comme chez plusieurs génes ayant une importance
fonctionnelle pour I’organisme, les génes MDR possédent un haut degré d’identité entre les
isoformes de la méme espéce et entre les isoformes inter-especes. En effet, plus de 76%
d’identité ont été observé entre les génes humains MDRI et MDR2 et 88% d’identité entre le
gene mdr 3 de la souris et le géne MDR2 de I’humain (Gottesman et Pastan, 1993). Chez les
especes les plus étudiées, voir tableau 1.1, les génes MDR sont regroupés en trois classes
distinctes : les isoformes de la classe I et I1, qui sont impliqués dans la résistance multiple aux
médicaments et les isoformes de la classe III qui sont plutdt impliqués dans le transport de la
phosphatidylcholine a travers la membrane caniculaire des hépatocytes (Jetté et al., 1995;

Bendayan ef al., 2002; Smit ef al., 1993 ; Ruetz et Gros, 1994).

Tableau 1.1 Isoformes les plus étudiés de la P-gp chez I’humain et les muridés

Résistance multiple Transport phosphatidylcholine
Especes Classe I Classe II Classe III
Humain MDRI1 - MDR?2
Rat et souris mdr 1a (mdr 3) mdr 1b (mdr 1) mdr 2
Hamster pgp | pgp 2 pep 3

(Modifié d’aprés Bendayan et al., 2002)

1.4 Structure de la P-gp

La P-gp humaine, produit du géne MDRI, est constituée de 28 exons ayant un total de
1280 acides aminés. La connaissance de la séquence totale en acides aminés de la P-gp a

permis de prédire une topologie majoritairement admise de cette derni¢re. Dans ce modele ou
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la figure 1.1 représente un schéma de sa structure secondaire, la glycoprotéine est composée
de deux sous-unités ayant 43% d’homologie de séquence, suggérant une duplication du geéne
ancestral (Chen ef al., 1986 ; Raymond et Gros, 1989). Chacune de ces deux sous-unités
contient un domaine transmembranaire (DTM) constitué de six segments en hélices a qui
traversent de part et d’autre la membrane plasmique (sTM) : DTM1 ; segments TM de 1 a 6
et DTM2 ; segments TM de 7 a 12. De plus, chacune des sous-unités posséde un domaine
cytoplasmique, le domaine de liaison nucléotidique (NBFs), composé d’une séquence
consensus de liaison a I’ATP (Chen et al., 1986; Gottesman et Pastan, 1993). Ces deux sous-
unités de la P-gp sont reliées entre elles par une jonction, la région charniére, porteuse de
sites de phosphorylation aux sérines 661, 667, 671, 675, 683 (Gottesman ef al., 1995). Par
contre, seule la sous-unité de la portion N-terminale de la P-gp, sur la premiere boucle
extracellulaire, posséde de deux a quatre sites de glycosylation responsables de la variation
tissulaire et inter-espece du poids moléculaire de la P-gp, de 150 a 180 kDa, dont 170 kDa
pour celle d’origine humaine (Devault et Gros, 1990; Gottesman ef al., 1995; Higgins et al.,
1997).

La structure tertiaire proposée pour la P-gp, fig. 1.2, est le résultat de |’association des
douze segments transmembranaires et du repliement de la protéine sur elle-méme formant,
ainsi, une sorte de tunnel conique qui traverse la membrane plasmique (Rosenberg et al.,
1997). Cest a dire que cette structure en cone est constituée d’une ouverture élargie du coté
cytoplasmique d’environ 10 nm de diameétre ou le centre du pore est de 5 nm et tend a se
fermer du coté cytoplasmique de la membrane, formant ainsi une chambre intérieure
membranaire de forme conique. Il est a noter, que la chambre intérieure membranaire est
aussi nommée poche de liaison des médicaments (drug-binding pocket). Le domaine de
liaison de I’ATP de la protéine tend a former du coté intracellulaire une sorte de chambre
semi-fermée (Rosenberg er al., 1997). De plus, dans certains compartiments tissulaires et
dans les cellules MDR, différents niveaux d’oligomérisation furent observés. Ces monomeres
et oligoméres démontrerent qu’ils étaient fonctionnels, ils peuvent lier leurs substrats et

I’ ATP, ainsi qu’étre phosphorylés (Boscoboinik ef al., 1990 ; Jetté et al., 1997).
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Figure 1.1 : Présentation schématique de la P-gp imbriquée dans la membrane plasmique. Le
schéma représente la topologie prédite de la P-gp avec ses deux domaines transmembranaires
(DTM) constitués des segments transmembranaires (sTM) 1 a 6 et 7 & 12 respectivement, ses
deux sites de liaison a I’ATP, le site de N-glycosylation et la région charniére contenant des
sites de phosphorylation. (modifié d’aprés Bendayan et al., 2002)
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Fig. 1.2 : Structure tertiaire de la P-gp. Schéma représentant I’association des
domaines transmembranaires ainsi que le repliement de la protéine pour former
une chambre conique (poche de liaison aux médicaments) qui traverse la
bicouche lipidique de la membrane plasmique. (Rosenberg et al., 1997)



1.5 Mécanismes de transport des substrats de la P-gp

Trois mécanismes de transport des substrats ont été proposés pour la P-gp; le modele
classique, le modéle de la flippase et le modéle de la pompe a efflux (Hydrophobic vaccum
cleaner). Premicérement, chez le modéle classique, fig. 1.3 a, le substrat se retrouve du cbté
cytosolique et est par la suite transporté vers I'extérieur de la cellule. Par contre, il a été
démontré que les substrats de la P-gp, qui sont majoritairement hydrophobes, pénétrent dans
la cellule soit par diffusion passive, soit en se partitionnant dans la bicouche lipidique de la
membrane (Beck, 1990). Une fois a I'intérieur de la bicouche lipidique, les substrats seront
captés au niveau des domaines transmembranaires de la P-gp et ultérieurement expulsés hors
de la cellule (Beck, 1990). Dans, le modele de la flippase, fig. 1.3 b, suite a leur captation au
niveau du feuillet interne de la membrane, les substrats sont activement transportés vers le
feuillet externe de la membrane ou la molécule pourra diffuser vers I’extérieur de la cellule
(Higgins et Gottesman, 1992). Tandis que dans le modele de la pompe a efflux, fig. 1.3 ¢, le
substrat est capté et expulsé activement hors de la cellule avant qu’il n’est atteint le
compartiment intracellulaire (Gottesman et Pastan, 1993).

Les modéles les plus retenus de nos jours sont celui de la flippase mais plus
particulierement celui de la pompe a efflux avec sa chambre membranaire (poche de liaison
aux médicaments) ol I’eau pourrait jouer un rdle dans le cycle de transport des médicaments
(Loo, Bartlett et Clarke, 2004). Cette derniére étude suggére la présence d’un pore aqueux a
’intérieur de la P-gp. C’est a dire, selon le modele de la pompe a efflux (Gottesman et
Pastan, 1993), lors de la diffusion et/ou du partitionnement des médicaments dans la double
couche lipidique (Beck, 1990), ceux-ci sont déhydratés et captés par la P-gp, selon un
mécanisme encore inconnu, a l'intérieur de la poche de liaison des médicaments (Loo,
Bartlett et Clarke, 2004). Une fois a I’intérieur, le substrat est réhydraté, induisant soit un
réarrangement des sTM, soit une hydrolyse de I’ATP. Par contre, I'étude de Loo, Bartlett et
Clarke, 2004 montre qu’une réhydratation compléte du substrat nécessite 1’hydrolyse de
I’ ATP. Conséquemment, |’hydrolyse de I’ATP induit un changement conformationnel de la
P-gp qui est principalement la rotation des hélices o et I'exposition de différents résidus des
domaines transmembranaires a l'intérieur de la poche de liaison aux médicaments (Loo,

Bartlett et Clarke, 2004; Rosenberg et al., 2003). Ce changement de structure de la chambre
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interne du transporteur induit un état chez la P-gp de haute affinité a un état de faible affinité
envers le substrat résultant a ’expulsion de ce dernier vers le feuillet externe et le milieu
extracellulaire. Ce sont les résidus exposés & l'intérieur de la chambre de la P-gp qui
permettent 1’interaction et la liaison d’une grande variété de substrats de la P-gp ou des
études en fluorescence et en photomarquage viennent supporter 1’existence de différents sites
de liaison des substrats pour la P-gp (Tang ef al., 2004; Shapiro, Corder et Ling, 1997). Par
contre, |’hydratation des substrats au niveau de la poche de liaison aux médicaments semble
empécher les substrats de diffuser a nouveau dans la bicouche lipidique. De plus, cette €tape
d’hydratation suggeére aussi que le substrat est préparé pour un transport subséquent dans le
milieu aqueux extracellulaire. En conséquence, ’hydratation des médicaments dans la poche
de liaison des substrats permettrait d’expliquer le transport par la P-gp de différentes

molécules hydrophobes dans le milieu aqueux extracellulaire (Loo, Bartlett et Clarke, 2004).

Fig. 1.3 : Mécanismes de transport proposés pour la P-gp. a) Le modéle classique, b) le
modgle de la flippase et le modele de la pompe & efflux en c). (Modifiée d’aprés Loo, Bartlett
et Clarke, 2003)
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1.6 Substrats de la P-gp

Les substrats de la P-gp sont présents en grand nombre et possédent des structures et des
fonctions tres variées. La majorité des substrats connue a ce jour sont des molécules d’origine
naturelle qui pénétrent & Vintérieur de la cellule par diffusion passive ou en se partitionnant
dans la bicouche lipidique (Beck, 1990; Gupta, Murray et Gupta, 1988). En effet, les
substrats de la P-gp sont des molécules amphipatiques ayant des propriétés leur permettant de
s’insérer de fagon appropriée dans la bicouche lipidique. Cependant, il existe peu de
dénominateurs structuraux communs chez les substrats transportés par la P-gp, en général ce
sont des molécules organiques de 200 a 1900 Da. Les molécules les mieux transportées sont
faiblement ou non chargées et souvent elles possédent des groupes aromatiques mais peuvent
étre aussi non aromatiques, linéaires ou circulaires. La P-gp possede deux sites principaux de
liaison pour ses substrats sur chacun de ses deux DTM, au niveau des sSTM 5 et 6 et des sSTM
11 et 12 (Dey et al., 1997). Le tableau 1.2 résume les différentes classes de substrats de la P-
gp, mais ce dernier est non exhaustif (Fromm, 2002; Schinkel et Jonker, 2003; Karssen et al.,
2001; Uhr et al., 2002; Kawaguchi et al., 2004; Akazawa et al., 2002; Bonhomme et al.,
2002; Oude et Zadina, 2001; Uchiyama et al., 2004).

Tableau 1.2 Substrats de la P-gp

Hormones/stéroides Peptides toxiques Peptides bioactifs
Hydrocortisone Valinomycine Adrenorphin
Testostérone Gramicidine D Endomorphine 1 et 2
Dexaméthasone Cytokines Somatostatine
Estradiol Interleukines-13, 2 et 4 Substance P
Progestérone Interferon-y B-amyloide

(modifié d’apres Turcotte ez al., 2006; appendice B)
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Agents anticancéreux
Vinblastine
Vincristine
Actinomycine D
Etoposide
Doxorubicine
Daunorubicine
Paclitaxel
Docetaxel
Irinotecan
Topotecan
Colchicine
Dexamethasone
Mitomycine
Tamoxifen

Colorants fluorescents
Rhodamine 123
Hoechst 33342
Calcéine-AM
Tétracycline
t-phénylphosphonium
Ramosetron

Antiépileptiques
Phénobarbital
Lamotrigine

Felbamate

Antihistaminiques
Fexofenadine
Terfenadine
Cimetidine
Ranitidine

Immunosuppresseurs

Cyclosporine A
Tacrolimus
FK506
Rapamycine
Diazirine-CsA
Sirolimus

Antibiotiques
Erythromycine
Levofloxacine
Sparflocacine

Antifongiques
[traconazole
Ketacopnazole

Antiémétiques
Domperidon
Ondansetron

Inhibiteurs des protéases HIV
Amprenavir
Indinavir
Nelfinavir

Saquinavir et Ritonavir

(modifié d’aprés Turcotte ef al., 2006; appendice B)

Autres composés
Opioides (morphine)
Acide acadaique
Lovastatin
Aldostérone
Cortisol
Corticostérone
Glucocorticoides
Sphingomyéline
Rifampine
Tamoxifene
tPA
Cholestérol

Meédication cardiovasculaire
Digoxine
Digitoxine
Quinidine
[3-acétyldigoxine
o-méthyldigoxine

Inhibiteurs canaux calciques
Vérapamil
Felopdipine
Diltiazem
Nicarpedine
Mibefradil

Détergents
Triton X-100
Tween 80
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1.7 Inhibiteurs de la P-gp

Les composés d’intéréts dans cette classe sont principalement les molécules pouvant
inhiber Iactivité de transport de cette glycoprotéine. Les agents réversants sont des molécules
qui, en inhibant Iactivité de transport de la P-gp, changent I’état des cellules résistantes en
cellules sensibles. Trois générations de ces composés sont connues, la premiere génération
d’inhibiteurs de la P-gp développée durant les années 1980-1990 comprenait des bloqueurs
des canaux calciques (vérapamil), des antagonistes de la calmoduline, des stéroides, des
quinolines, des antibiotiques, des détergents et des agents immunosuppresseurs (Ford et Hait,
1990; Lum et al., 1993; Rederer et Scheithauer, 1993). Cependant, ces composés sont
cytotoxiques pour les tissus sains lorsqu’ils sont utilisés a des concentrations permettant
I’inhibition des activités de transport de la P-gp. De plus, la majorité de ces composés sont
des substrats autant pour la P-gp que pour plusieurs autres transporteurs. Parmi eux, la
cyclosporine A (CsA) et la vérapamil sont les plus étudi€s mais ne peuvent étre utilisés
sécuritairement comme agents réversants cliniques. Donc, une seconde génération de
modulateurs des activités de la P-gp a été développée dans le but de diminuer les effets
secondaires rencontrés avec la premiére génération et d’augmenter aussi [’efficacité de

’inhibition.

Table 1.3 Modulateurs de premi¢re génération des propriétés de la P-gp

Premiére génération Utilisation médicale
Cyclosporine A Immunosuppresseur
Nifedipine Bloqueur de canaux calciques
Progestérone Progestatif
Quinidine Antiarythmique
Quinine Antimalaria
Tamoxifen Antioestrogéne
Vérapamil Bloqueur de canaux calciques

(modifié d’ apres Turcotte ef al., 2006; appendice B)
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Les composés de la deuxiéme génération ont les mémes propriétés pharmacologiques des
molécules d’origine et démontrent une toxicité réduite. Malgré une meilleure efficacité leur
utilisation clinique est assez limitée. En effet, ces médicaments inhibent significativement le
métabolisme et I'excrétion de différents agents cytotoxiques car ils influencent les activités
d’enzymes de détoxification et d’autres transporteurs, tels que le cytochrome P450 3A4 et la
MRP1 (Thomas et Coley, 2003; Wandel et al., 1999; Rowinsky et al., 1998). Lors des essais
cliniques, a cause de cette inhibition métabolique et excrétoire des agents cytotoxiques
utilisés, ces agents de seconde génération ont induit une haute toxicité et ceci méme en
diminuant les concentrations chimiothérapeutiques. De plus, ces composés entrent en
compétition pour leur transport par la P-gp avec les agents cytotoxiques utilisés ce qui amene
des interactions pharmacocinétiques imprévues. En conséquence, ces composés ne sont pas
spécifiques envers la P-gp, leur effet est de courte durée et des interactions
pharmacocinétiques diminuent leur élimination et augmentent leur toxicité dans les tissus
sains. Donc, apres plusieurs résultats cliniques décourageant, une troisi¢me génération

d’inhibiteurs plus puissants et surtout plus spécifiques envers la P-gp a été développé.

Tableau 1.4 Modulateurs de deuxieme génération des propriétés de la P-gp

Deuxieme génération Analogue a
Valspodar (PSC833) Cyclosporine A
Cinchonine Quinine
Dexniguldipine Nifedipine
Dexvérapamil Vérapamil

(modifié d’aprés Turcotte et al., 2006; appendice B)

Cette troisiéme génération de composés a été développée en utilisant la chimie
combinatoire et la relation structure-activité que peuvent avoir certains membres d’une
famille de composés structuraux (Thomas et Coley, 2003; Goldman, 2003). Cette génération
de composés n’affecte pas les activités du cytochrome P450 3A4, cible plus spécifiquement

les fonctions de la P-gp et parce qu’ils sont des inhibiteurs non compétitifs de la P-gp il a été
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possible de réduire le dosage des agents chimiothérapeutiques utilisés. Par contre, I’efficacité

clinique de ces composés en tant qu’agents réversants reste a étre confirmée malgré les

résultats préliminaires encourageants.

Tableau 1.5 Modulateurs de troisiéme génération des propriétés de la P-gp

Troisieme génération Structure chimique
Tariquidar (XR9576) Anthranilamide
Zosuquidar (L'Y335979) Difluorocyclopropyldibenzosuberane
ONT-093 Diatylimidazole substitué
Biricodar (VX710) Carboxylate de piperidine
Elacridar (GF120918/GG918) Carboxamide d’acridone

(modifié d’aprés Turcotte et al., 2006; appendice B)

Autres que les agents réversants ou chimosensibilisants, d’autres approches ont été
développées pour réduire ou inhiber non pas I'activité de transport mais plutdt 1’expression
de la P-gp. Ces approches ont été I’ utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés contre la P-
gp, les immunotoxines, les oligonucléotides antisens et les petits ARN interférants (ARNi)
(Xu et al., 2004, Peng et al., 2004). De plus, certains composés naturels présents dans la di¢te
quotidienne peuvent soit inhiber la P-gp, soit moduler ses activités, la section 1.11 élaborera

sur les agents chimiosensibilisants de la P-gp présents dans les produits naturels.

1.8 Principaux roles de la P-gp dans les tissus

La P-gp est principalement exprimée chez les cellules épithéliales du corps, mais non
exclusivement, et est localis€e sur la partie apicale de la membrane. En conséquence, les
substrats de la P-gp sont transportés de la partie basolatérale a la partie apicale de
I’épithélium, ce qui peut avoir des conséquences dramatiques sur le comportement

pharmacologique des substrats médicamentés. En effet, I’expression constitutive de la P-gp et
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d’enzymes de détoxification, peut devenir un important mécanisme de protection cellulaire
contre d’éventuels xénobiotiques toxiques (Schinkel et Jonker, 2003; Fromm, 2004). De plus,
la localisation anatomique stratégique de la P-gp, fait de cette glycoprotéine un des plus
importants transporteurs pour la distribution des médicaments dans |’organisme. Les
fonctions associées a la P-gp peuvent étre résumées en trois fonctions principales présentées a
la figure 1.4 : 1) elle limite I’entrée des médicaments administrés oralement (présente sur les
membranes luminales des entérocytes), 2) elle favorise la détoxification de I’organisme en
excrétant du sang plusieurs composés toxiques dans la bile et I'urine (présente sur les
membranes caniculaires des hépatocytes et a la surface luminale des membranes des tubules
proximaux rénales) ainsi que dans le tractus gastro-intestinal et 3) elle limite ’entrée des
médicaments dans les tissus sensibles par sa présence aux barriéres biologiques sang-tissus
(Schinkel et Jonker, 2003; Fromm, 2004; Régina et al, 2001; Fojo et al., 1987; Cordon-Cardo
et al., 1990; Thiebaut et al., 1987; Abu-Quar et al., 2003; Macfarland ef al., 1994).

1) Limite I’absorption des médicaments/xénobiotiques.

Entérocytes

Lumiére
intestinale

2) Active I’élimination des médicaments/xénobiotiques.

Hépatocytes

Cellule du

O tubule
{; proximal

Lumiére
tubulaire

Figure 1.4 : Fonctions principales de la P-gp dans les tissus. 1) L’expression de la P-gp a la
surface luminale des entérocytes limite 1’absorption intestinale. 2) Sa présence aux
membranes luminales des cellules du tubule proximal rénal et au niveau des membranes
caniculaires des hépatocytes permet |'élimination des xénobiotiques dans I'urine et la bile
(Modifiée d’apreés Fromm, 2004).
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3) Limite la distribution des médicaments/xénobiotiques dans les tissus.

Syncytiotrophoblaste du placenta
| Cellule endothéliale yney P P

du cerveau ou des

j testicules

P IN o\
Lumiére

capillaire i Sang ‘L

maternel
Lymphocyte, CD4"

Sang <

Suite Figure 1.4 : Fonctions principales de la P-gp dans les tissus. 3) Sa présence au niveau
des barriéres sang-tissus ou sang-lymphocytes diminue la distribution des
médicaments/xénobiotiques dans ces tissus (Modifiée d’aprés Fromm, 2004).

Il en est de méme au niveau du systeme nerveux central (SNC), ou }'expression
constitutive et la fonctionnalité de la P-gp jouent aussi un réle important dans |’efficacité
pharmacologique et dans la distribution des différents médicaments lors de pathologies du
SNC, telles que les tumeurs cérébrales, 1’épilepsie et la démence associée au virus de
I’immunodéficience acquise humaine (HIV) (Kim, 2003; Loscher et Potschka, 2002). De
plus, la P-gp a certain niveau anatomique posséde des fonctions excrétrices essentielles, par
exemple au niveau des glandes surrénales, elle participe a la sécrétion des stéroides, tels que
I’aldostérone et le cortisol (van Kalken et al., 1993). Elle participe aussi a I’étiologie et a la
pathogenese de certains désordres neurologiques, tels que les maladies d’Alzheimer et de
Parkinson. Récemment, il a été démontré que les peptides (3-amyloides impliqués dans la
pathologie d’Alzheimer, sont des substrats de la P-gp, et cette derniere permet leur sortie du
SNC (Lam et al., 2001). Par contre, chez les sujets atteints, les dépdts des peptides 3-
amyloides dans le tissu cérébral sont a la hausse, car les sujets atteints avaient une plus faible
expression de la P-gp au niveau de 1’endothélium vasculaire du cerveau (Vogelgesang et al.,
2002). Inversement, pour les patients souffrant d’épilepsie, c’est a dire que ’expression de la
P-gp augmente dans les capillaires cérébraux induisant une résistance aux antiépileptiques

(Tishler et al., 1995, Seegers et al., 2002).
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Cependant, a I"origine, c’est le développement de souris knock-out pour le géne MDR 1
qui a permis de confirmer I"importance de 1’expression de la P-gp. En effet, les souris knock-
out pour la P-gp se sont avérées viables, fertiles et ne présentaient aucune anomalie.
Toutefois, malgré I’absence d’anomalie, Schinkel et al., 1994 a observé une neurotoxicité de
50 a 100 fois supérieure chez ces souris exposées a I’ivermectin, un anti-parasitaire, par
rapport aux souris de type sauvage. De plus, lorsque ces souris étaient exposées a différents
substrats de la P-gp, tels que la digoxine, la vinblastine ou la doxorubicine, ces souris avaient
une accumulation cérébrale de 80 a 100 fois a la hausse de ces substrats. En 1999, cette
méme équipe de recherche est venue confirmer que |'expression de la P-gp au niveau de
I’endothélium vasculaire du cerveau et des testicules, protége ces deux tissus de plusieurs

molécules hydrophobes.

1.9 Réles attribués & la P-gp cavéolaire

La figure 1.5 présente schématiquement trois rdles attribués a la P-gp localisée dans les
microdomaines cavéolaires. L’effet de ces rdles procure 1) une diminution de la
concentration intracellulaire des médicaments, 2) le transport du cholestérol et la stabilisation
des cavéoles et 3) une diminution de la formation de céramide impliquée dans I’induction de
’apoptose. En effet, la P-gp contribue & diminuer la concentration intracellulaire des
médicaments en pompant ces derniers a ’extérieur des cellules et a I'intérieur de vésicules
cavéolaires, favorisant leur élimination (figure 1.5 a). Plusieurs observations chez les cellules
MDR supportent ce role de la P-gp dans les cavéoles, dont une augmentation des cavéoles et
de leurs constituants (cavéoline-1, sphingolipides et cholestérol) en comparaison avec les
lignées parentales sensibles (Lavie, Fiucci et Liscovitch, 1998 et 2001; Yang ef al., 1998;
Lavie et al., 1999; Lavie et Liscovitch, 2000). La P-gp est localisée dans les cavéoles des
cellules MDR (Lavie, et al., 1998; Demeule et al., 2000) et il y a présence de séquestration
médicamenteuse dans les vésicules cytoplasmiques des cellules MDR (Abbaszadegan ez al.,

1996).
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Figure 1.5: Roles attribués a la P-gp cavéolaire. a) Diminue |’accumulation
intracellulaire des médicaments en les expulsant a I’extérieur de la cellule et/ou en les
séquestrant dans des vésicules cavéolaires. b) Assure le transport et 1’efflux du
cholestérol tout en stabilisant les cavéoles. ¢) Participe a atténuation du signal

apoptotique en diminuant la formation de céramide.
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Certaines études suggerent aussi I'implication de la P-gp localisée dans les
microdomaines enrichis en cholestérol, les cavéoles et les microdomaines de faible densité,
dans les processus de transport et d’estérification du cholestérol (Metherall e al., 1996;
Garrigues et al., 2002). Ces microdomaines de la membrane aménent un environnement
hautement favorable pour les activités de la P-gp, car ces derniers sont concentrés en
cholestérol, entre autres (Jodoin et al., 2003; Luker et al., 2000; Modok et al., 2004; Rothnie
et al., 2001; Troost et al., 2004). De plus, le cholestérol interagit directement avec la P-gp au
niveau du site de liaison des substrats présent sur la P-gp, suggérant que le cholestérol puisse
tre transporté par la glycoprotéine (Wang ef al., 2000). 1l a été proposé que la P-gp
transporte le cholestérol du feuillet interne vers le feuillet externe, participant donc a la
redistribution du cholestérol dans la membrane plasmique tout en permettant de stabiliser les
microdomaines membranaires enrichis en cholestérol (figure 1.5 b) (Garrigues ef al., 2002).
De plus, la P-gp participe au transport du cholestérol de la membrane plasmique au réticulum
endoplasmiqge, permettant a I’acyl-CoA cholestérol acyltransférase (ACAT) d’estérifier le
cholestérol (Luker ef al., 1999). Cependant, d’autres études seront nécessaires pour confirmer

le réle de la P-gp dans I’estérification du cholestérol.

Un autre r6le est sa participation a 1’atténuation des voies apoptotiques activées ot deux
voies classiques existent, la voie mitochondriale et la voie du récepteur CD95 ou récepteur
Fas (Johnstone et al., 2000). Lors de dommages cellulaires ou en réponse a un stimulus
intracellulaire, la voie mitochondriale est activée et en fonction du ratio des modulateurs du
relichement du cytochrome C, la voie apoptotique mitochondriale sera rapide ou non.
Cependant, Sakaeda ef al., 2002, ont démontré une augmentation de 1’expression de la P-gp
par des stimuli apoptotiques et que cette augmentation module le ratio des modulateurs du
relichement du cytochrome C. En effet, chez les cellules de carcinomes cervicaux humains
HeLa, le ratio Bax/Bcl-2 diminue ainsi que 1’activation des caspases 9 et 3 chez les cellules
Hela surexprimant la P-gp comparativement aux cellules HelLa exprimant peu la P-gp. En
conséquence, les stimuli apoptotiques augmentent |'expression de la P-gp et cette
surexpression inhibe la voie mitochondriale en modulant a la baisse les modulateurs
impliqués dans le reldchement du cytochrome C et diminue [’activation des caspases

impliquées dans cette voie (Sakaeda ef al., 2002).
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Un exemple concret de stimulation apoptotique de la voie mitochondriale est lorsque les
cellules sont exposées a des agents chimiothérapeutiques. Ces agents augmentent la
concentration cellulaire en céramide, particulierement au niveau des cavéoles (Bose et al.,
1995). La présence d’une concentration cellulaire a la hausse de céramide active la voie
apoptotique mitochondriale et stimulent I’expression de la P-gp (Johnstone ef al., 2000). Tel
que décrit plus haut, un stimulus apoptotique augmente 1’expression de la P-gp et cette
surexpression atténue la voie mitochondriale en influengant les modulateurs et effecteurs de
cette voie. Cependant la surexpression de la P-gp permet aussi de diminuer la concentration
cellulaire en céramide, donc il y a amplification de I’atténuation de la voie apoptotique
activée. En effet, la sphingomyéline (SM) est un substrat de la P-gp et un précurseur du
céramide (Bezombes et al., 1998). L’induction de I’expression de la P-gp permet a cette
derni¢re de transporter plus activement la SM du feuillet interne au feuillet externe de la
membrane empéchant la formation du céramide au feuillet interne de la membrane (figure 1.5
¢) (Johnstone et al., 2000). De plus, lors des traitements chimiothérapeutiques, la présence a
la hausse du céramide induit une surexpression de la P-gp mais aussi de I’enzyme glucosyle
céramide synthétase qui ira glycosyler le céramide dans le but d’atténuer le signal
apoptotique déclenché par les agents anticancéreux (Lavie et liscovitch, 2000), ce qui atténue
encore davantage le signal apoptotique. Cependant, d’autres études ont démontré que
I’induction de I’expression de la P-gp par des stimuli apoptotiques appropriés protége aussi la
cellule contre 1’apoptose induite par la voie du récepteur CD95 (Robinson et al., 1997,
Gollapudi et Gupta, 2001). Toutefois, la P-gp ne protégerait pas la cellule contre |’apoptose
induite par la formation de pores membranaires qui induisent la lyse cellulaire, contrairement

a ce qui avait été proposé initialement (Johnstone et al., 2000).

1.10 Phénotype de résistance multiple aux médicaments (MDR)

A la lumiere des trente derniéres années de recherche, le processus de carcinogenese
implique une série complexe de changements génétiques et biochimiques permettant aux
cellules transformées de proliférer, de migrer et dans plusieurs cas, d’acquérir les

mécanismes nécessaires pour étre résistantes a la chimiothérapie. La localisation subcellulaire
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de la P-gp dans les microdomaines spécialisés des membranes plasmiques, les cavéoles, fut
premi¢rement identifiée chez les cellules résistantes aux médicaments (Lavie, Fiucci et
Liscovitch, 1998; Yang et al., 1999; Demeule et al., 2000). Cette localisation cellulaire serait
importante dans le développement de la résistance multiple aux médicaments, car
I’association P-gp et microdomaines membranaires riches en cholestérol et en cavéoline-1 est
impliquée dans le transport des médicaments (Lavie et al., 1999; Lavie et Liscovitch, 2000).

En effet, un consensus émerge, indiquant que la MDR est un processus multifactoriel,
non seulement due a une grande expression de transporteurs, principalement la P-gp, mais
aussi a une haute densité cavéolaire. Cette augmentation de la densité cavéolaire implique
une expression a la hausse de tous les constituants des cavéoles, tels que la cavéoline-1, les
sphingolipides, le glucosylcéramide et le cholestérol (Bosch et Croop, 1996; Lavie, Fiucci et
Liscovitch, 1998 et 2001; Yang et al., 1998). La relation entre le transporteur, P-gp, et les
cavéoles, plus particulicrement, la cavéoline-1, dans la résistance multiple aux médicaments
sera élaborée dans le prochain chapitre, « La P-gp et la cavéoline-1 ».

