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Résumé

Les membranes cellulaires jouent un rdle important dans 1’absorption des médicaments
et la distribution de ceux-ci dans le corps humain. Elles contiennent différents transporteurs
membranaires qui sont responsables des profils pharmacocinétiques, d’innocuité et d’efficacité
des xénobiotiques. Lors du développement d’un médicament, il s’avere donc indispensable, de
prédire 1’interaction des nouveaux composés avec les transporteurs présents dans 1’organisme.
Le but du projet de recherche est de créer un nouvel outil pour étudier le comportement de la
glycoprotéine-P (P-gp), un transporteur membranaire responsable du rejet de nombreux
composés, sur différents médicaments. Pour cela, un modele non cellulaire est développé en
utilisant des protéoliposomes : des liposomes dans lesquels des transporteurs sont incorporgs.

La méthodologie consiste tout d’abord a produire, extraire et purifier la protéine
d’intérét a partir de deux systemes d’expression: MDCK-MDRI1 (cellules de chien
transfectées avec le géne humain MDR1) et Pichia pastoris (levures) fin de déterminer les
avantages et les limites de ces deux types cellulaires. Différentes méthodes de reconstitution
dans des protéoliposomes ont ensuite été testées avec la P-gp obtenue. Puis, 1’activité

ATPasique de la P-gp reconstituée a été évaluée en présence de différents substrats.

Les protocoles de culture cellulaire, d’extraction et de purification des deux systemes
d’expression ont été¢ implémentés avec succes au sein du laboratoire. Les résultats montrent
que les rendements obtenus sont supérieurs avec les levures qu’avec les cellules de
mammifeére. En outre, Pichia pastoris offre les avantages d’étre facile et rapide a cultiver et
peu couteux. Les premiers résultats d’activité ATPasique obtenus avec la P-gp reconstituée en
protéoliposomes étaient prometteurs mais n’ont pas été reproduits en raison de la dégradation
de la protéine membranaire. Les prochaines études du projet porteront sur un autre
transporteur membranaire de la famille ABC, BCRP, une protéine de plus petite taille qui

devrait montrer une plus grande stabilité pour mener a bien les tests.

Mots-clés : Protéoliposome, Glycoprotéine-P, MDCK-MDRI1, Pichia pastoris, transporteurs

membranaires, perméabilité membranaire
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Abstract

Cellular membranes play an important role in the absorption and distribution of drugs
in the human body. They contain different membrane transporters, which are responsible for
the pharmacokinetic properties of drugs, as well as the safety and efficiency of their diffusion.
When developing a new drug, it is thus of utmost importance to study the way that it will
interact with the transporters present within the body. The aim of this study was to evaluate a
new tool for measuring permeability in order to understand the function and mecanisms of P-
glycoprotein (P-gp). P-gp is a transporter that is responsible for the rejection of many different
compounds found in various drugs. This study thus seeks to use proteoliposomes to develop
non-cellular models of membrane permeability including efflux and uptake transporters. This
novel model of permeability will be utilized to study the underlying mechanisms of membrane

permeability to xenobiotics.

The human P-gp was produced, extracted and purified using two different expression
systems: MDCK-MDRI1 cells (Madin-Darby canine kidney cells transfected with the human
MDRI1 gene) and Pichia pastoris. Both expression systems were studied in order to compare
the strengths and weaknesses of each system. We then tested different methods of
reconstituting the P-gp into protéoliposomes. Finally, we measured the level of ATPase

activity using different substrates.

The protocols of cell culture, extraction and purification of both expression systems
were accomplished in a laboratory during this study. These results demonstrated that
expressing P-gp using yeast was more effective than that of mammalian cells. Furthermore,
working with Pichia pastoris offers multiple advantages: expressing P-gp was easier, faster
and cheaper than working with mammalian cells. The first measurements of ATPase activity
using reconstituted P-gp proteoliposomes were promising, however they proved difficult to
reproduce due to the possible degradation of the membrane protein.Further studies in this
project will look to evaluate another ABC membrane transporter, BCRP. This smaller protein

should prove to be more stable than P-gp, facilitating experimentation.

Keywords : Proteoliposome, P-glycoprotein, MDCK-MDRI1, Pichia pastoris, membrane

transporters, membrane permeability
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CHAPITRE 1 : Introduction

1.1. Mise en contexte

Le développement d’un nouveau médicament est un travail laborieux, risqué et
extrémement couteux. Les échecs sont pour la plupart, liés aux propriétés pharmacocinétiques
des nouvelles molécules. Le grand défi de la recherche pharmaceutique, dans le
développement de nouveaux principes actifs, est d’identifier le plus tot possible les candidats
qui auront le plus de chances d’arriver sur le marché. Les obstacles liés a chaque molécule
doivent étre prédits dans les étapes préliminaires afin d’évaluer la faisabilit¢ du

développement [1].

Auparavant, les nouvelles entités chimiques étaient sélectionnées en fonction de leurs
activités pharmacologiques, puis différents tests étaient effectués pour évaluer le profil
pharmacocinétique de la molécule. Aujourd’hui, les entreprises pharmaceutiques abordent une
nouvelle approche dans laquelle I’efficacité pharmacologique et le profil pharmacocinétique
sont évalués parallélement. La sélection des molécules pour les étapes ultérieures se fait ainsi
sur plus de caractéristiques comme la solubilité, la perméabilité intestinale ou la stabilité
métabolique [1]. Les industries recherchent donc des techniques fiables, a faible cout et de

haute précision pour examiner rapidement les nouvelles molécules dans 1’étape de criblage.

Les études in vivo sont essentielles pour 1’évaluation des profils pharmacocinétiques,
pharmacologiques et toxicologiques des nouvelles molécules, puisque les animaux
représentent les meilleurs modeles du corps humain. Cependant, elles ne répondent pas a tous
les critéres énumérés ci-dessus. De plus, devant la polémique croissante sur les recherches
animales, les gouvernements sont contraints a mettre en place des lois plus restrictives afin
d’utiliser les animaux d’une manicre controlée et éthique. Les modeles in vitro sont quant a
eux attrayants. Ainsi, aucun ou peu d’animaux sont utilisés, une faible quantité de principe
actif est nécessaire, plusieurs composés peuvent étre testés en parallele, les mécanismes de
transport et le métabolisme peuvent étre étudiés. Les études in vitro sont surtout appréciés

pour leurs faibles couts, leurs reproductibilités et leurs simplicités [2]. Il s’aveére donc



primordial de développer des modeles in vitro de la perméabilité et de 1’absorption présentant

des bonnes corrélations avec 1’étre humain.

1.2. Perméabilité membranaire

L’évaluation de la perméabilité membranaire est une étape cruciale du développement
de nouveaux principes actifs. Aprés une administration par voie orale, la majorité¢ des
médicaments (approximativement 90%) est absorbée dans I’intestin gréle qui posséde une
anatomie de sorte a augmenter I’absorption des nutriments dans le corps humain. Ainsi, la
surface de I’intestin gréle qui est de forme cylindrique est constituée de valvules conniventes
qui multiplient par trois la surface de I’intestin [1]. Ces valvules sont recouvertes de villosités
qui sont elles-mémes formées de cellules avec des bordures en brosse (Figure 1). Tous ces
repliements permettent d’augmenter la surface de I’intestin de 30 fois et de 600 fois

respectivement.
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Figure 1. Anatomie du petit intestin. Adaptée avec permission [3]

Le petit intestin a pour role principal d’absorber les nutriments mais il sert également
de barriere aux substances étrangeres. Les cellules épithéliales englobent les entérocytes, les

cellules globulaires, les cellules entéroendocrines, les cellules de Paneth, les cellules M et les



cellules tuft et cup. Les entérocytes, trés présentes dans la région intestinale, sont responsables
de I’absorption de la majorité des principes actifs. Ces cellules présentent un coté apical et un

coté basolatéral et elles sont séparées entre elles par des jonctions serrées.

La principale barriere que les médicaments vont rencontrer dans les intestins avant de
rejoindre la circulation générale est la membrane cellulaire des entérocytes. Les membranes
cellulaires régulent 1’absorption des xénobiotiques selon différents mécanismes; elles jouent

donc un role cl¢ dans la distribution des médicaments dans le corps humain.

Les médicaments peuvent traverser la membrane selon deux types de passages : le
passage transcellulaire et le passage paracellulaire. Les différents mécanismes sont représentés
sur la Figure 2. La composition en lipides et en transporteurs membranaires ainsi que

I’étroitesse des jonctions entre les cellules ont un impact direct sur la perméabilité des

médicaments.
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Figure 2. Mécanismes de transport des médicaments dans la barriére intestinale. Adaptée avec

permission de [4]



1.2.1. Passage transcellulaire

La voie transcellulaire est divisée en quatre principaux mécanismes : la diffusion
passive, la diffusion facilitée, le transport actif et ’endocytose. Pour la diffusion passive, les
molécules traversent la bicouche lipidique de la membrane selon un gradient de concentration.
Lors de I’absorption intestinale, les médicaments passent du c6té le plus concentré, la lumicre
gastrique, vers le coté le moins concentré, les vaisseaux sanguins capillaires. Le passage ne
nécessite pas d’apport énergétique, n’est pas saturable et est non spécifique. Pour ce type de
passage, la taille de la molécule, sa lipophilie et son état d’ionisation sont des caractéristiques
importantes. Les composés lipophiles sont plus susceptibles de passer a travers la membrane
que les composés polaires. Les molécules neutres sont plus perméables que les ions

cationiques ou ioniques [5].

Dans la diffusion facilitée, les molécules traversent la membrane a I’aide de protéines
transmembranaires de transport (canaux ioniques ou transporteurs). Les sucres et les acides
aminés sont absorbés par cette voie. Ce transport ne nécessite pas d’apport énergétique et se
fait selon un gradient de concentration. Ce mécanisme est saturable a des concentrations

¢élevées en médicament.

Dans le transport actif, les molécules passent a travers la membrane a I’aide d’une
protéine transmembranaire. Le transport actif nécessite un apport d’énergie et s’effectue contre
un gradient de concentration [5]. Le transport est divisé en deux catégories : le transport actif
primaire dans lequel les molécules d’ATP (Adénosine Triphosphate) sont directement utilisées
comme source d’énergie et le transport actif secondaire dans lequel une différence de potentiel
¢électrochimique, généré par le transport actif primaire, est utilisée pour transporter les
molécules. Les deux principales formes de transport actif secondaire sont le symport et
I’antiport. Ce mécanisme est saturable, peut étre inhibé et soumis a une compétition entre les

molécules transportées.

Enfin, le mécanisme d’endocytose permet de faire traverser les grosses molécules.
Dans ce passage, les membranes cellulaires vont englober les macromolécules et du fluide

extracellulaire pour former des vésicules, appelées endosomes, qui vont pénétrer la cellule.



1.2.2. Passage paracellulaire

Dans le passage paracellulaire, les médicaments traversent par les jonctions serrées qui
ont pour role de joindre les cellules épithéliales entre elles pour former un tapis. Ce type de

passage ne concerne que les petites molécules (inférieures a 180 Da) polaires [5].

1.2.3. Transporteurs membranaires

Les transporteurs membranaires sont donc trés impliqués dans [’absorption des
médicaments. Ces protéines sont présentes dans toutes les cellules mais elles sont trés
nombreuses au niveau de I’épithélium intestinal, des hépatocytes, des cellules épithéliales des
tubules rénaux et de la barriére hémato-encéphalique (Figure 3). Il existe deux grandes
familles de transporteurs : les transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) et les transporteurs
SLC (Solute Carrier) [6].
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Figure 3. Expression des transporteurs membranaires dans les tissus humains. Transporteurs
ABC représentés en rouge et transporteurs SLC représentés en bleu. Adaptée avec permission [6]



Dans le systtme ABC, les protéines utilisent I’énergie fournie par I’hydrolyse de I’ATP
pour fonctionner. Sept sous-familles encodant pour 49 protéines différentes ont été identifiées
dans le génome humain [7]. Les transporteurs ABC impliqués dans le transport des
xénobiotiques font partis des familles ABCB, ABCC et ABCG. La majorité est impliquée dans

le phénoméne de résistance des anti-cancéreux engendrant des échecs thérapeutiques. Les

transporteurs les plus importants sont présentés dans le Tableau 1.

Famille Géne Protéine Exemples de médicaments substrats
ABCB ABCBI MDR1/ Vinblastine, vincristine, doxorubicine,
Glycoprotéine-P | colchicine, docetaxel, paclitaxel, ortataxel...
ABCBI11 BSEP Pravastatine, taurocholate...
ABCC ABCC2 MRP2 Vinblastine, vincristine, doxorubicine,

etoposide, cisplatine, methotrexate. ..

ABCC3 MRP3 Conjugués glucuronide (morphine,
acétaminophene, etoposide, ethinylestradiol)...
ABCC4 MRP4 Methotrexate, leucovorine, topotecane, 6-

mercaptopurine, adefovire...

ABCG ABCG?2 BCRP Mitoxantrone, flavopiridole, topotecane, SN-
38, camptothecine, methotrexate, imatinibe...

Tableau 1. Transporteurs de la famille ABC exprimés chez ’humain [7, 8].

Le systéeme SLC est la famille de protéines la plus abondante. Plus de 380 séquences
humaines ont été répertoriées et classées dans 48 sous-familles [9]. Les transporteurs SLC
rejettent les médicaments ou facilitent leur absorption par le mécanisme de diffusion facilitée
ou de transport actif secondaire [8]. Les transporteurs SLC les plus impliqués dans

I’absorption des médicaments sont énumérés dans le Tableau 2.



Classe de substrats

Famille Géne Protéine
transportés
SLCI10 SLCI0A1 NTCP Divers substrats
SLC10A2 ASBT
SLCI15 SLC1541 PEPTI1 Oligopeptides
SLCI1542 PEPT2 Protons dépendant
SLCI6 SLCI6A1 MCTI1 Divers substrats
SLC22 SLC22A41 OCT1 Cations organiques
SLC2242 OCT2
SLC2244 OCTNI1
SLC2245 OCTN2
SLC2246 OATI1 Anions organiques
SLC2247 OAT2
SLC2248 OAT3
SLC2249 OAT7
SLC22A411 OAT4
SLC22412 URATI
SLC47 SLC47Al1 MATEI1 Cations organiques
SLC47A2 MATE2-K
SLCO SLCOIA2 OATP1A2 Anions organiques
SLCOIBI1 OATPIBI
SLCOIB3 OATPI1B3
SLCO2B1 OATP2BI1
SLCO4CI OATP4CI

Tableau 2. Transporteurs de la famille SLC exprimés chez I’humain [8, 10].

1.2.4. Tests d’évaluation de la perméabilité membranaire

Les principaux tests d’évaluation de la perméabilit¢é membranaire sont détaillés dans

cette sous-partie et sont représentés dans la Figure 4.
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Figure 4. Tests actuels pour évaluer la perméabilité membranaire. Adaptée avec permission [4]
1.2.3.1. Systeme de partage solvant organique /eau

Le test de coefficient de partage n-octanol/eau permet de mesurer la lipophilie de la
molécule et donne une indication du comportement du médicament a travers une membrane
biologique. L’octanol est utilis€¢ puisqu’il posséde une polarité¢ similaire aux membranes
lipidiques. Le coefficient de partage est €gal au rapport de la concentration de la substance a
I’équilibre dans 1’octanol sur la concentration de la substance a 1’équilibre dans 1’eau. Ainsi,
une molécule lipophile aura un coefficient de partage supérieur a 1 alors qu’une molécule
hydrophile aura un coefficient de partage inférieur a 1. Malheureusement, méme si 1’octanol
est capable de créer des interactions hydrophobes et hydrogénes avec les composés, il ne
pourra jamais reproduire les interactions ioniques des phospholipides présents dans les

membranes biologiques avec les molécules [11].

1.2.3.2. Systeme avec une membrane artificielle

Plusieurs tests utilisant des membranes artificielles ont été mis en place. Les films noirs
font partis des premiers modéles de membrane plane pour évaluer la perméabilité. La bicouche
artificielle de composition connue est formée dans un trou d’un matériau inerte qui sépare
deux compartiments remplis d’un électrolyte [12]. Pour former la bicouche, ’orifice, d’un

diamétre d’une centaine de microns, est tout d’abord enduit d’un solvant hydrocarboné puis,



une fois que l’ouverture est seéche, les deux compartiments sont remplis d’une solution
aqueuse. Des lipides solubilisés dans un solvant hydrophobe comme le décane sont ensuite
appliqués sur le trou. La bicouche lipidique se forme spontanément puisque I’excés de solvant
est drainé vers les parois de I’ouverture qui sont hydrophobes. En conséquence, la membrane
s’amincit. Ce phénomene peut étre suivi en éclairant le trou. Lorsque la membrane devient
noire, d’ou le terme de film noir, cela signifie que la membrane a atteint une épaisseur de
quelques nanometres. Comme [’épaisseur est négligeable, toutes les longueurs d’onde
subissent une interférence destructive donc aucune couleur n’est percue [13]. La
concentration, la force ionique, le pH et le champ électrique peuvent &étre contrdlés avec ce
systtme. De part et d’autre de la membrane, des conditions différentes peuvent Etre

appliquées.

Un autre modele utilise les liposomes. Les liposomes sont des vésicules artificielles
formées par des bicouches lipidiques concentriques enfermant un volume aqueux. Ils ont
I’avantage d’avoir des propriétés similaires aux membranes biologiques. Ils imitent la partie
hydrophobe et la surface chargée polaire extérieure des phospholipides [14]. Les tailles des
liposomes varient de 20 nm a 100 um. Ils sont préparés en dissolvant les lipides dans un
solvant organique qui est par la suite évaporé. Le film lipidique sec est ensuite réhydraté dans
un tampon [14]. La suspension de liposomes est finalement extrudée pour obtenir une
population de taille homogeéne. Les interactions hydrophobes, ioniques et hydrogénes peuvent

étre étudiées par ce systeme [11].

La chromatographie par membrane artificielle immobilisée est un autre test qui est
simple a réaliser et facilement automatisable puisque cette technique utilise une
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) et une phase stationnaire sur laquelle
des phospholipides ont été greffées [15]. La colonne chromatographique imite donc la surface
des membranes cellulaires et permet d’évaluer les interactions polaires des médicaments avec
celle-ci. Le facteur de rétention augmente avec [’affinit¢é des molécules pour les
phospholipides. Ce test permet donc d’évaluer rapidement la diffusion passive des

xénobiotiques [16].

