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ABC
NBD
TMD
MDR
MRP
CFTR
ATP
ADN
ADNc
ARN
ARNm
ARNr
BLAST
BrEt
Ct

PCR
qPCR
TLDA
RT
RQ
Tm
LAM
ES

EB
hES
MSC
Kb
kDa

Liste des Abréviations

ATP Binding Cassette

Nucleotide Binding Domain

Transmembrane Domain

Multidrug Resistance protein

Multidrug Resistance Associated Protein

Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator
Adenosine Triphosphate

Acide Désoxyribonucléique

ADN complémentaire

Acide Ribonucléique

ARN messager

ARN ribosomique

Basic Local Alignment Search Tool (Outil de recherche d’alignements)
Bromure d’éthidium

Threshold cycle Cycle-seuil

Paire de bases

Polymerase Chain Reaction Réaction de polymérisation en chaine
PCR quantitative

TagMan Low Density Array

Transcription inverse

Quantification relative

Température de fusion

Leucémie aigue myélobastique

Embryonic Stem Cell

Embryoid Body

human Embryonic Stem Cell

Mesenchymal Stem Cell

kilo paire de base

kilo Dalton
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Chapitre I Introduction générale

I LA FAMILLE DES TRANSPORTEURS ABC

Les membranes cellulaires permettent la communication entre le cytoplasme de la
cellule et le milieu extracellulaire. La différence de composition entre le cytoplasme
et son milieu externe n’est possible que grace a une perméabilité sélective de cette
membrane plasmique. En effet, certaines protéines membranaires sont des canaux
ioniques ou des transporteurs passifs autorisant le passage de constituants selon leur
gradient électrochimique. Il existe également des systemes de transport actif
permettant le transport de substances contre leur gradient de concentration. Parmi
ces transporteurs actifs, la famille des transporteurs a ATP-binding cassette (ABC) est
la plus représentative.

La famille des transporteurs ABC est I'une des plus vastes familles de protéines. Ces
transporteurs ont été découverts et étudiés dans les bactéries des les années 1950
mais ce n’est que vers 1990 que leur présence a été établie dans tout le regne vivant,
de la bactérie a I'homme, en passant par les plantes (Higgins 1992). Cinquante et un
membres ont été décrits dans cette famille de genes chez '’homme, mais a ce jour
cette famille comporterait 48 genes fonctionnels, 2 pseudogenes et un géne dont la
séquence de référence a été retirée des banques de données (Dean et al. 2001). Cette
famille est divisée en sept sous-familles allant de la sous famille A jusqu’a la sous
famille G (Tableau 1) (Dean and Annilo 2005).
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Sous famille Geénes Synonymes Locus
ABCA1 ABC1, TGD, HDIL.DT1, CERP 9a31.1
ABCA2 ABC2 9q34
ABCA3 ABC-C, ABC3 16p13.3
ABCA4 ABCR, RP19, ABC10, FEM, STGD1, STGD, CORD3, RMP 1p22.1-p21
ABCA5 ABC13 17924.3
ABCA6 17924.3
ABCA/ABC1 | ABCA7 ABCX, ABCA-SSN 19p13.3
ABCAS8 17924
ABCA9 17924
ABCA10 17q24
ABCA11 (pseudogene) 4p16.3
ABCA12 2q34
ABCA13 7p12.3
ABCB1 MDR1, P-gp, ABC20, GP170, PGY1 7q21.1
ABCB2 TAP1, PSF1, RING4, ABC17, APT1, D65114E 6p21.3
ABCB3 TAP2, PSF2, RING11, D6S217E, ABC18 6p21.3
ABCB4 PGY3, MDR2/3, MDR3, PFIC-3, ABC21 7q921.1
ABCB5 7p15.3
ABCB/MDR [ ApcBe ABC14, UMAT, MTABC3, PRP 2336
ABCB7 ABC7, ATM1P, ASAT Xql2-q13
ABCBS M-ABC1 7936
ABCB9 TAPL 12924
ABCB10 M-ABC2, MTABC2 1942
ABCBI11 BSEP, ABC16, PFIC-2, PFIC2, PGY4, SPGP 2q24
ABCC1 MRP, MRP1, ABCC, ABC29, GS-X 16p13.1
ABCC2 MRP2, CMOAT, ABC30 10g24
ABCC3 MRP3, cMOAT?2, MOAT-D, ABC31, MLP2 17922
ABCC4 MRP4, MOAT-B, MOATSB, 13g32
ABCC5 MRP5, ABC33, MOAT-C, MOATC, SMRP, pABC11 3927
ABCC /MRP ABCC6 MRP6, ABC34, ARA, MLP1, MOATE, PXE, PXE1 16p13.1
ABCC7 CFTR, MRP7, CFTR/MRP, CF, ABC35, TNR-CFTR, 7q31.2
ABCC8 SUR1, SUR, MRP8, ABC36, HHF1, HI, HRINS, PHHI 11p15.1
ABCC9 SUR2, ABC37, CMD10, FL]36852 12p12.1
ABCCI10 MRP7 6p21.1
ABCC11 MRPS8 16q12.1
ABCC12 MRP9 16q12.1
ABCC13 PREDS6 (pseudogéne) 21ql11.2
ABCD1 ALD., ALDP, ABC42, AMI\}I1 Xa28
ABCD2 ALDL1, ALDR, ABC39, ALDRP, hALDR 12g11-q12
ABCD/ ALD ABCD3 PXMP1, PMP70, ABC43 1p22-p21
ABCD4 PXMP1L, P70R, ABC41, EST352188, P79R, PMP69, 14g24.3
ABCE/OABP ABCE1 RNASELI, OABP, ABC38, RLI, RNASEL1, RNS4I 4q31
ABCF1 ABC50, ABC27 6021.33
ABCF/ GCN20 ABCF2 ABC28, HUSSY-18, M-ABC1 7936
ABCEF3 3927.1
ABCG1 ABCS8, WHITE1 21g22.3
ABCG2 BCRP, BCRP1, MRX, MXR, MXR1, ABC15, ABCP, BMDP, 4922
ABCG3 ? Séquence retirée
ABCG/White | ABCG4 WHITE2 11g23.3
ABCG5 WHITE3, Sterolinl 2p21
ABCGS8 WHITE?2, Sterolin2 2p21

Tableau 1 : la famille des transporteurs ABC chez ’'homme.
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II ORGANISATION DES TRANSPORTEURS ABC

Les transporteurs ABC présentent de remarquables conservations dans leur séquence
et dans leur organisation structurale. Les transporteurs ABC entiers sont organisés en
quatre domaines: deux domaines transmembranaires (TMD pour Transmembrane
domains) et deux domaines cytoplasmiques (NBD pour Nucleotide Binding
Domains). Les hémi-transporteurs s’assemblent en homodimere ou hétérodimere
pour former un transporteur fonctionnel (Figure 1).

b)

ABCC7/CFTR

@ ™D
O NBD

& Domaine régulateur

ABCB1/P-gP ABCC1/MRP1 ABCB2-3/TAP

Figure 1 : Organisation schématique des transportes ABC.

Un transporteur ABC comporte 4 domaines : 2 domaines transmembranaires (TMD bleus) et 2 domaines de
liaison des nucléotides (NBD rose). Des domaines optionnels existent chez certains transporteurs ABC, tels que
les domaines régulateurs (R) ou un domaine transmembranaire supplémentaire

Les domaines transmembranaires des transporteurs ABC comportent plusieurs
hélices transmembranaires. Typiquement, il y a six hélices par domaine, soit un total
de douze hélices par transporteur entier. Les TMD ont un role essentiel dans la
reconnaissance et le transport du substrat.

Les domaines cytoplasmiques NBD sont des domaines hydrophiles conservés. Ils
sont impliqués dans la liaison et 1'hydrolyse de I’ATP. Les NBD partagent trois
motifs trés conservés chez les membres de cette famille, caractérisant la « cassette »
de fixation de I'’ATP (Figure 2) :

- les motifs de Walker A et B qui sont les sites de liaison de I'ATP. Bien que
caractéristiques, ces séquences ne sont pas spécifiques des transporteurs ABC car ils
sont présents sur d’autres protéines fixant des nucléotides.

- la séquence «LSGGQ », qui constitue la « signature » spécifique des
transporteurs ABC. Cette séquence est utilisée pour déterminer I'appartenance d’une
protéine a cette superfamille et est située entre les sites Walkers A et B.
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Figure 2 : Organisation des NBD des transporteurs ABC

Schéma illustrant les séquences consensus des domaines de liaison des nucléotides (NBD). Les motifs Walker A
et B sont distants d’environ 110 acides aminés. La signature ABC précéde le motif Walker B de 20 acides
aminés. Les acides aminés les plus conservés dans ces motifs sont indiqués au dessous.

Les protéines ABC utilisent I'énergie de I'hydrolyse de ’ATP pour le transport
unidirectionnel de substrats. Considérant que des transporteurs ABC bactériens sont
impliqués dans l'import et I'export; ceux décrits chez les eucaryotes semblent la
plupart du temps spécialisés dans l'export.

III TRANSPORTEURS ABC: FONCTIONS ET MALADIES
ASSOCIEES

Les transporteurs ABC sont impliqués dans le transport d'un grand nombre de
substances biologiques (peptides, hormones, sucres, ions, cholestérol...) et régulent
des processus biologiques trés divers. En catalysant le transport des lipides d"un coté
a l'autre de la bicouche lipidique ils participent a la biogenése et l'entretien des
membranes. Ils transportent des peptides pour le Complexe Majeur
d’Histocompatibilité et participent ainsi a la défense immunitaire de 1’organisme.
Leur présence au niveau de la glande mammaire et du placenta leur permet
d’intervenir dans les échanges meére-foetus. Enfin, certains transporteurs ont
également un role d’excrétion notamment dans le foie, I'intestin et le rein (Szakacs et
al. 2006) (Figure 3).
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Figure 3 : Role pharmacologique des transporteurs ABC selon (Szakacs et al. 2006).

Sur les 48 transporteurs ABC connus, 22 ont été liés a des pathologies chez I’homme
(Schuierer and Langmann 2005). Certaines mutations de ces transporteurs ABC sont
responsables de maladies génétiques graves (Tableau 2). L’exemple le plus connu est
celui de la mucoviscidose ot la protéine ABCC7/CFTR est mutée.

Du fait de leur expression au niveau des barrieres pharmacologiques, les protéines
ABC ont également une grande importance dans la protection contre les
xénobiotiques. Leur capacité a transporter des substances toxiques (métaux lourds,
drogues, ...) leur donne un ro6le clef dans la détoxication de I'organisme.
L’expression de certains transporteurs ABC peut étre responsable de nombreux
phénomeénes de résistance aux médicaments notamment lors de thérapies
anticancéreuses. C'est le cas notamment des protéines ABC appelées MDR
(Multidrug Resistance Protein) et MRP (Multidrug Resistance associated protein)
dont I'expression a la membrane des cellules tumorales a été associée a une fonction
de détoxication pouvant mettre en échec les traitements par chimiothérapie.
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Genes Maladies Phénotype
ABCA1 Maladie de Tangier Taux HDL, ITDL il .
Atteinte du Systéme coronaire
ABCA2 Maladie d”Alzheimer Troubles neurodégénératifs
ABCA3 Détresse respiratoire néonatale Déficience en surfactant pulmonaire
Maladie de Stargardt
ABCA4 Rétinopathie pigmentaire Baisse de I'acuité visuelle
Dégénérescence maculaire
ABCA7 Syndrome de Sjogren Sécheresse oculaire et buccale
Hyperkératose (tégument crouteux),
ABCA12 Ichtyose Harlequin troubles respiratoires, infectieux ou
alimentaires
. Peau seche
ABCB1 Ichtyose lamellaire de type II Asslien do e
ABCB2 Déficience immunitaire
ABCB3 Maladie de Wegener Vascularisation nécrosante
ABCB4 Cholestase intrahépatique familiale I e
de type 3
ABCB?7 Anemie sideroblastique liée a I'X Troubles neurologiques
ABCB11 Cholestase 1ntra.hepat1que familiale I e
progressive de type 2
ABCC2 Syndrome de Dubin-Johnson Ictere ber_u.n ch_ro/mq.ue
Hyperbilirubinémie
Pathologie héréditaire du tissu conjonctif
ABCCé6 Pseudoxanthome élastique Calcification et fragmentation des fibres
élastiques (peau, rétine, parois artérielles)
Troubles respiratoires (inflammation
ABCC7 Mucoviscidose chronique des bronches)
Troubles digestifs (pancréas, intestin)
ABCC8 Hypermsuh?lesnn;aenctongemtal de Hypoglycémie due a un exces d’insuline
ABCC9 Cardlomyop'athle dl.l atee.avec Insuffisance cardiaque
tachycardie ventriculaire
ABCD1 Adrénoleucodystrophie Démyelinisation progressive du sys’t eme
nerveux central et insuffisance surrénale
Syndrome cérébro-hépato-rénal
ABCD3 Syndrome de Zellweger (type 2) Leucodystrophie
Absence de péroxysomes
ABCG2 Protoporphyrie érythropoiétique Photosensibilité aigué
ABCGS Sitostérolémie Hypercholesterc?lemle’ et arte}‘losclerose
coronaire prématurée
ABCGS Sitostérolémie Hypercholestérolémie et artériosclérose

coronaire prématurée

Tableau 2 : Maladies associées aux transporteurs ABC

Les transporteurs représentés en gras sont ceux dont la mutation est clairement responsable de la pathologie. Les

autres transporteurs ont été associés a la maladie.
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La sous-famille ABCA

La sous-famille ABCA comprend 12 transporteurs entiers. Ils partagent de fortes
homologies de conservation de séquence et sont pour la plupart liés au transport de
lipides. Des mutations dans certains de ces genes ont été décrites dans des maladies
héréditaires graves comme la détresse respiratoire néonatale pour ABCA3 (Shulenin
et al. 2004)), I'ichtyose Harlequin pour ABCA12 (Kelsell et al. 2005)), la maladie de
Tangier pour ABCA1 (Brooks-Wilson et al. 1999; Rust et al. 1999)) et plus récemment
Alzheimer pour ABCA2 (Chen et al. 2004; Mace et al. 2005).

En outre, certains d'entre eux participent vraisemblablement a la résistance aux
drogues de cellules cancéreuses (Laing et al. 1998; Boonstra et al. 2004; Graff and
Pollack 2004; Hirschmann-Jax et al. 2004). Cette sous-famille contient les plus grandes
protéines ABC connues jusqu'ici, certaines d'entre elles contiennent plus de 2 100
acides aminés et ont une masse moléculaire de plus de 200kDa.

La sous-famille ABCB

Les protéines appartenant a la sous-famille ABCB ont des fonctions et des
organisations structurales tres hétérogenes (Koch et al. 2004). Cette sous-famille
comprend 11 membres parmi lesquels on trouve des transporteurs entiers et des
hémi-transporteurs. Le premier transporteur, ABCB1, est un des principaux ABC
cloné et caractérisé pour sa capacité a conférer un phénotype de résistance a des
cellules cancéreuses (Juliano and Ling 1976; Kartner et al. 1985; Riordan et al. 1985;
Roninson et al. 1986). Les protéines ABCB4 et ABCB11 sont présentes dans le foie et
sont impliquées dans la sécrétion d’acides biliaires (Chandra and Brouwer 2004). Les
genes ABCB2 et ABCB3 (TAP1 et TAP2) sont des hémi-transporteurs qui forment un
hétérodimere pour transporter des peptides dans le réticulum endoplasmique. Ces
peptides seront alors présentés par les molécules de classe I du Complexe Majeur
d’Histocompatibilité. ABCB9 fait partie de la famille TAP et possede de fortes
homologies avec ABCB2 et ABCB3. Il est localisé dans des lysosomes (Zhang et al.
2000). Les quatre autres hémi-transporteurs, ABCB6, ABCB7, ABCBS8, et ABCB10,
sont localisés dans les mitochondries. ABCB6 et ABCB7 participent au métabolisme
du fer (Krishnamurthy et al. 2006; Cavadini et al. 2007), alors qu"ABCB8 et ABCB10
interviendraient dans le transport de peptides (Herget and Tampe 2007).

Dans cette sous-famille de protéines ABC, certaines sont responsables de désordres
génétiques chez 'homme parmi lesquels I'anémie sidéroblastique liée a I'X du a des
mutations d’ABCB7 (Allikmets et al. 1999) et des cholestases intrahépatiques
provoquées par des mutations d’ABCB4 (de Vree et al. 1998) et ABCB11 (Strautnieks
et al. 1998).
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La sous-famille ABCC

La sous-famille ABCC contient 12 transporteurs entiers qui ont des fonctions variées
dont essentiellement le transport d’ions, efflux de cytotoxiques et de nucléosides.

ABCC1 est I'un des trois principaux transporteurs responsables d’efflux de
cytotoxiques. ABCC1 est le principal transporteur de conjugués du glutathion. Ce
transporteur a été identifié dans un carcinome de poumon résistant qui ne
surexprimait pas ABCB1 (Cole et al. 1992). La présence d’ABCC1 conféere un large
spectre de résistance aux cytotoxiques (Kuwano et al. 1999).

ABCC2 est un ABC exprimé notamment dans les hépatocytes et qui transporte des
anions organiques du foie vers la bile (Chandra and Brouwer 2004). ABCC3 peut
transporter des composés anioniques conjugués au glutathion (Borst et al. 2007).
ABCC4 et ABCC5 sont des transporteurs de nucléotides cycliques et d’analogues de
nucléotides (Ritter et al. 2005), mais leur fonction physiologique reste encore a
élucider.

Deux ABCC qui n’ont pas de fonction de transport connue, sont des régulateurs de
canaux potassium : ABCC8 (SUR1) et ABCC9 (SUR2) (Bryan et al. 2007).

Les trois derniers membres de la famille ABCC a avoir été identifiés sont ABCC10,
ABCC11 et ABCC12. ABCC10 et ABCC11 sont des pompes d'anions lipophiles qui
conféreraient une résistance aux agents chimiothérapeutiques (Kruh et al. 2007). Les
caractéristiques fonctionnelles d’ABCC12 sont actuellement inconnues.

ABCC13, ne semble pas coder pour un transporteur ABC fonctionnel (Yabuuchi et al.
2002; Annilo and Dean 2004).

Plusieurs transporteurs de la sous-famille C ont été associés a des maladies
génétiques humaines. Une des protéines ABCC les plus connues est ABCC7 plus
connue sous le nom de CFTR. Ce transporteur d’ion chlorure est le géne muté
responsable de la mucoviscidose chez I'homme (Riordan et al. 1989). ABCC6 est
associé au pseudoxanthome élastique (Bergen et al. 2007). Enfin des mutations
d’ABCC2 sont responsables du Syndrome de Dubin-Johnson (Wada et al. 1998).

La sous-famille ABCD

Les transporteurs de la sous-famille ABCD sont des hémi-transporteurs
péroxisomaux. Aucun role fonctionnel n’a été établi définitivement. Chez 1’homme,
quatre ABCD ont été identifiés. ABCD1 a été impliqué dans le transport d’esters de
coenzymes A et d’acides gras a trés longue chaine. Des mutations dans le gene
ABCD1 sont responsables d’adrénoleucodystrophie chez 'homme (Mosser et al.
1993).
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Les sous-familles ABCE et ABCF

Les sous-familles ABCE et ABCF codent pour des protéines dépourvues de domaines
transmembranaires. Un seul membre constitue la sous-famille E : ABCE1 qui est un
inhibiteur de la ribonucléase RNaseL (Bisbal et al. 1995) et qui a été récemment décrit
comme essentiel pour 'assemblage de la capside du virus VIH (Zimmerman et al.
2002) et plus récemment comme un intervenant dans l'initiation de la traduction
(Chen et al. 2006). Trois ABC constituent la sous-famille F. Aucune fonction n’a été
associée a ces transporteurs. Cependant, l'expression d’ABCF1 est induite par le
TNF, et une surexpression d’ABCF2 suite a un traitement de chimiothérapie a été
observée chez des patients (L'Esperance et al. 2006).

La sous-famille ABCG

La sous-famille G (ABCG) se compose de cinq membres : ABCG1, ABCG2, ABCG4,
ABCGS5, et ABCGS8 chez 'homme. Les membres cette sous-famille contiennent un
domaine NBD suivi de six domaines transmembranaires, et sont donc des hémi-
transporteurs. Ces transporteurs fonctionnent en homodimeére (ABCG1, ABCG2, et
ABCG4) ou en hétérodimere (ABCG5 et ABCGS8). A l'exception d’ABCG2, ces
transporteurs sont impliqués dans le transport de cholestérol (Kusuhara and
Sugiyama 2007). ABCG2 est considéré aujourd’hui comme étant un des trois
transporteurs principaux responsables de la résistance multiple aux drogues. En
outre, ABCG2 est responsable du phénotype de « side population » des cellules
souches. Il posseéde une large spécificité de substrats xénobiotiques (Staud and Pavek
2005).

Des mutations causant une perte de fonction d'ABCG5 ou d'ABCGS8 sont associées
aux sitostérolémies caractérisées par I'accumulation de stérols.

Les tableaux représentés ci-aprés résument les spécificités de substrats cytotoxiques
(Tableau 3) et les fonctions actuellement associées aux transporteurs ABC (Tableau
4).
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Geénes Substrats

ABCA2 Estramustine ; mitoxantrone

ABCB1 Anthracyclines, vinca alcaloides, taxanes, etoposide, teniposide, imatinib, irinotecan, SN-
38, bisantrene, colchicine, méthotrexate, mitoxantrone, saquinivir, actinomycine D

ABCB4 Daunorubicine, doxorubicine, vincristine, etoposide, mitoxantrone

ABCB5 Doxorubicine, camptothécine, 10-OH camptothécine, and 5FU

ABCB11 | Paclitaxel

ABCC1 Anthracyclines, vinca alcaloides, méthotrexate, agent antinéoplasique antifolate,
etoposide, imatinib, irinotecan, SN-38, arsenite, mitoxantrone, saquinivir

ABCC2 Vinca alcaloides, cisplatine, etoposide, doxorubicine, épirubicine, méthotrexate, taxanes,
irinotecan, SN-38, topotecan, arsenite, mitoxantrone, saquinivir

ABCC3 Etoposide, tenoposide, méthotrexate
6-mercaptopurine, 6-thioguanine, irinotecan, SN-38, topotecan, AZT, méthotrexate,

ABCC4
PMEA

ABCC5 6-mercaptopurine, 6-thioguanine, 5-FU, cisplatine, méthotrexate, PMEA, AZT

ABCC6 Etoposide, doxorubicine, daunorubicine, teniposide, cisplatine

ABCC10 | Taxanes, vinca-alcaloides

ABCC11 | 6-mercaptopurine, 5-FU, PMEA

ABCG2 Mitoxantrone, camptothécine, anthracycline, étoposide, teniposide imatinib, flavopiridol,

bisantréne, méthotrexate, AZT

Tableau 3 : transporteurs ABC et cytotoxiques transportés (Gillet et al. 2007).
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Génes

Fonctions

ABCA1 Efflux de cholestérol
ABCA2 Résistance a des cytotoxiques, role dans le métabolisme lipidique des macrophages et le
développement neural, transport de LDL
ABCA3 Sécrétion de surfactant
ABCA4 Efflux de N-Retinylidiene-PE
ABCAb Inconnu / Importance dans cardiomyocites and cellules folliculaires
ABCA6 Transport de lipides dans les macrophages?
ABCA7 Impliqué dans la génération d’"HDL dérivés d’apolipoprotéines
ABCAS8 Fonction inconnue
ABCA9 Différenciation monocytaire et homéostase lipidique des macrophages
ABCA10 homéostase lipidique des macrophages ?
ABCA12 Métabolisme des lipides
ABCA13 Gene candidat pour syndrome de Shwachman-Diamond et certains cancers
ABCB1 résistance aux drogues / protection contre les xénobiotiques hydrophobes
ABCB2 Transport de peptides
ABCB3 Transport de peptides
ABCB4 Transport de phosphatidyl choline
ABCB5 Résistance aux cytotoxiques, régulateur du potentiel de membrane
ABCB6 transport et biosynthese de I'heme
ABCB7 transport et biosynthése de I'héme / essentiel pour I’hématopoiese
ABCB8 Fonction inconnue. Transport de phospholipides, héme, peptides ?
ABCB9 Transport de peptides
ABCB10 Biosynthése de I'héme
ABCB11 Transport de sels biliaire
ABCC1 Résistance aux drogues / Transporteur d’anion organique
ABCC2 Résistance aux drogues / Transporteur d’anion organique dont sels biliaire
ABCC3 Résistance aux drogues / Transporteur d’anion organique
ABCC4 Résistance aux drogues / Transporteur d’anion organique
ABCC5 Résistance aux drogues / Transporteur d’anion organique
ABCC6 Résistance aux drogues
ABCC7 Canal Chlore
ABCCS8 Récepteur aux sulfonylurées régulateur des canaux K(ATP) et de sécrétion d’insuline
ABCC9 Régulateur des canaux K(ATP)
ABCC10 Resistance aux drogues, transport d’E(2)17betaG
ABCC11 Transporteur de E(2)17betaG, sulfates stéroides, conjugués du glutathion et acide biliaires
ABCC12 Fonction inconnue / Cible potentielle pour I'immunothérapie dans adénocarcinome
ABCD1 Régulation du transport de VLCFA
ABCD2 Fonction inconnue
ABCD3 Biogeneése du peroxysome
ABCD4 Fonction connue / Role dans biogenese du peroxysome
ABCE1 Inhibition de RNaseL. / essentiel a I'assemblage VIH / initiation de la traduction
ABCF1 traduction de I’ARNm ?
ABCF2 traduction de ’ARNm ?
ABCF3 traduction de ’ARNm ?
ABCGI1 Efflux de cholestérol et homéostase lipidique
ABCG2 Résistance aux drogues, Transport de riboflavine (vitamine B2), efflux de I'heme
ABCG4 Efflux de cholestérol
ABCG5 Transport de stérols
ABCGS8 Transport de stérols

Tableau 4 : Fonctions connues des transporteurs ABC (Gillet et al. 2007).

En gris sont écrites les fonctions supposées.
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IV CONTEXTE BIOLOGIQUE ET PROBLEMATIQUE

Depuis la découverte du premier ABC transporteur, ABCB1, en 1976, de nombreuses
études se sont intéressées aux transporteurs ABC. Présents dans tous les organismes,
ils remplissent de nombreuses fonctions dont le transport d’une grande variété de
substrats. Ils jouent d'importants roles dans l'absorption, la distribution, et I'excrétion
des composés pharmacologiques et sont ainsi impliqués dans des maladies
héréditaires et dans des physiopathologies graves. Plusieurs d’entre eux sont des
protéines capables de transporter des cytotoxiques et peuvent étre surexprimés dans
les cellules cancéreuses induisant ainsi une résistance aux traitements.

Par conséquent, les transporteurs ABC sont des cibles prometteuses pour le
traitement des maladies dans lesquelles ils sont impliqués.

Cependant, bien que de multiples études soient consacrées a ces transporteurs, de
nombreux points restent a préciser. En effet, alors que la surexpression de certains
transporteurs a été associée a la multirésistance aux drogues, on ignore encore si
d’autres membres sont également surexprimés et pourraient participer a ces
phénotypes de résistance. De nombreux modéles de lignées cancéreuses résistantes,
sélectionnées par des cytotoxiques, peuvent étre utilisés pour étudier les mécanismes
de résistance. Cependant, la cartographie compléte du profil d’expression de la
famille des transporteurs ABC, activés suite a I'induction de cette résistance, n’est pas
clairement établie. Une meilleure connaissance des profils d’expression des
transporteurs ABC, ainsi que d’autres genes impliqués dans la résistance, devrait

permettre d’améliorer la thérapie clinique de certains patients.

Ces transporteurs étant impliqués dans diverses maladies génétiques, la
détermination des profils d’expression des transporteurs ABC dans différents tissus,
dans des lignées, ou en clinique sur des biopsies issues de cancers, ouvrent de
nouvelles voies d’investigation. L'analyse de I'expression de transporteurs ABC dans
des applications cliniques reste encore fortement a développer. Alors qu'ABCB1 et
ABCC1 sont couramment testés en clinique, la participation potentielle d'autres
transporteurs ABC n’est que rarement testée et reste un champ d’investigation de
recherche.

Le besoin d’informations précises sur leur spécificité tissulaire et leur fonction
biologique souligne la nécessité d’utiliser une méthode sensible, rapide et précise
pour la quantification de l'expression des transporteurs ABC. Une recherche
systématique de l'expression des transporteurs ABC dans des tissus humains est
ainsi justifiée. Traditionnellement, la localisation tissulaire et les variations
d’expressions de genes aprés stimulation sont mesurées par des analyses de
Northern blot, dot-blot, ou hybridation in situ. Bien que ces méthodes soient
largement acceptées elles nécessitent de grandes quantités d’ARN et ne sont pas
adaptées a I'analyse rapide de nombreux génes sur un grand nombre d’échantillons.

Le développement de la génomique a conduit a I'émergence de nouvelles
technologies, qui permettent d’appréhender simultanément l’expression de
I'ensemble des genes de l'organisme par 1'étude de son trancriptome sur puce a
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ADN. L'utilisation de puces a ADN permet de sélectionner des marqueurs parmi un
tres grand nombre de genes. L’utilisation de puce a ADN est trés utile pour
découvrir de nouveaux marqueurs. Cependant, cette technique ne permet pas
d’avoir une quantification précise du niveau d’expression des genes.

La PCR-quantitative par sa précision, sa rapidité et sa reproductibilité peut compléter
cette technique mais aussi peut étre parfaitement adaptée a des problématiques
concernant un nombre plus limité de génes a étudier. La PCR quantitative est une
technique tres sensible qui permet de quantifier jusqu’a une copie de transcrit par
réaction de PCR.

Ce manuscrit présente les résultats obtenu par PCR quantitative qui nous ont permis
d’établir une cartographie de l'expression de I'ensemble des transporteurs ABC sur
une variété d’échantillons humains et murins.

Apres avoir, dans une premiere partie mesuré 1'expression des transporteurs ABC
suite a un traitement par un cytotoxique, la colchicine, in vitro sur des lignées
cellulaires, mon travail de thése s’est intéressé a 1'incidence de ces traitements in vivo
chez la souris.

Nous avons ensuite étendu cette cartographie ABC a mesure de I'expression de cette
famille de génes au cours du développement hépatique (aux stades : feetal, nouveau
né et adulte.

L’'importance fonctionnelle des transporteurs ABC a ensuite été étudiée sur des
cellules souches humaines en différenciation.

Nous nous sommes intéressés au pattern d’expression des transporteurs ABC dans
des lignées cellulaires résistantes a des cytotoxiques, utilisées couramment en
laboratoire pour des tests de cytotoxicité.

Enfin, dans le but d’étudier l'importance de cette famille de protéines pour la
réponse aux traitements de chimiothérapie anticancéreuse chez I’homme, nous avons
étudié les corrélations entre le profil d’expression de certains transporteurs ABC et
les phénotypes de chimiorésistance de patients leucémiques.
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Chapitre 11

La PCR quantitative
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Chapitre II La PCR quantitative

I PRINCIPE DE PCR

La réaction de polymérisation en chaine (PCR en anglais pour Polymerase Chain
Reaction), est une méthode utilisée en biologie moléculaire permettant d’amplifier
considérablement le nombre de copies d'une séquence spécifique d’ADN. Cette
technique est basée sur une répétition de plusieurs dizaines de cycles de transition de
température, sous l'action d’'une ADN polymérase thermostable. Chaque cycle
comporte 3 étapes (Figure 4) : la matrice d’ADN est tout d’abord dénaturée par la
chaleur. Le mélange réactionnel est refroidi jusqu'a une température permettant
I'hybridation d’amorces au niveau de leur séquence cible.

O € O

°C 110 -

|®

@ 90 @
Dénaturation
(2) Hybridation 70 4 /

Elongation
(3 Elong 5 ©)

Figure 4 : Etapes de la réaction de PCR

Phase de dénaturation (1 sur le schéma)
Cette étape (généralement a 95°C) permet de déshybrider les ADN, et d’homogénéiser le milieu réactionnel.

Phase d’hybridation ou d'appariement des amorces (2 sur le schéma)
Cette étape (généralement a 50-60°C) permet aux amorces sens et anti-sens de s’hybrider aux ADN matrices

grice a une température qui leur est thermodynamiquement favorable.

Phase d’élongation (3 sur le schéma)
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Cette étape (généralement a 72°C) permet aux polymérases de synthétiser le brin complémentaire de leur ADN
matrice a une température qui leur est optimale. Ce brin est fabriqué a partir des ANTPs libres présent dans le
milieu réactionnel. La durée de cette étape dépend normalement de la longueur de I'amplicon.

L’ADN polymérase allonge ensuite les amorces par l’adjonction de nouveaux
nucléotides complémentaires de la matrice d’ADN. Comme les fragments d’ADN
synthétisés au cours d'un cycle servent de matrice au cycle suivant, la quantité du
fragment d’ADN ciblé s’accroit exponentiellement au cours de la PCR (Figure 5).

3eme cycle deme cycle

ler cycle —— -5 40cycles

N =N,.240

—— Séquence a amplifier

Figure 5 : La PCR, une amplification exponentielle.

Cette réaction PCR permet a partir d'un échantillon présent en tres faible quantité au départ d’amplifier de fagcon
considérable cette région d’intérét. Ainsi en débutant la PCR par une copie, apres 40cycles, on obtiendra en
théorie en fin de réaction 2 40 copies de cette séquence (soit 10?2 copies).

Simple, rapide et fiable, la PCR donne de tres bons résultats qualitatifs. Ses
applications sont nombreuses : clonage moléculaire, mutagenese dirigée, criblage de
banques d’ADN génomique et d’ADNc, analyse de 1'expression transcriptionnelle
des genes mais aussi analyse moléculaire au niveau d’une cellule unique, diagnostic
et suivi de maladies (cancers, infections et parasitoses)...

1 Historique

La PCR est une technologie qui a bouleversé la biologie moléculaire et s'est implantée
tres rapidement dans les laboratoires. Cette technique a largement évolué depuis ses
débuts.

C’est dans les années 1985-87 que des publications décrivent pour la premiére fois la
réaction de PCR (Saiki et al. 1985; Mullis et al. 1986; Mullis and Faloona 1987). A
'origine, la réaction était catalysée par le fragment Klenow de I’ADN polymérase I
d’E. coli. Par la suite, le protocole original a été amélioré (Saiki et al. 1988) en
remplacant cette ADN polymérase thermosensible par une ADN polymérase
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thermostable, la Taq polymérase (isolée de la bactérie thermophile Thermus
aquaticus) (Chien et al. 1976). Cette innovation permet un bond énorme vers
I'automatisation. La généralisation des thermocycleurs (en remplacement de trois
bains-marie) a permis de rendre la PCR moins contraignante et plus reproductible.
En 1991, la propriété 5 exonucléase de la Taq polymérase a été exploitée pour suivre
la réaction d’amplification en utilisant une sonde oligonucléotide marquée (32P)
hybridant sur la séquence amplifiée (Holland et al. 1991).

En 1992, est décrit le premier dispositif expérimental d’enregistrement en temps réel
de I'amplification d'une séquence par PCR (Higuchi et al. 1992). Ce systeme « en
temps réel » comprenait l'intercalant bromure d’éthidium (BET) dans chaque
mélange réactionnel. Les opérations étaient effectuées a I'aide d'un thermocycleur
approprié permettant de stimuler 1'émission des échantillons par rayonnements UV.
La fluorescence était détectée a l'aide d'une caméra CCD refroidie assistée par
ordinateur. Lors du processus d’amplification, I'accumulation d’ADN double brin
entrainait une augmentation de la fluorescence. En restituant graphiquement le
rapport entre 1'émission de lumiere fluorescente et le nombre de cycles, le systeme
générait des graphiques d’amplification. En 1996 (Heid et al. 1996) un article présente
une nouvelle méthode permettant de mesurer 1'accumulation du produit PCR via
une sonde fluorescente doublement marquée : la sonde TagMan.

2 Une application : La PCR quantitative

Si la technique de PCR s’est imposée dans les laboratoires, la PCR en temps réel a dt
attendre la mise sur le marché d'un certain nombre d'innovations technologiques
avant de se développer. Elle est encore considérée comme une méthodologie
nouvelle. Cette technique consiste a mesurer la quantité d’ADN polymérisé a chaque
cycle grace a un marqueur fluorescent.

Elle permet de mesurer quantitativement I'expression des genes. Le nom le plus
communément utilisé est la qPCR pour « quantitative PCR ».

Pour appliquer la PCR a I’étude de I'expression des genes, une étape supplémentaire,
précédant 1'étape d’amplification, est nécessaire : il s’agit de convertir des ARNm en
ADN complémentaires ou ADNc. Cette étape fait appel a une transcriptase inverse
ou RT (Reverse Transcriptase). La PCR se fait ensuite en présence d’un fluorophore
et la cinétique d’accumulation de la fluorescence qui traduit la quantité initiale
d’ARN messagers est mesurée. L’évolution de cette cinétique peut étre représentée
par une courbe dont I'allure est celle d"une sigmoide (Figure 6).
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Figure 6 : Augmentation de la fluorescence au cours du temps.

Cette courbe peut étre divisée en 3 phases. Pendant la premiere phase la fluorescence
ne se démarque pas du bruit de fond. Puis la visualisation de l'augmentation de la
fluorescence passe par une phase exponentielle (deuxiéme phase) avant de ralentir et
atteindre un plateau (derniere phase). Pendant la phase exponentielle, la quantité de
produit de PCR obtenue est directement proportionnelle au nombre de copies
initiales du fragment d’ADN amplifié.

Pendant la phase exponentielle, la quantité d’"ADN (N) dépend de la concentration
initiale en ADN (No) du nombre de cycle (C) et de I'efficacité (E).

Nc=NoxEC€

La phase en plateau correspond a un ralentissement de I'amplification qui est di le
plus souvent a l'épuisement d'un des différents réactifs de la PCR comme les
amorces, une compétition entre '’ ADNc formé et les amorces, et a la formation de
pyrophosphate.

La PCR quantitative en temps réel repose sur un nouveau principe de quantification :
«on n'observe plus combien mais a quel moment ». Ce moment correspond a un
certain nombre de cycles appelé Ct (Cycle seuil ou Threshold Cycle). Ce seuil,
déterminé par 'utilisateur apres analyse des profils de fluorescence, correspond a un
niveau de fluorescence suffisamment bas pour que les courbes d’amplification soient
en phase exponentielle mais suffisamment élevé pour étre au dessus du bruit de fond
(Figure 7).

___________________ /o —
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Figure 7 : Détermination du cycle seuil

Plusieurs technologies permettent de mesurer la fluorescence. Voici deux
technologies utilisées pendant ma these :
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2.1 Le SYBR Green.

Suite aux expériences en 1992 de Higuchi et coll., le bromure d’éthidium a été
remplacé par un autre agent moins toxique, le SYBR Green I. La molécule SYBR-
Green [ se fixe dans le petit sillon de "’ADN double brin, et non a I’ADN simple brin.
Suite a cette liaison, la fluorescence augmente considérablement. Ainsi, lors d’une
PCR en présence de SYBR Green l'augmentation de la quantité d’ADN double brin
va générer un signal fluorescent. Grace a un systeme d’enregistrement de la
fluorescence, la progression de 1'amplification peut étre suivie a chaque cycle et en

temps réel.

Une limitation de ce systéme est due au fait que son mode de reconnaissance soit non
spécifique. Chaque molécule d’ADN double brin présente dans une PCR est
quantifiée, y compris donc les produits PCR non spécifiques ainsi que les dimeres
d’amorce. Il convient donc de s’assurer de la spécificité des produits de PCR. Il est
conseillé, par exemple, de faire migrer sur gel les produits de PCR afin de s’assurer
que la taille du fragment amplifié correspond a ce qui est attendu. Il est également
possible d’effectuer une analyse de la courbe de fusion. Apres I'étape finale de la
PCR, la température est élevée lentement permettant au point de fusion la
dissociation des produits. Etant donné que chaque ADN double brin posséde une
température de fusion spécifique, il est possible de quantifier les éléments ayant
différentes températures de fusion dans un seul et méme mélange réactionnel, et par
conséquent de vérifier que I'amplification PCR est bien spécifique d"un seul produit.

2.2  Lachimie Tagman

La chimie Tagman fait appel au phénomene d’extinction de la fluorescence (ou
quenching). Elle fait intervenir en plus des deux amorces d’oligonucléotides, une
sonde d’oligonucléotides spécifique d'une région interne de la séquence a amplifier.
Cette sonde, marquée en 5" par un fluorophore « reporter » et en 3’ par un autre type
de fluorophore « quencher », est appelée sonde Tagman. Le spectre d’émission du
«reporter » chevauche le spectre d’excitation du quencher. L’émission du
« reporter » est donc éteinte (ou quenchée) par la proximité du « quencher ». Durant
la PCR, la sonde s’hybride spécifiquement entre les deux amorces. Lorsque la sonde
est intacte, la proximité du colorant « reporter » par rapport au colorant d’extinction
de fluorescence entraine la suppression de la fluorescence du «reporter »
essentiellement par transfert d’énergie de type Forster (Forster 1948). L’activité
exonucléase 5'->3" de la Taq polymérase (Lie and Petropoulos 1998) dégrade la sonde
Tagman, libere ainsi les deux fluorophores (Figure 8). Les deux molécules sont
ainsi séparées et 1'émission du reporter sera donc augmentée. Cela entraine un
accroissement de la fluorescence au fur et a mesure de l'amplification.
L’accumulation de produit PCR est détectée en controlant 1'augmentation de
fluorescence « reporter ». Cette approche permet d’augmenter la spécificité du signal,
en effet, la fluorescence émise provient uniquement du produit amplifié.
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Figure 8 : La chimie Tagman

A gauche : pendant la réaction de PCR les amorces ainsi que la sonde Tagman s’hybrident sur la séquence
d’ADN spécifique. La fluorescence du « reporter » est éteinte par la proximité du « quencher «.