D’autres mécanismes cellulaires, en plus de ceux associés a la P-gp, ont été observés
chez les cellules MDR tumorales (Liscovitch et Lavie, 2000; Liang et al., 2001; Yang et al.,
2003): a) un changement dans la composition lipidique membranaire affectant la
perméabilité de cette derniére, ce qui provoque une diminution de ’entrée des médicaments
dans la cellule, b) diminution de I’accumulation intracellulaire des médicaments a cause de la
présence de transporteurs, tels que la P-gp, la MRP1 (multidrug resistance-associated protein
1), la BRCP (breast cancer resistance protein) et LRP (lung resistance protein), donc
augmentation de I'efflux vers I’extérieur de la cellule, c¢) augmentation de [’activité
d’élimination des médicaments par ’enzyme glutathion S-transférase, d) augmentation de
I’activité de réparation de I’ ADN par les enzymes O°-méthylguanine ADN méthyltransférase
et la topoisomérase II, e) inhibition des voies de signalisation apoptotique induite par les
médicaments, tels que des agents chimiothérapeutiques, f) le contenu en intégrines et en
métalloprotéinases de la matrice extracellulaire est augmenté et ces derniers changements
cellulaires sont associés a I’invasion tumorale.

De plus, la MDR ainsi que certaines pathologies peuvent étre induites par certains
polymorphismes d’un simple nucléotide (SNPs) rapportés au niveau du gene MDRI. En effet,

les SNPs sont responsables, du moins en partie, des différences inter-individuelles rapportées
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au niveau de la pharmacologie et du profil pharmacocinétique des médicaments utilisés.
Cependant, I’état des connaissances au sujet des SNPs du gene MDR/ sort du sujet principal
de ce mémoire. Une synthese des différents résultats de recherche sur les polymorphismes du
géne MDRI1 et leur impact sur I’expression et les fonctions de la P-gp au niveau de la barriére

sang-cerveau est présentée en annexe a [’appendice B, section 19.4.

1.11 Agents chimiosensibilisants de la P-gp

Les agents chimiosensibilisants ou agents réversants sont des molécules, qui en inhibant
les activités de transport de la P-gp et/ou son expression, changent ’état des cellules
résistantes en cellules sensibles et permettent aux médicaments de pénétrer la cellule, et ainsi
atteindre leur (s) objectif (s) thérapeutique (s). 11 a été rapporté, suite a plusieurs observations,
que certains produits naturels provenant des végétaux et présents dans la di¢te modulent a la
hausse ou 4 la baisse les activités de transport de la P-gp (Romiti ef al., 1998; Jodoin et al.,
2002; Castro et Altenberg, 1997; Di pietro et al., 2002; Wang et al., 2001; Ohnishi et al.,
2000). En conséquence, plusieurs efforts sont investis dans I’identification de produits
naturels ayant des propriétés réversantes, permettant d’inhiber la P-gp, de renverser le
phénotype MDR envers différentes médications, et de sensibiliser les cellules cancéreuses a
la chimiothérapie conventionnelle sans les effets secondaires rapportés avec les inhibiteurs
classiques de la P-gp (voir section 1.7, Inhibiteurs de la P-gp). D’autres études s’intéressent a
I'identification de produits naturels ayant des propriétés chémopréventives permettant

I’élimination rapide de différents agents a potentiel carcinogéne et mutagéne.

1.11.1 Les produits naturels : modulation de la P-gp

Certains produits naturels de la diete ont un effet d’inhibition sur la P-gp (Zhou, Yong et
Chowbay, 2004) dont : a) le curcumin, un polyphénol naturel retrouvé dans les rhizomes de
Curcuma longa, b) les ginsenosides, de la famille du Ginseng, ¢) la piperine, un alcaloide

retrouvé en tant que constituant majeur du poivre noir, d) le thé vert avec ses polyphénols de
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la famille des catéchines, particulierement I’épigallocatéchine gallate (EGCG), e) certains
furanocoumarins, tel que le bergamottin et certains flavanoides du jus de pamplemousse, le
naringenin, le naringin et le quercetin. Par contre, une équipe a rapporté que 1'épicatéchine
(EC) du thé vert augmente 'activité in vitro de la P-gp. Cette catéchine a augmenté le
transport du marqueur fluorescent, LDS-751, sans aucun changement dans le transport de la
daunorubicine ou de la rhodamine-123 (R-123), indiquant une possible liaison via
’activation d’un site allostérique permettant I’efflux de composés carcinogéniques (Wang e?
al., 2002a).

Toutefois, certains produits naturels ont des effets d’induction sur la P-gp tel que I’anti
dépresseur naturel, le ST. John's Wort. Ce dernier augmente I’expression intestinale de la P-
gp et diminue ainsi la biodisponibilité des médicaments, substrats de la P-gp, qui ont été co-
administrés oralement (Durr ef al., 2000; Hennessy et al., 2002). Cependant, certains produits
naturels modulent & la hausse ou 4 la baisse les activités de la P-gp, tels que le quercetin et le
kaempferol. Ces composés naturels sont des flavanoides, retrouvés dans plusieurs Iégumes et
fruits, dont le pamplemousse. Ces composés activent la P-gp a de faible concentration (10
pM) et inhibent cette derniére a S0 uM. De plus, ces deux composés ont des actions
chémopréventives car ils activent I’efflux du carcinogene, 7, 12-diméthylbenz(a)-anthraceéne
(Zhou, Yong et Chowbay, 2004). Toutefois, la combinaison de produits naturels avec des
médicaments peut imiter, augmenter ou réduire I'effet de chacun des constituants. Ceci peut
résulter a4 une interaction produits naturels-médicaments causant des variations dans
Iefficacité du médicament ou des effets adverses inattendus (Fugh-Berman, 2000; Fugh-
Berman et Ernst, 2001). L’explication la plus plausible & ces interactions est une altération de
la pharmacocinétique (absorption, métabolisme, distribution et excrétion) des médicaments
par les produits naturels. Cependant, les mécanismes d’altérations de la pharmacocinétique
des médicaments par les produits naturels sont inconnus (Zhou, Yong et Chowbay, 2004).
Toutefois, un nombre croissant d’évidences provenant d’études in vitro et in vivo, semble
indiquer que I’altération de la concentration du médicament co-administré avec le produit
naturel amene une induction ou une inhibition des enzymes du métabolisme hépatique et
intestinal, en particulier, la P-gp et le cytochrome P450 3A4 (Evans, 2000; Ioannides, 2002;
Walter-Sack et Klotz, 1996; Wilkinson, 1997; Zhou et al., 2003). Toutefois, plusieurs études

seront nécessaires pour comprendre le ou les mécanisme (s) impliqué (s) dans la modulation
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de la P-gp par ces produits naturels ainsi que I'utilisation de ces produits en tant qu’agents

chimiosensibilisants et chémopréventifs.

1.11.2 Les furanocoumarins

Les furanocoumarins sont présents chez plusieurs végétaux des familles des Rutaceae,
Apiaceae et Leguminoseae. Plusieurs de ces plantes sont des végétaux communs, tels que le
céleri, le persil et le panais. Certains sont utilisés en tant que breuvages, tels que le jus de
raisins, jus de pamplemousse, jus de citron, ou en tant qu’épices et herbes médicinales
(Barthomeuf e al., 2005). Le rdle biologique des furanocoumarins chez les plantes hotes
n’est pas encore bien compris. Cependant, il est admis que ces composés chimiques sont des
phytoallexines qui protégent la plante contre les attaques d’insectes, de virus et de bactéries.
Toutefois, certains furanocoumarins peuvent affecter la santé humaine, leurs effets peuvent
étre bénéfiques ou délétéres. Par exemple, I'isopimpinellin, un coumarin du citron, exhibe
des activités chémopréventives en bloquant la formation d’adduits d’ADN chez |’homme
(Kleiner et al., 2002). Le bergamottin, un furanocoumarin provenant du jus de
pamplemousse, affecte les fonctions de transport de la P-gp et les activités métaboliques du
cytochrome P450 3A4 en induisant des interactions pharmacocinétiques qui modulent la
biodisponibilité et le métabolisme des médicaments (Wang ef al., 2001; Edwards et al., 1999;
Ohnishi et al., 2000). Récemment, le cnidiadin, un furanocoumarin présent dans certaines
médications traditionnelles chinoises et utilis€ en Gréce en tant qu’épice nommée, la
Kafkalithra, de la plante Tordylium apulum de la famille des Apiaceae, inhibe la prolifération
des cellules bronchiales de carcinome pulmonaire (Kofinas er al., 1998). En effet, cette étude
rapporte que le cnidiadin inhibe la prolifération cellulaire en bloquant le cycle cellulaire a la
phase G;. Un des objectifs du présent mémoire était de déterminer si le cnidiadin module les

activités de la P-gp.



CHAPITRE I

ETAT DES CONNAISSANCES : LA P-GP ET LA CAVEOLINE-1

2.1 Les microdomaines cavéolaires et les cavéolines

Premié¢rement, la double bicouche lipidique de la membrane plasmique possede deux
états, un état fluide et un état rigide. Ce dernier état est appelé radeau lipidique et représente
certaines portions de la membrane qui existent sous forme de liquide ordonné concentré en
cholestérol, en glycosphingolipides et en sphingomyéline, entre autres (Anderson ef al., 1998;
Razani et al., 2002). Les cavéoles sont des sous-classes des radeaux lipidiques et sont
considérées comme des microdomaines spécialisés de la membrane plasmique (Lavie et
Liscovitch, 2000). Ces microdomaines sont présents au niveau des membranes sous la forme
d’invaginations membranaires et de vésicules juxtamembranaires seules ou groupées

(Anderson, 1998) (voir figure 2.1).

Figure 2.1 : Microscopie électronique des microdomaines cavéolaires. A) Coupe mince de
fibroblaste présentant les invaginations de la membrane et les vésicules juxtamembranaires,
seules ou regroupées des cavéoles. B) Les vésicules cavéolaires sont recouvertes du coté
cytoplasmique de la membrane par les cavéolines ou leur imbrication en épingle a cheveux
dans la membrane vésiculaire procure des striations bien définies.

Ces microdomaines cavéolaires sont des sites importants d’évenements dynamiques et de
régulation métabolique au niveau de la membrane plasmique. En effet, les cavéoles sont

impliquées dans le transport des protéines et des lipides, dans la signalisation intracellulaire,
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la transcytose, 'endocytose et la potocytose (Shaul er al., 1998; Schnitzer et al., 1994;
Engelman et al., 1998; Jodoin et al., 2003). Les cavéoles permettent I’agrégation de plusieurs
protéines et lipides dans une structure liquide hautement ordonnée et compactée essentielle
pour la transduction des signaux cellulaires et intracellulaires. En effet, les cavéoles sont
considérées comme des organelles de signalisation spécialisées ou le terme signalosome leurs
a été attribuées, car elles semblent permettre I’intercommunication entre les différentes voies
intracellulaires de signalisation (Razani ef al., 2002).

Plusieurs molécules, dont de nombreuses protéines de signalisation, sont enrichies au
niveau des cavéoles. Voici une liste abrégée des molécules enrichies au niveau des cavéoles :
a) des lipides; cholestérol, sphingomyéline, b) des récepteurs couplés aux protéines G;
récepteur adrénergique, cholecystokinine, ¢) des protéines G; Gas, G, d) des protéines
membranaires; P-gp, transporteur de glucose-4 (Glut-4), e) plusieurs récepteurs de facteurs de
croissance; récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes (R-PDGF), récepteur du
facteur de croissance épithélial (R-EGF), récepteur du facteur de croissance endothélial
vasculaire (R-VEGF), f) des protéines structurales; cavéolines, dynamine, actine, g) des
kinases et autres enzymes; protéine kinase A (PKA), kinase extracellulaire régulée par un
signal (ERK), I’oxide nitrique synthétase endothéliale (eNOS), la cyclooxygénase-2 (Cox-2),
h) des GTPases (protéine liant le guanosine 5’-triphosphate); H-ras (séquence associée au
rétrovirus), RhoA, i) des protéines cellulaires et adaptatrices; SOS (Son-of-sevenless),
protéine 2 liée au récepteur des facteurs de croissance (GRB2), j) des protéines nucléaires et
autres; récepteur de I’androgene et de I’estrogene, ainsi que la protéine du prion (Anderson ef
al., 1998 ; Razani et al., 2002).

Cependant, plusieurs protéines localisées dans les cavéoles, ont subi des modifications
lipidiques, telles que des ajouts de groupements myristoyle, palmitoyle et prényle. Par contre,
ces modifications lipidiques ne sont pas un criteére absolu pour la localisation des protéines au
niveau des cavéoles (Song et al., 1997). Les cavéoles sont retrouvées chez la majorité des
types cellulaires, mais elles sont particulierement abondantes chez les cellules endothéliales,
les adipocytes, les cellules épithéliales, les fibroblastes, les pneumocytes de type I et chez les
myocytes (Razani et al., 2002). De plus, ces microdomaines cavéolaires sont aussi nommés

domaines striés de la membrane plasmique a cause du recouvrement des vésicules par une
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famille de protéines structurales, les cavéolines (voir figure 2.1 B) (Anderson et al., 1998;
Razani et al., 2002).

Les cavéolines sont des protéines fortement exprimées chez les cellules différenciées ou
trois génes encodant pour ces protéines de structure ont été identifiés : la cavéoline-1, la
cavéoline-2 et la cavéoline-3 (cav-1, cav-2 et cav-3). Les cav-1 et 2 sont généralement
coexprimées et omniprésentes chez les adipocytes, les endothéliums, les cellules du muscle
lisse et les pneumocytes de type I, sous la forme de deux isoformes, o et 3, pour la cav-1 et
o, B et y pour la cav-2 (Scherer ef al., 1997). Il est a noter, que I’isoforme « représente la
protéine compléte et les deux autres isoformes, sont la conséquence d’un site alternatif
d’initiation de la transcription (Scherer er al., 1997). Tandis que la cav-3 est principalement
exprimée chez les cellules musculaires et gliales (Tang et al., 1996; lkezu et al., 1998).
Cependant, la cav-1 étant la principale protéine de structure des cavéoles, la suite de ce

chapitre fera état des connaissances sur cette cavéoline en particulier.

2.2 Expression de la cavéoline-1 dans le phénotype d’oncogenése et de la MDR

A la lumiére de plusieurs études, Iexpression de la cav-1 varie en fonction de la
spécialisation de la cellule. C’est a dire, que le niveau d’expression de la cav-1 et son impact
sur les fonctions cavéolaires varient des états cellulaires différenciés, a ceux passant par
I’acquisition des propriét€s oncogéniques, a I'acquisition de la MDR. Ceci semble due a des
propriétés anti-prolifératives (oncosuppressives) et pro-survie de la cav-1 (Lavie et
Liscovitch, 2000). En effet, la cav-1 et les cavéoles sont grandement exprimées chez les
cellules en différenciation cellulaire terminale, telles que les adipocytes, les cellules
endothéliales et les cellules musculaires (Scherer ef al., 1994; Lavie et Liscovitch, 2000).

Il a été¢ démontré aussi que I’ARN messager (ARNm) de la cav-1 et son expression
protéique sont réduits ou absents chez la majorité des lignées cellulaires en transformation
oncogénique et chez les cellules tumorales, telles que chez plusieurs lignées cellulaires
tumorales mammaires, pulmonaires, pancréatiques et ovariens (Koleske, Baltimore et Lisanti,
1995; Lee et al., 1998; Engelman ef al., 1998; Racine et al., 1999; Hurlstone ef al., 1999).

Plusieurs comparaisons au niveau moléculaire ont été effectuées entre les cellules normales
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différenciées et les cellules transformées. Ces études ont démontré que la cav-1 est un des
produits géniques qui est fortement régulé a la baisse chez les carcinomes mammaires
humains et chez plusieurs autres cellules transformées et tumorales (Sager et al., 1994;
Koleske, Baltimore et Lisanti, 1995; Okamoto et al.,1998; Lui et al., 2002a ). En accord avec
la diminution ou I’inhibition de I’expression de la cav-1, le géne humain de la cav-1 est
localisé sur un locus suppresseur de tumeur (7q31.1/D7S522) qui est fréquemment supprimée
chez plusieurs types de cancer (Engelman, Zhang et Lisanti, 1998a, 1999; Koleske, Baltimore
et Lisanti, 1995). De plus, les activités oncosuppressives de la cav-1 sont supportées par
différentes études, montrant que I’expression de la cav-1 inhibe la signalisation mitogénique
(Engelman et al., 1998, 1997) et inhibe la prolifération cellulaire (Lee ef al., 1998; Smart et
al., 1999; Okamoto ef al., 1998). La cav-1 est conséquemment régulée a la baisse chez les
cellules cancéreuses transformées et régulée a la hausse chez les cellules en état de
différenciation terminale accompagnée par une prolifération lente. Cependant, la régulation a
la baisse de la cav-1 semble suffisante mais n’est pas une condition essentielle pour la
transformation cellulaire (Lavie, Fiucci et Liscovitch, 2001).

Par contre, lors de l'acquisition de la MDR, la densit¢ cavéolaire est grandement
augmentée et ’expression de la cav-1 est a la hausse (Lavie et Liscovitch, 2000; Lavie,
Fiucci et Liscovitch, 2001). Cette augmentation d’expression de la cav-1 suggére que les
cellules MDR récupérent un marqueur important des cellules différenciées non transformées,
qui a été perdu lors de la transformation cellulaire. En effet, chez les cellules transformées, la
cav-1 est faiblement exprimée mais la cycline-D1 est surexprimée (Hulit ef al., 2000). Cette
derniere est associée a une régulation positive de la transformation cellulaire. Ce qui implique
qu’une cellule transformée qui acquiére le phénotype MDR, I’expression de la cav-1 semble
réprimer la transcription du géne de la cycline-D1. En conséquence, I’expression de la cav-1
contribue a inhiber les signaux de prolifération et de transformation cellulaire. La figure 2.2
résume les variations dans I’expression de la cav-1 en fonction de I’état cellulaire différencié,

de I’état cellulaire de transformation et de I’acquisition de la MDR.
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diftérencide oncogénique la MDR
Action anti-proliférative Action pro-survie

Figure 2.2: Changement dans |'expression de la cavéoline-1. Variation de son
expression durant la différenciation cellulaire, la transformation oncogénique et lors
de I'acquisition de la résistance multiple aux médicaments (modifiée d’aprés Lavie et
Liscovitch, 2000).

2.3 Structure de la cavéoline-1

La cav-1 possede 178 acides aminés avec une identité de séquence de 38% avec la cav-2
et de 65% d’identité avec la cav-3 (Razani et al., 2002). Récemment, |’étude structurelle de la
cav-1 a permis d’identifier les portions protéiques impliquées dans 'interaction avec elle-
méme, avec les autres protéines ainsi qu'avec la membrane plasmique (Schlegel et Lisanti,
2000). Les domaines identifiés de la cav-1 sont le domaine d’oligomérisation (DO) des
acides aminés 61 a 101, permettant la formation d’un dimére ou les dimeres de cav-1 sont
reliés entre eux par leur domaine terminal (DT) des acides aminés 168 a 178. Les domaines
d’inhibition de la cav-1 (DIC) et de scaffolding (SCD ou domaine d’échafaudage
moléculaire), des acides aminés 102 a 134 et 82 a 101, respectivement, permettent
I'interaction de la cav-1 avec différentes protéines. Toutefois, I’attachement de la cav-1 a la
membrane se fait via les domaines transmembranaires (DTM des acides aminés 168 a 178),

le SCD et le DIC.
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2.3.1 SCD (scaffolding domain) de la cavéoline-1

Ce domaine de la cav-1 est  constitué¢  des acides aminés
D, GIWKASFTTFIVTKYWEYR o, et est impliqué dans I'interaction entre la cav-1 et
plusieurs protéines localisées dans les microdomaines cavéolaires. Les protéines interagissant
avec la cav-1 possédent un motif consensus de liaison a la cav-1 ou trois motifs ont été
identifiés : $XPXXXXPXX ¢, dXPX XXX, dXXXXPXXd, ol ¢ représente un acide aminé
aromatique, Phénylalanine (Phe), Tyrosine (Tyr) ou Tryptophane (Trp), et X représente un
acide aminé quelconque (Couet ef al., 1997). Le SCD de la cav-1 est directement impliqué
dans I'agrégation moléculaire essentielle pour la transduction des signaux cellulaires et
intracellulaires des différentes molécules retrouvées dans les cavéoles. Ce domaine de la
protéine structurale des cavéoles est un point d’ancrage et d’échafaudage moléculaire dans
I"établissement d’une structure liquide hautement ordonnée et compactée. Cet échafaudage
moléculaire suggeére l'intercommunication entre les différentes voies intracellulaires de
signalisation reliées entre elles, tout en empéchant I’intercommunication entre les voies
signalétiques non reliées entre elles (Razani et al., 2002; Lavie, Fiucci et Liscovitch, 2001,
Engelman es al., 1998). La figure 2.3 présente schématiquement |’organisation en épingle a

cheveux de la cav-1 au niveau de la membrane plasmique.

Membrane plasmique

N

Figure 2.3 : La cavéoline-1 imbriquée dans la membrane plasmique. Présence de
trois sites palmitoylés (en pointill€) dans la portion C-terminale et du site d’ancrage
et d’échafaudage moléculaire (SCD) de la portion N-terminale de la cav-1 (Modifié
de Razini et al., 2002).
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2.3.2 Signalisation intracellulaire

Autre qu’un point d’échafaudage structurel, le SCD de la cav-1 module I'activité des
protéines de signalisation intracellulaire (Okamoto et al., 1998; Labrecque et al., 2003;
Yamamoto et al., 1998; Liou et al., 2001). En effet, plusieurs molécules de signalisation sont
inhibées suite a une interaction directe avec le SCD de la cav-1, telles que la protéine eNOS,
la protéine kinase C (PKC), les récepteurs EGFR et VEGFR-2 (Okamoto et al., 1998;
Labrecque et al., 2003). 1l est a noter que les cavéolines, dont la cav-1, interagissent
particuliérement bien avec les récepteurs a tyrosine kinases et les protéines G, ou un peptide
synthétique représentant la séquence SCD de la cav-1 est suffisant pour inhiber leur activité
enzymatique (Engelman ef al., 1998). Cependant, le SCD de la cav-1 peut activer la voie de
signalisation du récepteur de I'insuline en induisant des phosphorylations activatrices en aval
de cette voie métabolique (Yamamoto ef al., 1998). Par contre, pour d’autres protéines, cette
interaction ne module ni a la hausse, ni a la baisse leurs activités, tel que la Cox-2 (Liou ef
al., 2001). En plus de cette organisation structurelle et des propriétés du SCD de la cav-1 a
moduler les protéines de signalisation, ce dernier inhibe des molécules de signalisation
impliquées dans la prolifération cellulaire, tels que H-Ras, c-Src, Raf-1, Mek, Erk2 et autres
(Smart et al., 1999; Okamoto et al., 1998).

Les mécanismes par lesquels la cav-1 induit cette inhibition proliférative, semblent étre
dus a ses multiples interactions directes de son domaine SCD avec différentes molécules
impliquées dans I’activation de la prolifération cellulaire. En effet, dans plusieurs cas, des
activations mutationnelles de molécules de signalisation empéchent la régulation négative de
ces derniéres par le SCD de la cav-l (Engelman et al., 1998; Okamoto ef al., 1998). Par
exemple, chez plusieurs cancers humains, la GTPase, H-Ras et la protéine Gus, ces
molécules ont subi des mutations qui bloquent la régulation négative du SCD de la cav-1,
aboutissant a une prolifération.cellulaire excessive (Engelman et al., 1998). Il est possible de
considérer, a la lumiére des différentes études sur I’interaction entre le SCD de la cav-1 et des
molécules présentes dans les cavéoles, que la cav-1 exhibe une modulation négative des voies
métaboliques oncogéniques, empéchant donc la prolifération cellulaire (Lavie, Fiucci et

Liscovitch, 2001).
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Cependant, tout comme chez plusieurs protéines d’échafaudage (scaffolding), le SCD de
la cav-1 permet de restreindre la distribution subcellulaire et de contrdler les activités des
molécules de signalisation (Engelman ef al., 1998; Lavie, Fiucci et Liscovitch, 2001). De part
son importance structurelle et fonctionnelle au niveau du dynamisme cavéolaire, la
cavéoline-1, est un joueur clé dans d’importantes fonctions cavéolaires, dont le transport et

I’efflux du cholestérol.

2.4 Lacavéoline-1 protéine structurale des cavéoles et son implication dans le transport
cavéolaire

D’un point de vue structurel, les souris knock-out envers la cav-1 se sont avérées &tre
dépourvues de cavéoles, permettant de confirmer que la cav-1 est une protéine de structure
importante pour la formation des microdomaines cavéolaires de la membrane. Toutefois,
autre que la structure cavéolaire, d’autres anormalités ont été observées chez ces souris
knock-out (Razini et Lisanti, 2001b; Lee et al., 2002b; Cohen et al., 2003a, 2003b), dont des
hypertrophies des cellules cardiaques, dédifférenciation cellulaire des adipocytes et
hyperplasie de I’épithélium chez les cellules mammaires. De plus, plusieurs perturbations au
niveau de la signalisation intracellulaire ayant pour conséquences des retenues des protéines a
ancrage GPI (Glycosylphosphatidyl inositol) dans I’appareil de Golgi, des hyperactivations
de ERK et des activations de la protéine eNOS chez les fibroblastes, une diminution marquée
de I'expression de la cav-2 et du récepteur a I'insuline due a une dégradation accrue de ces
protéines par le protéasome (Razini et Lisanti, 2001b; Lee ef al., 2002b; Cohen et al., 2003a,
2003b). De plus chez les adipocytes, I’endocytose de I'albumine est diminuée, il y a
augmentation de la prolifération cellulaire, diminution de I’expression du récepteur a
I"insuline et développement d’une résistance a I’insuline (Razini et Lisanti, 2001b; Lee et al.,
2002b; Cohen et al., 2003a, 2003b). Ces anormalités observées chez les animaux knock out
envers la cav-1 ont démontré I’importance fonctionnelle de cette protéine dans la formation
des cavéoles, la signalisation intracellulaire et dans le transport vésiculaire.

Il est a noter que plusieurs molécules pénetrent la cellule en utilisant la voie des cavéoles

via I’affinité de ces molécules pour le SCD de la cav-1, telles que I’albumine, le folate, la
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phosphatase alcaline, les toxines cholérique et tétanique (Montesano ef al., 1982; Schnitzer et
al., 1994). Par contre, la destination des différentes molécules transportées dans les vésicules
cavéolaires est variée et peu documentée, mais elles semblent se diriger vers la membrane
basolatérale, les endosomes, le réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi. De plus, les
cavéoles peuvent fusionner entre elles pour former des cavéosomes, qui sont de larges
organelles de nature non endosomiales et non lysosomiales, qui se dirigent par la suite, vers
le réticulum endoplasmique (Pelkmans et al., 2001). Toutefois, les différentes étapes
d’invaginations de la membrane plasmique et la formation des vésicules juxtamembranaires,
demeurent peu connues. Cependant, lors de purification des cavéoles, les analyses
moléculaires ont montré que les cavéoles possédent les protéines impliquées dans la
formation, le bourgeonnement et la fusion des vésicules, telles que la dynamine, la NSF (V-
ethylmaleimide sensitive fusion protein), les SNAP (soluble NSF attachment proteins) et la
VAMP (vesicule-associated membrane protein) (Schnitzer et al., 1995). Les mécanismes
impliqués dans la régulation de la transition entre les cavéoles attachées a la membrane et les
cavéoles intracellulaires, restent a étre identifiés.

Cependant, le transport vésiculaire au niveau des cavéoles peut &tre de type transcytose,
ol les protéines ou molécules sont transportées du coté apical d’une cellule endothéliale vers
le compartiment basolatéral. Toutefois, les protéines ou molécules peuvent €tre également
endocytosées et distribuées vers différents organelles intracellulaires, tels que les
cavéosomes, le réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi. Cependant, la morphologie et
I’abondance des cavéoles chez les cellules endothéliales suggérent que les cavéoles sont les
principales vésicules de transport chez ce type cellulaire. Des études ont montré que suite a
des marquages in situ de protéines enrichies dans les cavéoles de cellules endothéliales de
poumon, que la transcytose est un transport spécifique a ces microdomaines cavéolaires
(Schnitzer et al., 2001). Par contre, le transport endocytaire n’est pas spécifique aux cavéoles
présentent chez les cellules endothéliales, mais est aussi associé aux vésicules recouvertes de
clathrine.

Cependant, certaines protéines, dont des récepteurs et macromolécules extracellulaires,
sont préférentiellement internalisés par les cavéoles, tels que le folate, I’albumine, la
phosphatase alcaline, le virus simiens (SV40), différentes souches d’ Escherichia coli, et les

toxines cholérique et tétanique, entre autres (Schnitzer ef al., 1994; Anderson et al., 1996;
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Shin et al., 2000; Montesano et al., 1982; Herreros et al., 2001 ; Wolf et al., 2002). Autre que
le transport vésiculaire des différentes molécules retrouvées dans le syst¢me cavéolaire, il a
été rapporté que les cavéoles et la cav-1 sont impliquées dans le transport et I"homéostasie du
cholestérol intracellulaire (Razini ef al., 2002).

En effet, la cav-1 posséde une grande affinité envers le cholestérol et il a été démontré
que le cholestérol demeure lié a la cav-1, méme en présence de détergents, tel que le SDS
(Murata et al., 1995). De plus, cette méme équipe a rapporté, que lorsque la cav-1 et le
cholestérol sont hautement concentrés a certains niveaux membranaires, il y avait une
réorganisation moléculaire de la membrane plasmique en invagination cavéolaire (Murata ef
al., 1995). L’équipe de Rothberg er al., 1992 a observé que les structures invaginées des
cavéoles sont sensibles aux déplétions cellulaires en cholestérol. Par la suite, d’autres études
se sont rajoutées a celles-ci, et il a été proposé que la cav-1 joue un rdle principal dans le
transport du cholestérol et dans I’homéostasie cellulaire de celui-ci. En effet, lorsque qu’il y a
un apport externe de cholestérol a la cellule, suite a des incubations avec des LDL (low
density lipoproteins), I’excés cellulaire de cholestérol est retrouvé dans les cavéoles lié a la
cav-1. Par la suite, ce cholestérol cavéolaire est retrouvé localisé au feuillet externe de la
membrane plasmique, pour y étre éventuellement pris en charge par les HDL (High density
lipoproteins) (figure 1.5 b) (Fielding, 1995). Cependant, lorsque le cholestérol est
nouvellement synthétisé dans le réticulum endoplasmique, celui-ci lie la cav-1 et d’autres
molécules pour former un complexe cytosolique (Uittenbogaard ef al., 1998). Ce complexe
est, par la suite, acheminé du réticulum endoplasmique vers les cavéoles et des cavéoles a la
membrane plasmique, par une voie dépendante de la cav-1 (Smart ef al., 1996). Une fois a la
membrane, le cholestérol peut étre pris en charge par les lipoprotéines extracellulaires, les
HDL, et la cav-1 peut retourner vers les organelles golgiennes et du réticulum endoplasmique
pour recommencer le cycle (Fielding, 1995). De plus, la suppression de la cav-1 fait
augmenter l'efflux du cholestérol cellulaire, perturbant donc la constance du niveau
intracellulaire en cholestérol (Fielding et al., 1999), suggérant que la cav-1 permet de
maintenir constant le niveau cellulaire en cholestérol. En conséquence, les cavéoles, plus
particulierement la cav-1, sont impliquées dans le transport et I’efflux du cholestérol ou la
cav-1 semble contréler I'homéostasie cellulaire du cholestérol. En effet, a I’intérieur du

promoteur de la cav-1, il y a présence de deux éléments de régulation par les stérols (SREs,
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sterol régulatory elements) qui modulent I’expression transcriptionnelle de la cav-1 en
fonction des fluctuations cellulaires du cholestérol libre (Bist ef al.,, 1997). De plus, la
protéine SR-BI (Scavenger receptor class B type I), qui agit comme récepteur des HDL, est

enrichie dans les cavéoles (Graf et al., 1999).