Le test PAMPA reste le modele le plus utilisé par les entreprises pharmaceutiques et

des centaines de composés ont déja été testés par cet essai [17]. Ce test permet d’étudier la



diffusion passive des molécules et présente 1’avantage d’étre simple et rapide a utiliser [18].
Le principe de ce test consiste a évaluer la perméabilité des molécules d’un compartiment

donneur a un compartiment receveur a travers une couche de phospholipides [5].

1.2.3.3. Test in vitro cellulaire

Méme si les tests énumérés ci-dessus permettent d’obtenir rapidement des résultats sur
la perméabilité des nouveaux composés, ils présentent un inconvénient majeur. Ils n’évaluent
pas I’effet des transporteurs membranaires, soit le transport actif. Cela peut donc conduire a

des prédictions d’absorption chez I’homme erronées [19, 20].

Les mod¢les cellulaires de perméabilité fournissent des informations supplémentaires
sur le transport actif et le transport paracellulaire. Ce sont donc jusqu’a présent les tests de
choix pour évaluer I’absorption des nouvelles molécules par les entreprises pharmaceutiques.
Les lignées cellulaires Caco-2 et MDCK, dans lesquelles des transporteurs membranaires sont
surexprimées, sont les plus utilisées. Le principe et les limites des tests in vitro seront vues

plus en détail dans le chapitre 2 de ce mémoire.

Des nouveaux mode¢les in vitro intestinal en 3D ont récemment été développés mais ils
sont encore a optimiser. Un test utilisant les cellules Caco-2 et HT29-MTX et deux types de
cellules stromales, les fibroblastes intégrées dans du collageéne de type 1 et les immunocytes a
été¢ développé. Ce modele souffre cependant d’une diminution de 1’intégrité des jonctions
serrées et d’un plus faible niveau d’expression de protéines transmembranaires

comparativement a I’homme [21].

De nombreuses études montrent 1I’importance des transporteurs membranaires dans
I’étude des profils pharmacocinétique, toxicologiques et d’efficacité des médicaments [6]. Ce
sont donc des protéines a ne pas négliger dans I’étude de la perméabilité. Parmi les
transporteurs membranaires du corps humain, la glycoprotéine (P-gp) est la protéine la plus
¢tudiée parce qu’elle est exprimée dans de nombreuses parties du corps et parce qu’elle est
impliquée dans le rejet de nombreux médicaments. Il a été montré que la P-gp couplée avec le
cytochrome P450, enzyme métabolisant les médicaments, jouait un réle primordial dans

I’absorption au niveau de la paroi intestinale [22].
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1.3. La Glycoprotéine-P

1.3.1. La famille ABC

La glycoproteine-P (P-gp), aussi connue sous le nom de ABCBI ou mdrl, est un
transporteur membranaire appartenant a la superfamille ABC (ATP Binding Cassette). Dans
cette famille, toutes les protéines se caractérisent par la présence d'un domaine ATPasique qui
a démontré lier et hydrolyser I'ATP. L'énergie libérée par I'hydrolyse de I'ATP est utilisée dans
de nombreux processus biologiques [23]. Les transporteurs ABC utilisent ['énergie de
I'hydrolyse de I'ATP pour transporter a travers la membrane contre un gradient de
concentration une grande variété de substances [24]. Sur les 48 transporteurs humains de la
famille ABC, la P-gp est la protéine la plus étudiée du fait qu'elle joue un rdle important dans
la résistance de médicaments cytotoxiques contre le cancer dans les cellules cancéreuses [25].
Elle est responsable de transporter a I'extérieur de la cellule de nombreux composés situés

dans le cytosol ou dans la bicouche lipidique.

1.3.2. Le gene MDR

La P-gp fut découverte dans les années 1970 avec le phénomene de résistance multiple
aux anti-cancéreux (MDR) [26]. La famille multigénique MDR comprend deux genes chez
I’homme et trois genes chez les rongeurs (Tableau 3) [27]. Les glycoprotéines sont réparties
en trois classes. Seules les classes I et I sont capables de conférer le phénotype de résistance
lorsque les glycoprotéines-P sont surexprimées. Chez I’homme, il s’agit des glycoprotéines
codées par le gene MDR1 [24]. La classe III concerne le transport de la phosphatidylcholine a

travers la membrane caniculaire des hépatocytes [28].
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Espéces

Humain Rat et souris Hamster
Classe I MDRI1 mdr 1a (mdr 3) pgp 1
Résistance multiple
Classe 11 MDRI1 mdr 1b (mdr 1) pgp 2
Transport MDR3 ou
phosphatidylcholine LRl MDR2 mdr 2 pep 3

Tableau 3. Famille des glycoprotéines-P (modifié d’aprés Bendayan et al., 2002)

1.3.3. Structure de la P-gp

La P-gp a une masse moléculaire de 130 kDa et est composée de 1280 acides aminés
organisés en deux sous-unités presque identiques (Figure 5). Chacune de ces deux sous-unités
(représentées dans deux couleurs différentes dans la Figure 5) est constituée de 6 hélices
transmembranaires et de deux domaines cytoplasmiques de liaisons aux nucléotides (NBD)
qui sont responsables de lier et d’hydrolyser ’ATP [29]. Des sites de glycosylation,
responsables de la variation du poids moléculaire de la protéine entre les especes, se
retrouvent sur la premiere boucle extracellulaire de la sous-unité de la portion N-terminale de

la P-gp.
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Figure 5. Structure de la P-gp. A : Structure schématique de la P-gp. B : Structure crystalline de la
P-gp. Adaptée avec permission [30]

Les deux sites de liaisons aux nucléotides forment un dimere symétrique dans lequel
deux molécules d’ATP peuvent se lier. Ce dimére est souvent comparé dans la littérature a un
sandwich. Trois caractéristiques sont retrouvées dans les NBDs: les motifs de Walker A et B
qui sont communs aux sites de liaisons de I’ATP et la séquence signature qui est retrouvée

chez tous les transporteurs de la famille ABC. Une molécule d’ATP peut se lier par
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I’intermédiaire du motif Walker A ou B a I'un des sites NBD et par I’intermédiaire de la

séquence signature a 1’autre site de liaison NBD [31].

1.3.4. Expression et localisation de la P-gp

La P-gp est exprimée dans de nombreux tissus humains. Elle est retrouvée dans les
membranes des cellules épithéliales de la lumicre intestinale, dans les hépatocytes, dans les
cellules de la barriere hémato-encéphalique et au niveau des cellules du tubule proximal du
rein [6]. L’omniprésence de la P-gp dans le corps humain justifie pourquoi cette protéine joue
un réle important dans ’absorption intestinale des médicaments, dans la protection des
organes sensibles des substances étrangeres et enfin dans 1’élimination des principes actifs et

métabolites [32].

La P-gp possede une grande variabilité d’expression entre les individus, a cause du
polymorphisme du géne MDR1. Par exemple, 1’expression de la protéine dans les entérocytes
peut varier d’un facteur 8 chez ’homme [33]. Cela joue donc sur le parcours du médicament

dans le corps humain.

1.3.5. Transport de la P-gp

La P-gp a la capacité de transporter de nombreux composés avec des propriétés physico-
chimiques différentes. En général, les substrats sont lipophiles et de petite taille. Il devient
donc difficile de prédire I’affinité d’un nouveau composé a la P-gp. De nouvelles substances

transportées par la P-gp sont couramment découvertes.

Le mécanisme de transport de la P-gp n’est pas encore totalement élucidé. Plusieurs
modeles ont été développés pour expliquer le processus [34]. Dans le premier modele, la P-gp
fonctionnerait comme une pompe classique. Les composés situés dans le cytoplasme seraient
relargués vers le milieu extracellulaire sans étre au contact de la bicouche lipidique de la
membrane (Figure 6). Dans le deuxiéme modéle, la P-gp agirait comme une flippase [35], le
substrat interagit d’abord avec les lipides avant d’interagir avec le transporteur [36]. Les
médicaments intercalés dans le feuillet interne de la membrane sont basculés dans le feuillet
externe de la bicouche lipidique a la suite de I’interaction avec le site de liaison aux substrats

de la P-gp. Ils diffusent ensuite vers I’extérieur de la cellule ou reviennent spontanément en
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flippant dans le feuillet interne [37]. Dans le dernier modéle qui est de nos jours le plus retenu,
la P-gp agirait comme une pompe a efflux. Le médicament serait intercepté par le transporteur
lorsqu’il essaye d’entrer dans la cellule a partir de la bicouche lipidique. Le médicament se lie
ensuite au site de liaison du substrat de la P-gp. Puis I’ATP, en se liant aux domaines de
liaison aux nucléotides, s’hydrolysera en ADP et phosphate libérant une quantité important
d’énergie. Cette énergie provoque un changement de conformation du transporteur, ce qui lui

permettra d’éjecter en dehors de la cellule le médicament.

0

EXTERIEUR

)

o %@

INTERIEUR |

ADP + P;

ADP+P

ADP + P; ADP+P

ADP + P;

Pompe Pompe

classique a efflux Flippase

Figure 6. Mode¢les de transport de la P-gp. Adapté avec permission [34]

1.3.6. Liaison et hydrolyse de I’ATP par le transporteur

L’hydrolyse de I’ATP fournit I’énergie nécessaire pour transporter les substrats par la
P-gp. La P-gp se distingue des autres ATPase du fait qu’elle posséde une activité ATPasique
basale élevée en I’absence de substrats. Le transport des médicaments par les domaines
transmembranaires et 1’hydrolyse de I’ATP par les sites de liaisons aux nucléotides seraient

donc des processus distincts. Certains médicaments stimulent 1’activit¢ ATPasique alors que
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d’autres I’inhibent. Certains médicaments, comme le vérapamil, ont un effet stimulant a faible

concentration et un effet inhibiteur a haute concentration [29].

Le mécanisme d’hydrolyse de I’ATP par la P-gp n’est aujourd’hui pas trés bien compris.
Un des modeles proposé postule que la P-gp hydrolyse une molécule d’ATP par substrat
transporté [38]. Dans ce modele, I’hydrolyse de I’ATP s’effectue par alternance entre les deux
sites de liaisons nucléotidiques. Dans I’état symétrique de la protéine, le sandwich de dimere
est ouvert, les molécules d’ATP ne sont pas étroitement liées (ATP. sur la Figure 7). Si le
transporteur est actif, celui-ci passera en position asymétrique dans laquelle une molécule
d’ATP est liée & un site de liaison nucléotidique (ATPr sur la Figure 7) engendrant une
fermeture du sandwich. La molécule d’ATP liée au NBD subit ensuite une hydrolyse
fournissant 1’énergie nécessaire pour transporter le médicament. Apres I’hydrolyse de ’ATP,
I’ADP produite est faiblement liée et provoque la réouverture du sandwich de dimére. Le
second site de liaison devient aussitot disponible pour une nouvelle molécule d’ATP, son
affinité pour le nucléotide est élevée. Le sandwich se referme de nouveau. L’hydrolyse de

cette deuxiéme molécule d’ATP permet le transport d’un autre substrat [39].
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Figure 7. Cycle catalytique de la P-gp. Adaptée avec permission de [29].

Afin d’étudier les transporteurs membranaires, comme la P-gp, et de mieux comprendre
leurs fonctionnements dans le corps humain, il est nécessaire de produire des grandes quantités
de protéines purifiées. La méthodologie est décrite dans la partie ci-dessous.

1.4. Production et purification d’une protéine membranaire

recombinante

Les protéines recombinantes sont des protéines produites par une cellule dont le
matériel génétique a été modifi¢ par recombinaison génétique. Les techniques de production,

de manipulation et de purification sont couramment réalisées et optimisées pour les protéines
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solubles dans un environnement aqueux [40]. En revanche, elles le sont moins pour les
protéines membranaires, ce qui rend les manipulations plus difficiles a réaliser. Pour pouvoir
travailler avec des protéines membranaires, celles-ci doivent étre dispersées dans un milieu
aqueux a 1’aide d’un détergent. Cette étape de solubilisation, qui est indispensable, s’avere
aussi étre la plus critique puisqu’elle engendre fréquemment des agrégations, une dénaturation
ou une perte d’activité de la protéine. A cela s’ajoute des difficultés dans la production : les
niveaux d’expression sont souvent faibles. Il n’existe pas de protocole unique pour la
purification de protéines membranaires, mais les grandes lignes seront détaillées dans ce
chapitre. La Figure 8 présente les grandes étapes permettant d’augmenter la pureté de la

protéine membranaire d’intérét [41].

Pureté

Purification éine membranaire

Etapes

Figure 8. Etapes de purification des protéines membranaires

1.4.1. Les différents systémes d’expression

Différents systemes d’expression sont disponibles pour produire des protéines de
I’espéce humaine. Plusieurs facteurs sont a prendre en compte pour sélectionner un systéme
d’expression : facilités d’utilisation, matériel requis et expertise dans le laboratoire, rendement

¢élevé a obtenir, méthode et simplicité de la purification, cout de production et enfin le temps
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de production. Les protéines membranaires recombinantes ont besoin en plus d’un

environnement lipidique adéquat pour permettre un bon repliement et une bonne stabilité [42].

Les systémes d’expression procaryote, comme Escherichia coli (E. coli), sont trés
facile d’utilisation et permettent d’obtenir des rendements ¢élevés a faible cout. En revanche,
les protéines produites par ce systéme, souffrent d’un mauvais repliement tridimensionnel et
de I’absence de glycosylation [43]. Or, ces caractéristiques s’averent indispensables au bon

fonctionnement enzymatique des protéines.

Plusieurs systémes d’expression eucaryote sont disponibles pour la production de
protéines membranaires. Les cellules de mammiféres, ont [’avantage de fournir un
environnement et des modifications post-traductionnelles identiques a 1’homme, engendrant
un bon repliement et donc une bonne activité de la protéine. Les levures sont populaires
puisqu’elles ont une croissance rapide et peuvent produire des glycosylations. Les levures
Saccharomyces cerevisiae et Pichia pastoris (P. pastoris) sont les systeémes d’expression les
plus utilisées pour surexprimer les protéines membranaires eucaryotes [44, 45]. Les cellules
d’insecte sont également trés utilisées puisqu’elles produisent des protéines avec un bon

repliement et les glycosylations sont similaires aux cellules de mammiféres [46].

1.4.2. Lyse cellulaire

La lyse cellulaire est la premicre étape a réaliser dans la purification de protéines
membranaires. Elle permet d’obtenir une suspension de fragments membranaires soit des
vésicules membranaires qui contiennent la protéine d’intérét. L’homogénat de cellules
contient également des cellules non lysées, des débris cellulaires, des protéines solubles ainsi
que d’autres contaminants a éliminer. Il existe plusieurs méthodes pour lyser les cellules [41] :
mécaniques (broyage, sonication, congélations et décongélations successives, pressage),
chimiques (solution contenant des détergents et/ou des réactifs qui vont déstabiliser les
liaisons chimiques des protéines membranaires) ou enzymatiques (enzymes lytiques comme le

lysozyme).

Lors de cette étape, les protéines membranaires restent stables puisqu’elles sont
toujours intégrées dans la membrane cellulaire. Le principal risque est li¢ a la protéolyse

engendrée par la libération de protéases lors de la lyse cellulaire; ceci risquerait d’avoir un
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impact sur I’activité de la protéine. Pour pallier ce probléme, des inhibiteurs de protéases sont

ajoutés dans les tampons.

1.4.3. Extraction des membranes

La méthode la plus classique d’extraction des membranes consiste a effectuer
différentes étapes de centrifugations et des centrifugations sur coussin de sucrose [47]. A
cause de différences de densités liées a une différence de composition en lipides et en
protéines, il est possible de séparer les membranes des autres organelles. Les différentes
ultracentrifugations et centrifugations sur un gradient de sucrose permettent d’éliminer les
contaminants de [I’homogénat de cellules (noyaux, débris cellulaires, fractions
mitochondriales...). Malheureusement, toutes ces centrifugations engendrent des pertes a
chaque étape. 1l s’aveére donc indispensable de travailler avec des protéines membranaires qui

proviennent de cellules faciles a cultiver et qui y sont fortement exprimées.

1.4.4. Solubilisation des membranes

L’étape de solubilisation des membranes permettant d’extraire la protéine membranaire
de son environnement lipidique est indispensable et est la plus critique. La solubilisation des
membranes s’effectue a I’aide de détergents [48] qui vont désintégrer la bicouche lipidique.
Les détergents sont des molécules amphiphiles qui miment 1’environnement lipidique de la
protéine : ils ont une téte polaire et une queue hydrophobe. La solubilisation peut se diviser en
plusieurs étapes : tout d’abord, les molécules de détergent se lient a la membrane puis celle-ci
va commencer a se désintégrer pour finalement former des complexes
lipide/protéine/détergent [47]. L’augmentation de la concentration du détergent permet de

diviser ces complexes et de former des micelles protéine/détergent et lipide/détergent [49].

Il n’existe malheureusement pas de protocole standard de solubilisation; la méthode
doit étre optimisée pour chaque protéine membranaire [50]. Les détergents sont classés en
trois principaux groupes: ioniques, non-ioniques et zwitterioniques. Par rapport aux
détergents ioniques, les détergents non ioniques sont largement utilisés parce qu’ils dénaturent

moins les protéines. En revanche, ils sont moins efficaces dans la solubilisation. Les
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détergents zwitterioniques donnent des bons rendements de solubilisation mais sont plus

dénaturants que les détergents non ioniques [41].

1.4.5. Purification de la protéine membranaire

Une fois que les protéines membranaires sont solubilisées, la protéine d’intérét doit étre
isolée. Cette étape est la plus critique et est spécifique a chaque protéine. La purification doit
se faire en présence de détergent. Or, une concentration trop élevée en détergent peut réduire
la stabilit¢ de la protéine puisque les protéases sont plus susceptibles de la dégrader, et
interférer avec les techniques de séparation. La présence de détergents peut également
inactiver de maniére irréversible les protéines. Un autre probléme qui arrive fréquemment est
la formation d’agrégats par les protéines membranaires, méme en présence de détergent,

réduisant considérablement 1’efficacité de la purification [48, 51].

Une des méthodes simple mais moins efficace consiste a effectuer différentes
ultracentrifugations en faisant varier le ratio protéine:détergent. Les étiquettes d’affinité,
attachées a la protéine d’intérét par génie génétique, sont des outils plus puissants qui
permettent de réaliser des purifications avec succes [40]. L’étiquette Histidine est la plus
utilisée. Six ou dix résidus sont insérés consécutivement a I’extrémité N- ou C- terminale de la
protéine. Ainsi, la protéine étiquetée peut étre purifiée par chromatographie d’affinit¢ IMAC
(immobilized metal affinity chromatography). Avec cette résine, un ion de nickel est utilisé
comme site actif. Quatre des six liens de coordination de I’ion interagissent avec 1’acide
nitriloacétique (NTA) pour I’immobiliser sur les matrices de chromatographie (Figure 9). Les
deux derniers liens de coordination du nickel sont sollicités par les résidus histidines par
I’intermédiaire des atomes d’azote du cycle. La méthode d’¢lution la plus populaire utilise un
composé, I’imidazole qui va entrer en compétition avec 1’histidine pour le nickel libérant ainsi

la protéine cible.
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Figure 9. Interaction entre la résine Ni-NTA (en rouge) et 1’étiquette histidine (en bleu) [52].