A droite : lors de I'élongation du brin complémentaire, la Taq polymérase dégrade la sonde Tagman grice d son
activité exonucléase 5-3°. Le « reporter » ainsi libéré émet de la fluorescence.

II METHODES UTILISEES AU LABORATOIRE

Nous nous sommes intéressés au pattern d’expression de l'ensemble des
transporteurs ABC dans différents tissus ou cellules, sains, malades ou traités. Pour
cela nous avons eu plusieurs approches.

Nous avons travaillé au début en PCR quantitative, avec un marqueur fluorescent
spécifique de I’ADN double brin (le SYBR Green I). Nous avons ensuite utilisé une
technologie de criblage avec une puce a oligonucléotides dédiée aux transporteurs
ABC. Enfin nous avons opté pour la technique de PCR quantitative en sonde
TagMan sur un appareil robotisé.

1 PCR SYBR Green

Nous avons tout d’abord utilisé la PCR quantitative en SYBR Green a 'aide du Light
cycler de Roche (Roche Molecular Biochemicals).

1.1  Description de la technique

Le développement de ce thermocycleur a résulté de la convergence de deux principes
qui sont, d"une part, le transfert de chaleur par convection d’air chaud ou froid, et
d’autre part, le suivi en « temps réel » de la cinétique compléete de I’amplification des
ADNCc. L’utilisation de tubes capillaires (verre en borosilicate) ayant une grande
surface de contact avec le milieu ambiant facilite les échanges thermiques lors de la
réaction d’amplification et permet une nette réduction du temps de chaque étape de
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I"amplification. Les capillaires se placent dans un carrousel pouvant contenir jusqu’a
32 capillaires (Figure 9).
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Figure 9 : Le light Cycler (Roche Diagno

Chaque cycle d’amplification est constitué par une phase de dénaturation, une phase
d’hybridation des amorces et une phase d’élongation. A la fin de chaque cycle
d’amplification, une lecture spectrofluorométrique est réalisée afin de quantifier avec
une grande précision la quantité d’ADNc amplifié et accumulé dans le capillaire.
L’ordinateur associé au Light cycler acquiert et traite les données en temps réel. Le
traitement des données se fait en tracant I'”augmentation de la fluorescence au cours
des cycles de PCR. Pour chaque cible un axe paralléele a I'axe des abscisses est tracé et
détermine le threshold. Le threshold peut-étre déterminé manuellement ou
automatiquement par 'appareil Au point d’intersection du threshold et de la courbe
d’amplification, la projection de 1’axe des ordonnées peut étre tracée et va déterminer
le Ct ou cycle seuil. Ce cycle sera utilisé afin de comparer la quantité d”ADNc ciblé
contenue dans les différents échantillons. Sa conversion en concentration relative en
ADNCc sera rendue possible par la réalisation préalable d’'une gamme d’étalonnage.

1.2 Gamme de dilution et efficacité de la réaction

La réaction d’amplification sur le Light cycler TM a été étalonnée pour chaque geéne
d’intérét. Pour faire cette gamme étalon nous avons utilisé un «témoin positif
universel » qui correspond a des ADN complémentaires obtenus a partir d'un
mélange de différents tissus. Pour un gene donné, la gamme étalon a été réalisée par
une série de dilutions dans de l'eau ultra pure, de sorte a obtenir 3 valeurs
logarithmiques de concentration. La répartition des points de concentration de la
gamme pour chaque géne est choisie de telle sorte que leurs Ct apres PCR en temps
réel encadrent ceux des échantillons a doser. Une fois la réaction de PCR terminée le
logiciel Light cycler trace une droite représentant les Ct de la gamme étalon en

fonction du logarithme de leurs concentrations (Figure 10).
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Figure 10 : Exemple de courbe de dilution

A partir de la formule basique de I'amplification exponentielle de PCR :
Nc=NoxEC€
On peut déduire I'équation : log(Nc)=log(No)+Log(E) xC
log(Nc) 1

C= - x log(No)
log(E) log(E)

ou -1/log(E) correspond a la pente de la droite. Cette pente permet par ailleurs de
calculer l'efficacité (E) de la réaction de PCR suivant la formule : E=10-/pente

dont il est communément admis qu’elle doit étre comprise entre 1,8 et 2. Une
efficacité de 2 correspondant a une efficacité parfaite de 100%. Dans ce cas a chaque

cycle de PCR la quantité d’amplicon est doublée.

Cette efficacité va nous permettre de déterminer une quantification relative dun
gene d’intérét, dans un échantillon, par rapport au controle en comparaison d’un
gene de référence. Le ratio relatif d’expression (R) d"un gene cible est calculé sur la
base de son efficacité et de la différence de Ct entre un échantillon et un échantillon

controdle (Pfaffl 2001):

E gene d'inté rét(Ct controle-Ct échantillon)

Egéne de référence(Ct controle-Ct échantillon)

Egéne d’interet ACt géne d’intérét

Egéne de référence ACt gene de référence

On considere généralement qu'un gene est sous exprimé quand son ratio
d’expression est inférieur a 0,5 et qu'il est surexprimé quand celui-ci est supérieur a

2.
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1.3 Dessin des amorces

La réaction de PCR est réalisée en présence d’amorces spécifiques des séquences a
amplifier. Ces amorces spécifiques ont été choisies a 'aide du logiciel Primer3
(http:/ /frodo.wi.mit.edu/).

La contamination des échantillons par de I'ADN génomique étant l'une des
principales difficultés de cette technique, les amorces doivent donc étre choisies en
tenant compte de la position des introns. Chaque couple d’amorce a été dessiné sur
deux exons différents.

1.4  Spécificité des amorces

L’étude de l'expression d'une famille de genes par PCR quantitative pose le
probleme de discrimination des différents membres de la famille, dont les séquences
sont parfois proches, par des couples d’amorces spécifiques de chaque gene. Certains
membres de la famille des ABC Transporteurs peuvent avoir de fortes homologies de
séquences nucléotidiques. La spécificité des amorces a donc été vérifiée sur le site
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Ce site permet d’effectuer des
alignements de séquences entre nos amorces et I'ensemble des séquences humaines
ou murines répertoriées.

Chaque ADNc double-brin amplifié par PCR possede une température de fusion
(Tm) spécifique, définie comme étant la température pour laquelle 50 % de cet ADN
double brin contenu dans I’échantillon en fin de réaction de polymérisation est sous
forme double brin et 50 % est sous forme simple brin. Le Tm est déterminé par une
étape dite de « fusion » réalisée apres le dernier cycle de PCR : la température est
élevée jusqu’a 95°C, a la vitesse de 20 °C/sec., afin de dénaturer I’ADNc double brin,
puis elle est abaissée a la méme vitesse jusqu’a une température supérieure de 10 °C
a la température d’hybridation, et enfin augmentée trés lentement (0,1 °C/sec.)
jusqu’a 95°C. La fluorescence est lue en continu durant I'étape de fusion. Le Tm
correspond au maxima de la dérivée premiere de la fluorescence en fonction de la
température (Figure 11). Cette étape permet de s’assurer qu'un seul pic est présent et
donc qu’a priori la réaction d’amplification a été spécifique d'un seul ADNc. Une
étape supplémentaire de refroidissement des produits d’amplification permet la
réhybridation des ADNc simple brin et permet la vérification de I'identité du produit
formé apres amplification, a la suite de la migration des échantillons sur un gel
d’agarose a 1,5 %.

Une fois synthétisés, la spécificité de chaque couple d’amorces est vérifiée
expérimentalement par l'observation d'une seule bande sur gel d’agarose, et
I'obtention d’un pic unique apres réalisation de la courbe de fusion des produits
PCR. Pour certains génes, nous avons du tester plusieurs sondes avant de trouver un
couple d’amorces qui correspondait a ces criteres.

Lorsque I'on souhaite analyser 'expression de plusieurs genes en méme temps, il
faut que les températures de fusion et que les temps d’élongation des couples
d’amorces utilisées soient équivalents. Dans la mesure du possible, nous avons
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essayé de garder ces deux parametres constants. Cependant, la spécificité de nos
sondes étant le parametre le plus important, nous avons dessiné parfois des
amplicons de plus grande taille et ayant de ce fait un temps d’élongation plus élevé.

Fluorsscence -d[F1)/dT

Figure 11 : Exemple de courbe de fusion.

1.5  Inconvénients de la technique SYBR Green-I

La technique de PCR quantitative en utilisant le Light cycler est une technique tres
sensible. Elle permet d’analyser simultanément jusqu’a 32 échantillons. Cependant,
lorsque l'on souhaite analyser plusieurs genes en méme temps, il faut que les
températures de fusions et que les temps d’élongation des couples d’amorces soient
équivalents. Nous avons tenté de dessiner des couples d’amorces répondant a ces
criteres, cependant cela n’a pas toujours été possible. De plus, pour un méme gene
d’intérét, nous avons du parfois élaborer de nombreux couples d’amorces avant
d’obtenir des primers dont la spécificité nous convenait. Mon projet de thése vise a
quantifier 'expression de plus de cent genes humains et murins, et cette technique
n’est pas adaptée a un criblage d"un tel nombre de genes.

2 Puce a oligonucléotides

Nous avons donc décidé d’'utilisé une technique plus adaptée au criblage a haut
débit. Nous avons développé une puce a oligonucléotides (50mers, MWG), dédiée a
I'analyse de l'expression des Transporteurs ABC humains et murins. Des
oligonucléotides amino-modifiés ont été déposés sur des lames de verre de type
Epoxy silane.
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21  Elaboration de la puce : criteres de choix d’'une sonde

Pour tous les genes d’intérét de notre étude (Transporteurs ABC, genes de référence),

nous avons choisi de dessiner 3 sondes différentes répondant a plusieurs critéres :

- 1sonde a été dessinée par la société mwg sans restriction majeure de notre part

- 1 sonde a été choisie sur la base de données MEDIANTE
(http:/ /www.microarray.fr/).

- 1 sonde a été dessinée par nos soins en respectant nos criteres de spécificité et de
position sur ’ARNm.

.....

La spécificité :

La spécificité des sondes est primordiale car elle joue directement sur la validité du
signal obtenu. Cette spécificité est particulierement importante a l'intérieur d’une
famille et c’est dans les familles de genes qu’elle est le plus difficile a atteindre. Nous
avons choisi avec le programme BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) des
régions spécifiques des ARNm associés a nos genes d’intéréts. Nous avons choisi des
sondes préférentiellement dans les zones qui nous semblaient les plus spécifiques.

Position de la sonde dans la séquence d’ARNm :

La position de la séquence choisie au niveau de la séquence totale de ' ARNm est
primordiale. L’hybridation sur la lame est précédée d"une phase de rétrotranscription
en présence de séquences polyT qui s’hybrident sur la séquence polyA située a la fin
de 'ARNm. Avec cette méthode, la longueur des brins complémentaires synthétisés
n’excede pas 2 000 paires de bases. Nous avons donc décidé d’avoir au moins une
sonde a moins de 2-3kb de la séquence polyA.

2.2 Description de notre puce a oligonucléotides

Cette puce est composée de 210 sondes humaines et 231 sondes murines (Figure 12).

Parmi ces sondes on trouve :

- lensemble des transporteurs ABC humains et murins, chacun représenté par
trois sondes différentes

- 12 génes de référence représentés également par trois sondes différentes

- d’autres genes (cytochromes, facteurs de transcription...) sont représentés par
une seule sonde

Nous avons décidé de répartir les genes de référence sur la puce et, pour palier au

probléme de variabilité du dépot d’ADN et de la non-homogénéité du support, de

déposer chaque sonde 3 fois, a des endroits différents.

Nous avons également déposé deux oligonucléotides complémentaires de séquences

Arabidopsis Thaliana qui servent de controles négatifs.
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Sondes humaines Ssmdes murines

Original
[ XXX XX XX} [ XX XXX XX}
[ XXX XXX X ] [ XX XXX XX ]
[ XXX XX XX} [ XXX XX XX}
[ XX XXX X X J [ XX XXX XX J
[ XXX XX XX} [ XXX XX XX}
[ XX XXX X X J [ XX XXX XX J
[ XXX XX XX} [ XX XXX XX}
[ XX XXX XX J [ XX XX XXX J
Réplicat 1
[ XXX XX XX} [ XX XXX XX}
[ XXX XXX X ] [ XX XXX XX ]
[ XXX XX XX} [ XXX XX XX}
[ XX XXX X X J [ XX XXX XX J
[ XXX XX XX} [ XXX XX XX}
[ XX XXX X X J [ XX XXX XX J
[ XXX XX XX} [ XX XXX XX}
[ XX XXX XX J [ XX XX XXX J
Réplicat 2

[ X J

[ X J

[ X J

[ X J

[ (X J (X J
[ XXX XXX X ] [ XX XXX XX ]
[ XXX XX XX} [ XXX XX XX}
[ XX XXX XX J (XX XX XXX J

Figure 12 : Puce a ADN dédiée aux transporteurs ABC

2.3  Exemple de résultats obtenus sur la puce a
oligonucléotides

Cette puce a oligonucléotides nous a permis d’observer des variations d’expression
entre deux échantillons. Pour les sondes humaines, nous avons par exemple observé
la surexpression d’un transporteur dans des lignées cellulaires myéloblastiques K562
sélectionnées par la doxorubicine (Figure 13A). Les trois spots qui apparaissent en
rouge correspondent aux trois sondes différentes détectant ABCB1. Nous avons
également observé des variations d’expression entre le foie et le poumon de souris
C57Bl6 (Figure 13B). Sur cette figure on peut observer les variations d’expression de
certains transporteurs illustrés par la couleur des spots rouge ou verts sur la lame.
Par exemple le transporteur ABCA3 dont les spots sur la puce sont entourés en rouge
est plus présent dans le poumon; alors qu'ABCB11 (entouré en blanc) est plus
exprimé dans le foie.
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Figure 13 : Résultats obtenus sur la puce a oligonucléotides dédiée aux transporteurs ABC

Images obtenues apres dépot d’ADNc marqués issus de :
A/ lignées K562 sensibles (marquées en vert) et résistantes a la doxorubicine (marqués en rouge).
B/ foie (marqué en vert) et poumon (marqué en rouge) de souris.

24  Inconvénients de la technique de puce a
oligonucléotides.

Cette technique est beaucoup plus adaptée pour le dosage simultané d'un grand
nombre de genes. Elle permet de tester 'ensemble de nos transporteurs ABC sur
deux échantillons en utilisant une lame. Malheureusement, sur ce type de puce
dédiée, la normalisation est beaucoup plus difficile que sur des puces
pangénomiques ou la normalisation se fait par rapport a l'ensemble des génes
présents sur la lame. Nous avons normalisé nos données grace a nos douze genes de
références présents sur nos lames. De plus, les ABC transporteurs sont des genes
assez peu exprimés. De nombreux transporteurs ABC ont un faible signal qui se
confond avec bruit de fond de la lame. La puce que nous avons utilisée nous donne
des résultats beaucoup moins sensibles que ceux obtenus par PCR quantitative. Cette
technique nous permet de détecter des variations trés importantes entre deux
échantillons (par exemple entre une lignée sensible et sa lignée résistante),
cependant, les faibles variations ne sont pas détectées. Pour obtenir un signal
mesurable pour les transporteurs ABC dont le taux de transcrits est faible une étape
d’amplification semble étre nécessaire. Néanmoins, nous avons décidé de poursuivre
nos expérimentations en utilisant la technologie PCR quantitative en TagMan dont la
sensibilité est nettement supérieure.

3 PCR quantitative TagMan

Nous avons choisi d’utiliser la chimie TagMan avec un appareil robotisé: 1"ABI
PRISM 7900HT (Applied Biosystems). Nous avons travaillé avec des -cartes
microfluidiques nous permettant de quantifier simultanément 1'expression de tous
les transporteurs ABC. Cette technique tres sensible et reproductible nous a permis
de réaliser jusqu’a 6000 dosages par jour.
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31 Sondes TagMan MGB

Les sondes TagMan utilisées sont particuliéres : il s’agit de sondes TagMan dont le
quencher est non fluorescent (Figure 14). De plus 1’amorce possede un MGB (Minor
Groove Binder) qui s'adapte au petit sillon du duplex d’ADN formé apres
hybridation a ' ADN de cible. Ce MGB stabilise ainsi le duplex.

™ @

Figure 14 : Sonde TagMan MGB

3.2  Cartes microfluidiques ou TLDA

Les cartes microfluidiques ou TLDA pour TagMan Low Density Array sont des
cartes pré-chargées en sondes TagMan et en amorces. En haut de chaque carte se
trouve 8 pores, dans lesquels sont déposés les mélanges réactionnels de PCR. Chaque
pore alimente 48 puits de PCR qui contiennent les sondes TagMan. Le volume de
réaction de PCR est de 1ul. Les amorces présentes sur la carte sont proches en taille et
en température de fusion et sont utilisables dans les mémes conditions de PCR.
Chaque carte permet d’obtenir simultanément 384 courbes d’amplifications (Figure
15).

Figure 15 : ABI PRISM 7900 HT (Applied Biosystems) et cartes microfluidiques (en haut).

3.3  Vérification de chaque courbe d’amplification et
détermination du seuil
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Chaque carte génere 384 courbes d’amplification qu’il faut vérifier une a une. Les
critéres sur lesquels nous nous somme basés pour valider la qualité de chaque courbe
utilisés sont 1'allure des courbes et la valeur de variation de la fluorescence : une
courbe dont la variation de fluorescence est inférieure a 1 est éliminée.

Le seuil est fixé pour chaque géne de facon automatique ou manuelle. La valeur de
fluorescence doit étre suffisamment élevée de maniére a sortir du bruit de fond, mais
suffisamment basse pour ne pas étre en dehors de la phase exponentielle. Au niveau
du seuil les courbes doivent étre paralléles.

Remarque : pour l'analyse des lignées sensibles et résistantes, nous avons voulu
estimer le nombre de copies d’ARN messagers par cellules. Pour cette analyse, nous
avons donc choisi un seuil fixe pour toutes les sondes. La justification de ce choix
sera expliquée au Chapitre VII.

34  Reproductibilité de la PCR utilisant les sondes ABC
transporteurs

Nous avons voulu tester la reproductibilité de cette technique de PCR. Nous avons
utilisé pour cela des résultats obtenus sur pres de 9 000 points de PCR qui
correspondent a des échantillons testés en triplicata. Pour chaque test effectué en
triplicata, nous avons calculé la valeur de Ct moyen. Nous avons ensuite calculé pour
chaque point de PCR la valeur absolue de 1'écart de son Ct a cette moyenne. La
Figure 16 nous montre que 88% de nos PCR ont un écart a la moyenne inférieur a
0,25 ; et que 93% de nos PCR ont un écart a la moyenne inférieur a 0,5. Ces valeurs
montrent que les résultats obtenus sont tres reproductibles.

0,7

64%
0,6
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03
24%
0,2
o oL 3% 2%
o 2% 0
0 . . - . (] . — . ]
0-0,1

0,1-0,25 0,25-0,5 0,5-1 1-2 >2

Pourcentage de sondes

| écart a la moyenne |

Figure 16 : Répartition des écarts a la moyenne

Nous avons donc tracé I'écart a la moyenne en fonction de la moyenne des triplicata
de Ct (Figure 17). Ce graphique nous montre qu’avec des Ct tres tardifs les valeurs ne
sont plus reproductibles. En effet, concernant des écarts de Ct supérieurs a 1, 92% de
ces valeurs ont des Ct moyens supérieurs a 33.
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Figure 17 : Ecart a la moyenne des Ct en triplicata en fonction de la moyenne des triplicata de Ct.

Afin de limiter ces écarts, nous avons décidé de descendre la limite de Ct maximum a
35. Lorsque nous fixons le Ct maximum a 35, les écarts restent beaucoup plus faibles
(Figure 18). Cette fois-ci, 96% de nos PCR ont un écart a la moyenne inférieur a 0,5
Nous portons une attention particuliere aux courbes provenant de Ct compris entre
30 et 35, les écarts étant encore assez importants pour ces valeurs de Ct.
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Figure 18 : Ecart a la moyenne de Ct en triplicata en fonction de la moyenne des triplicata de Ct
apres que le Ct maximum soit fixé a 35.

3.5  Recherche des meilleurs génes de référence pour la
normalisation

La PCR quantitative est actuellement, la technique la plus largement appliquée pour
détecter et mesurer des niveaux de transcrits (Bustin 2002). Cependant, cette
méthode trés sensible doit étre effectuée avec rigueur afin d’éviter de biaiser la
réponse obtenue.
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Cette technique comprend plusieurs étapes (préparation des ARN, transcription
inverse, PCR quantitative...) durant lesquelles I'expérimentateur peut induire des
variations (Pfaffl 2001; Ramakers et al. 2003; Stahlberg et al. 2004). Pour corriger les
variations dues aux différences de quantités d’ARN, un gene de référence (ou gene
de référence, ou gene de maintenance) est amplifié en parallele de la cible. Ce gene
permet de normaliser les résultats de la PCR (Bustin 2002). Les génes de référence
sont des genes constitutivement exprimés nécessaires pour assurer les fonctions
cellulaires basiques. Ils sont employés pour la normalisation des données
d'expression de gene (Eisenberg and Levanon 2003). Les genes de référence
couramment utilisés sont la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH),
'actine (ACT), la cyclophiline A (PPIA), et I'’ARNTr 185 (Warrington et al. 2000; Hsiao
et al. 2001; Eisenberg and Levanon 2003). Ces genes doivent par définition avoir des
niveaux semblables d’ARNm dans tous les échantillons analysés et ils ne doivent pas
étre régulés par le traitement ou variations expérimentales. Cependant, de
nombreuses références classiquement utilisées ne répondent pas toujours aux
exigences décrites ci-dessus (Schmittgen and Zakrajsek 2000; Goidin et al. 2001;
Bustin 2002; Murphy and Polak 2002; de Kok et al. 2005). Ces génes de maintenance,
bien que constants dans un modele expérimental, peuvent varier considérablement
dans une condition différente.

Bien que normaliser par un géne de référence constitutivement exprimé soit la
méthode la plus courante, il n'y a pas de gene de référence universel constant dans
toutes les conditions expérimentales. Il est donc nécessaire de trouver des geénes de
référence propres a chaque modele expérimental.

Vandesompele et collaborateurs ont donc suggéré d’utiliser non pas un mais
plusieurs genes de référence afin d’effectuer une normalisation plus précise
(Vandesompele et al. 2002). Leur stratégie de normalisation est d’utiliser la moyenne
géométrique du niveau d'expression des multiples genes de référence, en tenant
compte du classement des genes de référence en fonction de leur stabilité
d’expression que I'on peut obtenir grace au logiciel GeNorm.

Une approche similaire utilisant également la moyenne géométrique de genes de
référence a été proposée par 1'équipe de Mickael Pfaffl (Pfaffl et al. 2004) et deux
autres études ont décrit 1'utilisation d’'un modéle permettant de classer des genes de
référence (Andersen et al. 2004; Szabo et al. 2004). Andersen et collaborateurs ont
congu le logiciel Normfinder qui classe des génes de référence en se basant sur
I'approche statistique modélisant 1’effet linéaire.

Pour doser précisément I'expression des genes, nous avons utilisé plusieurs genes de
référence que nous avons testés sur nos différentes conditions. Le but est d’utiliser
non pas un gene de référence, mais la moyenne géométrique des meilleurs genes de
référence. Cette moyenne ne doit pas inclure les genes les plus instables dans les
conditions testées. Le meilleur nombre de genes a utiliser pour cette moyenne doit
étre un compromis entre le nombre de genes testés et la meilleure précision possible.
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Par exemple, nous avons testé douze genes de référence impliqués dans différentes
voies métaboliques, en PCR quantitative pour tous les échantillons cellulaires. Puis
nous avons choisi les meilleures références pour nos expériences grace au logiciel
GeNorm. Ce logiciel nous donne une mesure de la stabilité d’expression des genes de
référence sur la base de niveaux d’expression non normalisés. Cette mesure repose
sur le principe que le ratio d’expression de deux genes de référence idéaux est
identique dans tous les échantillons. Une variation de ratios d’expression de deux
genes de référence signifie que un (ou deux) de ces genes n’a pas une expression
constante. Une variation entre deux ratios d’expression entraine alors une baisse de
la stabilité d’expression.

Pour cela, pour un méme transcrit de geénes de référence, les valeurs brutes de Ct
sont comparées pour tous les échantillons. L’échantillon ayant le Ct le plus élevé est
soustrait aux autres :

deltaCt=Ct-Ctmax

Ainsi la valeur de Ct maximale est ramenée a 0, les autres valeurs étant négatives.
Ensuite chaque point est exprimé en valeur d’expression relative selon I’équation :

Expression relative=2(deltaCt)

Ces valeurs d’expression relative sont alors soumises au logiciel GeNorm.

Pour chaque gene de controle, le logiciel calcule une variation par paire (« pairwise
variation ») avec tous les autres genes de référence présents.

Soit deux genes de contrdle j et k. Une matrice Ajx de m éléments est calculée
correspondant au logz des ratios d’expression ajj/ aix :

Aj={logz(aij/aix ) }i=1->m

La variation par paire (V) est définie comme la déviation standard des ratios
d’expression transformés logarithmiquement :

Vji=st.dev(Aj)

Cette variation par paire permet de choisir le nombre optimal de genes de référence a
utiliser pour la normalisation. La (Figure 19) a été obtenue apres analyse des valeurs
d’expression relative de douze génes de référence avec le logiciel GeNorm. Nous
avons obtenu un graphique représentant les niveaux de variation des moyennes de
stabilité des génes de référence. En commencant par les deux genes les plus stables,
et en additionnant séquentiellement le troisieme gene, le quatrieme etc.... GeNorm
conseille d’utiliser une variation inférieure a 0,15. En dessous de cette valeur,
I'addition d’un nouveau gene de référence ne parait pas nécessaire. Dans I'exemple
ci-dessous, l'analyse des variations par paire montre que 3 génes de référence
suffisent pour normaliser ces résultats.
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Figure 19 : détermination du nombre optimal de génes de référence pour la normalisation.

Pour chaque geéne de controle est calculé une mesure de la stabilité des génes de
controle (M) définie comme la moyenne arithmétique des variations par paire entre
un geéne et les autres.

n

2Vijk

k=1

M]-=_
n-1

Ce qui permet de classer ces genes en fonction de leur moyenne de stabilité
d’expression (Figure 20).
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Figure 20 : Moyenne des valeurs de stabilité d’expression des génes de référence
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3.6  Calcul de la quantification relative

Une fois les Ct extraits et les génes de référence sélectionnés, nous pouvons calculer
la quantification relative d'un gene d’intérét en comparaison avec les genes de
référence choisis. Le ratio relatif d’expression (RQ) d’un échantillon comparé a un
échantillon controle est calculé de la facon suivante:

E gene d'int érét(Ct controle-Ct échantillon)

RQ =

Egéne de référence(Ct contrdle-Ct échantillon)

Selon la société Applied Biosystems I'efficacité de la réaction de PCR de I'ensemble
de ses sondes est de 2, ce qui permet d’appliquer la formule :

2 ACt géne d’intérét

RQ =

2 ACt gene de référence
RQ = 2 (ACt géne d’intérét - ACt gene de référence)

RQ = 2AACt

3.7 Calcul de l'efficacité

Les sondes TagMan dessinées par la société Applied Biosystems sont garanties pour
avoir une efficacité de 90 a 100%. Ces valeurs d’efficacité ont d’abord été déterminées
par la société théoriquement. Ensuite, le produit de PCR de chaque sonde a été utilisé
comme gamme d’étalonnage. Si nous voulons appliquer la méthode de calcul de
2AACt nous devons étre strs que les efficacités d’amplification des génes de référence
et des genes d’intérét sont approximativement égales et proche de 2. Nous avons
donc voulu vérifier par nous méme |’efficacité de ces sondes.

Estimation de l'efficacité par courbe de dilution d’un témoin positif universel

Nous avons tout d’abord utilisé un « témoin positif universel » (Human Universal
Reference Total RNA) qui correspond a un mélange d’ARN totaux de différents
tissus. Ce mélange d’ARN a été rétrotranscrit en ADN complémentaire. Des dilutions
de cet ADN complémentaire ont été déposées sur une carte microfluidique
(maximum 5ng d”ADNCc par point). Ensuite, pour chaque sonde nous pouvons tracer
une droite représentant les valeurs de Ct en fonction du log de la concentration en
ADNCc. Le coefficient directeur de cette droite nous permet alors de déduire la valeur
de I'efficacité pour chaque sonde.
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Pour certains transporteurs ABC qui sont peu abondants, nos gammes de dilution
sont réduites et peuvent ne pas étre suffisantes pour obtenir une bonne courbe
d’étalonnage. Aussi nous avons calculé I'efficacité de nos sondes de deux autres
facons :

Estimation de l’efficacité par augmentation de la fluorescence absolue

Une approche alternative a la mesure de l'efficacité par gamme étalon est basée sur la
linéarisation de la formule basique de 1’amplification exponentielle de PCR :

Nc=NoxEC€

Ot Nc est le nombre de copies au cycle C ; No le nombre de copies initiales et E
I'efficacité de la PCR. La transformation logarithmique de cette équation donne :

log(Nc)=log(No)+Log(E) xC

La partie linéaire de cette équation correspond a une droite dont la pente permet de
calculer I'efficacité de la PCR selon I'équation :

E=1(pente

Nous avons utilisé les points de notre gamme étalon que nous avons testé sur un
logiciel permettant de calculer 'efficacité de cette maniére : LinRegPCR (Ramakers et
al. 2003). Ce logiciel nous a permis de tester I'ensemble de nos sondes (transporteurs
ABC et genes de référence) et de comparer les valeurs d’efficacité obtenues avec
celles des gammes étalons.

Par dilution de plasmide

Le laboratoire disposait de 8 transporteurs ABC (ABCB1, ABCB4, ABCC1, ABCC7,
ABCF1, ABCG1, ABCG2) clonés dans des vecteurs plasmidiques. Ces plasmides ont
été dosés et mélangés entre eux puis dilués en présence dun plasmide ne contenant
pas de séquences d’ABC. Ce mélange a été dilué plusieurs fois de fagon a obtenir une
gamme étalon. Cette gamme est testée sur I'ensemble des sondes humaines présentes
sur les cartes microfluidiques. Elle comprend 7 dilutions différentes, déposées en
duplicata, de 50 ; 150 ; 500 ; 1 500 ; 5 000 ; 50 000 et 500 000 copies de plasmides par
points de PCR. Les résultats de Ct obtenus pour ces 8 transporteurs ont permis de
tracer un graphique représentant les Ct en fonction du logarithme du nombre de
copies de plasmides. Le coefficient directeur de la droite reliant ces points permet de
calculer !Iefficacité selon la formule :

E=10-Vpente
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Grace a ces trois méthodes, nous avons obtenu !efficacité réelle des sondes que nous

avons utilisées en PCR quantitative. Les valeurs d’efficacité obtenues dans les trois
cas sont généralement assez proches. Nous nous sommes tout d’abord intéressé aux
valeurs obtenues par la courbe étalon du témoin positif universel. Lorsqu'un point

de cette gamme nous paraissait faux, souvent en raison de la faible expression de ce
transcrit et donc de Ct tardif, nous avons utilisé 1'efficacité obtenue par le calcul

d’augmentation de fluorescence absolue. Enfin, pour les 7 transporteurs testés en
dilution de plasmide, nous avons vérifié que les valeurs obtenues par dilution de

plasmides correspondaient aux valeurs d’efficacité calculées par les autres méthodes.

Les tableaux suivants représentent les efficacités réelles mesurées pour les sondes des

transporteurs ABC (Tableau 5) et des genes de référence (Tableau 6).
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Genes Efficacité Pourcentage
d’intérét exponentielle | d’efficacité
ABCA1 1,92 96
ABCA 2 2,00 100
ABCA 3 1,99 100
ABCA 4 1,98 99
ABCA5 1,90 95
ABCA 6 1,96 98
ABCA 7 1,95 98
ABCA 8 1,92 97
ABCA 9 2,00 100
ABCA10 2,00 100
ABCA12 2,00 100
ABCA13 2,00 100
ABCB 1 1,94 97
ABCB 2 2,00 100
ABCB 3 2,00 100
ABCB 4 2,00 100
ABCB 5 1,73 87
ABCB 6 2,00 100
ABCB 7 1,97 98
ABCB 8 1,98 98
ABCB 9 2,00 100
ABCB10 1,98 99
ABCB11 1,93 97
ABCC1 1,93 97
ABCC2 2,00 100
ABCC3 1,99 100
ABCC 4 1,96 98
ABCC5 1,72 86
ABCC 6 1,90 95
ABCC7 1,93 96
ABCCS8 1,99 100
ABCC9 1,92 95
ABCC10 1,86 93
ABCC11 1,86 93
ABCC12 2,00 100
ABCC13 1,70 85
ABCD1 1,78 89
ABCD2 1,76 88
ABCD3 1,95 98
ABCD4 2,00 100

ABCE1 2,00 100

ABCF1 2,00 100

ABCF2 2,00 100

ABCF3 1,98 99
ABCG1 1,96 98
ABCG2 1,92 97
ABCG4 1,89 95
ABCG5 ND ND
ABCGS8 ND ND

Tableau 5: Valeurs d’efficacité obtenues pour les sondes des transporteurs ABC

Les valeurs sont représentées en efficacité exponentielle, et en pourcentage d’efficacité. La valeur
surlignée en bleu représente lefficacité la plus faible pour les geénes d’intérét. Pour deux sondes
ABCG5 et ABCGS8 nous n’avons pu la déterminer en raison de l'absence de ces transcrits dans
I'échantillon de référence.
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Ciéfles i Efficacité Pc:urc-entag’e

référence d’efficacité
18S 1,92 96
AAMP 1,97 98

B2M AR s

Clorf33 1,95 98
G6PD 1,96 98
GAPD 2,00 100
GUSB 2,00 100
HPRT1 1,93 96
PPIA 2,00 100
TBP 2,00 100
TFRC 2,00 100

Tableau 6 : Valeurs d’efficacité obtenues pour les sondes des génes de référence

Les valeurs sont représentées en efficacité exponentielle, et en pourcentage d’efficacité. La valeur surlignée en
bleu représente Iefficacité la plus faible pour les génes de référence.

De ces valeurs d’efficacité, nous avons tracé un graphique représentant la répartition
des efficacités de nos sondes.
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Figure 21 : Répartition des efficacités de nos sondes

Nous pouvons voir que 60% de nos sondes ont une efficacité supérieure a 1,95 et que

90% de nos sondes ont une efficacité supérieure a 1,85.

Nous avons estimé l'erreur que nous faisions en calculant des quantifications

relatives avec la formule RQ=2 AACt, alors que l'efficacité réelle du gene cible et du

gene de référence est inférieure a 2. Pour cela, nous avons pris trois exemples

illustrant des conditions que nous avions rencontrées pendant nos expériences :

- une faible variation (généralement rencontrée lors d’études in vivo) ot nous
avons fixé un AACt de 2 soit un RQ de 4

- une variation moyenne (que nous avons pu observer lors de traitements de
lignées cellulaires) avec un AACt de 4 soit un RQ de 16
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- une variation trés importante (observée entre des lignées sensibles et des lignées
rendues résistantes a un cytotoxique) avec un AACt de 10 correspondant a un
facteur 1000 de variation.

Nous avons fait ces calculs dans la gamme d’efficacités que nous avons observées

pour nos sondes.

Erreur sur Efficacité du géne d'intérét

un RQ de 4 2 198 | 19 [ 1,92 [ 1,9 | 18 | 180 | 1,70
2 |1 ] 103 [ 107 [ 111 | 114 | 1,22 [ 1,30 | 1,50

198 099 | 102 [ 106 [ 110 | 1,13 | 121 | 129 [ 149

Efficacite =0 099 1 101 | 1,05 | 1,00 | 1,12 | 1,20 | 128 | 148
du géne de |- 0 I — 0 e T 100 | 104 | 109 | 11l | 119 | 128 | 147
référence 2 i 4 g Z z Z z 4

1,9 | 097 | 1,00 1,04 | 1,08 1,11 1,18 127 | 1,46
1,85 | 096 | 0,99 1,02 | 1,07 | 1,09 117 | 1,25 1,44
AACt =2 ; RQ=4

Erreur sur Efficacité du geéne d'intérét
un RQ de 16 2 1,98 | 19 [ 1,92 | 19 | 185 [ 1,80 | 1,70
2 x| 105 [ 112 | 120 | 12 | 142 [ 161

1,98 | 099 1,04 1,12 1,20 1,25 1,41 1,60

dE:i:;i‘t;e 1,95 | 0,99 1,03 111 1,19 1,24 1,40 1,59
reforence | 192 098 | 1,03 | 110 | 118 | 123 | 139 | 157

1,90 | 097 | 1,02 | 1,09 | 1,17 | 1,23 1,38 1,57
18| 096 | 1,01 1,08 1,16 | 1,21 137 | 1,555
AACt=4; RQ=16

Erreur sur Efficacité du géne d’intérét
un RQ de 1024 2 1,98 1,95 1,92 1,90 1,85
2 |1 ] 111 [ 130 [ 154 | 1,71
1,98 | 0,99 1,11 1,30 1,53 1,70

Efficacité 1= 00090 | 110 | 1290 | 152 | 169
dugéne de [ 0 =0 08 T 109 | 128 | 150 | 168
référence z z z U z l

1,90 | 097 1,08 1,27 1,50 1,67
1,85 | 0,96 1,07 1,25 1,48 1,65
AACt=10; RQ=1024

Tableaux 7 : Calcul de 'erreur

Ces trois tableaux représentent l'erreur due a la quantification relative en appliquant la formule RQ=2 AACt,
L’erreur est calculée selon la formule :
24act Rchénrique
Erreur = =
Egéne d’intérétAaL gene d'intérét RQréel
ACt gene de référence

E gene de référence

La gamme d’efficacité utilisée va de 2 a 1,7 pour le géne d'intérét et de 2 a 1,85 pour le géne de référence. Ces
gammes correspondent aux valeurs d’efficacité que nous avons évaluées pour nos sondes. Le ACt de notre géne
de référence variant peu dans nos expériences, nous 'avons fixé arbitrairement a 0,5. Nous avons calculé cette
erreur pour 3 valeurs de AACt différentes (2 ; 4 ; 10 correspondant respectivement a des RQineorique de 4; 16 ;
1024). Les cellules surlignées en rouge nous montrent les cas ou en appliquant la formule RQ=2 44t nous
surestimons ce ratio de plus de 2 fois.

Exemple : Pour un AACt de 10, si lefficacité du géne d’intérét est de 1,8 le ratio calculé avec la formule
RQ=244Ct serq surestimé d'un facteur3. Le ratio réel sera donc 340 au lieu de 1024.
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Ces tableaux nous montrent que pour un ratio relativement faible (RQ=4) l'erreur
commise est faible. En revanche, pour un ratio théorique de 16, si I'efficacité du gene
cible est de 1,7, le ratio sera surestimé d’un facteur 2 environ. Seules 4 de nos sondes
ont une efficacité comprise entre 1,7 et 1,8, il s’agit des transporteurs ABCC13,
ABCC5, ABCB5 et ABCD2. Lors de nos expériences, nous n‘avons eu pour ces
transporteurs que des ratios inférieurs a 16. Enfin, pour de fortes variations
(RQ=1024), l'incidence de I'efficacité est plus importante, il faudra se méfier
d’efficacités comprises entre 1,8 et 1,7 ; toutefois, ces valeurs ne concernent que 12%
de nos sondes.
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Chapitre I11

Effet de la colchicine sur

I"expression des
transporteurs ABC
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Chapitre III Effet de la colchicine sur I'expression des
transporteurs ABC

I INTRODUCTION

1 La colchicine

La colchicine a été isolée en 1820 par les chimistes frangais P.J. Pelletier et J.B
Caventou (Pelletier and Caventou 1820). La colchicine est un alcaloide, extrait de la
colchique, qui appartient a la famille des poisons du fuseau. Son effet antimitotique
est en rapport avec sa liaison a la tubuline. Cette liaison empéche la polymérisation
des microtubules et bloque les cellules en métaphase (Sackett and Varma 1993). Elle
désorganise le cytosquelette en se liant a la tubuline, bloque la mitose, mais de plus
inhibe la mobilité et l'activité des neutrophiles, entrainant un effet anti-
inflammatoire. La colchicine est utilisée, en thérapeutique, dans le traitement de la
fievre méditerranéenne familiale (Cheung and Pugliese 1975). Son utilisation
concerne aussi le traitement de pathologies inflammatoires comme : la crise de goutte
(Davis 1969), et la maladie de Behget (Vordermark and Hudson 1984), mais aussi la
sclérodermie (Alarcon-Segovia et al. 1979). Plus récemment, on lui a trouvé des
applications dans le traitement des péricardites récidivantes ou récalcitrantes (Adler
et al. 1998).

Trois protéines jouent un role clef dans la pharmacocinétique de la colchicine : sa
cible la tubuline, le cytochrome CYP3A4 intervenant dans sa métabolisation et
ABCB1 qui régule la distribution dans les tissus et son excrétion rénale et biliaire
(Niel and Scherrmann 2006).