2.5 Colocalisation cavéolaire de la P-gp : interaction P-gp/cavéoline-1

Tel que décrit dans le chapitre I, la P-gp cavéolaire fait actuellement 1’objet d’études
visant a mieux comprendre I'importance de cette localisation subcellulaire pour ses fonctions
de transport et d’élimination des médicaments. Il a été€ proposé que la population de P-gp
localisée dans les cavéoles pourrait contribuer a diminuer la concentration intracellulaire des
médicaments en pompant ces derniers a I’intérieur des vésicules juxtamembranaires, pour
étre éventuellement éliminés. De plus, plusieurs études ont rapporté que lors de cette
colocalisation, la P-gp interagit directement avec la cav-1 (Okamoto er al., 1998; Razini et
al., 2001; Demeule et al., 2000; Jodoin et al., 2003). En effet, la P-gp contient dans sa portion
N-terminale, comme chez plusieurs autres protéines, un motif consensus de liaison a la cav-1.
Ce motif de liaison a la cav-1 se situe entre les résidus 37 a 45 : FSMFRYSNW, ou les deux
premiers résidus de la séquence débutent a I’exon 3 pour se terminer dans I’exon 4 de la P-gp
(voir la figure 2.4). Lors d’une premicre étude, évaluant I’effet de I'interaction entre la P-gp
et la cav-1 sur I'activité de transport de la P-gp, nous avons surexprimé chez les cellules Cos-
7, la P-gp humaine de type sauvage (MDRI1) et deux P-gp humaines mutées au site de liaison
a la cav-1, YWAA et F37A (Jodoin er al., 2003). Il est & noter que les acides aminés
aromatiques, tyrosine et tryptophane, aux positions 42 et 45, ont été remplacés par des
alanines chez le mutant YWAA et la phénylalanine a la position 37 a été remplacée par une
alanine chez le mutant F37A (tableau 2.1). Par la suite, notre équipe a montré, par des études
de co-immunoprécipitation de P-gp et de cav-1, que les cellules transfectées avec les P-gp
mutées au motif de liaison a la cav-1, avaient une interaction physique diminuée en moyenne
de 37% en comparaison avec la P-gp non mutée (tableau 2.1) (Jodoin et al., 2003). De plus,
lors d’essai d’activité de transport par accumulation intracellulaire du substrat fluorescent

Hoechst 33342, les deux P-gp mutantes avaient en moyenne 33% moins d’accumulation
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intracellulaire du substrat fluorescent en comparaison avec la P-gp non mutée (Jodoin et al.,

2003).

¥

Motif de liaison a la cavéoline-1 ‘i
-,

& XXXXdXXd

F37 SMFRYSNW,s

Figure 2.4 : Schématisation de la P-gp avec son motif de liaison a la cavéoline-1. Structure
secondaire de la P-gp présentant la distribution des 1280 acides aminés formant ses 28 exons,
son motif de liaison a la cavéoline-1 (en rouge) et ses deux sites de liaison a I’ATP (cercle).
(modifié d’apres Pauli-Magnus et Kroetz, 2004)

Tableau 2.1 Diminution de I’interaction P-gp/cavéoline-1 chez les mutants de {a P-gp

Motif de liaison a la ) Interaction
Cavéoline D XXXXD XXD P-gp et Cav-1 (%)
MDRI1 F3;SMFR Y ,SNW s 100+ 0
YWAA F37SMFR ;'\_p_SN ,:'\45 73 + 2)F
F37A A37SMFR Y4,SN Wy 52 + 8%

(Jodoin et al., 2003 ; * = t-test de student significatif lorsque p< 0,05)
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2.6 Relation entre la P-gp et la cavéoline-1 dans la MDR

La relation entre la P-gp et la cav-1 dans la MDR est peu connue. Il a été rapporté que la
cav-1 et la P-gp interagissent physiquement entre-elles, chez les cellules cancéreuses
mammaires humaines résistantes a la doxorubicine, les Hs578T/doxo (Cai et Chen, 2004),
ainsi que chez les cellules endothéliales bovines et rénales de singe, les BBCEC (bovine
brain capillary endothelial cells) et les cellules Cos-7 transfectées avec la P-gp humaine
(Jodoin et al., 2003). L’équipe de Cai et Chen, 2004 a montré que les cellules Hs578T/doxo,
expriment fortement la P-gp mais peu de cav-1, et lorsque ces mémes cellules sont
transfectées avec la cav-1, la surexpression de la cav-1 change I’état cellulaire de cellules
résistantes en cellules sensibles. Toutefois, la surexpression de la cav-1 chez les cellules
Hs578T/doxo a modifié la composition lipidique de la membrane. En effet, la fluidité de la
membrane plasmique fut augmentée par une perte de 30% du cholestérol plasmatique (Cai,
Zhu et Chen, 2004). Les travaux de Chen, 2004 suggérent que la modulation négative de la P-
gp par la cav-1 peut étre due a deux mécanismes : 1) une interaction physique entre les deux
protéines au niveau des cavéoles, ce qui induit une inhibition fonctionnelle des activités de
transport de la P-gp et inverse 1'état de cellules résistantes en cellules sensibles (Cai et Chen,
2004), 2) présence d’un mécanisme alternatif indirect qui inhibe les activités de transport de
la P-gp lorsqu’il y a augmentation de la fluidité membranaire induite par une surexpression
de la cav-1 (Cai, Zhu et Chen, 2004). Toutefois, chez les méme cellules, les Hs578T/doxo, il
a été rapporté que la surexpression de la cav-1 supprime I’expression de la P-gp au niveau
transcriptionnel (Zhu, Cai et Chen, 2004). En accord avec le premier mécanisme rapporté par
I’équipe de Chen, I’étude de Jodoin e al., 2003 sur des cellules non cancéreuses rapporte une
régulation négative des activités de transport de la P-gp, provoquée par |’interaction physique
entre le SCD de la cav-1 et le motif de liaison a la cav-1 sur la P-gp.

Cependant, en considérant que la P-gp et la cav-1 interagissent physiquement, les génes
MDRI et celui de la cav-1 devraient étre régulés en coordination un de I’autre. En effet, une
régulation en coordinence de deux mécanismes de la MDR a été rapporté, c’est a dire que
I’expression de la P-gp, la pompe a efflux et la cav-1, la protéine pro-survie, sont hautement

corrélées chez les cellules de la moelle osseuse humaine normale, leucémique, en rémission
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et en régénération (Pang, Au et Kwong, 2004). Ces dernieres études soulévent la possibilité
que I’émergence des différents mécanismes dans le processus de la MDR pourraient étre
régulés en coordination, particuliérement ceux des produits géniques, MDRI1 et cav-1. Cette
hypothése de régulation coordinée entre la P-gp et la cav-1 supporte I"hypotheése d’adaptation
cellulaire ot la relation entre la cav-1 et la MDR semble étre liée aux fonctions de transport et
d’efflux du cholestérol.

Cette voie métabolique d’adaptation cellulaire est soupgonnée faciliter le transport des
médicaments des compartiments intracellulaires a la membrane plasmique, pour étre pris, par
la suite, en charge par les différents transporteurs présents a la membrane plasmique (Lavie et
Liscovitch, 2000; Lavie, Fiucci et Liscovitch, 2001). C’est a dire, que la colocalisation
cavéolaire de la P-gp et de la cav-1 ainsi que leur r6le dans le transport intracellulaire du
cholestérol, seraient la base du processus MDR. Ce processus MDR nécessiterait dans ce cas,
deux étapes essentielles: 1) un efflux intracellulaire actif de cholestérol et 2) présence des
pompes a efflux a la membrane plasmique (Lavie et Liscovitch, 2000; Lavie, Fiucci et
Liscovitch, 2001). Premi¢rement, les médicaments interagissent avec la bi-couche lipidique
de la membrane par diffusion et iront se partitionner dans les différentes phases des
nombreuses membranes intracellulaires avant d’atteindre 1’échafaudage moléculaire formé
par la cav-1 lors du transport et efflux du cholestérol. Deuxieémement, par ce méme
échafaudage moléculaire, les médicaments parviendront a la membrane plasmique dans les
domaines riches en cholestérol et en cav-1, ou la P-gp et d’autres transporteurs rapportés pour
y étre localisés, les excluront finalement de la cellule. Cette voie métabolique d’adaptation
cellulaire et d’acquisition du phénotype MDR peut étre outrepassée chez les cellules MDR
exprimant peu de cav-1, par un ou plusieurs mécanismes inconnus (Lavie et Liscovitch,
2000; Lavie, Fiucci et Liscovitch, 2001). Cependant, la voie métabolique d’adaptation

cellulaire proposée, n’exclut pas les autres mécanismes décrits a la section 1.10.

2.7 But de la recherche

La P-glycoprotéine agit comme une pompe a efflux et expulse activement hors de la

cellule une grande variété de molécules hydrophobes, c’est a dire la majorité des
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médicaments anticancer. De par sa fonction de transport et de ses localisations anatomiques
stratégiques, la P-gp induit des échecs aux traitements chimiothérapeutiques, limite la
biodisponibilité des médicaments tout en favorisant une résistance multiple a différents types
de médicaments, la MDR. Le but de cette étude est d’évaluer les capacités inhibitrices sur les
activités de liaison et de transport des substrats de la P-gp, par différentes molécules : 1) au
niveau de produits naturels présents dans la diéte quotidienne, tel que les coumarins et 2) au
niveau de molécules endogeénes retrouvées dans le microenvironnement cavéolaire de la P-
gp. soit la cav-1. Deux objectifs découlent du but de I’étude : évaluation et identification de la
relation structure-activité la plus appropriée pour, soit renverser le phénotype MDR, soit
augmenter la biodisponibilité des agents administrés, chez six molécules naturelles de la
famille des coumarins. Par la suite, caractérisation de I’impact du niveau d’interaction entre
la cav-1 et la P-gp sur 'activité de liaison et de transport des substrats de la P-gp, ainsi que
sur le phénotype MDR. En ajout a I’hypothese d’adaptation cellulaire décrite a la section 2.5,
nous pensons, que le niveau d’interaction entre la P-gp et la cavéoline-1 peut moduler les

activités associées a la P-gp et ainsi moduler la MDR.



CHAPITRE III

MATERIEL ET METHODES

3.1 Matériel

L’anticorps monoclonal de souris C-219 provient des laboratoires /D (London, Ontario,
Canada) et reconnait deux épitopes linéaires internes, VQEALD de la portion C-terminal, et
VQAALD de la portion N-terminal chez les isoformes de la P-gp; de classe 1, II et III
d’hamster, classe [ et III chez I’humain et classe II et III chez la souris (Georges et al., 1990).
Le clone 2297 dirigé contre la cavéoline-1 est obtenu des laboratoires BD Transduction
(Lexington, KY, USA). La cyclosporine A (CSA), la diazirine-CsA (dz-CsA ou SDZ 212-
122) et I’anticorps monoclonal dirigé contre la CsA sont une gracieuseté de Novartis Pharma
Canada Inc. L’anticorps secondaire d’IgG d’anti-souris conjugué a la HRP (Horse Radish
Peroxidase) provient de chez Jackson ImmunoResearch Laboratories (West grove, PA,
USA) et le réactif chémiluminescent (ECL) de chez NEN (Boston, MA, USA). Le sérum de
veau et de veau feetal (BSC et FBS) proviennent de chez Medicorp (Montréal, Québec,
Canada). La phaloidine-rhodamine Alexa Fluor et 1’anti-souris d’IgG de chévre Alexa Fluor
proviennent de chez Molecular Probes (Eugene, OR, USA). L’antibiotique utilisé comme
agent de sélection, la généticine (G-418 sulfaté), provient de chez Gibco BRL (Paisley,
Ecosse). Les plasmides pCl-neo-MDRI et les plasmides mutés pCl-neo-F37A-MDRI et
YWAA-MDRI nous ont été gentiment fournis par les Dr Christopher F. Higgins et Kenneth
J. Linton (Imperial College de London). Le cnidiadin est une gracieuseté du Dr Chantal
Barthomeuf du Laboratoire de Pharmacognosie et Biotechnologies de [I'Université
d’ Auvergne (Cedex, France), la vérapamil, le bis-benzimide (Hoechst 33342), la vinblastine,
la colchicine, I’'umbelliferone, I'esculetin, 1’esculin, 1’angelicin, le psoralen, la Rhodamine-
123 (R123) et les autres réactifs proviennent de chez Sigma-Aldrich Canada (Oakville,

Ontario, Canada).
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3.2 Méthodes

3.2.1 Culture cellulaire

Les cellules rénales Cos-7 de singe vert d’Afrique transformées par le virus simiens
SV40 proviennent de chez American Tissue Culture Collection (ATCC; Manassas, VA,
USA). Ces cellules ont été cultivées en monocouche dans le milieu de culture DMEM-hg
(Dubelco’s Modified Eagle Medium with high glucose) de chez Gibco BRL (Paisley, Ecosse)
contenant | mM de pyruvate de sodium et 10% de sérum BSC. Les cellules rénales canines
Madin-Darby transfectées avec le géne humain MDR1 (MDCK-MDRI1) sont une gracieuseté
de Amanda Yancy (d4straZeneca Pharmaceuticals, Newark, USA). Les cellules MDCK-
MDRI1 ont été choisi comme témoins positifs de I’expression et de I'activité de transport de
la P-gp humaine, car ces demiécres expriment fortement une P-gp humaine active par rapport
aux cellules MDCK non transfectées (aucune détection en immunobuvardage de type
Western, fig. 3.1, fig.4.5, en analyse au FACS, fig. 4.7 et en immunocytochimie, fig. 4.8).
Les cellules MDCK-MDRI1 ont été cultivées en monocouche dans le milieu DMEM
supplémenté avec 10% de sérum FBS inactivé. Tel que décrit au chapitre 2, section 2.5 et 2.6,
pour poursuivre I’étude de I’effet de I'interaction physique entre la P-gp et la cavéoline-1 sur
I’expression et les activités de transport de la P-gp nous avons surexprimés chez les cellules
Cos-7, la P-gp humaine de type sauvage (MDR1) et deux P-gp humaines mutées au site de
liaison 4 la cav-1, YWAA et F37A (Jodoin et al., 2003, tableau 2.1). Les cellules Cos-7
transfectées avec le gene MDR1 et MDRI mutés ont été maintenues dans le milieu de
croissance approprié décrit dans la prochaine section. Toutes les cellules énumérées furent

maintenues a 37°C dans une atmosphére & humidité contrdlée en présence de 5% de CO,.

3.2.2 Transfert de géne et sélection

Les plasmides pCI-neo-MDR1 et MDR1 mutés ont été transfectés chez les cellules Cos-7

a l'aide de I’ensemble de transfection FuGene 6 de chez Roche Diagnostics (Montréal,
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Québec, Canada). Brievement, les cellules Cos-7 ont ét€ ensemencées a 1,0 x 10° cellules par
puits dans une plaque 2 six puits ou a 6,0 x 10° cellules par pétri de 100 mm et cultivées a
37°C a 5% de CO, pendant 24 heures ou jusqu’a une confluence cellulaire de 50%. Par la
suite, les cellules ont été transitoirement transfectées dans un milieu exempt de sérum dans
une proportion de 1 ug d’ADNc pour 3 ul du réactif FuGene 6 ou 5 ug d’ADNc pour 15 ul
de FuGene 6 pour les pétris de 100 mm et incubées durant 5 heures. Suite & I’incubation post-
transfection, le milieu de culture a ét¢ remplacé par un milieu complet et les cellules furent
incubées de nouveau durant 48 heures avant d’effectuer les différentes expérimentations; le
photomarquage a la dz-CsA, les analyses d’immunobuvardage ainsi que les essais
d’immunofluorescence. Pour la sélection clonale, les cellules Cos-7 transitoirement
transfectées MDR1 et MDR1 mutés furent sélectionnées 24 heures post-transfection dans un
milieu de culture complet contenant 1,5 mg/ml de généticine et 10 ng/ml de colchicine durant
10 jours. Les populations cellulaires résistantes ont ensuite €té propagées dans un milieu
complet contenant 1,0 mg/ml de généticine pour les essais d’activité de transport de la P-gp
ainsi que les essais de prolifération cellulaire. Certains lots cellulaires de cellules Cos-7
résistantes a la généticine ont été congelés & —80°C dans un milieu complet supplémenté de
20% de sérum BSC et 10% de diméthyl sulfoxide (DMSO) pour des expérimentations
subséquentes. Toutes les transfections cellulaires ont été faites en présence du vecteur pCI-
neo seul et/ou les cellules Cos-7 parentales en présence de FuGene 6 sans ADNc. Le taux

moyen de transfection, évalué avec la protéine fluorescente verte (GFP), est d’environ 23%.

3.2.3 Electrophorése sur gel de polyacrylamide et immunodétection

Les cellules Cos-7 transfectées ou non et les cellules MDCK-MDRI1 ont été
homogénéisées dans du tampon de lyse (1% de Triton X-100, 0,5% de NP-40, 150 mM de
NaCl, | mM d’EDTA, 10 mM de Tris pH 7,5 et 2% de N-octylglucoside) et centrifugées a 11
500 g durant 10 minutes a 4°C pour enlever les débris cellulaires, suivie d’une quantification
des protéines par la méthode du micro-BCA. Par la suite, 10 pg de protéines ont été
resuspendus dans le tampon d’électrophorése Laemmli, 1970 (62,5 mM de Tris/HCI a pH
6,8, 10% de glycérol, 2% de sodium dodécylsulfate (SDS), 5% de B-mercaptoéthanol et
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0,01% de bleu de bromophénol) et agité durant 15 minutes pour I’immunodétection de la P-
gp humaine ou chauffés durant 4 minutes a 95°C pour I'immunodétection de la cavéoline-1.
Par la suite, les échantillons furent déposés sur un gel de polyacrylamide de 7,5% pour la P-
gp et 12,5% pour la cavéoline-1. La séparation des protéines fut effectuée selon la technique
du sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) de Laemmli,
1970 sur les appareils Mini-Protean II de Bio-Rad (San Francisco, CA, USA). Suite a
I’électrophorese, les protéines ont été transférées (transfert semi-sec) sur des membranes de
PolyVinylidine DiFluoride (PVDF) de 0,45 uM de mesh a 1 mA/cm’® durant 90 minutes en
présence de tampon de transfert (96 mM de glycine, 10 mM de Tris et 10% de méthanol)
avec les appareils Milliblotr-Graphite Electroblotter I de Millipore (Mississauga, Ontario,
Canada). Les membranes de PVDF ont été incubées, par la suite, dans une solution Blotto
constituée de Tris Balance Solution (TBS) et de 5% de lait écrémé (TBS; 50 mM de Tris et
150 mM de NaCl a pH 7,0) durant | heure & température piéce ou toute la nuit a 4°C pour
bloquer les sites possibles de réaction croisée non spécifique.

L’immunodétection des protéines d’intéréts par la méthode d’immunobuvardage de type
Western a été effectuée avec I’anticorps monoclonal dirigé contre la P-gp (clone C219 a
1/500) et contre la cavéoline-1 (clone 2297 a 1/5000) dans une sclution de TBS-Tween a
0,3%, 1% d’albumine sérique bovine (BSA) et 0,02% de sodium azide, durant 2 heures avec
agitation constante. Il est & noter, que les membranes de PVDF furent redétectées de nouveau
contre une protéine du cytosquelette, la B-actine, pour s’assurer d’une présence constante et
homogene des protéines entre les différents échantillons. Par la suite, un IgG anti-souris
(1/2500) conjugué a la HRP a été utilis€ comme anticorps secondaire dans une solution de
TBS-Tween a 0,3% ou les membranes ont été incubées durant une heure a température pie¢ce
sous une agitation constante. La membrane de PVDF est par la suite mise en contact avec un
milieu d'ECL (enhanced chemiluminescence) contenant du luminol, du 4-iodophénal et de
l'eau oxygénée (H,0,). La HRP conjugé a I'IgG anti-souris fabriquera des radicaux libres a
partir de I'eau oxygénée. Ceux-ci sont trés efficacement captés puis transmis au luminol qui
est alors oxydé en un composé sous son état excité, qui émettra alors des photons lors de sa
désactivation. Les photons émis sont alors détectés par un film photographique

(autoradiographie).
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3.2.4 Photomarquage de la P-gp avec la dz-CsA (diazirine-cyclosporine A)

Apres 48 heures de post-transfection, les cellules Cos-7 transfectées transitoirement sont
récoltées dans une solution de PBS-citrate (138 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 1,47 mM de
KH,PO,, 8,1 mM de Na,HPO,#7H,0 et 15,0 mM de Na-citrate a pH 7,4). Le culot cellulaire
est resuspendu dans 10 mM de Tris-HCl a pH 7,5. Selon la méthode de Bradford, une
quantité de 100 pg de protéines a été incubée dans 10 mM de Tris-HCl a pH 7,5 durant 50
minutes a 25°C dans le noir avec 0,1% de DMSO (témoin) et/ou 50 uM de vérapamil en
présence de 100 nM de dz-CsA ou en concentration croissante de 0 a 500 nM de dz-CsA.
Pour le premier volet (effets des coumarins) une quantité de 50 ug de protéines membranaires
(isolement des membranes, Demeule ez al., 1999) a été co-incubée dans 10 mM de Tris-HCI
a pH 7,5 durant 50 minutes a 25°C dans le noir avec 0,1% de DMSO (t¢moin) et/ou 10uM de
vérapamil et/ou 100uM de coumarins en présence de 100nM de dz-CsA ou en concentration
croissante de 0 a 100 nM de dz-CsA. Par la suite, tous les échantillons furent incubés sous
une lumiére ultraviolette (UV) suivie d’une séparation protéique sur gel de polyacrylamide.

La figure 3.1 représente le principe général de la technique du photomarquage ou la dz-
CsA est réticulée de fagon covalente a son site de liaison sur la P-gp sous la lumiére UV
(Stratalinker UV 2400 de Stratagene, La Jolla, CA, USA) a 254 nm durant 13 minutes a 4°C
(Demeule, Wenger et Béliveau, 1997) ou durant 5 minutes a 4°C (premier volet, effets des
coumarins). Par la suite, du tampon d’électrophorése Laemmli a été ajouté aux échantillons et
les protéines furent séparées selon la technique SDS-PAGE sur gel de 7,5% d’acrylamide-
bisacrylamide (29,2 : 0,8) ou de 6,25% (premier volet ; effet des coumarins).

La dz-CsA liée a la P-gp a été immunodétectée selon la méthode d’immunobuvardage de
type Western avec un anticorps monoclonal (1/1000 ou 1 pg/ml) dirigé contre la CsA. Les
membranes de PVDF ont été incubées durant 2 heures a température piéce suivie par trois
lavages au TBS-Tween & 0,3% de 15 minutes chaque sous agitation. Les lavages, ’anticorps
secondaire utilisé et le réactif de révélation de I’'immunodétection sont les mémes que décrit

dans la section 3.2.3.
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Figure 3.1 : Principe général de la technique du photomarquage de la P-gp a la dz-CsA. A)
Lorsque la dz-CsA est le seul substrat présent, celle-ci sera réticulée sous la lumic¢re UV a son
site de liaison sur la P-gp et lors de I’immunodétection de la CsA, une bande intense apparait
au poids moléculaire de la P-gp (170 kDa), représentant la CsA liée a la P-gp. B) Lorsqu’elle
est utilisée en présence d’un autre substrat de la P-gp, il y a compétition pour le site de liaison
sur la P-gp et lors de I'immunodétection de la CsA il y aura absence ou diminution de la
bande CsA liée a la P-gp.

3.2.5 Immunofluorescence par FACS (cytométrie de flux)

Pour ce faire, nous avons premiérement €valué chez les t€émoins cellulaires positifs et
négatifs (MDCK et MDCK-MDRI1) la technique d’immunofluorescence la plus appropriée
entre |’'immunofluorescence directe et indirecte. La technique directe implique Iutilisation
d’un seul type d’anticorps monoclonal dirigé contre la protéine d’intérét. Cet anticorps est
conjugé & une molécule fluorescente qui une fois excitée réémet une lumicre qui sera
quantifiée par le cytometre de flux. La technique indirecte utilise aussi un anticorps

monoclonal dirigée contre la protéine d’intérét mais c’est un deuxiéme anticorps dirigé contre



47

le premier anticorps qui est conjugé a une molécule fluorescente qui excitée réémettra une
lumiére quantifiable. La technique directe permet une détection de faible 2 moyenne intensité
avec peu de réactions non spécifiques, tandis que la technique indirecte assure une détection
forte mais un risque beaucoup plus élevé de réactions non spécifiques.

Pour ce faire, un nombre de 1,0 x 10° cellules témoins ont été resuspendu dans 100 ul de
tampon de liaison (ImM d’HEPES, 140 mM de NaCl, 2,5 mM de CaCl, a pH 74,
supplémenté avec 1% de sérum de veau feetal) et incubé durant 1 heure a 4°C avec 10 pg /ml
d’anticorps monoclonaux reconnaissant un épitope extracellulaire chez la P-gp humaine. Ces
anticorps sont, soit 20 ul (10 pg/ml) du clone 17F9 de souris [gGy,, k conjugué au FITC avec
son témoin ’'immunoglobuline de souris IgGy, k conjugué au FITC, pour la technique
directe ou 5 pl (10 ug/ml) du clone murin MM4.17 IgGy, et son témoin 5 ul de tampon de
liaison, pour la technique indirecte. Une fois le temps d’incubation écoulé, trois lavages
furent effectués, suivie d’une resuspension dans 1 ml de tampon de liaison. Pour la technique
indirecte, une autre incubation de 45 minutes a 4°C avec | pl d’IgG;, de chévre anti-souris
d’Alexa-Fluor fut complétée, suivie de trois lavages supplémentaires. Par la suite, les cellules
témoins des deux techniques ont été resuspendues dans | ml de tampon de liaison et la
fluorescence associée a 10 000 cellules a été mesurée au FACSCAN cytometre de flux de BD
FACS Calibur, Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA). Les résultats obtenus furent
analysés avec le logiciel CeliQuest Pro software (Becton Dickinson).

Par la suite, le protocole utilisé pour I’immunofluorescence indirecte est le suivant :
les cellules Cos-7 transfectées transitoirement avec les plasmides pCl-neo-MDR1, MDRI1
mutés, pCl-neo-vecteur ou non transfectées et les cellules MDCK-MDRI (témoin positif) ont
été récoltées avec du PBS-citrate et 1,0 x 10° cellules ont été resuspendues dans 100 ul de
tampon de liaison. Pour déterminer I’expression a la surface cellulaire des P-gp transfectées
ou non, les cellules furent incubées durant | heure a 4°C avec 1 pul de MM4.17, un anticorps
murin monoclonal (1 :100) dirigé contre un épitope linéaire continu de la partie apicale de la
quatrieme boucle de la P-gp humaine. Par la suite, les cellules furent lavées trois fois et
resuspendues dans 1 ml de tampon de liaison, suivie d’une incubation de 45 minutes a 4°C
avec 1 pl d’IgG,, de chévre anti-souris d’Alexa-Fluor ou comme témoin dans un échantillon
cellulaire ne contenant pas I'anticorps MM4.17. Aprés trois lavages supplémentaires, les

cellules ont été resuspendues dans 1 ml de tampon de liaison et la fluorescence associée a 10
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000 cellules a été mesurée au FACSCAN. Les résultats obtenus furent analysés avec le

logociel CellQuest Pro software.

3.2.5.1 Immunocytochimie par microscopie a fluorescence

En parallele aux essais d’immunofluorescence au FACS, la technique
d’immunocytochimie a ét€ appliquée chez 3000 cellules MDCK et MDCK-MDRI1 déposées
sur des lamelles acidifiées. Ces lamelles ont été incubées durant 24 heures dans un milieu
DMEM supplémenté avec 10% de sérum FBS inactivé et maintenues & 37°C dans une
atmosphére a humidité controlée en présence de 5% de CO,. Les lamelles contenant les
cellules ont été lavées 3 fois avec du tampon PBS a 4°C pour étre ensuite fixées dans une
solution de paraformaldéhyde 2% (V/V) durant 10 minutes a 4°C, suivie de trois lavages au
tampon PBS a 4°C. Les lamelles furent par la suite incubées durant 30 minutes a température
piece avec une solution de PBS supplémentée & 0,5% de BSA (PBSA) et leur
immunoglobuline témoin respective, section 3.2.5, suivie de trois lavages au PBSA. Les
lamelles furent incubées (en noirceur) dans une solution de PBSA contenant leur anticorps
monoclonal respectif (10 pg/ml du clone 17F9 de souris [gGy,, k conjugué au FITC et 1
pg/ml du clone murin MM4.17 IgG,,) durant une heure a température piéce. Toujours en
noirceur, les lamelles furent lavées trois fois 5 minutes avec une solution de PBSA Les
lamelles du marquage directe furent par la suite, toujours en noirceur, ringées avec une
solution tampon de PBS suivie de ringage a I’eau nanopure et montage des lames pour
I’évaluation microscopique avec I’ensemble Prolong antifade de Molecular Probe, selon les
directives du fabriquant. Les lamelles du marquage indirect furent incubées (en noirceur)
dans une solution de PBSA contenant 'anticorps secondaire [gG,, de chévre anti-souris
d’Alexa-Fluor (1 :1000) durant 30 minutes a température piece, suivie de trois lavages de 5
min dans une solution de PBSA. Ces mémes lamelles ont été, par la suite, ringées avec une
solution de PBS suivie de ringage a I’eau nanopure avant d’étre montées pour I’évaluation

microscopique.
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3.2.6  Activités de transport de la P-gp par accumulation intracellulaire

3.2.6.1 Accumulation intracellulaire de bis-benzimide (Hoechst 33342)

Les cellules Cos-7 transfectées et sélectionnées ont ét¢ ensemencées a 100 000 cellules
par puits dans une plaque a six puits et incubées durant trois jours a 37°C en présence de 5%
de CO, dans un milieu complet, ¢’est a dire contenant 1,0 mg/ml de généticine. A confluence
les cellules sont lavées deux fois dans du HBSS (1,3 mM de CaCl,, 54 mM de KCl, 0,44
mM de KH;PO,, 0,5 mM de MgCl,, 0,83 mM of MgSO,, 137 mM de NaCl, 4,2 mM de
NaHCO;, 0,34 mM de Na,HPO, et 25 mM de D-glucose, pH 6,5) et incubées pour 1 heure a
37°C dans du HBSS contenant 1 gM de substrat fluorescent bis-benzimide (Hoechst 33342),
avec 0,1% d’éthanol (témoin) ou 10 uM de CsA. La fluorescence intracellulaire du substrat
Hoechst a été suivie en continu avec le spectrofluorométre SpectraMax Gemini de Molecular
Device (Sunnyvale, CA, USA) a la longueur d’onde de 355 nm d’excitation et 460 nm

d’émission.