La purification de transporteurs membranaires est donc un vrai défi. Apres cette étape, il
devient indispensable de reconstituer les protéines dans une bicouche lipidique. En effet, ces
protéines ont besoin d’étre imbriquées dans des membranes pour exercer leur fonction
correctement [53]. Les liposomes qui sont des vésicules de phospholipides s’avérent étre un
outil couramment utilisé¢ pour étudier les fonctions des protéines membranaires. La prochaine

partie s’intéressera a la reconstitution des protéines membranaires dans des protéoliposomes.

1.5. Reconstitution des transporteurs membranaires dans des
protéoliposomes

La méthode générale de reconstitution consiste a extraire le détergent d’une solution
contenant les transporteurs membranaires solubilisés ainsi que les lipides sélectionnés qui
forment spontanément des complexes phospholipides-protéine-détergent. Avec le retrait du
détergent, il y a formation de protéoliposomes, c’est-a-dire, des liposomes dans lesquels les

protéines membranaires sont incorporées [54].
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1.5.1. Choix du détergent

Les différents types de détergents utilisés dans la purification et la reconstitution de
protéines membranaires ont été¢ discutés dans la partie 1.3.5. La concentration micellaire
critique (CMC), spécifique a chaque détergent, est un facteur important a prendre en compte
dans I’étape de reconstitution. Il s’agit de la concentration a laquelle les micelles se forment
dans un milieu aqueux et donc la concentration a laquelle I’extraction de la protéine est
possible. Les détergents avec des CMC élevés seront plus faciles a éliminer lors de la

reconstitution en protéoliposomes [49].

1.5.2. Techniques de reconstitution

Les techniques de reconstitution sont diverses et chacune présente ses avantages et
inconvénients. Il existe principalement trois méthodes: la premicre utilise une force
mécanique, la deuxiéme consiste a insérer les protéines membranaires dans des liposomes
préalablement formés et la troisiéme repose sur I’élimination du détergent apres une étape de

solubilisation des phospholipides avec les protéines membranaires.

1.5.3.1. Par sonication

Il s’agit d’une technique mécanique qui repose sur la sonication d’un mélange de
phospholipides avec les protéines membranaires. Par cette méthode, les phospholipides auront
tendance a former des liposomes. Si le milieu aqueux contient des protéines membranaires,
celles-ci seront incorporées dans la bicouche lipidique formant ainsi des protéoliposomes [55].
L’inconvénient avec cette méthode est la faible présence de détergent dans la solution finale

qui risque de désintégrer les protéoliposomes fraichement formés.

1.5.3.2. Par Filtration sur gel

Le détergent peut étre enlevé de la solution micellaire de lipide, protéine et détergent
par chromatographie de filtration sur gel a I’aide d’une colonne Sephadex. Cette méthode a
I’avantage d’étre rapide et minimise le temps de contact entre la protéine membranaire et le
détergent. Avec cette technique, les protéines membranaires sont reconstituées de maniere

symétrique dans les protéoliposomes. C’est-a-dire, environ la moitié des protéines se retrouve
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dans le méme sens que dans les membranes d’origine et I’autre moitié se retrouve inversée

[54].

1.5.3.3. Par dialyse

Il s’agit de la méthode de reconstitution la plus classique. La solution micellaire de
lipide, protéine et détergent est dialysé plusieurs fois contre un tampon sans détergent pendant
au moins 24h. Les monomeres de détergent diffusent a travers la membrane de dialyse alors
que les micelles et vésicules restent piégés a D’intérieur du sac. Selon la littérature, cette
technique permet d’obtenir des vésicules de taille homogene mais elle souffre d’une faible
reproductibilité. A cela s’ajoute une possible dégradation des protéines a cause de la durée [54,

56].

1.6. Hypothése

Ce projet de recherche repose sur le développement d’un nouveau test de perméabilité
membranaire in vitro a partir de la P-gp reconstituée dans des protéoliposomes. Les
protéoliposomes, formant une bicouche lipidique dans laquelle des protéines membranaires
sont insérées, ressemblent & des cellules. L’hypothése est que ce protéoliposome permettra
I’évaluation spécifique de deux mécanismes de perméabilité membranaire sur des
médicaments d’intérét soit la diffusion passive et le transport actif. Ceci n’est pas possible

avec les tests non-cellulaires présentement disponibles.
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1.7. Objectifs

L’objectif général de ce projet est d’évaluer la perméabilité membranaire de différents

médicaments a I’aide de la P-gp reconstituée dans des protéoliposomes. Afin d’atteindre cet

objectif, plusieurs étapes de développement et d’optimisation sont nécessaires. Ce mémoire

abordera les objectifs suivants :

1.

Développer les tests de perméabilité cellulaires actuels au sein du laboratoire

et en déterminer les limites.

Mettre en place les différentes techniques et différents protocoles de

purification de protéines membranaires au sein du laboratoire.

Produire, extraire et purifier la P-gp a partir des cellules MDCK-MDRI1 et

Pichia pastoris et déterminer le meilleur systéme d’expression.
Evaluer les différentes techniques de reconstitution en protéoliposomes.

Evaluer I’activité ATPasique de la P-gp en présence de différents substrats et

comparer avec les valeurs de perméabilité obtenues avec les tests cellulaires.
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CHAPITRE 2 : Développement des tests de perméabilité
Caco-2 et MDCK-MDRI1

2.1. Introduction

De nos jours, les cellules Caco-2 et MDCK sont utilisées pour modéliser 1’absorption
intestinale des nouveaux composés chez I’humain et les interactions de ceux-ci avec les
transporteurs membranaires [57]. La lignée cellulaire Caco-2, d’origine intestinale isolée d’un
adénocarcinome colique humain, est capable de se différencier en un épithélium a colonne
formant des jonctions serrées, sur des membranes semi-perméables, mimant des entérocytes
humains. Les cellules MDCK, dérivées d’un rein normal de femelle de chien Cocker, sont
¢galement capables de former une monocouche de cellules épithéliales de type rénal avec des
jonctions serrées. Ces deux modeles cellulaires permettent de prédire 1’absorption (élevée ou
faibl) intestinale humaine [58]. L’expression de nombreux transporteurs dans ces cellules
permet d’étudier les phénomenes d’efflux (Tableau 4) donc les tests de perméabilités peuvent

étre utilisés pour déterminer si un médicament est substrat ou inhibiteur d’un transporteur. Ces

tests permettent également d’évaluer les interactions médicamenteuses [58].

Provenance Adénocarcinome colique Rein de chien

humain
Morphologie cellulaire Epithélium intestinal Epithélium tubulaire distal
Temps de culture 15 — 20 jours 3 —4jours
Transporteurs d’influx OATPI1BI, OATPIB3, | Oct2, peptides et acides

OATP2B1, PepTl, OCTI1, | monocarbocyliques
OCT2 et OCT3

Transporteurs d’efflux P-gp (MDR1), MRP2, MRP4 | Mdrl, Mrpl, Mrp2 et Mrp5
et BCRP

Tableau 4. Caractéristiques des lignées cellulaires Caco-2 et MDCK. Adapté avec
permission [58]



Le test de perméabilit¢ MDCK-MDRI1 est aussi utilisé pour identifier et caractériser les
substrats de la P-gp. Les cellules MDCK-MDRI1 sont des cellules MDCK qui ont été
transfectées par un rétrovirus portant le géne P-gp humain MDRI1. Cet essai présente
I’avantage de se focaliser sur la P-gp spécifiquement, a I’inverse du test Caco-2 ou du test
MDCK qui ne distingue pas les effets des différents transporteurs membranaires présents dans
les cellules. Des approches complémentaires qui utilisent un inhibiteur de la P-gp sont
¢galement effectuées pour confirmer le role de substrat de certains médicaments. En présence
de I’inhibiteur (comme le vérapamil et le kétoconazole [59]), I’efflux du substrat sera modifié
[60]. Le test MDCK-MDRI1 s’avére donc étre un test cellulaire de choix pour évaluer le

comportement de la P-gp sur les médicaments.

Il a été décidé de mettre en place, au sein du laboratoire, des tests de perméabilité
membranaire et des tests d’inhibition de la P-gp avec les trois lignées cellulaires énumérées ci-
dessus afin de mieux comprendre le fonctionnement, les avantages et les limites des tests
cellulaires. Plusieurs composés ayant des profils de perméabilité différents ont été testés. Pour
le test Caco-2, 1’aténolol a été choisi car il est faiblement perméable, le métoprolol et le
propranolol parce qu’ils sont fortement perméables [61] et le lopéramide car il est référencé
comme substrat de la P-gp [59]. Pour le test MDCK-MDRI1, le propranolol est testé car il est
fortement perméable, le vérapamil car il s’agit d’un inhibiteur de la P-gp et la colchicine et le
lopéramide car ils sont des substrats de la P-gp. Les valeurs de perméabilités et de ratios
d’efflux obtenues des différents médicaments testés pourront étre comparées avec les valeurs

obtenues avec les protéoliposomes.
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2.2. Matériels

Le Tableau 5 récapitule tous les produits utilisés dans ce chapitre ainsi que leurs

numeéros de référence et leurs fournisseurs.

Produit Numéro de produit Fournisseur
Acides aminés non essentiels 11140-050 Invitrogen
Aténolol AT7655 Sigma Aldrich
Colchicine C9754 Sigma Aldrich
DMEM 319-015-CL Wisent
FBS 085-250 Wisent
HBSS 14025-092 Invitrogen
HEPES H4034 Sigma Aldrich
Kétoconazole K1003 Sigma Aldrich
Labétalol hydrochloride L1011 Sigma Aldrich
Lopéramide L4762 Sigma Aldrich
MES M38250 Sigma Aldrich
Meétoclopramide hydrochloride MO0763 Sigma Aldrich
Métoprolol M5391 Sigma Aldrich
Pénicilline-streptomycine (10 000 U/mL) 15140-122 Invitrogen
Propranolol hydrochloride 70716C AK Scientific
Trypsine-EDTA 0,25% 325-043-CL Wisent
Vérapamil hydrochloride V4629 Sigma Aldrich
Plaques 24 puits stériles Costar HTS 3397 Fisher Scientifique
Réservoir des 24 inserts 3395 Fisher Scientifique
Electrode TEER MERSSTXO01 EMD Millipore
Voltmeétre MERS00001 EMD Millipore

Tableau 5. Liste des produits utilisés dans le chapitre 2.

Les cellules MDCK-MDR1 et MDCK-WT ont été gracieusement fournies par Alfred
Schinkel (the Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, Pays-Bas). Elles ont été cultivées
dans le milieu de culture DMEM auquel ont été ajoutés 10% de sérum feetal bovin et 1% de
solution d’antibiotiques pénicilline-streptomycine (10 000 U/mL). Les cellules Caco-2

(#HTB-37) ont été achetées chez ATCC (Manassas, USA) et sont cultivées dans le méme
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milieu additionné de 1% d’acides aminés non essentiels. Lors des passages, les cellules des

deux lignées cellulaires sont détachées avec la Trypsine-EDTA 0,25%.

Les tests sont réalisés dans des plaques de 24 puits stériles Costar, avec des inserts
composés de filtres en polycarbonate (diamétre des inserts transwell : 6.5 mm, aire des
membranes : 0.33 cm®, membrane en polycarbonate de 0.4 uM). Pour faciliter les
manipulations, les plaques HTS dans lesquelles les 24 filtres sont liés ensemble sont utilisées.
Les plaques contenant un réservoir unique sont utilisés pendant la culture de la monocouche
cellulaire. La TEER est mesurée a I’aide de 1’¢lectrode MERSSTXO01 et du voltmeétre
MERSO00001. Le tampon utilisé¢ pour le test de perméabilité est le tampon de Hank, HBSS
(Hanks balanced saline solution) contenant du calcium et du magnésium. Il a la caractéristique
de fournir des sels essentiels aux cellules et d’empécher les cellules de devenir trop acide ou

basique.

2.3. Méthodes

Les tests de perméabilités Caco-2 et MDCK reposent sur le méme principe. Les
cellules sont cultivées sur une membrane poreuse dans un insert qui plonge dans une chambre
de culture individuelle. Aprés une période de culture qui varie selon le type cellulaire, les
cellules forment une monocouche qui isole le compartiment apical du compartiment
basolatéral. Le composé a tester est alors ajouté dans le compartiment apical et le transport du
composé a travers la membrane est étudié¢ en prélevant des échantillons dans les deux
compartiments (Figure 10). Afin d’analyser I’efflux du composé, il est nécessaire d’étudier le

transport dans le sens inverse, ¢’est-a-dire, du coté basolatéral vers le coté apical.
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Figure 10. Schéma représentatif des tests de perméabilités cellulaires

2.3.1. Culture cellulaire

Les cellules Caco-2, MDCK-WT et MDCK-MDRI1 sont cultivées a 37°C, dans une
atmosphere humide avec 5% de CO.,. Les trois types cellulaires sont ensemencés sur des filtres
Transwell en polycarbonate, a une densité de 250 000 cellules/cm®. Le milieu de culture est
remplacé par du milieu frais tous les deux-trois jours. Pour les cellules MDCK-MDRI1 et
MDCK-WT, le test est effectué trois a quatre jours aprés 1I’ensemencement alors que pour les

cellules Caco-2, le test est effectué 15 a 18 jours apres I’ensemencement.

La bonne formation de la monocouche de cellules et des jonctions serrées est testée et
confirmée en mesurant la résistance électrique trans-épithéliale (TEER) a travers les
monocouches de cellules. Les valeurs obtenues sont ensuite multipliées par I’aire du filtre
(0.33 cm?) afin d’obtenir une valeur de TEER en ohm.cm” [62]. Les puits avec des valeurs de

TEER supérieures a 200 ohm.cm” sont utilisés.

2.3.2. Tests de perméabilités

Avant de commencer le test, la monocouche cellulaire est équilibrée pendant 30
minutes avec le tampon apical et le tampon basolatéral. Pour le test Caco-2, le tampon apical
est le tampon HBSS contenant 0.25% de BSA et 25 mM MES a pH 6 et le tampon basolatéral
est le tampon HBSS contenant 0.25% BSA et 25 mM HEPES a pH 7,4. Les composés MES et
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HEPES sont ajoutés pour maintenir le pH stable en dehors de I’incubateur. En effet, le
bicarbonate de sodium contenu dans le milieu de culture, en présence de CO, fourni par
I’incubateur agit comme régulateur de pH. Or, une fois que les cultures sont enlevées de
I’incubateur, le milieu devient rapidement alcalin a cause de 1’absence de CO; [63]. Pour le
test MDCK-WT et MDCK-MDRI1, le tampon apical est le méme que le tampon basolatéral; il
s’agit du tampon HBSS contenant 25 mM HEPES a pH 7,4. Les composés a tester (Aténolol,
Propranolol, Métoprolol, Lopéramide, Vérapamil et Colchicine) sont dissous dans du DMSO a
une concentration de 10 mM. Pour les tests de perméabilités, les dilutions sont préparées dans
le tampon apical. Les composés sont testés a une concentration de 10 pM dans les deux
directions (A>B et B> A) en triplicats. A cette dilution, la concentration finale en DMSO
n’excéde pas 1%; celui-ci ne devrait donc pas affecter I’intégrit¢ de la monocouche et le
processus du transport actif [64]. Les volumes ajoutés dans le c6té apical et basolatéral sont de

200 pL et 600 puL respectivement. Le test est réalisé a 37°C dans un incubateur sous agitation
(50 rpm).

Pour le test Caco-2, des échantillons sont prélevés dans le compartiment receveur a 60,
120 et 180 minutes et le volume prélevé est remplacé par du milieu pré-chaufté a 37°C. Pour
le test A vers B, 200 pL d’échantillons sont prélevés dans le c6té basolatéral alors que dans le
test B vers A, 70 uL d’échantillons sont prélevés dans le coté apical. Pour les tests MDCK-
WT et MDCK-MDRI, un seul prélevement est effectu¢ a 60 min dans le compartiment

receveur. Tous les échantillons sont analysés au LC-MS/MS.