2 La mucoviscidose

2.1  Historique

Les premiers rapports médicaux évoquant cette maladie, datent du moyen age. A
cette époque, les médecins rapportaient que les enfants dont la peau laissait un gotit
salé avaient une espérance de vie tres limitée. C'est en 1936 que le professeur Guido
Fanconi 'a décrit pour la premiere fois (Fanconi et al. 1936). La mucoviscidose est
désignée par le terme « Cystic Fibrosis » (CF) dans les pays anglo-saxons. C’est en
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1946 que Andersen et Hodges ont démontré pour la premiere fois que cette maladie
était génétique, et quelle résultait d'une mutation récessive autosomale (Andersen
and Hodges 1946). Dans les années 80, I'anomalie du transport de sels fut précisée :
défaut de perméabilité aux ions chlorure (Cl-) affectant les cellules épithéliales des
glandes sudoripares, et au niveau de I'épithélium respiratoire. En 1985, le locus CF
tut localisé sur le chromosome 7 (Wainwright et al. 1985).

En 1989, le gene CFTR responsable de la maladie, a été isolé (Riordan et al. 1989). Ce
gene est localisé en 7q31 et contient 27 exons.

2.2  Epidémiologie, Diagnostic et Symptomes.

La mucoviscidose est la maladie génétique récessive, autosomale, létale, la plus
répandue dans les populations originaires d’Europe du Nord. Un enfant sur 2500
nait atteint de cette maladie, ce qui permet d'évaluer a un sur 25 les individus
hétérozygotes. Cependant la fréquence de l'affection varie selon I'origine
géographique et ethnique des patients.

Le diagnostic positif de la mucoviscidose repose sur le test de la sueur. Une autre
technique consiste a mesurer la différence de potentiel transépithélial (DDPTE) qui
existe entre la peau et la muqueuse nasale. Le diagnostic clinique est trés
polymorphe. Chez la plupart des patients le diagnostic est posé avant I'adolescence,
mais quelques uns restent asymptomatiques jusqu'a I'adge adulte.

Chez les patients atteints de mucoviscidose on observe des dysfonctionnements dans
de multiples tissus tels que les voies respiratoires, le pancréas, le foie, 1'intestin, les
canaux déférents, et les glandes sudoripares. Ceci conduit a de nombreux
symptomes comme des insuffisances respiratoires et pancréatiques, une infertilité
masculine, et une modification de la concentration saline de la sueur. Les affections
pulmonaires sont la principale cause de mortalité chez les patients CF.
L’augmentation de viscosité du mucus entraine une obstruction progressive des
voies respiratoires et crée un environnement propice aux infections bactériennes
opportunistes. Les tissus respiratoires des malades CF sont rapidement et
abondamment colonisés par des bactéries comme Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae et surtout Pseudomonas aeruginosa dans les stades tardifs
de l'infection. Une fois l'infection bactérienne installée il est tres difficile, voire
impossible, de I'éradiquer.

On comprend mal pourquoi ces bactéries sont détruites a la surface des épithéliums
normaux mais pas des épithéliums CF. D’apres Jeffrey ] Smith et collaborateurs il
faut une faible concentration en NaCl dans les fluides recouvrant les épithéliums
respiratoires pour permettre la destruction de ces bactéries. A l'inverse, la forte
concentration en NaCl mesurée dans le cas des épithéliums CF expliquerait la
persistance des infections bactériennes (Smith ef al. 1996).
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Figure 22: Les différents organes qui peuvent étre touchés chez des patients atteints de
mucoviscidose

2.3 Pronostic

En l'absence de traitement, la médiane de survie est de 3 a 5 ans. Les progres
médicaux réalisés dans le traitement de cette pathologie ont fait évoluer 1'espérance
de vie des patients atteints de mucoviscidose, de la petite enfance a 35-45 ans, suivant
les pays, avec une importante réduction de la mortalité infantile. Cependant, on ne
dispose pas a I'heure actuelle de traitements efficaces pour ralentir la destruction des
tissus pulmonaires et pancréatiques.

Les traitements actuels sont symptomatiques : kinésithérapie respiratoire,
antibiothérapie, broncho-dilatateurs et mucolytiques, administration d'inhibiteurs de
protéases pour les manifestations pulmonaires et apport d'enzymes pancréatiques de
substitution et de vitamines pour pallier I'insuffisance pancréatique.

Une transplantation coeur-poumons voire coeur-poumons-foie n'a eu lieu que dans
les atteintes tres évoluées.

67



24  Implication du canal CFTR/ABCC?7.

Depuis 1989 nous savons que des mutations du géne CFTR sont associées a la
mucoviscidose. Le gene CFTR de 250 kpb code pour une protéine transmembranaire
de 1480 acides aminés. L’activité du canal CFTR est principalement associée au
transport d’ions chlorures et a la régulation d’autres canaux ioniques épithéliaux
(Figure 23). Ce canal chlorure, activé par I’AMPc, appartient a la superfamille des
transporteurs ABC. Dans la nomenclature ABC, CFTR appartient a la sous-famille C
et correspond a ABCC7. Le canal CFTIR est exprimé dans les tissus épithéliaux
sécréteurs des glandes sudoripares, du pancréas, de l'intestin, des canaux biliaires,
des systemes génitaux, dans les voies respiratoires, ainsi que dans les cellules
cardiaques.

Mb apicale (3]
ORCC

—S

it

Mb basolatérale e

Figure 23: Le rdle du canal CFTR

Plus de 700 mutations de cette protéine ont été recensées. Elles induisent des
dysfonctionnements ou un défaut de localisation du canal CFTR a la membrane
plasmique apicale des cellules épithéliales. Cependant, la délétion d'une
phénylalanine en position 508, notée AF508, représente 70% des mutations observées
dans les cas de mucoviscidose. La protéine CFIR, mutée, est reconnue par les
protéines chaperons et éliminée avant son insertion dans la membrane. Cette
mutation empéche la protéine d’accéder a la surface des cellules épithéliales, puis
conduit généralement tres tot a sa dégradation. Moins de 1% des protéines AF508 se
retrouveront adressées a la membrane. Ce défaut d’adressage provoque les défauts
de conductance observés.

Les épithéliums CF ne sécretent pas de chlorure en réponse a I'AMP cyclique, et
présentent une absorption accrue de sodium. Ce déreglement dans le transport
d’électrolytes a pour conséquence une augmentation importante de la viscosité du
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mucus recouvrant les voies aériennes. Les hétérozygotes, pour lesquels 50% de la
protéine est fonctionnelle, ne présentent pas de symptomes (Pilewski and Frizzell
1999). Bien que de nombreux progrés aient été réalisés dans la connaissance de la
biologie et de la biochimie du canal CFIR, on comprend mal l'importance des
désordres physiopathologiques observés notamment au niveau des voies
respiratoires.

2.5  Stratégies de correction des phénotypes CF

De nombreuses stratégies sont utilisées pour pallier les désordres physiologiques
observés dans les différents tissus CF. Ces études concernent tous les aspects de la
biologie et de la biochimie du canal CFTR. Elles incluent notamment des tentatives
de thérapie génique, des essais de modulation du transport d’électrolytes par
activation d'autres canaux chlorure présents dans les membranes apicales des
épithéliums, des études de pharmacologie pour développer des molécules
activatrices des canaux CFTR présents a la membrane et des essais de modulation de
l'adressage de la protéine.

Les essais de thérapie génique ont pour but de délivrer directement dans les cellules
le gene codant pour la protéine CFIR sauvage, afin de rétablir une expression du
gene et un adressage correct a la membrane apicale. De nombreux véhicules pouvant
transférer le gene CFTR sont étudiés. Actuellement aucun traitement efficace n’a été
découvert.

A coté de ces essais impliquant directement le canal CFTR, des tentatives médicales
visent a diminuer les problemes respiratoires. Dans ce sens, des tentatives sont
réalisées dans le but de fluidifier le mucus.

Un autre aspect des affections pulmonaires est 'importante inflammation de ces
tissus. L'utilisation de fortes doses d'ibuprofene administrées chez de jeunes enfants
avant que n'apparaissent les processus d'inflammation et d'infection pulmonaire
pourrait ralentir le déclin des fonctions pulmonaires.

3 Intérét de la colchicine pour le traitement de la
mucoviscidose

En 1997, une étude a reporté le cas d’un patient atteint de mucoviscidose traité par
cyclophosphamide et épirubicine suite a un fibrosarcome. Ce traitement a eu un effet
bénéfique sur les symptomes liés a sa mucoviscidose, notamment une amélioration
des fonctions pulmonaires, avec un effet durable pendant 4 ans apres 'arrét de la
chimiothérapie (Lallemand et al. 1997). Une surexpression des transporteurs ABCB1
et ABCC1 chez ce patient a été observée apres la chimiothérapie. L’amélioration chez
ce patient pourrait donc étre due a la complémentation fonctionnelle du transporteur
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ABCCY7 déficient par d’autres protéines ABC telles qu"ABCB1 et ABCC1 ou d’autres
membres de cette famille stimulés par la chimiothérapie.

Bien que la fonction la plus connue de CFTR soit le transport d’ions chlorure, cette
protéine est également capable de transporter du glutathion (Kogan et al. 2003) ou
certains de ces adduits, comme le font d’autres transporteurs ABC de la sous famille
C. Ces autres transporteurs proches de CFIR, pourraient donc assurer, chez des
patients atteints de mucoviscidose, le transport déficient et donc complémenter
fonctionnellement la protéine ABCC7.

Des essais cliniques ont été réalisés afin d’étudier la complémentation possible de
CFTR, en induisant certaines protéines ABC par la colchicine.

L’utilisation de la colchicine pour le traitement de la mucoviscidose présente
différents intéréts. D'une part, son action anti-inflammatoire peut étre utile dans le
traitement de l'inflammation chronique caractéristique de cette affection pulmonaire.
Elle permettrait également d’augmenter in vitro l'efflux d’ions chlorure par des
canaux autres que CFTR (Dragomir and Roomans 2004). D’autre part, la colchicine,
comme d'autres cytotoxiques, peut induire un phénotype de multirésistance aux
drogues caractérisé par la surexpression certains transporteurs ABC.

Les études cliniques utilisant la colchicine, réalisées sur des patients atteints de
mucoviscidose, montrent que la capacité respiratoire des sujets a été globalement

améliorée, avec cependant une forte dispersion des résultats (Sermet-Gaudelus et al.
1999; Witko-Sarsat et al. 1999).

L’amélioration des symptomes des patients traités par de la colchicine souligne
'intérét de mesurer précisément quels transporteurs ABC pourraient étre induits par
ce traitement colchicine.

II MODELES D’ETUDE

Nous avons choisi deux modeles d’étude nous permettant de mesurer l'effet d'un
traitement par la colchicine sur 1'expression des transporteurs ABC. Nous avons tout
d’abord étudié I'effet d'un tel traitement sur des lignées cellulaires myéloides (HL60
et K562) in vitro. Puis nous avons observé l'effet d"un traitement colchicine in vivo sur
différents organes de souris C57Bl6.

70



III RESULTATS

1 Résultats in vitro : traitement de cellules HL60 et
K562 par la colchicine

Dans ces expériences, nous avons mesuré les variations d’expression de
transporteurs ABC suite a un traitement colchicine sur deux lignées cellulaires
sensibles différentes. Le profil d’expression de 1'ensemble des transporteurs ABC
humains a été testé sur des échantillons, traités ou non traités. Les PCR ont été
effectuées sur des TLDA comprenant les sondes de 49 transporteurs ABC et 11 genes.
Ce travail a nécessité environ 800 PCR quantitative.

1.1 Traitements effectués

Les lignées cellulaires ont été gracieusement fournies par le laboratoire du Dr. Jean-
Pierre Marie. Nous disposions de deux types de lignées cellulaires humaines une
lignée myéloide aigué (HL60) et une lignée myéloide chronique (K562).

Les lignées ont été incubée avec de la colchicine ajoutée dans le milieu de culture a
trois concentrations différentes: 107M, 108M et 10-°M. Les cellules sont ensuite
prélevées apres 48h et 72h de traitement pour la concentration 107M et apres 72h de
traitement pour les concentrations 10-8M et 10°M. Ces temps d’incubation ont été
choisis par analogie avec les tests de cytotoxicité généralement réalisés sur ces lignées
cellulaires. A la fin des traitements, les cellules ont été lavées avec du milieu de
culture afin d’éliminer les cellules mortes. Les cellules sont comptées pour récupérer
environ 3.106 cellules par échantillon.

Les cellules de contrdle sans ajout de colchicine ont été prélevées aux mémes temps
d’incubation.

1.2  Choix des meilleurs génes de référence

Le dosage de I’expression des genes par PCR quantitative dans des lignées cellulaires
différentes et dans des cellules traitées nécessite une bonne normalisation des
données de PCR permettant de corriger les variations éventuelle de quantité d”ADNc
entre les échantillons.

Nous avons analysé 1'expression de 11 genes de référence couramment utilisés pour
la normalisation. Nous avons utilisé le logiciel GeNorm pour mesurer leur stabilité
d’expression. La Figure 24 nous montre les résultats obtenus pour I'étude de stabilité
des 11 genes de référence. En abscisse, les genes sont classés du moins stable au plus
stable, en valeur de stabilité sur 'ensemble des populations cellulaires testées.
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Au vue de ces résultats, nous avons choisi de normaliser nos données par la
moyenne des deux genes de référence les plus stables dans ces conditions : AAMP et
PPIA.
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0,5 -
0,4

0,3 4§
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Moyenne de stabilité d'expression M
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<= Geénes les moins stables Genes les plus stables =>

Figure 24 : Moyenne des valeurs de stabilité d’expression des genes de référence.

1.3  Incidence du traitement sur ’expression des
transporteurs ABC

Lignée HL60

L’expression de la grande majorité des transporteurs ABC n’est pas affectée par le
traitement colchicine. La concentration 10°M ne semble pas avoir d’incidence sur
I'expression des transporteurs ABC. Cependant, 1'ajout de colchicine induit la
variation d’expression de 4 transporteurs ABC aux concentrations 107M et 10M

- ABCA1 est le transporteur ABC qui a la plus faible augmentation. Il
augmente d’un facteur 5 apres 48h de traitement a 107M et 72 heures de traitement a
108M ; et de 8 fois apres 72 heures de traitement a 107M.

- ABCAG est le seul transporteur dont l'expression est maximale apres 48
heures de traitement a 107M de colchicine (22 fois d’augmentation par rapport au
contrdle). Au temps 72h son expression n’augmente que de 4 et 7 fois respectivement
a 10 M et 107M.

- L’expression d’ABCA9 augmente également apres ce traitement de 27 fois a
48 heures et de 11 et 60 fois a 108M et 107M apres 72 heures de traitement.
Cependant étant donné le faible niveau d’expression de ce transporteur ABC, nous
estimons préférable de considérer ce résultat avec précaution.

- Enfin ABCBI1 est le transporteur ABC pour lequel on observe les plus
grandes variations. A 48 heures le facteur observé entre les cellules controle et les
cellules traitées n’est que de 4 ; mais a 72 heures, le traitement par 10-8M de colchicine
conduit a une augmentation d’expression de I’ARN messager de pres de 400 fois.
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En revanche pour ce méme temps d’exposition au cytotoxique, a la concentration 10-
"M le facteur d’augmentation n’est que de 26.
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Figure 25 : Quantification relative de 'augmentation d’expression de transporteurs ABC dans les
cellules HL60 suite a un traitement par de la colchicine.

Lignée K562

Dans le type cellulaire K562, le nombre de transporteurs ABC pour lesquels on
observe une variation est plus faible que pour les HL60. L'expression d'un seul
transporteur, ABCB1, est augmentée. Son expression augmente de 2 fois (aux doses
109 et 108M a 72h); de pres de 50 fois apres 48 heures de traitement a 107M ; et
jusqu’a plus de 60 fois suite a 72 heures de traitement a 10”M (Figure 26).

Pour évaluer le niveau d’expression protéique du transporteur ABCB1, nous avons
utilisé une technique de cytométrie de flux (collaboration avec J. Bignon, ICSN).
Nous avons confirmé la surexpression du transporteur ABCB1 dans les cellules K562
traitées avec 107M de colchicine pendant 48h. Nous détectons effectivement une
variation de quantité de cette protéine ABCB1 dans les cellules traitées (en rouge)
contenant 3 fois plus d’ABCB1 que les cellules controle (en jaune) (Figure 27).

Il est difficile de comparer directement les ratios obtenus en PCR quantitative
(quantité d’ARN) avec ceux mesurés en cytométrie de flux (quantité de protéines) en
raison du niveau extrémement faible d’ABCB1 dans les cellules non traitées qui se
situe a la limite de sensibilité de ces 2 techniques.
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Figure 26 : Quantification relative de I'expression de transporteurs ABC dans les cellules K562 suite
a un traitement par de la colchicine.
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Figure 27 : Comparaison par cytométrie de flux de la présence de la protéine ABCBI1 sur des
cellules K562 non traitées ou traitées avec 107M de colchicine.
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2 Résultats in vivo : traitement de souris C57B16 par la
colchicine

Pour réaliser cette étude, nous avons élaboré une carte microfluidique contenant
cette fois les sondes des transporteurs ABC de souris. Les résultats présentés dans ce
chapitre ont été obtenus en réalisant environ 7 000 PCR quantitatives a partir de 80
échantillons d’organes provenant de 24 souris utilisées pour tester 1'expression de 86
genes différents.

2.1 Traitements effectués

Nous avons étudié l'effet d'une injection de colchicine sur des souris C57Bl6. Pour
chaque condition de cinétique testée, un groupe de 4 souris a été traité par des
injections intrapéritonéales de 2mg/kg de colchicine. En paralléle un autre groupe de
4 souris a été injecté avec du sérum physiologique. Nous avons suivi l'effet de ce
traitement sur 3 organes murins différents (foie, poumon, intestin) 7 heures apres
'injection ou 24 heures apres l'injection. Sur d’autres lots de souris, nous avons
mesuré 1'effet un traitement plus long, qui consiste en 5 injections de 2 mg/kg de
colchicine (1 injection tous les 10 jours), sur 4 organes différents (foie, poumon,
intestin, pancréas). Le sacrifice des souris étant 44 jours apres la premiére injection.

JOH7 H24 J10 J20 J30 J40 Ja4

IR

Injections en intrapéritonéale

A 4

sacrifice et sacrifice et
prélévement prélévement
d’organes d’organes

2.2 Geénes d’intérét testés

Nous avons mesuré l'expression des 46 transporteurs murins, mais également
d’autres genes d’intérét : 8 canaux chlorure, 8 cytochromes, 7 enzymes impliquées
dans le métabolisme du glutathion, 6 transcrits impliqués dans I'inflammation ainsi
que la phospholipase A2 et 'annexine 1.

2.3  Choix des meilleurs genes de référence

Parallélement a nos génes d’intérét, nous avons testé 1'expression de 9 génes de
référence. Nous avons ensuite mesuré la stabilité d’expression de ces 9 genes de
référence sur I'ensemble de nos échantillons (contrdle-traité) sur les 4 organes que
nous avons analysés. Selon le logiciel GeNorm, nous avons choisi dutiliser les 2
meilleurs genes pour normaliser nos données (Figure 28), les deux genes les plus
stables étant Hmbs et Pgk1 (Figure 29).
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Figure 28 : Détermination du nombre optimal de génes de référence pour la normalisation.
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Figure 29 : Moyenne des valeurs de stabilité d’expression des geénes de référence.
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24  Comparaison de I'expression des transporteurs ABC
dans les organes non traités de souris

Avant d’analyser les variations d’expression suite a un traitement colchicine, nous
avons voulu caractériser les variations d’expression en transporteurs ABC entre les 4
organes : le foie, le poumon, l'intestin et le pancréas. Afin de comparer les différences
d’expression, nous avons tracé les valeurs médianes des Ct normalisés obtenues pour
chaque transporteur ABC (Figure 30). Chaque cercle concentrique est séparé du
suivant par 3,33 Ct soit un facteur 10 de variation d’expression. Le cercle extérieur
correspondant a la valeur maximale d’expression.
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Figure 30 : Comparaison de 1’expression des transporteurs ABC dans 4 organes murins.
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Nous avons choisi une deuxieme représentation permettant d’illustrer 'abondance
des 46 transporteurs ABC murins dans les 4 organes de souris (Figure 31).

Les 46 transporteurs ABC testés sont en lignes, et les organes des souris non traitées
sont en colonnes. Chaque rectangle représente une réaction de PCR. Les couleurs
indiquent le niveau d’expression relatif de chaque ABC transporteur : rouge pour les
genes tres exprimés, vert pour les genes absents, en passant par le noir pour une
expression moyenne.

Cette figure représente les valeurs de Ct normalisés de chaque échantillon. Cette
représentation est centrée sur la valeur médiane de I’'ensemble des Ct normalisés de
cette expérience. Cette classification hiérarchique (Hierarchical Clustering) a été
obtenue en mesurant la distance Euclidienne entre les ABC transporteurs. Le critere
d’agrégation des distances utilisé pour la détermination des classes (clusters) est le
lien maximum (Complete linkage). Le dendrogramme représente la relation entre les
profils d’expression. La longueur des bras est inversement proportionnelle aux
similarités des profils d’expression.

Cing transporteurs sont absents des 4 organes testés: Abca4, Abcal3, Abcal4,
Abcal5, Abccl2. En revanche, certains transporteurs sont trés bien exprimés dans les
4 organes avec des niveaux d’expression similaires: Abcd3, et de facon moins
homogene Abcal, Abcc3 et Abcg?2.

Il est intéressant de signaler que le foie et le pancréas ont des profils d’expression en
transporteurs ABC similaires voire quasiment identiques (Figure 30). Cependant on
arrive a les distinguer en faisant une classification hiérarchique (Figure 31).

Cette ressemblance au niveau des profils d’expression en transporteurs ABC est
peut-étre due au fait que ces deux organes ont des fonctions de glandes digestives :

- au niveau des acini, le pancréas excrete des enzymes pancréatiques dans la
lumiére du duodénum. Alors que les ilots de Langerhans sont le siége de la sécrétion
endocrine : glucagon, insuline et somatostatine sont sécrétés.

- dans le foie, I'hépatocyte pourvoit a la sécrétion exocrine de la bile dans les
canalicules biliaires. Tandis que diverses protéines plasmatiques, dont l'albumine, le
fibrinogéne et des globulines, sont rejetées dans les espaces de Disse, traversent la
paroi des sinusoides et gagnent le flot sanguin.

Le poumon et l'intestin, qui constituent deux barrieres muqueuses, ont des profils
d’expression tres différents du foie et du pancréas, et sont plus proches entre eux,
qu’'avec les 2 autres organes. A l'instar du pancréas et du foie, ils ont parfois en
commun une forte expression de certains transporteurs, comme par exemple Abcbla
et Abcc7. Dans une moindre mesure, d’autres transporteurs comme Abcb2, Abcb3,
Abcc8, Abccl0 et Abedl sont également mieux représentés dans ces 2 organes.

Le Tableau 8 récapitule les grandes variations d’expression que I'on peut observer
entre ces 4 organes.
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Figure 31 : Abondance des transporteurs ABC dans 4 organes murins.
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Tendances observées Intestin Poumon Foie-Pancréas
Abcbla Abcbla
R . Abcc7 Abcc7
Tres exprimés
Abcb4
Abcbl1
Abcgb
Abcg8
Abcb2 Abcb2
Abcb3 Abcb3
Abcc8 Abcc8
Abccl0 Abccl0
Abcd1 Abcd1
Abcd4 Abcd4
Abcg4 Abcgd
Abcb9 Abcb9
Abca2
Beaucoup plus Abca3
exprimés dans cet Abca5
(ces) organe (s) Abca8a
Abca8b
Abca9
Abcblb
Abccl
Abcch
Abcd2
Abcel
Abcfl
Abcf2
Abcf3
Abcgl
Abcab
Abca8b
Abcb4
Moins exprimés dans Abcc2
cet (ces) organe (s) Abccb
Abcb9
Abccl
Abcd4
Abcb4
Abcbl1 Abcbl1
Abcgb
Quasiment absents Abcg8
Abcc7
Abcc8
Abcg4
FABEERD ChiTo e Abca4, Abcal3, Abcald, Abcal5, Abccl2
organes

Tableau 8 : Variations d’expression entre les différents organes.

Les transporteurs ABC surlignés en jaune correspondent a ceux dont l'expression est similaire dans le poumon
et l'intestin.
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25  Variations d’expression induites par le traitement de
souris par la colchicine

Variations communes observées dans 3 organes a 7h de traitement.

Nous avons regardé si certains organes répondaient de facon similaire aprés un
temps court d’exposition a la colchicine. Nous avons remarqué que 3 organes
surexprimaient 2 transcrits, uniquement apres 7 heures de traitement. En effet le foie,
le poumon et l'intestin expriment plus de transcrits Abcblb et Il1b (Figure 32).
Abcblb est chez la souris, 'un des deux homologues du transporteur ABCB1
humain. I11 b est une cytokine pro-inflammatoire.

Abcblb

Foie 7h Intestin 7h Poumon 7h Foie 7h Intestin 7h Poumon 7h
= Controle Traité
Figure 32 : Augmentation d’expression de deux transcrits dans trois tissus 7 heures apres injection.

Variations observées dans le foie 7 heures aprés injection

Au niveau du foie, notre étude montre que les variations d’expression de certains
transcrits apparaissent tres rapidement (7 heures apres I'injection). Ces variations ne
sont plus observées aux temps 24 heures apres l'injection ni sur les prélevements a 44
jours.

- L'expression de 2 transporteurs appartenant a la sous-famille ABCC/MRP
augmente d’'un facteur 3 environ : Abccl et Abcc5. En revanche, I'expression de six
transporteurs ABC diminue : Abcb9, Abcdl, Abcd2, Abcg3, Abcg5, Abcg8.

- L’expression d’autres transcrits augmente également. C’est notamment le cas
pour les facteurs de transcription Nfkb1 (3 fois) et Nfkb2 (8 fois), Rela (4 fois) et Relb
(15 fois).

- L’expression de la cytokine anti-inflammatoire Il11rn est fortement augmentée
suite a ce traitement court (38 fois).

- L’expression du canal chlorure Clcn5 est augmentée de 6 fois dans le foie des
souris traitées durant 7 heures.
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Variations d’expression des transporteurs ABC dans le foie

En plus des variations observées au temps 7 heures, d’autres transporteurs ABC sont
surexprimés ou réprimés dans le foie aux trois temps analysés.

- Trois transporteurs ABC sont surexprimés : Abcab5, Abcbla et Abcd2 (Figure
33). Les facteurs d’augmentation se situent aux alentours de 2 a 4 fois. Ces
transporteurs montrent une augmentation d’expression aux trois temps d’exposition
sauf Abcd2 dont I'expression est réprimée a 7 heures de traitement.

Foie 7h ‘ Foie 24h‘ Foie 44j Foie 7h ‘ Foie 24h‘ Foie 44j Foie 7h ‘ Foie 24h‘ Foie 44j

Abcab Abcbla Abcd?2
Controle Traité

Figure 33 : Augmentation de 1’expression de transporteurs ABC dans le foie

- Trois transporteurs sont réprimés : Abca8a, Abcbl0 et Abcbll (Figure 34).
Les facteurs de diminution d’expression se situent aux alentours de 2 a 4 fois. Ces
trois transporteurs sont bien exprimés dans le foie notamment Abcbll qui est I'un
des transporteurs les plus abondants dans ce tissu.

Foie 7h | Foie 24h | Foie 44j | Foie 7h | Foie 24h | Foie 44j | Foie 7h | Foie 24h = Foie 44;j

Abca8a Abcbl0 Abcbl1

Controle Traité

Figure 34 : Diminution de I'expression de transporteurs ABC dans le foie
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Variations d’expression d’autres génes d’intérét dans le foie

En plus des transporteurs ABC, nous avons mesuré I'expression d’autres transcrits
impliqués dans la détoxication, l'inflammation, la résistance ou décrits comme
pouvant jouer un role dans la mucoviscidose. Pour certains de ces transcrits, nous
observons des variations d’expression retrouvées aux différents temps de traitement
(Figure 35).

- L'annexine-1 qui est un médiateur anti-inflammatoire est surexprimé
d’environ 5 a 3 fois en réponse au traitement colchicine.

- Le Tnf, une cytokine pro-inflammatoire principalement sécrétée par les
macrophages est également surexprimé. Le maximum de sa surexpression se situe a
7 heures (facteur 5 d’augmentation), puis diminue a 24 heures et 44 jours de
traitement.

- L'expression de la protéine de résistance Lrp/Mvp est également induite
(d’environ trois a 5 fois) dans le foie.

- On peut également noter la surexpression d'un cytochrome p450 (Cyplal)
qui augmente d"un facteur 2-3 tout au long du traitement.

- Enfin la glutathion-S-transférase Gstm3 est également surexprimée. La plus
forte surexpression étant 24 heures apres l'injection (7 fois).

N
\
b
%
%

NN

b

Foie 7h | Foie 24h Foie 24h Foie 24h Foie 24h Foie 24h

Foie 44j | Foie 7h Foie 44j | Foie 7h Foie 44j | Foie 7h Foie 44j | Foie 7h Foie 44j

Anxal Cyplal Gstm3 Lrp Tnf

Controle Traité

Figure 35: Augmentation de 'expression de transcrits dans le foie de souris traitées par de la
colchicine

Un transcrit subit une diminution d’expression suite au traitement, et ce aux trois
temps d’incubation. Il s’agit du canal Sodium ENaC (Figure 36).
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Foie 7h Foie 24h Foie 44j

ENaC
Controle & Traité

Figure 36 : Diminution de l'expression d’'un transcrit dans le foie de souris traitées par de la
colchicine

Variations mesurées dans le pancréas a 44 jours de traitement

Dans le pancréas, nous avons analysé le temps long d’exposition (44 jours). Un seul
transporteur ABC a une augmentation d’expression significative. Abcd2 augmente
de pres de 4 fois; mais également 'annexine 1 et le Tnf qui sont surexprimés
d’environ un facteur 3 (Figure 37). On peut noter que les variations de ces 3 genes ont
déja été observées dans le foie des souris traitées.

Pancréas

oA
£

S
]

V77777

Anxal Tnf
Controle Traité

Figure 37 : Augmentation de I’expression de transcrits dans le pancréas de souris traitées par de la
colchicine (44 jours de traitement).

2.6 Dans l'intestin

Variations mesurées dans l'intestin

Dans l'intestin les variations que 1'on observe sont obtenues aux temps courts de
traitement 7 heures et 24 heures. En dehors de la variation d’expression d’Abcblb
dans cet organe (décrite Figure 32), nous n'avons pas observé d’autres variations
d’expression de transporteurs ABC. L’expression de l’annexine 1 augmente
d’environ 2 fois a ces deux temps. L’expression d’une cytokine augmente elle de pres
de 20 fois a 7heures et 24 heures; il s’agit de la protéine chimio-attractive
monocytaire-1 (Mcp-1/Ccl2). Enfin, I'antagoniste du récepteur a l'interleukine 1
(II1rn) est tres fortement exprimé (80 fois) apreés 7 heures. Il reste surexprimé a 24
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heures, mais I'augmentation de son expression est nettement moins spectaculaire
(environ 10 fois) (Figure 38).

7 100

B O

Intestin 7h Intestin 24h Intestin 7h ‘ Intestin 24h Intestin 7h Intestin 24h

iy

i,

Anxal Ccl2 II1rn

Controle [Traité

Figure 38 : Augmentation de I'expression de transdts dans l'intestin de souris traitées par de la
colchicine.

Variations d’expression dans le poumon de souris traitées par la colchicine

Dans le poumon, nous voyons des variations d’expression uniquement a 7 heures et
24 heures apres l'injection (Figure 39), cependant peu de genes semblent affectés par
le traitement. Néanmoins, il est intéressant de noter que le seul transporteur ABC
surexprimé est Abcblb, dont I'expression est 3 fois plus forte dans les poumons de
souris traitées aprés 7 heures de traitement. Un autre transporteur varie également,
mais cette fois-ci est réprimé suite a ce traitement ; il s’agit d’Abcg3 dont I'expression
diminue d’environ 6 fois. Ce transporteur n’a actuellement pas d’homologue décrit
chez 'homme et sa fonction chez la souris est encore inconnue. Néanmoins, nous
avons remarqué que ce transporteur est plus exprimé dans le poumon que dans les
autres tissus testés. Enfin deux cytokines pro-inflammatoires sont surexprimées : I'llb
(5 fois) et le Tnf (2 fois).

Poumon 7h | Poumon 7h | Poumon 7h | poumon 24h

Abcblb Abcg3 I1b Tnf
Controle Traité

Figure 39: Variation de l’expression de transcrits dans le poumon de souris traitées par de la
colchicine.
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IV DISCUSSION

Une nouvelle approche thérapeutique proposée pour la mucoviscidose serait de
complémenter l'absence de CFTR/ABCC7 par d'autres protéines ABC dont
l'expression est induite par des drogues connues (Lallemand et al. 1997; Altschuler
1998). Certains produits tres toxiques, tels que les antitumoraux peuvent induire des
transporteurs ABC; d’autres, comme la colchicine, peuvent aussi étre de bons
inducteurs. Des études cliniques utilisant la colchicine ont été réalisées sur des
patients atteints de mucoviscidose et montrent une amélioration des symptomes chez
ces patients (Sermet-Gaudelus et al. 1999; Witko-Sarsat et al. 1999).

Dans le cadre de I'hypothese de complémentation de CFTR/ABCC7 par d’autres
transporteurs ABC, nous avons étudié in vivo et in vitro 1'effet de la colchicine sur
'expression de I'ensemble des transporteurs ABC.

La colchicine est un substrat connu du transporteur ABCB1. Des travaux ont montré
que les niveaux d'expression de cet ABC correlent directement avec la résistance a la
colchicine des cellules (Juliano and Ling 1976; Ambudkar et al. 1999). 1l a d’ailleurs
été montré que la colchicine est un inducteur de l'expression d’ABCB1 dans des
cellules exprimant constitutivement CFTR (Breuer et al. 1993).

De plus, deux études récentes ont étudié in vitro l'effet de la colchicine sur le
transporteur ABCB1 dans des lignées cellulaires déficientes en CFTR :

Dragomir et collaborateurs ont utilisé des lignées cellulaires épithéliales bronchiques
(CFBE410-) et sous-mucosales (CFSMEo-) isolées de patients atteint de
mucoviscidose (Dragomir and Roomans 2004). Ces lignées ont été rendues
résistantes a 4nM de colchicine. IIs notent une augmentation de l'expression de la
protéine ABCBI1, mais pas de changement d’expression ni de localisation de la
protéine CFTR. Ils ont également observé une augmentation de l'efflux de chlore
intracellulaire qui ne dépend pas de CFTR.

La deuxieme équipe a utilisé des lignées de cellules épithéliales de trachée issues de
patients atteints de mucoviscidose (XCFTE296) qu’ils ont rendues résistantes a 50nM
de colchicine (Naumann et al. 2005). Ils observent une augmentation de la présence
d’ABCBI, et précisent une absence de variation d”ABCC1.

Ces deux équipes concluent que, bien que non testée, l'expression d’autres
transporteurs qu’ ABCB1 est probablement induite suite a 1'exposition a la colchicine.

Nous avons donc voulu connaitre les transporteurs ABC qui peuvent étre induits par
une exposition a la colchicine. Nous avons mesuré cet effet non pas sur des cellules
résistantes, mais sur des lignées sensibles mises en présence de colchicine pendant 2
a 3 jours.

Nous avons montré que sur ces temps courts d’exposition, ABCB1 est induit sur les
deux types cellulaires utilisés. Dans I'une des deux lignées, ABCB1 n’est pas le seul
transporteur a étre surexprimé. Nous avons quantifié I’augmentation de trois autres
transporteurs ABC appartenant a la sous famille A : ABCA1, ABCA6 et ABCA9. Leur
augmentation correle avec la concentration du cytotoxique. ABCA6 et ABCA9 n’ont
pas de fonctions connues mais seraient impliqués dans 1’homéostase lipidique des
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macrophages. ABCA1 est impliqué dans le transport de phopholipides et de
cholestérol (Zarubica et al. 2007). Ces trois transporteurs ne semblent donc pas a
priori pouvoir assurer une fonction similaire a I'activité de CFTR. Cependant, on sait
maintenant que la composition en lipide de la membrane cellulaire peut jouer un role
dans la régulation de l'activité de certains transporteurs ABC, comme par exemple
ABCBI (Le Moyec et al. 2000; Luker et al. 2000; Pallares-Trujillo et al. 2000; Rothnie et
al. 2001; Troost et al. 2004). ABCB1 transporte une grande variété de substrats, il
pourrait donc effluer des substrats habituellement transportés par CFTR. Au vu de
nos résultats, il nous semble donc que si un transporteur ABC inductible par la
colchicine, peut assurer une fonction de type « CFTR-like », ABCB1 est le meilleur
candidat.

Nous avons ensuite voulu voir I'incidence d'un traitement colchicine in vivo. Nous
avons utilisé comme modele la souris et nous avons observé cet effet sur différents
organes qui sont affectés dans la mucoviscidose. Ces souris ont été injectées en
intrapéritonéale avec de fortes doses de colchicine et nous avons mesuré 1'effet de ce
traitement a 7 et 24 heures. Un autre lot de souris a subi un traitement a long terme (1
mois et demi) et a recu 5 injections. Par ces traitements nous avons évalué I'effet de la
colchicine sur 4 organes différents. Nous avons quantifié, dans ces échantillons,
I'ensemble des transporteurs ABC, mais également d’autres genes impliqués dans
I'inflammation, la détoxication, le transport de sodium et de chlore, qui pourraient
jouer un role important dans le cadre de la mucoviscidose (Tableau 9).

La premiere observation est que la colchicine module I'expression de cytokines pro
ou anti-inflammatoires. En effet, 'expression de 2 cytokines anti-inflammatoires
augmente dans plusieurs organes: l'annexine 1 dans le foie, lintestin et le
pancréas ; 'antagoniste du récepteur a I'lll (Illrn) dans le foie et l'intestin.
Cependant des cytokines pro-inflammatoires sont également exprimées : I11b dans le
foie, l'intestin et le poumon; Ccl2 dans lintestin et le Tnf dans le pancréas, le
poumon et le foie. La variation d’expression de molécules intervenant dans le
processus de l'inflammation est attendue lors d'un traitement utilisant la colchicine
qui possede des propriétés anti-inflammatoires connues. L'inflammation est un
phénomene constitutif de la mucoviscidose dans laquelle un déséquilibre de la
balance des cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires est observé. Nous
avons testé 'expression de 6 génes impliqués dans I'inflammation. L’expression de 5
de ces genes est affectée par ce traitement dans nos résultats. Cependant, la réponse
inflammatoire est un processus tres complexe faisant intervenir de nombreuses
autres molécules pour lesquelles il faudrait tester 1'expression afin de mieux évaluer
la réponse inflammatoire au traitement colchicine.
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Poumon | Intestin | Pancréas

Abcbla
Abcb1b

Abcb11

Transporteurs ABC

Autres transcrits

NFKb1/2

Tableau 9 : Récapitulatif des variations observées aprés le traitement colchicine.

En rouge sont représentés les augmentations d’expression suite au traitement ; en vert les diminutions.

Parmi ces résultats, il est tres intéressant de noter que I'annexine 1 est surexprimée
dans différents organes. L’annexine 1 a été proposée comme une protéine importante
pour la pathologie de la mucoviscidose, probablement en relation avec ses processus
inflammatoires qui ne sont pas encore bien compris. En effet, une étude récente
montre que cette protéine anti-inflammatoire est absente dans des échantillons de
souris cftr/- et qu’elle est réprimée dans des échantillons d’épithélium nasal de
patients atteints de mucoviscidose (Bensalem et al. 2005). Si la diminution de cette
protéine observée dans des échantillons de patients, a une importance dans la
mucoviscidose, on peut penser que l'augmentation de son expression par un
traitement colchicine pourrait étre bénéfique dans le traitement de cette pathologie.

Nous avons également mesuré des variations dans I'expression de Gstm3 dans le
foie. Cette Glutathion-S-transférase, est surexprimée aux différents temps de
traitement. Dans la pathologie de la mucoviscidose, de plus en plus d’arguments
plaident pour un role important du glutathion. En effet, le taux de glutathion dans le
fluide bronchique est 10 fois inférieur a la normal chez les patients. De plus, il a été
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montré qu'un allele de la glutathion-S-transférase GSTM1 avait un roéle aggravant
pour la symptomatologie pulmonaire de la mucoviscidose (Baranov et al. 1996). Et
plus récemment, une équipe a cherché des corrélations entre les polymorphismes des
Glutathion-S-transférases et la sévérité de la maladie chez des enfants. Ils concluent
que le polymorphisme de GSTM3 contribue a la sévérité clinique de la pathologie,
mais ne voient pas d’association forte avec GSTT1, GSTM1, GSPP1 (Flamant et al.
2004). Dans nos études, nous avons testé ces 4 Glutathion-S-transférase et nos
résultats mettent en évidence une surexpression de Gstm3 suite au traitement
colchicine. Ces résultats permettent d’envisager un effet bénéfique de la colchicine
par son effet inducteur de cette enzyme qui semble contribuer a la sévérité de la
pathologie.