3.2.6.2 Accumulation intracellulaire de rhodamine-123 (R-123)

Les cellules MDCK-MDRI ont été ensemencées a 150 000 cellules par puits dans une
plaque a 24 puits et incubées durant quatre jours a 37°C en présence de 5% de CO, dans un
milieu complet de DMEM supplémenté avec 10% de sérum FBS inactivé. A confluence les
cellules sont lavées deux fois dans du HBSS (1,3 mM de CaCl,, 5,4 mM de KCl, 0,44 mM de
KH,POy, 0,5 mM de MgCl,, 0,83 mM of MgSQO,, 137 mM de NaCl, 4,2 mM de NaHCOs,
0,34 mM de Na,HPO, et 25 mM de D-glucose, pH 6,5) a 37°C. Les cellules sont par la suite
préincubées pendant 30 minutes 2 37°C dans du HBSS contenant ou non 10 ou 100 uM de
coumarins : cnidiadin (Cni), I'angelicin (5), le psoralen (4), ’esculin (3), I’esculetin (2),
I’'umbelliferone (1), en présence d’un témoin a 0,1% de DMSO (V/V). Finalement, 20 uM de
R-123 fut ajouté a chaque puits et incubé durant 2 heures a 37°C. L’accumulation de R-123
est arrétée par cinq lavages consécutifs de PBS froid (150 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 1,3
mM de KH,PO,, 8,1 mM de Na,HPO, a pH 7,4), suivie d’une lyse cellulaire avec 0,1% de
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Triton X-100 & température piece. La fluorescence des lysats cellulaires a été mesurée avec le
spectrofluorometre SpectraMax Gemini de Molecular Device a la longueur d’onde de 485 nm

d’excitation et 538 nm d’émission.

3.2.7 Prolifération cellulaire

Les cellules Cos-7 transfectées, sélectionnées et non transfectées ont €t€ ensemencées a 3
000 cellules par puits dans une plaque de 96 puits et incubées durant 24 heures ou jusqu’a
70% de confluence dans un milieu complet contenant 1,0 mg/ml de généticine, |'agent de
sélection. Les cellules ont été lavées une fois avec du tampon PBS a 37°C et le milieu
DMEM-hg supplémenté avec 1% de sérum BCS fut ajouté en présence de vinblastine (10 nM
ou de 0 a 100 nM), ou de colchicine (25 nM) ou de Taxol (5 nM ou de O a2 20 nM) dans 0,2%
de DMSO (témoin). Par la suite, les cellules furent incubées a 37°C avec 5% de CO, durant
72 heures et lavées deux fois avec du tampon PBS. Un milieu complet de DMEM-hg
supplémenté avec 10% de sérum BCS et 10% de WST-1 (sel de tétrazolium réduit par les
cellules vivantes : la déhydrogénase mitochondriale, pour former un colorant soluble de type
formazan) a été ajouté dans chaque puits et incubé a 37°C a 5% de CO, durant 2 heures.
L’essai colorimétrique de la survie cellulaire fut enregistré avec 1’appareil Elisa a 540nm et
analysé avec le logiciel SoftMax Pro. Les essais de prolifération cellulaire chez les cellules
MDCK-MDRI1 pour le premier volet (effets des coumarins) sont sensiblement le méme que
celui décrit précédemment. Les cellules MDCK-MDRI1 furent ensemencées a 5 000 cellules
par puits dans une plaque de 96 puits, le lendemain, 0,6 pM de vinblastine en présence ou
non de 10 uM de cnidiadin, fut ajoutée et incubée durant 72 heures a 37°C, la suite du

protocole expérimental est le méme que décrit plus haut.

3.2.8 Analyses densitométrique et statistique

Toute les expérimentations ont été effectuées au moins trois fois dans des cellules de

culture séparée. L’analyse de l’intensité des bandes obtenues en immunodétection et en
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photomarquage ont été évaluées avec le densitométre personnel SI de Molecular Dynamics
(Sunnyvale, CA, USA) ou le logiciel de densitométrie au laser /P labGel. Les essais
d’immunofluorescence en cytométrie de flux ont été analysés avec le logiciel CellQuest Pro
software. Les essais colorimétriques en prolifération cellulaireont été analysés avec le logiciel
SoftMax Pro. Les résultats obtenus sont exprimés en tant que la moyenne =+ |’écart type et

I’analyse statistique utilisée est le #-test de Student o p< 0,05 est considéré significatif.



CHAPITRE IV

RESULTATS

4.1 et 4.2 Inhibition du photomarquage 4 la dz-CsA de la P-gp chez les cellules MDCK

Dans le premier volet, nous avons Vérifi€é si le cnidiadin pouvait interagir
compétitivement avec la P-gp. Pour ce faire, nous avons utilisé la technique du
photomarquage de la P-gp a la diazirine-CsA. Cette derniére est un dérivé photoactivable de
la CsA qui possede un groupement diazirine & la position 8 ainsi qu’une grande affinité pour
la P-gp (Demeule, Wenger et Béliveau, 1997) (voir la section 3.2.4 et la figure 3.1 pour le
principe général du photomarquage de la P-gp & la dz-CsA). Les photomarquages furent
effectués avec des aliquots de membrane cellulaire MDCK-MDRI co-incubés avec la dz-
CsA en présence de cnidiadin. La quantité de P-gp marquée a la dz-CsA fut déterminée par
immunobuvardage de type Western avec un anticorps monoclonal dirigée contre la CsA ot le
niveau de P-gp marquée fut quantifié¢ en densitométrie. Les concentrations utilisées entre 0 et
100 uM de cnidiadin inhibent de fagon concentration dépendante le photomarquage de la P-
gp par la dz-CsA (fig. 4.1). Aux concentrations de 25 uM et 100 uM de cnidiadin,
I’inhibition atteint environ 65% et 75%, respectivement (fig. 4.1). Par contre, I'inhibition du
photomarquage a 25 uM de cnidiadin (65%) est I’équivalent de I’inhibition induite par 10
pM de vérapamil (66%) (fig. 4.2). Cependant a 100 uM, tous les coumarins inhibent le
photomarquage de la P-gp par la dz-CsA. Le cnidiadin semble étre le coumarin qui
compétitionne le plus efficacement la dz-CsA pour la liaison a la P-gp (fig. 4.2). En effet, le
plus haut degré d’inhibition par les coumarins autre que le cnidiadin est de 34% pour
I’angelicin et le psoralen a 100 uM (fig. 4.2), ce qui est plus faible que I’inhibition induite par
le cnidiadin a 10 uM (45%) (fig.4.1). L’ordre de grandeur de I’inhibition du photomarquage

de la P-gp est : cnidiadin >>> angelicin = psoralen > umbelliferone, esculin et esculetin.
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4.3 Augmentation de I’accumulation intracellulaire de R-123 par le cnidiadin chez les
cellules MDCK-MDRI1

Tel que décrit & la section 4.1 et 4.2, tous les 6 coumarins étudiés ici peuvent inhiber le
photomarquage a la dz-CsA de la P-gp, mais seul le cnidiadin compétitionne efficacement la
dz-CsA pour la liaison a la P-gp. Nous avons donc poursuivi I’exploration de la capacité
potentielle des coumarins & inhiber I’activité de transport de la P-gp. Pour ce faire, nous
avons examiné si le cnidiadin et les autres coumarins testés pouvaient affecter I’accumulation
intracellulaire de la R-123, un substrat fluorescent couramment utilisé lors des investigations
expérimentales des activités de transport des inhibiteurs potentiels de la P-gp. Dans une
premiére série d’expérimentations, tous les coumarins furent analysés aux concentrations de
10 et 100 uM par rapport au témoin (DMSO a 0,1%) (fig. 4.3 a). Une augmentation
intracellulaire du colorant fluorescent (R-123), d’environ 9 fois supérieure au témoin, a été
observée chez les cellules MDCK-MDRI traitées avec 100 uM de cnidiadin, tandis
qu’aucune accumulation intracellulaire significative ne fut détectée avec les autres coumarins
a 100 uM ou par le cnidiadin a 10 uM (fig. 4.3 a). Le potentiel d’inhibition des activités de
transport de la P-gp a été par la suite mesuré en relation avec des témoins positifs : 10 uM de
CsA et 50 uM de vérapamil. Ces témoins positifs ont provoqué une accumulation
intracellulaire de R-123 d’environ 7 fois et 5 fois, respectivement, par rapport au témoin
négatif, tandis que 100 puM de cnidiadin a provoqué une accumulation intracellulaire
d’environ 9 fois (fig. 43 b). En résumé, a 10 uM, le cnidiadin n’a pas induit une
accumulation significative de la R-123, mais inhibe le photomarquage a la dz-CsA d’environ
45%. Tandis que les autres coumarins a 100 uM ont été incapables d’induire une
accumnulation de la R-123 et inhibent peu le photomarquage a la dz-CsA (< que 34%) en
comparaison avec le cnidiadin qui a 100 puM augmente de 9 fois 1’accumulation
intracellulaire de R-123 et inhibe le photomarquage a plus de 75%. Le cnidiadin semble
posséder une structure conformationnelle et chimique qui lui confere, par rapport aux autres

coumarins analysés, une affinité grandement supérieure envers la P-gp.
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4.4 Augmentation de la toxicité cellulaire de la vinblastine par le cnidiadin

Malgré que la R-123 soit un substrat de la P-gp on ne peut utiliser ce modele pour
explorer le potentiel du cnidiadin en tant qu’agent réversant. L’équipe du Dr Barthomeuf a
complété des essais d’activité de transport de la vinblastine tritiée ([3H]-VBL) chez les
cellules MDCK-MDRI! en présence de [0 uM et 100 uM des 6 coumarins étudiés
(Barthomeuf et al., 2005, appendice A). Ces résultats démontrent que le cnidiadin est le seul
des coumarins testés a exhiber un potentiel d’agent chimiosensibilisant (Barthomeuf et al.,
2005, appendice A). Dans ce contexte, des expérimentations furent effectuées pour vérifier si
des cotraitements avec le cnidiadin pourraient augmenter la cytotoxicité de la vinblastine
chez les cellules résistantes et surexprimant la P-gp humaine (MDCK-MDRI1).

Pour ces expérimentations, la vinblastine et la cnidiadin furent utilisées a une
concentration qui inhibe environ 50% de la survie cellulaire, la ICsq, soit 0,6 uM et 10 uM,
respectivement (Barthomeuf er al., 2005, apendice A). La cytotoxicité a été évaluée apres
plusieurs expositions de 72 heures, soit a la vinblastine, soit au cnidiadin ou a la combinaison
des deux composés. Le niveau de résistance des cellules MDCK-MDRI & la vinblastine est
d’environ 14. Cette valeur est évaluée en tant que la ICso de la vinblastine chez les cellules
MDCK-MDRI divisée par celle de la lignée parentale, les MDCK de type sauvage (0,04 uM)
(Barthomeuf ef al., 2005, appendice A). Lorsque les cellules MDCK-MDRI sont exposées a
0,6 puM de vinblastine, la toxicité cellulaire est de 57% et cette proportion de mort cellulaire
atteint les 93% lorsque la vinblastine est appliquée en association avec 10 uM de cnidiadin
(fig. 4.4). Par contre, le traitement avec 10 uM de cnidiadin élimine la moitié de la population
cellulaire (fig.4.4). A cause de cette cytotoxicité, il est impossible de préciser a la lumiére de
ces résultats, si I’effet bénéfique du cnidiadin est le résultat d’une cytotoxicité additive ou
d’un effet réversant ou les deux. Toutefois, 10 uM de cnidiadin augmente la toxicité

cellulaire de la vinblastine chez les cellules MDCK-MDRI1 de 163%.
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4.5 - 4.6 Expression cellulaire des P-gp transfectées transitoirement

Dans le deuxiéme volet, nous avons premi¢rement évalué le niveau d’expression des P-
gp transitoirement transfectées chez les cellules Cos-7 par immunobuvardage de type
Western avec I’anticorps monoclonal C-219 et comparer leur niveau d’expression avec les
cellules MDCK-MDRI1 stablement transfectées. L’immunodétection de la P-gp chez les
cellules Cos-7 transitoirement transfectées avec I’ADNc MDRI est effectuée 48 heures post-
transfection. La protéine MDR1 humaine dans les deux systemes cellulaires utilisés est bien
exprimée par une bande intense de 170 kDa comparée aux lignées parentales respectives,
nommée SA pour le type sauvage, c’est a dire la lignée parentale non transfectée, MDCK-SA
(fig. 4.5a). L’immunodétection des cellules Cos-7 transfectées transitoirement avec la P-gp
(MDR1) et les P-gp mutées, YWAA et F37A, montre une expression cellulaire similaire
entre les protéines MDR1 et MDR1 mutées (fig. 4.5b et ¢). Pour s’assurer qu’il y ait une
quantité¢ égale de protéines analysée entre chaque échantillon, nous avons redétecté en
immunodétection la (B-actine (fig. 4.5c¢).

Nous avons aussi analysé I’expression de la protéine MDRI1 transfectée chez les cellules
Cos-7 par photomarquage a la dz-CsA (Demeule, Wenger et Béliveau, 1997) et comparer le
marquage avec la lignée cellulaire MDCK-MDRI. De plus, la spécificité du photomarquage
a la dz-CsA a été analysée (fig. 4.6a). Par la suite, nous avons vérifié si les mutations induites
au motif de liaison a la cavéoline-1 sur la P-gp, YWAA et F37A, provoqueraient une non
reconnaissance ou une reconnaissance partielle du site de liaison du substrat a la P-gp. Pour
ce faire, le photomarquage de la P-gp a la dz-CsA a été effectué en présence d’un substrat
connu de la P-gp, la vérapamil, un inhibiteur des canaux calciques. En conséquence, le
photomarquage spécifique de la P-gp humaine par 100 nM de dz-CsA fut compétitivement
inhibé par 50 uM de vérapamil, suggérant I’expression de P-gp humaines mutées ou non sous

une forme active et reconnue par ses substrats (fig. 4.6b).
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4.7 - 4.9 Localisation a la surface cellulaire des P-gp transfectées transitoirement

Les P-gp humaines transfectées chez les cellules Cos-7 sont exprimées sous une forme
active, reconnaissance des protéines MDR1 mutées ou non par ses substrats, et 2 un niveau
cellulaire similaire. Avant de poursuivre I'étude sur la localisation cellulaire des P-gp
transfectées, nous avons effectué des essais d’ immunofluorescence directe et indirecte sur les
cellules témoins, MDCK et MDCK-MDRI. L’anticorps conjugé, clone 17F9, pour la
technique d’immunofluorescence directe et I’anticorps non conjugé, clone MM4.17, pour la
technique indirecte. Ces deux anticorps monoclonaux sont dirigés contre des épitopes
extracellulaires différents de la P-gp humaine. L’objectif de ces essais est d’évaluer la
technique offrant la meilleur détection de la P-gp exprimée au niveau des membranes avec un
minimum de réactions non spécifiques. Les résultats obtenus démontrent une détection de la
P-gp membranaire entre les cellules MDCK et MDCK-MDRI1 de 4,7 fois pour la technique
directe par rapport a 22,2 fois pour la technique indirecte (fig. 4.7 a et b). Lorsque le facteur
de concentration des anticorps (clone MM4.17 de 1,0 pg/ml et clone 17F9 de 10 pg/ml) est
tenue en considération, I’amplification du signal avec la technique indirecte est de 222 fois.
Finalement, la puissance de la technique d’immunofluorescence indirecte est d’environ 50
fois supérieure (222/4,7) a la technique directe, et ceci malgré une légére réaction non
spécifique de son IgG,a conjugué Alexa-Fluor (fig. 4.7 a, clone MM4.17). Nous avons aussi
exploré la technique d’immunocytochimie de la P-gp humaine par microscopie a
fluorescence chez les cellules témoins, MDCK et MDCK-MDRI1, avec les mémes anticorps
et concentrations utilisés pour les techniques de fluorescence au FACS (fig. 4.8). Les
résultats obtenus montrent la présence de la P-gp aux membranes (fig. 4.8), de plus, ces
essais démontrent aussi la spécificité des ces anticorps pour la P-gp humaine, car les cellules
MDCK expriment une P-gp d’origine canine par rapport aux cellules MDCK-MDR1
stablement transfectées avec la P-gp humaine (fig. 4.7 et 4.8).

Nous avons donc poursuivi I’étude en immunofluorescence indirecte analysée au FACS
dans le but de quantifier I’expression des P-gp transfectées transitoirement a la surface des
cellules Cos-7. L’anticorps utilisé¢, le MM4.17, reconnait un épitope linéaire continu sur la
partie apicale de la quatrieéme boucle de la P-gp. La figure 4.9 représente une expérimentation

indépendante de trois analyses en immunofluorescence au FACS. Les témoins négatifs, tels
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que les immunoglobulines (IgGs), les cellules Cos-7 non transfectées et transfectées avec le
vecteur seul et couplés au fluorochrome Alexa-Fluor, sont représentés a la gauche du
graphique (fig. 4.9 a) en comparaison avec les trois pics obtenus chez les cellules Cos-7
transfectées avec la P-gp humaine mutée ou non a son motif de liaison a la cavéoline-1
(MDR1, YWAA et F37A). Les fluorescences relatives enregistrées sont augmentées en
moyenne plus de 70 fois par rapport aux cellules Cos-7 non transfectées ou transfectées avec
le vecteur seul et le niveau d’expression a la surface cellulaire des P-gp transfectées entre les
aliquots MDR1, YWAA et F37A est similaire (fig. 4.9 b). Les résultats obtenus montrent que
les P-gp humaines mutées ou non et transfectées transitoirement chez les cellules Cos-7 son

exprimées et localisées a la surface cellulaire a des niveaux similaires.

4.10 Activité de liaison supérieure chez les P-gp mutées et transfectées transitoirement

Nous avons, par la suite, évalué¢ Iactivité¢ de liaison du substrat des P-gp transfectées
chez les cellules Cos-7 par photomarquage & la dz-CsA. Nous avons premiérement réticulé la
dz-CsA a la P-gp sous la lumiére UV, jusqu'a saturation (0 a 500 nM) suivie d’une
immunodétection de la P-gp marquée a la CsA (fig. 4.10 a). Lors du traitement en
densitométrie des bandes obtenues, le graphique de liaison maximale de la dz-CsA a la P-gp,
montre un marquage plus intense entre les mutants de la P-gp, YWAA et F37A, en
comparaison a la P-gp non mutée, MDRI1 (fig. 4.10 b). En effet, les courbes obtenues et
analysées avec le logiciel SoftMax Pro, montrent des maximums de liaison (B max) de 0,81
pour YWAA et 0,86 pour F37A en comparaison avec 0,71 pour MDRI1. Ces résultats
suggérent une activité significative de liaison de substrat plus active pour les P-gp mutées au
motif de liaison a la cavéoline-1 sur la P-gp. En conséquence, une moindre interaction entre
la P-gp et la cavéoline-1, due aux mutations au niveau du motif de liaison a la cavéoline-1,

augmente significativement I’activité de liaison de la dz-CsA a la P-gp.
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4.11-4.12 Sélection clonale, optimisation et expression de la P-gp chez les sélectants

Les mutations au motif de liaison de la cavéoline-1 sur la P-gp influent & la hausse
I'activit€ de liaison du substrat. Nous avons donc poursuivi I’étude sur les impacts
fonctionnels de cette diminution d’interaction entre la cavéoline-1 et la P-gp sur les activités
de transport de la P-gp. Pour ce faire, nous avons transfecté les cellules Cos-7 avec les
plasmides pCl-neo-MDR1, pCl-neo-YWAA, pCI-neo-F37A. Les témoins sont le plasmide
pCl-neo-vecteur ainsi que des cellules Cos-7 non transfectées et exposées ou non aux mémes
conditions de culture suite a la sélection clonale. Les transfectants furent cultivés et
sélectionnés dans un milieu de culture contenant 5,0 mg/ml de I’antibiotique de sélection, la
généticine (G418, inhibiteur de la synthése protéique), durant 10 jours pour étre ensuite
propagés dans les mémes conditions. Les sélectants cellulaires obtenus ont été analysé en
immunodétection de type Western envers la P-gp et du premier passage cellulaire au 8°,
'expression de la P-gp est perdue (fig. 4.11 a).

En effet, suite & quelques recherches, nous avons découvert que I’ADN de la protéine
MDRI possede un site cryptique interne de clivage dans le contexte des vecteurs rétroviraux
(Kane et al., 2001). De plus, la généticine n’offre pas un niveau élevé de sélection rigoureuse
du systtme MDRI, qui lui nécessite généralement une haute expression de P-gp pour
survivre a certaine expositions, telles que la colchicine ou le Taxol (Kane et al., 2001). En
conséquence, dans le temps il y aura de moins en moins de P-gp fonctionnelle exprimée par
les sélectants (fig. 4.11 a). En effet, I’équipe du Dr Kane, a démontré que les sélectants a la
colchicine démontrent de haut niveau d’ARNm mono et bicistronique pleine longueur versus
les sélectants a la G-418, 50% d’ ARNm tronqué, donc de P-gp non fonctionnelle (Kane et al.,
2001). Toutefois, cette équipe a aussi démontré que le faible niveau d’expression de la P-gp
chez des sélectants a la G-418 est la réfexion du niveau d’ARNm et non du splicing pour
éliminer la séquence codante MDR1. Donc, des sélectants & la colchicine dérivent du méme
clone de départ (reproductibilité), tandis que des sélectants & la G-418 vont dériver de
différents clones de départ, induisant des variances dans la reproductibilté di a des taux
variants d’ARNm pleine longueur (Kane et al., 2001). De plus, lorsque [’on expose des
cellules a la colchicine ou au Taxol, entre autres, I’expression de la P-gp est en fonction de la

résistance qu’auront ces cellules envers ces composés. Contrairement a ce qui a été démontré,
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il n’y a aucune relation entre I’expression de la protéine néomycine phosphotransférase et la
résistance 4 la G-418 (Kane er al., 2001). En d’autres mots, la G-418 n’amplifie pas
I’expression génique MDRI1 en fonction de ’augmentation de la concentration de I’agent de
sélection comme c’est le cas pour la colchicine, et plus elle est concentrée, plus elle induit
des taux variants d’ARNm pleine longueur. Dans ces contextes, nous avons déterminé
expérimentalement un ratio adéquat de G-418/colchicine pour induire dans notre syst¢éme
cellulaire 1) une bonne amplification du géne MDRI en ARNm pleine longueur et
fonctionnel (apporté par l'astringence de la colchicine sur le systtme MDRI), 2) une
minimisation d’ARNm tronqués pour diminuer les variances entre les clones (faible
concentration de G-418) et 3) favoriser la stabilité du vecteur transfecté dans le temps.

Plusieurs essais d’optimisation de la sélection clonale ont été élaborés, celle qui nous a
donné de bons résultats fut d’effectuer la sélection avec 3,3 fois moins de G-418 en présence
de 10 ng/ml de colchicine durant 10 jours suivie d’une propagation et maintien dans un
milieu de culture ne contenant que 1,0 mg/ml de G-418. 1l est important d’éviter la
confluence cellulaire, un contact étroit entre les cellules semble induire une résistance a une
sélection adéquate de clones reproductibles. Dans ce contexte de sélection et de maintien,
I'expression de la protéine MDR1 a été augmenté entre trois fois a six fois avec 2 fois moins
de protéines (20 pg a 10 pg de protéines par puits) et apres quelques passages, |’expression
est maintenue (fig. 4.11 b). La figure 4.11 ¢ représente I’expression cellulaire de la P-gp chez
les sélectants ou cette expression est comparée au contrdle négatif, le vecteur seul, et au
contrdle positif, les cellules MDCK-MDRI. Il est a noter, qu’a la figure 4.11 ¢, I’expression
de la P-gp diminue, car une fois les cellules transfectées et sélectionnées, le systeme
cellulaire devient instable a4 plus de 8 a 10 passages cellulaires. Les résultats montrent une
grande expression des P-gp transfectées par rapport aux controle négatif et ceci a un niveau
similaire entre les cellules Cos-7-MDR1, YWAA et F37A, de plus la B-actine a été aussi
détectée pour s’assurer qu’il y ait une quantité égale de protéines analysée entre chaque
échantillon.

Une fois les sélectants obtenus avec des niveaux d’expression acceptables et similaires
entre les P-gp transfectées, ces derniers furent préparés pour l’analyse des activités de
transport de la P-gp par accumulation intracellulaire de Hoechst et de prolifération cellulaire

ou a chaque expérimentation, des aliquots cellulaires furent conservés et analysés en
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immunodétection. La figure 4.12 a et b présente des immunodétections de type Western des
sélectants Cos-7 ou le niveau d’expression de la P-gp est similaire entre les échantillons
MDRI1, YWAA et F37A et grandement supérieure, soit aux cellules Cos-7 transfectées avec
le vecteur seul, soit aux cellules Cos-7 parentales. La figure 4.12 ¢ résume les différents
résultats du ratio MDR/B-actine des immunodétections entreprises avec I’anticorps
monoclonal C-219 dirigé contre la P-gp, soit en moyenne : Cos-7 parental 0,51; Cos-7
vecteur 0,60; Cos-7 MDR1 1,18; Cos-7 YWAA 1,16 et Cos-7 F37A 1,29. 1l est & noter que le
niveau d’expression de la cavéoline-1 chez les sélectants (fig. 4.12 a) en comparaison au
niveau d’expression de la cavéoline-1 chez les cellules cos-7 transfectées transitoirement
(non présenté dans les résultats) semble étre & la hausse (environ 3 fois supérieur), mais lors
des différentes analyses densitométriques des bandes obtenues entre les sélectants et les
transitoires, cette hausse d’expression de la cavéoline-l est plutdt une tendance (non

significative, d’autres analyses en immunodétection seraient nécessaires).

4.13 Diminution de I’accumulation intracellulaire chez les mutants de la P-gp

Pour €lucider si la réduction de I'interaction physique entre la P-gp et la cavéoline-1 due
aux mutations présentes au niveau du motif de liaison a la cavéoline-1 sur la P-gp affecte les
fonctions de la P-gp, nous avons analysé son activité de transport par accumulation
intracellulaire de Hoechst, un substrat fluorescent de la P-gp. La figure 4.13 a montre une
diminution de ’accumulation intracellulaire du substrat Hoescht d’environ deux fois (45%)
avec les P-gp mutantes au motif de liaison de la cavéoline-1 en comparaison avec la P-gp de
type sauvage (MDRI1). Ces résultats confirment une activité de transport accrue de la P-gp
pour expulser le réactif fluorescent hors de la cellule chez les mutants de la P-gp. De plus,
cette activité de transport est inhibée par 10 uM de CsA, un agent immunosuppressif substrat
de la P-gp (fig. 4.13 a). Il est & noter que I’inhibition de I'activité de transport de la P-gp par
la CsA est supérieure chez le mutant F37A par rapport au mutant YWAA. En effet, le ratio
d’inhibition sur ’accumulation intracellulaire (fig. 4.13 b) montre un état de sensibilité
envers la CsA un peu plus prononcé chez le mutant F37A de 3,05 fois par rapport a 2,54 fois

pour le mutant YWAA. Toutefois, cette sensibilit¢ cellulaire a la CsA est & la hausse
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significativement entre les mutants YWAA et F37A par rapport a I’état cellulaire de la P-gp
de type sauvage, MDRI1; 1,76 par rapport a 2,54 et 3,05. C’est a dire une sensibilité chez le
sélectant YWAA d’environ 1,44 fois supérieure au sélectant MDRI et 1,73 fois pour le
sélectant F37A, indiquant une possible résistance supérieure aux médicaments chez les

mutants de la P-gp au motif de liaison de la cavéoline-1.

4.14 Survie cellulaire accrue a la colchicine chez les mutants de la P-gp

Pour confirmer d’avantage 1’impact fonctionnel de la moindre interaction entre la P-gp et
la cavéoline-1, la résistance ou la sensibilité aux médicaments de ces systémes cellulaires
exprimant la P-gp mutée ou non a été évalué par la méthode de prolifération cellulaire en
présence de colchicine. La survie cellulaire en présence de 25 nM de colchicine montre une
résistance supérieure envers ce perturbateur du cytosquelette d’environ 25% par rapport au
systéme cellulaire exprimant la P-gp non mutée a son motif de liaison a la cavéoline-1 (fig.
4.14 a). L’observation cellulaire microscopique de cette résistance est présentée a la figure
4.14 b. Curieusement, la colchicine utilisée dans cet essai semble avoir le méme effet sur les
deux mutants, tout comme le réactif Hoechst, ce qui n’est pas le cas de la CsA qui semble

avoir un effet plus prononcé sur le mutant F37A (sensibilité a la CsA un peu plus élevée).

4.15 Survie cellulaire accrue a la vinblastine et au Taxol chez les mutants de la P-gp

Nous avons poursuivi I’étude de I’impact fonctionnel sur les activités de transport de la
P-gp avec deux autres agents chimiothérapeutiques connus, la vinblastine et le Taxol. La
figure 4.15 a présente une augmentation de la survie cellulaire en présence de 10 nM de
vinblastine chez les mutants de la P-gp d’environ 20% chez YWAA et 30% chez F37A par
rapport a la P-gp de type sauvage, MDR1. Tandis que la survie cellulaire en présence de 5
nM de taxol chez les mutants (YWAA et F37A) de la P-gp est augmentée de 20%, toujours
en relation avec la P-gp humaine de type sauvage (MDR1). Les mutations au motif de liaison

de la cavéoline-1 sur la P-gp favorisent une plus grande activité de liaison au substrat et une
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plus grande activité de transport de la P-gp. Par contre, ces activités sont plus élevées avec le
simple mutant F37A que le double mutant YWAA envers les composés, CsA et vinblastine
(sensibilité de 3,05 versus 2,54 a la CsA et survie cellulaire a la vinblastine de 30% versus
20%). Contrairement a une activit€ de transport similaire entre les deux mutants pour le
substrat Hoechst (augmentation de I’efflux de 45%), la colchicine et le Taxol (augmentation

de la survie cellulaire de 20%).