2.3.3. Test d’inhibition de la P-gp

Des études de transport bidirectionnelles sont effectuées pour identifier les inhibiteurs
de la P-gp avec les cellules MDCK-WT et MDCK-MDRI. Le lopéramide est utilis¢ comme
substrat de la P-gp tel que recommandé par la FDA [59]. Deux inhibiteurs de la P-gp
(vérapamil et kétoconazole) sont testés a cinq concentrations différentes (0,5 ; 1 ; 5 ; 10 et
25 uM). La perméabilité est déterminée comme précédemment en présence et en absence
d’inhibiteur de la P-gp. L’équilibration de 30 min avant le début du test se fait en présence de
I’inhibiteur a la concentration voulue. L’incubation se fait a 37°C, sous agitation (50 rpm),

pendant 60 min. Un tableau récapitulatif des tests réalisés est présenté ci-dessous.
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Type de lignée
cellulaire

Tampon coté
apical

Tampon coté
basolatéral

Prélévements

Composés testés

Test de perméabilité Membranaire

Test d’inhibition de la P-gp

Caco-2 MDCK-WT et | Caco-2 MDCK-WT et

MDCK-MDRI1 MDCK-MDRI1
HBSS HBSS HBSS HBSS
+0,25% BSA +25 mM HEPES | +25 mM HEPES | + 25 mM HEPES
+ 25 mM MES pH 7,4 + inhibiteur + inhibiteur
pH 6 pH 7,4 pH 7,4
HBSS HBSS HBSS HBSS
+0,25% BSA + 25 mM HEPES | + 0,25% BSA + 25 mM HEPES
+ 25 mM HEPES | pH 7,4 25 mM HEPES + inhibiteur
pH 7.4 + inhibiteur pH 7.4

pH 7,4

A 60, 120 et 180
minutes

A 60 minutes

A 60, 120 et 180
minutes

A 60 minutes

Aténolol
Propranolol
Métoprolol

Lopéramide

Propranolol
Vérapamil
Colchicine

Lopéramide

Substrats :
Métoprolol
Propranolol
Lopéramide
Inhibiteur :

Vérapamil

Substrat :
Lopéramide

Inhibiteurs :
Kétoconazole

Vérapamil

Tableau 6. Tableau récapitulatif des tests de perméabilité réalisés

2.3.4. Analyse des échantillons

Tous les échantillons prélevés ont été¢ analysés par LC-MS/MS. Le standard interne

labétalol a été utilisé pour les échantillons des tests Caco-2 et des tests d’inhibition de la P-gp

avec les cellules MDCK. Pour les échantillons des tests de perméabilité avec les MDCK, le

métoclopramide a été utilisé. Le Tableau 7 résume les parametres analytiques de 1’appareil.
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HPLC Agilent 1100 series

MS/MS MDS sciex 4000 Qtrap
Logiciel Analyst® (version 1.6.2)
Source
GETITER 001 S Turbo electrospray, ionisation positive
Scan mode Multiple reaction monitoring (MRM)
Composés DP (V) MRM CE (eV)
Paramétres des Aténolol 80 267 > 145 37
composés Vérapamil 60 455> 165 39
M¢étoprolol 80 268 > 116 26
Propranolol 60 260> 116 25
Lopéramide 80 477 > 266 38
Colchicine 100 400 > 358 30
Labétalol 65 329>91 60
BRI Metoclopramide | 70 300.1 > 184.3 44
Paramétres de la Nef% température (°C) 600
source Gas débit (L/min) 50
Curtain gaz (psi) 25
Capillaire (V) 5500
A: H20 + 0.1% formic acid
B: 20/80 Acetonitrile + 0.1%
B LD U Composition formic acid
3298% B de 0.3 a 1.8 min, plateau
Gradient a 98% B pendant 0.9 min

Débit 0,90 mL/min

Température de la
colonne 45°C

Volume
d’injection 4 uL (2 puL pour le lopéramide)

Température de
I’injection 5°C

SRl DT Luna C18(2), 50 x 4.6mm ,5 um

Tableau 7. Résumé des parametres analytiques du LC-MS/MS
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2.3.5. Calculs

2.3.5.1. Perméabilité membranaire apparente

Tous les calculs de perméabilités ont été réalisés a 1’aide des feuilles de calculs d’excel
proposées par Tavelin et al [65]. Le détail des formules mathématiques utilisées est énoncé
dans cette partie. La perméabilité membranaire apparente est calculée selon I’Equation 1.
Plusieurs hypothéses doivent étre émises pour 1’utilisation de cette équation qui dérive de la
loi de Fick. Tout d’abord, la quantit¢ de médicament qui s’accumule dans le compartiment
receveur est proportionnelle au temps. Puis, le systéme doit satisfaire aux conditions « sink ».
Cela signifie que la concentration de la molécule d’intérét dans le compartiment receveur
n’augmente pas de manicre significative. Les conditions « sink » sont respectées lorsque la
concentration finale de la molécule a tester dans le compartiment receveur est inférieure a 10%

de la concentration initiale dans le compartiment donneur.

Equation 1. Perméabilité membranaire apparente [59]

Vr dc
—_— * —_—
Cpo*S dt

avec Papp : Perméabilité membranaire apparente

Papp =

Vi : Volume du compartiment receveur (cm’)

Cp,o: Concentration du composé a tester dans le compartiment donneur a t=0 (mM)

S : Surface du filtre (cm?)

dc o . - .
e Pente linéaire de la concentration du composé a tester dans le compartiment receveur
en fonction du temps (mM/sec)

Lors de I’analyse, il faut prendre en compte des changements de concentrations dans le
compartiment donneur. La concentration Cp(t;)peut étre calculée a chaque prélévement, a

partir de la concentration du compartiment donneur au prélevement précédent Cp(ti.) et de la
quantité qui est passée dans le compartiment receveur selon I’Equation 2. Entre deux

prélevements, Cp est considéré comme constant.
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Equation 2. Concentration dans le compartiment donneur

[Cr() — fXCRr(t;—1)]XVg
Vp

Cp(t) = Cp(ti—q) —
avec Vp : Volume du compartiment donneur
f=1- Yéeh, pacteur de dilution 1ié au remplacement d’échantillon
VR

Véen : Volume de I’échantillon prélevé

L’intégration de I’Equation 1 donne I’Equation 3 qui permet de calculer la perméabilité

membranaire dans les conditions « sink ».

Equation 3. Intégration du calcul de perméabilité membranaire dans les conditions « sink ».

_ 10 [Cr(t) = fXCrtic)IXVe
P LTG0 + GEZ e

avec t; : temps de prélévement d’échantillon
Cg(ti) : Concentration mesurée de I’échantillon prélevé au temps k

FTC; : Fraction Transportée Cumulée au temps de prélevement ¢;

Lorsque les conditions « sink » ne sont pas respectées, 1’Equation 4 est appliquée.

Equation 4. Concentration dans le compartiment receveur dans les conditions « non sink ».

1.1
Mo ) —PXAX ()t

Cr(t) = ( V,+V,

+
) + (Co -

Or, cette équation est seulement applicable entre chaque prélévement puisqu’elle ne prend pas
en compte les perturbations du systéme avec les volumes enlevés et rajoutés dans le
compartiment receveur. La concentration initiale dans le compartiment receveur pour chaque

intervalle doit donc étre recalculée selon I’Equation 5.

Equation 5. Concentration initiale dans le compartiment receveur pour chaque intervalle de
temps

Croi = CR,i—l(tfin,i—l)xf

avec Cpgy; : concentration du compartiment receveur au début de I’intervalle de temps i
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CR,i—1(tfin,i—1)5 concentration du compartiment receveur a la fin de Dl’intervalle de temps
précédent

La quantité totale de composé pour chaque intervalle est calculée a partir de I’Equation 6 :

Equation 6. Quantité totale de composé pour chaque intervalle de temps
Myor; = Megrio1 — Mechi—1 = Meorio1 — Criz1(trimi-1)XVs
avec My i quantité de composé dans le systéme pendant Iintervalle i
Mgcp i—1 : quantité de composé dans I’échantillon prélevé dans Iintervalle de temps précédent

M¢oti—1 : quantité de composé dans le systéme dans I’intervalle précédent

Un ajustement de courbe non linéaire entre les valeurs théoriques des concentrations finales de
chaque intervalle avec les valeurs expérimentales doit étre effectué pour déterminer la
perméabilité. L’ajustement de courbe se fait en minimisant la somme des carrés résiduels

selon 1’Equation 7.

Equation 7. Somme des carrés résiduels.

SSE = Z[CR,i,obs - CR,i(tfi",i)]z

Exemple de calcul de perméabilité dans les conditions « sink » pour 1’aténolol :

Expérimentalement, les valeurs de Cp(0), Cr(60 min), Cr(120 min) et Cr(180 min)
sont obtenues. Le Tableau 8 indique les données mesurées lors du test de perméabilité de
I’aténolol de A vers B pour un puits. Les concentrations Cp(60 min), Cp(120 min) et Cp(180
min) sont ensuite calculées a 1’aide de I’Equation 2. Les ratios Cx/Cp sont calculés pour
vérifier que les conditions « sink » sont respectées (inférieurs a 0,1). La fraction transportée
cumulée est ensuite calculée a I’aide de I’Equation 3. La perméabilité est enfin déterminée en

tragant la courbe linéaire de la fraction cumulée en fonction du temps. Elle est de 3,84.107
cm/s.
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Fraction

(s;rceonlzg:s) Cp (Aire/mL) Cr e?iiérl:;;llef)t ales | patio Cr/Cp . ut;:llil]sélzo(?’i‘% |
0 1737,42 0 0 0
3 600 1734,16 1,09 6,26.10™ 1,14.107
7200 1729,90 2,14 1,24.10° 2,63.107
10 800 1725,67 2,84 1,65.107 4,11.10°

Tableau 8. Résultats des calculs obtenus pour 1’aténolol lors du test de perméabilité A vers B
dans les conditions « sink ».

Détail des calculs :

Vr

Cp 3600 = Cp,o — (Cr3600 Xf)X A
D

Vr

CD,7200 = CD,3600 - (CR,7200 Xf)x vV,
D

R
CD,10800 = CD,7200 - (CR,10800 xf)XV_
D

c -C v
FTC3600 = R 3600 R‘OXf_ sz R +FTCO
Cp;3600+CD,o A

c -C X 14
FTC = (R72007CR3600X] 5y VR |
7200 c +C A 3600
D,7200 D,3600

Cc -C X %4

FTC — CR10800=CR7200 fXZX R {FTC

10800 c +C A 7200
D,108001CD,7200
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y=0,38.10°-1,05.10*
R2= 0,996

Fraction transportée cumulée (cm)

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Temps (secondes)

Figure 11. Fraction transportée cumulée en fonction du temps de ’aténolol du test de
perméabilité A vers B

Exemple de calcul de perméabilité dans les conditions « non sink » pour le lopéramide :

Expérimentalement, les valeurs de Cp(0), Cr(60 min), Cr(120 min) et Cr(180 min) sont
obtenues. Le Tableau 9 indique les données mesurées lors du test de perméabilit¢ du
lopéramide de B vers A pour un puits. Dans un premier temps, les calculs sont effectués en
supposant que les conditions « sink » sont respectées afin d’avoir une valeur de la perméabilité
approximative. Elle est de 9,27.107. Les ratios Cz/Cp calculés confirment que les conditions
«sink » ne sont pas respectées. Cette valeur de perméabilité permet de calculer les
concentrations dans le compartiment receveur théoriques, pour chaque intervalle de temps,
avec 1’Equation 4 et I’Equation 5 (Tableau 10). La quantité totale de composé dans le systéme
est déterminée avec 1’Equation 6. La perméabilité dans les conditions « non sink » se
détermine a I’aide de la fonction Solver de excel. SSE doit étre minimisée en faisant varier
P.pp. La contrainte que Py, doit étre positive doit étre rajoutée afin d’éviter d’obtenir des

solutions erronées. La fonction solveur d’excel donne une perméabilité de 2,21.10™* cm/sec.
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Fraction

(s:c‘:)l:llg:s) Cp (Aire/mL) Cr e?ﬁﬁf;;?; G Ratio Cr/Cp tr::,?lﬁ?eée
0 21 310,60 0 0 0
3 600 17 717,56 10 779,12 0,61 0,33
7200 14 603,64 16 527,85 1,13 0,69
10 800 12 303,39 17 919,32 1,46 1,00

Tableau 9. Résultats des calculs obtenus pour le lopéramide lors du test de perméabilité B vers
A dans les conditions « sink ».

hemps | Crespimentlesargues (Guenes
(Aire/mL) g
0 0 0 0 -
3600 10 779,12 13 158,65 | 5662 143,47 14 770,06
7200 16 527,85 14 795,17 | 3002 155,11 13 848,95
10 800 17 919,32 14 178, 09 13996 779,3 12 813,29

Tableau 10. Résultats des calculs obtenus pour le lopéramide lors du test de perméabilité¢ B
vers A dans les conditions « non sink ».

Détail des calculs :

1 1
Mot 3600 Miot,3600 —PXAX(5—+7—)X3600
C =(——) + (Cro — ) VR VD
R,3600 V, +V, ROy 4y
D R D R
M M — PXAX ()% (7200-3600
tot,7200 _ tot,7200)Xe Gty )

Cr7200 = (m) + (Crz600%f
D R

Mtot,10800

Cr 10800 = (W) + (Cr7200%f —

Miot3600 = CpoXVp

Mtot,7200 = Mtot,3600 - CR,3600XVS

Vp + Vi

Mtot,10800)

Vp + Vi
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Mtot,10800 = Mtot,7200 - CR,7200XVS

2.3.5.2. Ratio d’efflux (RE) et Ratio net d’efflux (RNE)
Le ratio d’efflux est calculé selon I’Equation 8 [64] :

Equation 8. Ratio d’efflux

RE = Papp (Bvers A)
Papp (A vers B)

avec Papp 8 dans a) ¢ Valeur de Py, mesurée dans la direction B vers A

Papp (A dans By : Valeur de P,,, mesurée dans la direction A vers B

Etant donné que la P-gp canine est fortement présente dans les cellules MDCK, il est
recommandé de calculer le ratio net d’efflux pour annuler I’effet de ce transporteur endogéne

et éviter les faux positifs. Le ratio net d’efflux est calculé selon I’Equation 9 [66]:

Equation 9. Ratio net d’efflux
REmpr1

REwt
avec REmpr1 : ratio d’efflux obtenu dans les cellules MDCK-MDR 1

REwr : ratio d’efflux obtenu dans les cellules MDCK-WT

RNE =

2.3.5.3. Pourcentage d’inhibition
Le pourcentage d’inhibition est calculé selon 1’Equation 10 [58]:

Equation 10. Pourcentage d’inhibition
% inhibition = 2~ R 100
RExr — 1
avec RE4 : ratio d’efflux en ’absence d’inhibiteur

RE;: ratio d’efflux en présence d’inhibiteur
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2.3.5.4. Analyse statistique

Le test-t de Student bilatéral est utilisé pour comparer les perméabilités membranaires
et les ratios d’efflux entre deux composés. Une valeur de p inférieure a 0,05 indique une

différence significative.

2.4. Résultats

2.4.1. Mesures de perméabilités dans les cellules Caco-2 et MDCK-MDR1

Les valeurs de perméabilité membranaire obtenues avec les cellules Caco-2 sont
cohérentes avec celles de la littérature et sont présentées dans le Tableau 11. Les conditions
«non sink » ont été rencontrées pour le métoprolol, le propranolol et le lopéramide dans le
sens B vers A. Les calculs ont été ajustés en conséquence. La Pyyp(A-B) de I'aténolol qui est
faiblement perméable est inférieure a 1,0.10°cm/s [67-69]. On obtient des valeurs de Pyyp(A-
B) similaires pour le métoprolol et le propranolol comme attendu. Pour ces deux composés
trés perméables, les valeurs de perméabilité sont trés variables d’un laboratoire a un autre.
Ainsi, elles passent de 2,3.10%cm/s et 3,3.10°cm/s [67] pour le métoprolol et le propranolol
respectivement a 23,7.10 cm/s et 41,9.10°cm/s [70]. Dans notre cas, les valeurs de P.pp(A-B)
sont d’environ 5,0.10cm/s. Les ratios d’efflux calculés sont élevés pour ces deux composés
perméables. Pour déterminer si le métoprolol et le propranolol subissent des phénomenes
d’efflux, des tests d’inhibition ont été réalisés. Les résultats sont présentés dans la partie
suivante. Enfin, le lopéramide est le composé qui présente le plus grand ratio d’efflux par
rapport aux autres composés dans le test Caco-2, ce qui confirme qu’il subit un phénomene

d’efflux.

Les résultats du test MDCK-MDRI1 montrent que le propranolol est fortement
perméable avec une perméabilité de 59,79.10°cm/s (Tableau 11). Celui-ci présente la plus
grande perméabilité par comparaison avec les autres composés. Son ratio d’efflux étant trés
faible (0,69 + 0,07), cela confirme qu’il n’est pas transporté. Des résultats similaires ont été au
préalable obtenus [71-73]. La colchicine et le lopéramide sont fortement transportés dans le
sens B vers A comme le montre les ratios d’efflux élevés obtenus (16,80 + 2,62 et

13,95 + 7,45 respectivement).

41



Lignée Composé P.op(A-B) (x10°  Ratio d’efflux
cellulaire cm/s)

Caco-2 Aténolol 0,56 £ 0,26 1,15+£0,53
Propranolol 5,01 £0,36 35,27 £ 5,61
Meétoprolol 5,10+ 0,36 60,98 + 15,52
Lopéramide 1,77 +£0,11 158,70 + 43,23

MDCK-MDR1 Propranolol 59,79 £ 1,16 0,69 + 0,07
Vérapamil 34,26 + 13,44 0,94+ 0,37
Colchicine 1,02 +0,12 16,80 £ 2,62
Lopéramide 3,23 £ 1,69 13,95 +7,45

MDCK-WT Propranolol 56,13 £9,92 0,72+0,17
Vérapamil 33,21 +£10,29 1,01 £0,45
Colchicine 4,16 £2,96 2,16 £ 1,55
Lopéramide 6,13 £ 1,55 3,30 £ 0,87

Tableau 11. Mesures de perméabilité obtenues dans les cellules Caco-2, MDCK-MDRI1 et
MDCK-WT.

Les ratios net d’efflux présentés dans la Figure 12 permettent d’analyser
spécifiquement 1’effet de la P-gp humaine sur les différents composés testés. Ils sont élevés
pour le lopéramide et la colchicine. Selon la FDA, tout compos¢ ayant un ratio d’efflux
supérieur ou égal a 2 est considéré comme un substrat de la P-gp [59]. Cela confirme que le
lopéramide et la colchicine sont transportés par la P-gp. Pour le propranolol et le vérapamil,
les ratios d’efflux obtenus avec les cellules MDCK-MDRI1 et les ratios d’efflux obtenus avec
les cellules MDCK-WT sont similaires (p > 0,05). Cela suggére que ces deux composés ne

sont pas substrats de la P-gp a la concentration testée.
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Figure 12. Ratio Net d’Efflux obtenus pour le propranolol, le vérapamil, la colchicine et le
lopéramide. * p < 0,05 : différence significative entre les ratios nets d’efflux

2.4.2. Test d’inhibition de la P-gp

Comme les ratios d’efflux du métoprolol et du propranolol obtenus avec les cellules
Caco-2 sont ¢élevés, un test d’inhibition de la P-gp a été réalisé avec la méme lignée cellulaire.
Le lopéramide a également été testé par comparaison. Le ratio d’efflux en présence et en
absence d’un inhibiteur de la P-gp, le vérapamil, a ét¢ comparé. Les données montrent qu’il
n’y a pas de différence significative pour le métoprolol (p < 0,05). Concernant le propranolol,
le ratio d’efflux est 1égerement plus élevé. Cela confirme que ces deux composés ne subissent
pas de phénoméne d’efflux dans les cellules Caco-2. En revanche, le ratio d’efflux est sept fois
moins ¢levé pour le lopéramide en présence de I’inhibiteur (Figure 13). Ce résultat confirme
que le lopéramide est transporté dans les Caco-2. Du fait de la non—spécificité du vérapamil
pour la P-gp, il n’est pas possible de conclure sur I’implication spécifique de la P-gp dans le

transport des composés. D’autres transporteurs membranaires pourraient étre impliqués.
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Figure 13. Comparaison du ratio d’efflux en présence et en absence d’inhibiteur de la P-gp
dans les cellules Caco-2. * p < 0,05 : différence significative des ratios d’efflux avec I’ajout du
vérapamil.