Une des variations qui nous semble également intéressante est la diminution de
I'expression du canal sodium ENaC dans le foie aux 3 temps de cinétique, ce qui
cependant, n'est pas observé dans le poumon. Il est connu que CFIR régule
négativement l'activité du canal sodium appelé ENaC, qui est responsable de
I'absorption d’ion sodium au pole apical de la cellule épithéliale. Dans la
mucoviscidose, la déficience en CFTR se traduit par une rétention intracellulaire de
chlore et une hyperabsorption sodique via ENaC (Schwiebert et al. 1999). L'inhibition
de ce canal ENaC par I'amiloride permet une meilleure hydratation des sécrétions
bronchiques et une amélioration de la clairance muco-ciliaire (Hofmann et al. 1998).
De plus, il a été montré que des cellules de 1'épithélium nasal issues de patients
atteints de mucoviscidose surexpriment le canal ENaC par rapport a des individus
sains (Bangel et al. 2007). Les résultats montrant I'inhibition de l'expression d’ENaC
que nous avons obtenu sur le foie laissent penser que la colchicine pourrait avoir un
effet positif sur les symptomes de la mucoviscidose en limitant l'absorption de
sodium par ENaC. Cependant nous n’observons pas ces variations d’expression dans
le poumon.

Concernant I'expression des transporteurs ABC, 1'organe pour lequel on observe le
plus de variations est le foie. Sur l'ensemble des transporteurs testés, 14
transporteurs varient dont 6 montrent une augmentation d’expression. Parmi ces
variations, on peut noter la surexpression d’Abccl et Abcc5. Ces deux transporteurs
font partie de la méme sous-famille que CFTR (MRP/ABCC) et pourraient jouer un
role dans la pathologie. En effet, une étude récente a montré que dans les cellules
épithéliales nasales de patients atteints de mucoviscidose, le taux d’expression
d’ABCC1 et ABCC5 est moins élevé que chez des sujets sains (Hurbain et al. 2003).
De faibles niveaux de transcrits d”ABCC1 ont aussi été associés a une maladie plus
sévere (Hurbain et al. 2003). La surexpression de ces deux transporteurs par la
colchicine pourrait donc étre favorable chez des patients atteints de mucoviscidose.

En plus de la surexpression d’Abccl, on observe dans le foie l'augmentation
d’expression des transporteurs Abcbla et Abcblb, les deux homologues d’ABCBI.
Notons qu’ABCB1 et ABCC1 sont les deux transporteurs majeurs qui ont été
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proposés dans le cadre d'une complémentation de fonction avec CFTR (Lallemand et
al. 1997).

Dans le poumon, on observe assez peu de variations d’expression. Ces traitements
utilisent un cytotoxique et sont effectués en intrapéritonéale ; il semble donc normal
qu’ils affectent essentiellement le foie. D’autres modes d’administration devraient
peut-étre étre envisagés pour agir préférentiellement sur le poumon (aérosol?).
Néanmoins, en dépit de cette faible réponse dans le poumon, le seul ABC
transporteurs surexprimé est encore Abcblb. Un seul autre transporteur est
fortement réprimé, il s’agit d’Abcg3. Ce transporteur a une expression assez
conséquente dans le poumon de souris non traitées, et il n’existe pour l'instant pas de
transporteur homologue chez ’homme.

Par ces traitements colchicine nous observons la surexpression dans nos lignées
cellulaires d’ABCB1 et dans notre modéle murin celle d’Abccl, Abcc5, Abcbla et
Abcblb. A la lumiere de ces observations, en accord avec les résultats des premiers
essais cliniques, et en raison des analogies structurales et fonctionnelles entre
transporteurs ABC, ces transporteurs des familles B et C sont les meilleurs candidats
pour une complémentation fonctionnelle de la protéine CFTR.
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Chapitre IV Les transporteurs ABC au cours du
développement hépatique

I INTRODUCTION

Le foie a un role essentiel dans I'organisme. Il est irrigué en sang artériel par I'artere
hépatique et recoit le sang provenant du tube digestif par la veine porte. Pas moins
d’un litre et demi de sang traverse cet organe chaque minute. Le foie est constitué de
différents types cellulaires (cellules des canaux biliaires, cellules endothéliales,
cellules de kiipfer (macrophage), cellules de ito), cependant 95% des cellules du foie
sont des hépatocytes chez I'adulte. Les hépatocytes sont des cellules polarisées dont
on distingue trois poles :

- le pole sinusoidal (ou basal): c’est par ce pole que s’effectuent par la veine
porte, les échanges des nutriments et xénobiotiques venant du tube digestif.

- le p6le canaliculaire (ou apical) qui permet I’excrétion de la bile.

- le pole latéral par lequel se font les sécrétions de substances produites par les
hépatocytes vers la circulation générale.

1 Le foie feetal

1.1  Le développement du foie

Dans le foetus humain, le foie se forme, a la 4°™me semaine de gestation, a partir de
deux des trois tissus embryonnaires de base, le mésoderme et I'endoderme. Des
plaques de 3-5 hépatoblastes se forment initialement et s’étalent en couche. Les
hépatocytes se développent alors et les plaques persistent pendant la gestation et
apres la naissance jusqu'a la 5¢m¢ année de la vie.

A partir de la 52me semaine de développement, le foie foetal est le site d’hématopoiese.
Les canalicules biliaires se développent apres la 8me semaine, a partir de cellules
endodermales, entre des hépatocytes adjacents. La formation de l'arbre biliaire
extrahépatique et de la vésicule biliaire est compleéte a la 9¢me semaine. La sécrétion
biliaire peut étre observée a la 12°m¢ semaine de gestation (Beath 2003).
Histologiquement, le systéme biliaire n'est pas entierement formé a la naissance et
continue de se développer pendant les semaines suivantes (Van Eyken et al. 1988).
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A la 15%me semaine de développement, le foie donne progressivement le relais a la
moelle osseuse pour |'hématopoiése. A la naissance des foyers d’activité
hématopoiétique persistent encore dans le foie pour laisser définitivement ce role a la
moelle osseuse 6 semaines apres la naissance.

1.2  Elimination de xénobiotiques par le foie fcetal
Pendant la grossesse, le foetus peut étre exposé a des xénobiotiques, des
médicaments, ingérés par la mere. Cependant la capacité du feetus a tolérer cette
exposition est assez mal connue. En plus des effets pharmacologiques directs de ces
composés, il peut y avoir des effets indirects sur le bien-étre foetal et son
développement. Ces considérations s'appliquent aussi a l'exposition maternelle

fortuite, a l'ingestion de composés environnementaux, de toxines et nutriments
(Green et al. 1979 ; Juchau et al. 1980 ; Krauer and Dayer 1991 ; Rurak et al. 1991).

Il est maintenant reconnu que le métabolisme des xénobiotiques se déroule aussi
dans le feetus de mammifere (Juchau et al. 1980; Pelkonen 1980; Krauer and Dayer
1991 ; Rurak et al. 1991 ; Raucy and Carpenter 1993). Le foie semble étre I'organe fcetal
le plus important pour le métabolisme (Krauer and Dayer 1991). Toutefois, les
capacités métabolisantes du foie fcetal restent mal comprises bien qu’elles soient d"un
grand intérét (Miners and Mackenzie 1991 ; Raucy and Carpenter 1993 ; Coughtrie et
al. 1994).

2 Fonctions du foie adulte

21  Métabolique

Sur le plan métabolique, le foie assure trois fonctions vitales: une fonction
d'épuration, une fonction de synthese et une fonction de stockage.

Il contribue a maintenir une glycémie normale sous le controle de I'insuline. Selon le
taux de glycémie dans le sang il peut stocker le glucose sous forme de glycogene
(glycogénogenese); a l'inverse il peut transformer le glycogéne en glucose
(glycogénolyse) ; mais il peut également convertir certains acides aminés et 'acide
lactique en glucose lorsque le taux de glucose dans le sang est bas et que les réserves
hépatiques en glycogene sont épuisées (néoglucogenese). Le foie joue également un
role important dans le métabolisme des lipides en participant a la synthése de
cholestérol et de triglycérides. Le foie détruit les globules rouges, synthétise 1'urée
afin d'excréter les déchets azotés, produit le fibrinogéne utilisé dans le processus de
coagulation du sang, intervient dans le métabolisme et dans le stockage des
vitamines.
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2.2 Production de la bile

Chaque jour, le foie fabrique un demi-litre a un litre de bile. La bile est sécrétée par
les hépatocytes dans les canalicules biliaires. Elle est composée de cholestérol, de
pigments biliaires et de sels biliaires. Ceux-ci, déversés dans le duodénum,
émulsionnent les graisses pour favoriser leur digestion et leur absorption.

Le principal déterminant de la formation de la bile est un processus de filtration
osmotique dit au transport actif des acides biliaires et de solutés.

Des transporteurs membranaires ABC interviennent dans la formation de la bile.
L’expression de ces transporteurs membranaires est régulée par des mécanismes
transcriptionnels, sous le contrdle de récepteurs nucléaires activés par des ligands
dont les principaux sont les acides biliaires, stéroides synthétisés dans 1"hépatocyte a
partir du cholestérol.

2.3 Détoxication

Etant tres vascularisé, le foie effectue de nombreux échanges, principalement avec le
sang provenant de la veine porte. En effet, c’est cette veine qui conduit au foie le sang
chargé de toutes les substances absorbées au niveau de la paroi du tube digestif. Le
foie est le principal organe de détoxication de l'organisme. Il permet d’éviter
I"'accumulation de substances potentiellement toxiques dans 1'organisme.

L'élimination hépatique peut se découper en quatre phases :

- la phase 0, correspondant a l'entrée passive ou active des xénobiotiques par
des transporteurs membranaires d’influx au niveau sinusoidal.

- la phase I, étape de fonctionnalisation. Les xénobiotiques sont pris en charge

par des enzymes de phase I (mono-oxygénases a cytochrome P450) qui
permettent la libération ou la formation de groupements réactifs.

- la phase II, étape de conjugaison des produits, fonctionnalisés ou non, a des
molécules endogeénes présentes dans le foie (comme le glutathion). Cette étape
peut se faire grace a la présence d’enzymes de conjugaison comme les
glutathion-S-transférases (GST), les glucuronosyl transférases, les époxydes
transférases ou encore les sulfotransférases.

- la phase III, permettant I’élimination de ces composés hydrophiles suite a
I'intervention de transporteurs membranaires d’efflux. L'excrétion peut se
faire au niveau de la membrane canaliculaire, vers la bile, ou bien au pole
latéral dans le sang pour une élimination rénale secondaire. Les transporteurs
ABC participent a cette phase d’élimination.
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3 Importance des transporteurs ABC dans le foie

Au niveau du foie, I'entrée des xénobiotiques dans I'hépatocyte est assurée par des
transporteurs membranaires de type SLC (solute carrier) qui facilitent le transport de
composés du sang a travers la membrane basale (ou sinusoidale).

N

Les transporteurs d’efflux appartenant a la famille des transporteurs ABC, se
trouvent au pole apical et au pole latéral de I'hépatocyte.

Au niveau de la membrane apicale, ils vont permettent I'excrétion dans la bile de
substances endogénes ou exogenes a 1’'organisme via le canal biliaire, ces substances
seront éliminées du foie, stockées dans la vésicule biliaire et enfin excrétées dans la
lumiére intestinale. Les principaux transporteurs hépatiques d’efflux présents a la
membrane apicale chez I'homme sont: MDR1/ABCB1, MRP2/ABCC2,
BSEP/ABCB11, BCRP/ABCG2, ABCB4 (Faber et al. 2003 ; Small 2003 ; Chandra and
Brouwer 2004). Deux hémi-transporteurs, ABCG5 et ABCG8 sont également présents
dans le foie (Berge et al. 2000). Ces deux transporteurs, qui fonctionnent en
hétérodimeres sont vraisemblablement présents a la membrane apicale et
transportent des stérols (Elferink 2003).

Au pole latéral, les transporteurs ABC expulsent les substances produites par les
hépatocytes vers la circulation générale. Trois principaux transporteurs sont présents
a la membrane latérale pour I'export de substrats ABCC1, ABCC3 et ABCC4 (Faber et
al. 2003; Rius et al. 2003; Chandra and Brouwer 2004). Abcc6 a également été décrit au
pole latéral dans les hépatocytes de rat.

Circulation sanguine
Ole basal

ONHANRANNA

ABCB1 _ . . ABCC2
Pdlejapical

AN YNNG
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L’entrée des xénobiotiques de la circulation porte vers 'hépatocyte est assurée par les SLC. Leur élimination et
celle de leurs métabolites vers la bile impliqueraient ABCB1, ABCC2, ABCB4, ABCB11, ABCG2, ABCGS),
ACGS. Les transporteurs ABCC1, ABCC3, ABCC4 ABCC6 seraient localisés au niveau de la membrane latérale
ou ils interviennent dans l'élimination rénale secondaire.

Figure 40 : Principaux transporteurs hépatiques chez ’'homme.
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L’implication de certains transporteurs ABC dans des maladies hépatiques comme
les cholestases intrahépatiques familiale de type 2 (ABCBI11) et 3 (ABCB4), et le
Syndrome de Dubin-Johnson (ABCC2), illustre le role crucial des transporteurs ABC
dans la fonction hépatique. Une meilleure connaissance des transporteurs que 1'on
sait impliqués dans la sécrétion, mais également d’autres transporteurs qui jouent
peut étre un role dans le foie permettrait de mieux comprendre la physiopathologie
de ces maladies chez I’adulte.

Le métabolisme des médicaments par le foie feetal n’est pas toujours bien décrit. En
conséquence, la communauté médicale déconseille généralement ['utilisation de
médicaments pendant la grossesse. Néanmoins, dans certains cas la prise de
médicament peut étre indispensable (antihistaminique, antibiotique, traitement du
diabete, traitement anti-VIH...) mais peut aussi avoir des conséquences néfastes sur
le développement fcetal.

Il devient donc indispensable de connaitre précisément le profil d’expression au
cours du développement du foie de la famille des transporteurs ABC, dont de
nombreux membres jouent un role dans la sécrétion et I’élimination hépatique. Nous
avons donc comparé les différences d’expression qui existent entre le foie foetal et le
foie adulte.

Lors de la gestation, le placenta joue un role de protection du fcetus face a certaines
substances exogenes. Il exprime d’ailleurs certains des transporteurs en commun
avec le foie. Des transporteurs pourraient étre exprimés dans le placenta et le foie
foetal d'une fagon coordonnée qui permettrait au placenta de compenser la
maturation tardive de transporteurs dans le foie foetal (Evseenko et al. 2006). Nous
avons donc analysé un échantillon de placenta que nous avons comparé avec nos
données obtenues sur le foie.

II RESULTATS

Ce travail a été réalisé en collaboration avec I'équipe de Thierry Cresteil (Institut de
Chimie des Substances Naturelles CNRS Gif-sur-Yvette) qui nous a fourni les ARN
totaux extraits de différents types de foies humains. Nous disposions de différents
types d’échantillons :

- 12 issus de foies de feetus provenant d’avortements spontanés a 20 semaines
de grossesse environ

- 18 échantillons de foies de nouveau-nés agés de 1 a 7 jours (6 échantillons) ;
8 a 28 jours (6 échantillons) ; 1 a 3 mois (6 échantillons)

- 8 échantillons de foies d’adultes issus de donneurs pour transplantation
d’organes

Nous avons construit une TLDA permettant de quantifier simultanément
I'expression des 50 transporteurs ABC humains et 11 genes de référence. Chaque
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point de PCR a été quantifié en triplicata. Cette étude a donc nécessité plus de 7 000
réactions de PCR quantitative.

4 Choix des génes de référence

Nous avons comparé la stabilité d’expression des 11 genes de référence présents sur
la TLDA en utilisant le logiciel GeNorm. Ce qui nous a permis de classer les genes de
référence en fonction de leur valeur de stabilité d’expression. La Figure 41 représente
ce classement. Nous avons également utilisé GeNorm pour évaluer les variations par
paires de nos 11 génes de référence (Figure 42) nous permettant ainsi de choisir un
nombre optimal de génes pour la normalisation. Nous avons décidé d’utiliser la
moyenne géométrique des 5 génes de référence les plus stables : Clorf33, PPIA, TBP,
AAMP et, HPRT.

1,1

Moyenne de stabilité d'expression M

TFRC B2M G6PD 18S GAPDH GUSB HPRT1 AAMP TBP Clorf33
PPIA

<= Geénes les moins stables Genes les plus stables =>

Figure 41 : Stabilité d’expression des 11 génes de référence selon GeNorm
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Figure 42 : Détermination du nombre optimal de génes de référence pour la normalisation

5 Profils d’expression des transporteurs ABC

Nous avons utilis¢é une TLDA qui nous a permis de quantifier 'expression des 50
transporteurs ABC humains y compris ABCC13 et ABCA11 qui sont a présent décrits
pour étre des pseudogenes.

Afin de comparer les différences d’expression de I’ensemble des transporteurs ABC
entre le foie fcetal, le foie de nouveau-né et le foie adulte, nous avons comparé les
valeurs médianes des Ct normalisés de ces populations entre elles (Figure 43).
Chaque cercle concentrique est séparé du suivant par 3,33 Ct soit un facteur 10 de
variation d’expression. Cette représentation nous permet d’avoir une vue d’ensemble
des grandes variations d’expression entre nos 3 populations.

Les transporteurs présents dans le foie qui ont été décrits dans l'introduction de ce
chapitre sont entourés en rouge. Ces transporteurs sont effectivement bien exprimés
dans le foie adulte, mis a part ABCCl et ABCC4 pour lesquels on note une
expression plus faible. On peut remarquer que de nombreux autres transporteurs
sont également bien exprimés. Les taux d’expression les plus importants étant pour
ABCA1, ABCA6, ABCD3 et ABCEL.
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Figure 43: Expression des transporteurs ABC au cours du développement hépatique

Cette représentation nous permet de visualisemplession de I'ensemble des transporteurs ABC darfsié

humain a différents stades de développement : lehfeztus, le nouveau-né et I'adulte. Les valeupsésentées
correspondent aux médianes de Ct normalisés. deangas’étendent sur une échelle 22 a 35. Sur aplgque,

chaque cercle correspond a un facteur 10 d’augnmentale concentration.

Pour analyser plus finement nos résultats, nous avons choisi une représentation qui
tient compte des niveaux d’expression et nous permet de visualiser '’homogénéité
(ou I'hétérogénéité) au sein d'une population.

- le foie foetal

- le foie de nouveau-nés agés de 1 a 7 jours
- le foie de nouveau-nés agés de 8 a 28 jours
- le foie de nouveau-nés agés de 1 a 3 mois
- le foie adulte

A droite de chaque diagramme, un nuage de points permet de visualiser la
répartition de chaque population. De gauche a droite sont représentés les
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échantillons de fcetus, nouveau-nés agés de 1 a 7 jours, nouveau-nés agés de 8 a 28
jours, nouveau-nés agés de 1 a 3 mois; adultes. Dans ce chapitre nous avons
représenté uniquement les transporteurs ABC dont le profil d’expression au cours de
la différenciation hépatique nous paraissait intéressant. Les profils d’expression de
I'ensemble des 50 transporteurs ABC dans nos 5 populations hépatiques sont
représentés en Annexe de ce chapitre. Quatre profils d’expression au cours du
développement hépatique se dégagent de ces diagrammes :

Les transporteurs ABC absents du foie

Seuls 4 transporteurs ABC sont absents de nos 5 populations de foies: ABCA12,
ABCC8, ABCC12 et ABCG4. Quatre autres transporteurs sont quant a eux tres
faiblement exprimés dans nos 5 populations : ABCA4, ABCA11, ABCA13, ABCC11
(voir Annexe). Ces transporteurs ne sont pas décrits dans la littérature comme ayant
un role dans le foie.

Les transporteurs ABC dont I’expression ne varie pas au cours du développement

Sept transporteurs ABC sont bien exprimés dans le foie, de facon trés homogeéne et
leur expression ne varie pas ou trés peu au cours du développement. Il s’agit
d’ABCA5, ABCB7, ABCB8, ABCE1, ABCF1, ABCF2 et ABCF3.
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Les transporteurs ABC dont I’expression diminue aprés la naissance

Pour certains transporteurs, leur expression dans le foie diminue fortement apres la
naissance. C’est le cas pour ABCA7, ABCB6, ABCB10, ABCC4, ABCC5 et ABCC13.
ABCB?5 est également réprimé chez I’adulte, il est toutefois assez peu exprimé chez le
feetus. Alors que l'expression d’ABCB5 et ABCC13 s’éteint chez 1'adulte, on peut
remarquer que le niveau d’expression des 5 autres transporteurs reste assez élevé.
Pour ces transporteurs les valeurs de quantification relative (RQ) sont calculées entre
la population de foie feetal et la population de foie adulte en prenant comme
référentiel le foie foetal. Afin de vérifier si ces 2 populations étaient significativement
différentes, nous avons appliqué le test de Mann & Whitney sur les valeurs de Ct
normalisés. Le résultat de ce test statistique est indiqué sous chaque représentation

(p)-
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Les transporteurs ABC dont I’expression augmente aprés la naissance

Les transporteurs ABCA2, ABCB1, ABCB2, ABCB3, ABCB4, ABCC2, ABCC3, ABCC9
et ABCD1 sont plus exprimés apres la naissance. ABCA3, ABCD2 sont également
plus exprimés apres la naissance, mais leurs niveaux d’expression chez 1’adulte
restent assez faibles. De méme, une augmentation de la médiane des niveaux
d’expression pour ABCB11, ABCG5 et ABCGS8 peut également étre observée entre les
feetus et les nouveau-nés. Cependant pour ces trois transporteurs, la variabilité au
sein des populations et la diminution de I'expression chez 'adulte, rendent difficile
la comparaison des échantillons (voir Annexe).

Pour la plupart de ces transporteurs, leur expression est plus variable dans les
populations de foies de nouveau-nés agés de 1 a 28 jours en comparaison avec les
ceux des nouveau-nés de 1 a 3 mois. ABCCO est quant a lui variable chez le foetus et
I'adulte alors qu"ABCB1 semble plus homogene dans chaque population. Pour ces
deux transporteurs ainsi que pour ABCA2 et ABCA3 on remarque que leur
augmentation d’expression au cours de la maturation hépatique est graduelle au
cours du temps. En revanche, pour ABCB2, ABCB3, ABCB4, ABCD1 et ABCD2,
I'augmentation d’expression se produit vraisemblablement juste apres la naissance et
reste plus stable entre les nouveau-nés et I'adulte.

Les valeurs de quantification relative (RQ) ainsi que le résultat du test statistique (p)
sont notés sous chaque représentation.
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Certains transporteurs connus pour jouer un role dans le foie, notamment dans la
détoxication, (comme ABCB1, ABCB4, ABCC2 et ABCC3) sont moins exprimés dans
le foie feetal. Etant donné que le foie foetal n’assure pas seul une fonction de
détoxication et que le placenta joue un roéle de barriére et peut protéger le fcetus de
certaines agressions vis-a-vis des cytotoxiques, nous avons testé un échantillon
commercial contenant les ARN totaux de 4 placenta que nous avons comparé a nos
échantillons de foie foetal et de foie adulte (Figure 44). Dans le placenta certains ABC
sont tres fortement exprimés comme ABCB2, ABCB8, ABCD1 et ABCG2. Les deux
principaux transporteurs impliqués dans la détoxication (ABCB1 et ABCG2) ont un
tres bon niveau d’expression. De plus, certains transporteurs peu exprimés dans le
foie feetal, ont un niveau d’expression dans le placenta aussi élevé que dans le foie
adulte. C’est le cas pour les transporteurs ABCA3, ABCB1, ABCB2, ABCB3 (entourés
en rose).

ABCA 1

ABCGABCCGS ,,A,,BC
ABCG 4 /] ABCA 4

ABCG 2 ABCA 5

ABCD1 \

|
\
ABCC13 ’

ABCC12
ABCCI11 ’
ABCC10 l

ABCC 9 ABCB 6
ABCC 8 ABCB 7
ABCC7 ‘ ABCB 8 —— foie foetal
ABCC 6 ‘ ABCB 9 placenta
ABCC 5 R I ABCB10 ——foie adulte
ABCCABcc3 ABcC fBCBI1
ABCC 2

Figure 44 : Expression des transporteurs ABC dans le foie feetal, le foie adulte et le placenta
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ITII DISCUSSION

Nous avons mesuré et comparé 1'expression des transporteurs ABC sur différents
échantillons de foies humains : feetus, nouveau-né (trois groupes d’age) et adulte.
Cette étude constitue le premier dosage des transcrits de I'ensemble des
transporteurs ABC dans le foie humain a différents stades de développement. Pour
ce travail, I'expression de 61 génes différents a été quantifiée sur 38 échantillons.

Comme nous l'avons vu dans l'introduction de ce chapitre, 'étude des transporteurs
ABC dans le foie humain s’est essentiellement focalisée sur le foie adulte ou des
hépatocytes en culture, et s’est restreinte a I'étude des quelques transporteurs ABC
hépatiques principaux. Nous nous sommes donc intéressés a l'expression de ces
transporteurs qui sont connus pour jouer un role dans la fonction physiologique du
foie. Lors de nos expériences, nous avons constaté que les transporteurs ABCBI,
ABCB4, ABCB11, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC6, ABCG2, ABCG5 et
ABCGS étaient effectivement bien présents dans le foie adulte. La plupart ont des
niveaux d’expression élevés, mais ABCC1 et ABCC4 sont a des niveaux d’expression
plus faibles. ABCG5 et ABCG8 qui ont été décrits dans le foie mais sont peu souvent
représentés parmi les principaux ABC hépatiques, sont tres bien exprimés.

On peut remarquer que globalement pour 6 des 7 transporteurs présents a la
membrane apicale et pouvant intervenir dans la formation de la bile, leurs niveaux
d’expression augmentent, dans les semaines ou mois suivant la naissance (ABCB1,
ABCB4, ABCBI11, ABCC2, ABCG5 et ABCGS). Ces variations correlent avec le
développement de la fonction hépatique et plus particulierement de la fonction
biliaire.

Parmi les transporteurs qui seraient présents au podle latéral des hépatocytes, ABCC1
et ABCC6 semblent assez constants alors qu’ABCC3 et ABCC4 semblent varier
différemment au cours du développement : expression plus forte chez 1’adulte pour
ABCC3 ; expression plus importante chez le feetus pour ABCC4. De ces 4 membres
de la sous-famille C, la présence d’ABCC3 semble donc étre la plus critique pour
I’évolution de la fonction hépatique.

Une seule publication a décrit I'abondance de 47 des 50 transporteurs ABC par PCR
quantitative dans le foie, ces résultats ont été obtenus en utilisant un échantillon
commercial d’ARN (Langmann et al. 2003). Dans cette publication, les auteurs
classent les transporteurs en 4 groupes en fonction de leurs niveaux d’abondance
dans le foie.

Dans les travaux de Langmann et collaborateurs, certains transporteurs sont décrits
comme étant quasiment absents du foie adulte. Nous confirmons que chez 1'adulte
les transporteurs ABCA4, ABCA12, ABCB5, ABCB9, ABCC12 et ABCG4 sont absents
ou tres faiblement exprimés. Cependant certaines différences apparaissent dans nos
comparaisons avec les travaux de Langmann, en effet, dans nos expériences, les
niveaux d’expression des transporteurs ABCC7 et ABCD2 sont plutdt considérés
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faibles, et ceux d’ABCA7 et ABCA10 sont moyens. Enfin, pour ABCA5 que les
auteurs ne détectent pas dans le foie, nous voyons un trés bon niveau d’expression
dans I'ensemble de nos échantillons. Ce transporteur fait d’ailleurs partie des ABC
dont le taux de transcrit est le plus élevé.

En ce qui concerne les transporteurs les plus exprimés dans le foie, Langman et
collaborateurs détectent trois transporteurs: ABCB4, ABCC2 et ABCGS8. Dans nos
expériences, ces transporteurs sont effectivement tres présents dans le foie.
Cependant nous voyons d’autres ABC dont I'expression semble aussi forte, il s’agit
d’ABCA1, ABCA5, ABCA6, ABCB11, ABCC6, ABCD3, ABCE1l et ABCG5. On
retrouve 3 des transporteurs biliaires ainsi que d’autres transporteurs qui pourraient
participer aux fonctions hépatiques en assurant le transport de lipides comme
ABCA1, ABCA6 et ABCD3. ABCA1 jouerait un role dans le transport de cholestérol
dans le foie pour la sécrétion (Cavelier et al. 2006). ABCA6 a déja été décrit dans le
foie, et serait impliqué dans I’homéostase lipidique (Kaminski ef al. 2001). ABCD3 est
un hémi-transporteur présent a la membrane des peroxysomes qui est détecté dans le
foie (Wanders et al. 2007). I1 a été montré in vitro que cet ABC pouvait transporter des
Acyl-CoA a longue chaine (Imanaka et al. 1999).

Enfin, ABCE1 est un ABC qui contient seulement 2 domaines de liaison a 'ATP et
qui n’a vraisemblablement pas de fonction de transport. Il a initialement été identifié
pour son role d’inhibition de la ribonucléase L (Bisbal et al. 1995). Néanmoins une
publication a montré que ce transporteur est réprimé dans le foie de patients atteints
d’hépatite C chronique (Yu et al. 2000).

Nous avons remarqué que l'expression de certains transporteurs variait au cours du
développement hépatique. Certains sont spécifiquement exprimés dans le foetus,
d’autres apparaissent seulement apres la naissance.

Nous avons vu que certains transporteurs déja connus pour assurer des fonctions
hépatiques telle que I'excrétion vers la bile ou vers la circulation augmentent apres la
naissance. Cependant d’autres transporteurs (ABCA2, ABCA3, ABCB2, ABCBS3,
ABCCY9, ABCD1 et ABCD2) sont également plus exprimés apres la naissance. Leur
niveau d’expression laisse penser qu’ils sont importants dans le foie adulte.

On sait qu’a la naissance, le foie n’est pas totalement mature. Il est d’ailleurs fréquent
de voir survenir certains problemes hépatiques comme l'ictere du nouveau-né
jusqu’a 14 jours apres la naissance (Beath 2003). On peut donc penser que certains
transporteurs s’expriment et deviennent effectifs dans les premiéres semaines qui
suivent la naissance. On remarque d’ailleurs pour plusieurs des transporteurs dont
I'expression augmente apres la naissance, une forte hétérogénéité chez les nouveau-
nés vraisemblablement au moment ou la fonction de ces transporteurs devient
nécessaire. L'expression de ces transporteurs se stabilise le plus souvent dans les
populations plus agées.
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Concernant les profils d’expression que nous avons mesurés dans le foie foetal, nous
avons remarqué que certains transporteurs étaient exprimés préférentiellement dans
le foie feetal (ABCA7, ABCB5, ABCB6, ABCB10, ABCC4, ABCC5, ABCC13). Parmi
ces transporteurs ABCC13 et ABCB5 sont uniquement exprimés dans le foie foetal.

Chez le feetus, le foie assure tout d’abord une fonction hématopoiétique qui laisse
peu a peu la place aux fonctions métaboliques du foie adulte. Parmi les transporteurs
qui sont surexprimés dans le foie fcetal, le transporteur mitochondrial ABCB10
intervient dans la biosynthése de I’héme (Shirihai et al. 2000) et certaines publications
ont suggéré un role d’ABCA7 et ABCC13 dans I'hématopoiese (Kaminski et al. 2000 ;
Yabuuchi et al. 2002).

ABCB5, ABCC4, ABCC5 ont été décrits comme assurant des fonctions de
détoxication (Frank et al. 2005; Ritter et al. 2005), ABCB6 a lui été détecté dans des
lignées et tissus résistants (Yasui et al. 2004; Park et al. 2006). Ces transporteurs, qui
sont donc capables de transporter des substances toxiques, pourraient, dans le foie
feetal, permettre I'excrétion de substances du feetus vers la mere.

Les fonctions de protection et d’excrétion sont également assurées en partie par le
placenta. Un modele illustrant la présence de certains transporteurs ABC dans les
échanges meére/fcetus a été proposé (Marin et al. 2005). Ce modele représenté Figure
45 propose un role aux transporteurs appartenant a la sous-famille C dans le foie
feetal qui permettraient le passage de molécules a travers la membrane basolatérale.
Nos résultats suggerent qu’”ABCC4 et ABCC5 pourraient jouer ce role dans le foetus.
Dans le modele de Marin et collaborateurs, les transporteurs ABCB1, ABCG2,
ABCC1/2/3 qui sont exprimés dans le placenta assureraient 1’'export de substances
vers la circulation maternelle. La forte expression d’ABCB1 et ABCG2 est compatible
avec cette fonction, cependant il semble peu probable qu"ABCC2 puisse assurer cette
fonction étant donné son faible niveau d’expression dans le placenta.

Nos résultats montrent que les transporteurs ABCA3, ABCB1, ABCB2, ABCB3, qui
sont présents chez 1’adulte et presque absents du foie feetal, ont une expression dans
le placenta au moins aussi élevée voire plus importante que dans le foie adulte. Cette
forte expression au niveau du placenta pourrait donc compenser la faible expression
chez le foetus en assurant une fonction d’excrétion de certains solutés ou de
xénobiotiques vers la circulation maternelle.

Cette étude sur le placenta résulte d’'une moyenne obtenue avec 4 échantillons. Une
étude comprenant un plus grand nombre d’échantillons serait nécessaire pour
vérifier ces résultats. Une meilleure connaissance concernant le transfert et le
métabolisme transplacentaire des xénobiotiques permettra de mieux connaitre les
conséquences de traitements pharmacologiques lors de la grossesse et de les
améliorer (Syme et al. 2004).
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Figure 45 : Représentation schématique de la présence des transporteurs ABC dans
le foie adulte et fcetal et dans le placenta. (Marin et al. 2005)

Les transporteurs ABC sont des acteurs importants dans la fonction hépatique.
Plusieurs maladies hépatiques provoquées par des mutations de transporteurs ABC
attestent de leur importance. Ce travail constitue la premiére étude quantifiant
I'expression de l'ensemble des transporteurs ABC sur des échantillons de foies
humains a différents stades de développement. Une meilleure connaissance de ces
profils d’expression contribue a améliorer notre compréhension de la physiologie de
'excrétion hépatique, et du mécanisme de détoxication du foie.
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IV ANNEXE 2

L’annexe 2 représente la comparaison de l'expression des transporteurs ABC
hépatiques humains et murins. Les grandes différences entre le foie humain et murin
concernant leur expression en transporteurs ABC: ABCA3, ABCD1, ABCD2 et
ABCD3 sont plus exprimés dans le foie murin. En revanche ABCA5, ABCB1 sont
beaucoup plus présent dans le foie humain.
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Figure 46 : Comparaison de I'expression des transporteurs ABC dans le foie humain et murin

122



IV BIBLIOGRAPHIE

Beath, S. V. (2003). "Hepatic function and physiology in the newborn." Semin Neonatol 8(5): 337-46.

Berge, K. E., H. Tian, G. A. Graf, L. Yu, N. V. Grishin, ]. Schultz, et al. (2000). "Accumulation of dietary
cholesterol in sitosterolemia caused by mutations in adjacent ABC transporters." Science
290(5497): 1771-5.

Bisbal, C., C. Martinand, M. Silhol, B. Lebleu and T. Salehzada (1995). "Cloning and characterization of
a RNAse L inhibitor. A new component of the interferon-regulated 2-5A pathway." ] Biol
Chem 270(22): 13308-17.

Cavelier, C., I. Lorenzi, L. Rohrer and A. von Eckardstein (2006). "Lipid efflux by the ATP-binding
cassette transporters ABCA1 and ABCG1." Biochim Biophys Acta 1761(7): 655-66.

Chandra, P. and K. L. Brouwer (2004). "The complexities of hepatic drug transport: current knowledge
and emerging concepts." Pharm Res 21(5): 719-35.

Coughtrie, M. W, K. J. Bamforth, S. Sharp, A. L. Jones, E. B. Borthwick, E. V. Barker, et al. (1994).
"Sulfation of endogenous compounds and xenobiotics--interactions and function in health and
disease." Chem Biol Interact 92(1-3): 247-56.

Elferink, R. O. (2003). "Cholestasis." Gut 52 Suppl 2: ii42-8.

Evseenko, D., J. W. Paxton and J. A. Keelan (2006). "Active transport across the human placenta:
impact on drug efficacy and toxicity." Expert Opin Drug Metab Toxicol 2(1): 51-69.

Faber, K. N., M. Muller and P. L. Jansen (2003). "Drug transport proteins in the liver." Adv Drug Deliv
Rev 55(1): 107-24.

Frank, N. Y., A. Margaryan, Y. Huang, T. Schatton, A. M. Waaga-Gasser, M. Gasser, et al. (2005).
"ABCB5-mediated doxorubicin transport and chemoresistance in human malignant
melanoma." Cancer Res 65(10): 4320-33.

Green, T. P., R. F. O'Dea and B. L. Mirkin (1979). "Determinants of drug disposition and effect in the
fetus." Annu Rev Pharmacol Toxicol 19: 285-322.

Imanaka, T., K. Aihara, T. Takano, A. Yamashita, R. Sato, Y. Suzuki, et al. (1999). "Characterization of
the 70-kDa peroxisomal membrane protein, an ATP binding cassette transporter." | Biol Chem
274(17): 11968-76.

Juchau, M. R, S. T. Chao and C. J. Omiecinski (1980). "Drug metabolism by the human fetus." Clin
Pharmacokinet 5(4): 320-39.

Kaminski, W. E., A. Piehler and G. Schmitz (2000). "Genomic organization of the human cholesterol-
responsive ABC transporter ABCA7: tandem linkage with the minor histocompatibility
antigen HA-1 gene." Biochem Biophys Res Commun 278(3): 782-9.

Kaminski, W. E., J. ]. Wenzel, A. Piehler, T. Langmann and G. Schmitz (2001). "ABCA®6, a novel a
subclass ABC transporter." Biochem Biophys Res Commun 285(5): 1295-301.

Krauer, B. and P. Dayer (1991). "Fetal drug metabolism and its possible clinical implications." Clin
Pharmacokinet 21(1): 70-80.

Langmann, T., R. Mauerer, A. Zahn, C. Moehle, M. Probst, W. Stremmel, et al. (2003). "Real-time
reverse transcription-PCR expression profiling of the complete human ATP-binding cassette
transporter superfamily in various tissues." Clin Chem 49(2): 230-8.

Marin, J. J., R. I. Macias, O. Briz, M. ]J. Perez and M. A. Serrano (2005). "Molecular bases of the
excretion of fetal bile acids and pigments through the fetal liver-placenta-maternal liver
pathway." Ann Hepatol 4(2): 70-6.

Miners, J. O. and P. I. Mackenzie (1991). "Drug glucuronidation in humans." Pharmacol Ther 51(3):
347-69.

Park, S., C. Shimizu, T. Shimoyama, M. Takeda, M. Ando, T. Kohno, et al. (2006). "Gene expression
profiling of ATP-binding cassette (ABC) transporters as a predictor of the pathologic response
to neoadjuvant chemotherapy in breast cancer patients." Breast Cancer Res Treat 99(1): 9-17.

Pelkonen, O. (1980). "Biotransformation of xenobiotics in the fetus." Pharmacol Ther 10(2): 261-81.

Raucy, J. L. and S. J. Carpenter (1993). "The expression of xenobiotic-metabolizing cytochromes P450
in fetal tissues." ] Pharmacol Toxicol Methods 29(3): 121-8.

123



Ritter, C. A., G. Jedlitschky, H. Meyer zu Schwabedissen, M. Grube, K. Kock and H. K. Kroemer
(2005). "Cellular export of drugs and signaling molecules by the ATP-binding cassette
transporters MRP4 (ABCC4) and MRP5 (ABCC5)." Drug Metab Rev 37(1): 253-78.

Rius, M., A. T. Nies, J. Hummel-Eisenbeiss, G. Jedlitschky and D. Keppler (2003). "Cotransport of
reduced glutathione with bile salts by MRP4 (ABCC4) localized to the basolateral hepatocyte
membrane." Hepatology 38(2): 374-84.

Rurak, D. W., M. R. Wright and J. E. Axelson (1991). "Drug disposition and effects in the fetus." | Dev
Physiol 15(1): 33-44.

Shirihai, O. S., T. Gregory, C. Yu, S. H. Orkin and M. J. Weiss (2000). "ABC-me: a novel mitochondrial
transporter induced by GATA-1 during erythroid differentiation." Embo J 19(11): 2492-502.

Small, D. M. (2003). "Role of ABC transporters in secretion of cholesterol from liver into bile." Proc
Natl Acad Sci U S A 100(1): 4-6.

Syme, M. R., J. W. Paxton and ]. A. Keelan (2004). "Drug transfer and metabolism by the human
placenta." Clin Pharmacokinet 43(8): 487-514.

Van Eyken, P., R. Sciot, F. Callea, K. Van der Steen, P. Moerman and V. ]J. Desmet (1988). "The
development of the intrahepatic bile ducts in man: a keratin-immunohistochemical study."
Hepatology 8(6): 1586-95.

Wanders, R. J., W. F. Visser, C. W. van Roermund, S. Kemp and H. R. Waterham (2007). "The
peroxisomal ABC transporter family." Pflugers Arch 453(5): 719-34.

Yabuuchi, H., S. Takayanagi, K. Yoshinaga, N. Taniguchi, H. Aburatani and T. Ishikawa (2002).
"ABCC13, an unusual truncated ABC transporter, is highly expressed in fetal human liver."
Biochem Biophys Res Commun 299(3): 410-7.

Yasui, K., S. Mihara, C. Zhao, H. Okamoto, F. Saito-Ohara, A. Tomida, et al. (2004). "Alteration in copy
numbers of genes as a mechanism for acquired drug resistance." Cancer Res 64(4): 1403-10.