4.16 Augmentation de la résistance multiple chez les mutants de la P-gp

Par la suite, des courbes de survie ont été obtenues lors d’expérimentations en
prolifération cellulaire en présence de vinblastine de 0 a 100 nM et de Taxol de 0 & 20 nM ou
les ICso en fonction des types cellulaires utilisés ont ét€ compilées (tableau 4.16.1). Il est a
noter que les concentrations inhibitrices envers 50% de la population cellulaire, les ICs,, ont
été analysé avec le logiciel Soft Max Pro et le niveau de résistance a été calculé comme étant
la ICs des cellules résistantes, YWAA et F37A, divisée par la ICso de la lignée cellulaire de
type sauvage, MDRI. En conséquence, les analyses en survie cellulaire montrent un niveau
de résistance de 1,7 et 2,2 fois supérieur pour la vinblastine et 2,8 et 2,4 fois supérieur pour le
Taxol chez les cellules exprimant les P-gp mutées (YWAA et F37A, respectivement) par
rapport a la P-gp non mutée (MDR1) (tableau 4.16.1). La MDR a doublée, en moyenne, chez
les mutants de la P-gp envers ces deux agents chimiothérapeutiques. Ces résultats confirment
qu’une diminution de !’interaction entre la P-gp et la cavéoline-1 favorise les activités de
transport et de liaison au substrat de la P-gp ainsi que la MDR. L’ensemble de nos résultats
démontre que le niveau d’interaction entre la P-gp et la cavéoline-1 est important dans la

régulation des activités associées a la P-gp mais n’influe pas sur I’expression de la P-gp.
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Figure 4.1 : Inhibition du photomarquage a la dz-CsA de la P-gp par le cnidiadin chez les
cellules MDCK-MDRI. a) Le photomarquage de la P-gp avec la dz-CsA (100 nM) a été
effectué en présence de concentration croissante de cnidiadin. La quantité de P-gp marquée
la dz-CsA fut déterminée par immunobuvardage de type Western avec un anticorps
monoclonal dirigée contre la CsA. Le témoin, DMSO a 0,1%, représente le 100% du
photomarquage. b) Les bandes correspondantes furent analysées par densitométrie au laser et
les résultats présentés sont la moyenne + SD, n=3.
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Figure 4.2 : Inhibition du photomarquage & la dz-CsA de la P-gp par les coumarins chez les
cellules MDCK-MDRI. Le photomarquage de la P-gp par la dz-CsA (100 nM) a été effectué
en présence de 10 uM de vérapamil et 100 uM des différents coumarins; 1) umbelliferone, 2)
esculetin, 3) esculin, 4) psoralen, 5) angelicin, 6) cnidiadin. La quantité¢ de P-gp marquée a la
dz-CsA fut déterminée par immunobuvardage de type Western avec un anticorps monoclonal
dirigée contre la CsA. Le témoin, DMSO a 0,1%, représente le 100% du photomarquage. Les
bandes correspondantes furent analysées par densitométrie au laser et les résultats présentés
sont la moyenne + SD, n=3.
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Figure 4.3: Effet des coumarins sur I’accumulation intracellulaire de R-123.
a) L’accumulation intracellulaire de R-123 fut mesurée sur une période de 2 heures chez les
cellules MDCK-MDRI1 en présence de 10 et 100 uM de coumarins : 1) umbelliferone, 2)
esculetin, 3) esculin, 4) psoralen, 5) angelicin, cni) cnidiadin. b) L’accumulation
intracellulaire provoquée par le cnidiadin a 100 uM et 10 uM est comparée avec celle
provoquée par 10 uM de CsA et 50 uM de vérapamil. Les résultats sont présentés sous forme
de pourcentage en relation avec le témoin et représentent la moyenne + SD, n=3.
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Figure 4.4 : Effet d’un cotraitement avec le cnidiadin et la vinblastine sur les cellules MDCK-
MDRI. La survie des cellules MDCK-MDRI1, exposées a 0,6 M de vinblastine (Vbl), 10
¢M de cnidiadin ou la combinaison des deux, fut évaluée apreés 72 heures d’incubation, a
I'aide de I’essai colorimétrique WST-1. Le témoin DMSO a 0,1%, représente le 100% de
survie cellulaire. Les résultats présentés sont la moyenne du pourcentage de survie + SD en
relation avec le témoin de trois expérimentations indépendantes, n = 3.
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Figure 4.5 : Expression cellulaire des P-gp transfectées transitoirement. Immunodétections de
type Western blot de 10 pg d’homogénat protéique de cellules Cos-7 transfectées ou non
transitoirement a 48 heures post-tranfection, a et b, et 72 heures post-transfection, c. Les
résultats électrophorétiques des P-gp transfectées (Cos-7/MDR1, Cos-7/YWAA et Cos-
7/F37A) sont comparés aux témoins cellulaires n’exprimant pas la P-gp humaine, soit le type
sauvage, MDCK/SA, Cos-7/SA et Cos-7/vecteur ainsi qu’au témoin cellulaire exprimant
stablement la P-gp humaine, MDCK/MDRI (n = 3).
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Figure 4.6 : Photomarquage a la dz-CsA des P-gp humaines transfectées transitoirement.
Le photomarquage de la P-gp a la dz-CsA (100 nM) fut effectué avec 100 pg d’homogénat
protéique a 48 heures post-transfection. a) Photomarquages chez les cellules Cos-7
transfectées transitoirement avec la P-gp humaine non mutée au motif de liaison a la
cavéoline-1 (Cos-7/MDR1) en comparaison avec les cellules Cos-7 de type sauvage (Cos-
7/SA) et MDCK/MDRI en présence ou non de 100 nM de dz-CsA et de lumiere UV. b)
Inhibition du photomarquage en présence de 50 uM de vérapamil chez les cellules Cos-7
transfectées transitoirement avec les P-gp humaines mutées ou non, Cos-7/YWAA, Cos-
7/F37A et Cos-7/MDRI, respectivement. La P-gp marquée a la dz-CsA fut déterminée par
immunobuvardage de type Western avec un anticorps monoclonal dirigée contre la CsA. Les
résultats présentés proviennent d’une expérimentation indépendante de trois analyses, n=3.
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Figure 4.7 : Immunofluorescence directe et indirecte en cytométrie de flux. a) 10° cellules
MDCK et MDCK-MDRI1 ont été marquées avec des anticorps monoclonaux dirigés contre
un épitope extracellulaire de la P-gp humaine, clone 17F9 (10 pg/ml) conjugué au FITC et le
clone MM4.17 (1 pg/ml) non conjugué. b) La fluorescence enregistrée a la surface des
cellules est présentée en unité geomean en fonction de la technique directe ou indirecte
utilisée. La fluorescence associée a 10 000 cellules a été mesurée au FACSCAN et analysée
avec le logiciel CellQuest. Les résultats présentés en a) proviennent d’une expérimentation
indépendante de trois analyses, n=3. Les résultats présentés en b) sont la moyenne * SD, n=3.
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Figure 4.8: Immunocytochimie de la P-gp humaine par microscopie a fluorescence.
L’immunocytochimie fut effectuée avec 3 000 cellules MDCK et MDCK-MDRI1
préalablement déposées et incubées durant 24 heures sur des lamelles acidifiées avant d’étre
fixées dans une solution de paraformaldéhyde a 4% (V/V) durant 10 min. a)
Immunocytochimie directe de la P-gp humaine avec le clone 17F9 a 10ug/ml et b)
immunocytochimie indirecte de la P-gp humaine avec le clone MM4.17 a lug/ml. Les
résultats présentés proviennent d’une expérimentation indépendante de deux analyses, n=2.
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Figure 4.9 : Expression a la surface cellulaire des P-gp humaines transfectées transitoirement.
L’immunofluorescence indirecte en cytométrie de flux a été effectuée avec 10° cellules
marquées avec le clone MM4.17 (1 ug/ml). La fluorescence associée a 10 000 cellules a été
mesurée au FACSCAN et analysées avec le logiciel CellQuest, tel que décrit dans la section
Matériel et Méthodes. a) Expression des P-gp humaines a la surface des cellules Cos-7
transfectées MDR1, YWAA et F37A en comparaison aux cellules Cos-7 non transfectées
(NT), vecteur seul (Vect) et le témoin positif (MDCK-MDRT1). b) Fluorescence relative a la
surface des cellules analysées en a, ou les résultats sont exprimés en pourcentage de la
fluorescence relative en relation avec les cellules Cos-7 transfectées MDR1 (100%). Les
résultats présentés en a) proviennent d’une expérimentation indépendante de trois analyses,
n=3. Les résultats présentés en b) sont la moyenne + SD de n=3.
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Figure 4.10 : Effet des mutations de la protéine MDRI1 sur son activité de liaison au substrat
dz-CsA. a) Photomarquage a concentration croissante de dz-CsA chez les cellules Cos-7
transfectées transitoirement MDR1, YWAA et F37A (100 pg d’homogénat). La quantité de
P-gp marquée a la dz-CsA a été déterminée par Western blot avec un anticorps monoclonal
dirigé contre la CsA. b) Analyse graphique de la densité relative du photomarquage a
concentration croissante de dz-CsA. Les bandes correspondantes furent analysées par
densitométrie au laser et les résultats présentés sont la moyenne £ SD de n=3 (*p< 0,05).



73

Sélection et maintien
a 5,0 mg/ml G418

a)
MD MDRI F37A YWAA
1" passage | R SN SRS SR | 00.c/puits
8™ passage " e 20ug/puits
b)
Sélection a 1,5 mg/ml G-418
+ 10 ng/ml de colchicine
MD MDRI1 F37A YWAA
1¥ passage .”.d 10pg/puits
8*™ passage) '- e - 10pg/puits
Maintien a
1,0 mg/ml G-418
c) Cos-7
Vecteur MD MDR1 YWAA F37AA
1QRme © W e s s (Do) (170 kDa)
passage ]
e G  EEEE R W) J-actine

Figure 4.11: Sélection clonale des P-gp humaines transfectées chez les cellules Cos-7.
La sélection clonale est effectuée a 24 heures post-transfection durant une période de 10
jours, tel que décrit dans la section Matériel et Méthodes. Des immunodétections envers la P-
gp de type Western blot ont été effectuées avec I’anticorps monoclonal C219 au premier et
8"™ passage cellulaire en comparaison avec le témoin cellulaire positif, MDCK-MDRI
(MD). a) Sélection clonale et propagation cellulaire en présence de 5 mg/ml de généticine (G-
418) ou 20 pg d’homogénat protéique ont été immunodétectés envers la P-gp. b)
Optimisation de la sélection clonale en présence de 1,5 mg/ml de G-418 et 10 ng/ml de
colchicine ou 10 pg d’homogénat protéique ont été immunodétectés. Les sélectants obtenus
ont été maintenu a 1,0 mg/ml de G-418. c¢) Immunodétection de 10 pg d’homogénat
protéique du 10° passage cellulaire de I’optimisation clonale des sélectants Cos-7 : vecteur,
MDRI1, YWAA et F37A, comparé au témoin positif (MD).
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Figure 4.12 : Expression cellulaire des P-gp transfectées chez les sélectants Cos-7. a et b)
Immunobuvardages de type Western de 10 pg d’homogénat protéique des sélectants Cos-7,
non transfectés (Cos-7), vecteur seul, P-gp humaine non mutée (MDR1) et P-gp humaines
mutées au motif de liaison de la cav-l1 (YWAA et F37A). Les aliquots ont €été
immunodétectés envers la P-gp (clone C-219), envers la cavéoline-1 (clone 2297) et envers la
3-actine (n 2 3). b) Compilation des immunobuvardages sous forme de ratio protéique
MDR /B-actine. L’analyse électrophorétique du ratio d’expression protéique MDR/[-actine a
été effectué avec le logiciel de densitométrie au laser IP labGel (n = 3).
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Figure 4.13 : Effet des mutations de la P-gp sur I'accumulation intracellulaire de Hoechst.
a) L’accumulation intracellulaire du substrat Hoechst (1 uM) fut mesurée sur une période
d’une heure chez les sélectants Cos-7 : MDR1, YWAA et F37A, en présence ou non de 10
uM de CsA. b) Ratio de I'inhibition de I’accumulation intracellulaire sur I’accumulation
intracellulaire du substrat Hoechst chez les sélectants Cos-7 : MDR1, YWAA et F37A. Les
résultats présentés sont la moyenne des unités relatives de fluorescence obtenues =+ SD en
relation avec le témoin (100% accumulation a 0,1% d’éthanol, non présenté dans les
résultats) de trois expérimentations indépendantes (YWAA et F37A comparés 8 MDR1, *p<
0,05, ** p< 0,001, ***p< 0,0001).
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Figure 4.14 : Effet des mutations de la P-gp sur la survie cellulaire en présence de 25 nM de
colchicine. a) La survie cellulaire des cellules Cos-7 et des sélectants MDR1, YWAA et
F37A exposés a 25 nM de colchicine durant 72 heures a été mesurée a I’aide de I’essai
colorimétrique WST-1. Cos-7 représente les cellules Cos-7 transfectées avec le vecteur seul
et/ou exposées au réactif de transfection et exposées aux mémes conditions de culture que les
sélectants, tel que décrit dans la section Matériel et Méthodes. Les résultats présentés sont la
moyenne du pourcentage de survie = SD en relation avec le témoin (0,2% de DMSO, 100%
de survie cellulaire) de trois expérimentations indépendantes ou chaque concentration a été
évaluée minimalement en quinplicata (MDR1/YWAA*** et MDR1/F37A*** p < 0,0001). b)
Observation cellulaire en présence ou non de 25 nM de colchicine.
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Figure 4.15 : Effet des mutations de la P-gp sur la survie cellulaire en présence d’agents
chimiothérapeutiques. La survie cellulaire des cellules Cos-7 et des sélectants MDR1,
YWAA et F37A exposés a a) 10 nM de vinblastine ou b) 5 nM de Taxol, durant 72 heures a
été mesuré a I'aide de I'essai colorimétrique WST-1. Cos-7 représente les cellules Cos-7
transfectées avec le vecteur seul et/ou exposées au réactif de transfection et exposées aux
mémes conditions de culture que les sélectants, tel que décrit dans la section Matériel et
Meéthodes. Les essais a la vinblastine ont été évalué¢ minimalement en quinplicata et les
résultats présentés sont la moyenne du pourcentage de survie £ SD en relation avec le témoin
(0,2% DMSO, 100% de survie cellulaire) de cinq expérimentations indépendantes (***p<
0,0001,** p< 0,001). L’essai au taxol a ét¢ évalué en quinplicata et les résultats sont la
moyenne du pourcentage de survie + I’écart a la moyenne en relation avec le témoin (0,2%
DMSO, 100% de survie cellulaire) de n= 1.



Tableau 4.16.1: Compilation des ICs,

Vinblastine ICsq Taxol ICs
(M) (nM)
COS-7° 0,5 +0,30° 0,4 +0,02°
MDRI1 6,5+0,25%  32+037°
YWAA 11,0 £0,51%*  89+0,72°
F37A 14,542,770  7,8+0,61°

¥ lignée parentale, * + SD (* p< 0,05, ** p< 0,001)

® + écart 2 la moyenne
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CHAPITRE V

DISCUSSION

Beaucoup d’intéréts et d’efforts sont déployés pour connaitre les mécanismes de
régulation de la P-gp, oi du moins, identifier des molécules qui ont les propriétés a moduler
les activités de liaison et de transport de ses substrats. Car, de par sa fonction de transport et
de ses localisations anatomiques stratégiques, la P-gp induit des échecs aux traitements
chimiothérapeutiques, elle limite la biodisponibilité des médicaments tout en favorisant une
résistance multiple a différents types de médicaments, la MDR. Les capacités d’inhibition des
activités de liaison et de transport de la P-gp par des molécules naturelles et des molécules
endogenes retrouvées dans le microenvironnement de la P-gp seront discutées en deux
volets : 1) Le cnidiadin un agent chimiosensibilisant potentiel de la P-gp et 2) Modulation des

activités associées a la P-gp par son niveau d’interaction avec la cavéoline-1.

5.1 Le cnidiadin un agent chimiosensibilisant potentiel de la P-gp

Les agents chimiosensibilisants peuvent inhiber I’expression, les activités de transport et
de liaison des substrats de la P-gp et changer I'état des cellules résistantes en cellules
sensibles permettant aux médicaments de pénétrer la cellule, et ainsi atteindre leur (s) objectif
(s) thérapeutique (s) (Romiti ef al., 1998; Jodoin, Demeule et Béliveau, 2002; Castro et
Altenberg, 1997; Di pietro ef al., 2002; Wang ef al., 2001; Ohnishi ef al., 2000). Il a été
rapporté que le cnidiadin inhibe la prolifération des cellules bronchiales de carcinome
pulmonaire en bloquant le cycle cellulaire a la phase G1 (Kofinas et af., 1998). Récemment,
nous avons montré, en collaboration avec le Dr Barthomeuf, que le cnidiadin, un
furanocoumarin présent dans certaines médications traditionnelles chinoises et utilisé en
Grece en tant qu’épice nommée, la Kafkalithra, de la plante Tordylium apulum de la famille
des Apiaceae, module les activités de la P-gp (Barthomeuf es al., 2005, Appendice A). Dans
cette étude, nous avons utilisé les cellules MDCK-MDRI1 en tant que modele cellulaire

surexprimant la P-gp humaine et le cnidiadin fut analysé pour ces capacités 1) a induire
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’accumulation de rhodamine-123 (cation lipophilique) et de vinblastine tritiée et 2) a
compétitionner avec la dz-CsA sa liaison a la P-gp. De plus, l'utilisation de différents
coumarins a permis d’obtenir des informations sur la relation structure-activité la plus

appropriée, dans les coumarins analysés, a moduler les activités de liaison de la P-gp.

5.1.1 Inhibition du photomarquage a la dz-CsA de la P-gp par le cnidiadin

Les six coumarins analysés (figure 5.1) ont inhibé compétitivement le photomarquage de
la P-gp a la dz-CsA, un analogue photoactivable de la CsA (Demeule, Wenger et Béliveau,
1997). En effet, I’ordre de grandeur de I'inhibition du photomarquage est supérieur chez les
coumarins complexes, les furanocoumarins, en comparaison avec les coumarins simples :
plus de 75% pour le cnidiadin, 34% pour |’angelicin et le psoralen, 24%, 20% et 15% pour

I'umbelliferone, I’esculin et I’esculetin, respectivement.

a) b)
X, L
HO 0 e} o e} o
Umbelliferone Psoralen

Cnidiadin
OH

Esculin

OH

Figure 5.1 : Structure chimique de six composés naturels de la famille des coumarins :
a) Coumarins simples; 7-hydroxycoumarin (umbelliferone), 6,7-dihydroxycoumarin
(esculetin), 6-B-D-glucoside/esculetin (esculin). b) Furanocoumarins; 6,7-furano-1,2-
benzopyrone (psoralen), 7,8-furano-1,2-benzopyrone  (angélicin) et 2’S3’R-
2’hydroxyisopropyl-3’hydroxyisopropyl-dihydroangélicin (cnidiadin).
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La prénylation nucléaire du noyau 1,2-benzopyrone des coumarins favorise donc la
liaison a la P-gp. Cependant, seul le cnidiadin a induit une inhibition prononcée du
photomarquage a la dz-CsA de la P-gp et cette inhibition s’est avérée supérieure a I’inhibition
induite par la vérapamil (63%), un substrat bien connu de la P-gp. Ces résultats indiquent que
le noyau supplémentaire des furanocoumarins ne confére pas d’avantage supérieur a
compétitionner la dz-CsA pour la liaison a la P-gp. Cette capacité de liaison du cnidiadin a la
P-gp semble plutdt associée aux deux chaines isopropylées liées au noyau dihydroangelicin
plutdt qu’au noyau lui-méme. Le bergamottin, par exemple, est un furanocoumarin provenant
du jus de pamplemousse qui affecte les fonctions de transport de la P-gp (Wang et al., 2001,
Edwards ef al., 1999; Ohnishi ef a/., 2000). Ce furanocoumarin posséde une chaine linéaire
hautement lipidique en comparaison avec son analogue qui affecte peu le transport de la P-
gp, le 6, 7-dihydroxybergamottin, tout comme le cnidiadin avec ses deux chaines
isopropylées en comparaison avec son analogue, I’angelicin (fig. 5.2).

La structure de base du cnidiadin, le 2'S,3’R-2’hydroxyisopropyl-3”hydroxyisopropyl-
dihydroangélicin, semble conférer a cette molécule trois propriétés intéressantes : 1) une
conformation adéquate pour s’insérer dans la membrane plamique, 2) une plasticité
conformationnelle pour accéder aux sites de liaison sur la P-gp et 3) une structure chimique

exhibant une affinité suffisante envers la P-gp.

OH
4 oS Y \
0 0 0 0 0 0
6’,7’-Dihydroxybergamottin Bergamottin

~
0 O O 0
Angelicin Cnidiadin

OH OH

Figure 5.2 : Présentation de 4 furanocoumarins. Structures chimiques de I’angelicin et son
analogue, le cnidiadin et du 6’,7’-dihydroxybergamottin et de son analogue, le bergamottin.
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5.1.2 Augmentation de I’accumulation intracellulaire de R-123 par le cnidiadin

Des essais préliminaires, en présence de CsA et de vérapamil, ont démontré que seul le
cnidiadin, chez les six coumarins testés, inhibe significativement I’extrusion cellulaire de la
R-123, un substrat de la P-gp (Barthomeuf et al., 2005, Appendice A). A une concentration
de 100 uM, le cnidiadin a provoqué une accumulation plus efficace de R-123 en comparaison
avec les deux témoins positifs (CsA et vérapamil). De plus, ces résultats combinés avec ceux
de I'inhibition compétitive du cnidiadin avec la dz-CsA a plus de 75% par rapport a < que 34
% pour les autres coumarins, confirment la faible capacité des coumarins, autre que le
cnidiadin, a lier la P-gp. Ces résultats indiquent que le cnidiadin, en inhibant le transport de la

P-gp, pourrait agir en tant qu’agent réversant de la P-gp.

5.1.3 Augmentation de la toxicité cellulaire de la vinblastine par le cnidiadin

Pour évaluer plus profondément le potentiel du cnidiadin en tant qu’agent réversant, nous
avons analysé sa capacité a sensibiliser les cellules MDCK-MDRI1 & la vinblastine, un agent
chimiothérapeutique couramment utilis€. Seul le cnidiadin inhibe I'activité de transport de la
P-gp et diminue synergiquement la survie cellulaire en présence de vinblastine. Donc, il est
possible, que le cnidiadin puisse jouer un role complémentaire contre le phénotype MDR, en
augmentant la biodisponibilité¢ des médicaments aux barriéres sang-tissus.

Par contre, le cnidiadin a montré des effets cytotoxiques et ceci est en accord avec les
résultats précédemment rapportés chez les cellules bronchiales de carcinomes pulmonaires,
les cellules NSCLC-N6 avec une ICsq de 39,8 uM, ou le cnidiadin agit en tant qu’inhibiteur
du cycle cellulaire a la phase G1 (Kofinas et al., 1998). Les cellules non cancéreuses mais
surexprimant la P-gp humaine, les MDCK-MDR1, sont sensibles au cnidiadin. En effet, a 10
M, le cnidiadin inhibe 50% des cellules MDCK-MDR. Lorsqu’il est utilisé en combinaison
avec 0,6 uM de vinblastine, la cytotoxicité est augmenté de 163%. Ces résultats indiquent
une sensibilisation par le cnidiadin chez ces cellules résistantes a la vinblastine, mais ne
permet pas d’établir si le cnidiadin apporte une cytotoxicité additive ou un effet réversant ou

les deux.
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A cause de sa toxicité cellulaire et de sa faible activité réversante i petite concentration,
I'intérét clinique du cnidiadin est limit€ en tant qu’agent chimiosensibilisant. En effet,
I'inhibition de I'efflux de la P-gp peut avoir des conséquences bénéfiques, mais peut aussi
contribuer a des interactions médicaments-produits naturels non désirées, tel qu’observé avec
le bergamottin (section 5.1.1, fig. 5.2). Ce dernier inhibe les activités métaboliques du
cytochrome P450 3A4 intestinal en induisant une modification de I’apoprotéine au niveau du
site actif de 'enzyme (He et al., 1998; Schmiedlin-Ren ef al., 1997). De plus, il inhibe les
fonctions de transport de la P-gp durant ’absorption intestinale des médicaments. Ces
modulations inhibitrices provoquent des interactions pharmacocinétiques qui modulent la
biodisponibilité et le métabolisme des médicaments (Wang et al., 2001; Edwards et al., 1999;
Ohnishi ef al., 2000). Cependant, malgré les résultats encourageants, plusieurs études in vivo
sont nécessaires pour évaluer si une alimentation riche en cnidiadin a des effets positifs ou

délétéres sur I’humain.

5.2 Modulation des activités de la P-gp par son niveau d’interaction avec la cavéoline-1

Certains changements cellulaires et biochimiques impliqués dans la MDR sont la
conséquence d’un processus multifactoriel qui fait interagir différents mécanismes, dont une
grande expression des produits géniques MDRI et cavéoline-1, en corrélation avec une
augmentation significative de la densité cavéolaire (Bosch et Croop, 1996; Lavie, Fiucci et
Liscovitch, 1998, 2001; Yang et al., 1998). Ces mécanismes (P-gp et cavéoline-1) auront leur
(s) apport (s) spécifique (s) sur le développement de la MDR via leur implication structurelle
et fonctionnelle dans le transport du cholestérol et des médicaments (Liscovitch et Lavie,
2000; Garrigues et al., 2002; Modok et al., 2004; Troost et al., 2004).

Certaines études ont rapporté que chez plusieurs lignées cellulaires, la cavéoline-1 et la
P-gp interagissent physiquement entre-elles via le motif consensus de liaison 2 la cavéoline-1
sur la P-gp et le domaine SCD de la cavéoline-1 (Cai et Chen, 2004; Jodoin et al., 2003;
Demeule et al., 2000; Razani et al., 2001 et Okamoto ef al., 1998). Récemment, nous avons
montré que l’interaction entre la cavéoline-1 et les P-gp mutantes a leur motif de liaison a la

cavéoline-1 est réduite d’environ 40% provoquant en moyenne une augmentation de 33% de
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I"activité de transport du substrat Hoechst, suggérant une régulation négative du transport de
la P-gp par la cavéoline-1 (tableau 2.1, Jodoin et al., 2003). Cependant, I’impact fonctionnel
du niveau d’interaction entre la P-gp et la cavéoline-1 sur les activités associées a la P-gp,
telles que son expression, sa localisation, ses activités de liaison et de transport de ses
substrats ainsi que |’impact sur la MDR sont peu connus et sera discuté dans les prochaines

sections.

5.2.1 Expression et localisation a la surface cellulaire des P-gp humaines transfectées

Les résultats en imunobuvardage de type Western blot et en immunofluorescence
indirecte analysée en cytométrie de flux, montrent que le niveau de P-gp cellulaire ainsi que
son expression a la surface des cellules chez les mutants de la P-gp sont similaires et
exprimés au méme niveau que la P-gp humaine non mutée a son motif de liaison a la
cavéoline-1. Ces résultats suggerent que les deux séquences, le motif de liaison a la
cavéoline-1 sur la protéine MDRI1 et le SCD de la cavéoline-1, ne sont pas impliquées dans le
transport des molécules MDRI1 a la surface cellulaire. En effet, des études structurelles sur la
cavéoline-1 ont démontré qu’elle se transporte principalement via son attachement a la
membrane grice a son domaine transmembranaire, des acides aminés 168 & 178, et que le
SCD est un domaine d’échafaudage moléculaire permettant 1'agrégation de différentes
molécules localisées dans les cavéoles (Schlegel et Lisanti, 2000). De plus, les P-gp
humaines mutées ou non au motif de liaison & la cavéoline-1 sont exprimées sous une forme
reconnue par ses substrats. En effet, le photomarquage des P-gp par la dz-CsA fut
compétitivement déplacé par la vérapamil lors des analyses d’expression des P-gp humaines
transfectées.

Cependant, en considérant que la P-gp et la cavéoline-1 interagissent physiquement, les
geénes MDRI1 et cavéoline-1 devraient étre régulés en coordination un de I'autre (Pang, Au et
Kwong, 2004). Par contre, lorsque nous avons évalué le niveau d’expression entre les
transfectants Cos-7 transitoires et les cellules Cos-7 non transfectées, I’expression de la
cavéoline-1 est restée constante (résultats non présentés). Toutefois, lors de la sélection

clonale, les cellules Cos-7 transfectées MDR1 mutées ou non sont exposées durant 10 jours a
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10 ng/ml de colchicine, un agent chimiothérapeutique qui favorise une sélection rigoureuse
du syst¢tme MDRI, et nous avons observé que !’expression de la cavéoline-1 chez les
sélectants tend a augmenter.

Ces résultats sont en accord avec le modele proposé d’adaptation cellulaire, par 1’équipe
du Dr Lavie, 2000 et 2001. Ce mode¢le est que suite a une exposition a des xénobiotiques
toxiques ou a des agents chimiothérapeutiques, les cellules pour prévenir les effets Iétaux de
ces composés, régulent en coordination deux mécanismes de la MDR, surexpression des
produits géniques MDR1 et cavéoline-1 (Lavie et Liscovitch, 2000; Lavie, Fiucci et
Liscovitch, 2001; Pang, Au et Kwong, 2004). En effet, car en fonction du modéle général de
modulation négative du SCD de la cavéoline-1 envers plusieurs molécules de signalisation,
des variances dans son expression devraient profondément affecter les fonctions cellulaires
(Razani ef al., 2001). En conséquence, I’expression de la cavéoline-1 est fortement régulée
par la cellule et ceci en fonction de I'état cellulaire: forte expression chez les cellules
épithéliales en différenciation terminale et lors de 1’acquisition de la MDR et forte régulation
a la baisse chez les cellules en transformation oncogénique (Razani ef al., 2001; Lavie et
Liscovitch, 2000). Donc, une simple surexpression de transporteurs, dont la P-gp, ne semble
pas suffisante pour conférer un phénotype MDR complet. 1l faut observer aussi une
surexpression de la cavéoline-1, telle que rapportée par plusieurs études (Bosch et Croop,

1996; Lavie, Fiucci et Liscovitch, 1998, 2001; Yang et al., 1998).

5.2.2 Augmentation de |’activité de liaison et de I'efflux chez les P-gp mutées

Le graphique de liaison maximale de la dz-CsA a la P-gp montre significativement, pour
la premiére fois, qu’une diminution d’interaction entre la P-gp et la cavéoline-1 provoque un
marquage plus intense chez les mutants de la P-gp. Ces résultats suggérent une activité de
liaison plus prononcée. De plus, toujours chez les mutants de la P-gp, I'activité de transport
du substrat Hoechst de la P-gp est plus accrue. Nous avons mesuré une diminution de
I’accumulation intracellulaire de 45% qui est compétitivement inhibée par 10 uM de CsA.