Afin de prouver que le lopéramide est bien un substrat de la P-gp, celui-ci a été testé
avec les cellules MDCK-MDR1 et MDCK-WT avec et en 1’absence de ’inhibiteur vérapamil.
Un nouveau composé, le kétoconazole, est testé pour vérifier son rdle d’inhibition de la P-gp
[59]. Les résultats montrent que le pourcentage d’inhibition augmente avec la concentration en
inhibiteur (Figure 14A). Des résultats similaires sont obtenus entre le kétoconazole et le
vérapamil et entre les cellules WT et les cellules MDR1. L’analyse du ratio net d’efflux en
fonction de la concentration en inhibiteur permet d’évaluer spécifiquement I’effet sur la P-gp
humaine. Les deux inhibiteurs testés ont des profils similaires (Figure 14B); une plus grande

inhibition est observée pour le kétoconazole par comparaison avec le vérapamil.
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Figure 14. Résultats du test d’inhibition de la P-gp. Pourcentage d’inhibition de I’efflux du
Lopéramide en fonction de la concentration en inhibiteur (A). Ratio Net d’Efflux du Lopéramide en
fonction de la concentration en inhibiteur de la P-gp (B).

2.5. Conclusion

Le travail effectué avec les différents tests de perméabilité et d’inhibition a 1’aide des
trois lignées cellulaire nous a permis dans un premier temps, de mettre en place, d’optimiser
des protocoles expérimentaux et de générer des données qui seront par la suite utilisés et
appliqués au sein de la Plateforme de Biopharmacie a I’Université de Montréal. De plus, les
résultats nous ont permis d’approuver la sélection des médicaments qui seront utilisés dans la
suite du projet : le lopéramide, la colchicine et le vérapamil. L’affinité de ces trois composés

pour la P-gp vient d’étre confirmée.
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Cette étude a également permis de soulever les limites des tests de perméabilité
cellulaires. En effet, les perméabilités apparentes calculées varient beaucoup d’un article a
I’autre. Ces variabilités peuvent étre dues a la provenance des cellules caco-2, au nombre de
passage, aux conditions de culture cellulaire, au manipulateur lui-méme [60]. Chaque
laboratoire doit donc établir ses propres valeurs de perméabilités et ratios d’efflux. A cela
s’ajoute la longue préparation pour les Caco-2, qui diminue la productivité et augmente le
risque de contamination [74]. Le présent projet devrait s’affranchir des inconvénients liés aux
tests cellulaires. La premiére étape du projet consistant a produire un transporteur
membranaire : la glycoprotéine-P, le prochain chapitre s’attarde sur 1’isolement de cette

protéine membranaire a partir de la lignée cellulaire MDCK-MDRI1.
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CHAPITRE 3 : Production, extraction et purification de la
glycoprotéine-P a partir des cellules de mammiféres

MDCK-MDRI1

3.1. Introduction

La lignée cellulaire MDCK-MDRI1 a été choisie comme systéme d’expression pour
produire, extraire et purifier la P-gp pour plusieurs raisons. D’une part, le matériel nécessaire a
la culture cellulaire, les installations mais aussi les modes opératoires étaient disponibles au
sein du laboratoire. D’autre part, ce systéme d’expression a la caractéristique de produire une

P-gp avec une glycosylation similaire a celle retrouvée dans les cellules humaines.

3.2. Matériels

Le Tableau 12 récapitule tous les produits utilisés dans ce chapitre ainsi que leurs

numeéros de référence et leurs fournisseurs.

Produit / Matériel Numéro de produit Fournisseur
/ Matériel

Acétate de zinc 223352 Sigma Aldrich
Acide Ascorbique A7506 Sigma Aldrich
Acrylamide (30% solution) 161-0158 BioRad
Ammonium molybdate A7302 Sigma Aldrich
Anticorps C219 NB600-1036 Novus Biologicals
Anticorps Na,K-ATPase 3010 Cell Signaling Technology
Anticorps anti-mouse 1gG 074-1806 KPL
APS 161-0700 BioRad
ATP A2383 Sigma Aldrich
B-mercaptoéthanol M3148 Sigma Aldrich
CHAPS C3023 Sigma Aldrich
DMEM 319-015-CL Wisent
DMSO D128-4 Fisher Scientifique
DPBS 311-425-CL Wisent
DTT D0632 Sigma Aldrich




ECL 170-5060 BioRad
EDTA BP120-1 Fisher Scientific
FBS 085-250 Wisent
Glycine G8898 Sigma Aldrich
Leupeptine L9783 Sigma Aldrich
MgCl, M8266 Sigma Aldrich
NaNj3 S2002 Sigma Aldrich
NH4Cl 254134 Sigma Aldrich
Pefabloc 11585916001 Sigma Aldrich
Pénicilline-streptomycine 15140-122 Invitrogen
Pepstatine A P5318 Sigma Aldrich
SDS 190522 MP Biomedicals
Sucrose SU164-500 Galenova
TEMED 161-0800 BioRad
Tris-Hcl T5941 Sigma Aldrich
Trypsine-EDTA 0,25% 325-043-CL Wisent
Membrane de Nitrocellulose 10600001 GE Healthcare
Kit BCA pour déterminer la P1-23227 Fisher Scientifique
concentration en protéines
Appareil a cavitation 4639 Cell Disruption | Parr Instrument Company
Vessel
Hémacytometre 3110 Hausser Scientific
Centrifugeuse IEC Multi (RF) 8466 — 120V — 60Hz | Thermo IEC
Spectrophotometre Optima L-90K Beckman Coulter

Ultracentrifugeuse pour grand volume
(12mL)

Micro ultracentrifugeuse pour petits
volumes (0,5 mL)

Rotor SW41

Sorvall Discovery
M150 SE

Rotor S120AT3

Hitachi

Tableau 12. Liste des produits utilisés dans le chapitre 3

3.3. Méthodes

La P-gp humaine est extraite des cellules MDCK-MDRI1 selon le méme protocole

d’extraction et de purification de la P-gp des cellules CH®C5 développé par Doige et Sharom

[75, 76].
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3.3.1. Composition des solutions

La composition des différents tampons et solutions utilisés dans ce chapitre est

présentée dans le Tableau 13.

Nom de la solution

Composition de la solution

Tampon d’homogénéisation

10 mM Tris-HCIl, 250 mM sucrose, 0,2 mM CaCl,, 0,02% NaNj, 1 pg/ml de Pefabloc,
1pg/ml d’aprotinine, 1pg/ml de leupeptine, 1pg/ml de pepstatine A a pH 7,5

Tampon post-homogénéisation

10 mM Tris-Hcel, 25 mM sucrose, 0.02% NaNsa pH 7,5

Tampon de sucrose

10 mM Tris-Hel, 1 mM EDTA, 35% (w/w) sucrose, 0,02% NaN; a pH 7,5

Tampon de congélation

10 mM Tris-Hcel, 250 mM sucrose, 0,02% NaN; a pH 7,5

Tampon de solubilisation A

25 mM CHAPS, 50 mM Tris-Hel, 0.1 M NaCl, 2 mM MgCl,, 0,02% NaN;, 1 mM
DTT apH75

Tampon de solubilisation B

15 mM CHAPS, 50 mM Tris-Hel, 0,15 M NH,CIl, 5 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0,02%
NaNj a pH 7,5

Gel de concentration

125 mM Tris pH 6,8, 0,1% SDS, 3,9% Acrylamide, 0,1% TEMED, 0,05% APS

Gel de séparation

375 mM Tris pH 8,8, 0.1% SDS, 7,5% Acrylamide, 0,05% TEMED et 0,05% APS

Laemmli 5X

60 mM Tris-Hcl a pH 6,8, 2% SDS, 10% glycérol, 5% B-mercaptoéthanol, 0,01% bleu
de bromophénol

Solution de coloration au bleu de
Coomassie

50% méthanol, 10% acide acétique glacial, 0,05% (w/v) bleu de coomassie R-250

Solution de décoloration

10% (v/v) méthanol, 10% (v/v) acide acétique glacial

Tampon de transfert

25 mM Tris, 192 mM glycine, 10% méthanol

TBS-T

50 mM Tris-Hel, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20 a pH 7,6

Blotto 5%

5% de lait en poudre dans du TBS-T

Solution d’anticorps primaire

Anticorps C219 dans la solution de blotto 5% (dilution 1 :1000)

Solution d’anticorps secondaire

Anticorps secondaire anti Mouse IgG dans la solution de blotto 5% (dilution 1:25
000)

Tampon de réaction pour le test
ATPasique

50 mM MOPS-Tris, 0,1 mM EGTA, 50 mM KCl, 5 mM Sodium azide, 2 mM DTT, 1
mM ouabain

Solution de révélation pour le test
ATPasique

8 % acide ascorbique, 7 mM ammonium molybdate, 3 mM acétate de zinc

Tableau 13. Composition des solutions utilisées dans la production et I’extraction de la P-gp a

partir des MDCK-MDR1
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3.3.2. Culture cellulaire

Les cellules MDCK-MDRI1 sont cultivées selon la méme méthode que dans le
deuxieéme chapitre jusqu’a obtenir environ deux milliards de cellules au total. Les cellules

utilisées sont a faible passage (inférieur a 8).

3.3.3. Préparation des cellules pour I’extraction

Les cellules sont lavées une premiére fois dans du DPBS puis la suspension de cellules
est centrifugée a 1000 rpm pendant cing minutes et est resuspendue dans un tampon
d’homogénéisation a 4°C pour avoir une concentration de 5.10° cellules/mL. Le tampon utilisé¢
a un fort pouvoir tampon pour empécher les variations de pH suite a la libération du contenu
cellulaire. Ainsi, & pH acide, les enzymes lysosomiques pourraient dégrader les protéines
cellulaires. Le sucrose permet de stabiliser les interactions entre protéines. L’ajout
d’inhibiteurs de protéases prévient la dégradation de la P-gp. L’azoture de sodium (NaNj3) est

utilisé dans le tampon comme agent de conservation.

3.3.4. Lyse cellulaire

Les cellules sont lysées a 1’aide d’une bombe a disruption. De 1’azote est dans un
premier temps dissous dans les liquides, dans une chambre pressurisée. Ensuite, la pression est
soudainement libérée provoquant un changement d’état de 1’azote : il passe de I’état liquide a
gazeux provoquant la formation de bulles a I'intérieur des cellules. Les membranes cellulaires

sont étirées jusqu’a se rompre et libérer les constituants cellulaires [77].

La méthode consiste a déposer la suspension de cellules (4 a SmL environ) au fond de
I’instrument. L’appareil est fermé et une pression de 400 psi d’azote est appliquée a
I’échantillon. La pression est relachée au bout de cinq minutes par la valve d’échappement a la

base de I’instrument. L’homogénat de cellules est récupéré.

3.3.5. Extraction des membranes

L’homogénat de cellules est dilué¢ dans une solution d’EDTA afin d’obtenir une
concentration de 1 mM puis la suspension est diluée deux fois avec le tampon post-

homogénéisation. Trois centrifugations a 700 g pendant 5 min permettent de retirer les débris
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cellulaires. Les surnageants sont récupérés, regroupés ensemble, déposés a la surface du
tampon de sucrose et centrifugés a 95 000 g pendant 1h a 4°C. Les membranes sont
récupérées a I’interphase, diluées dans le tampon de congélation et centrifugées a 100 000 g
pendant 30 min. Le culot qui contient les membranes est resuspendu dans 200 pL. tampon de

congélation et congelé a -80°C.

3.3.6. Solubilisation des membranes

L’échantillon contenant les membranes est décongelé et centrifugé a 164 000 g pendant
30 min a 4°C. Le culot est resuspendu dans un premier tampon de solubilisation A pour avoir
une concentration finale de 10 mg/ml. La suspension est incubée a 4°C pendant 30 min puis
centrifugée de nouveau a 164 000 g pendant 15 min a 4°C. Le culot est resuspendu dans un
deuxiéme tampon de solubilisation B pour avoir une concentration finale en protéines de 0,45
mg/mL. La suspension est incubée a 4°C pendant 30 min puis centrifugées a 15 000 g pendant

15 min. Le surnageant qui contient la P-gp purifiée est aliquoté et congelé a -80°C.

3.3.7. Dosage des protéines par la méthode BCA

Le dosage des protéines est effectué a I’aide du kit commercial BCA de Pierce. Le
principe de ce test est basé sur la réduction des ions Cu®" en Cu’ en milieu alcalin. Les ions
Cu' forment ensuite un complexe de couleur violette avec I’acide bicinchoninique (BCA) qui
absorbe a 562 nm (Figure 15). L’absorbance est proportionnelle a la quantit¢ de protéines
présentes dans 1’échantillon [78]. La concentration finale en protéines dans les échantillons est

estimée a I’aide d’une courbe standard réalisée avec la protéine de référence BSA.

ere . 2+ HO_ +
1 étape:  prottine +  Cu 2> Cu

[ + +
2 étape: Cu + 2BCA - complexe BCA-Cu

~00C 8N\ {8— COO~
~00C 8N/ A 8 COO~

Figure 15. Réaction schématique du test BCA [79]
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3.3.8. Analyse des échantillons par électrophorése sur gel de polyacrylamide

et western blot

L’¢lectrophorése sur gel de polyacrylamide contenant du laurylsulfate de sodium
(SDS-PAGE) est la méthode la plus commune pour identifier toutes les protéines présentes
dans les échantillons. Le principe consiste a dissocier les protéines en chauffant les
¢chantillons en présence du détergent anionique sodium dodecyl sulfate (SDS) et de I’agent
réducteur, B-mercaptoéthanol. En se liant a la protéine, le SDS la dénature et lui confére une
charge nette négative. La quantité¢ de SDS liée est relativement proportionnelle a la masse
moléculaire des protéines. Ainsi, la migration, sous un courant électrique, des complexes
formés de détergent et de protéines est proportionnelle a la taille des polypeptides. Il est alors
possible d’évaluer la masse moléculaire des protéines présentes dans les échantillons par
comparaison avec un marqueur de poids moléculaire. Le gel est ensuite coloré au bleu de
coomassie afin de détecter toutes les protéines ou transféré sur membrane (western blot) pour

identifier spécifiquement la protéine d’intérét et confirmer sa taille.

Le principe du western blot consiste a transférer les protéines sur une membrane qui est
par la suite exposée a un anticorps primaire spécifique a la P-gp (C219). Le tout est ensuite
mis en présence d’un anticorps secondaire li¢é a I’enzyme peroxydase de raifort (HRP). Le
complexe protéine-anticorps primaire-anticorps secondaire est visualis¢é par une réaction
chimiluminescence a I’aide du substrat ECL (Enhanced Chemiluminescence) qui réagit avec

I"HRP [80].

3.3.8.1. Electrophorése sur gel de polyacrylamide

Les échantillons sont analysés sur des gels de polyacrylamide a 7.5% constitués d’un
gel de concentration et d’un gel de séparation [80]. Le persulfate d’ammonium est utilisé
comme initiateur de la copolymérisation de I’acrylamide et de bis-acrylamide. Le TEMED
accélére la réaction de polymeérisation en catalysant la formation de radicaux libres a partir de
I’APS. Les échantillons a tester sont dilués deux fois avec la solution de Laemmli 5X. La

migration s’effectue sous un courant de 150 mA pendant 1h environ.
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3.3.8.2. Coloration au bleu de Coomassie

Le bleu de coomassie R-250 est un colorant aminotriarylméthane qui forme des
complexes avec les protéines par des forces de van der Waals et des interactions
électrostatiques avec les groupes NH3". La quantité de colorant liée est proportionnelle a la
quantité de protéines [80]. Pour ce faire, le gel est coloré pendant 1h, a température ambiante,
sous une agitation lente, dans la solution de coloration au bleu de Coomassie. Le gel est

ensuite décoloré toute la nuit dans la solution de décoloration [81].

3.3.8.3. Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose

Une fois la migration terminée, les protéines peuvent étre transférées sur une
membrane de nitrocellulose avec un seuil de rétention de 0,2 um pour rendre les protéines
accessibles aux anticorps. La membrane est collée au gel SDS-PAGE et un courant électrique
est appliqué provoquant la migration des protéines chargées depuis le gel vers la membrane.
Le transfert des protéines s’effectue dans le tampon de transfert a 100 V pendant 1h a 4°C.

L’efficacité du transfert est vérifiée au rouge ponceau.

3.3.8.4. Révélation

La membrane est tout d’abord saturée dans une solution de Blotto 5% par une
incubation d’1 heure a température ambiante sous agitation. La membrane est ensuite incubée
avec la solution d’anticorps primaire C219 toute une nuit a 4°C. Puis la membrane est rincée
trois fois au TBS-T pendant cinq minutes avant d’étre incubée avec la solution d’anticorps
secondaire « Anti-Mouse » pendant une heure sous agitation a température ambiante. La
membrane est de nouveau rincée trois fois dans la solution de TBS-T et est révélée a I’aide du
systeme de détection ECL. L’anticorps primaire C219 ne distingue pas la P-gp humaine de la

P-gp canine donc I’expression totale de la P-gp pourra seulement étre déterminée [82].

3.3.9. Analyse de I’effet du nombre de passage sur I’expression de la P-gp
dans les cellules MDCK-MDR1

Les culots de 200 000 cellules a différents passages sont comparés par western blot

selon la méthode décrite précédemment. Apres trypsination, 200 000 cellules sont prélevées
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puis lavées avec du DPBS. Le culot sec de cellules est congelé a la suite d’une centrifugation
a 15000 rpm pendant dix minutes. Afin de comparer les échantillons entre eux, une
normalisation est effectuée avec la protéine (Na" + K')-ATPase et I’anticorps correspondant.
Pour cela, la membrane de nitrocellulose est hybridée toute une nuit avec ’anticorps Na,K-
ATPase a une dilution de 1:1000 dans 5% BSA TBS-T selon les recommandations du
fournisseur. La deuxi¢me hybridation se fait avec 1’anticorps secondaire Rabbit a une dilution
de 1:10 000 dans une solution de Blotto. L’intensit¢ des bandes de chaque protéine est
ensuite déterminée. Pour chaque échantillon, le ratio de I’intensité de la bande correspondante

a la P-gp sur ’intensité de la bande correspondante a la pompe (Na™ + K")-ATPase est calculé.
3.3.10. Détermination de P’activité ATPasique

3.3.10.1. Principe

L’activité ATPasique des échantillons est déterminée par un test colorimétrique. Le
principe de ce test repose sur le fait que la P-gp transporte des substrats grace a 1’énergie
libérée par I’hydrolyse de ’ATP. En conséquence, il est possible d’évaluer I’interaction des
différents médicaments avec le transporteur membranaire en déterminant I’activité ATPasique
de la protéine. Dans ce test, la quantité de phosphate inorganique générée par ’hydrolyse de

I’ATP est déterminée par colorimétrie.