Yu, S. H., K. Nagayama, N. Enomoto, N. Izumi, F. Marumo and C. Sato (2000). "Intrahepatic mRNA
expression of interferon-inducible antiviral genes in liver diseases: dsRNA-dependent protein
kinase overexpression and RNase L inhibitor suppression in chronic hepatitis C." Hepatology
32(5): 1089-95.

124



125



126



Chapitre V

Expression des
transporteurs ABC dans des
cellules souches humaines
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Chapitre V : Expression des transporteurs ABC dans des
cellules souches humaines

I INTRODUCTION

Parce qu'elles sont capables de se multiplier en principe «a l'infini » et qu’elles
peuvent se transformer en différents types cellulaires, les cellules souches
représentent une piste thérapeutique d’avenir pour étudier la fonction des genes du
développement et pourront peut-étre ultérieurement étre une possibilité
d’application thérapeutique pour I’ensemble des maladies humaines.

On définit une cellule souche par deux propriétés essentielles :

La capacité d’autorenouvellement, c’est-a-dire la capacité a se multiplier a I'identique
pour produire une population de cellules filles

La capacité, dans certaines conditions, de se différencier en un ou plusieurs type(s)
cellulaire(s) spécialisé(s)

1 Les différents types de cellules souches
On distingue actuellement 4 types de cellules souches (Figure 47)

« Les cellules souches totipotentes sont les seules a pouvoir donner naissance a un
organisme entier. Ces cellules constituent 'embryon dans les 4 premiers jours de
son développement.

« Les cellules souches pluripotentes peuvent générer la plupart ou tous les tissus du
corps adulte mais pas un organisme entier organisé.

« Les cellules souches multipotentes sont capables de produire plusieurs types de
cellules dérivées d'un méme feuillet embryonnaire. Elles sont déja engagées dans
un programme tissulaire spécifique. Citons par exemple, les cellules souches
hématopoiétiques de la moelle osseuse qui sont a 1’origine de toutes les cellules du
sang ou les cellules mésenchymateuses qui donneront naissance aux futures
cellules cartilagineuses, musculaires et adipeuses.
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« Les cellules souches unipotentes sont a méme de générer un seul type de cellules

différenciées. On les appelle également progéniteurs intermédiaires ou précurseurs.
On distingue les cellules souches embryonnaires et les cellules souches adultes. Ces
deux types de cellules souches aux potentialités radicalement différentes, comme cela
sera expliqué plus loin, sont trés prometteuses et permettent d’envisager une
utilisation dans une perspective de médecine régénératrice. D’ou l'intérét majeur
qu’elles suscitent dans la communauté scientifique.
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Figure 47 : Potentialités des cellules souches humaines
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2 Cellules souches embryonnaires

2.1  Historique

L’histoire des cellules souches embryonnaires a débuté dans les années 70, avec
I'étude de tumeurs associées aux gonades : les tératomes. Ces tumeurs renferment
des tissus variés, souvent bien différenciés (musculaires, osseux, nerveux, etc.), mais
organisés d’'une maniere anarchique, qui coexistent avec des cellules de type
embryonnaire. Leroy Stevens montra que 1’on peut obtenir des tératomes en greffant
des blastocystes normaux, dans les testicules de souris.

C’est seulement en 1981 que Martin Evans et M.H. Kaufman (Evans and Kaufman
1981), ainsi que Gail Martin (Martin 1981), sont parvenus a isoler chez la souris des
lignées stables a partir de la masse cellulaire interne d'un blastocyste, c’est-a-dire a
partir des cellules d’embryons précoces de souris, cellules baptisées alors «cellules
souches embryonnaires» ou ESC (Embryonal Stem Cell).

C’est-en 1998, que des lignées de cellules souches embryonnaires humaines (hESC)
ont été isolées par le laboratoire de J.A. Thomson (Thomson et al. 1998), a partir de
blastocystes humains mis en culture.

2.2  Loi Frangaise

La recherche sur I'embryon est, par principe, interdite en France. A titre dérogatoire
et pour cinq ans, la loi de bioéthique du 6 aott 2004 permet cependant la réalisation
de recherches a finalité thérapeutique dans des conditions controlées. Les chercheurs
autorisés peuvent travailler soit a partir d’embryons surnuméraires con¢us dans le
cadre d'une fécondation in vitro, que les parents choisissent de céder a la recherche,
soit sur des lignées de cellules importées de pays étrangers et créées dans les mémes
conditions.

2.3  Obtention de cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires sont dérivées in vitro a partir de cellules
présentes dans la masse interne de I'embryon au stade blastocyste (du cinquieme au
septieme jour apres la fécondation) (Figure 47). Lorsqu’elles sont mises en co-culture
sur des fibroblastes embryonnaires murins ou humains, elles commencent a se
diviser, on parle alors d’autorenouvellement indéfini. C'est a partir de cette
population que sont obtenues ce qu'on appelle les lignées de cellules souches
embryonnaires humaines ou hESC. Apres I'autorenouvellement, la pluripotence est
la deuxieme propriété qui fait des hESC des cellules tres convoitées en recherche
biologique. Elles peuvent donner naissance aux trois feuillets embryonnaires,
I'ectoderme, le mésoderme et I'endoderme qui sont a I'origine de tous les tissus de
'organisme et aux annexes extra-embryonnaires.
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24  Différenciation de cellules souches embryonnaires

La différenciation des hESC peut étre obtenue soit en les cultivant directement dans
un milieu approprié, soit en passant par une étape intermédiaire ou les hESC sont
déposées en milieu semi-solide. Des agrégats sphéroides vont se former appelés «
corps embryoides ». Des cavités vont apparaitre dans certains corps embryoides.
Cette transformation va de pair avec la modification de 1'expression de genes, due a
I'apparition des différents feuillets embryonnaires. La capacité de différenciation des
hESC a été exploitée pour obtenir des progéniteurs de différents tissus. Ainsi, ont été
obtenus des cardiomyocytes, des précurseurs neuronaux et des neurones
fonctionnels, des kératinocytes, des cellules hématopoiétiques, des hépatocytes et des
cellules d’ilots pancréatiques telles les cellules  produisant de 'insuline.

2.5  Des résultats encourageants chez I’animal....

Des résultats trés prometteurs utilisant des cellules souches embryonnaires humaines
ont déja été obtenus chez l'animal. Grace a ces cellules, deux équipes ont réussi a
corriger des anomalies cardiaques chez le porc (Kehat et al. 2004) et la souris (Kofidis
et al. 2004). D’autre part, une étude a montré que des cellules embryonnaires
humaines pouvaient donner naissance in vitro a des neurones capables de produire
de la dopamine, un précurseur manquant dans la maladie de Parkinson (Perrier and
Studer 2003), (Perrier 2005).

Cependant, des obstacles techniques restent encore a franchir avant que les lignées
de cellules souches embryonnaires ne puissent étre utilisées cliniquement.
L’utilisation de ces cellules embryonnaires suscite des débats en matiere de
bioéthique, non seulement dans la phase recherche, mais aussi au moment de
"application clinique éventuelle.

3 Les cellules souches adultes

L’existence des cellules souches adultes a été mise en évidence des les années 50.
L’adulte a la capacité de produire de nouvelles cellules et surtout de régénérer des
populations cellulaires constitutives de tissus comme la peau, le sang, le foie,
I'intestin, la moelle osseuse....

La capacité d’autorenouvellement des cellules souches adultes, quelle qu’en soit
l'origine n’a strictement rien de comparable avec celle des hESC. Les cellules souches
adultes humaines ont un potentiel de division limité, surtout en ce qui concerne leur
autorenouvellement : en effet, il est difficile d’obtenir une amplification a long terme
des cellules souches adultes humaines sans qu’elles ne se différencient ou n’entrent
en apoptose.

L’utilisation de cellules souches adultes peut étre particulierement intéressante en
thérapie cellulaire. Elles ont fait I'objet de greffes autologues limitant ainsi les risques
de rejet (Koc et al. 2000; Koc et al. 2002; Le Blanc et al. 2004).
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4 Les cellules souches : de la recherche fondamentale a
la recherche clinique

Les cellules souches représentent tout d’abord un outil précieux en recherche
fondamentale. Elles permettent d’étudier le développement embryonnaire, de mieux
comprendre les mécanismes liés aux cancers, etc. Les cellules souches embryonnaires
peuvent également étre utilisées comme modeles de maladies humaines au méme
titre que I'expérimentation animale. Puisqu’elles se multiplient « indéfiniment », elles
sont une source trés importante de tissus expérimentaux.

Néanmoins, c’est surtout pour leur potentiel thérapeutique que les cellules souches
sont au cceur des recherches actuelles. En effet, quel que soit la nature de la cellule
souche, c’est du tissu ou elle se trouve que viennent les messages de différenciation.
C’est cette propriété des cellules souches qui est a I'origine du concept de réparation
d’un tissu, ou du maintien numérique d’une population cellulaire, chez un individu
adulte. A partir de ce concept de régénération est apparu celui de thérapie cellulaire,
par dépdt, au niveau de la lésion tissulaire, d'un contingent de cellules souches.
L’objectif de la thérapie cellulaire serait de remplacer les cellules malades ou
disparues par des cellules saines différenciées a partir de cellules souches. Il existe
donc un grand espoir pour que ces cellules et leurs progéniteurs différentiés soient
utilisés dans 1'avenir lors de thérapies de remplacement (McKay 2000; McNeish
2004). Cependant, pour réaliser le potentiel de ces cellules, il est nécessaire d’accroitre
nos connaissances sur les processus qui régissent leur différenciation.

5 Les transporteurs ABC dans les cellules souches

En 1996, Goodell et ses collaborateurs ont décrit une nouvelle méthode pour isoler
une population de cellules souches hématopoiétiques (HSC), basée sur la capacité
des HSC a exporter un marqueur fluorescent. Un marquage des cellules avec le
Hoechst 33342 a permis d’identifier une population de cellules non marquées, ayant
exporté le colorant. Cette population a été appelée « Side Population » (SP) et désigne
des cellules souches primitives (Figure 48). Les cellules souches peuvent donc
exporter des marqueurs fluorescents vraisemblablement grace a l'action d'un ou
plusieurs transporteurs ABC.
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Hoechst 33342 blue

Hoechst 33342 red

Figure 48 : Apparition de la « Side Population » (encadrée) suite a une coloration au Hoechst 33342

Comme I'activité de la P-glycoprotéine, cette activité d’export du Hoechst 33342 est
sensible au vérapamil. Les auteurs attribuent alors cette activité a ABCB1 (Goodell et
al. 1996). Cependant, plusieurs publications récentes montrent qu’ABCG2 est plus
exprimé dans les cellules SP que dans les non SP, suggérant qu"ABCG2 pourrait
également exporter le Hoechst 33342 et que le phénotype SP serait dtt a 1'expression
de la protéine ABCG2 (Kim et al. 2002 ; Scharenberg et al. 2002 ; Guo et al. 2003). De
plus, pour définir le role des transporteurs ABCB1 et ABCG2 dans les cellules
souches hématopoiétiques, Zhou et ses collaborateurs ont utilisé des souris
invalidées pour le géne Abcg?2, ou pour Abcbla/b. Les souris inactivées pour Abcbla
et Abcblb ont un nombre normal de cellules SP dans la moelle osseuse, montrant que
I"expression de Abcbla/b n’est pas indispensable (Zhou et al. 2001). A l'inverse, des
souris Abcg2/- ont un nombre de SP réduit dans la moelle osseuse et le muscle
squelettique (Zhou et al. 2001 ; Zhou et al. 2002). Ceci laisse penser que la présence
d’ABCG?2 est requise pour obtenir ce phénotype SP.

Le phénotype SP n’est pas exclusif des cellules souches. Des cellules SP ont été
identifiées pour certaines cellules cancéreuses ayant une résistance intrinséque a des
cytotoxiques. Le phénotype SP de ces cellules cancéreuses corréle avec une forte
expression de deux transporteurs ABC: ABCG2 et de facon surprenante ABCA3
(Hirschmann-Jax et al. 2004). La présence de transporteurs autres que ABCG2 ou
ABCBI pourrait donc étre également essentielle dans les cellules de type SP.

Les cellules souches peuvent exporter des marqueurs fluorescents, comme le Hoechst
33342 et la Rhodamine 123, grace a la présence d'un ou de plusieurs transporteurs
ABC. Certains transporteurs ABC ont la capacité d’exporter des molécules
cytotoxiques et pourraient donc jouer un role protecteur de survie a long terme pour
ces populations progénitrices (Zhou et al. 2002 ; Lou and Dean 2007). Les mécanismes
par lesquels ABCB1 confererait une protection sont stirement plus compliqués qu'un
simple export de cytotoxiques. Des cellules qui surexpriment la P-glycoprotéine sont
plus résistantes a une vaste gamme d’inducteurs de l'apoptose (irradiations UV,
liaison du TNF-q, inhibition de 'activation de caspases, Fas ligand...) (Germann et al.
1996 ; Robinson et al. 1997; Bezombes et al. 1998; Matsushita et al. 1998; Smyth et al.
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1998 ; Johnstone et al. 1999; Pallis and Russell 2000)). Il pourrait donc jouer un role
anti-apoptotique.

Les transporteurs ABC pourraient également étre impliqués dans
"autorenouvellement ou la différenciation des cellules souches. En effet, I’expression
forcée d’Abcbl ou Abcg?2 avec des vecteurs rétroviraux a des effets directs sur les
cellules souches murines. L’expression d’Abcg2 bloque le développement de
I"hématopoiese (Zhou et al. 2001); alors que la surexpression d’Abcbl provoque
I'expansion de cellules souches hématopoiétiques et une maladie myéloproliférative
chez la souris (Bunting et al. 1998). Enfin, des études récentes suggerent qu’ ABCG2
pourrait réduire 'accumulation intracellulaire d’héme/porphyrine. L’expression de
ce transporteur confererait alors un avantage pour survivre dans des conditions
d’hypoxie (Krishnamurthy et al. 2004).

L’expression de transporteurs ABC dans les cellules souches adultes a été
essentiellement étudiée dans les cellules souches hématopoiétiques. Dans ces cellules
la présence de deux transporteurs, ABCB1 et ABCG2, a été mise en évidence soit par
transport de Hoechst, soit par PCR. Cependant, la présence d’autres transporteurs
n’a pas été recherchée. S'agissant des cellules souches embryonnaires, tres peu de
travaux concernent les ABC transporteurs, toutefois, une équipe a publié récemment
la présence d’Abcblb et Abcg2 dans des blastocystes de souris (Sawicki et al. 2006).
Plusieurs membres de la famille des ABC peuvent transporter des cytotoxiques, le
plus connu apres ABCB1 étant ABCC1. On peut supposer que des transporteurs
autres qu'ABCB1 et ABCG2 sont exprimés dans les cellules souches et qu'ils
pourraient jouer un role de protection pour ces cellules. Ils seraient également
capables de guider ces cellules vers un état de quiescence ou de différenciation. Le
role de cette famille de transporteurs, dont les membres partagent de fortes
homologies de topologies et de mécanismes fonctionnels semble donc primordial,
dans différents types de cellules souches. Les transporteurs ABC émergent comme de
nouveaux champs d’investigation dans la régulation de la biologie des cellules
souches (Bunting 2002).

C’est dans cette optique que nous avons décidé d’étudier le profil d’expression de la
famille des transporteurs ABC dans différents types de cellules souches. Pour cela,
nous avons dessiné une carte microfluidique contenant les sondes de 44
transporteurs. Nous avons pu quantifier 'expression de ces transporteurs, par PCR
quantitative en TagMan, sur des cellules souches embryonnaires humaines et nous
avons pu comparer ces résultats avec deux types de cellules souches embryonnaires
ayant commencé a se différencier : des corps embryoides et des cellules de type
mésenchymateuses dérivées de lignées de cellules embryonnaires. Nous avons
également regardé le pattern d’expression dans des cellules souches adultes
mésenchymateuses.
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IT RESULTATS

Ce travail a été réalisé en collaboration avec l'équipe du Dr. Jacques Hatzfeld
(Laboratoire de Biologie des cellules souches humaines - UPR 9045 Villejuif) qui
nous a fourni des échantillons de cellules souches de lignées embryonnaires
humaines.

Cette étude inclut 8 échantillons de cellules souches embryonnaires (hESC); 8
échantillons de corps embryoides (cellules souches embryonnaires en cours de
différenciation : hEB) ; 2 échantillons de cellules souches de type mésenchymateuses
dérivées de lignées de cellules embryonnaires (ES MSC) et de 6 échantillons de
cellules souches mésenchymateuses adultes (hMSC).

1 Choix des genes de référence

Les niveaux d’expression d'ARN messagers dans les cellules souches peuvent étre
mesurés par PCR quantitative. La précision de cette technique exige une bonne
normalisation des données d'expression de genes pour corriger les variations de
quantité d'ADNc entre les échantillons. Les génes couramment employés lors
d’études de cellules souches en différenciation sont la GAPDH, la tubuline et ’actine
(Yang et al. 2005; Cai et al. 2006). Cependant, il est bien connu que les expressions de
plusieurs de ces genes changent considérablement selon les tissus, et I'emploi d'un
gene de référence pour la normalisation de données PCR reste a controler et a
justifier. Il a d’ailleurs été montré que les niveaux d’expression de I'HPRT et de la
tubuline varient considérablement lors de la différenciation de cellules souches
embryonnaires murines (Murphy and Polak 2002). Enfin, une étude récente conseille
trois genes pour la normalisation de cellules souches humaines en différenciation :
185, GAPDH et UBC, les trois genes les moins stables étant 1’actine, HPRT et B2M
(Willems et al. 2006).

Dans notre étude, nous utilisons 4 populations de cellules souches différentes: 3
types de populations de cellules souches embryonnaires a plusieurs stades de
différenciation et une population de cellules souches adultes mésenchymateuses.
Pour la normalisation de nos données de PCR, nous voulions des génes de référence
qui ne varient pas au sein de chaque population, mais également des génes stables
toutes populations confondues.

Nous avons analysé 1'expression de 16 génes de référence couramment utilisés pour
la normalisation. Nous avons utilisé le logiciel Normfinder pour mesurer leur
stabilité d’expression. La Figure 49 nous montre les résultats obtenus pour I'étude de
stabilité des 16 génes de référence dans les 4 populations citées ci-dessus. En abscisse,
les génes sont classés du moins stable au plus stable sur les 4 populations confondues
de cellules souches (diagramme rose). Les résultats individuels pour chaque
population, sont également représentés.
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Figure 49 : Classement de 16 génes de référence

L’analyse des 16 génes de référence, sur I'ensemble des échantillons (en rose sur le
graphique), nous montre que les cinq geénes les plus stables sont GAPDH, IPOS,
RPLPO, POLR2A, et PPIA.

Toutefois si I'on mesure les variations intragroupes, RPLPO semble plus variable
dans la population de cellules EB. Nous avons donc décidé de l'éliminer pour la
normalisation des données de PCR quantitative.

Nos résultats confirment que la GAPDH est un bon gene de référence pour la
normalisation des cellules souches et que la B2M est un gene qui varie fortement
dans ces échantillons. Contrairement aux données de la littérature, nous trouvons
que le 185 n’est pas un bon candidat. Les données concernant l'actine, dans la
littérature étant contradictoires, nous pensons comme signalé dans les travaux de
Willems et al,. que ce gene n’est pas une bonne référence.

Nous avons conclu que I'UBC utilisée dans d’autres études n’était pas un des
meilleurs génes de référence.

Nous avons donc choisi de normaliser nos données par la moyenne géométrique des
quatre meilleurs genes de référence : GAPDH, IPO8, POLR2A, et PPIA.
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2 Profils d’expression des transporteurs ABC

Nous avons utilisé une TLDA qui nous a permis de quantifier 1'expression de 44
transporteurs ABC sur nos 4 populations de cellules souches. Nous n’avons pas
étudié 5 transporteurs. Il s’agit d’ABCA12, ABCC8, ABCC12, ABCG5 et ABCGS.

Les résultats de PCR sont des moyennes de duplicata de PCR. Nous avons tracé deux
classifications hiérarchiques pour représenter nos données de PCR.

La premiére classification (Figure 50) représente les niveaux d’expression de ces
transporteurs ABC sur nos échantillons de cellules souches. Globalement si on
compare les cellules souches a d’autres tissus, on constate alors leur richesse en ABC
transporteurs.

Nous avons tracé cette classification a partir des valeurs de Ct normalisés de chaque
échantillon. Cette représentation est centrée sur la valeur médiane de 'ensemble des
Ct normalisés de cette expérience. La distance Euclidienne entre les ABC
transporteurs permet de classifier de fagon hiérarchique les genes testés. Le critére
d’agrégation des distances utilisé pour la détermination des classes (clusters) est le
lien maximum (Complete linkage). Nous avons utilisé le logiciel Genesis pour tracer
cette représentation (Sturn 2001).

N

Suite a cette analyse, 6 groupes (ou clusters) apparaissent en fonction des profils
d’expression des genes. Le cluster noté 1 (12 genes) et le cluster 2 (7 génes) sont
constitués de geénes tres bien exprimés dans nos 4 populations de cellules. Les
niveaux d’expression du cluster 2 sont toutefois un peu plus faibles. Le transporteur
ABCC1, connu pour transporter des cytotoxiques, fait partie du cluster 1 et se trouve
tres bien exprimé dans I'ensemble de nos cellules souches.

Le cluster 6 (8 genes) nous montre des genes tres faiblement exprimés. On peut noter
qu’ABCBI se trouve dans ce cluster et qu’il est donc faiblement représenté dans les
cellules souches embryonnaires et adultes.
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Figure 50 : Profil d’expression des transporteurs ABC dans des échantillons de cellules souches

Les clusters 3 (5 génes), 4 (5 genes) et 5 (7 génes) sont les clusters au sein desquels il y
a le plus de variabilité entre nos 4 populations. Le cluster 3 a regroupé des genes
pour lesquels il y a une forte variation d’expression entre la population EB et les
cellules souches mésenchymateuses d’origine embryonnaire. Dans ce groupe de
genes, seul ABCA3 voit son expression éteinte également dans les cellules souches
mésenchymateuses adultes. Parmi ce groupe de génes se trouve ABCG2 considéré
comme faisant partie des ABC caractéristiques du phénotype SP. Le cluster 4
comprend 5 génes qui sont exprimés dans les cellules souches adultes
mésenchymateuses et absents de nos 3 populations de cellules souches
embryonnaires. Ce cluster comprend 3 ABC de la sous-famille A et 2 genes de la
sous-famille C. Le cluster 5 a regroupé 7 genes relativement peu représentés dans les
cellules souches mais néanmoins plus exprimés dans les cellules EB.

Pour étudier nos données, nous avons tracé un autre type de classification
hiérarchique. Cette fois-ci, nous avons centré nos valeurs de Ct normalisés par
rapport a la valeur médiane des Ct normalisés obtenus pour chaque transporteur.
Ceci nous permet d’observer non plus les niveaux d’expression, mais de mesurer
plus précisément les variations d’expression de nos transporteurs (Figure 51).
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Figure 51 : Variations d’expression des transporteurs ABC Les bornes de variations de Ct sont fixées a +/-
3 Ct du Ct médian de chaque transporteur.

A titre d’'exemple, des groupes de transporteurs variant beaucoup ont été encadrés
en noir. Un groupe de 5 transporteurs (ABCA6, ABCA8, ABCA9, ABCC3 et ABCC9)
semble particulierement intéressant : ce groupe de génes est beaucoup plus exprimé
dans les cellules souches adultes que dans les cellules souches d’origine
embryonnaire. Un autre groupe de génes présente une plus faible expression cette
fois-ci dans les cellules souches mésenchymateuses adultes. Il s’agit des 7 genes:
ABCA3, ABCB1, ABCB4, ABCC6, ABCC7, ABCG1 et ABCGA4.

Au centre du cluster, 5 transporteurs ABC sont encadrés en gris : ABCB10, ABCC1,
ABCC4, ABCE1 et ABCF2. Ces transporteurs ne varient ni a l'intérieur de nos
populations ni entre nos populations. Leur expression est donc particulierement
stable.

Afin de comparer les différentes populations de cellules souches, nous avons
également confronté les valeurs médianes des Ct normalisés de ces populations entre
elles (Figure 52). Chaque cercle concentrique est séparé du suivant par 3,33 Ct soit un
facteur 10 de variation d’expression.

Cette représentation met en avant les fortes variations que nous avions pu observer
sur nos clusters comme par exemple l'expression spécifique d’ABCA6 dans les
cellules MSC. Elle permet également de voir les génes dont I'expression ne varie pas
entre nos populations, comme nous l'avions vu pour ABCCl et ABCEl qui
apparaissent sur ce graphique comme deux des transporteurs les plus exprimés.
Mais aussi de distinguer ceux qui sont toujours absents dans les cellules souches :
ABCA10, ABCB5 et ABCC11.
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D’autres transporteurs comme ABCA4 sont spécifiquement exprimés dans les
cellules EB. ABCA8 est présent seulement dans les MSC et les EB, avec une
expression nettement plus élevée dans les MSC.

Ce graphique nous permet de remarquer les génes dont 1'expression varie
faiblement, mais progressivement au cours de la différenciation. C'est le cas
notamment d’ABCG4, dont l'expression s’éteint progressivement au cours des
différents stades de différenciation.

Il est aussi tres intéressant de noter que, pour certains transporteurs ABC, il y a une
tres grande différence entre les cellules souches embryonnaires pas ou peu
différenciées et les cellules engagées dans un méme programme cellulaire
(mésenchyme), c'est-a-dire entre les deux types de populations ES/EB et
ESMSC/MSC. ABCC7, ABCG1 et ABCC6 sont exprimés dans les deux populations
les plus primitives, alors qu"ABCC3, et dans une moindre mesure ABCB2 et ABCB3
sont plus présents dans les populations de cellules mésenchymateuses.
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Figure 52 : Profil d’expression des transporteurs ABC dans 4 populations de cellules souches

d’origine embryonnaire et adultes.
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3 Quantification relative

Dans le paragraphe précédent, nous avons visualisé les niveaux d’expression ainsi
que les variations d’expression de l'ensemble des transporteurs ABC de nos 4
populations. Nous voulons maintenant illustrer et calculer les valeurs de
quantification relative entre populations, indépendamment pour chaque
transporteur ABC. Nous avons choisi une représentation qui, en tenant compte des
niveaux d’expression, nous permet de visualiser 'homogénéité (ou 1'hétérogénéité)
au sein d'une population. Pour chaque ABC transporteur, nous avons donc
représenté les 4 populations de cellules souches sous forme de diagramme de Tuckey
(voir Annexe en fin de chapitre). Nous avons également représenté les valeurs
obtenues pour les ES-MSC; toutefois cette population ne comprenant que deux
échantillons, nous n’avons pas utilisé ces données pour les calculs suivants.

Le Tableau 10, montre une sélection de transporteurs ABC que nous voyons varier
entre nos populations. Dans ce tableau, nous avons noté les transporteurs ABC ayant
au minimum un Ct médian de 31 dans une de ses populations. Nous nous sommes
intéressés a des transporteurs pour lesquels on observe une variation d’expression
d’au moins un facteur 2.

Tendances observées | Niveaux d’expression ABC RQ p
ABCA2 4,09 <103
ABCAS 145,94 <103
MSC > ES ABCC9 18,33 <103
Variation lors de la ABCC10 2,09 <103
différenciation ABCD1 4,41 <103
ABCB1 7,23 0,0013
ES > MSC ABCC13 5,07 0,0190
ABCG4 10,93 <103
ABCB2 4,17 <103
ABCB3 2,42 <103
ESMSC-MSC>ES-EB ABCBS8 2,01 <103
ABCB9 2,51 <103
ABCC3 72,06 <103

Variation lorsque

engagé dans un ABCA3 14,04 <103
programme tissulaire ABCA7 2,93 0,0026
ABCB7 3,16 <10%

ES-EB >ESMSC-MSC | ABCC6 17,56 <10%

ABCC7 118,33 <10%

ABCD4 3,40 <10%

ABCG1 15,64 <10°

, EB ABCA4 14,69 0,0018

Tissus ABCA6 203,27 <103
Spécifiques MSC ABCA9 67,75 <109

Tableau 10 : Transporteurs ABC variant dans nos échantillons de cellules souches
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Les ratios de quantification (RQ) sont calculés a partir des valeurs médianes des Ct
normalisés des populations. Les valeurs de p calculées sur les Ct normalisés ont été
obtenues en appliquant le test de Mann & Whitney. Toutes ces valeurs sont calculées
entre la population ES et la population MSC adulte. Pour le transporteur ABCA4 qui
est spécifique des cellules EB, les valeurs de RQ et de p sont calculées entre les
cellules ES et les cellules EB. Le RQ donne une indication du facteur de variation
d’expression entre deux échantillons. Le p est la probabilité qui indique si la
différence de ces niveaux d’expression est significative.

Notre analyse statistique montre que pour ces transporteurs ABC, nos populations
sont significativement différentes au seuil 5%. Les ratios mesurés peuvent étre
parfois trés importants (200 fois). On peut distinguer 3 tendances de variations
d’expression :

- des variations au cours de la différenciation des cellules souches. Les
variations les plus fortes concernent ABCAS8, ABCC9 et ABCG4.

- des variations lorsque la cellule s’engage vers un programme tissulaire précis
(le mésenchyme). Les variations les plus importantes étant pour les transporteurs
ABCC3 et ABCC7, ABCA3, ABCC6, ABCGI.

- les transporteurs préférentiellement exprimés dans un seul type de cellules
souches: ABCA4 qui est plus exprimé dans les cellules EB; ABCA6 et ABCA9
spécifiques des MSC.

IV DISCUSSION

Nos résultats montrent que les ABC sont relativement bien exprimés dans les cellules
souches, aux différents stades de différenciation, et que l'expression de certains
transporteurs varie entre nos différentes populations. Parmi ces ABC, certains
transportent des lipides, des cytotoxiques, des ions ou ont une fonction encore
inconnue. Ces acteurs de fonctions cellulaires variées pourraient participer de facon
essentielle a I’activation, I'auto-renouvellement, la différenciation et la protection des
cellules souches humaines.

En observant ces variations entre nos populations de cellules souches, on peut
remarquer que les cellules les plus différenciées, ou celles qui sont engagées dans un
programme tissulaire défini, expriment globalement moins de transporteurs ABC.
D’autre part, certains transporteurs semblent plus spécifiques d'un état de
différenciation. Ces différences d’expression de transporteurs ABC peuvent traduire
une modification du transport de molécules toxiques ou de substrats inconnus qui
pourraient participer a I'engagement de la cellule vers la différenciation.

L’essentiel des travaux sur les transporteurs ABC effectués dans les cellules souches
ont concerné ABCB1 et ABCG2 en raison du phénotype d’efflux de colorant Hoechst
33342 (phénotype SP) qui avait été constaté dans ces cellules (Goodell et al. 1996). Ce
phénotype SP a été initialement attribué a ABCB1, mais récemment plusieurs travaux
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ont impliqué ABCG2 dans ce phénotype (Kim et al. 2002 ; Scharenberg et al. 2002 ;
Guo et al. 2003). Dans la littérature, ces deux transporteurs ont également été détectés
dans des cellules souches primitives de tissus tels que, la moelle osseuse, la glande

mammaire chez la souris et le coeur humain (Kim ef al. 2002 ; Jonker et al. 2005 ; Chiba
et al. 2006 ; Meissner et al. 2006).

Dans notre étude, 1'expression d’ABCB1 est faible et diminue (de plus de 7 fois) au
cours de la différenciation. En revanche ABCG2 est bien exprimé dans nos 4
populations de cellules souches. Les cellules souches qui doivent en principe s’auto-
renouveler a linfini ont vraisemblablement besoin de systemes efficaces de
détoxication auxquels pourrait participer ABCG2 (Abbott 2006). Cependant, d’autres
roles ont été proposés pour ABCG2 dans les cellules souches. Un groupe de
recherche a montré que l'expression forcée d'ABCG2 empéche le développement
hématopoiétique, et a pour conséquence de diminuer la quantité de progéniteurs
dans la moelle et le sang périphérique (Ueda et al. 2005). Par conséquent, les auteurs
suggerent que l'expression d’ABCG2 pourrait jouer un role dans I'auto-
renouvellement des cellules souches primitives en bloquant partiellement la
différentiation. ABCG2 pourrait par exemple expulser un substrat capable d'induire
la différentiation. D’autre part, la surexpression d'ABCB1 dans des cellules de la
moelle induirait la prolifération des cellules SP (Bunting et al. 2000). Par conséquent
I'expression d’ABCB1 pourrait caractériser des cellules souches en prolifération, alors
que l'expression d’ABCG2 pourrait distinguer des cellules plus quiescentes.

Le phénotype SP pourrait cependant étre dt a 1'expression d’autres transporteurs.
Certains transporteurs que nous avons vu varier au cours de la différenciation
ABCA3, ABCB1, ABCB2, ABCC7 et ABCG1 ont d’ailleurs été décrits dans des
travaux sur les cellules SP. En effet, dans des progéniteurs leucémiques de phénotype
SP, le transporteur ABCA3 a été détecté (Hirschmann-Jax et al. 2004; Norwood et al.
2004). Dans nos expériences, nous avons vu que ce transporteur ABCA3 était
surexprimé dans les cellules ES et EB comparées aux cellules ayant commencé un
programme de différenciation cellulaire (ES-MSC et MSC). Une autre équipe a testé
I'expression de plusieurs transporteurs ABC sur des cellules de phénotype SP isolées
a partir d’hépatocarcinome. Leur conclusion est que ce phénotype ne semble pas étre
d@ uniquement a ABCG2, mais plutét a plusieurs transporteurs, parmi lesquels
ABCB1, ABCB2, ABCC7 et ABCG1 (Chiba et al. 2006). Ces publications, qui ont
suggéré une implication de plusieurs transporteurs ABC dans des cellules souches
tissulaires de phénotype SP présentent des similarités avec nos résultats obtenus sur
différents types de cellules souches humaines embryonnaires et adultes.

L’analyse de nos 4 populations de cellules souches nous montre que I'expression de
plusieurs transporteurs de lipides diminue fortement au cours de la différenciation
ou entre les cellules ES et les cellules MSC adultes : c’est le cas notamment d’ABCA3,
ABCA7, ABCG1 et ABCG4. Ces ABC sont responsables de l'efflux de lipides ou de
cholestérol (Mulugeta et al. 2002; Abe-Dohmae et al. 2004; Wang et al. 2004; Linsel-
Nitschke et al. 2005; Vaughan and Oram 2006; Ban et al. 2007). Le cholestérol est 1'un
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des composants lipidiques principaux de la membrane plasmique de cellules de
mammiféres. Ce composé a un impact important sur les propriétés physiques de la
bicouche membranaire, telles que la composition en phospholipides, la fluidité de
membrane, la déformation et I'élasticité de la membrane (Kwik et al. 2003; Silvius
2003; Barenholz 2004). Une publication récente montre que des cellules souches
traitées par simvastatine perdent leur capacité d’auto-renouvellement (Lee et al.
2007). On sait que lors de traitement par des statines, I'expression de transporteurs
de cholestérol tels qu"ABCG1 diminue (Wong et al. 2007). Ces deux publications
laissent penser que la diminution de I'expression de transporteurs de lipides induit
une perte de la capacité d’auto-renouvellement. Ces deux publications sont en accord
avec nos observations qui montrent que l'expression de certains transporteurs de
cholestérol diminue avec la perte de pluripotentialité.

On peut donc se demander si la composition lipidique de la membrane joue un role
essentiel sur la capacité d’auto-renouvellement des cellules souches. De plus, on sait
que cette composition en lipides peut influencer également I'activité de transporteurs
ABC comme ABCB1. D’autre part, certains transporteurs capables de transporter des
lipides peuvent également transporter des xénobiotiques (van Helvoort et al. 1996 ;
Janvilisri et al. 2003 ; Boonstra et al. 2004). Les transporteurs de lipides que nous
voyons varier dans nos différentes cellules souches pourraient donc assurer une
fonction de détoxication.

Un second groupe de transporteurs ABC varie, il s’agit d"”ABCA2, ABCB1, ABCC3,
ABCC6 et ABCCI10. Ces transporteurs sont impliqués dans le transport de
cytotoxiques (Chen et al. 1986 ; Gros et al. 1986 ; Kool et al. 1999 ; Belinsky et al. 2002;
Boonstra et al. 2004; Hopper-Borge et al. 2004 ). L’expression d’ABCB1 et ABCC6
diminue entre les cellules ES et les cellules MSC. Leur présence dans les cellules ES
reste néanmoins tres faible mais leur expression s’éteint dans les cellules souches
adultes. Au contraire, ABCA2, ABCC3 et ABCC10 voient leur expression augmenter
dans les cellules souches les plus différenciées. On peut souligner les profils
d’expression d’ABCC3 dont les variations d’expression sont de 72 fois. Ce
transporteur a été décrit principalement dans le rein, le foie et I'intestin (Scheffer et al.
2002) et serait impliqué dans le transport de substrats dans les hépatocytes. ABCC3
peut également transporter des cytotoxiques incluant des agents de chimiothérapie.
Nous montrons qu’ABCC3 est fortement exprimé dans les cellules souches adultes,
on peut penser que ce transporteur pourrait contribuer a la protection de la cellule
souche contre I'exposition fréquente a différents xénobiotiques.

Un autre membre de la sous-famille C, ABCC9 varie dans nos populations de cellules
souches. Cet ABC est avec ABCC8 I'un des deux récepteurs a sulfonylurées (Inagaki
et al. 1996). Cette protéine fait partie d'un complexe macromoléculaire qui forme avec
les sous-unités Kir un canal potassium ATP dépendant (Clement et al. 1997). Les
canaux KATP jouent un role fonctionnel important dans de nombreux tissus incluant
la cellule p pancréatique, le neurone, le muscle cardiaque, le muscle squelettique et le
muscle lisse. Récemment, deux mutations d’ABCC9 ont été associées a des

145



cardiomyopathies dilatées (Bienengraeber et al. 2004). Dans notre étude, le
transporteur ABCC9 augmente progressivement au cours de la différenciation pour
atteindre une variation, entre les cellules ES et les MSC adultes, de 18 fois environ.
Une publication montre que l'expression de canaux potassium, dont Kir, est
essentielle pour la différenciation de progéniteurs hématopoiétiques (Shirihai et al.
1998). Cette publication, qui montre l'importance de canaux potassium dans la
différenciation de progéniteurs, corréle avec nos observations sur les cellules
souches. En effet, I'expression d’"ABCC9 augmente dans les cellules souches MSC,
qui sont engagées dans un programme tissulaire, en comparaison des cellules
souches embryonnaire ES. On peut penser que I’augmentation de ce transporteur va
de pair avec une augmentation de Kir, pour former un canal KATP fonctionnel qui
serait essentiel a la différenciation des cellules souches.

Les 5 variations les plus importantes que nous avons quantifiées concernent 3
transporteurs de la sous-famille A (ABCA6, ABCA8 et ABCA9) et deux transporteurs
de la sous-famille C (ABCC3 et ABCC?).

Les 3 transporteurs de la sous-famille A sont spécifiquement exprimés dans les
cellules MSC adultes. Ces trois transporteurs sont tres peu étudiés et leur fonction
biologique et leurs substrats sont inconnus. Néanmoins ces transporteurs
appartiennent tous a une sous-famille de genes dont l'expression semble étre
dépendante de la concentration en cholestérol intracellulaire (Piehler et al. 2002). Ces
trois génes tres peu étudiés dans la littérature augmentent considérablement (jusqu’a
200 fois) dans les cellules souches adultes. Une caractérisation de la fonction de ces
protéines permettrait de mieux comprendre le role que ces transporteurs peuvent
avoir dans ce type cellulaire.

Les deux transporteurs de la sous-famille C dont les variations sont les plus fortes
sont ABCC3 et ABCC7. Nous avons vu qu’ABCC3 avait potentiellement un role dans
la protection contre les cytotoxiques dans les cellules engagées dans un programme
de différenciation tissulaire. ABCC7 présente au contraire un profil inversé avec une
expression trés majoritaire dans les cellules souches embryonnaires. ABCC7 est le
gene dont la mutation est responsable de la mucoviscidose (Riordan et al. 1989). Sa
fonction de canal chlore a été trés largement décrite. Cependant, un role direct dans
le transport de glutathion a également été démontré (Kogan et al. 2003). La mesure de
ces activités de transport avec les cellules souches embryonnaires, permettrait peut-
étre de comprendre la fonction de cette protéine que nous voyons tres exprimée dans
ce type cellulaire.

Il est tres difficile de conclure sur le role que pourraient jouer les transporteurs ABC
dans ces différentes cellules souches. Néanmoins, on peut remarquer que de
nombreux transporteurs connus pour réguler différentes fonctions cellulaires
(détoxification, transport de cholestérol/lipide) varient selon le type étudié. Ces
transporteurs ABC pourraient via différents mécanismes cellulaires (stimulation par
potentiel de membrane, variation de la composition lipidique de la membrane, efflux
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de substrats) orienter ces cellules souches soit vers l'auto-renouvellement soit la
différenciation. Jusqu'a présent, le transporteur ABCG2 sert de marqueur de cellules
SP. Nous avons montré que d’autres transporteurs ABC pourraient étre utilisés pour
spécifier un état de différenciation dans les cellules souches.