L’ensemble de ces résultats sont en accord avec nos résultats antérieurs (Jodoin et al., 2003).
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II'a été rapporté que les cellules MDR Hs578T/doxorubicine exprimant fortement la P-gp
mais peu de cavéoline-1, lorsqu’elles sont transfectées avec la cavéoline-1 elles redeviennent
sensibles a la doxorubicine. En effet, la surexpression de la cavéoline-1 a diminué I’activité
de transport de la P-gp et transformer ces cellules résistantes en cellules sensibles (Cai et
Chen, 2004). Cette équipe suggere que la modulation négative de la P-gp par la cavéoline-1
peut étre due a deux mécanismes: 1) interaction physique entre les deux protéines
cavéolaires induisant une inhibition fonctionnelle des activités de transport de la P-gp (Jodoin
et al., 2003; Cai et chen, 2004). Ce qui est en accord aussi avec les présents résultats
d’accumulation intracellulaire et 2) mécanisme alternatif indirect d’inhibition des activités de
transport de la P-gp torsqu’il y a augmentation de la fluidité membranaire provoquée par la
surexpression de la cavéoline-1 (Cai, Zhu et Chen, 2004).

Le ratio d’inhibition sur I’accumulation intracellulaire, montre que les mutants de la P-gp
au motif de liaison a la cavéoline-1, possédent un état de sensibilisation a la CsA supérieur a
la P-gp non mutée (MDRI; 1,76; YWAA; 2,54 et F37A; 3,05). Ces résultats suggérent un
impact possible sur la résistance cellulaire chez les P-gp mutées au motif de liaison a la
cavéoline-1. Cependant, entre les deux mutants, le simple mutant F37A est plus sensibilisé a
la CsA (3,05 vs 2,54). La phénylalanine a la position 37 du motif de liaison a la cavéoline-1
semble importante dans cette régulation négative de la cavéoline-1 sur la P-gp du moins pour
un composé structurel donné, la CsA.

Nous avons également observé que la sélection en présence de colchicine chez les
transfectants en comparaison avec les transfectants transitoires utilisés antérieurement par
notre équipe a induit une modulation du transport de la P-gp plus profonde. En effet, les
résultats d’accumulation du substrat Hoechst chez les transfectants transitoires (non exposés a
la colchicine) diminuent de 33% (Jodoin et al., 2003). Tandis que chez les sélectants
I"accumulation de Hoechst diminue de 45%, suggérant qu’une surexpression de la P-gp n’a
pas autant d’impact que celui acquis par des expositions aux médicaments (Yu ef al., 1991,

Lavie et Liscovitch, 2000; Lavie, Fiucci et Liscovitch, 2001).
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5.2.3 Augmentation de la survie et de la résistance aux médicaments chez les P-gp mutées

Les essais de prolifération cellulaire en présence de colchicine, de vinblastine et de Taxol
démontrent, pour une premiere fois, qu'une diminution de I’interaction entre la P-gp et la
cavéoline-1 influe sur la résistance cellulaire. En effet, chez les mutants de la P-gp, la survie
cellulaire a été augmentée en moyenne envers la colchicine, le Taxol et la vinblastine de
23%. De plus, les ICsy obtenues envers la vinblastine et le Taxol démontrent un taux de
résistance moyen de 2,3 fois supérieur a la P-gp humaine non mutée a son motif de liaison a
la cavéoline-1. D’un point de vue mathématique, I’impact de cette diminution de I’interaction
sur la résistance semble minime, mais d’un point de vue clinique, cela peut entrainer 1’échec
du traitement anticancéreux. L’ensemble de ces résultats confirment que le domaine SCD de
la cavéoline-1 maintient son profil d’inhibiteur fonctionnel des activités envers la P-gp, tout
comme avec plusieurs molécules de signalisation localisées dans les cavéoles (Okamoto et
al., 1998; Labrecque et al., 2003; Engelman et al., 1998; Smart et al., 1999; Lavie, Fiucci et
Liscovitch, 2001).

L’étude de Cai et Chen, 2004, sur la relation fonctionnelle entre la P-gp et la cavéoline-1,
a démontré une augmentation de I’accumulation de R-123 d’environ 8 fois lorsque les
cellules transformées et résistantes a la doxorubicine (HsS78T/Doxo) ont été transfectées
avec la cavéoline-1. Tandis que chez nos cellules non transformées et sensibles, les cellules
Cos-7, une surexpression de P-gp transfectée et non mutée a diminué I’accumulation de
Hoechst d’environ 20%. Une surexpression de P-gp transfectée et mutée a son site de liaison
a la cavéoline-1 a induit une diminution de I’accumulation de plus de 50%. Il est intéressant
de remarquer, malgré que la comparaison se fait entre des cellules non transformées et
transformées ainsi que deux substrats différents de la P-gp, que la cavéoline-1 semble avoir
un impact important sur la résistance cellulaire. Ce qui nous améne a suggérer que la
régulation négative de la cavéoline-1 sur 1’activité de transport de la P-gp est importante par
rapport a une surexpression de la P-gp dans le phénotype MDR.

En effet, il est reconnu que chez les cellules cancéreuses ou non, la surexpression de la
P-gp contribue & la résistance multiple et est considérée comme 1’obstacle majeur a la réussite
des différents traitements, dont la chimiothérapie, entre autres (Ambudkar et al., 1999; Borst

et Elferink, 2002; Gottesman, 2002 et Gottesman et al., 2002). Cependant, I’expression a la
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surface cellulaire des P-gp humaines transfectées est a plus de 70 fois supérieure en
comparaison avec la lignée Cos-7 parentale. Cette surexpression de la P-gp n’est pas en
corrélation avec une augmentation marquée de la résistance cellulaire a la vinblastine de 0,5
nM pour les cellules Cos-7 parentales a 6,5 nM pour les cellules Cos-7 transfectées avec la P-
gp non mutée (Ramachandran et al., 1993; Xie ef al., 1995; Leith et al., 1995). Ces résultats
suggérent encore que le niveau d’interaction entre ces deux protéines semble plus important
dans la résistance que la surexpression de la P-gp.

Nos résultats ont démontré qu’entre les deux alcaloides utilisés dans cette étude (Taxol et
vinblastine), le taux de résistance entre les cellules Cos-7 transfectées avec la P-gp non mutée
et les cellules non transfectées est de 8 fois par rapport a 13, respectivement. Ces données,
suggerent que la relation structure-activité d’un composé doit aussi étre considéré comme
faisant partie du processus multifactoriel de la MDR. Car pour un composé ayant une
structure particuliére (vinblastine) par rapport a un autre composé (Taxol), une surexpression
de la P-gp peut étre insuffisante pour induire une résistance marquée, d’autres mécanismes
sont nécessaires, dont le niveau d’interaction entre la P-gp et la cavéoline-1. D’autres études
axées sur la relation structure-activité de composés de la méme famille combinées a des
mesures du niveau d’interaction (immunoprécipitation) entre la P-gp et la cavéoline-1
seraient nécessaire pour approfondir cette particularité.

L’ensemble de nos résultats démontrent que le niveau d’interaction entre la P-gp et la
cavéoline-1 peut étre un mécanisme cellulaire pour contrbler ce transporteur. En effet,
considérant le role de protection qu’assure la P-gp a la barri¢re sang-cerveau, BSC (Schinkel,
1999; Fromm, 2004, section 1.8) une modification de la densité des cavéoles et de leurs
constituants (Lavie et Liscovitch, 2000, section 1.10) pourrait affecter I’homéostasie du
cerveau. Notre équipe a rapporté, une grande diminution de I’expression de la cavéoline-1
chez les cellules endothéliales tumorales du cerveau en comparaison aux cellules
endothéliales d’un cerveau sain (Régina ef al., 2004). Puisque la cavéoline-1 inhibe I"activité
de transport de la P-gp, une réduction de I’expression de la cavéoline-1 chez les cellules
endothéliales du cerveau, pourrait affecter le transport des médicaments au travers de la
barriére sang-cerveau, et ainsi diminuer |’efficacité de la chimiothérapie.

En effet, une plus faible interaction entre ces deux protéines augmente significativement

le taux de résistance cellulaire aux agents chimiothérapeutiques, suggérant que ces deux
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protéines sont fonctionnellement reliées dans la MDR (Pang, Wing et Kwong, 2004). Leur
relation fonctionnelle dans la MDR semble li€e a leur colocalisation cavéolaire ainsi qu’a leur
role dans le transport intracellulaire du cholestérol, qui seraient la base du processus MDR
(Liscovitch et Lavie, 2000; Fielding, 1995; Uittenbogaard e? al., 1998; Fielding et al., 1999).
L’hypothése de régulation coordinée entre la P-gp et la cavéoline-1 supporte 1’hypothese
d’adaptation cellulaire. Cette voie métabolique d’adaptation cellulaire est soupgonnée
faciliter le transport des médicaments des compartiments intracellulaires 4 la membrane
plasmique (Liscovitch et Lavie, 2000). C’est a dire, que les médicaments interagissent avec la
bi-couche lipidique de la membrane par diffusion. Les médicaments iront se partitionner dans
les différentes phases des nombreuses membranes intracellulaires avant d’atteindre
I’échafaudage moléculaire formé par la cavéoline-1 lors du transport et efflux du cholestérol.
Deuxiemement, par ce méme échafaudage moléculaire, les médicaments parviendront a la
membrane plasmique dans les domaines riches en cholestérol et en cavéoline-1, ol la P-gp et
d’autres transporteurs rapportés pour y étre localisés, les excluront finalement de la cellule.
Ceci entrainera le développement d’une résistance par diminution de la concentration
intracellulaire de 1’agent (Liscovitch et Lavie, 2000). Cependant, la voie métabolique
d’adaptation cellulaire proposée, n’exclut pas les autres mécanismes décrits a la section 1.10.
Ce processus d’adaptation cellulaire implique une augmentation des constituants et de la
densité cavéolaire (Lavie, Fiucci et Liscovitch, 1998, 2001; Yang et al., 1999). Les différents
lipides, dont majoritairement le cholestérol, et plusieurs protéines de signalisation iront se
concentrer et s’agréger pour former ainsi un échafaudage moléculaire spécialisé (Liscovitch
et Lavie, 2000; Razani et al., 2002, section 2.1 et 2.3.2). La présence d’agents toxiques
amene une relocalisation de la P-gp au niveau des cavéoles (Demeule et al., 2000). Le
cholestérol est un des principaux lipides cavéolaires et modulateur important des activités de
la P-gp (Jodoin ef al., 2003; Luker et al., 2000, Modok et al., 2004; Rothnie er al., 2001,
Troost et al., 2004). 11 est possible que le niveau d’interaction entre la P-gp et la cavéoline-1
puisse diminuer une fois la P-gp agrégée a cet échafaudage cavéolaire. Ce qui induirait chez
la P-gp un efflux plus élevé de 1’agent toxique entrainant ainsi une accentuation de la
résistance a ’agent. Le niveau d’interaction entre la P-gp et la cavéoline-1 pourrait étre un
mécanisme cellulaire pour controler ce transporteur et étre une partie importante du processus

multifactoriel de la résistance multiples aux médicaments, ce qui demeure a étre élucidé.



CONCLUSION

Le but de cette étude fut d’évaluer les capacités inhibitrices sur les activités de liaison et
de transport des substrats de la P-gp par : 1) des produits naturels présents dans la diéte, tel
que les coumarins et 2) par la cavéoline-1 colocalisée avec la P-gp au niveau des cavéoles.
Car la P-gp, de par sa fonction de transport et de ses localisations anatomiques stratégiques,
induit des échecs aux traitements chimiothérapeutiques, limite la biodisponibilité des
médicaments tout en favorisant une résistance multiple a différents types de médicaments, la
MDR. Deux objectifs découlent du but de I’étude : 1) renverser le phénotype MDR par des
produits naturels et 2) caractériser 1’impact du niveau d’interaction entre la cavéoline-1 et la
P-gp sur I'activité de liaison et de transport des substrats de la P-gp, ainsi que sur le
phénotype MDR.

Premi¢rement, nous avons démontré que le cnidiadin est capable, in vitro, d’inhiber
compétitivement la liaison et I'efflux des médicaments de la P-gp. La capacité anti-
prolifératrice de ce furanocoumarin ainsi que sa capacité a sensibiliser des cellules résistantes
aux alcaloides suggérent que des préparations traditionnelles et des diétes contenant du
cnidiadin pourraient contribuer a 1) renverser la résistance produit par le géne MDRI et 2)
augmenter la biodisponibilité des agents chimiothérapeutiques chez I’humain. Cependant, a
cause de sa toxicité cellulaire et de sa faible activité réversante a petite concentration, I’intérét
clinique du cnidiadin en tant qu’agent chimiosensibilisant et réversant semble limité.

Deuxi¢ment, nous avons démontré, in vitro, que la cavéoline-1 module négativement les
activités de liaison et de transport des substrats de la P-gp. Une diminution de I’interaction
physique entre la P-gp et la cavéoline-1 : 1) n’affecte pas I’expression et la localisation de la
P-gp a la surface cellulaire, 2) augmente significativement I’ activité de liaison du substrat a la
P-gp ainsi que son extrusion de la cellule et 3) augmente significativement la survie et la
résistance cellulaire en présence d’agents chimiothérapeutiques. Le niveau d’interaction entre
la P-gp et la cavéoline-1 pourrait étre un mécanisme cellulaire permettant de contrdler ce
transporteur fonctionnellement relié a la cavéoline-1 dans la MDR. Lors d’une adaptation

cellulaire, a un agent cytotoxique, les multiples agrégations moléculaires au SCD de la
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cavéoline-1 pourraient accentuer la résistance a 1’agent en diminuant ’interaction physique
entre la P-gp et la cavéoline-1.

Certaines perspectives expérimentales peuvent étre envisagées, dont le développement
d’ARN interférants, qui inhibent I’expression protéique basale envers la cavéoline-1, chez
des lignées cellulaires résistantes ou non. Ces essais permettraient d’inhiber I’interaction
physique entre ces deux protéines et ainsi évaluer |I’impact sur la distribution subcellulaire et
I"activité de transport de la P-gp au niveau : 1) du passage de médicaments a la barri¢re sang-
cerveau, 2) du développement de la MDR, 3) de la migration cellulaire et invasion tumorale

et 4) de leur implication dans I’apoptose cellulaire.



APPENDICE A

INHIBITION OF P-GLYCOPROTEIN TRANSPORT FUNCTION AND REVERSION OF
MDR1 MULTIDRUG RESISTANCE BY CNIDIADIN



RESUME

La surexpression du produit génique MDR1, la P-glycoprotéine (P-gp), est un des
obstacles majeurs a la réussite des traitements chimiothérapeutiques. Le but de cette
étude a €té d’évaluer chez six coumarins naturels, dont le cnidiadin, sont potentiel
pour inhiber I’activité de transport de la P-gp et ainsi renverser le phénotype de
résistance multiples aux médicaments, la MDR. Le cnidiadin est un furanocoumarin
couramment utilis€ dans la médecine traditionnelle chinoise et dans une épice
commune utilisée dans 1’alimentation grecque.

Dans cette étude, nous avons utilisé les cellules MDCK-MDRI1 (cellules rénales
canines Madin-Darby stablement transfectées avec la P-gp humaine) en tant que
modéle cellulaire surexprimant la P-gp humaine et six coumarins naturels (le cnidiadin,
I’'umbelliferone, I’esculin, I’esculetin, 1’angelicin et le psoralen) furent analysés pour leurs
capacités potentiels en présence de vérapamil et de CsA (témoins positifs) 1) a induire
’accumulation de rhodamine-123 (cation lipophilique) et de vinblastine tritiée et 2) a
compétitionner avec la dz-CsA sa liaison a la P-gp. De plus, I'utilisation de différents
coumarins a permis d’obtenir des informations sur la relation structure-activité la plus
appropriée, dans les coumarins analysés, 2 moduler les activités de liaison de la P-gp.

Seul le cnidiadin inhibe D’activité de transport de la P-gp en augmentant
’accumulation intracellulaire des substrats de la P-gp et en diminuant
synergiquement la survie cellulaire en présence de vinblastine. De plus, le cnidiadin,
semble pouvoir modifier la biodisponibilité des substrats de la P-gp en inhibant
compétitivement la liaison du substrat diazirine-cyclosporine A (dz-CsA). Ces
résultats suggerent qu’une diéte contenant du cnidiadin pourrait soit renverser le
phénotype MDR, soit moduler la biodisponibilité des substrats de la P-gp, en tant
qu’agent chimiosensibilisant. Cependant, a cause de sa toxicité cellulaire et de sa
faible activité réversante a petite concentration, I’intérét clinique du cnidiadin semble
limité en tant qu’agent chimiosensibilisant.
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Abstract Purpose: Overexpression of P-glycoprotein (Pgp) encoded by the MDR1 gene is
one of the major obstacles to successful cancer chemotherapy. The goal of this study was to
evaluate if, among other natural cou-marins, cnidiadin, a furanocoumarin present in
traditional Chinese medications and in a spice commonly used in Greek food, inhibits Pgp
transport activity and has the potential to reverse MDR1 multidrug resistance. Methods:
Using MDR 1-transfected Madin-Darby canine kidney (MDCK-MDR1) cells as a model of
cells expressing the human MDRI1 phenotype, and verapamil or CsA or both as positive
control, we tested the capacity of six natural coumarins (umbelliferone, escu-lin, esculetin,
cnidiadin, angelicin and psoralen) to induce the accumulation of rhodamine-123 (R-123) and
[*H]-vinblastine ([3H]-VBL) and to modulate the phot-olabeling of Pgp by SDZ 212-122, a
diazirin cyclosporin A. The growth-inhibitory effect of cnidiadin and its capacity to enhance
the cell toxicity of vinblastine (VBL) or vincristine (VCR) was then evaluated by the WST-1
assay in two cell lines overexpressing Pgp (MDCK-MDRI1 and vincristine-resistant
KB/VCR). Results: Cnidiadin was the only tested coumarin capable of significantly
accumulating R-123 and [*H]-VBL and inhibiting Pgp photolabeling in MDCK-MDR Icells.
The dose-dependent increase in [*H]-VBL uptake (ICso 26.5 uM) induced by cnidiadin in the
dose range 1-100 uM correlated with inhibition of Pgp photola-beling. At 10 uM cnidiadin
inhibited photolabeling by 59% and sensitized both MDCK-MDR1 and KB/VCR cells to
vinca alkaloids. Conclusion: Cnidiadin is a cytotoxic agent capable in vitro of competitively
inhibiting the binding and efflux of drug by Pgp and of enhancing the cell toxicity of vinca
alkaloids in two cell lines (MDCK-MDR1 and mutant human carcinoma KB/VCR)
overexpressing Pgp. This suggests that diet or traditional preparation containing cnidiadin
may contribute to the reversal of MDRI multidrug resistance and may affect the
bioavailability of Pgp substrates orally administered. However, due to its cell toxicity, clinical
interest in cnidiadin as a chemosensitizer appears to be limited.

Keywords : Coumarin - P-glycoprotein (Pgp) - Multidrug resistance (MDR) - Cancer -
Reversal activity - Drug interaction

Abbreviations CsA: Cyclosporin A - dz-CsA: The diazerine-cyclosporin A derivative SDZ
212-122 - KB/ VCR cells: KB cell line resistant to vincristine - MDR: Multidrug resistance -
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MDRI: Multidrug resistance encoded by the MDRI1 gene - MDCK-MDRI cells: MDR1-
transfected Madin-Darby canine kidney cells - MRP: Multidrug resistance-associated protein
- Pgp: P-glycoprotein - R-123: Rhodamine-123 - TLC: Thin-layer chromatography - VBL.:
Vinblastine - VCR: Vincristine
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Introduction

P-glycoprotein (Pgp) is an inducible protein transporter belonging to the ATP-binding
cassette (ABC) protein family that mediates the energy-dependent efflux of many drugs,
including chemotherapeutics, out of cells. In cancer cells, the overexpression of Pgp encoded
by the MDR1 gene contributes to multidrug resistance (MDR) [1], and is already considered
as one of the major obstacles to successful cancer chemotherapy [2, 3]. The MDRI
phenotype is commonly observed as the escape from chemotherapy of leukemic and breast
cancer, and in kidney and colon cancer cells that overexpress Pgp at baseline, and are
therefore intrinsically resistant to chemotherapy [4]. The discovery two decades ago that
verapamil, trifluoroperazide, cyclosporin A (CsA) and certain CsA analogues can contribute
to the sensitization of resistant cancer cells to chemotherapy by competitively inhibiting Pgp
transport triggered research into chemosensitizers (also termed MDR-reversal agents) [4-7].
Although disappointing results have been obtained with the first generation of reversal agents
due to dose-limiting toxicity and other side effects, three recent randomized trials have
confirmed the clinical potential of this approach. Indeed, significant benefits have been
observed in patients treated with combinations of Pgp inhibitors and chemotherapy (see
reference 4 for a review). However, effective and clinically applicable reversal agents remain
to be discovered. The observation that numerous plant-derived dietary compounds modulate
Pgp transport has led to interest in the possible use of natural compounds, or related
chemicals, in combination with chemotherapy [8-14].

The goal of the present study was to assess whether cnidiadin, a furanocoumarin present
in certain traditional Chinese medications and in Tordylium apulum (Apiaceae), a plant
commonly used as a spice in Greek cooking with the name “Kafkalithra” can affect Pgp
transport activity, and whether it can increase the uptake and cell toxicity of vinblastine
(VBL) in a stable clone of MDR -transfected Madin-Darby canine kidney (MDR1-MDCK)
cells. In all experiments, cnidiadin (2°S,3’R-2’ hydroxyisopropyl-3’hydroxyisopropyl-dihy-
droangelicin, Fig. 1) was tested versus verapamil or CsA that have both demonstrated clinical
activity as reversal agents [4].
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Fig. 1 Structures of the coumarins tested
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To provide information on structure-activity relationships, cnidiadin was compared to
angelicin (7,8-furano-1,2-benzopyrone), psoralen (6,7-furano-1,2-benzopyrone),
umbelliferone (7-hydroxycoumarin), esculetin (6,7-dihydroxycoumarin) and esculin (the 6-b-
D-glucoside of esculetin). Esculin is present in large amounts in Aesculum hippocastenum
seeds whose extracts are traditionally used in the EU to treat venous insufficiency. The results
demonstrated that cnidiadin was the only tested coumarin that competitively inhibited Pgp
transport activity in a significant manner. At 10 uM, cnidiadin increased both the uptake of
’H-VBL and the cell toxicity of VBL on MDCK-MDRI cells and decreased the ICsy value of
vincristine (VCR) in a human mutant carcinoma cell line overexpressing resistance to this
vinca alkaloid. These results suggest that cnidiadin has potential as a chemosensitizer.

Material and methods

Cells and materials

MDR I-transfected Madin-Darby canine kidney (MDCK-MDRI1) cells were a gift from
Amanda Yancy (AstraZeneca Pharmaceuticals). They were cultured in DMEM (Gibco)
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum. Stock cell cultures were
maintained as monolayers in 75-cm® culture flasks in Glutamax with Earle’s 5 ml of 100 mM
solution of vitamins, 5 ml 100 mM sodium pyruvate, 5 mi - 100 non-essential amino acids and
2 mg gentamicin base. Cells were grown at 37 C under a humidified atmosphere containing
5% CO,.

Resistant KB/VCR cells resulted from long-term exposure of the parental sensitive KB
human oral epi-dermoid carcinoma cell line to VCR. Wild-type KB (ECACC, Salisbury, UK)
and mutant KB/VCR cells were grown on RPMI-1640 medium (GibcoBRL) supplemented
with 10% fetal calf serum, 100 U/ml penicillin and 100 g/ml streptomycin. All cells were
grown at 37 C under a humidified atmosphere containing 5% CO,.

[H]-VBL (11.3 Ci/mmol) was purchased from Amersham Pharmacia Biotech (Oakville,
Ontario). CsA, SDZ 212-122, a diazirine-CsA (dz-CsA) derivative and the monoclonal
antibody (mAb) directed against CsA were gifts from Novartis Pharma Canada. The mAb
Ab-2 directed against human MDR1 was purchased from NeoMarkers (Fremont, Calif.). The
antimouse IgG horseradish peroxidase-linked whole antibody was purchased from Jackson
Immunoresearch Laboratories (West Grove, Pa.). All components of the medium were from
Gibco (Gaithersburg, Md.) or Gibco-BRL (Paisley, UK). Umbelliferone, esculetin, esculin,
angelicin and psoralen were purchased from Extrasynthése (St Genay, France). R-123 and all
other chemicals were from Sigma-Aldrich Canada (Oakville, Ontario).

Isolation of c¢nidiadin

Cnidiadin, was isolated with a yield of 0.035% from dried leaves of Tordylium apulum
collected during June 2002 near Delphes (Greece). A voucher specimen of the collected
leaves has been deposited in the Laboratory of Pharmacognosie et Biotechnologies
(Universite vergne) under the reference CBGTA-03. Cnidiadin was isolated, as described
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previously [15], by ether extraction (n=3) of powdered leaves, followed by TLC of the dried
residue on silica gel 60 with n-hexane-ethyl acetate (5:1, v/v), and preparative TLC on silica
gel with n-hexane-ethyl acetate [3:1, v/v]. The purity of the sample (more than 97%) was
checked by RP-HPLC on a Spherisorb RP-18 S5 ODS-2 (20-4.6 mm ID) column. Analysis
was conducted in gradient mode at a flow rate of 1 ml/min with a mixture of double-distilled
water containing 3% glacial acid acetic (solvent A) and acetonitrile containing 3% glacial
acid acetic (solvent B) as components of the mobile phase. The separation started with a
mixture containing 6% B. The percentage of B was increased by 0.6% per min for 20 min,
then by 3% per min for 5 min and by 5% per min for another 5 min. Cnidiadin was detected
by fluorescence at 340/425 nm. The structure of cnidiadin has been previously determined
[15]. An authentic sample of cnidiadin generously provided by Prof. Lin Rui-Chao (National
Institute for the Control of Pharmaceutical and Biological Products, Beijing) was used as a
reference.

R-123 accumulation in MDCK-MDRI1 cells

MDCK-MDRI1 cells were seeded at 150,000 cells per well in 24-well plates and cultured for
4 days at 37 C in an atmosphere containing 5% CO,. At confluence, cells were washed twice
with HBSS (1.3 mM CaCl,, 5.4 mM KCl, 0.44 mM KH,PO,, 0.5 mM MgCl,, 0.83 mM
MgSOy, 137 mM NaCl, 4.2 mM NaHCO;, 0.34 mM Na,HPO, and 25 mM D-glucose, pH
6.5) at 37 C, then preincu-bated for 30 min at 37 C with HBSS in the presence or absence of
coumarins or of positive controls (CsA or verapamil) at the tested concentrations in DMSO at
0.1% (v/v). Finally, 20 uM R-123 was then added to each well, and the plates were incubated
for 2 h at 37 C. At this step, the accumulation of R-123 was stopped by washing the cells five
times with cold PBS (150 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.3 mM KH,PO,, 8.1 mM Na,HPO,, pH
7.4), and the cells were lysed with 0.1% Triton X-100 at room temperature. The fluorescence
of cell lysates was measured with a SpectraMax Gemini spectrofluorometer (Molecular
Devices) at a wavelength of 485 nm for excitation and 538 nm for emission.

Photoaffinity labeling with dz-CsA

Pgp photolabeling was assessed with the CsA analogue SDZ 212-122 which possesses a
strong affinity for Pgp[6]. MDCK-MDRI1 membranes (50 pg) isolated as previously
described [6] were incubated for 1 h in the dark at 25 C in 10 mM Tris-HCI pH 7.5,
containing SDZ 212-122 (0.1 uM) and verapamil (10 uM) or coumarins at the indicated
concentrations, or DMSO at 0.1% (controls). The membranes were then crosslinked at 254
nm for 5 min at 4 C with a Stratalinker UV 2400 lamp (Stratagene, La Jolla, Calif.). Laemmli
electro-phoresis buffer (62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8, 10% glycerol, 2% SDS, 5% b-
mercaptoethanol, 0.01% bromophenol blue) was added to the membrane samples, and the
proteins were resolved by SDS-PAGE on 6.25% acrylamide-bisacrylamide (29.2:0.8) gels
with a Mini-Protean II apparatus. The amount of dz-CsA linked to P-gp was immunodetected
by Western blotting with a mAb against CsA. All experiments were performed at least three
times. The intensities of the bands obtained from the photolabeling experiment were
calculated with a personal densitometer SI (Molecular Dynamics, Sunnyvale, Calif.).
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Detection of Pgp in KB/VCR cells

Detection of Pgp in KB/VCR cells was done by Western blotting with Ab-2 mAb as
previously described [16]. Briefly, proteins (50 pug) from cell homogenates were resuspended
in sample buffer and separated by SDSPAGE on a 6.25% acrylamide-bisacrylamide
(29.2:0.8) gel. Pgp was immunodetected by incubation using the mAb Ab-2 (1:1000, 2 h at
room temperature) as primary antibody and horseradish peroxidase-conjugated rabbit anti-
mouse [gG as secondary antibody. Detection was made with ECL reagents according to the
manufacturer’s instructions. To ascertain that similar amounts of protein were loaded in each
gel, Western blots were always stained with Coomassie blue.

[*H]-VBL accumulation in MDCK-MDRI1 cells

MDCK-MDRI1 cells were seeded at 150,000 cells per well in 24-well plates and cultured for
4 days at 37 C in an atmosphere containing 5% CO,. At confluence, the cells were washed
twice with HBSS (1.3 mM CaCl,, 5.4 mM KCl, 0.44 mM KH,PO,, 0.5 mM MgCl,, 0.83 mM
MgSO,, 137 mM NaCl, 4.2 mM NaHCO;, 0.34 mM Na,HPO, and 25 mM D-glucose, pH
6.5) at 37 C. Cells were then preincubated for 30 min at 37 C with HBSS containing DMSO
(0.1% v/v) with or without cnidiadin in the range 0—100 uM, or CsA in the range 0—10 uM,
or other coumarins at 10 or 100 uM. In some experiments, cnidiadin at 0 or 100 uM was
tested in the presence or absence of indomethacin. *H-VBL (0.23 uCi) were then added at a
concentration of 20 nM to each well, and the cells were further incubated for 2 h at 37 C. *H-
VBL accumulation was stopped by washing the cells five times with cold PBS (150 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, 1.3 mM KH,PO,, 8.1 mM Na,HPO,, pH 7.4). The cells were then lysed
with 0.1% Triton X-100 at room temperature. The cell lysates were placed into scintillation
vials and the radioactivity was counted.