La procédure générale du test consiste a ajouter du MgATP au tampon de réaction
contenant la P-gp et le composé substrat. Le mélange est incubé pendant 60 min a 37°C. La
réaction est ensuite arrétée par addition de SDS. L’ajout d’ammonium molybdate permet de
former un complexe coloré avec le phosphate inorganique dans des conditions acides.
L’activit¢ ATPasique observée dans I’échantillon est calculée a partir de la quantité de

phosphate inorganique libéré déterminée par colorimétrie.
Plusieurs contrdles sont effectués lors de chaque essai :

- Contrdle sans composé test : il permet de mesurer 1’activité basale ATPasique

du transporteur en I’absence de substrat

- Contréle Background: il permet de mesurer la quantité de phosphate

inorganique dérivée du tampon de réaction
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- Controle avec I’orthovanadate : I’activit¢é de la P-gp étant inhibée par
I’orthovanadate, il permet de mesurer 1’activité ATPasique spécifique au

transporteur.

3.3.10.2. Méthode

Le protocole réalis¢ est basé¢ sur le protocole de GenoMembranes [83]. Les
¢échantillons de membranes ou de P-gp sont dilués dans le tampon de réaction dans une plaque
96 puits (volume final de 40 pL). L’EGTA permet d’inhiber 1’activit¢ des protéines
transmembranaires Ca*"-ATPase et I’ouabain inhibe 1’activité des pompes sodium-potassium
[84]. Les médicaments a tester sont ajoutés dans du dimethyl sulfoxide (DMSO). La
concentration finale en DMSO est de 1%. Trois substrats de la P-gp sont testés : le vérapamil a
une concentration de 5 uM et la colchicine et le lopéramide a une concentration de 50 uM. Le
vérapamil est testé a une concentration dix fois moins élevée que les autres composés puisqu’il
a été démontré qu’il avait un effet biphasique sur I’activité ATPasique : @ une concentration
inférieure a 10 uM, il produit une nette stimulation alors que pour des concentrations plus
¢levées, il joue un réle d’inhibiteur [76]. Pour le contrdle sans composé, une solution de
DMSO est ajoutée pour obtenir la méme concentration finale de 1%. La réaction démarre
avec I’addition de 4 mM MgATP dans les puits a 37°C. Le MgATP sera gardé sur glace apres
décongélation pour limiter la formation de phosphate inorganique par I’hydrolyse spontanée
de ’ATP. Le test est effectué en présence ou en absence de 0,5 mM d’orthovanadate. Apres
une heure, la réaction est arrétée avec 1’ajout de 30 uL de 10% SDS. Pour le background, la
réaction est bloquée par ajout de la solution de SDS avant le début de la réaction ATPasique
avec ’ajout de ’ATP. Puis 200 pL de la solution de révélation sont ajoutés par puits sont
ajoutés par puits. La plaque est incubée pendant 20 min a 37°C pour développer la coloration

puis I’absorbance est déterminée a 750 nm.
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3.4. Résultats

3.4.1. Culture cellulaire des cellules MDCK-MDRI1

3.4.1.1. Croissance cellulaire

La courbe de croissance cellulaire des cellules MDCK-MDRI1 obtenue (Figure 16)
comporte trois phases qui sont caractéristiques des populations cellulaires: la phase
d’adaptation pendant le premier jour, la phase exponentielle pendant deux jours et enfin la
phase stationnaire apres le troisiéme jour. Les passages des cellules Mdck-Mdr1 ont donc été
effectués tous les deux jours a une concentration de 20-30 000 cellules /cm? afin d’éviter toute

détérioration des cellules.
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Figure 16. Courbe de croissance cellulaire des cellules MDCK-MDRI1

3.4.1.2. Influence des passages sur I’expression de la P-gp

Le western blot des culots des cellules MDCK-MDRI1 a différents passages est
présenté dans la Figure 17A. Le comptage des cellules par I’hémacytometre étant trop
approximatif, il était préférable de normaliser les résultats du western blot pour pouvoir les
comparer entre eux (Figure 17B). La normalisation s’est faite avec la pompe sodium-
potassium puisqu’elle est exprimée dans les cellules MDCK-MDRI1. Le niveau d’expression
de cette protéine est supposé €tre constant suivant les passages lorsque les mémes conditions

de culture sont appliquées.
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Figure 17. Analyse par western blot de I’expression de la P-gp dans les cellules MDCK-
MDRI1 en fonction du nombre de passages. A : Hybridation avec I’anticorps C219 ; temps
d’exposition de 20 secondes. B : Hybridation avec I’anticorps Na,K-ATPase; temps d’exposition de 5
secondes.

Les résultats montrent que le ratio P-gp / Na,K-ATPase diminue et donc que
I’expression de la P-gp dans les cellules MDCK-MDR1 diminue avec I’augmentation du
nombre de passages (Figure 18). Ce phénomene avait été au préalable démontré par Tang et a/
[85]. Aucune bande correspondante a la P-gp n’a été observée dans les cellules MDCK-WT
avec le temps d’exposition effectué. Afin d’obtenir des meilleurs rendements dans 1’extraction
de la protéine membranaire, les cellules a faibles passages (inférieurs a 8) seront utilisées dans

la suite du projet.
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Figure 18. Expression de la P-gp en fonction du nombre de passages des cellules MDCK
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3.4.2. Analyse des échantillons par gel SDS-Page et western blot

Les échantillons a analyser par SDS-Page ou western blot n’ont pas été au préalable
chauffés a 95°C puisqu’il a été constaté que le chauffage a haute température réduisait le
signal de la P-gp et ralentissait la migration de celle-ci (Figure 19). En effet, les protéines

membranaires ont tendance a s’agréger a forte température. A la place, les échantillons sont

chauffés a 37°C pendant 20-30 minutes [86].
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Figure 19. Effet du chauffage sur la P-gp.

3.4.3. Extraction et purification de la P-gp

La méthode d’extraction des membranes des cellules MDCK-MDRI1 est une

combinaison de différentes centrifugations et centrifugation sur un coussin de sucrose (Figure
20). A cause de leurs compositions en lipides et en protéines membranaires, les membranes
possédent des densités différentes qui leur permettent d’étre facilement séparées des autres
organelles. Cette étape permet d’¢éliminer les protéines solubles, la majorité des mitochondries
et les noyaux. La P-gp étant intégrée dans les membranes récoltées, il est nécessaire d’utiliser
un détergent afin de solubiliser la protéine membranaire dans un milieu aqueux. Le détergent
CHAPS est utilisé dans I’étape de solubilisation puisqu’il a la caractéristique d’étre non

dénaturant, c’est-a-dire qu’il a la capacité de solubiliser les protéines membranaires sans les
9
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inactiver. De plus, ce détergent poss€de une concentration critique micellaire ¢levée, faisant de

lui un composé de choix pour la future étape de reconstitution en protéoliposomes.

Ultracentrifugation a
95000 g

—

Interphase

Coussin de
sucrose

Figure 20. Etape d’ultracentrifugation sur coussin de sucrose pour ’extraction des membranes
des MDCK-MDRI1

Afin de purifier la P-gp, différentes solubilisations a différents ratios détergent-protéine
ont été effectuées. La premiere solubilisation a un faible ratio détergent:protéine (w:w) de
1,5:1 permet dénaturer les membranes et de former des complexes micellaires larges
composés de protéines membranaires, de détergent et de lipides [87]. L’ultracentrifugation
permet de récolter les complexes micellaires dans le culot et d’éliminer les protéines solubles.
Le premier culot obtenu est représenté dans la Figure 21. Lors de la deuxiéme solubilisation,
le ratio est augmenté a 10 :1 (w :w) permettant de former des complexes micellaires composés
de protéines membranaires et de détergent (Figure 22) [88]. L’ultracentrifugation qui suit
permet de récupérer les protéines membranaires dans le surnageant et d’éliminer dans le culot

les impuretés.

Figure 21. Photo du culot apres la deuxieme ultracentrifugation a 164 000 g
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Liaison Lyse Solubilisation Délipidation

Détergent li¢ R Lipide- Protéine-
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membranes v Détergent &
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Lipide- Lipide-
Détergent Détergent
Tres faible 1:10 1:1 10:1

Ratio détergent : protéine (w:w)

Figure 22. Représentation schématique de la solubilisation progressive des protéines
membranaires en fonction du ratio détergent : protéine. Adapté avec permission de [88]

Plusieurs échantillons sont prélevés au cours de I’extraction et de la purification de la
P-gp afin de confirmer la présence du transporteur membranaire. La P-gp n’étant pas
majoritaire dans les échantillons prélevés, il est impossible d’affirmer la présence de la
protéine apres analyse par gel SDS-Page (Figure 23 A). Il est donc nécessaire d’analyser les
¢chantillons par western blot, une méthode plus sensible et plus spécifique que 1’analyse sur
gel de polyacrylamide. Le western blot confirme que les échantillons comportent le
transporteur d’intérét dans les membranes et dans 1’échantillon final de la P-gp purifiée
(Figure 23 B). La P-gp n’est pas distinguable dans I’échantillon de I’interphase; soit parce
qu’elle est présente en quantité infime, soit que la protéine s’est dégradée, soit que le temps

d’exposition du western blot est trop faible.
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Figure 23. Gel SDS-Page (A) et western blot (B) des échantillons de ’extraction de la P-gp.
Gel SDS-Page 7.5% coloré¢ au bleu de Coomassie avec 5,6ug de protéines totales dans chaque puits.
Anticorps C219. 2,2ug de protéines totales par puits pour le western blot.

L’étape de purification par solubilisations ne semble pas étre efficace. En effet, le gel
SDS-Page prouve la présence d’autres protéines dans le matériel final. Beaucoup de P-gp se
retrouve dans le culot de la derni¢re ultracentrifugation au lieu de se retrouver dans le
surnageant (données non présentées). Cela signifie que le ratio détergent:protéine utilisé n’est
pas adéquate puisque toute la P-gp ne s’est pas solubilisée. Il faudrait, faire varier les
concentrations en protéines et en détergent afin d’améliorer la purification. Le protocole

d’extraction et de purification de la P-gp est donc a optimiser.

3.4.4. Activité ATPasique de la P-gp

Le test d’activité ATPasique de la P-gp partiellement purifiée montre que I’échantillon
a une activité basale ATPasique ¢levée (110 nmol Pi/min/mg de protéines) (Figure 24). Cela
est cohérent avec ce qui a déja été observé avec les membranes plasmiques des cellules issues

d’ovaires de hamster de Chine (CRIR12 [84], CHRC5 [76] et CH*B30 [89]). En présence

61



d’orthovanadate, il n’y a pas de différence significative observée. En présence de substrats de
la P-gp comme la colchicine ou le lopéramide, I’activité est diminuée contrairement a ce qui
était attendu. Les substrats jouent ici un role d’inhibiteur. Etant donné la grande variabilité

obtenue avec le vérapamil, il n’est pas possible de conclure avec ce composé.
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Figure 24. Activité ATPasique spécifique de la P-gp partiellement purifiée des MDCK-
MDRI. * p < 0,05 : différence significative entre les activités ATPasiques

Plusieurs hypothéses peuvent étre émises suite a ces résultats : la premicre, qui semble
étre la plus probable, postule que la P-gp obtenue a été désactivée au cours des étapes de
purification. L’activité ATPasique mesurée pourrait ne pas étre liée a la P-gp mais a un autre
transporteur ou une enzyme présents dans les membranes. L’activité ATPasique de la P-gp
¢tant fortement dépendante du type de détergent utilis¢é pour la solubilisation et de
I’environnement lipidique [90, 91], il est possible que le protocole utilis¢ pour la purification
de la P-gp humaine a partir des cellules MDCK-MDRI1 ne soit pas adéquate et/ou une
reconstitution dans des protéoliposomes soit indispensable. D’autres articles mentionnent
également que la P-gp voit son activité augmenter en présence de cholestérol [92, 93]. Or, ce

lipide n’a pas été ajouté dans les tests d’activité ATPasique.
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3.5. Conclusion

Le protocole mis en place pour I’extraction et la purification de la P-gp humaine des
cellules MDCK-MDRI est encore a optimiser. Cette méthode ne permet malheureusement
d’obtenir que des centaines de microgrammes de protéines totales (environ 400 pg) a partir de
milliards de cellules. En conséquence, il est nécessaire de reproduire régulicrement cette
expérience qui est longue et couteuse pour obtenir assez de matériel avec lequel travailler. De
plus, cette méthode fastidieuse ne permet d’avoir que de la P-gp partiellement purifiée. Ainsi,
la P-gp n’est pas prédominante dans I’échantillon final recueilli. Méme si ce systéme
d’expression produit une P-gp avec des modifications post-traductionnelles similaires a celles
du transporteur humain, il présente 1’inconvénient de ne pas produire des quantités suffisantes
de protéines pour élaborer et optimiser le futur test de perméabilité. En outre, 1’activité
ATPasique de I’échantillon final n’est pas stimulée en présence de substrats de la P-gp. Pour
ces raisons, 1’¢élaboration et 1’optimisation du futur test de perméabilité s’averent compliquées

avec la P-gp provenant des cellules MDCK-MDRI1.

Il a été décidé d’abandonner cette voie pour se pencher sur une autre technique
d’extraction de la P-gp humaine basée sur un autre systetme d’expression: la levure
P. pastoris. Cette levure est largement utilisée pour générer des protéines recombinantes. Plus
de 200 protéines ont déja été exprimées dans les P. pastoris. L’utilisation de cette levure

permettrait d’obtenir davantage de protéine P-gp purifi¢e [94].
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CHAPITRE 4 : Production, extraction et purification de la
P-gp a partir de P. pastoris

4.1. Introduction

Les levures P. pastoris sont couramment utilisées pour produire des protéines
recombinantes puisque ce systeme d’expression présente de nombreux avantages tels que la
facilité¢ d’utilisation, la rapidit¢ de croissance et le faible cout des milieux et du matériel
nécessaires a la culture. En outre, P. pastoris est connue pour sa capacité¢ a produire des N-

glycosylations sur les protéines [95-97].

P. pastoris est une levure méthylotrophe, c’est-a-dire qu’elle est capable d’utiliser le
méthanol comme seule source de carbone [98]. La production de protéines par P. pastoris se
divise en deux étapes. Les cellules sont dans un premier temps cultivées dans un milieu
contenant du glycérol afin d’obtenir une bonne densité cellulaire. Puis, 1’induction de la
protéine s’effectue par 1’ajout de méthanol au milieu de culture [99]. Pour métaboliser le
méthanol, la levure utilise I’enzyme spécifique : 1’oxydase d’alcool (AOX) qui se trouve dans
les péroxysomes (Figure 25). Le méthanol est oxydé pour former du formaldéhyde qui sera
par la suite soit utilisé pour fabriquer des constituants cellulaires a 1’aide d’une autre enzyme :
DAS (dihydroxyacétone synthase); soit oxydé en CO, a I’aide des enzymes formaldéhyde
deshydrogenase (FALDH) et formate deshydrogenase (FDH) permettant le stockage de
I’énergie dans la cellule [100-102].
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Figure 25. Voie métabolique de la dégradation du méthanol dans P. pastoris [100, 102, 103].

4.2. Matériels

La souche GS115-MDRI1 a été gracieusement donnée par Ina Urbatsch [104]. La

souche GS115 a été transformée avec le vecteur d’expression contenant le géne humain

MDRI1 sous le promoteur fort AOXI, qui code pour 1’oxydase d’alcool responsable de

I’utilisation du méthanol [80, 104]. Cette souche exprime la P-gp avec une étiquette a

I’extrémité C-terminale de la protéine.

Le Tableau 14 récapitule tous les produits utilisés dans ce chapitre ainsi que leurs

numeéros de référence et leurs fournisseurs.

Produit

Acide 6-aminohexanoique
Biotine

Bradford réactif
Chymostatine

DM

DTT

EDTA

EGTA

Numéro de produit Fournisseur
7260 Sigma Aldrich
B4501 Sigma Aldrich
B6916 Sigma Aldrich
C7268 Sigma Aldrich
D5172 Sigma Aldrich
D0632 Sigma Aldrich
BP120-1 Fisher Scientifique
E8145 Sigma Aldrich
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Glycérol G5516 Sigma Aldrich
Imidazole 15513 Sigma Aldrich
Leupeptine L9783 Sigma Aldrich
Ni-NTA Agarose 30210 Qiagen
Pefabloc 11585916001 Sigma Aldrich
Pepstatine A P5318 Sigma Aldrich
Sucrose SU164-500 Galenova
Tris-HCl T5941 Sigma Aldrich
YNB 233520 VWR
Stain Free solutions (kit pour les gels) 1610183 BioRad
Centrifugeuse Sorvall™  Legend RT | Fisher scientifique
Refrigerated
Incubateur avec agitation G25 Shaker incubator New Brunswick
Spectrophotométre Ultropsec™ 2100 pro GE Healthcare
Trans-Blot® Turbo Transfer System 1704155 BioRad
ChemiDoc™ MP System 1708280 BioRad

Tableau 14. Liste des produits utilisés dans le chapitre 4
4.3. Méthodes

4.3.1. Composition des milieux de culture et tampons

Les milieux de culture ont un rdle primordial dans la croissance cellulaire, ils sont
composés de sources de carbone, d’azote de sels et de vitamines nécessaires au bon
développement des cellules. Tous les milieux utilisés lors de la culture cellulaire sont préparés
de maniére stérile et toutes les manipulations sont faites sous une hotte stérile pour éviter tout
risque de contamination [105]. La composition des milieux de culture et des tampons est

représentée dans le Tableau 15.
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Nom du milieu / tampon Composition des milieux / tampons

MGY (Milieu Minimal de | 1.34% YNB (Yeast Nitrogen Base), 1% glycérol et 4.10° % de
Glycérol) biotine

MM (Methanol Medium) 1.34% YNB, 0.5% v/v de méthanol et 4.10” % de biotine

Tampon d’homogénéisation | 0,33 M sucrose, 300 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA,
I mM EGTA, 2 mM DTT e 100 mM d’acide 6-
aminohexanoique, a pH 7,4

Tampon A 50mM  Tris-HCl, 50mM NaCl, 30% v/v glycerol,
10 mM imidazole, 2 ng/mL de pepstatine A et de leupeptine,
0,5 pg/mL de chymostatine et | mM de Pefabloc, a pH 8,0

Tampon B 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 10% (v/v) glycérol, 2 pg/mL
de pepstatine A et de leupeptine, 0,5 pg/mL de chymostatine et
1 mM de Pefabloc, a pH 7,4

Tampon C 10 mM Tris-HC, 0,1 mM EDTA, a pH 7,4

Tableau 15. Composition des milieux et des tampons pour la production et I’extraction de la
P-gp a partir de P. pastoris

Le milieu MGY (Milieu Minimal de Glycérol) est constitué de YNB qui contient tous
les sels inorganiques et les vitamines nécessaires a la culture des levures. La biotine est une
vitamine essentielle pour la croissance cellulaire, elle joue un role de coenzyme pour les
enzymes carboxylases. Le glycérol joue le role de source de carbone. Dans le milieu MM, le
glycérol est remplacé par le méthanol comme source de carbone. Le Tris-HCI est utilisé
comme pouvoir tampon, le sucrose permet de stabiliser les interactions protéines-protéines. Le
glycérol a un également un rdéle de stabilisation. Les tampons contiennent de nombreux
inhibiteurs de protéases pour éviter la dégradation des protéines. L’EDTA permet d’inhiber les
métalloprotéases, la pepstatine A inhibe les protéases aspartiques, la leupeptine inhibe les
sérine et cystéine protéases, la chymostatine inhibe les sérines protéases avec une spécificité

de type chymotrypsine.
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4.3.2. Culture cellulaire

Les cellules de P. pastoris GS115 transformée avec le géne humain MDRI sont
décongelées et striées sur une plaque d’agarose de MGY. Apres deux jours de croissance a
30°C, une colonie isolée est inoculée dans 10 mL de milieu liquide MGY et incubée a 30°C
sous agitation (250-300 rpm) jusqu’a obtenir une densité optique auspectrophotométre de 2,0 a
600 nm (DOgoonm) pendant environ 18h. Puis, ces 10 mL de culture sont inoculés dans 600 mL
de milieu MGY dans un erlenmeyer de deux litres couvert avec trois couches de gaze et
incubés a 30°C sous agitation pendant 24h. Dans ce milieu de culture, le glycérol, comme

seule source de carbone, est en exces et permet une production rapide de biomasse.