La connaissance du profil d’expression en ABC transporteurs devrait permettre de
compléter la cartographie détaillée de 1'expression progressive des genes exprimés
dans les cellules souches. Ces genes sont vraisemblablement impliqués dans la
formation des différents types cellulaires, dans leur survie, dans leur multiplication.

Ces cellules souches expriment plusieurs ABC connus pour étre impliqués dans des
pathologies humaines et pourraient représenter d’excellents modéles d’étude de ces
pathologies.

V ANNEXE

N

Ces représentations sont tracées a partir des valeurs de Ct normalisés. Pour le
diagramme de Tuckey, la ligne rouge représente la valeur médiane, les bornes de la
boite représentent les 1¢'s et 3émes quartiles, les “moustaches” sont obtenues en
calculant les 1ers et 9 éme déciles, enfin les cercles bleus représentent les valeurs
maximale et minimale. Dans ce genre de représentation, 80% de la répartition de la
population se trouvent entre les 1¢r et 9°me déciles. A droite de chaque diagramme, est
représentée la répartition des points de chaque population.

Sont représentés de gauche a droite ES, EB, ES-MSC et MSC.
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Chapitre VI : Les transporteurs ABC et la
chimiorésistance dans les leucémies aigues
myéloblastiques

I INTRODUCTION
1 Généralités

Au XIXessiecle, le terme leucémie désignait les patients dont le sang extrait était
d'aspect blanchatre. Rudolf Virchow, un médecin histologiste allemand, fut I'un des
premiers a décrire la leucémie en 1847.

La leucémie est caractérisée par une prolifération maligne de précurseurs
hématopoiétiques, bloqués a un stade précoce de maturation (blastes). Il en résulte
une accumulation de ces blastes dans la moelle, dans le sang, et éventuellement dans
d'autres organes.

S'installe alors un tableau d'insuffisance médullaire avec production insuffisante de
globules rouges (source d'anémie), de globules blancs normaux, principalement des
polynucléaires, (leuconeutropénie, source d'infections graves) et de plaquettes
(thrombopénie, source d'hémorragies provoquées ou spontanées).

La transformation maligne peut toucher les précurseurs des différentes lignées
sanguines:  granulocytaires, monocytaires, lymphoides, érythroblastiques,
mégacaryocytaires, donnant lieu aux différents types de leucémies aigués.

Historiquement, on distingue selon la vitesse d'évolution, les leucémies chroniques
(LC) qui évoluent sur plusieurs années et les leucémies aigués (LA) qui entrainent
des complications en quelques semaines.

Les leucémies aigués de I’adulte concernent les lignées lymphoides dans 20% des cas
(leucémie aigué lymphoblastique) et les lignées myéloides dans 80% des cas
(leucémie aigué myéloblastique (LAM)) (Zenhdusern et al. 2003).

2 Etiologie

Avec une incidence globale de I'ordre de 3 pour 100.000 habitants par an en France,
les LAM sont pour la majorité des pathologies de 'adulte (80% des LA de I’adulte et
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20% des LA de I'enfant). Leur incidence augmente régulierement avec 1'dge : jusqu’a
13 pour 100.000 habitants chez les personnes de plus de 65 ans. L’age médian de
survenue est de 65 ans, ce qui rend compte de leur fréquence chez les sujets agés,
terrain ou elles ne peuvent pas étre traitées de maniere conventionnelle en raison de
la toxicité des chimiothérapies utilisées.

Les facteurs étiologiques reconnus sont génétiques et environnementaux.

21  Facteurs génétiques

Plusieurs affections constitutionnelles prédisposent au risque de leucémie aigué. Le
principal facteur génétique est la trisomie 21, qui expose a un risque nettement accru
de LAM (fréquemment de la lignée mégacaryocytaire).

La neurofibromatose de type I (maladie de Recklinghausen), beaucoup plus rare,
expose également a un risque élevé de LAM chez le petit enfant. Certaines formes
constitutionnelles trés rares d'aplasie médullaire (comme l'anémie de Fanconi)
évoluent fréquemment en LAM. Enfin, plusieurs syndromes prédisposent a un
risque de leucémie aigué (syndrome de Shwachman, syndrome de Kostmann,
syndromes des cassures chromosomiques (Anémie de Fanconi; syndrome de Bloom;
ataxie-télangiectasies ; xeroderma pigmentosum..)).

2.2  Facteurs environnementaux
Une exposition a des toxiques peut étre a I'origine de leucémie.

Le principal toxique incriminé est le benzene, dont I'exposition obéit toutefois a des
regles strictes mais qui reste par exemple présent dans 1'essence sans plomb. L’action
leucémogeéne du benzéne est connue depuis de nombreuses années en raison de
I'augmentation de fréquence des leucémies aigués en cas d’exposition
professionnelle chronique.

Suite a une exposition prolongée a un agent alkylant, une leucémie aigué peut
survenir en moyenne 3 a 7 ans apres I'exposition.

Le role des radiations ionisantes est également bien démontré, aussi bien chez les
survivants d’explosion atomique que chez les sujets exposés professionnellement aux
risques radiologiques.

Le tabagisme et 'utilisation fréquente de pesticides et herbicides semblent associés a
un risque accru de LA.

On a enfin montré que, dans certaines LAM du nourrisson, principalement avec
anomalie cytogénétique en 11q23, cette anomalie était présente des la naissance et
semblait résulter d'une exposition maternelle a certaines substances toxiques de
I'alimentation, comme des aflatoxines.
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3 Symptomes et diagnostic

3.1  Etats pré-cliniques

Les LAM du sujet agé et les LAM induites par les agents alkylants sont tres souvent
précédées par une phase pré-leucémique appelée syndrome myélodysplasique
(SMD, autrefois appelé anémie réfractaire). Ce syndrome comporte une insuffisance
médullaire, ot les précurseurs médullaires meurent par apoptose avant d’atteindre le
stade de cellules matures. La moélle comporte alors des anomalies morphologiques
particuliéres (myélodysplasie) et souvent un exces de blastes (anémie réfractaire avec
exces de blastes) (Lowenberg et al. 1999).

3.2  Signes cliniques
Les plaintes du patient sont peu spécifiques et durent généralement depuis quelques
semaines. Les symptdmes principaux sont un syndrome grippal, des infections des
voies respiratoires supérieures, un état fébrile, une fatigue. Plus rarement ils
concernent des hémorragies.

L'examen clinique n'a souvent rien de particulier (il peut y avoir un syndrome
tumoral, en particulier une atteinte neurologique centrale, rate, foie et gencives). Seul
I'examen du sang et de la moelle osseuse permet de porter le diagnostic.

3.3  Diagnostic hématologique

L'hémogramme

C’est la formule sanguine pathologique qui met sur la piste du diagnostic. Il traduit
les conséquences de l'insuffisance médullaire. Elle montre le plus souvent une baisse
de 1'hémoglobine (anémie), des plaquettes (thrombopénie) et des polynucléaires
(polynucléaires neutrophiles <1.500/mm?3: neutropénie). On observe une blastose
sanguine d'importance variable. Lorsqu'elle est importante, elle détermine une
hyperleucocytose (leucocytes>10.000/mms3), pouvant dépasser 100.000/mm3. A
I'opposé, les blastes peuvent étre absents du sang circulant, ou en tres petit
pourcentage, et 'hémogramme montre alors une leucopénie (leucocytes<4000/mms3).

Le myélogramme

La ponction médullaire est absolument indispensable au diagnostic cytologique, elle
permet également les études indispensables cytogénétiques, immunologiques et
moléculaires.

L’examen cytologique montre un pourcentage de blastes malins par définition
supérieur a 20 %, en fait souvent 50%. Les lignées normales (granuleuses,
érythroides, mégacaryocytaires, lymphocytaires) sont diminuées quantitativement.
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Les examens cytogénétiques des blastes permettent de démontrer des anomalies
chromosomiques numériques ou structurelles chez environ 60% des patients avec
LAM. Les altérations cytogénétiques sont les facteurs pronostiques les plus
importants.

Les criteres morphologiques et cytogénétiques sont a 1'origine de la classification
internationale Franco-Américano-Britannique FAB (Tableau 11) (Bene et al. 1995).

FAB Fréquence Cytogénétique
LAM 0 : leucémie minimalement différenciée 3%
LAM 1 : leucémie a myéloblastes 15-20%
LAM 2 : leucémie a myéloblastes matures 25-30% t(8;21) (40%)
LAM3: lf:uczemle .a prom?felocytes : 5.10% ¥(15 117) (98%)
LAM 3v : leucémie variante microgranulaire
LAM 4 : leucémie myélomonocytaire 20% 11g23 (20%)
LAM 4Eo : idem avec éosinophiles anormaux 5-10% inv(16) (80%)
LAM 5 : leucémie monocytaire 2-9% 11923 (20%)
LAM 6 : leucémie érythrocytaire 3-5%
LAM 7 : leucémie a mégacaryocytes 3-12%

Tableau 11 : Classification FAB des leucémies myéloides aigués

3.4  Facteurs de pronostic

Une fois le diagnostic établit, un traitement adapté, basé sur une chimiothérapie peut
commencer.

Différents facteurs pronostiques influent sur la réussite du traitement (Leith et al.
1997; Legrand et al. 1999; Lowenberg 2001). Deux facteurs de pronostic sont bien
identifiés (Tableau 12).

L'age

La probabilité de rémission compléte diminue régulierement avec I'dge. Dans les
séries pédiatriques le taux de rémission est voisin de 80 %. Il est de 60 a 70 % chez les
patients agés de 30 a 50 ans et inférieur a 50 % apres 60 ans.

Parmi les traitements les plus efficaces, la cytosine arabinoside a fortes doses et
'allogreffe de moelle ne sont pas utilisables apres 60 ans, ce qui, ajouté a une plus
faible probabilité de rémission complete, explique le pronostic trés défavorable apres
cet age.

Le caryotype médullaire

Le caryotype médullaire est un facteur dont la valeur pronostique est maintenant trés
largement confirmée. On sait actuellement qu'une translocation (8;21) observée
surtout dans les LAM 2, une inversion péricentrique du chromosome 16 observée
dans la LAM 4 avec éosinophiles sont des éléments de bon pronostic lorsque ces
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anomalies sont isolées. Il en est de méme de la translocation (15;17) dans les LAM 3.
A l'inverse les délétions partielles ou totales des chromosomes 5 et 7 et les anomalies
11923 sont de mauvais pronostic.

Autres facteurs

L’existence d'une phase préleucémique (syndrome myélodysplasique) réduit la
probabilité de rémission. Une hyperleucocytose (leucocytes > 20.000/mma3)
augmente le risque de leucostase (agrégation intravasculaire anormale de leucocytes)
pouvant affecter le cerveau et les poumons. Enfin une réponse thérapeutique
retardée, c'est-a-dire I'obtention d’une rémission apres le deuxieme cycle d’induction
correle avec un taux de récidive plus élevé.

Pronostic Faible risque Risque intermédiaire Haut risque
Caryotype normal -5;del(5q);-7;11q23;
t(8;21) ; inv(16) ; +8; 421 ; +22 t(6;9)
Cytogénétique t(15 ;17) del(7q) ; del(9q) ou présence de plus de 3
Autres anomalies anomalies dans le caryotype
(caryotype complexe)
Age <60 ans - > 60 ans
Leucocytose <20.000/ mm?3 - > 20.000/ mm?3
Temps de latence . R ome
e - - RC tardive apres le 2¢me cycle

Tableau 12 : Facteurs pronostiques des LAM

RC : rémission complete

La prise en compte de ces différents facteurs pronostiques est a I'origine de thérapies
plus spécifiques en fonction du risque. En conséquence, le pronostic des patients
atteints de leucémies aigués s’est considérablement amélioré durant les vingt
dernieres années.

4 Traitements

Les options thérapeutiques sont multiples et dépendent de facteurs cliniques (age,
état général), hématologiques (cytologie sanguine et médullaire) et cytogénétiques.
Le traitement est a visée curative, c’est-a-dire qu’il cherche a induire des rémissions a
long terme.

Le traitement des leucémies aigués reste basé sur la chimiothérapie, parfois associée
a la greffe de cellules souches hématopoiétiques. Il comprend deux phases, le
traitement d’induction et le traitement de consolidation une fois la rémission obtenue
(Figure 53).
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Figure 53 : CONCEPT DE MALADIE RESIDUELLE : la masse tumorale au diagnostic est estimée a
1072 cellules. La rémission complete (RC) obtenue apres le traitement d’induction équivaut da une
réduction d’au moins 2 Log. A ce stade la maladie résiduelle reste détectable par cytométrie en flux
jusqu’a - 4 Log et par biologie moléculaire jusqu’a - 6 Log. Aprés traitement de consolidation puis
durant la « maintenance », la maladie peut disparaitre, rester a l'état quiescent ou rechuter.

L'induction standard depuis 30 ans est "association d’anthracycline (généralement
daunorubicine) et parfois d’autres intercalants comme la mitoxantrone et un
analogue nucléosidique, la cytosine-arabinoside (Ara-C).

Le but du traitement d’induction est d’obtenir une rémission hématologique apres un
ou deux cycles de chimiothérapie. L'examen d'une nouvelle ponction médullaire et
de I'hémogramme va permettre de juger de l'efficacité de ce premier traitement
d'induction. La rémission complete (RC) correspond a la normalisation de
I'hémogramme ou au moins a l'obtention de plus de 1000 polynucléaires
neutrophiles par mm3 et plus de 100.000 plaquettes, sans cellule anormale circulante
avec blastose médullaire <5%. La rémission partielle (RP) correspond a la
normalisation de I’hémogramme avec blastes médullaires compris entre 6 et 15%.
L’échec est défini par plus de 15% de blastes médullaires en général associé a un
hémogramme pathologique.

La disparition des cellules leucémiques du sang et de la moelle osseuse ne signifie
pas que toutes les cellules tumorales ont été éliminées. Il persiste une maladie
résiduelle détectable par des techniques sensibles (cytométrie en flux, PCR). Pour
cette raison les protocoles de chimiothérapie proposent des traitements de
"consolidation" de cette rémission. Ils consistent en ’administration aux patients de
fortes doses de chimiothérapie, basées toujours sur la cytosine-arabinoside et une
anthracycline.

Apres ce traitement de consolidation, une "intensification" est proposée chez le sujet

N

jeune a risque: il n'y a actuellement pas de consensus sur le meilleur traitement
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permettant d'éviter des rechutes : allogreffe, autogreffe ou plusieurs cures de
chimiothérapie proches ou identiques a la consolidation.

Malgré les traitements de consolidation et d'intensification, le risque de rechute reste
élevé. Ces rechutes surviennent généralement dans les deux premiéres années qui
suivent la mise en rémission. Elles sont plus souvent réfractaires au traitement, et le
sont d'autant plus qu'elles surviennent précocement. Il n'y a pas de traitement
"standard" de ces rechutes. Si elles surviennent tardivement, un traitement analogue
a celui donné lors de l'induction peut étre proposé.

Cas particulier : LAM3

La leucémie promyélocytaire aigué est un sous-type particulier représentant 5 a 10%
des LAM. Elle se caractérise par des hémorragies diffuses dues a des troubles de
coagulation, et sur le plan cytologique par des cellules présentant une morphologie
particuliére (promyélocytes avec "corps d'Auer en fagots"). Elle est due a une
anomalie chromosomique acquise (translocation entre le chromosome 15 et le
chromosome 17), qui implique le récepteur de la vitamine A (acide rétinoique).
L'adjonction de fortes doses d'acide tout-transrétinoique (ATRA) a la chimiothérapie
(daunorubicine et Ara-C) permet de controler tres vite les troubles de la coagulation
et d'obtenir une rémission complete dans plus de 95 % des cas (Fenaux et al. 2001).

5 Leucémies et role des transporteurs ABC dans les
mécanismes de multirésistance aux chimiothérapies

La résistance a la chimiothérapie est un obstacle majeur au succés des traitements des
leucémies aigués myéloblastiques. L'échec de traitements peut étre da au
développement de multirésistance aux drogues (MDR), dont les mécanismes incluent
vraisemblablement la surexpression de transporteurs ABC membranaires impliqués
dans I'export d’agents cytotoxiques utilisées en chimiothérapie (Ross 2004). Dans les
leucémies, la résistance multiple aux chimiothérapies est souvent attribuée aux
transporteurs présents dans la membrane plasmique. Plusieurs transporteurs sont
supposés jouer un role dans les leucémies aigués (Ross 2000). Les plus fréquemment
cités sont ABCB1, ABCC1 et ABCG2.

Les spécificités de substrats de ces trois transporteurs sont distinctes, mais peuvent
aussi se chevaucher : la daunorubicine peut étre transportée par ABCB1, ABCC1 et
ABCG?2 ; I'étoposide a la fois par ABCB1 et ABCC1 ; la mitoxantrone par ABCG2 et
en moindre mesure par ABCBI. Plusieurs études semblent montrer que
ABCB1/MDRI1 ne transporte pas I’Ara-C (Hait et al. 1993 ; Galimberti et al. 2003 ;
Sarkar et al. 2005). Cependant, une étude récente observe que des cellules HL60
exprimant MDR1 sont plus résistantes que la lignée sensible (Baran et al. 2006).
ABCG2 et ABCC1 ne semblent pas transporter 1"’Ara-C (Lorico et al. 1996; Stam et al.
2004).
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Le premier transporteur identifié, et le plus étudié est ABCB1/MDRI1. La
surexpression d’ABCB1 dans des lignées cellulaires, in vitro, confere une résistance a
un large spectre d’anticancéreux, parmi lesquels des agents utilisés dans les
traitements de LAM. Les hématopathies malignes, telles que les LAM, les leucémies
aigués lymphoblastiques, les lymphomes et les myélomes expriment habituellement
de faibles taux de P-gp au diagnostic, et sont initialement sensibles aux
chimiothérapies (Leith et al. 1999).

Certaines études montrent que lors d'une rechute les niveaux d’expression de P-gp
peuvent étre plus élevés, et que les tumeurs ont développé une résistance accrue
(Leith et al. 1999). Dans d’autres études, 'augmentation de I'expression de la P-gp au
diagnostic initial ou a la rechute lors d'une LAM sont des facteurs prédictifs d"une
faible réponse a la chimiothérapie ou d’un faible résultat en terme de survie (Leith et
al. 1997; van den Heuvel-Eibrink et al. 1997; Wuchter et al. 2000). Cependant pour
Wilson et ses collaborateurs, ABCB1 est également surexprimé dans le groupe de
patients réfractaires, mais ABCB1 seul ne différencie pas significativement ce groupe
par rapport a d’autres patients LAM (Wilson et al. 2006).

Le cas d’ABCC1 semble plus controversé. De premieres études montrent que
I'expression de MRP1 augmente avec la progression de la maladie dans les LAM
(Hart et al. 1994; Schneider et al. 1995; Zhou et al. 1995), mais des études plus récentes
n‘ont pas trouvées de corrélation entre 1'expression de MRP1 et la réponse clinique
dans les LAM (Filipits et al. 1997; Filipits et al. 1999).

Un transporteur plus récemment décrit pourrait également jouer un roéle dans la
chimiorésistance, il s’agit d’ABCG2. L'expression d’ABCG2 et son role dans les LAM
sont tres controversés.

Des niveaux relativement élevés d’ABCG2 ont été observés dans environ un tiers
d'un groupe a haut risque de patients atteint de LAM, et ne correlent pas avec
I'expression d’ABCBL. Ceci suggere qu’ABCG2 pourrait induire une résistance a des
agents thérapeutiques en I'absence d’ABCB1 (Ross et al. 2000). Par des techniques de
PCR quantitative, une équipe montre que l'expression d’ABCG2 pourrait corréler
avec un mauvais pronostic dans des LAM de I'enfant (Steinbach et al. 2002).

De plus dans une étude de 20 paires d’échantillons prélevés au diagnostic et a la
rechute, on constate une augmentation de I'expression de I'’ARN messager de BCRP
a la rechute ou lors de LAM réfractaire (van den Heuvel-Eibrink et al. 2002).

Steinbach et ses collaborateurs ont trouvé une expression médiane d’ABCG2 plus
élevée dans 24 LAM pédiatriques qui n’arrivent pas a la rémission complete apres la
premiere induction comparés a 21 patients qui ont une rémission complete
(Steinbach et al. 2002). Enfin, selon Wilson et ses collaborateurs, la surexpression
d’ABCG2 pourrait suggérer un role dans la chimiorésistance éventuellement en
combinaison avec ABCB1 (Wilson et al. 2006). Cependant, les études utilisant des
essais fonctionnels ou la détection immunologique de la protéine BCRP trouvent de
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faibles taux d’expression de BCRP dans les blastes leucémiques, et ne voient pas
d’augmentation d’expression de BCRP lors de la rechute.

Enfin, certains transporteurs ABC n’étant pas connus pour jouer un role dans la
résistance aux chimiothérapies ont été récemment cités comme pouvant jouer un role
dans les leucémies.

Une étude récente utilisant les microarrays, a identifié quatre transporteurs qui
seraient surexprimés chez les patients LAM comparés avec des ponctions de moelles
osseuses de patients sains. Il s’agit d"ABCA2, ABCA3, ABCB2 et ABCC10. Parmi ces
quatre transporteurs, le plus important semble étre ABCA3, dont l'expression est
trois fois plus importante chez 21 patients n’ayant pas eu de rémission complete
apres le premier cycle de chimiothérapie, comparés a 21 patients ayant eu une
rémission complete (Steinbach et al. 2006).

Jusqu'ici, l'impact différentiel de 1'expression de génes de résistance sur des résultats
de traitement dans les LAM n'est pas clair. Bien que le role des transporteurs ABC
dans la résistance aux chimiothérapies dans les LAM soit admis, la réelle implication
des transporteurs connus dans la résistance (ABCB1, ABCC1, ABCG2...) ou d’autres
transporteurs non étudiés jusqu’alors reste encore a déterminer clairement.

Le profil d’expression de génes est une méthode puissante pour étudier
I'hétérogénéité biologique des LAM. Pour déterminer les genes exprimés ou
réprimés responsables de la résistance aux cytostatiques, la PCR quantitative est une
méthode tres sensible. Cette technique, utilisée a haut débit, sur des échantillons
diagnostiques de ponctions de patients atteints de LAM sur l'ensemble des
transporteurs ABC pourrait nous permettre de mieux connaitre les profils
d’expression de ces LAM, d’inclure de nouveaux parametres dans les mécanismes de
leucémogeneése et d’affiner la classification des risques et les cibles thérapeutiques
dans les LAM.

II METHODES

1 Patients LAM testés et définition de groupes

Ce travail a été effectué en collaboration avec I'équipe du Professeur Jean-Pierre
Marie (Département d’"Hématologie et Oncologie Médicale - Hotel Dieu et INSERM
U936) qui nous a fourni des ARN provenant de blastes de patients ayant déclaré une
leucémie aigue myéloblastique diagnostiquée entre 1996 et 2005. Ces blastes ont été
obtenus par ponction sternale ou iliaque, au diagnostic initial, avant la thérapie.

‘étude incluait initialement 56 patients ; nous avons décidé d’enlever de l'analyse 5
patients dont le suivi nous paraissait trop court pour évaluer la réponse clinique.
Nous avons ensuite défini, sur la base des résultats du traitement de ces 51 patients,
deux groupes : le groupe des patients sensibles a la chimiothérapie et le groupe de
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patients résistants. Pour cela, nous avons évalué pour chaque individu le temps de
survie sans récidive (Disease Free Survival, DFS). La DFS est définie comme le temps
entre la premiere rémission compléte et la premiere rechute ou la date de derniere
nouvelle si le patient n’a pas rechuté. Les patients évalués résistants sont les patients
réfractaires au premier traitement. C'est-a-dire ceux n’ayant pas eu de rémission
compléte aprés ce premier traitement (RP), ceux pour lesquels une deuxiéme
induction a été nécessaire pour obtenir une rémission (P1R) ou ceux dont la DFS est
inférieure a 3 mois. Les patients sensibles correspondent aux autres patients, nous
nous sommes assuré que leur DFS était supérieure a 6 mois (Tableau 13).

Résistants | - réfractaires au premier traitement (RP)

- nécessité de double induction au premier
traitement (P1R)

- DFS < 3 mois

- DFS > 6 mois

Sensibles

Tableau 13 : Critéres de définition de résistance des patients a la chimiothérapie

Sensibles Résistants

Age médian au diagnostic 50 (17-78) 48 (17-78) 52 (19-73)
Sexe

Femme 30 20 10

Homme 21 11 10
Sous-types FAB

MO 0 0 0

M1 20 10 10

M2 11 8 3

M3 1 1 0

M4 7 6 1

M5 8 5 3

M6 4 1 3

M7 0 0 0
Cytogénétique

Favorable 11 11 0

Intermédiaire 26 14 12

Défavorable 14 6 8

Tableau 14 : Caractéristiques des patients, pronostic avant chimiothérapie.

Les différentes caractéristiques de ces patients (4ge, sexe, cytogénétiques,
classification internationale FAB, ainsi que le pronostic avant le traitement) sont
décrit dans le Tableau 14.
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2 Outils, méthodes et normalisation des expériences de
qPCR

Trois types de TLDA ont été utilisées dans cette étude. Dans un premier temps nous
avons utilisé des plaques contenant 49 sondes de transporteurs ABC et 4 sondes de
genes de référence (TLDA-Abcl). Nous avons ensuite utilisé des plaques contenant
16 sondes de genes de référence (TLDA-Ménage). Pour finir, nous avons dessiné des
plaques contenant 45 transporteurs et 9 génes de référence (TLDA-Abc3) (Tableau
15).

21  Transporteurs ABC étudiés

Dans un test préliminaire (TLDA-Abcl) nous avons mesuré l'expression des 49
transporteurs ABC humains sur 24 patients. De cette premiére analyse, nous avons
vu que certains transporteurs ABC n’étaient jamais exprimés. Pour notre série de
plaques TLDA-Abc3, nous avons décidé d’enlever certains transporteurs qui ne nous
semblaient pas nécessaires pour cette étude car jamais présents (ABCA12, ABCCS,
ABCC12, ABCG5, ABCGS8) dans ces échantillons de blastes de patients.

2.2 Choix des génes de référence

Le choix du géne de référence, utilisé pour la normalisation de données PCR
obtenues sur des leucémies, varie selon les publications. Différentes publications ont
utilisé la Glycéraldéhyde 3-Phosphate Déshydrogénase (GAPDH) comme géne de
référence (Krauter et al. 1999; Kondo et al. 2000; Sugahara et al. 2004) ; parfois deux
genes de référence sont testés GAPDH et la beta-2-microglobuline (B2M) (Kosugi et
al. 1999). Récemment, 'hydroxymethylbilane synthase (HMBS) a servi de gene de
contrdle pour des PCR effectuées sur des LAM (Scholl et al. 2003; Huh et al. 2005) ;
mais aussi la B2M (Liu et al. 2005) ainsi qu’Abelson (ABL1) (Guerrasio et al. 2002;
Saussoy et al. 2004).

Une étude récente sur 250 échantillons de leucémies (aigue et chronique) d’origines
tres variées sélectionne 3 genes de référence : ABL1, GUSB, B2M (Beillard et al. 2003).
Cette publication exclue 12 autres génes de référence sur la base de présence de
pseudogenes ou de leur niveau d’expression. Les trois genes sélectionnés ne
semblent ne pas varier dans leurs échantillons. Les auteurs ne nous donnent pas de
d’indication sur la variabilité des autres génes de controle.
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TLDA-Abcl

TLDA-Abc3 | TLDA-Ménage

ABCA1 ABCA1
ABCA2 ABCA2
ABCA3 ABCA3
ABCA4 ABCA4
ABCA5 ABCA5
ABCA6 ABCA6
ABCA7 ABCA7
ABCAS8 ABCAS8
ABCA9 ABCA9
ABCA10 ABCA10
ABCA12
ABCA13 ABCA13
ABCB1 ABCB1
ABCB2 ABCB2
ABCB3 ABCB3
ABCB4 ABCB4
ABCB5 ABCB5
ABCB6 ABCB6
ABCB7 ABCB7
ABCB8 ABCB8
ABCB9 ABCB9
ABCB10 ABCB10
ABCB11 ABCB11
ABCC1 ABCC1
ABCC2 ABCC2
ABCC3 ABCC3
ABCC4 ABCC4
ABCC5 ABCC5
ABCC6 ABCC6
ABCC7 ABCC7
ABCC8
ABCC9 ABCC9
ABCC10 ABCC10
ABCC11 ABCC11
ABCC12
ABCC13 ABCC13
ABCD1 ABCD1
ABCD2 ABCD2
ABCD3 ABCD3
ABCD4 ABCD4
ABCE1 ABCE1
ABCF1 ABCF1
ABCE2 ABCE2
ABCE3 ABCE3
ABCG1 ABCG1
ABCG2 ABCG2
ABCG4 ABCG4
ABCG5
ABCGS8
18S 18S
B2M B2M
GUSB GUSB
ABL ABL

18S
B2M
GUSB

HPRT1
PPIA
GAPD
TBP
TFRC
UBC
RPLPO
POLR2A
HMBS
ACTB
IPO8
YWHAZ
PGK1

Tableau 15 : transcrits testés sur nos différentes séries de plaques
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1ére série de plaques : « TLDA-Abc1 »

Nous avons donc décidé dutiliser les trois génes ABL1, GUSB, B2M sur les TLDA.
Nous avons ensuite ajouté le 185 qui est un gene de référence classiquement utilisé
pour la normalisation de données PCR.

L’étude de ces 4 genes de référence par Normfinder et GeNorm nous montre que de
ces quatre genes, 185 et B2M sont plus stables dans cette étude. Toutefois, les valeurs
de M (pour GeNorm) et les valeurs de variabilité (pour Normfinder) nous paraissent
élevées en comparaison de celles que nous obtenons d’habitude (Figure 54)

Variabilité selon Normfinder Valeurs de M selon Genorm

0,87 1-

0,71

0,94
0,6
0,84
0,5—/
0,44 0,74
0,34
0,64
0,24
0,54
0,14
T T T 7 4 T T T 7
ABL B2M 185 ABL 185 B2M

0
GUSB GUSB

Figure 54 : Classement de 4 genes de référence.

Test sur 16 génes de référence : « TLDA-Ménage »

Nous avons donc fait un test sur des TLDA comportant 16 genes de référence et
comprenant 18S, B2M, GUSB, utilisés précédemment. Nous avons testé seulement
une partie de nos patients (32 patients) sur ces TLDA et nous avons classé grace a
GeNorm et Normfinder les 16 genes de référence en fonction de leur variabilité
d’expression (Figure 55). Ceci nous a permis de voir comment se comportaient ces
trois genes par rapport aux 13 autres genes de référence. L'analyse nous montre que
GUSB et B2M sont beaucoup plus variables que d’autres genes de référence. En
revanche, le 18S semble assez stable.

Les deux logiciels n'utilisent pas le méme algorithme de calcul, et ne donnent pas
exactement le méme classement. Ils semblent étre d’accord pour définir les 3
meilleurs genes de référence dans cette étude : GAPDH, PPIA, PGK1. Cependant,
nous avons préféré éliminer PGK1 pour la normalisation de nos plaques, en effet, la
surexpression de PGK1 induirait des phénomenes de multirésistance aux drogues

(Duan et al. 2002).
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Variabilité selon Normfinder Valeurs de M selon Genorm
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Figure 55 : Classement de 16 genes de référence

RPLPO
HPRT
HMBS
ACTB
TB:
18
1PO8

POLR2A
YWHAZ
PPIA
GAPDH
PGK1
TFRC
UBC
B2M|
HMBS
POLR2A
CTB
HPRT
RPLPO
TBP
1PO8
YWHAZ
GAPDH
PGK1
PPIA

3eme gérie de plaques : « TLDA-Abc3 »

Pour réaliser notre étude sur les patients LAM, nous avons construit de nouvelles
cartes contenant les transporteurs ABC et les 9 génes de référence suivant :

- 3 génes cités par Beillard et collaborateurs : GUSB, B2M, ABL (Beillard et al. 2003)

- 3 genes de référence que nous avons sélectionnés dans notre analyse sur 32
patients : 18S, PPIA, GAPDH

- 3 genes couramment utilisés pour normaliser des données TBP, TFRC, HPRT

Variabilité selon Normfinder Valeurs de M selon Genorm
1,6 1
14
099
1,21
0384
14
L1
08 074
0,6
1 0,64
041
051
0,21
0-f 0,44
TFRC  [GUSB TBP  HPRT GAPD  PPIA TFRC  [GUSH TBP HPRT GAPD  PPIA

Figure 56 : Classement de 9 génes de référence

Nous avons analysé ces 9 genes de référence sur I'ensemble de nos patients (Figure
56). Les geénes les plus stables dans nos échantillons sont GAPDH, PPIA et 18S.
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Dans ce type d’étude de PCR quantitative, le choix du gene de référence utilisé pour
la normalisation des résultats est primordial. Dans des études de PCR quantitative
sur des échantillons de LAM, nous avons vu que de nombreux genes ont été cités
dans la littérature, sans justification. Une étude a été réalisée sur de nombreux
échantillons de leucémies (Beillard et al. 2003). C’est sur cette étude que nous nous
sommes basés pour choisir nos génes de référence dans la premiere série de plaque
TLDA-Abcl. Dans cette publication, le choix des génes a été fait sur la base de la
présence de pseudogenes et sur leur niveau d’expression. Nous n’avons pas été
satisfaits par la stabilité d’expression de ces genes. C’est pourquoi nous avons mené
une étude sur les genes de référence et nous avons normalisé nos résultats par la
moyenne des génes qui étaient les plus stables dans nos échantillons : GAPDH, PPIA,
18S.

III RESULTATS

1 Profil d’expression des transporteurs ABC dans les
LAM

Nous avons tout d’abord voulu représenter 'abondance des 49 transporteurs ABC
humains dans les blastes de 51 patients LAM. Ces transporteurs ont des expressions
variables. Le profil d’expression est représenté sur la Figure 57.

Les 49 transporteurs ABC testés sont en lignes, et les 51 échantillons en colonnes. Les
patients résistants sont regroupés sur la gauche (rectangles roses) et les patients
sensibles a droite (rectangles bleus). Chaque rectangle représente la moyenne d’'un
duplicata de PCR. Les couleurs indiquent le niveau d’expression relatif de chaque
transporteur ABC: rouge pour les genes tres exprimés, vert pour les transcrits
absents, en passant par le noir pour une expression moyenne (les rectangles gris sont
des données manquantes).
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Figure 57 : Profil d’expression des transporteurs BC dans des échantillons de blastes de patients LAM
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Cette figure représente les valeurs de Ct normalisés de chaque échantillon. Cette
représentation est centrée sur la valeur médiane de I’'ensemble des Ct normalisés de
cette expérience. Cette classification hiérarchique (Hierarchical Clustering) a été
obtenue en mesurant la distance Euclidienne entre les transporteurs ABC. Le critere
d’agrégation des distances utilisé pour la détermination des classes (clusters) est le
lien maximum (Complete linkage). Le dendrogramme représente la relation entre les
profils d’expression. La longueur des bras est inversement proportionnelle aux
similarités des profils d’expression.

N

Globalement 2 tendances apparaissent suite a cette analyse, nous permettant de
distinguer les génes trés bien exprimés de ceux moins bien exprimés. En regardant
plus précisément, 5 sous groupes peuvent étre distingués.

Les groupes 1 et 2 correspondent a des classes d’ABC trés bien exprimés dans les
blastes de patients leucémiques. Les niveaux d’expression du groupe 1 (5 génes) sont
tres élevés et constants, celles du groupe 2 (11 genes) peuvent varier selon les
individus. Les groupes 3, 4 et 5 sont moins présents. Le groupe 5 (17 génes) contient
des génes non exprimés dans ces blastes. Le groupe 3 (5 genes) est constitué de genes
tres peu exprimés, mais qui peuvent s’exprimer faiblement dans de rares cas. Enfin le
groupe 4 (11 genes) est constitué de génes dont I'expression semble varier selon les
individus avec un niveau d’expression moyen.

Les groupes 2 et 4, dont les expressions sont variables inter-individus, peuvent
contenir des genes trés intéressants pour la suite de ’analyse. En effet, les variations
observées pourraient correspondre a une expression différentielle dans les groupes
de patients résistants ou sensibles.

2 Quantification relative de chaque transporteur ABC

Nous avons calculé, pour chaque transporteur ABC, I'expression relative du groupe
de patients résistants, comparée au groupe de patients sensibles. La Figure 58
représente les ratios d’expression obtenus pour 39 transporteurs ABC (10
transporteurs ont été exclus car leur expression était trop faible).

Dans l'ensemble, on remarque que de nombreux transporteurs ABC ne varient pas
significativement entre le groupe de patients sensibles et celui des résistants. Une
ligne rouge délimite les facteurs d’augmentation supérieurs ou égaux a 2 auxquels
nous nous sommes intéressés. Nous avons alors plus particulierement étudiés 7
transporteurs : ABCA2, ABCB1, ABCB5, ABCB6, ABCC13, ABCG1 et ABCG2 (Figure
59). Les profils d’expression de ces 7 transporteurs sont représentés dans la Figure 60.
On peut remarquer que pour ces transporteurs on a une expression plus importante
(couleur rouge) chez les patients résistants. Nous avons calculé les facteurs
d’augmentation entre le groupe de patient par rapport au groupe de patients
sensibles (Tableau 16).
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Afin de vérifier si nos 2 groupes (sensibles et résistants) étaient significativement
différents pour 'expression de ces 7 transporteurs, nous avons appliqué le test de
Mann & Whitney. Les valeurs du Ct normalisé moyen, de chaque ABC, du groupe de
résistants, sont indiquées dans le Tableau 16, ainsi que les résultats des valeurs de p
de notre test statistique. ABCB5 étant un gene tres peu exprimé Figure 60 (Ct
normalisé moyen de 33,72), nous avons préféré 1'enlever de notre étude. En revanche,
pour nos 6 autres ABC, les Ct obtenus sont suffisamment précoces.

Si 'on décide d’accepter I'hypothese de nos deux populations différentes au seuil
5%, 5 transporteurs ABC sont exprimés différemment entre notre groupe de sensibles
et notre groupe de résistants : ABCA2, ABCB1, ABCC13, ABCG1 et ABCG2.

Parmi ces 5 transporteurs, deux d’entre eux, ABCB1 et ABCG2 sont particulierement
connus pour transporter des cytotoxiques. ABCB6 ne passe pas notre test statistique
au seuil 5% mais sa valeur de p (6%) est proche de ce seuil. Cependant d’autres
transporteurs sont parfois cités comme transporteurs de cytotoxiques, le plus connu
étant ABCC1. Dans notre étude ce transporteur ne varie pas entre nos deux groupes
de patients. Si 1’on applique un test de Mann et Whitney sur les Ct normalisés de nos
deux populations de patients. La valeur de p est d’environ 0,6 (Tableau 16). Nous
avons effectué ce test sur 7 autres transporteurs, dont les ratios ne variaient pas. Pour
ces transporteurs, les valeurs de p varient de 0,45 a 0,98 indiquant que ces deux
populations ont bien des profils identiques.

10 -

I e e

ABCA2 ABCB1 ABCB 5 ABCB 6 ABCC13 ABCG1 ABCG 2

Figure 59 : ratios d’expression de 7 transporteurs ABC qui varient entre nos deux groupes
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RESISTANTS

Figure 60 : profils d’expression de 7 transporteurs ABC

Ct normalisé moyen

RQ moyen éh e 8 P valeur
ABCA2 2,00 26,87 0,0108
ABCB1 3,32 28,88 0,0372
ABCB5 2,17 33,72 0,0071
ABCB6 2,23 27,54 0,0622
ABCC13 3,10 30,48 0,0354
ABCG1 2,11 28,30 0,0016
ABCG2 3,82 28,81 0,0033
ABCA3 111 31,63 0,5725
ABCA13 1,06 30,08 0,9771
ABCB2 -1,02 25,71 09771
ABCB3 1,04 26,46 0,4495
ABCC1 -1,02 26,92 0,5989
ABCC3 1,05 33,38 0,7380
ABCF2 -1,08 26,31 0,4729
ABCF3 -1,05 26,68 0,4969

Tableau 16 : quantification relative de transporteurs ABC avec (en haut) ou sans (en bas) variations

IV DISCUSSION

* 5 transporteurs ABC sont significativement plus exprimés dans le groupe des patients
résistants.

Dans notre étude nous nous sommes intéressés aux variations d’expression des
transporteurs ABC sur des échantillons de patients ayant déclarés une LAM. Nous
avons comparé |'expression en transporteurs ABC des blastes de ces patients avant la
chimiothérapie avec leur réponse au traitement. Pour cela, nous avons défini deux
groupes de patients, ceux ayant bien répondu au premier cycle de chimiothérapie, et
ceux n‘ayant pas de rémission ou rechutant rapidement. Ceci nous a permis de
sélectionner les transporteurs qui pourraient jouer un role dans la résistance des
LAM au traitement de chimiothérapie.

Nous avons constaté que parmi nos 49 transporteurs ABC, 5 transporteurs sont
significativement plus exprimés dans le groupe de patients résistants. Ces 5
transporteurs sont ABCA2, ABCB1, ABCC13, ABCGl et ABCG2. Un autre
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transporteur, ABCB6 est également surexprimé dans le groupe de patients résistants
mais se situe a la limite de notre analyse statistique.

e ABCB1 - ABCC1 - ABCG2 et la résistance aux traitements des LAM, corrélations et
controverses.

Nos résultats montrent que les deux plus fortes variations d’expression entre nos
deux groupes de patients concernent ABCG2 et ABCBI. Les facteurs d’augmentation
observés pour le groupe des patients résistants sont de 'ordre de 3 a 4 fois. Par
contre, aucune variation n’a été observée pour le transporteur ABCC1.