Cell proliferation assay

MDCK-MDRI cells were seeded at 5000 cells per well in 96-well plates. VBL was added at
0.6 pM, with or without cnidiadin (10 pM) and cells were grown for 3 days at 37 C under an
atmosphere containing 5% CO,. Cell survival was assayed with a standard WST-1 assay
using a previously described procedure [17]. In brief, 10 ul WST-1 (a tetrazolium salt) were
added to each well and the soluble formazan dye produced by metabolically active cells was
monitored at 37 C by reading the absorbance at 450 nm with a ThermoMax
spectrophotometer (Molecular Devices).
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Results
Cnidiadin promotes accumulation of R-123 in MDCK-MDR1 cells

To explore their capacity to inhibit Pgp transport activity, we first examined whether
cnidiadin and other tested coumarins affected the uptake of R-123, a fluorescent Pgp
substrate commonly used to investigate the activity of Pgp inhibitors. In a first series of
experiments, all coumarins were tested at concentrations of 10 and 100 uM versus the vehicle
(DMSO 0.1%). A strong increase in fluorescent dye was observed in MDCK-MDRI cells
treated with cnidiadin at 100 uM, while no significant accumulation was detected when other
coumarins were tested at this concentration or with cnidiadin at 10 uM (Fig. 2a). The potency
of cnidiadin was then measured in relation to positive controls. CsA (10 uM) and verapamil
(50 uM) increased R-123 uptake by 7.0- and 3.2-fold, respectively. Exposure to 100 uM
cnidiadin induced a higher accumulation of R-123 (8.9 times the control level). However, R-
123 uptake was not affected when cnidiadin was used at 10 uM (Fig. 2b).
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Fig. 2 Effect of cnidiadin and other coumarins on R-123 accumulation in MDCK-MDR1
cells. a The accumulation of R-123 in MDCK-MDRI1 cells was measured over 2 h in the
presence of 0, 10 and 100 uM of cnidiadin (Cni), angelicin (5), psoralen (4), esculin (3),
esculetin (2) or umbelliferone (1). b The R-123 accumulation promoted by cnidiadin at 100
M and 10 uM was compared with that promoted by CsA (10 uM) and by verapamil (Vera,
50 uM). The results are presented as percentages and are the means from three independent
experiments
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Cnidiadin inhibits Pgp photolabeling

To verify that cnidiadin competitively interacts with Pgp, we then examined whether
cnidiadin inhibited the photolabeling of Pgp by SDZ 212-122, a photoactivable CsA analogue
which possess a diazirine (dz) group at position 8. Membranes from MDCK-MDRI cells
were coincubated with the dz-CsA and cnidiadin, then the amount of Pgp linked to the CsA
derivative was detected by Western blotting and the level of photolabeled Pgp was quantified
by densitometry. In the range of concentrations 1-100 uM, cnidiadin inhibited Pgp
photolabeling in a strong and dose-dependent manner (Fig. 3a).
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Fig. 3 Inhibition of P-gp photolabeling by cnidiadin and other coumarins. a Dose-dependent
inhibition of Pgp photolabeling by cnidiadin. Membranes from MDCK-MDRI1 cells (50 pg)
were coincubated with dz-CsA (0.1 pM) and cnidiadin in the range 0-100 uM, then
crosslinked with UV light. Proteins were resolved by SDS-PAGE using 6.25%
polyacrylamide gels. The residual amount of Pgp photolabeled by dz-CsA was determined by
blotting with a CsA mAb as described in Materials and methods. The corresponding bands
were analyzed by laser densitometry. The results are presented as a dose-response curve. b
Inhibition of Pgp photolabeling by cnidiadin, verapamil and other coumarins. The inhibition
of dz-CsA photolabeling by 100 uM cnidiadin (6) was compared to inhibition by 10 uM
verapamil (Vera) or by 100 pM angelicin (5), psoralen (4), esculin (3), esculetin (2) or
umbelliferone (1). DMSO 0.1% was used as the control 100% photolabeling. The levels of
photolabeled P-gp were estimated by laser densitometry. The results are presented as the
mean = SD (n=3) percentage of photolabeled Pgp measured in the presence of individual
agents as compared to the control.

At 1, 10 and 25 pM, the inhibition reached 9%, 59% and 68.5%, respectively (Fig. 3a).
At 25 puM, the inhibition promoted by cnidiadin (68.5%) was equivalent to that promoted by
verapamil at 10 uM (66%) (Fig. 3b). Although at 100 puM, all coumarins inhibited the
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photolabeling of Pgp by dz-CsA, cnidiadin appeared to be the only compound that efficiently
competed with this CsA analogue for the binding of Pgp. Indeed, the highest degree of
inhibition by a coumarins other than cnidiadin (34% for angelicin at 100 uM) was markedly
weaker than that promoted by cnidiadin at 10 uM. Since at this latter concentration, cnidiadin
did not induce significant accumulation of R-123, the inability of angelicin, psoralen,
umbelliferone, esculin and esculetin to induce accumulation of R-123 was effectively related
to their low capacity to bind Pgp.

The order of potency for inhibition of Pgp photola-beling of the tested coumarins was:
cnidiadin >>> angelicin = psoralen > umbelliferone, esculin and esculetin. These results
indicate that although the nuclear prenylation of the 1,2-benzopyrone nucleus favors the
binding to Pgp, by itself, the additive nucleus does not confer a significant capacity to
compete with SDZ 212-122. In this activity, the efficacy of cnidiadin appears due to the
presence of the two isopropyl chains linked on the dihydroangelicin nucleus, rather than to
the nucleus itself.

Cnidiadin increases the uptake of [3H]-VBL in MDCK-MDRI cells

Although it is a potent Pgp substrate, the small and water-soluble R-123 could not be used as
a model to explore the potency of cnidiadin as a reversal agent. This point was evaluated by
measuring the uptake of the radiolabeled anticancer agent [3H]—VBL into MDCKMDR1 cells.
In a first series of experiments, ["H]-VBL uptake was assessed after a 120-min exposure to
each coumarin at 0,10 and 100 uM. At 10 pM cnidiadin increased [*H]-VBL uptake, as did
the other coumarins at 100 IM (Fig. 4). These data confirmed that cnidiadin was the only
tested coumarin exhibiting potency as a chemosensitizer.

In further studies, the potencies of cnidiadin and CsA were compared. In these
experiments, cnidiadin was tested in the concentration range 0-100 uM, and CsA in the
concentration range 0—10 uM. Both induced accumulation of [*H]-VBL in a highly dose-
dependent manner (Fig. 4b, c). The maximal uptakes were very close (7.2 times the control
level for cnidiadin and 7.0 times for CsA) and the two dose-response curves showed similar
profiles. However, 10 uM of CsA were sufficient to cause the maximal accumulation while
100 uM of cnidiadin were needed. Cnidiadin (ICs, 26.4 uM) thus appears a less-potent
reversal agent than CsA (ICsp 3.4 uM).

However, cnidiadin at 10 uM significantly interacted with Pgp and inhibited its transport
activity (Fig. 4b). In humans, other members of the ABC superfamily have been implicated in
MDR. These include the multidrug resistance protein-1 (MRP1), its homologues MRP2-6
that transport glutathione, glucuronate and sulfate-conjugated drugs, and the breast cancer
resistance protein (BCRP) [4]. Certain dietary polyphenolics, such as quercetin, modulate the
transport of VBL by different multidrug transporters [18, 19]. To evaluate how, in MDCK-
MDRI cells, cnidiadin-mediated [*H]-VBL accumulation was specific to Pgp, we examined
the effect of indomethacin, an inhibitor of MRP, on the uptake of [*H]-VBL by cnidiadin. In
the absence of cnidiadin, indomethacin did not affect VBL accumulation (Fig. 4d). This
suggests that MDCK-MDRI1 cells do not express MRP pumps or that activity of MRP
proteins is not detectable in these cells using this technique. Since the only slight variation of
accumulation was observed in the presence cnidiadin, a lack of inhibitory activity of
cnidiadin against MRP proteins can be suggested.
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Fig. 4 Effect of treatment on [*H]-VBL uptake in MDCK-MDRI cells. a Modulation of *H]-
VLB uptake by cnidiadin, angelicin (5), psoralen (4), esculin (3), esculetin (2) and
umbelliferone (1). The uptake of VLB was measured after a 120-min exposure to each
coumarin at 0, 10 and 100 uM as described in Materials and methods. b Dose-response curve
of the accumulation of [*H]-VLB following treatment with cnidiadin in the dose-range 0—100
M. ¢ Dose-response curve of the [’H]-VLB accumulation following treatment with CsA in
the dose-range 0—10 uM. d Effect of cotreatment with indomethacin, an inhibitor of MRP, on
the uptake of [*H]-VBL by cnidiadin. [*H]-VBL uptake was measured after a 120-min
exposure of cells to solvent (DMSO 0.1%) or cnidiadin (100 uM) in the presence (white bars)
or absence (black bars) of indomethacin. The data presented are the means the values
obtained from three independent experiments performed in triplicate

Cnidiadin is a cytotoxic compound enhancing the cell toxicity of vinca alkaloids in resistant
cells overexpressing Pgp

Further experiments were done to verify whether cotreatment with cnidiadin may enhance the
cell toxicity of vinca alkaloids on resistant cells overexpressing Pgp. In these experiments,
the vinca alkaloid (VBL or VCR) was used at its ICsq, and cnidiadin at 10 uM or its ICsq. Cell
toxicity was evaluated after a 72-h continuous exposure of the cells to the different chemicals
singly or combined.

Assays were first conducted on MDCK-MDRI1 cells. The level of resistance of this cell
line to VBL was approximately 14. This value was calculated as the 1Csy of a drug in the
resistant cell line divided by that of the drug in the wild-type parental cell line (0.04 uM).
When VBL was used alone at 0.6 uM, it killed 57% of MDCKMDRI1 cells. The proportion
of killed cells reached 93% when VBL was used in association with cnidiadin at 10 uM (Fig.
5a). Because treatment with cnidiadin alone at 10 uM killed about 50% of MDCK-MDRI1
cells, it cannot be determined from these results whether the beneficial effect of cnidiadin
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was the result of an additive cell toxicity or a reversal effect or both. However, they
unambiguously show that 10 uM cnidiadin enhanced the toxicity of VBL in MDCK-
MDR cells by 163%.
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Fig. 5 Effect of a cotreatment by cnidiadin and vinca alkaloids on MDCK-MDRI and
KB/VCR cells. a Cnidiadin enhances the cell toxicity of VBL in MDCK-MDRI1 cells. The
survival of MDCKMDRI cells exposed continuously to VBL (0.6 uM), cnidiadin (10 uM) or
a combination of the two drugs for 72 h was evaluated with the WST-1 assay as described in
Material and methods. DMSO (0.1%) was used as a control. The results presented are the
mean + SD percentage survival in relation to control cells (100%). Values were obtained
from three independent experiments. b Western blot analysis of Pgp expression in mutant
human epidermoid carcinoma KB/VCR and wild-type KB cells. Proteins were separated on
6.25% polyacrylamide gels and transblotted onto a an Immobilon-P membrane. Pgp was
detected with MDR Ab-2 mAb as described in Material and methods. ¢ Cotreatment with
cnidiadin sensitizes KB/VCR cells to VCR. ICs, values of VCR were determined after a 72-h
contact with cnidiadin at 0, 10 and 45 pM. Cell toxicity was measured with the WST-1 assay
as described in Material and methods. Values are the means + SD from three independent
experiments

The MDCK-MDRI cell line is not a cancer line. To evaluate whether cnidiadin has the
potential to sensitize multiresistant human cancer cells to vinca alkaloids, we further tested
the effect of cotreatment with cnidiadin/VCR on the human resistant cancer cell line
(KB/VCR). This mutant epidermoid carcinoma line resulted from long-term exposure of
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sensitive wild-type KB cells to VCR. It is highly resistant to VCR. Western blots performed
with an antibody recognizing only the human MDRI isoform (MDR mAb Ab-2), showed
that this resistance is associated with expression of the MDRI1 gene (Fig 5b). The level of
resistance to VCR of the mutant cell line (ICso 4.21+0.33 uM) was established as 105.
Interestingly, KB/VCR cells were much more resistant to cnidiadin (ICsq 43.47+0.27 uM)
than MDCK-MDR1 cells (ICs 10 pM). Notably, no cell toxicity was detected after exposure
to 10 uM cnidiadin. However, at this concentration, cnidiadin sensitized KB/VCR cells to
VCR. Indeed, when cells were treated with VCR in combination with 10 uM cnidiadin, the
ICso of VCR decreased from 4.21+0.33 uM to 3.18+0.17 uM, but was decreased to 0.56+0.13
¢#M in combination with cnidiadin at 45 uM (about the ICsg) (Fig. 5¢).

Discussion

Furanocoumarins exist in many plants from the Rutaceae, Apiaceae and Leguminoseae
families. Some of these plants are sources of spices, herbal medicines, common vegetables
(celery, parsley and parsnips), or beverages (grapefruit and other Citrus juices). The
biological roles of furanocoumarins in their host plants are not fully understood. However, it
is established that these chemicals are phytoallexins protecting plants from attack by insects,
viruses and bacteria. Literature data show that certain of these dietary furanocoumarins may
affect human health. Effects may be beneficial or deleterious. By blocking DNA adduct
formation, the citrus coumarin, isopimpinellin, may exhibit chemopreventive activity [20].
Furanocoumarins from grapefruit mediate drug interactions and affect drug bioavailability
and metabolism by modulating Pgp transport function and the activity of cytochrome P450
[12-14].

It has been reported that cnidiadin inhibits the proliferation of non-small-cell bronchial
carcinoma cells by blocking the cell cycle in the G1 phase [15]. In this study, using MDCK-
MDRI cells as a model of cells expressing the human MDR1 phenotype, we tested cnidiadin
for its capacity to (1) induce the accumulation of two Pgp substrates (the lipophilic cation R-
123 and the radiolabeled anticancer agent [;H]-VBL), and (2) compete with a CsA analogue
for binding to Pgp. In preliminary assays, cnidiadin was tested in comparison with three
simple coumarins (umbelliferone, esculin and esculetin) and two furanocoumarins (angelicin
and psoralen). CsA and verapamil were used as positive controls. Cnidiadin was the only
tested coumarin capable of significantly inhibiting the extrusion of the lipophilic cation R-
123 and the radiolabeled anticancer agent [;H]-VBL out of MDCK-MDRI1 cells. At high
concentrations (100 uM), cnidiadin induced the accumulation of R-123 more efficiently than
the two positive controls, and was slightly more potent than CsA in its ability to induce the
accumulation of [3H]-VBL. These results indicate that, in contrast to other tested coumarins,
cnidiadin can inhibit Pgp transport and may act as a reversing agent. Interestingly, in the dose
range 0-100 M, cnidiadin substantially increased [’H]-VBL uptake in a dosedependent
manner. The maximal accumulation (7.2 times the control level) was close to the
accumulation (7.0 times) promoted by 10 uM CsA. At low concentrations, cnidiadin (ICsg
26.4 uM) is however a less potent reversal agent than CsA (ICsy: 3.2 uM). Nevertheless, 10
pM cnidiadin effectively induced the accumulation of [’H]-VBL in this cell-line.
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Suppressing the expression of P-gp at either the transcriptional or protein level is a key
approach to reverse MDR. Understanding the mechanism by which cnidiadin increases [*H]-
VBL uptake was therefore important. The demonstration that this effect is due to a
competition for the binding to Pgp was shown by a correlation between the dose-response
curves of photolabeling inhibition and of [*H]-VBL accumulation. Consistent with a specific
inhibition of Pgp efflux, [*H]-VBL uptake was not increased by an inhibitor of MRP in the
absence of cnidiadin, and was only slightly increased when this inhibitor was used in
combination with cnidiadin. These results support the hypothesis that, in MDCK-MDR
cells, the accumulation of [*H]-VBL following treatment with cnidiadin is almost completely
specific to a competitive inhibition of Pgp transport activity. Comparison of Pgp
photolabeling inhibition by cnidiadin and the other tested coumarins shows that this effect is
in a large part due to the two hydroxyisopropyl chains linked on the dihydroangelicin
nucleus.

To further evaluate the potency of cnidiadin as a reversal agent, we tested its capacity to
sensitize MDCKMDR1 and KB/VCR cells to vinca alkaloids. Our findings demonstrate that
cnidiadin is a cytotoxic agent, and this is in agreement with previous findings in nonsmall-
cell lung carcinoma (NSCLC) N6 cells, showing that cnidiadin is a cell-cycle inhibitor,
blocking cells in the G1 phase [15]. The ICsy in NSCLC-N6 cells was established as 13.1
lg/ml (39.8 uM) [15]. MDCKMDRI cells appear much more susceptible to cnidiadin than
NG cells. Indeed, a single treatment with 10 uM cnidiadin decreased the survival of this cell
line by 50%. Used together with 0.6 uM VBL, 10 uM cnidiadin increased the cell toxicity of
VBL by 163%. This finding indicates sensitization of this resistant cell line to VBL, but does
not permit the part of additive cell toxicity in this effect to be determined.

To evaluate a possible benefit of cnidiadin in the treatment of human resistant tumors
overexpressing Pgp, we then tested its capacity to enhance the cell toxicity of VCR in
KB/VCR cells. This mutant human epidermoid carcinoma line that expresses the MDR1 gene
exhibits high resistance (105-fold) to VCR and mild susceptibility to cnidiadin (ICsy 43.5
uM). No cell toxicity was detected when cnidiadin was used at 10 uM as a single agent.
However, at this non-toxic concentration, cnidiadin decreased by 24.6% the ICs, value of
VCR in KB/VCR cells. The beneficial effect of the cotreatment supports a synergism
between VCR and cnidiadin. The exact mechanisms by which cnidiadin potentiates VCR, the
toxicity of this furanocoumarin in normal cells and its specificity for cancer cells remains to
be evaluated. However, our results clearly establish that cotreatment of KB/VCR cells with
VCR and cnidiadin at non-toxic and toxic concentrations sensitized this resistant cell line to
VCR.

Considering the important role of Pgp in the oral bioavailability of drugs [21], it is
possible that cnidiadin in food or folk medications may play a complementary role against
MDR by reversing barriers to drug availability. Indeed, Pgp is present in the intestine in the
brush border of mature enterocytes where it pumps Pgp substrates from the enterocytes back
to the intestinal lumen, preventing their absorption into blood. It has been reported previously
that ingestion of furanocoumarins from grapefruit juice increases the bioavailability of Pgp
substrates by partially inhibiting intestinal Pgp transport activity [22]. Inhibiting Pgp
mediated drug efflux may have beneficial consequences, but may also contribute to drug
interactions [22-25]. In vivo studies are thus needed to evaluate if ingestion of food or folk
medicine containing cnidiadin has positive or deleterious effects. In conclusion, this study
demonstrated that cnidiadin is a cytotoxic compound and a Pgp substrate capable, in vitro, of
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competitively inhibiting the binding and efflux of drug by Pgp. The tumoricidal activity of
this furanocoumarin, and its capacity to sensitize resistant cells overexpressing Pgp to vinca
alkaloids suggest that diets and traditional preparations containing cnidiadin may contribute
to (1) reverse multidrug resistance encoded by the MDRI gene, and (2) increase the
bioavailability of orally administered chemotherapeutic agents in humans. Due to its cell
toxicity and weak reversal activity at low concentrations, clinical interest in cnidiadin as a
reversal drug may, however, be limited.
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APPENDICE B

BLOOD-BRAIN BARRIERS: FROM ONTOGENY TO ARTIFICIAL INTERFACES:
PART V: DRUG DELIVERY TO THE BRAIN: CHAPTER 19: THE BLOOD-BRAIN
BARRIER: ROLES OF THE MULTIDRUG RESISTANCE TRANSPORTER
P-GLYCOPROTEIN



RESUME

La barriere-sang cerveau (BSC) est imperméable a de nombreuses substances véhiculées par
le sang et est consédérée comme une ¢tape limitante dans la pénétration des médicaments au
niveau du cerveau. L’unique morphologie de la BSC et la présence de ses transporteurs et
récepteurs spécifiques sont responsables de la faible entrée des médicaments dans le systeme
nerveux central (CNS). Plusieurs systémes de transport assurant I’influx et I’efflux sont
présents a la BSC pour maintenir I’homéostasie du CNS. Parmi eux, I’activité du transporteur
a efflux de la résistance multiple (MDR1), la P-glycoprotéine (P-gp). La présence de la P-gp
chez les cellules endothéliales de la BSC empéche significativement I’accumulation de
plusieurs molécules hydrophobes au cerveau. L’objectif de cet article est d’offrir une vue
d’ensemble des différentes évidences grandissantes démontrant le role clé de la P-gp au
niveau des cellules endothéliales du réseau capillaire du cerveau.
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19
The Blood-Brain Barrier:
Roles of the Multidrug Resistance Transporter P-Glycoprotein

Sandra Turcotte, Michel Demeule, Anthony Régina, Chantal Fournier, Julie Jodoin,
Albert Moghrabi, and Richard Béliveau

19.1
Introduction

For the brain, the blood-brain barrier (BBB) formed by the brain capillary endothelial cells
(BCEC) is considered to be the major route for the uptake of endogenous and exogenous
ligands into the brain parenchyma [1]. The EC of brain capillaries are closely sealed by tight
junctions and constitute a continuous endothelium. Moreover, brain capillaries possess few
fenestrae or endocytic vesicles as compared to the capillaries of other organs [1-3]. BCEC
are surrounded by astrocytes, pericytes, microglial cells and by the extracellular matrix. The
close association of BCEC with the astrocyte foot processes and the basement membrane of
capillaries is important for the development and maintenance of the BBB properties that
permit tight control of the blood-brain exchange of molecules [1-4].

The restrictive nature of the BBB is due, in part, to the tight junctions that prevent significant
passive movement of small hydrophilic molecules between blood and brain. Nutrients such as
glucose and amino acids penetrate into the brain via transporters, whereas uptake of larger
molecules, including insulin and transferrin, occurs via receptor-mediated endocytosis [35, 6].
Among the factors controlling the passive entry of drugs into the CNS, lipid solubility is the
predominant element because of the lipidic nature of cell membranes [7]. The overall
hydrophilic/lipophilic balance of a molecule appears to be a better predictor of BBB
permeability than the octanol/buffer partition coefficient. Molecular size, to which the rate of
solute diffusion is inversely related, also appears to be relevant for hydrophilic compounds,
but does not significantly influence the BBB permeability of lipophilic compounds. Aside
from passive diffusion through lipid membranes, the binding of molecules to plasma proteins,
ionisation at physiological pH (pKa), affinity and capacity of transport systems and potential
BBB/cerebral metabolism are also important for entry into the brain. There are also an
increasing number of studies showing that the activity of the efflux transporter P-
glycoprotein (P-gp) at the BBB prevents significant accumulation of many hydrophobic
molecules or drugs in the CNS [8, 9].
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19.2
The Multidrug Transporter P-Glycoprotein

Almost two decades ago, Juliano and Ling showed that “Drug-resistant Chinese hamster
ovary cell membranes possess a carbohydrate-containing component of 170000 daltons
apparent molecular weight which is not observed in wild type” [10]. They were the first to
demonstrate that overexpression of a glycoprotein they called P-glycoprotein (P for
permeability) was responsible for pleotropic resistance of tumor cells against a wide variety
of chemotherapeutic agents. Thus, the development of simultaneous resistance to multiple
drugs (MDR) that occurs after selection for resistance to a single agent mimics the MDR of
human tumors treated with chemotherapy. Therefore the ATP-dependent efflux pump of
anticancer drugs, P-gp, is one of the main causes of failure in chemotherapy. P-gp is a
member of the ATP-binding cassette (ABC) group of transporters which represent the largest
family of transmembrane proteins. They are found in all prokaryotic and eukaryotic cells.
The vast majority of ABC proteins are active transporters requiring ATP hydrolysis to
provide a driving force to translocate substrates against a concentration gradient across cell
membranes. The first ABC transporter was sequenced more than 20 years ago [11]. Proteins
are classified as ABC transporters based on the sequence and organization of their ATP-
binding domains, also known as nucleotide-binding folds (NBFs). The NBFs contain
characteristic motifs (Walker A and B motifs), which are found in all ATP-binding proteins
[12]. Some 48 members of the ABC superfamily have been described in humans [13, 14].
They are divided into seven families (ABC A-G). The standard nomenclature, developed by
the Human Genome Organization, is available at
http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/genefamily/abc. Three of the ABC subfamilies (C,
B, G) contain transporters known to express significant transport activity in the BBB and in
the blood-cerebrospinal fluid barriers (BCSFB): P-gp (ABCB1), MRP (ABCCl], 4, 5, 6) and
BCRP (ABCG2). These play a pivotal role in the brain barrier by functioning as active efflux
pumps.

19.2.1
P-gp Isoforms

Among the three efflux protein families known to have activity at the BBB, Pgp is one of the
important ones identified at the BBB. It has been proposed that P-gp plays an important role
at the BBB in limiting the entry of many drugs into the brain [15, 16]. The expression of P-gp
in human BBB endothelial cells was first described by Cordon-Cardo et al. and Thiebaut et
al. in 1989 [17, 18]. P-gp is encoded by the MDRI gene in humans and by mdrla and mdrib
in rodents and is associated with the MDR phenotype [17]. P-gp encoded by MDRZ in
humans or by mdr2 in rodents does not play an important role in the transport of drugs [19].
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Mice genetically deficient in the mdr/b gene or in both mdrla and mdrlb genes have normal
viability. However, they show an accumulation of various drugs in the brain and other
tissues, indicating that P-gp may act as a guardian by preventing the passage and
accumulation of many drugs in the brain [9, 20, 21]. Moreover, it was shown that P-gp could
limit the access of naturally occurring molecules, such as the glucocorticoid cortisol, to the
mouse and human brain, particularly to the hippocampal area [22, 23].

19.2.2
Structure

The P-gp human product of MDR/ has 1280 residues whereas the mouse proteins mdr or
mdr3 have 1276 residues. A model for the structure of P-gp has been proposed based on the
amino acid sequences (Fig. 19.1). In this model, two homologous halves (43% homology
between the cDNA sequences) comprise each membrane transporter. Each half contains six
alpha-helix transmembrane-spanning segments (TMs), for a total of 12 TMs. One
cytoplasmic domain containing an ATP-binding site is also found on each half of the
molecule. Phosphorylation sites have been identified in the linker region between the two
halves of MDR1 in human [24] and two to four glycosylation sites have been described in the
first extracellular loop between TMI1 and TM2. Thus, the variability in the measured
molecular weight of P-gp (150-180 kDa) is presumably due to different levels of P-gp
glycosylation between species and tissues [24-26].

Using different biochemical approaches, various oligomeric states have been reported for P-
gp. depending on the tissue and cells employed [27, 28]. Electron microscopy and computer
models proposed that association between the TMs of P-gp leads to the formation of a pore
with a funnel-shape across the membrane [29]. In this 3-D model, the protein viewed from
the extracellular side has a diameter of about 10 nm surrounding a central pore of 5 nm
diameter. The opening of this pore is narrowed inside the membrane by the nucleotide-
binding domain of the protein. A rearrangement of the human P-gp TMs in the presence of
different substrates or as a result of ATP hydrolysis has also been proposed [30-34]. From
their studies, Loo and Clarke proposed a number of amino acid residues that could be
involved in the interactions of, and thus the binding domains for, various P-gp substrates.
Data obtained with transport measurements of fluorescent substrates and photoaffinity
labeling studies support the existence of different binding sites for P-gp substrates, inhibitors
or modulators [35, 36]. Recently, a crystallographic structure of P-gp has been reported
which demonstrates that, upon binding ATP, the TMs undergo a reorganization in compact
domains [37]. In addition, models representing two different functional states of P-gp
(nucleotide-free, nucleotide-bound) have been proposed for the conformational
rearrangement of TMs [38]. Despite the voluminous data on P-gp interactions with its
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ligands, the direct structure-activity relationships (SAR) of P-gp remains to be clearly
established. Better development of the SAR, which would increase the understanding of the
pharmacological and physiological significance of P-gp, could eventually help in the
prediction of drug entry into the brain through the BBB.

regn

AN St it et A Syevarmns S0 CPATD Tanding st

1"t Mot bidistn wilis B ey i an NN,

Fig. 19.1 Schematic representation of P-gp. The P-gp secondary structure, embedded in the
cell membrane, is presented. P-gp possesses 12 transmembrane domains; and N-
glycosylation, phosphorylation and ATPbinding sites are also indicated. The most common
nonsynonymous polymorphisms, which induce encoded amino acid changes, and
synonymous polymorphisms, which cause a silent mutation, are also shown.

P-gp interactions with its ligands, the direct structure-activity relationships (SAR) of P-gp
remains to be clearly established. Better development of the SAR, which would increase the
understanding of the pharmacological and physiological significance of P-gp, could
eventually help in the prediction of drug entry into the brain through the BBB.



118

19.2 The multidrug Transporter P-glycoprotein 435

19.2.3
P-gp Substrates

The first molecules identified as P-gp substrates were generally from natural sources, either
plants or microorganisms. Many drugs are transported by P-gp and their accumulation in the
brain is limited (Table 19.1). Vinca alkaloids, epipodophyllotoxins, anthracyclines and
taxanes are among the anticancer agents known to be transported by P-gp [39-4l].
Increasingly, molecules other than anticancer agents have been identified as P-gp substrates.
For example, P-gp transports cardiac drugs, Ca2+ channel blockers, HIV protease inhibitors,
immunosuppressive agents, fluorescent dyes and cyclic and linear peptides [40—43]. In

Table 19.1 Substrates of P-gp.

Compound Ref. Compound Ref.
Anticancer agents Ca’* channel blockers

Actinomycin D 178 Diltiazem 179, 180
Anthracyclines 181 Mibefradil 182
Colchicine 183 Verapamil 184187
Daunorubicin 178 Fluorescent dyes

Dexamethasone 82, 188, 189 Rhodamine 123 191
Docetaxel 190 Hoechst 33342 35,36
Doxorubicin 192, 193 Calcein-AM 195, 196
Etoposide 194 Tetracycline 197
Mitomycin C 178 Tetraphenylphosphonium 198
Paclitaxel (taxol) 178 Ramosetron 202
Tamoxifen 199-201 HIV protease inhibitors

Vinblastine 178, 203 Amprenavir 206
Vincristine 178 Indinavir 209,210
Immunosuppressive agenty Saquinavir 209
Cyclosporine A 57,204,205 Ritonavir 213
Rapamycin 207,208 Bioactive peptides

Sirolimus 211 Adrenorphin 48
Tacrolimus 212 Endomorphin 1 and 2 48
Others Somatostatin 49,218
Opioids (morphine) 219,220 B-Amyloid 87
Erythromycin (antibiotic) 222,223 Cardiac drugs

Okadaic acid 225 Digoxin 214,215
Steroids 44,227 Quinidine 178,216
Aldosterone 44,228 Digitoxin 217
Cortisol 23, 44 Substance P 49
Corticosterone 229 Toxic peptides

Glucocorticoids 44,230 Valinomycin 221
Progesterone 44 Gramicidin D 224
Sphingomyelin 23] Cytokines

Lovastatin 226 Interferon-y 45, 46
(lipid-lowering agent) Interleukin-2 and -4 47
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addition to xenobiotics, various endogenous substrates for P-gp have been identified in
normal tissues, including several steroids such as cortisol, corticoster-one, progesterone and
aldosterone [23, 44]. Also, cytokines (IL-2, IL.-4, IFN-_) and bilirubin have also been shown
to be transported by P-gp [45-47]. Recently, the transporter has been shown to have high
affinity for endogenous bioactive peptides, such as adrenorphin, endomorphin 1 and 2,
somatostatin and substance P [48, 49].