Les cellules sont par la suite centrifugées a 2500 g pendant dix minutes a 23°C et
resuspendues a une DOgponm de 2,0 dans 600 mL de milieu MM. Le volume de la culture a
centrifuger (V;) est calculé a partir de la densité optique et du volume final de milieu de
culture (Equation 11). La suspension est transvasée dans un nouvel erlenmeyer stérile couvert
avec trois couches de gaze et est incubée pendant 72h dans les mémes conditions que
précédemment avec ajout de méthanol (0.5% v/v) a 24h et 48h. Lors de I’induction, la
croissance cellulaire est suivie par densité optique. Des échantillons sont prélevés a différents
instants et 1’absorbance a 600 nm est déterminée. Les cultures cellulaires ont dans un premier
temps été effectuées dans des erlenmeyers de deux litres classiques. Des erlenmeyers avec
baffles de deux litres ont été par la suite utilisées pour évaluer I’influence de I’aération sur la
croissance des cellules et sur I’expression de la P-gp. Aprés 72h, les cellules sont enfin
centrifugées a 2500 g pendant dix minutes a 23°C et resuspendues dans le tampon

d’homogénéisation a une concentration de 0,5 g de cellules/mL (environ 15 mL) [94].

Equation 11. Calcul du volume de culture a centrifuger pour la resuspension dans le milieu
MM

DOsfs0onm X Vi
DO 600nm

Vi

Avec DOrs00nm : densité optique a 600nm de la culture finale soit DOfgoonm = 2

DOjs00nm : densité optique @ 600nm de la culture initiale

V¢: Volume final de la culture soit Vi= 600mL
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4.3.3. Analyse de la croissance de P. pastoris

Le suivi de la croissance de la culture de P. pastoris est effectué¢ en mesurant la densité
optique a 600 nm au cours du temps a ’aide d’un spectrophotometre. La densité optique ou
I’absorbance est proportionnelle a la densité cellulaire. Si besoin, 1’échantillon est dilu¢ dans
de I’eau purifiée pour respecter la zone de linéarité de 1’appareil. L’analyse de 1’évolution de
la DOgoonm €n fonction du temps permet d’évaluer les différentes phases de croissance de la
souche GS115-MDRI1. L’utilisation d’une échelle logarithmique permet de déterminer la
vitesse spécifique de croissance (p). Celle-ci est maximale (max) €t constante pendant la phase
exponentielle de croissance. Il est possible de calculer le temps de génération qui correspond
au temps nécessaire pour qu’une population double sa taille a partir de pmax qui se détermine

graphiquement (Equation 12).
Equation 12. Calcul du temps de génération

_In(2)

HUmax

avec Tg: temps de génération (heure)

. , . . . -1
Lmax : Vitesse spécifique maximale de croissance (heure™)

4.3.4. Vérification de ’expression de la P-gp

Pour vérifier ’expression de la P-gp dans les cellules, différents échantillons (10 mL
de culture) sont prélevés a lh, 2h, 4h, 8h, 16h, 24h, 48h et 72h aprés induction. Les cellules
sont ensuite centrifugées a 1250 g pendant dix minutes a température ambiante puis
resuspendues dans 5 mL de tampon d’homogénéisation et congelées a -80°C. Afin d’analyser
rapidement les échantillons sur gel SDS-Page et western blot, une préparation de membranes
simplifiée est réalisée [80]. Pour cela, les cellules sont centrifugée aprés décongélation
pendant une dizaine de secondes dans une microcentrifugeuse et resuspendues dans 350 uL de
tampon d’homogénéisation auquel des inhibiteurs de protéases sont ajoutées. Puis, 150 pL de
billes de verre de diametre 425 pm — 600 pm (acid-washed) sont ajoutés. Chaque échantillon
est vortex¢é a la vitesse maximale pendant une minute et refroidi pendant deux minutes sur

glace pour éviter la dégradation des protéines. Ce cycle est répété six fois. Le tout est ensuite
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centrifugé a 3500 g pendant cinq minutes a 4°C afin d’¢éliminer les cellules non lysées et les
noyaux. Le surnageant est prélevé et est de nouveau centrifugé a 14 000 g pendant
cing minutes a 4°C afin d’éliminer les mitochondries et les autres organites cellulaires. Le
surnageant récolté contient les protéines cytoplasmiques et les vésicules membranaires. Le
dosage en protéines dans les surnageants récoltés se fait par la méthode de Bradford. 10 pg de

protéines sont appliquées sur le gel SDS-Page.

4.3.5. Lyse cellulaire

Le Freezer Mill 6850 est utilisé pour lyser les cellules. Le principe de cet appareil
consiste a déplacer magnétiquement un barreau d’acier d’un bout a 1’autre d’un cylindre fermé

contenant un échantillon pour broyer les cellules.

La suspension de cellules resuspendues dans le tampon d’homogénéisation est
transformée en billes congelées dans de I’azote liquide (Figure 26). Pour ce faire, la
suspension est ajoutée goutte a goutte dans une bouteille contenant de 1’azote liquide pour
former des petites billes congelées qui peuvent étre conservées a -80°C avant d’étre utilisées
dans le Freezer Mill. L’appareil, le cylindre et le barreau d’acier sont refroidis au préalable
avec de ’azote liquide. La cuve doit étre remplie au moins aux % d’azote liquide. Les billes
congelées de suspension de cellules sont disposées dans le cylindre en s’assurant de mettre le
barreau au centre de I’échantillon et pas contre une paroi du cylindre. Le cylindre est introduit
dans I’appareil. Le protocole utilisé pour broyer les levures est similaire a celui établi pour les
levures Saccharomyces cerevisiae. 1l y a quatre cycles d’effectués: deux minutes de
refroidissement puis deux minutes de broyage. Le taux représente la fréquence de 1I’'impact et
est programmé a 14. Cela signifie qu’il y a 28 impacts par seconde. Le protocole est effectué
deux autres fois avec le méme échantillon en s’assurant de remplir la cuve du Freezer Mill
d’azote liquide entre chaque cycle. Dans le cas du projet, les 15 mL de billes congelées de
suspension de cellules sont broyés en méme temps dans le cylindre le plus large en

polycarbonate.
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Figure 26. Photos des billes de suspension de cellules congelées avant lyse (a gauche) et apres
lyse (a droite)

4.3.6. Préparation des membranes

L’homogénat de cellules lysées est décongelé puis centrifugé a 14 000 g pendant
30 min a 4°C pour enlever les cellules non lysées, les noyaux et les fractions mitochondriales.
Le surnageant récolté est ensuite centrifugé a 200 000 g pendant 90 min a 4°C. Le culot qui
contient les fractions membranaires est resuspendu a ’aide d’un potter elvehjem dans 12 mL
et lavé une fois avec le tampon B puis centrifugé de nouveau a 200 000 g pendant 90 min a
4°C. Le culot est resuspendu dans 4 mL de tampon B comme précédemment, dépos¢ a la
surface d’un gradient de sucrose constitu¢ de 16%, 31%, 43% et 53% (w/v) de solutions de
sucrose (2 mL de chaque solution) dans le tampon C et centrifugé a 53 000 g pendant 16h a
4°C. Les membranes sont récupérées majoritairement a I’interphase du gradient 43% - 53% et
une plus petite fraction a été récupérée a I’interphase 31% - 43%. Les interphases sont diluées
dans 12 mL de tampon C puis centrifugées a 200 000 g pendant 3h a 4°C. Le culot qui
contient les membranes purifiées est resuspendu dans le tampon A a une concentration entre 2

et 4 mg/mL (4 mL environ) puis congelé a -80°C en plusieurs aliquots.

4.3.7. Solubilisation des membranes

Les membranes sont décongelées et mélangées avec un volume équivalent de
tampon A contenant 1,2% w/v n-dodecyl-B-D-maltoside et des inhibiteurs de protéases. La

suspension est mélangée plusieurs fois et laissée dans de la glace pendant 10 min.
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4.3.8. Purification de la P-gp sur colonne de Nickel

La résine d’agarose Ni>-NTA est au préalable équilibrée avec le tampon A et ajoutée a
la suspension de P-gp solubilisée. Le mélange est incubé a 4°C pendant 20h sur un Labquack
rotator. La résine est ensuite transférée dans une colonne et lavée avec 25 fois le volume de la
colonne de tampon A contenant 0,1% (w/v) de détergent DM puis avec cinq fois le volume de
la colonne de tampon A contenant 0,1% (w/v) et 20 mM d’imidazole. L’¢élution de la P-gp
s’effectue avec deux fois le volume de la colonne de tampon A contenant 0,1% (w/v) de DM
et 300 mM d’imidazole et une fois le volume de la colonne de tampon A contenant 0,1% (w/v)
de DM et 400 mM d’imidazole. La résine est rincée avec 0,5 M de NaOH pendant 30-45 min
et conservée dans 30% d’éthanol. Typiquement, des petits volumes d’échantillon (4 mL

environ) ont été purifiés a chaque fois avec 1 mL de résine afin d’optimiser la méthode.

4.3.9. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Le protocole réalisé est basé sur les recommandations du fabricant, Sigma Aldrich. Le
test est effectué dans des plaques 96 puits. La courbe standard est réalisée avec la BSA en
utilisant le méme tampon de réaction. Un volume de 5 pL de standard ou d’échantillon est
utilisé par puits, auquel est ajouté 250 pL de réactif de Bradford a température ambiante.
Aprés dix minutes, la plaque est mesurée trois fois au Saphire a 595 nm. L’absorbance des
¢chantillons est lue 2 moins de dix minutes d’intervalle. Les standards et les échantillons sont
en triplicata. La courbe standard est tracée a partir de la moyenne des trois mesures effectuées
des triplicatas. Les mesures des trois puits d’échantillons sont moyennées et la concentration
est déterminée a partir de la régression linéaire tirée de la courbe étalon. Les échantillons sont
dilués avec de I’eau au besoin pour satisfaire au tableau de compatibilités du réactif de

Bradford.

4.3.10. Analyse des échantillons par la technologie « Stain-free » de Bio-Rad

Principe
La technologie Stain-free est une nouvelle méthode développée par 1’entreprise Bio-

Rad pour visualiser et quantifier les protéines sur gel SDS-Page et sur membrane. Le principe

72



de cette méthode se base sur la détection par fluorescence des résidus tryptophane contenus
dans les protéines. Ainsi, la formulation du gel comprend un composé trihalogéné qui,
lorsqu’il est exposé aux rayons utlraviolets (UV), réagit de manicre covalente avec les résidus
tryptophane des protéines présents dans le gel les rendant fluorescentes avec une courte
photoactivation. De ce fait, les protéines peuvent étre facilement détectées par un systeme
d’imagerie apres la migration sur gel ou apres le transfert sur membrane [106]. Cette méthode
¢limine les étapes de coloration et de décoloration et n’altére ni la mobilité électrophorétique

des protéines, ni le transfert, ni les propriétés d’immunodétection.

Séparation des protéines sur gel

Le gel de séparation est préparé a 1’aide de solutions fournies par BioRad. Deux
volumes identiques de solution « resolver » A et B sont mélangées avec du TEMED et une
solution de 10% APS fraichement préparée. Le gel de concentration comprend deux volumes
identiques de solution « stacker » A et B avec du TEMED et une solution de 10% APS. La
polymérisation du gel est rapide et se fait en 30 min. La migration s’effectue sous un courant

de 250 V pendant 30-45 min.

Visualisation de la séparation des protéines sur gel

Une fois la migration terminée, le gel est immédiatement visualis¢é a 1’aide de
I’imageur ChemiDoc. En sélectionnant 1’application « Stain Free Gel », le gel est dans un
premier temps activé sous radiations UV pendant une minute puis le logiciel optimise

automatiquement le temps d’exposition pour détecter les bandes intenses sur le gel.

Transfert des protéines

Les protéines sont transférées sur des membranes de PVDF ou PVDF Low Fluo a
I’aide du Trans-Blot Turbo pendant 10 min a 2,5 A (jusqu’a 25V) pour deux gels ou 1,3 A
(jusqu’a 25 V) pour un gel.

Vérification du transfert

Le transfert des protéines est vérifi¢ immédiatement en imageant la membrane avec le

ChemiDoc en sélectionnant I’application « Stain Free Blot ». Le gel SDS-Page est aussi imagé
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en programmant manuellement le temps d’exposition utilis¢ pour le méme gel avant le
transfert des protéines. L’efficacité du transfert est évaluée en comparant I’image prise apres le

transfert avec I’image prise avant le transfert.

Révélation

Comme précédemment, la membrane est saturée dans une solution de Blotto 5%
pendant une heure a température ambiante sous agitation. La membrane est ensuite incubée
avec la solution d’anticorps primaire C219 toute une nuit a 4°C. Puis, la membrane est rincée
trois fois dans du TBS-T pendant cinq minutes avant d’étre incubée avec la solution
d’anticorps secondaire pendant une heure sous agitation a température ambiante. La
membrane est de nouveau rincée trois fois avec le TBS-T et est révélée a 1’aide du systéme de
détection ECL et le ChemiDoc en sélectionnant le protocole « chemi » du logiciel. Le temps

d’exposition est optimisé pour chaque membrane.

Normalisation des résultats

La normalisation des résultats se fait avec les protéines totales injectées dans chaque
puits. Dans cette méthode, le logiciel détermine la densit¢ de la bande sur la bande
chimiluminescente ainsi que la densité totale de chaque ligne sur les membranes et opére les

calculs de normalisation selon les équations ci-dessous.
Equation 13. Calculs de normalisation avec la méthode « Stain Free »

densité (volume) totale de la ligne de référence

Facteur de normalisation = — -
densité (volume) totale de chaque ligne

Volume normalisé = facteur de normalisation x volume de la bande

Le logiciel sélectionne la premicre ligne (qui ne correspond pas a I’échelle de poids
moléculaire) comme ligne de référence. Cette méthode permet de comparer I’intensité de la
protéine d’intérét entre les différentes lignes du gel tout en s’affranchissant des variations liées

a I’injection des échantillons dans chaque puits.
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4.4. Résultats

4.4.1. Culture cellulaire

4.4.1.1. Croissance cellulaire de P. pastoris

Une courbe de croissance cellulaire a été tracée pour la souche GS115-MDR1 dans le
milieu MGY afin de déterminer les différentes phases de croissance et la densité optique
correspondante a la phase stationnaire (Figure 27A). Le maximum de densité optique est
atteint aprés 80h et a une valeur d’environ 9,8. La courbe de croissance en échelle
logarithmique permet d’estimer le temps de génération entre 18h et 50h qui est d’environ 5h15

(Figure 27B).
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Figure 27. Courbe de croissance cellulaire de la souche GS115-MDR1 dans le milieu MGY
(A). Courbe de croissance cellulaire de la souche GS115-MDRI1 dans le milieu MGY en
échelle logarithmique (B)

4.4.1.1. Induction de la P-gp en présence de méthanol

Les échantillons prélevés a différents intervalles apres le début de I’induction au
méthanol sont analysés par gel SDS-Page et western blot, aprés une préparation des
membranes simplifiée décrite dans la partie méthodes. Aucune bande correspondante a la P-gp
n’est visible avant I’étape d’induction (Figure 28). Apreés seulement quatre heures d’induction,

une légére bande autour de 130 kDa correspondante a la P-gp est visible sur la membrane dans
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les deux cultures (erlenmeyer avec baffles et erlenmeyer classique); indiquant la production de
la protéine d’intérét. Des bandes sont également visibles aprés 24, 48 et 72h d’induction. Des

agrégats de P-gp sont obtenus apres 24h d’induction.

1 2 3 9 10

250 kDa— s <— Agrégats
F - P-gp
150 kDa— : o :
“ <— P-gp
100 kDa— @
L J \ J \ J L J \ )
T T T 1 T
t=0 t=4h t=24h t=48h t=72h

Figure 28. Western blot des échantillons pendant 1’étape d’induction. Quantité de protéines par
ligne : 10pg. Lignes 1, 3, 5, 7 et 9 : Culture dans I’erlenmeyer avec baffles. Lignes 2, 4, 6, 8 et 10 :
Culture dans I’erlenmeyer classique. Lignes 1 a 4 : 1ére membrane. Lignes 5 a 10 : 2° membrane.
Temps d’exposition du western blot : 120 secondes.

4.4.1.2. Influence de I’aération sur I’expression de la P-gp

La Figure 29 représente les erlenmeyers, avec baffles et classique, apreés 72h
d’induction au méthanol. Visuellement, on voit que la flasque avec baffles produit plus de

mousses que la flasque classique indiquant une meilleure aération.

Erlenmeyer Erlenmeyer
avec baffles classique

Figure 29. Photo des erlenmeyers apreés 72h d’induction au méthanol.
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Lors de I’induction au méthanol, la croissance cellulaire ne semble pas étre affectée par
I’aération. Ainsi, les courbes de croissances obtenues (Figure 30A) sont similaires. A 72
heures, les cellules sont toujours dans la phase exponentielle, le plateau n’est pas encore
atteint. Les profils de croissance en échelle logarithmique permettent de calculer les temps de
génération qui sont d’environ 50h et 43h pour la culture dans I’erlenmeyer avec baffles et dans

I’erlenmeyer classique respectivement (Figure 30B).