L’implication d’ABCB1, ABCC1 et ABCG2, sur la réponse thérapeutique dans le
cadre de chimiothérapies anticancéreuses, est assez largement admis en raison de
leur capacité a transporter des cytotoxiques. Cependant les arguments corroborant ce
role s’appuient tres largement sur des études effectuées in vitro, sur des lignées
cellulaires. Dans le cas des LAM, quelques études in vivo chez I'’homme décrivent le
role de ces transporteurs dans la résistance a la chimiothérapie. Ces études se limitent
le plus souvent a rechercher l'un ou l'autre de ces trois transporteurs et les
conclusions de ces études sont parfois différentes voire contradictoires.

Des travaux montrent que l'expression d’ABCB1 (Leith et al. 1997; Malagola et al.
2007) ou celle d’ABCG2 (Steinbach et al. 2002) sont associées avec un faible taux de
rémission compléte des patients. D’autres travaux ont montrés que l'activité de 2
transporteurs comme par exemple ABCB1 et ABCC1 (Legrand et al. 1999) induisent
une résistance a la chimiothérapie des LAM. Cependant, une absence de corrélation
entre I'expression de ces 2 transporteurs et la réponse au traitement a également été
décrite (Galimberti et al. 2003).

La surexpression d’ABCB1 et ABCG2, que nous avons quantifié et corrélé avec un
mauvais pronostic dans nos échantillons, a également été observé dans d’autres
travaux (Benderra et al. 2004; Wilson et al. 2006; van den Heuvel-Eibrink et al. 2007).

Concernant ABCC1, son role dans la résistance des LAM est assez controversé. Il a
parfois été associé a une mauvaise réponse a la chimiothérapie (Hart et al. 1994;
Schneider et al. 1995; Zhou et al. 1995), cependant d’autres équipes ne trouvent pas de
corrélation entre son expression et un mauvais pronostic (Filipits et al. 1997; Filipits et
al. 1999; Damiani et al. 2007). Dans nos expériences, nous avons constaté qu'ABCC1
est effectivement bien exprimé dans les blastes des patients LAM, mais que son

expression ne variait pas entre nos deux groupes.

Nous proposons donc que la présence d’ABCC1 ne soit pas un facteur pronostique
défavorable pour lefficacité du traitement des LAM contrairement a ABCB1 et
ABCG2.
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* Un role dans la résistance des LAM pour d’autres transporteurs ABC

En dehors des trois transporteurs ABC classiquement impliqués dans la résistance,
plusieurs autres transporteurs ABC sont connus pour étre capable de transporter des
cytotoxiques in vitro. De plus, une étude réalisée sur des blastes a proposé que pour
certains patients l'efflux de substrats n’était dd ni a ABCB1, ni a ABCC1l mais
strement a d’autres transporteurs (Leith et al. 1999).

Dans nos expériences sur des patients LAM, ABCG2 et ABCB1 ne sont pas les seuls
transporteurs qui varient significativement entre nos deux groupes de patients.
Quatre autres transporteurs ABC sont associés au phénotype de résistance des
patients : ABCA2, ABCB6, ABCC13, ABCG1.

Parmi ces 4 transporteurs, on trouve deux transporteurs de cholestérol ABCA2 et
ABCGI. On sait maintenant que le cholestérol ainsi que d’autres lipides jouent un
role dans l'efflux et la liaison des drogues. De plus la composition en lipides de la
membrane cellulaire a un effet sur l'activité de la P-glycoprotéine ou la résistance aux
cytotoxiques (Le Moyec et al. 2000; Luker et al. 2000; Pallares-Trujillo et al. 2000;
Rothnie et al. 2001; Troost et al. 2004). Les transporteurs ABCA2 et ABCGI1 pourraient
donc jouer un role dans la résistance des LAM.

ABCA2 est un transporteur qui serait impliqué dans le métabolisme des lipides
(Kaminski et al. 2001; Ohtsuki et al. 2004) et pourrait jouer un role important dans la
maladie d’Alzheimer (Chen et al. 2004; Mace et al. 2005). De plus, quelques
publications, mettent en évidence son role dans la résistance de lignées cellulaires a
'estramustine (Laing et al. 1998) et a la mitoxantrone (Boonstra et al. 2004). Enfin
deux publications récentes décrivent un possible role d’ABCA2 dans la résistance
aux cytostatiques dans des lignées leucémiques et constatent une expression élevée
dans les blastes de LAM d’enfants (Efferth et al. 2006; Steinbach et al. 2006).

ABCG1 appartient a la sous-famille G comme ABCG2. Il est impliqué dans le
métabolisme des lipides et le transport de cholestérol (Schmitz et al. 2001), mais pas
dans le transport de cytotoxiques. Cependant, une publication montre qu’ABCGI est
induit suite a une exposition d’hépatocytes a de la rifampicine (Nishimura et al.
2002). Jusqu'a présent ce transporteur n’a pas été beaucoup étudié dans les LAM, ni
décrit comme facteur de résistance aux cytotoxiques contrairement a ABCA2. La
fonction de sa surexpression dans le groupe de patients résistant pourrait donc étre
liée a son influence sur la composition lipidique de la membrane cellulaire des

blastes.

Notre étude sur les LAM a également permis de détecter la surexpression de deux
autres transporteurs qui ne sont pas classiquement décrit pour jouer un role dans la
résistance : ABCC13 et ABCB6.

ABCC13 appartient a la sous-famille C des transporteurs ABC. Cependant sa
séquence de référence a récemment été interrompue car le transcrit d’ABCC13
humain serait tronqué. Cette séquence est donc actuellement considérée comme un
pseudogene. Ce qui nous empéche de conclure quand au role potentiel de ce
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transcrit. Cependant, nous avons détecté cet ARN dans le foie foetal, les cellules
souches et les blastes de LAM. Dans la littérature un niveau d’expression élevé de cet
ABC a également été décrit dans la moelle osseuse et le foie foetal (Yabuuchi et al.
2002). Récemment, ABCC13 et ABCB6 ont été décrit dans une étude de résistance de
cancer mammaire. Ils font partie d'un groupe de genes surexprimés chez les patients
ayant des signes de maladie résiduelle (Park et al. 2006). De plus, le gene ABCB6 est
amplifié dans 19 lignées résistantes et serait donc impliqué dans la multirésistance
aux drogues (Yasui et al. 2004). Enfin il est aussi surexprimé dans des tumeurs du
foie (Furuya et al. 1997).

Ces trois études qui comme nos résultats suggerent un role d’ABCB6 dans la
résistance, n’illustrent pas la fonction physiologique connue de ce transporteur. Une
étude récente montre qu"”ABCB6 est requis pour le transport de la porphyrine
(Krishnamurthy et al. 2006). Il serait un gene candidat responsable du syndrome
GRACILE, un syndrome néonatal létal dG a wun désordre des fonctions
mitochondriales associées au métabolisme du fer. (Mitsuhashi et al. 2000).

On pourrait penser que l'induction de transporteurs ABC suite au traitement
anticancéreux a beaucoup plus d’importance que leur niveau d’expression au
diagnostic. Cependant, deux équipes ont récemment mesuré 1'expression des trois
transporteurs ABCB1, ABCC1 et ABCG2 au cours du traitement de chimiothérapie
(van den Heuvel-Eibrink et al. 2002; van der Pol et al. 2003). Aucune variation n’a été
observée pour ABCB1 ni pour ABCC1 ; toutefois une équipe voit une tres faible
augmentation d’ABCG2 a la rechute. Si ces trois transporteurs jouent un role dans la
chimiorésistance c’est par leur présence intrinséeque au diagnostic. Et c’est a ces
niveaux d’expression mesurés juste avant le traitement que nous nous sommes
intéressés.

Nous avons constaté qu’”ABCB1 et ABCG2, sont bien surexprimés dans le groupe des
patients résistants. Mais en plus de ces deux transporteurs, d’autres ABC peu ou pas
étudiés dans les LAM ont vu leur expression augmenter : ABCB6, ABCC13, ABCG1
et ABCA2. Ces transporteurs pourraient jouer un role trés important dans la
résistance soit en assurant le transport de cytotoxique, ou en modulant l'activité
d’efflux des autres transporteurs, avec des conséquences attendues sur la réponse
thérapeutique. Ces variations d’expression chez les patients avant le traitement
peuvent expliquer les différences de réponse a la chimiothérapie. Prédire cette
réponse par le profil d’expression des transporteurs ABC pourrait permettre
d’adapter voir d’améliorer le traitement des leucémies aigués myéloblastiques.
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Chapitre VII : Profil d’expression des transporteurs ABC
dans des lignées cellulaires sensibles et résistantes

I INTRODUCTION
1 La cellule cancéreuse

Les cellules cancéreuses sont des cellules qui vont perdre au cours des divisions
successives les capacités de régulation inhérentes a toutes les cellules normales de
I'organisme. La cellule cancéreuse devient immortelle ; elle se multiplie indéfiniment
sans se différencier et donne une lignée cancéreuse appelée clone. Elle échappe aux
contraintes auxquelles sont soumises les cellules saines, se multiplie de facon
permanente, anarchique, et s’entasse en désordre sans respect pour la trame du tissu
d’origine. Bien que l'origine monoclonale d'une tumeur maligne soit couramment
admise, l'instabilité génétique des cellules cancéreuses est a l'origine d'une
hétérogénéité tumorale phénotypique et génotypique (morphologie, marqueurs de
surface, caryotype, immunogénicité, capacité proliférative et métastatique, sensibilité
aux traitements...). Des mutations successives favorisent le développement d'un
nouveau clone plus malin qui va dominer les autres clones et rendre la tumeur plus
invasive.

Quand la tumeur atteint quelques mm3, les cellules cancéreuses doivent, pour
survivre, développer tout un systéme sanguin nourricier a partir des structures
vasculaires existantes : c’est le phénomene d'angiogenese. L’angiogenese entretient le

développement de la tumeur initiale et permet la dissémination métastatique des
cellules (Bikfalvi 2003).
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Mécanismes biologiques
La genése d"un cancer comprend schématiquement trois étapes :

- l'initiation, qui s’identifie a une lésion rapide et irréversible de I’ADN apres
exposition a un carcinogene

- la promotion, qui correspond a une exposition prolongée, répétée ou continue
a une substance entretenant et stabilisant la 1ésion

- la progression, qui correspond a l'acquisition des propriétés de multiplication
non controlée, d'indépendance, de perte de la différenciation, d’invasion (locale
et métastatique).

Suite a la cancérogenese, la tumeur va ensuite évoluer, proliférer de fagon
incontrolée, et envahir progressivement les tissus voisins en formant des métastases
au sein de 1'organisme (Tableau 17).

Etapes Mécanismes possibles

Atteinte par un carcinogene
Activation ou dérépression d'un oncogene
Réarrangement chromosomique

1. Initiation tumorale

Instabilité génétique
Amplification des génes
Perte ou mutation de génes suppresseurs

2. Promotion
3. Progression

Synthese autocrine de facteurs de croissance
Mauvaise régulation des récepteurs altérés
Transmission anarchique du signal

4. Prolifération incontrolée

5. Angiogenése Fabrication de facteurs de croissance angiogenes

Facteurs chimiotactiques
Facteurs autocrines de motricité
Récepteurs d’adhésion
Augmentation de I'activité des enzymes lytiques
Perte d’expression des inhibiteurs des protéases

6. Invasion locale

Agrégation des cellules tumorales
Interaction avec fibrine, plaquettes, et arrét dans les
microvaisseaux facteurs de coagulation
Interaction avec les récepteurs laminine et collagene
Enzymes lytiques

7. Circulation des cellules tumorales

Récepteurs de facteurs de croissance

8. Formation de colonies

Facteurs angiogéniques métastatiques
Mutation ou perte de génes suppresseurs de métastase

9. Evasion des défenses de
I'organisme

Résistance aux cellules destructrices
(Natural killer, lymphocytes activés)

10. Résistance au traitement

Acquisition de la résistance aux drogues
(genes spécifiques)

Tableau 17 : Etapes de la cancérogenese.
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2 Un traitement anticancéreux : La chimiothérapie

Il existe différents traitements: chirurgie, radiothérapie, chimiothérapie,
hormonothérapie, immunothérapie. Ces traitements sont utilisés seuls ou, le plus
souvent en association. Parmi ces traitements, la chimiothérapie occupe une place
centrale. Elle a pour objectif de détruire les cellules cancéreuses et d’éviter les
rechutes locales et les métastases.

La chimiothérapie anticancéreuse consiste en l'utilisation de médicaments interférant
dans le métabolisme et la vie cellulaire et qui, de ce fait, sont cytotoxiques : c'est par
ce mécanisme que la chimiothérapie permet d'inhiber la croissance tumorale.

21  Historique de la chimiothérapie anticancéreuse

Alors que la description des cancers remonte a la plus haute antiquité, les premieres
tentatives de traitement médical des tumeurs malignes datent d"un peu plus de 500
ans avec des préparations les plus diverses d’argent, zinc et mercure.

Le premier traitement systémique du cancer date de 1865 lorsque le médecin
allemand Lissauer observe pour la premiére fois l'effet antitumoral de l’arsenite de
potassium sur un patient atteint d’une leucémie. Mais ce n’est que 80 ans plus tard
que nait véritablement la pharmacologie antitumorale. En 1943, un effet leucopéniant
fut constaté chez des marins américains exposés par accident a du gaz moutarde. Des
recherches entreprises sur ce sujet ont ensuite abouti aux premiers essais de
traitement d’affections hématologiques par la moutarde azotée. L’avénement de la
chimiothérapie dans les années 1950-1960 a considérablement modifié I'évolution
clinique d’un certain nombre de néoplasies. Ensuite, on a observé de véritables
guérisons de certaines tumeurs solides, de lymphomes et de leucémies. Des
régressions spectaculaires ont pu contribuer a l’amélioration des stratégies
thérapeutiques combinant les trois grandes modalités que sont la chirurgie, la
radiothérapie et les traitements médicamenteux. Depuis, des milliers de nouvelles
molécules ont été élaborées et testées in vitro et in vivo chez 'animal. Seulement
quelques unes sont utilisées en clinique.

L’obstacle majeur de ces traitements tient a la toxicité des antimitotiques sur les

tissus sains et a leurs effets sur le matériel génétique, sources de mutations et de
phénomenes de résistance parfois tres rapidement acquis.
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2.2  Laréponse aux chimiothérapies anticancéreuses

Cliniquement, on peut distinguer trois types de tumeurs en fonction de leur réponse
a la chimiothérapie :

- celles pour lesquelles on obtient une réponse rapide et complete par la
chimiothérapie. Ces tumeurs sont dites sensibles.

- celles qui sont, au départ, trés sensibles a la chimiothérapie, mais qui
progressivement deviennent résistantes. On parle alors de résistance acquise.

- celles qui, d’emblée, sont peu sensibles a la chimiothérapie. Dans ce cas on
parle de résistance intrinséque.

2.3 Le phénomeéne de chimiorésistance

La chimiothérapie occupe désormais une place centrale dans le traitement des
cancers puisqu’elle a pour objet non seulement de réduire le volume de la masse
tumorale primaire, mais aussi d’éliminer la maladie circulante et métastatique.
Cependant, en dépit du développement des traitements, toutes les tumeurs ne sont
pas curables par la seule chimiothérapie. Dans certains cas, une résistance multiple
peut s’établir vis a vis de différents agents anticancéreux. Dans son expression
clinique, la chimiorésistance peut se définir comme la capacité des cellules
cancéreuses a survivre a l'exposition d’agents cytotoxiques lorsqu’ils sont
administrés a la dose maximale tolérable pour les tissus normaux. Ces cellules
devenues insensibles au traitement peuvent reconstituer rapidement d’autres foyers
cancéreux.

Ce phénomeéne appelé multirésistance aux drogues a été mis en évidence par Biedler
et Riehm, en 1970, dans des lignées tumorales : ils ont observé qu’en rendant ces
cellules résistantes a un cytostatique (I'actinomycine D), celles-ci devenaient
simultanément résistantes a d’autres cytostatiques de mode d’action et de structure
totalement différents (Biedler and Riehm 1970). Cette résistance croisée, retrouvée
depuis dans beaucoup de lignées tumorales d’espéce et d’origine tissulaire
différentes, s’observe vis-a-vis de nombreux cytotoxiques. Depuis la découverte des
premieres substances anticancéreuses, de nombreux travaux de recherche ont eu
pour but l'identification des mécanismes responsables de cette chimiorésistance.
C’est a partir de cultures cellulaires in vitro, cultivées en présence d’anticancéreux
que les biologistes ont identifié des mécanismes de résistance cellulaire et envisagé
des stratégies pour lutter contre ces mécanismes (Benard and Rixe 1996).
Historiquement, le premier mécanisme identifié est l’hyperproduction de la
dihydrofolate réductase. Cependant d’autres mécanismes ont été découverts par la
suite, notamment la surexpression de protéines de transport permettant d’empécher
l'accumulation intracellulaire de certaines drogues grace a un efflux actif des
cytostatiques. Plusieurs molécules appartenant a la famille des transporteurs ABC
peuvent étre a I'origine de cet efflux.
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La premiere des protéines ABC décrite dans le modele de résistance est ABCB1
(MDR1, P-glycoprotéine, MultiDrug Resistance protein) (Juliano and Ling 1976) qui
appartient a la famille des transporteurs ABC. D’autres protéines ABC ont été décrite
pour jouer un role dans la multirésistance aux drogues ; il s’agit de ABCC1 (MRP1,
Multidrug Resistance associated Protein) (Cole et al. 1992) et ABCG2 (BCRP, Breast
Cancer Resistance Protein) (Doyle et al. 1998). D’autres transporteurs essentiellement
de la sous famille C ont aussi été plus récemment associé a des phénotypes de
résistance comme ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5 (Gillet et al. 2007).

24  Un modele d’étude de chimiorésistance : les lignées
cellulaires résistantes

De nombreuses cellules tumorales humaines sont disponibles et couramment
utilisées comme modeles expérimentaux dans la recherche sur le cancer. Ces cellules
humaines servent généralement d’outil permettant de comprendre le comportement
de certaines tumeurs et sont utilisées en routine pour tester de nouvelles molécules
cytotoxiques.

Parmi ces lignées cellulaires, certaines sont sélectionnées par des cytotoxiques utilisés
en chimiothérapie et acquiérent une résistance pour ces cytotoxiques. Ces cellules
résistantes sont des outils permettant d’étudier le phénomene de chimiorésistance, et
sont utilisées pour sélectionner des inhibiteurs de ce phénomene de résistance.

Généralement, ces cellules rendues résistantes a un cytotoxique sont connues pour
surexprimer un transporteur ABC qui serait responsable de cette résistance.
Cependant, le pattern d’expression en transporteur ABC de ces lignées cellulaires
reste mal connu. Etant donné les similarités de structure et de fonctions que
partagent les membres de cette famille, d’autres transporteurs ABC pourraient étre
impliqués dans cette résistance.

IT RESULTATS

1 Lignées cellulaires testées

Nous avons testé I'expression de I'ensemble des transporteurs ABC sur huit lignées
cellulaires. Ces lignées cellulaires sont classiquement utilisées pour des essais de
cytotoxicite.

Les lignées cellulaires ont été gracieusement fournies par le laboratoire du Dr. Jean-
Pierre Marie (Hotel Dieu, Paris). Nous disposions de trois types de lignées cellulaires
une lignée myéloide aigué (HL60), une lignée myéloide chronique (K562) et une
lignée d’adénocarcinome mammaire (MCF7). Pour ces lignées nous disposions de la
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lignée dite sensible et des lignées dont la résistance avait été induite par différents
cytotoxiques. Ces lignées résistantes ont été obtenues par culture des lignées
sensibles pendant plusieurs mois en présence de concentrations croissantes de
cytotoxique, jusqu’aux valeurs indiquées (Tableau 18).

Type cellulaire Désignation Résistance
HL60S -
HL60 HL60MDR Daunorubicine (10-°M)
HL60MRP Doxorubicine (10-°M)
K5625 -
K562 K562HHT40 Homoharringtonine (40ng/ml)
K562R Doxorubicine (10-°M)
MCE7 MCEF7S -
MCEF7R Doxorubicine (10-°M)

Tableau 18 : différentes lignées cellulaires testées

La daunorubicine et la doxorubicine font partie de la famille des anthracyclines, qui
forment une famille de cytotoxiques antitumoraux initialement isolés a partir de
Streptomyces. Leurs mécanismes d'action sont multiples : outre l'intercalation dans
I'ADN, les anthracyclines aboutissent a la formation de radicaux libres, ce qui
explique en partie leur toxicité cardiaque. Les anthracyclines agissent essentiellement
en rendant impossible la dissociation de I' ADN des topoisomérases II. Ces enzymes
controlent la topologie de ' ADN en coupant de maniére transitoire les deux brins de
I’ADN. Ils sont impliqués dans les processus de réparation, de réplication, de
transcription et de ségrégation des chromosomes durant la mitose. Apres
intercalation par une anthracycline, la topoisomérase II tente de corriger la
modification de 1'enroulement de 'ADN mais le blocage de 1'enzyme conduit a une
désorganisation structurale de I' ADN et a la mort cellulaire.

La doxorubicine (ou adriamycine) possede une toxicité surtout myocardique. La
doxorubicine est largement utilisée au cours des traitements du cancer du sein, des
lymphomes, des sarcomes, des tumeurs de I'enfant et des bronches. Deux formes
encapsulées dans des liposomes sont utilisées dans les rechutes de cancer de 'ovaire,
ou le cancer du sein métastatique.

La daunorubicine a une structure voisine. Sa toxicité hématologique la fait réserver
au traitement des leucémies aigués. Elle existe également sous forme liposomale, la
protégeant de toute dégradation et permettant une meilleure sélectivité pour les
tissus tumoraux.

L'homoharringtonine (HHT) est un alcaloide cytotoxique isolé de I'arbre
cephalotaxus harringtonia originaire des provinces du sud de la Chine. Le
mécanisme principal d'action de I'HHT est l'inhibition de la synthese protéique, en
agissant au niveau du ribosome de la cellule cancéreuse. Il bloque le passage des
cellules de la phase G1 a la phase S, et de la phase G2 a la phase M du cycle cellulaire.
Des essais cliniques ont montré I'efficacité de 'HHT dans le traitement des leucémies
aigués myéloides (LAM), des leucémies myéloides chroniques (LMC) et des
syndromes myélodysplasiques (SMD). En revanche, il ne semble pas efficace dans les
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leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) ni dans les tumeurs solides. Les facteurs
toxiques limitant [I'administration de I'HHT sont I'hypotension et Ila
myélosuppression. Sa toxicité extramédullaire est relativement faible ; de plus, il n'a
pas de toxicité cardiaque comme les anthracyclines, ce qui pourrait étre un avantage
pour le traitement des patients agés. Les études pharmacologiques indiquent que
I'HHT appartient a la catégorie des anticancéreux influencés par le phénotype de
résistance multiple aux anticancéreux (MDR). Les cellules résistantes a 'HHT ont une
résistance croisée aux anthracyclines, aux alcaloides de pervenche et a la
mitoxantrone, mais pas au cisplatine ni a la cytosine-arabinoside. De multiples
mécanismes, incluant 'apparition séquentielle d'une surexpression des genes MRP
(Multidrug Resistance-associated Protein) et MDRI1, est impliquée dans cette
résistance croisée a I'HHT dans les cellules tumorales.

2 Choix des génes de référence

Nous avons choisi des genes de référence impliqués dans différentes voies
métaboliques : la beta2-microglobuline (B2M); la Glycéraldéhyde-3-Phosphate
Déshydrogénase (GAPDH) ; Abelson (ABL) ; la beta-glucuronidase (GUSB) ; le cadre
ouvert de lecture 33 du chromosome 1 (Clorf33); le récepteur de la transferrine
(TFRC) ; Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD); la protéine de migration
cellulaire associée a I'angiogenese (AAMP) ; I'hypoxanthine-
phosphoribosyltransferase (HPRT), la protéine de liaison a la boite TATA (TBP),
I’ARN ribosomal 18S (18S), et la cyclophiline A (PPIA).

Apres avoir exporté les valeurs de Ct des 12 genes de référence, le delta Ct (Ct-Ctmax)
a été analysé grace au logiciel GeNorm. Nous avons obtenu les résultats de variations
par paire nous indiquant que I'utilisation de la moyenne géométrique des 3 meilleurs
genes de référence est satisfaisante pour la normalisation de ces données (Figure 61).
Cependant, apres avoir observé nos valeurs moyennes de stabilité d’expression, nous
avons préféré utiliser les 4 génes de référence les plus stables pour la normalisation :
I'hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT), la protéine de liaison a
la boite TATA (TBP), I'’ARN ribosomal 18S (18S), et la cyclophiline A (PPIA) (Figure
62). Pour chaque lignée cellulaire, nous avons calculé la moyenne géométrique de ces
quatre genes de référence (Ctmen)

Chaque échantillon a été testé en triplicata sur I’ensemble des transporteurs ABC et
douze genes de référence. Les valeurs de Ct utilisées pour 'analyse des variations
d’expression sont donc des moyennes des triplicata.

197



0,450

0,407

0,400

0,350

0,300 ~

0,250 4

0,200

0,150

0,100 ~

0,050 4

0,000 -

v2/3 V3/4 V4/5 V5/6 ve6/7 V7/8 V8/9 V9/10 V10/11 V11/12
Variations par paire

Figure 61 : Détermination du nombre optimal de génes de référence pour la normalisation.

18

L6

A4 -\

124 -\

0,8 4

Moyenne de stabilité d'expression M

T s

04 T T T T T T T T T
B2M G6PD ABL1 Clorf33 TFRC GUSB GAPD AAMP PPIA 185 HPRT1

<= Geénes les moins stables  Génes les plus stables =>

Figure 62 : Moyenne des valeurs de stabilité d’expression des 12 génes de référence selon GeNorm.

198



3 Calcul du ratio d’expression RQ

Nous avons calculé les ratios d’expression entre les lignées résistantes et leurs lignées
sensibles correspondantes (Figure 63). Les valeurs de Ct comprises entre 35 et 40
n’étant pas assez reproductibles, nous avons fixé le Ct maximum a 35. Nous ne nous
sommes intéressés qu'aux variations supérieures ou égales a un facteur deux. Les
transcrits sortant avec un Ct supérieur a 30 étant des transcrits tres faiblement
exprimés, nous n'avons gardé que des variations ou au moins un des deux
échantillons avait un Ct inférieur a 30. Une fois les données filtrées, les valeurs de
quantification relative (RQ) sont calculées entre la population de cellules résistantes
et la lignée sensible correspondante en prenant comme référentiel la lignée sensible.

Les lignées dont la résistance est attribuée a ABCB1 (HL60MDR, K562HHT, MCF7R)
surexpriment bien ce transporteur. Cependant, les facteurs d’augmentation comparés
a ceux de la lignée sensible vont de 85 dans la lignée K562HHT qui a une résistance
intermédiaire, en passant par 1 000 pour les K562R, 25 000 pour les MCF7R et jusqu’a
240000 pour les HL60MDR. Ces facteurs sont a considérer avec prudence,
particulierement pour la lignée HL60MDR ot ABCB1 est absent dans la lignée
sensible ce qui influence le ratio calculé.

La lignée HL6OMRP connue pour surexprimer ABCC1 possede effectivement plus de
transcrits d’ABCC1 (15 fois plus dans les résistantes que dans les sensibles). De facon
surprenante, le transporteur ABCC1 est également surexprimé dans la lignée MCF7R
d’environ 5 fois plus que la lignée sensible et n’a jamais été décrit comme étant
surexprimé dans cette lignée.

Ces 2 transporteurs ABC qui ont été décrits pour induire le phénomene de résistance
dans ces lignées ne sont cependant pas les seuls a étre surexprimés dans les lignées
résistantes. Pou ces transporteurs non décrits, nous nous sommes intéressés
essentiellement aux facteurs d’augmentation supérieurs a 10.

Dans la lignée HL60MDR, en plus d’ABCBI1, I'expression de deux transporteurs
augmente de plus de 100 fois : ABCB4 (500 fois) et ABCA9 (180 fois). Dans cette
lignée résistante, peu de genes sont réprimés en comparaison avec la lignée sensible.

Dans la lignée HL60MRP, deux transporteurs ABC autres qu’ABCC1l sont
surexprimés d'un facteur 10 environ : ABCA2 et ABCB11. En revanche, I'expression
de 3 transporteurs diminue fortement : ABCB9, ABCA6 et ABCB6.

Pour les deux lignées K562 résistantes on observe peu de variations de transporteurs
ABC par rapport a la lignée sensible. Pour les K562HHT il n'y a pas de transporteur
autre qu"ABCB1, qui ait une variation supérieure a 10; et seul ABCG2 voit son
expression diminuer d'un facteur 10 environ. Pour la lignée K562R, en plus
d’ABCB1, un seul transporteur ABC a une variation d’expression importante par
rapport aux K562S: il s'agit d’ABCA8 qui augmente de 10 fois dans la lignée
résistante.
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Figure 63 : Facteur de quantification relative de I’expression des transporteurs ABC entre les

lignées sensibles et les lignées résistantes

Facteur de quantification calculé pour : A/ la lignée HL6OOMDR compareé a la lignée HL60S ; B/ HL6OMRP
comparé a la lignée HL60S ; C/ K562HHT comparé a la lignée K562S ; D/ K562R comparé a la lignée K5625 ;
E/ MCF7R comparé i la lignée MCF7S.
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Enfin, de nombreuses et de fortes différences d’expression sont mesurées entre les
lignées MCF7S et MCF7R. Dans la lignée MCF7R, en plus d’ABCB1, 5 transporteurs
ont des facteurs d’augmentation supérieurs a 10 comparés a la lignée sensible:
ABCB4 (5300); ABCA1 (200); ABCC9 (50); ABCG4 (23); ABCC6 (10). Trois
transporteurs sont réprimés dans les MCF7R: ABCG1 (-400); ABCA12 (-350) et
ABCC3 (-50).

ABCB4 connu également sous le nom de MDR2/3 a particuliérement attiré notre
attention. En effet I'expression de ce transporteur est fortement augmentée dans deux
lignées résistantes surexprimant MDR1 : HL60OMDR (RQ=500) et MCF7R (RQ=5400).

4 Cytométrie de flux

Nous avons vérifié par cytométrie de flux la présence de 4 transporteurs ABC:
ABCB1, ABCB4 et ABCC1 pour lesquels on peut voir de fortes variations
d’expression dans les lignées résistantes, mais également ABCB2 dont I'expression
diminue faiblement dans les HL60MRP (de 3 fois) et les HL60OMDR (de 7 fois) ; et
augmente dans les MCF7R (d'un facteur 5) et les K562HHT (de 3 fois). Tous les
résultats présentés dans la Figure 64 ont été validés par le test statistique de
Kolmogorov-Smirnov.

En ce qui concerne ABCB1, on observe effectivement une forte surexpression de cette
protéine dans les HL6OMDR, les K562R et les MCF7R en comparaison avec leurs
lignées sensibles (Figure 64A).

L’analyse en cytométrie de flux de la présence de la protéine ABCB2 confirme que ce
transporteur est plus présent dans les cellules HL60S que dans les HL6OMRP (Figure
64B gauche) ; et qu’il est surexprimé dans les cellules MCEF7R (Figure 64B droite).

Pour le transporteur ABCC1 nous avons montré que cette protéine était plus
exprimée dans la lignée HL6OMRP et MCF7R que dans les HL60S et MCF7S
respectivement (Figure 64C).

Pour le transporteur ABCB4 nous avons testé deux anticorps différents, cependant
nous n'avons pu obtenir de résultats interprétables en cytométrie de flux. Les
expériences on été reproduites par western blot, mais le faible marquage spécifique
obtenu ne nous a pas permis de conclure a la présence de cette protéine dans nos
échantillons.
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Lignée isotype Lignée
ABCB1 Il Sensible Ig I Résistante
Il Sensible ABCB1 [ Résistante

isotype

ABCB1

HL60S/MDR K562S/R MCF7S/R
B/ ABCB2
Lignée
[ ] HL60MRP
[ ] HL60S
Bl HL60OMRP
Bl HL60S
[ 1 MCF7S
[ 1 MCF7R
B MCE7s
| Bl MCF7R
HL60S/MRP MCF7S/R
C/ ABCC1

HL60S/MRP MCF7S/R

Figure 64 : Cytométrie de flux
Résultats obtenus pour les transporteurs : A/ ABCB1 ; B/ ABCB2 ; C/ ABCC1
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5 Quantification du transporteur ABCB4

Comme nous n’arrivions pas a détecter et quantifier la protéine ABCB4 par la
technique de cytométrie de flux, nous avons testé 3 sondes TaqMan différentes
situées a trois endroits distincts du transcrit d’ABCB4: une sonde en 5 de la
séquence, une sonde en 3’ et une sonde vers le milieu de la séquence (Figure 65).

La sonde ABCB4-5 correspond a la sonde TagMan présente sur nos TLDA.

1 e E
ABCB4-5 ABCB4-mid ABCB4-3’

v

Figure 65 : Position des trois sondes ABCB4 sur le transcrit ABCB4.

Ces trois sondes ont été testées sur les huit lignées sensibles et résistantes. Nous
avons comparé les résultats obtenus entre ces trois sondes (Figure 66).

10000

| ABCB4-5'
B ABCB4-mid
ABCB4-3'

1000 -+

10

1 4

HL60MDR K562R MCEF7R

Figure 66 : Facteurs de quantification relative obtenus pour les trois sondes ABCB4 sur trois lignées
résistantes comparées a la lignée sensible.

Nous observons pour les trois sondes des facteurs d’augmentation similaires dans les
HL60MDR. Pour cette lignée, les Ct obtenus sont aux alentours de 26 ce qui
correspond vraisemblablement a des niveaux d’expression moyens. La lignée K562R
donne également un RQ proche pour les trois sondes (aux alentours de 8),
cependant, les Ct correspondants sont de 32, ce qui signifie que le niveau
d’expression est tres faible. Dans les MCF7R, pour la sonde ABCB4-5', le RQ est tres
important 4 300 et le transcrit est bien exprimé (Ct 22). En revanche pour les deux
autres sondes. On observe un RQ de 33 pour la sonde ABCB4-mid, et pas
d’augmentation pour la sonde située en 3" du transcrit. La variation d’expression que
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nous avons observée en TLDA entre les MCF7S et les MCF7R n’est détectée que par
la sonde située en 5" du transcrit.

Si I'on regarde la localisation chromosomique des deux genes ABCB4 et ABCBI, elle
est en 7p21.1 pour ces deux genes (Figure 67). Dans la lignée MCF7R, seul le coté 5’
du transcrit ABCB4 est détecté. La quantification du transcrit 5° d’ABCB4 pourrait,
dans la lignée MCF7R étre du a la surexpression d’ABCB1 qui entraine
vraisemblablement un début de transcription d”ABCB4. Le transcrit ainsi produit est
partiel est n’est donc pas détecté par la sonde située en 3'. Le transporteur ABCB4 a
déja été décrit comme surexprimé dans des lignées résistantes dans plusieurs travaux
dans lesquels les auteurs ont suggérés son implication dans la résistance (Smith et al.
2000; Duan et al. 2004; Barraud et al. 2005; Johnsson et al. 2005). Cependant, Duan et
collaborateurs ont montré qu’en transfectant avec des ARN silencieux d’ABCB4 dans
leurs lignées résistantes, ils ne reversaient pas leur phénotype résistant.

Tr22
T2l
Tris

i ,

79112 GEREl | ABCES t 7211 ATP-hinding cassette, sub-family B (MDRATAP), member 4
Tazl L

T2z 37H i

ABCBIL t 79211 ATP-hinding cassette, sub-family B (MDR/TAF), member 1

—

Figure 67 : Position des séquences génomiques d’ABCB1 et ABCB4 sur le chromosome 7.

Ce probleme de transcrit incomplet est un cas particulier que nous ne voyons que
pour la lignée MCF7R. Ce probleme ne se pose pas dans la lignée HL60OMDR pour
laquelle nous voyons une surexpression d’ABCB4.

6 Estimation du nombre de copies de transcrit par
cellule

Pour analyser les valeurs de quantifications relatives, nous avons filtré nos données
brutes de PCR en travaillant avec des Ct n’excédant pas 35. Pour avoir une idée du
pattern d’expression de 1’ensemble des transporteurs ABC nous avons voulu estimer
I’abondance de ces transporteurs. Afin de pouvoir comparer les sondes entre elles,
nous avons fixé un cycle seuil pouvant convenir a I’ensemble de nos sondes.

6.1 Utilisation d'une gamme étalon

Nous avons utilisé 7 vecteurs d’expression contenant des séquences de transporteurs
ABC que nous avons diluées et testées sur nos cartes microfluidiques (voir Chapitre
IT). Ces gammes de dilutions nous ont permis de déterminer pour chacun des 7
transporteurs ABC testés le Ct correspondant a 1 copie par cupule de PCR. Ce Ct est
voisin pour les 7 sondes et la moyenne des 7 Ct nous donne un chiffre proche de 36,9.
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Nous avons ainsi déterminé pour un seuil fixé a 0,2, dans nos expériences, qu'une
copie de transcrit par cupule de PCR correspond approximativement a un Ct de 36,9
(Tableau 19).

Sonde Equation de la gamme étalon Efficacité Ct pour 1 copie par cupule de PCR
ABCB1 y=-3,5435x+37,105 1,91 37,105
ABCB4 y=-3,4995x+36,339 1,93 36,339
ABCC1 y=-3,6316x+37,140 1,88 37,140
ABCC7 y=-3,4354x+37,581 1,95 37,581
ABCF1 y=-3,5354x+38,191 1,92 38,191
ABCG1 y=-3,5181x+36,126 1,92 36,126
ABCG2 y=-3,5231x+36,058 1,92 36,058

Moyenne ~ 36,9

Tableau 19 : Evaluation du Ct correspondant a une copie par cupule dans nos expériences.

Le calcul du nombre de copies N par cupule de PCR pour un gene x est donc :

N=2(369-Ctx)

Nous avons ensuite voulu estimer le nombre de cellules utilisées pour obtenir I’ARN,
puis I’ADNc déposé dans une cupule de PCR. Ceci nous permettra ensuite d’avoir
une estimation du nombre de copies par cellule.

Chaque extraction d’ARN a été effectuée avec 5.10° cellules. A la fin de chaque
extraction d’ARN, nous avons obtenu en moyenne 60pug d’ARN. De ces 60ug
d’ARN, apres la réaction de rétrotranscription, 1,5ng sont déposés dans chaque
cupule de PCR. Si ncen est le nombre de cellules par cupule.

5.106 x1,5
Neef = —— Neent =125
60.103

Nous avons donc estimé qu’en moyenne, le nombre de cellules par cupule était de
125. Etant donné que le Ctmen est différent entre chaque lignée, nous en avons déduit
que nous n'avions pas utilisé exactement le méme nombre de cellules par cupule.
Nous avons donc corrigé le nombre de cellules par cupule en fonction du Ctmen
obtenu ce qui nous a donné le nombre de cellules par cupule utilisée dans chaque
lignée ncor (Tableau 20). Ces résultats sont assez homogeénes au sein de chaque type
cellulaire.

Lignée Nombre de cellules par cupule (nco)
MCF7S 86
MCF7R 101
K562S 106
K562R 123
K562HHT40 135
HL60S 148
HL60MDR 138
HL60MRP 190

Tableau 20 : Estimation du nombre de cellules par cupule dans nos 8 lignées cellulaires.
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Les estimations du nombre de copies par cellule sont calculées ainsi :

N
Nb copies/cell= ——
Ncor

L’estimation du nombre de copies de transcrit par cellule de chaque lignée résistante
et sa lignée sensible sont représentés Figure 68, Figure 69, Figure 70, Figure 71 et
Figure 72.
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Figure 72 : Estimation du nombre de copies de transcrits par cellule dans les MCF7S et les MCF7R.

Pour comparer les variations entre les lignées sensibles et leurs lignées résistantes
nous nous sommes alors intéressés aux transporteurs dont l'expression nous
semblait trés significative, a savoir lorsque dans au moins une des deux lignées
"expression était d’au moins 50 copies de transcrits par cellule. De plus, nous avons

sélectionné des variations (entre sensibles et résistants) supérieures a un facteur 2.

Dans les HL60MDR, le seul transporteur ABC dont l'expression augmente en
comparaison avec la lignée sensible est ABCB1. Deux transporteurs ABC sont moins
exprimés dans la lignée résistante : ABCB2 et ABCB3 dont les expressions passent de
130 copies dans la lignée sensible a 20 (pour ABCB2) et 65 copies (pour ABCB3).

Dans les lignées HL6OMRP, 2 transporteurs sont surexprimés. ABCC1 est présent a
raison de 32 copies dans la lignée sensible et 470 copies dans la lignée résistante.
ABCA2 atteint 50 copies par cellule dans la lignée résistante. L’expression de
plusieurs transporteurs diminue dans les HL60OMRP: ABCB2, ABCB6, ABCB8
etABCF1.

Entre les cellules K562HHTA40 et K562S, on observe peu de variations d’expression.
ABCB1 et ABCC10 augmentent dans les résistantes.

Les variations d’expression de deux génes sont retenues également entre les K562R et
les K562S : ABCB1 augmente dans la lignée résistante, alors qu’ ABCB10 est réprimé.