Studies have shown that molecular weight (MW), surface area, aromaticity, amphiphilicity,
proton basicity and H-bond accepting are important in determining P-gp substrate specificity
[50-52]. Recently, it was proposed that P-gp substrate specificity could be approximated by
three rules obtained from the MW, the H-accepting capacity (given by the Abraham’s f3
coefficient) and from the ionization which is represented by the acid and base pK, values of
compounds. Thus, compounds with an Abraham’s [3 coefficient > 8 (approximately the total
number of N and O atoms), MW > 400, and pK, > 4 are likely to be P-gp substrates, whereas
compounds with (N + O) <4, MW < 400 and pK, < 8 are likely to be non-substrates [53]. The
application of this model could be useful in absorption, distribution, metabolism and
excretion (ADME) profiling of new drugs. However, since P-gp possesses multiple binding
sites and complex mechanisms for substrate recognition and transport, SAR models remain
difficult to develop. The prediction of P-gp substrate specificity is influenced by several
factors, including the types of assays used, the confusion between P-gp substrates and
inhibitors and the binding possibilities with other targets such as cyto-chrome P450 3A4 [43,
53].

Reversal agents are molecules that restore sensitivity to anticancer agents in drug-resistant
cancer cells by inhibiting the transport activity of P-gp. Three generations of these
compounds have been used so far (Table 19.2). For example, calcium channel blockers,
calmodulin antagonists, quinolins, steroids, immunosuppressive agents, antibiotics and
detergents are reversal agents known in the first generation [54-56]. However, most of these
agents produce significant toxicities when used at concentrations sufficient to inhibit P-gp.
Several of these compounds are themselves substrates for P-gp and for other transporters.
Among them, cyclosporin A (CsA) and verapamil were most often employed but cannot be
used safely for MDR reversal at the dosage required. This led to the development of second-
generation P-gp modulators, such as SDZ PSC 833 (valspodar), a CsA analogue [57]. Most of
these agents have the same pharmacological properties as the original molecules but with less
toxicity. In spite of their efficiency, many characteristics limit their clinical usefulness. It has
been demonstrated that these compounds can significantly inhibit the metabolism and
excretion of cytotoxic agents [58]. The high toxicity associated with this side-effect requires a
reduction of chemotherapeutic doses in clinical studies [58]. Also, several second-generation
P-gp modulators are themselves often substrates for cytochrome P450 3A4 enzyme or other
transporter proteins such as MRP1 [59, 60]. These compounds are in competition with the
cytotoxic agent for transport by the pump, giving an unpredictable pharmacokinetic
interaction.
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Table 19.2 Modulators of P-gp properties.

Modulator Ref. Medical use/analogy/type ?
First-generation compounds

Cyclosporin A 57,204, 205 Immunosuppressive
Nifedipine 232 Calcium channel blocker
Progesterone 233 Progestative

Quinidine 178,216 Antiarrhythmic

Quinine 234,235 Antimalarial

Tamoxifen 199, 200 Antioestrogen

Verapamil 184, 185 Calcium channel blocker
Second-generation compounds

Valspodar (PSC833) 28,236 Cyclosporin A

Cinchonine 234 Quinine

Dexniguldipine 237 Nifedipine

Dexverapamil 238,239 Verapamil
Third-generation compounds

Tariquidar (XR9576) 240 Anthranilamide

Zosuquidar (LY335979) 241,242 Difluorocyclopropyldibenzosuberane
ONT-093 243 Substituted diacylimidazole
Tariquidar (XR9576) 244 Anthranilic acid derivative
Biricodar (VX710) 60, 245 Piperidine carboxylate
Elacridar (GF120918/GG918) 246 Acridone carboxamide
Natural compounds

Curcumin 63 Polyphenol

Ginseng 85,247,248 Ginsenosides

Piperine 249,250 Alkaloid (black pepper)
Catechines from green tea 66,251 Polyphenols

Silymarin from milk thistle 252 Flavonoids

Garlic 253,254 Organosulfur compounds

a) First-generation compounds: medical use. Second-generation compounds:
analogy to first generation compound. Third-generation/natural com-
pounds: type or chemical structure.

After disappointing results, a third generation of reversal agents was developed. These
molecules aim to specifically inhibit P-gp function. These agents do not affect cytochrome
P450 3A4 and were generally developed using SARs and combinatorial chemistry. Because
they are noncompetitive inhibitors of the P-gp transporter, the use of this third generation of
P-gp modulators permits a reduction in the dosage of chemotherapeutic agents.

The clinical efficacy of these reversal agents remains to be established, not only with regard
to overcoming tumor resistance against chemotherapy, but also for other factors such as
bypassing P-gp in the BBB. In recent years, several new approaches have been developed to
reduce and inhibit MDR1/P-gp expression in cells. Among them, the use of monoclonal
antibodies or immunotoxins against P-gp, antisense oligonucleotides and small interfering
RNAs (siRNAs) has been investigated [61, 62].
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Furthermore, natural products from dietary intake, such as curcumin ginsenosides and
piperine, have been identified as inhibitors of P-gp and several flavonoids, such as quercetin
and naringenin, are reported to modulate P-gp activity (Table 19.2) [63-65]. Moreover, we
have also demonstrated that epigallocatechin gallate, the major polyphenol present in green
tea, inhibits P-gp activity [66]. At the same time, much effort has gone into investigating and
identifying new natural compounds that inhibit P-gp, reverse the MDR phenotype and
sensitize cancer cells to conventional chemotherapy without toxicological effects. However,
other studies are necessary to understand the mechanisms involved in P-gp modulation by
these natural products and to explore their potential in chemoprevention.

19.3
Localization and Transport Activity of P-gp in the CNS

19.3.1
Normal Brain

P-gp is found in many normal tissues with excretory function, including liver, kidney and
small intestine [67, 68], and at blood-tissue barriers such as the BBB, blood-testis barrier and
placenta [69]. As a result of its anatomical localization, P-gp is one of the most important
transporters for drug disposition in the organism. It limits drug entry into the body after oral
drug administration (entérocytes luminal membrane), it promotes drug elimination into bile
and urine (hepatocyte canalicular membrane, kidney proximal tubule luminal cell membrane)
and it limits drug penetration into sensitive tissues (brain, testis, fetal circulation).

The expression of P-gp in human BBB endothelial cells has been described in many
studies, performed in various species (human, rat, mouse, cow, pig) [70-72] and indicates
that the major site of BBB P-gp expression is at the luminal membrane of capillary
endothelial cells (Fig. 19.2 A, left panel). Several reports have shown that P-gp could be also
present in the brain parenchyma. For example, in vitro P-gp expression and activity have
been demonstrated in primary astrocyte rat brain cultures [73, 74] and in microglia [75]. In
vivo, a recent study examined Pgp distribution, using confocal microscopy on rat brain
sections and indicated that this transporter was preferentially expressed in the endothelial
component but was also present in astroglial cells [76]. Another team observed that the P-gp
pattern of expression in human and primate brain was the same as that seen for the astrocyte
marker GFAP [77, 78]. Based on these immunofluorescent studies, a model of MDR in brain
was proposed where P-gp is localized on astrocyte foot processes at the antiluminal side of
the human BBB. More recently, this group published results where P-gp expression was
found both in astrocytes and in endothelial cells of healthy primate brain [79]. In our
laboratory, a study indicated that P-gp was strongly enriched in the positive endothelial cell
fraction from brain and was absent from the negative fraction in which the glial fibrillary
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Fig. 19.2 P-gp expression at the BBB. (A) Left panel: Detection of P-gp in homogenates and
in endothelial cells (EC) isolated from brain using magnetic cellsorting beads. Right panel:
Proteins from whole membranes, brain capillaries and endothelial luminal membranes were
separated by SDS-PAGE and immunodetected with mAb P-gp (C219) antibody. (B)
Schematic view of P-gp at the BBB. EC are sealed by continuous tight junctions and
surrounded by a basal lamina. Pericytes are present at the periphery of vessels. Astrocyte foot
processes are in close contact. P-gp is present in the luminal membranes of the brain vascular
endothelium and impedes brain penetration by lipophilic substances.

acidic protein (GFAP), an astrocyte marker, was present [80]. It was also shown by RT-PCR
analysis that the mdr/a gene was preferentially expressed in this enriched EC fraction from
the brain. At the subcellular level, our findings demonstrated that the P-gp was localized in
isolated luminal membranes from the brain vascular endothelium in rat [81] (Fig. 19.2 A,
right panel).
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Overall, data obtained for most studies suggest that P-gp expressed in the capillary
endothelial cells of the BBB restricts the CNS accumulation of many drugs, including
chemotherapeutic agents (Fig. 19.2 B). This protective action of P-gp has been demonstrated
using mdra knockout mice [82]. In addition to the expression of P-gp at the BBB, there have
been a few reports of the expression and functional activity of P-gp in the choroid plexus [76,
83, 84]. P-gp was localized at the subapical side of choroid plexus epithelia and vectorial
transport experiments performed on cultured rat choroid plexus showed an apically directed
efflux function for P-gp, suggesting a role in preventing the export of certain substances out
of the CSF, as opposed to its action at the BBB. More studies are needed to understand and
characterize the role of P-gp at the choroid plexus.

19.3.2
Brain Diseases

The expression and activity of P-gp in the CNS plays an important role in the disposition and
efficacy of pharmacological agents for brain diseases, such as brain tumors, epilepsy or HIV-
associated dementia [85, 86]. In addition, P-gp also seems to play a key role in the etiology
and pathogenesis of certain neurological disorders, such as Alzheimer’s and Parkinson’s
diseases [87, 88]. In brain tumors, progress in clinical treatment has been slow and one of the
major problems impeding treatment of these tumors is their weak response to anticancer
drugs. In fact, brain tumors are known to develop MDR quite rapidly. Furthermore, gliomas
are characterized by their infiltrative pattern of growth and it is likely that the blood-brain
area in the tumoral periphery, which often escapes surgical intervention, possesses a totally
functional BBB. The low response to chemotherapy may also depend on tumor blood flow,
the integrity of the blood-tumor barrier and an inherent or acquired MDR phenotype in
cancer cells [89]. As P-gp plays a major role in the defense of the organism against
xenobiotics at the BBB [9], the determination of P-gp levels in brain tumors and peritumoral
tissue is crucial for evaluating the long-term efficacy of chemotherapy. P-gp has been
detected in endothelial cells from newly formed microvessels of gliomas [90-92], suggesting
that, despite the leaky nature of the vasculature of gliomas, angiogenic vessels have
maintained some of the restrictive capacities of the BBB.

19.3.2.1
Malignant Brain Tumors

We have reported that the P-gp expression levels detected by Western blot in various human
malignant brain tumors (low-, high-grade gliomas) are similar to the levels of P-gp
expression found in normal brain [93]. This is in agreement with previous studies which
reported the presence of P-gp in resistant and partially chemosensitive glioblastomas by
immunohistochemistry, using the monoclonal antibody C219 [94-96]. These results suggest
that the poor response
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of brain tumors to many anticancer drugs may be related to the presence of this efflux
transporter in cell populations of the primary brain tumors and that P-gp may be considered
as a negative factor when predicting the outcome for patients with brain tumors. These
findings also suggest that P-gp expression is maintained in both low- and high-grade gliomas.
Moreover, the widespread expression of P-gp in these tumors may reflect an intrinsic
resistance to anticancer drugs.

Previous immunohistochemical analyses showed that most gliomas and, more pecifically,
endothelial cells within the gliomas, stained positively for MDR1 P-gp [91, 92]. These tudies
support the concept that clinical drug resistance may be caused by P-gp expression, not only
in cancer cells but also in the capillary endothelial cells of brain tumors. The role of the BBB
in the low efficacy of chemotherapy is still unclear. Alterations in the brain capillary
ultrastructure have been described, leading to an increase in the microvascular permeability
in gliomas. In contrast, it has been reported that the neovasculature of even high-grade
tumors preserves partial BBB permeability properties at the cellular level [97] and that the
BBB at the tumor periphery is still intact. In addition, a study indicated that P-gp, one of the
best phenotypic markers of the BBB, is expressed at the same levels in all primary tumors as
in normal brain, indicating that brain tumors retain an important characteristic of the BBB
which restricts the brain uptake of chemotherapeutic agents. Thus the BBB, especially at the
edge of tumors, remains a formidable obstacle for drug distribution to brain regions that have
been infiltrated by neoplastic cells [98].

19.3.2.2
Brain Metastases

Brain metastases occur in 20-40% of cancer patients and the estimated incidence in the
United States is 170000 new cases per year [99]. Lung cancer (9.7-64.0%), breast cancer (2~
25%) and melanoma (4-20%) are the most common primary sources of metastases to the
CNS [100]. Strikingly, we found that brain metastases from melanomas and lung
adenocarcinomas exhibit only 5% and 40%, respectively, of the P-gp levels found in normal
brain [93]. Metastatic malignant melanomas are recognized for their poor response to
chemotherapy, whereas some effects of chemotherapy have been observed for lung
adenocarcinomas [101]. The low expression of P-gp in these brain metastases suggests that
MDR mechanisms other than P-gp could be responsible for their poor response to
chemotherapy. The lack of P-gp expression in primary lung tumors and corresponding brain
metastases also indicates that these brain metastases do not acquire the levels of P-gp
expression found in normal brain tissue.
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19.3.3
Expression of Other ABC Transporters at the BBB

It has been reported that efflux transporters other than P-gp are also expressed in brain
capillaries. For instance, members of the MDR-associated protein (MRP) family have been
detected at the BBB. In humans, seven MRP homologues have been identified [102]. All
members of the MRP family are distributed throughout most human tissues [103]. MRP1,
which was first described in 1992, was immunodetected by Western blots in human and rat
choroid plexus, but the presence of MRP1 in the EC of brain capillaries remains controversial
[104]. In animal models, Western blot and RT-PCR analysis suggest that MRP1 is expressed
in isolated rat brain capillaries, primary cultured rat, pig and cow BCECs and immortalized
rodent BCECs [105-107]. However, in isolated human brain capillaries, no expression of
MRP1 was observed by immunohistochemistry [108]. The canalicular multispecific organic
anion transporter (¢(MOAT or MRP2) was principally detected in hepatocytes, intestine and
kidney but was not detected in endothelial cells of rat brain capillaries by Western blot [109].
Recently, MRP1, -4, -5 and -6 were shown to be expressed in primary BCECs by RT-PCR
analysis as well as in a capillary-enriched brain extract [110]. In addition, MRP mRNA levels
appeared to be closely associated with resistance to etoposide, adriamycin and vincristine in
human glioma cell lines derived from patients [111]. Recently, levels of MDR1 and MRP1-
MRP4 mRNA were compared between normal brain tissue and malignant gliomas [112]. The
expression of both MDR1 and MRP2 were similar in normal brain and tumors, whereas
MRP1 and MRP3 expression increased with tumor grade. Therefore, some of the MRPs may
also confer intrinsic MDR activity in human gliomas or in metastatic brain tumors.

19.3.4
Subcellular Localization of P-gp

P-gp was also found in a specialized microdomain of plasma membranes called caveolae.
This P-gp expressed in caveolae was first identified in multidrug-resistant cells [113-115],
where it appears to play an important role in drug resistance development [116, 117].
Caveolae are flask-shaped plasma membrane invaginations involved in many cellular events
such as transcytosis, endocytosis, cholesterol transport and signal transduction [118]. A
family of proteins called caveolins comprise the structural component of caveolae. Caveolin-
| and caveolin-2 are primarily expressed in adipocytes, endothelial cells, smooth muscle cells
and type I pneumocytes [119], whereas caveolin-3 is expressed in muscle and glial cells [120,
121]. Caveolin-1 possesses two isoforms (a, ) whereas three isoforms (o, 3, y) were
reported for caveolin-2. MDR is a multifactorial process and recently an upregulation of
caveolae and caveolar constituents, such as caveolin-1, -2 and glucosylceramide, was
observed in different MDR cancer cells compared to their drug-sensitive counterparts [113,
114,122, 123].
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Localization of P-gp in caveolae has been also shown in the brain by different means.
First, using a detergent-free method for caveolae isolation, our group showed the enrichment
of P-gp, caveolin-1 and cholesterol in the low-density microdomains of human isolated brain
capillaries and endothelial cells of an in vitro BBB model [115, 124]. Second,
immunocytochemical analysis demonstrated the presence of P-gp in plasmalemmal vesicles
of rat brain capillaries and in an immortalized rat brain endothelial cell line, RBE4 [125].
Then, Virgintino et al. [126] showed, by microscopy, that a large proportion of P-gp and
caveolin-1 colocalize in the luminal compartment of the endothelial cells in human
microvessels of the cerebral cortex. Besides cells, immunocytochemical analysis shows that,
in astrocytes, a portion of P-gp is localized in caveolae [74] and colocalized with caveolin-1
[79].

In addition to the colocalization of some P-gp and caveolins in caveolae, our
coimmunoprecipitation studies indicated that a population of P-gp molecules interacted with
caveolin-1 in endothelial cells of the BBB [115, 124]. This coimmunoprecipitation was also
reported in MDR cells [115, 127] and in astrocytes [74]. Similar to caveolin-1, caveolin-2
interacts with P-gp; and these three proteins form a high molecular mass complex at the BBB
[124]. Oligomeric forms of P-gp have been observed in MDR cells and brain capillaries [28,
128] and recent data suggest that P-gp oligomerizes through indirect interactions [129]. The
involvement of caveolins in P-gp oligomerization remains to be investigated, as well as the
possibility of other proteins interacting with P-gp, like actin, ezrin, radixin, moesin, calnexin,
Hsp70 and Hsp90 beta [130-132].

P-gp contains in its N-terminal portion a consensus caveolin-binding motif present in
many proteins known to bind the scaffolding domain of caveolin-1 (Fig. 19.1). Three related
caveolin-binding motifs are known (¢XPXXXXP, OXPXXXX XX, dXPXXXXpXX¢,
where ¢ is a phenylalanine, tyrosine or tryptophan residue and X is any amino acid residue)
[133]. The scaffolding domain of caveolin-1 regulates signaling molecules localized in
caveolae such as eNOS, protein kinase C, insulin receptor, EGF and VEGEF receptors [134,
135]. In the case of P-gp, mutation of its caveolin-binding motif decreases the interaction
between P-gp and caveolin-1 and increases P-gp transport activity, indicating that caveolin-1
negatively regulates P-gp activity [124]. Moreover, overexpression of caveolin-1 in drug-
resistant cells expressing P-gp causes a reduction of P-gp activity and in the cells become
drug-sensitive, supporting the hypothesis that caveolin-1 inhibits drug transport by P-gp
[127].
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19.4
Polymorphisms of P-gp

19.4.1
MDRI1 Polymorphisms at the BBB

In recent years, researchers have started to investigate the molecular mechanisms underlying
inter-individual differences in the pharmacological effects of drugs. Genetic variations in
drug transporters have received particular interest since they are among the factors
determining the pharmacokinetic profile of drugs. Efforts have also been made to identify
genetic variations of the hunan MDR1 (ABCB1).

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) result in a single nucleotide substitution and
possibly a change in the encoded amino acid. More than 40 SNPs and insertion/deletion
polymorphisms in the ABCB1 gene have been reported. MDR1 gene SNPs are located in the
coding region and in the noncoding region, including the core promoter region and the intron-
exon boundaries [136—-138]. The most common allelic combinations of MDR1 SNPs, which
encode no amino acid changes, are synonymous polymorphisms at exon 12 (C1236T) and
exon 26 (C3435T) and nonsynonymous polymorphisms (encoding amino acid changes) at
exon 21 (G2677T). The localization of these major SNPs is shown in the schematic
representation of P-gp (Fig. 19.1). Allele frequencies vary widely in MDRI SNPs,
particularly between populations of African descent and other ethnic groups. A large
discrepancy is observed in these populations with an average of 18% and 48% frequencies,
respectively, for the T allele of the three common allelic combinations of MDR1 SNPs (Table
19.3). Moreover, the segregation observed in the African American population consistently
presents different, specific genetic combinations of MDR1 SNPs (haplotype) [136, 138, 139].
Consistent with wild-type allelic frequency in individuals of African origin, epidemiologic
studies have observed a lower incidence of ulcerative colitis in Africans as compared with
Caucasians [140]. It was suggested that the higher frequency of the wild-type allele (CC) in
the African population for exon 26

Table 19.3 Most frequent allelic combinations of MDR1 genetic variations [136—138].
CA=Caucasian, AA=African American; AS=Asian American; ME=Mexican American;
PA=Pacific Islander.

Exon SNP Allele frequency (%)

CA AA AS ME PA
12 C1236T 35-46 21 68 45 57
21 G2677T 42-46 10 45 40 36
21 G2677A 2-10 0.5 6-22 0 36

26 C3435T 48-56 20-23 40-49 50 50
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(C3435C) SNPs may have resulted in a selective advantage against intestinal tract diseases
[141]. There have also been no cases of neurotoxicity reported after treatment with
ivermectin for the prevention of onchocerciasis in Africa, even though this drug causes
neurotoxicity in animals with low P-gp expression [139, 142]. Thus, it has been demonstrated
that some MDRI1 polymorphisms have an impact on P-gp expression and function. The
introduction of nucleotide changes in highly conserved regions of the MDR1 gene has a
major impact on P-gp function and expression, in comparison with a nucleotide substitution
introduced in less conserved regions of the gene [40, 143-145].

19.4.2
MDR1 Polymorphism and Brain Pathologies

At the BBB, impairment of P-gp function or altered P-gp expression level has been
associated with severe neurotoxic side effects following administration of drugs or
xenobiotics [146-148]. The SNPs in exon 26 (C3435TT or CT) genotypes are associated
with low P-gp expression in the BBB in comparison to the CC genotypes references. A five-
fold increased risk for developing Parkinson’s disease was found in exon 26 (C3435T)
heterozygous (T) and homozygous (TT) patients exposed to pesticides [88, 149]. Children
with acute lymphoblastic leukaemia (ALL) with the C3435TT or CT genotypes demonstrated
a better response to chemotherapeutic drugs (e.g. etoposide, vincristine, doxorubicin), thus
reducing the risk of CNS relapse [150]. Furthermore, the nonsynonymous G2677T SNPs in
exon 21, combined with the synonymous C3435T SNPs in exon 26, increased the
neurotoxicity of the immunosuppressive drug tacrolimus in liver transplant patients [151].
Patients with resistance to epileptic drugs have shown a higher frequency of the C3435CC
genotype than the C3435TT SNPs. The well known C3435T polymorphism is silent (no
amino acid changes) and raises the possibility that the polymorphism is not in itself causal
but that different mutational groups (SNPs) forming different haplotypes in a consistent
network are possibly the causal events [152]. Thus, linkage disequilibrium of the C3435T
SNPs with other SNPs has underscored the importance of understanding haplotypes.

Interstudy comparison of the polymorphic effects on P-gp expression and function
requires extensive haplotype analyses [136-138, 153, 154]. This will also provide a powerful
tool for predicting and optimizing drug therapy, particularly for drugs with narrow
therapeutic indices where induction or inhibition of transporter function can have a
tremendous impact on drug efficacy and safety [136, 138, 155-157].
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Fig. 19.3 Roles of P-gp at the BBB. P-gp at the BBB could have different physiological roles
such as: (1) protection against xenobiotics, (2) secretion of brain endogenous substrates and
(3) endothelial secretion.

19.5
Role of P-gp at the BBB

In brain capillaries, P-gp appears to play an important role in preventing many hydrophobic
molecules from crossing the BBB and reaching the CNS. However, the exact physiological
function of P-gp in the BBB is not completely understood. A growing body of evidence links
P-gp to physiological roles distinct from its initially recognized function as a drug efflux
system (Figs. 19.3 and 19.4).
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Fig. 19.4 Proposed roles of P-gp localized in caveolae.

(A) Low-density caveolae-enriched domains were isolated from BBCEC cocultured with astrocytes, using a
carbonate-based fractionation method. Each fraction from a sucrose gradient was separated by SDS-PAGE and
immunodetected using antibodies directed against P-gp (mAb C219) and caveolin. (B) Since cholesterol is important
for P-gp activity, the localization of P-gp in enriched cholesterol microdomains (caveolae) contributes to decreasing
intracellular drug concentrations by pumping drugs inside caveolar vesicles and increasing their elimination outside
the cells. (C) P-gp mediates cholesterol redistribution from the cytosolic leaflet to the exoplasmic leaflet of the
plasma membrane. C=Cholesterol; Cav=caveolin-1.
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19.5.1
Protection Against Xenobiotics

Numerous reports provide functional evidence for P-gp-mediated drug efflux at the BBB.
The interaction of drugs with P-gp in rat brain capillaries was demonstrated by photoaffinity
labeling [158]. The generation of transgenic mice with a disruption of the mdria gene
provided a pharmacological tool for the study of P-gp function in the BBB [9, 20]. These
mice are viable, fertile and do not display obvious phenotypic abnormalities, indicating that
this protein is not essential to their vital functions. However, P-gp substrates accumulate in
the brains of these mice to a much greater extent than in wild-type animals and they are more
sensitive to central neurotoxicity. For example, knockout mice are 50-100 times more
sensitive to the neurotoxic effects of the pesticide ivermectin. The accumulation of this drug
in brain tissue of mdrla(-/-) mice was increased 80100 times as compared to control mice.
Recent application of in situ brain perfusion to wild-type and P-gp-deficient mdrla(-/-) mice
made it possible to assess the influence of P-gp on brain uptake of substrates without the
potentially confounding differences in systemic pharmacokinetics upon P-gp distribution
[159]. In summary, as indicated by Schinkel in 1999, P-gp appears to be a major efflux
transporter at the BBB that acts as a guardian of the CNS by preventing the accumulation of
many drugs in the brain [9].

19.5.2
Secretion of Endogenous Brain Substrates and Endothelial Secretion

In addition to its guardian role, P-gp is involved in the excretion of toxic compounds by renal
proximal tubules and hepatic canalicular membranes [68, 69] and in the secretion of
endogenous molecules from adrenal glands [160]. Thus, P-gp could fulfill a similar function
in the BBB and be responsible for the secretion and/or excretion of brain-derived substances
or metabolites into the blood (brain secretion). It could also be involved in the secretion of
molecules from the endothelium itself (capillary secretion). In this respect, P-gp has been
proposed to be involved in the release of neuroactive substances from the brain directly into
the systemic blood following intracerebroventricular injection [161]. In addition, it has been
demonstrated that B-amyloid (AP) is transported across the plasma membrane of P-gp-
enriched vesicles in an ATP- and P-gp-dependent manner, suggesting that A_ might be an
endogeneous substrate for P-gp in brain [87]. Thus, a change in MDRI1 function or
expression might alter the clearance of AP from the brain and may contribute to
cerebrovascular angiopathy. Since the accumulation of AP in the brain is a feature of
Alzheimer’s disease, the mechanism of A3 transport opens new avenues in the understanding
of Alzheimer’s disease.
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19.5.3
Caveolar Trafficking

Why P-gp is localized in caveolar microdomains remains to be established. However, several
roles can be proposed for P-gp in these membrane microdomains, which are illustrated in Fig.
19.4. As mentioned, a portion of the P-gp localized in the brain capillary endothelial cells
was found in caveolae microdomaines (Fig. 19.4 A). It has been proposed that the P-gp
localized in the caveolae of MDR cells might act to decrease intracellular drug concentrations
by pumping drugs inside caveolar vesicles and increasing their elimination (Fig. 19.4 B).
Different observations in MDR cells support this role of P-gp in caveolae: increase of
caveolae and caveolar constituents in MDR cells compared to their drug-sensitive
counterparts [113, 114, 116, 117, 123, 162], localization of P-gp in caveolae in MDR cells
[113, 115] and drug sequestration in P-gp-containing cytoplasmic vesicles in MDR cells
[163, 164].

Studies have also reported that a portion of the P-gp expressed at the BBB is colocalized
with caveolin-1 in caveolae [125, 165]. Other studies have demonstrated that the P-gp
expressed at the BBB can also interact with caveolin-1 [115, 124]. Considering the protective
role of P-gp at the BBB in preventing the accumulation of many hydrophobic molecules and
potentially toxic substances in the brain, modification of caveolae or caveolin levels might
affect brain homeostasis. In this regard, a dramatic decrease in caveolin-1 expression has
been observed in brain tumor endothelial cells compared to normal brain endothelial cells
[166]. Since caveolin-1 inhibits P-gp activity [124, 127], a reduction in caveolin-1 expression
could affect drug transport across the BBB and decrease chemotherapy efficiency. In
addition, studies from different groups have suggested the involvement of P-gp in lipid
transport (Fig. 19.4 C). Studies on P-gp activity, either drug binding or drug transport, in cells
where P-gp is localized in caveolae or low-density microdomaines show that P-gp is
functional in these cholesterol-enriched microdomaines [124, 167]. Moreover, studies have
shown that cholesterol is important for the activity of P-gp, suggesting that caveolae might
provide a favorable environment for its activity [168—170]. Specifically, cholesterol could
interact with the substrate binding site of P-gp, suggesting that cholesterol may be transported
by MDR1 P-gp (Fig. 19.4 C) [171]. Furthermore, one study has shown that P-gp mediates the
ATP-dependent relocation of cholesterol from the cytosolic leaflet to the exoplasmic leaflet
of the plasma membrane, suggesting that P-gp might contribute to stabilizing caveolae [172].
It was also reported that caveolin-1 binds cholesterol and mediates its efflux within caveolae
via an identified, cytosolic caveolin-1 complex comprising heat-shock protein 56, cyclophilin
A and cyclophilin 40, which carries cholesterol to the plasma membrane caveolae [173]. In
addition, P-gp in caveolae might contribute towards decreasing the formation of ceramide,
which is involved in apoptosis induction [174]. Elevated levels of glucosylceramide, the
precursor of ceramide, were observed in MDR cells and appeared to be due to the high
activity of glucosylceramide synthase activity. Also,
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it has been shown that sphingomyelin (SM) and the enzyme converting SM into ceramide,
called sphingomyelinase, are enriched in caveolae in MDR cells [175, 176]. However, further
studies are required to have a better understanding of the role of P-gp in caveolae at the BBB.

19.6
Conclusions

Overall, P-gp plays an important role in brain protection at the BBB. Its expression at the
luminal side of endothelial cells in brain capillaries prevents the passage of many agents into
the brain [9, 81, 177]. Moreover, many studies have proposed that the capillary EC of brain
tumors participates in the resistance associated with P-gp expression, especially at the edge of
tumors, where the BBB remains a formidable obstacle for the penetration of anticancer drugs
into the brain regions infiltrated by cancer cells [98]. The development of P-gp inhibitors in
order to reverse the MDR phenotype has been extensively investigated with generally
disappointing results. The current, third-generation inhibitors present high potency and
specificity for P-gp. Further studies are required to establish their contribution to potential
therapeutic treatment by reversing P-gp-mediated MDR. It was recently reported, in MDR
cells, that a portion of the P-gp present in the endothelial cells of the BBB is localized in
caveolar microdomains [113, 115]. This particular localization could be useful for
understanding the function and regulation of P-gp in drug elimination and transport across the
BBB. Finally, recent observations have challenged the notion that P-gp has evolved merely to
mediate the efflux of xenobiotics and raised the possibility that P-gp and related transporters
might play a fundamental role in regulating cell differentiation, migration, proliferation and
survival [174].
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