Enfin c’est entre les lignées MCF7 sensible et résistante que 1'on observe le plus de
variation d’expression. ABCB1 est bien évidemment surexprimé; mais c’est
également le cas d’autres transporteurs. ABCB2, ABCB3 et ABCB4 atteignent 250
copies par cellule dans la lignée MCF7R, et ABCC1 200 copies. ABCB7 est également
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surexprimé dans la lignée résistante aux alentours de 80 copies de transcrits. Dans
cette lignée seul le transporteur ABCGI est complétement réprimé par rapport a la
lignée sensible.

Il existe aujourd’hui une polémique concernant 1'origine de ces cellules MCF7R. En
effet, certains travaux ont récemment décrits que la création de cette lignée résistante
serait due a une contamination de la lignée originale par un autre type cellulaire
(Liscovitch and Ravid 2007). Cette lignée est encore cependant trés largement utilisée
dans de nombreux travaux.

Nous avons ensuite comparé les profils d’expression des trois lignées sensibles. La
Figure 73 illustre les résultats que nous avons obtenus en comparant les trois lignées
sensibles. On voit que le transporteur ABCC1 est présent en faible quantité et
qu’ABCB1 est absent de ces trois lignées. D'une facon générale, les patterns
d’expression de ces 3 lignées sensibles se ressemblent. Il y a cependant quelques
différences d’expression, la lignée la plus différente étant MCF7S. A titre d’exemple,
le transporteur ABCB6 qui fait partie de la méme famille qu"ABCB1 est beaucoup
plus exprimé dans MCF7S. De plus, ABCG1 qui lui fait partie de la méme sous-
famille qu’ABCG2 n’est détecté que dans les MCF7.

Le transporteur ABCC1 est surexprimé dans les lignées HL6OMRP (Figure 69), mais
beaucoup plus faiblement qu’ABCB1 (environ 180 copies par cellule), de plus ce
transporteur est faiblement exprimé, mais toujours présent dans les lignées sensibles
(Figure 73) et il est surexprimé dans la lignée MCF7R (Figure 74). Seul ABCB1 atteint
des niveaux d’expression bien plus élevés dans les lignées résistantes. Dans les
lignées HL60MDR, K562R et MCF7R c’est le transcrit majoritairement exprimé. Il
atteint, dans ces lignées résistantes 2 000 copies dans les K562R, 3 400 copies pour les
MCEF7R et jusqu’a 6 000 copies dans les HL6OMDR (Figure 74).

Nous avons confirmé ces résultats par cytométrie de flux pour ces 2 transporteurs
(Figure 75). Une bonne corrélation des niveaux d’expression de la protéineABCB1
avec le nombre de copies de transcrits est observée.
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6.2 Calcul du nombre de copies d’ARN par cellules en
utilisant ’ARN ribosomal 18S.

Nous avons voulu vérifier d'une autre maniére I'estimation du nombre de copies par
cellule. L’article de Peter C. Hollenhorst (Hollenhorst et al. 2004), estime que le
nombre de copies d’ARN ribosomal 18S par cellule est environ 2.10°. Duncan et
collaborateurs (Duncan and Hershey 1983), I'évaluent 3.10° copies de 18S dans les
cellules HeLa. Nous avons utilisé cette estimation du nombre de copies du 18S a 3.106
copies par cellule pour nos calculs.

Nous avons tout d’abord calculé, pour chaque gene cible, le facteur F représentant le
ratio entre le nombre de copies de 18S et le nombre de copies de gene cible.

2-Ct18S

9-Ctx

Le nombre de copies par cellule est donc :

3.106
Nb copies/cell =
F
Les valeurs de copies par cellule calculées par cette technique ont le méme ordre de
grandeur que celles obtenues par le premier calcul. Cette deuxieme technique donne
cependant des valeurs légerement plus faibles, il y a environ un facteur 3 entre les
deux méthodes de calcul. Les estimations obtenues par cette technique sont
représentées en annexe (Figure 79, Figure 80 et Figure 81).

III DISCUSSION

Dans notre étude nous nous sommes intéressés aux variations d’expression des
transporteurs ABC sur les lignées cellulaires humaines dites « sensibles » ou rendues
résistantes a un cytotoxique. Nous avons comparé I’expression en transporteurs ABC
dans ces différentes lignées.

Nous avons eu 2 approches pour analyser nos résultats de PCR quantitative :

- I’analyse classique qui consiste a calculer un ratio de variation entre la
lignée résistante et sa lignée sensible correspondante.

- une estimation du nombre de copies de transcrits par cellule qui nous
permet d’observer les différences entre nos lignées tout en tenant compte de
I"abondance des transcrits.

Cette derniere technique nous donne un message différent de notre analyse avec les
RQ. En effet, si I'on compare ces résultats en nombre de copies avec ceux obtenus
avec les calculs de RQ les variations qui vont attirer notre attention ne vont pas
forcément étre les mémes. Cette fois-ci, 'abondance des transcrits va vraiment étre
prise en compte. Pour analyser les résultats en nombre de copies, nous nous sommes
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intéressés a des transcrits présents a au moins a 50 copies par cellule. Le Tableau 21
montre les résultats que nous avons retenus au paragraphe II3 (avec Ct max=35; au
moins 1 des 2 échantillons comparés ayant un Ct<30; RQ>10) avec ceux auxquels
nous nous sommes intéressés au paragraphe 116.1 en nombre de copies (nombre de
copie>50 ; facteur de variation >2).

Type cellulaire tendance Analyse par RQ Analyse par nombre de copies
augmente ABCB1, ABCB4, ABCA9 ABCB1
HL60S/MDR
diminue - ABCB2, ABCB3
augmente ABCC1, ABCA2, ABCBI1 ABCC1, ABCA2
AIEIE | = ABCB2, ABCF1, ABCB8
minue 7 s ’
ABCB9, ABCA6, ABCB6 ABCB6
augmente ABCB1 ABCB1
K562S/HHT
diminue ABCG2 ABCC10
augmente ABCB1, ABCAS ABCB1
K562S/K562R
diminue - ABCB10
augmente ABCB1, ABCB4, ABCA1, ABCC9, ABCB1, ABCB4, ABCB3,
MCF7S/MCF7R ABCG4, ABCC6 ABCB2, ABCC1, ABCB7
diminue ABCG1, ABCA12, ABCC3 ABCG1

Tableau 21: Comparaison des interprétations des résultats obtenus en calculant soit les RQ soit le
nombre de copies de transcrits par cellule.

Pour la sélection des résultats, les criteres étaient : 1) pour le RQ : Ctmax=35 ; au moins un des 2 échantillons
avec Ct<30; RQ>10 2) pour le nombre de copies : nombre de copies>50 ; facteur de variation >2.
En bleu ciel sont surlignés les éléments communs aux deux types d’analyse.

Les résultats que nous avons obtenus en nombre de copies de transcrits par cellule
restent des estimations, mais peuvent étre tres utiles quant a l'interprétation des
résultats. La technique de PCR quantitative est une technique tres sensible qui
permet d’obtenir rapidement de nombreuses données. Cependant, 1'analyse des
résultats, sans prendre les précautions nécessaires, peut induire des erreurs en faisant

apparaitre des ratios trés élevés sur des geénes dont I'expression est extrémement
faible.

Abondance des ARNm des transporteurs ABC

La Figure 76 est une représentation qui permet d’avoir une vue générale de
I'expression de I'ensemble des transporteurs ABC dans les 8 lignées cellulaires.
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Figure 76 : Représentation schématique de I'abondance de I'ensemble des transporteurs ABC dans
nos 8 lignées cellulaires.

Ce cluster illustre le nombre de copies d’ARNm dans les lignées cellulaires. Les génes faiblement exprimés sont
représentés en vert. Le jaune correspond d une expression moyenne; et enfin en rouge les génes les plus
fortement exprimés.

Notre estimation du nombre de copies d’ARNm nous montre que les transporteurs
les plus exprimés dans ces lignées sont présents a hauteur de 100 a 250 copies par
cellule ; ce qui correspond en comparaison avec 1’ensemble des transcrits a des génes
modérément exprimés. Certains genes comme la sous famille ABCE ou F sont bien
exprimés dans ces lignées or leur fonction n’est pas encore bien caractérisée.
Cependant ces génes ne seraient pas impliqués dans la résistance.

Afin d’avoir une idée de 'abondance de I'ensemble des transporteurs ABC nous
avons calculé le pourcentage de répartition des transcrits ABC dans nos 8 lignées
(Figure 77). On peut remarquer que la majorité des génes ont une expression se
situant en dessous de 50 copies de transcrits par cellule (77% des ABC transporteurs).
Ce qui représente des transcrits faiblement exprimés. Seuls 12% des ABC ont une
expression supérieure a 100 copies.
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Figure 77 : Répartition du nombre de copies des transporteurs ABC dans les 8 lignées cellulaires

Certains transporteurs dont les fonctions sont inconnues sont trés exprimés dans
les lignées cellulaires

La famille des transporteurs ABC comprend environ 50 membres chez I'homme.
Parmi ces transporteurs, certains tres étudiés ont une fonction bien caractérisée.
D’autres sont beaucoup moins étudiés. Cependant, dans notre étude sur les lignées
cellulaires, nous avons pu voir que certains de ces transporteurs, dont la fonction
reste jusqu’a présent inconnue, sont présents en grandes quantités dans nos lignées
cellulaires. En effet, en plus d’ABCC1, d’autres transporteurs sont trés bien
représentés dans ces cellules. Des transporteurs des sous-familles A (ABCA2,
ABCA3), B (ABCB2, ABCB3, ABCB6, ABCB8, ABCB9, ABCB10), E et F (ABCE]1,
ABCF1 et ABCF2) ainsi qu"ABCC10 sont tres fortement exprimés. Mise a part ABCB2
et ABCB3, ces transporteurs sont tres peu étudiés. Etant donné les forts niveaux
d’expression de ces transporteurs, de plus amples études sur leur pattern
d’expression dans différents tissus mériteraient d’étre effectuées.

Analyse des variations d’ABCB1 et ABCC1 dans les lignées cellulaires

Nous nous sommes intéressés en premier lieu a l'expression des transporteurs
ABCB1 et ABCC1. L'un ou l'autre étant connus pour étre surexprimés dans ces
lignées. La Figure 78 représente I'estimation du nombre de copies de transcrit par
cellule de ABCB1 et ABCC1. On remarque que dans les cellules sensibles, ABCB1 est
completement absent. L’amplification d’ABCB1 pour obtenir une résistance est
importante, on passe de 0 a 200 copies dans une lignée résistante modérée
(K562HHT40) et jusqu'a 6 500 copies dans la lignée HL60MDR. “Par opposition,
ABCC1 est présent dans toutes les lignées a environ 30 a 40 copies par cellule et le
facteur d’amplification qui conduit a la résistance est lui seulement de 15 fois. Ce
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facteur d’augmentation d’ABCCI, qui confére aux lignées cellulaires une résistance
aux cytotoxiques, est tres faible comparé a celui d”ABCB1.

La résistance de la lignée MCF7R n’est attribuée qu’a ABCB1 dans la littérature. Or
nous voyons le transporteur ABCC1 augmenter. Dans cette méme lignée, nous avons
vu qu'ABCC1 était présent et son niveau d’expression pourrait contribuer au
phénotype de résistance de ces cellules.

10000 -
—— ABCB1 —— ABCC1

1000 4

100 A

Nombre de copies par cellules
=
o

1 T T - > ® T 1

K5625 K562HHT40 K562R MCF7S MCF7R HL60S HL60MRP HL60MDR

lignées cellulaires

Figure 78 : Estimation du nombre de copies d’ABCB1 et ABCC1 dans les lignées sensibles et
résistantes
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IV ANNEXE

Les figues représentées en annexe sont les résultats obtenus en comparant avec le

nombre de copies d”ARN ribosomal 18S.
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Figure 79 : Estimation du nombre de copies de transcrits par cellule dans les HL60S, les HL6OMDR
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217



Ball

I K562S

[ K562HHT

[ K562R

800+

7007

T T T
T} =3 [Te)
D~ 19} N

saynyye0 red sardod ap axquuou np uonewrrisy

8004V
¢ 904V
¥ 004V
7904V
1904V
€ 404V
¢ 404V
1404V
19049V
¥ addv
€andav
candav
1dogav
€1004V
[4nl:i
11004V
01OD4V
62004V
8004V
£204vV
9204V
<204V
¥ 204V
€004V
[qenl4
1204V
114049V
01do4av
6 404V
8dDdV
£404Vv
9404V
S doav
¥ 404V
€ do4av
¢ doav
1404V
€Lvodv
cLvodv
(UAJel:%
6 Vo4V
8 Vo4V
Vo4V
9vOo4dv
S Vo4V
¥ vodv
€VvOodv
Vo4V
Lvodav

tion du nombre de copies de transcrits par cellule dans les K562S, les K562HHT

Estima

Figure 80

et les K562R.

I MCF7S

[ MCF7R

| ' MHWWI e I INN NH‘M

1000+

900

T T T
o (= o
°s) o A

8007
20

san[[ao Ted sardod ap a1qurou np uorEWNSH

8004V
S O0av
¥ 004V
004V
1904V
€404V
¢ 404V
1404V
14049V
¥ addv
€andv
candav
1doav
€1004dVv
[qnl:y
11204V
01OD4V
6204V
8004V
£204V
9204V
<204V
¥ 204V
€004V
[qenl4
1204V
114049V
01dodv
6 404V
8dD4dV
4404V
9do4v
S doav
¥ do4av
€do4av
¢ doav
1409V
€Ivodv
Vo4V
0Lvo4v
6 Vo4V
8 VD4V
LVOo4Vv
9 VD4V
S VvO4dv
¥ vOodv
€VO4dv
cvodav
1vDav

tion du nombre de copies de transcrits par cellule dans les MCF7S et les MCF7R.

Estima

Figure 81
218



V BIBLIOGRAPHIE

Barraud, L., P. Merle, E. Soma, L. Lefrancois, 8eftet, M. Chevallieret al.(2005). "Increase of doxorubicin
sensitivity by doxorubicin-loading into nanoparéisifor hepatocellular carcinoma cells in vitro @nd
vivo." J Hepato#2(5): 736-43.

Benard, J. and O. Rixe (1996). "[Resistance taantier drugs].” Presse M&8&(35): 1724-30.

Biedler, J. L. and H. Riehm (1970). "Cellular réaige to actinomycin D in Chinese hamster cellgtio:
cross-resistance, radioautographic, and cytogestitities.” Cancer R&§(4): 1174-84.

Bikfalvi, A. (2003). "[Tumor angiogenesis]." Bullabcer9((5): 449-58.

Cole, S. P., G. Bhardwaj, J. H. Gerlach, J. E. Ngdk. E. Grant, K. C. Almquiset al.(1992).
"Overexpression of a transporter gene in a multjehasistant human lung cancer cell line." Science
2585088): 1650-4.

Doyle, L. A., W. Yang, L. V. Abruzzo, T. Krogman¥, Gao, A. K. Rishj et al.(1998). "A multidrug resistance
transporter from human MCF-7 breast cancer ceé¥sot Natl Acad Sci U S A5(26): 15665-70.

Duan, Z., K. A. Brakora and M. V. Seiden (2004hHibition of ABCB1 (MDR1) and ABCB4 (MDR3)
expression by small interfering RNA and reversgbaclitaxel resistance in human ovarian cancer
cells." Mol Cancer TheB(7): 833-8.

Duncan, R. and J. W. Hershey (1983). "Identificatmd quantitation of levels of protein synthesitidtion
factors in crude Hela cell lysates by two-dimenalgoolyacrylamide gel electrophoresis." J Biol Chem
25811): 7228-35.

Gillet, J. P., T. Efferth and J. Remacle (2007 hé@otherapy-induced resistance by ATP-binding ¢tsse
transporter genes." Biochim Biophys Adta75?2): 237-62.

Hollenhorst, P. C., D. A. Jones and B. J. Grave942. "Expression profiles frame the promoter sfaty
dilemma of the ETS family of transcription factdrilucleic Acids Re82(18): 5693-702.

Johnsson, A., J. Vallon-Christensson, C. Strandijtinan and J. Eriksen (2005). "Gene expressiofilprg in
chemoresistant variants of three cell lines ofedéht origin." Anticancer Re25(4): 2661-8.

Juliano, R. L. and V. Ling (1976). "A surface glycotein modulating drug permeability in Chinese k&m
ovary cell mutants.” Biochim Biophys Actb51): 152-62.

Liscovitch, M. and D. Ravid (2007). "A case studyniisidentification of cancer cell lines: MCF-7/ARicells
(re-designated NCI/ADR-RES) are derived from OVC8Ruman ovarian carcinoma cells." Cancer
Lett 2451-2): 350-2.

Smith, A. J., A. van Helvoort, G. van Meer, K. Saak. Welker, G. Szakagst al.(2000). "MDR3 P-
glycoprotein, a phosphatidylcholine translocasangports several cytotoxic drugs and directly ot
with drugs as judged by interference with nuclemtidhpping.” J Biol Cher7531): 23530-9.

219



220



Discussion générale

Durant les 30 dernieres années, il a été démontré que diverses pathologies humaines
ainsi que 1'un des principaux mécanismes responsables de la multirésistance aux
drogues sont liés a l'activité fonctionnelle de différents transporteurs ABC. Les
protéines ABC forment une famille de protéines membranaires, qui sont trouvées
dans tout le regne vivant. Ces transporteurs peuvent prendre en charge une grande
variété de substrats et participent a de nombreuses fonctions cellulaires. Ils régulent
la perméabilité au niveau des barrieres pharmacologiques. Dans le foie, 'appareil
gastro-intestinal et le rein, les transporteurs ABC excrétent des toxines, protégeant de
ce fait I'organisme. Ils jouent également un role actif dans le systeme immunitaire en
transportant les peptides du le réticulum endoplasmique vers les molécules du CMH
de classe I. Enfin, ils participent au transport et a 'homéostasie cellulaire des lipides.
La variété de substrats et de fonctions assurés par les transporteurs ABC, explique
leur implication dans des physiopathologies génétiques tres diverses. Par leur
capacité de transport de molécules cytotoxiques, certains transporteurs ABC ont été
associés a la multirésistance aux drogues. Il existe dans cette famille de protéines de
fortes homologies de séquence, de structure et de mécanisme fonctionnel. Le fait
qu'une méme molécule puisse étre substrat de plusieurs transporteurs ABC et qu'un
transporteur ABC puisse transporter des substrats de natures diverses rend
complexe leur étude fonctionnelle ainsi que la compréhension exacte de leur role
dans la physiologie cellulaire.

Bien que les roles de quelques uns de ces transporteurs ABC soient maintenant
largement étudiés, la fonction et les substrats de nombre d’entre eux restent encore
inconnus. Malgré l'implication d’un grand nombre de transporteurs ABC dans des
physiopathologies humaines, la cartographie précise de l'expression de 1’ensemble
de ces protéines dans des tissus humains n’a pas encore été entiérement établie. C'est
dans ce contexte que nous avons développé I'étude de I'expression des transporteurs
ABC humains et murins dans différents tissus ou lignées cellulaires utilisées comme
modele pour des tests de cytotoxicité.

Nous avons tout d’abord développé au laboratoire la technique de PCR quantitative
utilisant le SYBR Green. Etant donné le grand nombre d’échantillons et de transcrits
testés pour notre projet, cette technique s’est rapidement révélée tres fastidieuse en
raison de son faible débit et des problemes observés de spécificité de sondes. Nous
avons ensuite congu une puce a oligonucléotides dédiée aux transporteurs ABC, cette
technique étant plus adaptée a un criblage a au débit. Cependant, la technologie que
nous avons choisie n’a pas permis une quantification précise et s’est révélée difficile a
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normaliser. Nous avons donc préféré développer au laboratoire la PCR quantitative a
haut débit en utilisant des sondes TagMan. Nous avons congu des cartes
microfluidiques (TagMan Low Density Array) permettant de quantifier
simultanément 1'expression de tous nos génes d’intérét (transporteurs ABC et genes
de référence) chez I'’homme ou la souris. Cette technique s’est révélée tres sensible et
reproductible. Elle nous a permis de réaliser simultanément 384 dosages, qui associés
a une robotisation permet d’effectuer jusqu’a 5000 dosages par jour. Cette méthode
permet une détection rapide et des transcrits en utilisant seulement de tres faibles
quantités d'ARN total.

Nous avons montré dans des échantillons de foies humains la forte expression de
certains transporteurs ABC, pour lesquels aucun role n’a été décrit dans le foie. Nous
avons également établi la premiere cartographie de l'expression des transporteurs
ABC au cours du développement hépatique. Ceci nous a permis de montrer que
certains transporteurs absents du foie foetal s’expriment apres la naissance et jouent
probablement un role dans la physiopathologie du foie adulte. A l'inverse
I'expression de certains transporteurs s’éteint aprés la naissance suggérant un role
éventuel dans I’hématopoiese.

Alors que les expressions d’ABCB1 et ABCC1 sont couramment testées en clinique
pour suivre l'évolution de certains cancers, la participation potentielle d’autres
transporteurs ABC dans le phénomene de résistance reste inexplorée. Nous avons
montré par 1'étude de patients atteints de leucémie qu’'une plus forte expression
d’ABCB1 et ABCG2, chez les patients avant chimiothérapie, corrélait avec un
mauvais pronostic. De fagon intéressante, nous avons également montré que d’autres
transporteurs qui jusqu’a présent n’ont pas été décrits dans la résistance pourraient

également contribuer a ce mauvais pronostic. Ces résultats soulignent l'intérét
d’élargir le dosage de transporteurs ABC lors d’études cliniques.

Notre étude du transcriptome ABC s’est étendue a des cellules qui a terme seront
peut-étre des outils thérapeutiques : les cellules souches. Dans ces cellules, seuls les
transporteurs ABCB1 et ABCG2 ont généralement été étudiés. Nous avons élargi
cette caractérisation a I'ensemble des membres de cette famille. Nous avons comparé
le pattern d’expression des transporteurs ABC dans des cellules souches humaines a
différents stades de développement. Certains transporteurs pour lesquels nous
observons des variations d’expression pourraient caractériser un état de
différenciation et étre impliqués dans 1’autorenouvellement ou la différentiation des
cellules souches.

Dans le cadre de l'utilisation de la colchicine afin d’améliorer les symptomes de
patients atteints de mucoviscidose, nous avons étudié l'effet d'un traitement
colchicine sur des lignées cellulaires humaines et sur des souris. Nous avons montré
qu’'un traitement colchicine permettait d’induire I'expression de transporteurs ABC
dans les lignées et in vivo chez la souris. Cependant les effets chez la souris ont été
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observés essentiellement dans le foie. Nous avons également pu montrer que ce
traitement colchicine permettait de réguler I'expression de genes impliqués dans la
physiopathologie de la mucoviscidose.

Compte tenu de I'importance des transporteurs ABC dans les pathologies humaines,
il nous parait essentiel de mieux quantifier 1’expression de I'ensemble des genes de
cette famille. Cette cartographie de l'expression des transporteurs ABC révele
certaines variations trés significatives qui devront étre étudiées également au niveau
protéique et fonctionnel. Les transporteurs ABC pouvant constituer des cibles utiles
en thérapie, ce pattern d’expression de l'ensemble des membres de cette famille
permettra : de mieux sélectionner les molécules a utiliser, prédire l'efficacité des
traitements, d’identifier des agents régulateurs, et donc de mieux définir les
stratégies thérapeutiques.
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MATERIELS ET METHODES

1 Matériel biologique
1.1  Animaux:

Souris C57/Bl6

Toutes les expériences sur animaux ont été réalisées d’apres les recommandations
pour I'expérimentation animale du NIH et du comité national d’éthique.

Les souris utilisées sont des souris male C57/Bl6 (IFFA Credo, Charles River ou
Janvier). En début de traitement les souris sont dgées de 6 a 7 semaines et pesent
entre 21g a 28g.

Traitements

Les traitements de souris se font par des injections en intrapéritonéales. Pour chaque
injection 100 pl de produit est injecté par souris soit:

- une solution de sérum physiologique

- une solution de colchicine a 0,5mg/ml dilué dans du sérum physiologique

Durée du traitement mg/kg/injection nombre d’injections mg totaux injectés
7 heures 2 1 0,05

24 heures 2 1 0,05

44 jours 2 5 0,25
Prélévements

A la fin du traitement pendant 44 jours avec la colchicine, les souris traitées étaient
affaiblies et maigres, mais vivantes. Les souris sont sacrifiées par dislocation
cervicale. Apres sacrifice, leurs foies apparaissent gros et tachetés en comparaison
avec les souris témoins.

Pour la dissection de tissus, nous utilisons des instruments de microchirurgie stériles.
Les échantillons d’organes sont coupés en morceaux (< 0,5 cm2), sont transférés dans
des tubes stériles et sont immédiatement congelés dans I'azote liquide puis conservés
a-80°C.

1.2 Les lignées cellulaires :

225



Les cellules ont été cultivées a 37°C sous atmosphere contenant 5% de CO2 dans le
milieu RPMI 1640 Medium + GlutaMAX™ (GIBCO™, Invitrogen life technologies)
supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal.

Les lignées cellulaires ont été gracieusement fournies par le laboratoire du Dr. Jean-
Pierre Marie. Nous disposions de trois types de lignées cellulaires: une lignée
myéloide aigué (HL60), une lignée myéloide chronique (K562) et une lignée
d’adénocarcinome mammaire (MCF7). Pour ces lignées nous disposions de la lignée
dite sensible et des lignées dont la résistance avait été induite par différents
cytotoxiques.

Types cellulaire désignation résistance
T O
HL60 reverrrrrEOR e daunorubicine (10TM) s
HL60MRP doxorubicine (10-°M)
............... 2028 ettt e
Ko62 OROORRRRROON . S doxorubicine (10MM) o
K562HHT40 homoharringtonine (40ng/ml)
MCEF7S -
MCF7 ......................................................................................................................
MCEF7R doxorubicine (10-°M)

Les lignées cellulaires myéloides sensibles HL60 et K562 ont été également traitées
pendant 48h et 72 heures avec de la colchicine (Sigma Aldrich).

1.3 Les échantillons de foies humains :

Les prélevements hépatiques (5-100g) utilisés dans cette étude ont été récoltés
postmortem selon les recommandations du comité d’éthique de I'INSERM, dans
I'heure suivant le déces et congelés immédiatement dans 1'azote liquide avant d’étre
conservés a -80°C. Les foies adultes sont issus de donneurs pour transplantation
rénale. Les foies de nouveaux nés ont été obtenus apres consentement parental
éclairé.

14 Les échantillons de blastes humains

Les échantillons de blastes ont été obtenus par ponction médullaires sur des patients
atteints de leucémie myéloide aigué, avant traitement.

2 Manipulation d’ARN :

226



Les ARN sont facilement dégradés par les ARNases, enzymes omniprésentes, en
particulier sur la peau, et par conséquent sur tous les objets et surfaces de travail.
L’action des ARNases peut engendrer des résultats faussement négatifs. Il est donc
impératif d’observer certaines regles :

Avant chaque manipulation d’ARN, pipettes et surface de travail sont nettoyées
minutieusement. Les paillasses sont décontaminées avec une solution RNAse Away
(Molecular BioProducts). Le matériel utilisé a usage unique est garanti sans ARNase
(eppendorfs, cones a filtre, eau de qualité Biologie Moléculaire). Les manipulations se
font avec des gants non talqués. Des leur obtention ou leur décongélation, les ARN
sont déposés sur la glace, les enzymes de dégradation étant peu actives a froid.

21 Extraction d’ARN

A partir de lignées cellulaires humaines :

Les ARN totaux sont extraits avec le kit Total RNA Isolation Nucleospin® RNA II
(MACHEREY-NAGEL). Chaque échantillon de 5.10° cellules est repris dans le
tampon lyse RA1l contenant de [Iisothiocyanate de guanidium et du (-
mercaptoéthanol (10pl.ml?). Ensuite, 1’échantillon est filtré sur une colonne
permettant d’éliminer la majeure partie des débris cellulaires. De I'éthanol a 70% est
ensuite ajouté au lysat. Le tout est mélangé, puis transféré sur une membrane de
silice fixant préférentiellement les ARN. Aprés un premier lavage, les ARN sont
soumis a un traitement a I’ADNase I pendant 15 minutes a température ambiante. Ce
traitement permet d’éliminer I’ADN résiduel présent sur la membrane. L’ADNase I
est inactivée, puis la colonne est lavée deux fois avec un tampon contenant de
I’éthanol. Apres séchage par centrifugation, les ARN sont élués dans 60 pl d’eau pure
garantie sans ARNase.

A partir d’organes murins :

L’extraction d’ARN a partir de tissus solides nécessite une lyse mécanique.
Briévement, 50 a 100 mg de tissus sont homogénéisés dans 1ml TRIzol® Reagent
(GibcoBRL, Invitrogen Life Technologies) a I'aide d'un ULTRA-TURRAX T8 (IKA"-
WERKE). Les membranes extracellulaires, les polysaccharides, et les ADN de haut
poids moléculaire sont éliminés par centrifugation. La premieére étape d’extraction
correspond a une extraction phénol-chloroforme. L’addition de chloroforme
(200pl/ ml de TRIzol) suivie d’une centrifugation (15 minutes a 4°C a 12000g) permet
la séparation de la phase aqueuse qui contient les ARN de I'interphase et de la phase
organique qui contient I’ADN et les protéines. Les ARN sont ensuite précipités 10
minutes a température ambiante avec de l'isopropanol (0,5 ml/ml de TRIzol). Apres
centrifugation 10 minutes a 12000g et le culot d’ARN est remis en suspension dans
tampon de lyse RA1 mélangé a 350ul d’éthanol a 70%. Puis dans un souci de
propreté et de qualité des ARN nous déposons les ARN obtenus par cette méthode
sur une colonne de silice. Le tout est transféré sur une membrane de silice du kit
Total RNA Isolation Nucleospin® RNA II (MACHEREY-NAGEL) et l'extraction
d’ARN se poursuit comme précédemment selon les instructions du fabricant.
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2.2 Dosage, contrdle de la pureté, de la stabilité et stockage
des ARN

- La concentration d’une solution d”ARN est déterminée par mesure de 1’absorbance
a 260nm a l'aide d’un spectrophotometre (Nanodrop Inc.). Une densité optique de 1
correspond a une concentration de 40pg/ml d’ARN simple brin. La concentration
des échantillons est estimée par la formule suivante :

concentration (ng.pl) = absorbance260nm x 40 x facteur de dilution

- La pureté des préparations est indiquée par le rapport de 1’absorbance a 260nm sur
I'absorbance a 280nm. Une préparation d’ARN pure aura un rapport
abs260nm/abs280nm compris entre 1,9 et 2,1.

- L'intégrité des préparations d’ARN est vérifiée avec le kit RNA 6000 Nano, déposés
sur une puce Agilent RNA 6000 Nano LabChip et analysés avec un Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies).

Un mélange de gel filtré-marqueur fluorescent est déposé sur la puce. Un tampon est
alors ajouté dans chaque puits, afin de placer ensuite les échantillons et le marqueur
de poids moléculaire. La puce est vortexée afin d’homogénéiser tampon et
échantillon, puis placée dans I'appareil. Lors de I'analyse, les brins nucléiques vont
étre séparés en fonction de leur taille. Cette technique permet ainsi de détecter une
éventuelle dégradation des ARN, mais elle permet également de vérifier qu’il n'y a
pas de contamination par de I’ADN génomique.

- Afin d’éviter leur dégradation, les ARN sont conservés a -80°C.

3 Pucesa ADN

31  Blocage des lames

Afin d’éliminer toute trace de poussiere, les lames sont tout d’abord lavées sous
agitation, a température ambiante 5 minutes dans un premier tampon contenant
0,1% de Triton X-100. Les lames sont ensuite lavées 2 fois pendant 2 minutes dans
une solution contenant de I'acide chlorhydrique (100ul HCl a 37% dans 1 litre H20).
Les lames sont alors lavées 10 minutes dans une solution de Chlorure de potassium a
100mM avant d’étre rincées 1 minute dans de I’eau désionisée. Le blocage des lames
se fait pendant 15 minutes dans une solution a pH 7,9 contenant de I'éthanolamine a
50mM et 0,1% de SDS chauffée a 50°C. Les lames sont séchées par centrifugation.
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3.2  Synthése et marquage des ADNc

La synthése et le marquage des ADNc ont été effectués avec le kit SuperScript™ Plus
Indirect ADNc Labelling System (Invitrogen, Life Technologies). L’étape de
dénaturation a été réalisée dans un volume final de 18ul. 20 pg d’ARN totaux 5ug
d’amorces Oligo(dT)z20 et des amorces hexameres aléatoires, sont chauffés a 70°C
pendant 15 minutes. Le tube est ensuite placé dans la glace pendant 1 minute.
L’étape de rétrotranscription se fait en présence de tampon 5X (5X First-Strand
Buffer), de DTT, d"un mélange de nucléotides Triphosphate incluant des nucléotides
amino-modifiés (ANTP mix), d'un inhibiteur d’ARNase (RNaseOUT™) et I'enzyme
SuperScript™ III RT dans les conditions décrites par le fabricant. Le tube contenant
un volume final de 30 pl est mélangé puis incubé a 46°C pendant 3 heures. Une fois
I’ADNc synthétisé une hydrolyse alcaline de I’ARN est immédiatement réalisée en
ajoutant 15 pl de NaOH 1N a la réaction, puis en incubant a 70°C pendant 10
minutes. Le pH est neutralisé en ajoutant 15 pL. d’Acide Chloridrique 1N.

Une fois synthétis¢, ' ADNc va étre purifié. Pour cela du tampon d’hybridation
contenant de I'isopropanol est ajouté au mélange d’ADNc. Le tout est déposé sur une
colonne. Apres centrifugation, la colonne est lavée avec un tampon contenant de
I’éthanol, puis séchée par centrifugation. L’ADNc purifié est élué dans 20ul d’eau,
puis déshydraté dans un speed vac jusqu'a avoir un volume de 3 ul. Chaque
marqueur fluorescent Alexa Fluor® 555 et Alexa Fluor® 647 sont repris dans du
Diméthyl Sulfoxide (DMSO). Un tampon de couplage et les marqueurs fluorescent
sont alors ajouté a ' ADNg, le tout est vortexé, et incubé a température ambiante a
'abri de la lumiere. Aprés deux heures d’incubation, les ADNc marqués sont purifiés
comme précédemment et sont élués chacun dans 20pul d’eau. Les ADNc marqués
ainsi obtenus sont appelés « cibles ».

Les ADNc marqué avec I’ Alexa Fluor®555 et Alexa Fluor® 647 sont quantifiés a 1'aide
d’un spectrophotometre (Nanodrop Inc.). 1 pl de chaque ADNc marqué est prélevé,
migré sur gel d’agarose, et scanné dans un scanner LS 400 4 lasers (Genomic
Solutions).

3.3  Hybridation - Lavages

100 a 200 pmol d’ADNc marqué par chaque Alexa sont lyophilisées et repris
ensemble dans 20 pl de tampon d’hybridation fourni par MWG.

L’ADNCc est ensuite dénaturé a 90°C pendant 3 min, puis il est déposé sur la lame
époxy-silane au niveau de la région de spotting et recouvert par une lamelle de verre.
La lame est déposée dans une chambre d’hybridation manuelle (Corning) et incubée
dans un bain marie pendant 10 minutes a 65°C, puis 20 heures a 42°C.

La lamelle est décollée délicatement dans du Saline-sodium citrate buffer (S5C) 2X
contenant 0,1% SDS (la solution préchauffée a 30°C). La lame est lavée pendant 5
minutes dans le méme tampon, puis 2 fois pendant 5 minutes dans un tampon SSC
1X et pour finir 2 fois pendant 5 minutes dans un tampon SSC 0,2X.
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34  Acquisition d'images en fluorescence

Les images sont obtenues avec le scanner LS 400 4 lasers (Genomic Solutions). La
premiere étape fondamentale du processus d’acquisition des données est I’obtention
des images (Leung et Cavalieri, 2003). Elle consiste a détecter la fluorescence émise a
la surface de la lame apres excitation des fluorophores. Le procédé utilisé combine un
laser, pour exciter les fluorophores, et un microscope confocal (ou scanner) couplé a
un tube photo-multiplicateur (PMT) pour analyser les photons émis par les
marqueurs (Schena, 1999). L’ajustement le plus couramment utilisé consiste a régler
le gain du PMT de facon a ne conserver qu'un nombre minimal de plots présentant
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des pixels saturés (de 'ordre de 1 %). Cette mesure permet de conserver une gamme
dynamique étendue pour les intensités de fluorescence (Leung et Cavalieri, 2003)
pour laquelle les intensités sont en relation linéaire avec 'abondance des transcrits
(Ramdas et al., 2001 ; Taylor et al., 2001). Smyth et al. (2003) prétendent méme que,
tant que la saturation n’est pas atteinte, I'effet du réglage du PMT est pratiquement
négligeable sur la qualité des mesures. Leung et Cavalieri (2003) suggérent donc
d’équilibrer systématiquement les valeurs de PMT pour la détection des canaux afin
de minimiser la variabilité des résultats obtenus.

Les canaux de lecture correspondant aux longueurs d’onde 635 nm et 532 nm sont
utilisés pour lire respectivement la fluorescence de 1'Alexa Fluor”647 et celle de
I’ Alexa Fluor”555. Le signal pour chaque fluorochrome est mesuré par la somme des
intensités des pixels du plot. Cette somme représente la quantité totale de cibles
hybridées sur les sondes (Dudoit et al., 2002). Ces deux images obtenues, en niveau
de gris, représentent les intensités de fluorescence lues par le scanner qui refletent le
niveau d’expression des genes dans les deux conditions expérimentales. Elles sont
souvent représentées en fausse couleur. Le vert sert ainsi a caractériser 1'échantillon
marqué en Alexa Fluor'555, le rouge est réservé a I’Alexa Fluor”647 et le jaune
permet d’indiquer que les cibles marquées en Alexa Fluor™555 et Alexa Fluor”647
sont hybridées en proportion égale sur un plot.

4 PCR quantitative

4.1 PCR en SYBR Green

- Afin de générer des fragments d’ADN complémentaire a partir des ARN
totaux, une transcription inverse est réalisée avec le kit « Transcriptor » (Roche
Applied Science). Un pg d’ARN et 3,2ug de random primer sont incubés, dans un
volume final de 13ul, 10 minutes a 65°C. Le mélange est immédiatement refroidi
dans la glace. Ensuite 20 pl de mélange réactionnel (Tampon RT 1X, 20Unités
d’inhibiteur de d'ARNase; 1mM de chaque dNTP et 10 Unités de transcriptase
inverse transcriptor) sont ajoutés. Le tout est ensuite incubé 10min a 25°C ; 30min a
55°C et 5min a 85°C. Le mélange d’ADNc ainsi obtenu est ensuite dilué au 1/5.

- Cinq dilutions successives au % de I’ADN complémentaire sont réalisées.
Pour une efficacité de PCR a 100%, la pente de la droite Ct en fonction du log de la
concentration en ADN matrice doit étre égale a -3,33. Lorsque toutes ces
manipulations préliminaires sont réalisées, on analyse les échantillons d’intéréts. Le
mélange réactionnel dans chaque capillaire est composé de 5 pl d”ADNc (25 ng), 2pl
de Mix SYBR Green, de 0,5 pl d’amorces sens et antisens a 10 pM (concentration
finale de 500nM), et de 2,5 pl d’eau « RNase-free ». Les cycles d’élongation sont
débutés par une période de dénaturation de 10 minutes a 95°C suivi de 40 cycles de
10 sec a 95°C, 10 sec a 70°C, (taille de 'amplicon/25) secondes a 72°C. Un geéne
calibrateur est utilisé en paralléle. Ce géne dont I'expression n’est pas modifiée dans
les différentes situations biologiques permet d’éviter que des modifications de
quantités d’ADN dans I'essai soient analysées comme des différences d’expression.
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Le taux d’expression du gene d’intérét est déterminé par rapport a ce gene
calibrateur.

42  PCR Taqman

- La réaction de transcriptase inverse est réalisée avec le kit High Capacity
ADNCc Archive kit (Applied Biosystems).
Deux pg d’ARN totaux sont dilués dans 25ul d’eau « RNase free ». A ces ARN sont
ajoutés 5ul de tampon de RT (5X), 2ul de dNTP (25X), 5ul de random primers (10X) et
125 Unités de transcriptase inverse Multiscribe.
Le mélange réactionnel d'un volume final de 50ul est incubé 10min a 25°C puis 2
heures a 37°C.

- Les réactions de PCR TagMan® a été réalisée sur 1’ABI PRISM 7900HT avec
les kits TagMan Universal PCR master mix no Emperase UNG et TagMan Universal
PCR master mix Emperase UNG. Le Mix de PCR (2X) est ajouté a '’ ADNc de chaque
échantillon et le mélange contient alors 1,5ng/ul d’ADNc. Le volume de PCR de
chaque cupule étant d’environ 1pl, la réaction de PCR s’effectue avec 1,5ng d”ADNCc.

La réaction de PCR démarre par une étape d’activation de I'UNG 2 min a
50°C, suivie de 10 minutes a 95°C pour activer 'enzyme de PCR. Ensuite, 40 cycles
d’amplification : 30 secondes a 97°C puis 1minute a 59,7°C.

5 Analyse par cytométrie de flux

Les analyses ont été réalisées sur un appareil Beckman Coulter (Bectin-Dickinson)
équipé d'un laser argon (488 nm). Pour ce faire, les cellules sont trypsinisées avec de
la trypsine-EDTA (Gibco BRL). Le nombre de cellules par ml est compté puis 5.10°
cellules sont lavées et utilisées pour le marquage.
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