§n (A) 2.0- (B)
y=10,0138 x + 0,7995
2=0,9773
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c E
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Figure 30. Comparaison des profils de croissance de la souche GS115-MDR1 dans
Ierlenmeyer classique et avec baffles lors de I’étape d’induction. Evolution de la DOggonm en
fonction du temps (A). Evolution des profils de DO en échelle logarithmique (B).

En revanche, 1’aération a un effet sur I’expression de la protéine. La Figure 31 présente
la normalisation des résultats présentés dans la section 4.4.1.1. par la technologie « Stain
Free ». L’expression de la P-gp aprés 24h d’induction est plus importante dans 1’erlenmeyer
avec baffles que dans I’erlenmeyer classique. Les données suivent une courbe de tendance
polynomiale d’ordre 3. La proportion de la P-gp par rapport aux protéines totales est plus
importante a 48h qu’a 72h. Il semblerait qu’apres 48h, il y a moins de protéine recombinante
exprimée et de ce fait, il n’est pas nécessaire d’induire pendant trois jours, une induction
pendant deux jours semble étre suffisant. En induisant plus longtemps, divers contaminants,
qui devront étre €liminés par la suite, sont ajoutés et peuvent compliquer les étapes de

purification.
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Figure 31. Influence de 1’aération sur I’expression de la P-gp.

4.4.2. Lyse cellulaire

La réussite de la lyse cellulaire s’évalue de maniére qualitative au microscope (Figure
32). Sur la Figure 32A, on distingue le bourgeonnement des levures qui permet la division des
cellules. Sur I’échantillon obtenu apres la lyse cellulaire, des débris cellulaires sont observés
mais aussi des cellules intactes. On peut estimer qu’environ 80% des cellules ont été lysées
avec cette méthode. Afin d’augmenter le rendement, il faudrait décongeler I’homogénat de
cellules pour le recongeler en popcorns dans de 1’azote liquide puis le broyer une autre fois au

freezer mill.

Figure 32. Photo des cellules au microscope (100X). A : Cellules avant la lyse cellulaire. B :
Cellules apres la lyse cellulaire.
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4.4.3. Extraction de la P-gp

La Figure 33 représente I’étape d’ultracentrifugation sur coussin de sucrose. Les

membranes ont été récoltées au niveau des interphases 43% - 53% et 31% - 43%.

)

Ultracentrifugation a
53000 g
 ——

Coussin de |
sucrose

}Interphase 31%-43%

} Interphase 43% - 53%

Figure 33. Etape d’ultracentrifugation sur coussin de sucrose

Le stain free gel et le western blot de I’extraction de la P-gp sont présentés sur la
Figure 34. Une bande majeure située aux alentours de 130 kDa correspondante a la P-gp, est
observée dans tous les échantillons a ’exception des cellules lysées. Pour cet échantillon,
I’absence de bande peut s’expliquer par une trop faible exposition de la membrane. Les bandes
aux alentours de 20, 30 et 60 kDa sont des produits de protéolyses de la P-gp. La bande
présente vers 280 kDa montre que la P-gp s’est agrégée dans 1’échantillon. Le graphique
représentant 1’analyse densitométrique des bandes de la P-gp par rapport aux protéines totales
(Figure 35) prouve que les différentes étapes d’extraction des membranes permettent
d’¢éliminer des contaminants notamment apres la centrifugation sur coussin de sucrose. Des
agrégats de P-gp se retrouvent dans tous les échantillons. Plusieurs hypothéses peuvent étre
émises sur la présence de doublets sur le western blot. Il peut s’agir d’un produit de
dégradation de la P-gp ou bien d’une dénaturation incompléte par le SDS [107]. La protéine
produite par P. pastoris n’étant pas glycosylée, cela n’est pas dii a une différence de
glycosylation. Avec 600mL de culture, environ 8 mg de protéines totales dans les membranes
sont obtenus. Le gel SDS-Page confirme que la P-gp ne se trouve pas en majorité dans les

membranes. D’autres étapes de purification sont donc nécessaires.
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Figure 34. Stain free gel et western blot des échantillons de la préparation de membranes de
P. pastoris. Quantité de protéines par ligne : 50pg. Ligne 1 : Membranes; Ligne 2 : Interphase; Ligne
3 : 2° culot resuspendu dans le tampon B; Ligne 4 : 1¥ culot resuspendu dans le tampon B; Ligne 5 :
Cellules lysées. Temps d’exposition du western blot : 5 secondes.
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Figure 35. Analyse densitométrique des bandes de la P-gp imagée avec le ChemiDoc MP.
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4.4.4. Purification de la P-gp sur colonne de Nickel (par gravité)

A partir d’une culture de 600 mL, environ 640 pug de P-gp purifiée sont obtenues. La
Figure 36 montre que la purification sur colonne permet d’éliminer de nombreux contaminants
dans le front de solvant et dans les lavages. La P-gp est éluée majoritairement dans la
deuxieme ¢lution a 300mM d’imidazole. Une petite quantit¢ de P-gp est éluée dans le
flowthrough et dans les différents lavages. L’analyse de I’éluat au NaOH (donnée non
montrée) montre qu’une partie de la P-gp est restée lie a la résine. En normalisant avec la
quantité de protéines totales avec la technologie « Stain Free », nous pouvons estimer que la
proportion de la P-gp dans 1’échantillon final est 33 fois plus grande que dans les membranes.
Cependant, plusieurs bandes sont visibles sur le gel « stain free » dans 1’échantillon final
indiquant une purification partielle. La méthode de purification pourrait donc étre améliorée.
Des étapes supplémentaires permettant de purifier davantage la P-gp ont été réalisées mais
n’ont pas donné de résultats satisfaisants. L’¢luat récolté et dilué trois fois a d’abord été passé
sur colonne sephadex G50 mais il n’y avait pas d’amélioration significative donc cette
méthode a été abandonnée. L’échantillon a également été passé sur colonne DEAE Sepharose
mais cette méthode a engendré trop de pertes significatives de la P-gp et a donc aussi été
¢liminée. Il a donc été décidé de continuer a travailler avec la P-gp qui reste partiellement

purifiée.
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Figure 36. Stain Free Gel et western blot des échantillons de la purification sur colonne de
Nickel de la P-gp. 30uL d’échantillons ajoutés dans chaque puits. Ligne 1 : P-gp finale. Ligne 2 : 3°
¢lution 2 400mM d’imidazole. Ligne 3 : 2° élution a 300mM d’imidazole. Ligne 4 : 1° élution a
300mM d’imidazole. Ligne 5 : Lavage a 20mM. Ligne 6 : 1* lavage de ImL. Ligne 7 : Front de
solvant. Ligne 8 : Membranes solubilisées. Temps d’exposition du western blot : 3 secondes.

4.5. Conclusion

Les résultats montrent que I’aération n’influence que 1’induction de la protéine et pas la
croissance cellulaire. Pour les futures cultures cellulaires, des erlenmeyers classiques
pourraient donc étre utilis€és pour la période de croissance et des flasques avec baffles pour
I’induction. Les analyses montrent également qu’une induction de 48 heures est suffisante

pour la souche de levures utilisée.

L’expression de la P-gp dans la culture est faible. Ainsi, la détection de la protéine par
Stain free gel ne suffit pas et requiert une méthode plus sensible comme le western blot. D’une
part, cela s’explique par le fait que P. pastoris n’est pas un systetme de surexpression a

I’inverse d’E. coli mais cette levure se distingue par sa capacité a étre cultivée a des densités
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cellulaires importantes [80]. De plus, la bande obtenue sur le gel est diffuse a cause de la

glycosylation de la protéine, ce qui la rend moins visible a ’ceil nu.

La faible expression de la P-gp dans la souche de P. pastoris recue a rendu les étapes
de purification difficile a optimiser. Plusieurs autres facteurs que le temps d’induction et
I’aération devraient étre étudiés afin d’augmenter I’expression de la P-gp dans la souche
GS115-MDRI1. Ainsi, le pH et la température sont des facteurs critiques pour la synthese et le
repliement des protéines. Lors d’une culture prolongée, il y a un risque d’acidification du
milieu de culture. En conséquence, les protéases acides, présentes dans P. pastoris,
deviendraient actives [80]. La diminution de la température de 30°C a 22°C ou 15°C a aussi
montré des améliorations dans la production de protéines. Cela s’explique par une réduction
de la lyse cellulaire et de I’activité protéolytique pendant 1’induction; le rendement est donc
amélioré [108, 109]. A faible température, le processus de traduction est aussi ralenti,

permettant a la protéine de se replier plus adéquatement.
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CHAPITRE 5 : Reconstitution de la P-gp dans des

protéoliposomes

5.1. Introduction

Des tests préliminaires ont été effectués pour évaluer les différentes techniques de
reconstitution décrites dans le premier chapitre afin de déterminer la facilité et 1’efficacité de
chaque méthode. Comme il a été montré que I’activité ATPasique de la P-gp était influencée
par les lipides qui I’entouraient [90, 91], deux préparations de lipides ont été testées dans
chaque méthode de reconstitution afin de comparer et de déterminer la composition de lipides
qui permet d’obtenir la plus forte activité. Dans la premiere préparation, les lipides sont
composés de 80% d’egg phosphatidylcholine (PC) et 20% de cholestérol alors que dans la

deuxiéme préparation, les lipides sont des extraits d’E. coli.

5.2. Matériels

Le Tableau 16 récapitule tous les produits utilisés dans ce chapitre ainsi que leurs

numeéros de référence et leurs fournisseurs.

Produit / Appareil Numéro de produit / Modéle Fournisseur
Cholestérol lipides 700000 Avanti Polar Lipids
DM D5172 Sigma Aldrich
DTT D0632 Sigma Aldrich
E. coli lipides 100600C Avanti Polar Lipids
EGTA E8145 Sigma Aldrich
KCl P9541 Sigma Aldrich
MgCl, M38266 Sigma Aldrich
oG 08001 Sigma Aldrich
PC lipides 840051 Avanti Polar Lipids
Tris-HCl T5941 Sigma Aldrich
Pur-A-Lyzer Maxi Dialyse kit PURX12015 Sigma Aldrich
Spectrophotomeétre Microplate reader SAFIRE Tecan
Appareil a sonication Sonic Dismembrator Model 500 Fisher Scientific
Extrudeur LiposoFast Avestin

Tableau 16. Liste des produits et appareils utilisés dans le chapitre 5




5.3. Méthodes

5.3.1. Tampons

Les compositions des différents tampons mentionnés dans ce chapitre sont indiquées

dans le Tableau 17.

Tampon Composition

Tampon de transport 50 mM Tris-HCL, pH 7,4, 0,1 mM EGTA, 8 mM DTT

Tampon de reconstitution | 50 mM Tris-HCL, pH 7,4, 0,1 mM EGTA, 8 mM DTT et 1 %
(w/w) de détergent (DM ou OQG)

Tampon d’équilibration 100 mM KCL, 50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, 1 mM DTT,
0,02% NaNs, pH 7,4

Tableau 17. Composition des tampons utilisés dans le chapitre 5

5.3.2. Reconstitution en protéoliposomes par sonication

Les solutions stocks de lipides PC et cholestérol, a une concentration de 10 mg/mL,
sont mélangés pour une avoir un ratio PC:cholestérol de 80:20. Le chloroforme est ensuite
évaporé a I’évaporateur rotatif. Le film lipidique est resuspendu dans le tampon de transport.
La P-gp purifiée est ensuite ajoutée la mixture pour avoir un ratio lipides:protéines de 50:1. Le
mélange est homogénéisé par sonication pendant cinq secondes a 1’aide d’une sonde a une
amplitude de 60% puis refroidi sur glace pendant une minute. La sonication suivie d’un
refroidissement sont effectués pour un total de six cycles. La méthode est identique avec les

lipides d’E. coli.

5.3.3. Formation de micelles « lipide-protéine-détergent »

Les solutions stocks de lipides PC et cholestérol, a une concentration de 10 mg/mL,
sont mélangés pour une avoir un ratio PC:cholestérol de 80 :20. Le chloroforme est ensuite
¢vaporé a I’évaporateur rotatif. Le film lipidique est resuspendu dans le tampon de
reconstitution. Deux détergents ont été utilisés a ce niveau : le détergent DM et le détergent

octyl B-D-glucopyranoside (OG) car celui-ci posséde une CMC plus élevée et devrait donc
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étre plus facile a enlever [47]. La mixture est incubée pendant 30 min a température ambiante
afin d’obtenir une solubilisation compléte. Une solution claire indique que la solubilisation des
lipides est complete. La P-gp purifiée et solubilisée obtenue avec P. pastoris est ensuite
ajoutée a la solution et la mixture est incubée a 4°C pendant 30 min pour permettre la
formation de micelles « lipide-protéine-détergent ». La méthode est identique avec les lipides

d’E. coli.
5.3.4. Reconstitution en protéoliposomes par filtration sur gel

5.3.4.1. Premiére méthode

Les solutions stocks de lipides PC et cholestérol, a une concentration de 10 mg/mL,
sont mélangés pour une avoir un ratio PC:cholestérol de 80:20. Le chloroforme est ensuite
évaporé a 1’évaporateur rotatif. Le film lipidique est resuspendu dans le tampon de transport.
Le mélange est ensuite extrudé a travers un filtre en polycarbonate de diameétre de pores de
400 nm puis 200 nm pour forcer les liposomes a traverser les pores du filtre 21 fois. Cette
¢tape permet d’uniformiser la taille des micelles dans la solution. Les micelles « lipide-
protéine-détergent » (préparées avec le détergent DM) sont mélangées sur glace avec la

préparation de liposomes pendant 30 min.

La suspension est ensuite passée sur colonne sephadex G50 préalablement équilibrée
dans le tampon d’équilibration. La colonne est lavée avec le méme tampon. Les fractions
turbides sont récoltées et centrifugées a 4000 g pendant 15 min a 4°C. Le culot contenant les
protéoliposomes est resuspendu dans le tampon de transport. Les protéoliposomes formés sont

conservés a 4°C jusqu’a utilisation.
Le pourcentage de protéines reconstituées dans 1I’échantillon final est calculé comme
selon 1’Equation 14 :
Equation 14. Calcul du pourcentage de protéines reconstituées dans les protéoliposomes

1

lsurna eant Vsurna eant
1+ 2 :

Pourcentage de protéines dans les protéoliposomes =

Iprotéoliposomeszrotéoliposomes
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1

1+ Iprotéoliposomeszrotéoliposomes

Pourcentage de protéines dans le surnageant =

surnageant Vsurnageant

Avec Iprotéoliposomes : Intensité de la bande correspondant & la P-gp en millions des protéoliposomes

Isurnageant : Intensité de la bande correspondant a la P-gp en millions du surnageant
Voprotéoliposomes : Volume total des protéoliposomes

V sumageant : VOlume total du surnageant

5.3.4.2. Deuxiéme méthode

Les micelles « lipide-protéine-détergent » (préparées avec le détergent OG) sont
appliquées sur colonne sephadex G50 (1 x 15 cm pour un échantillon de 1mL) préalablement
équilibrée dans le tampon de transport. La colonne est lavée avec le méme tampon et une
dizaine de fractions de 1 mL sont collectées immédiatement. La présence de protéoliposomes
dans les fractions est déterminée visuellement (solution turbide). Les fractions contenant les

protéoliposomes sont mélangées ensemble et conservées a 4°C.

5.3.5. Reconstitution en protéoliposomes par dialyse

Les micelles « lipide-protéine-détergent » (préparés avec le détergent OG) sont
dialysées contre 20 volumes de tampon de transport a 1’aide du kit de dialyse « Pur-A-Lyzer »
Maxi. La solution est remplacée toutes les 8-12h pour un total de 4 changements. A la suite du
premier changement de buffer, la solution doit devenir turbide, indiquant la formation de

protéoliposomes.

5.3.6. Mesure de I’activité ATPasique des protéoliposomes

Le test colorimétrique est réalisé selon la méthode décrite dans la partie 3.3.8. a la
différence que le tampon de réaction utilisé est différent. Du DTT est ajouté car il a été¢ montré
précédemment que l’omission de ce composé engendrait une inactivation compléte de
I’activité ATPasique de la P-gp [104, 110]. Le facteur d’activation est calculé en divisant la
valeur de I’activité obtenue en présence du substrat par la valeur de I’activité obtenue sans

composé. En raison des fortes variabilités observées avec le test d’activité ATPasique, celui-ci
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a ¢été répliqué 5 fois. La valeur la plus basse et la valeur la plus élevée n’ont pas été pris en

compte dans la moyenne de I’activité.

Le test-t de Student bilatéral est utilisé pour comparer les activités ATPasiques

obtenues. Une valeur de p inférieure a 0,05 indique une différence significative.

5.4. Résultats

Afin de comparer les différentes techniques entre elles, la P-gp venant d’une méme

purification a été utilisée.

5.4.1. Reconstitution en protéoliposomes par la méthode de sonication

La reconstitution par la méthode de sonication engendre une dégradation de la P-gp. En
effet, une bande aux alentours de 60 kDa est apparue sur le western blot. Que ce soit en
présence de lipides PC/Chol ou de lipides d’E. coli, les résultats sont similaires. Cette
dégradation est certainement due a la création de chaleur a la suite de la sonication. Les

données ne nous permettent pas de confirmer la bonne reconstitution du transporteur

250 kDa ——
150 kDa — :
100 kDa

75kDa —

— ——

50kDa —

membranaire dans les liposomes.

37kDa o

Figure 37. Western blot de la P-gp reconstituée en protéoliposomes par la méthode de
sonication. 30uL d’échantillon par puits. Ligne 1 : Lipides PC/Chol. Ligne 2 : Lipides E. coli.
Temps d’exposition : 7 secondes.
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5.4.2. Reconstitution en protéoliposomes par la méthode de dialyse

L’échantillon obtenu apres la méthode de dialyse présente des agrégats selon ’analyse
au DLS (Dynamic Light Scattering). Aucune dégradation de la P-gp n’est visible sur le
western blot (Figure 38). La bande correspondant a la P-gp est plus nette et n’apparait plus
comme une « patate ». Les résultats obtenus avec les lipides PC/Chol et les lipides d’E. coli

sont similaires.

1 2
250 kDa P,
150 kDa -
100 kDa -
75 kDa
50 kDa
37 kDa

Figure 38. Western blot de la P-gp reconstituée en protéoliposomes par la méthode de dialyse.
30uL d’échantillon par puits. Ligne 1 : Lipides PC/Chol. Ligne 2 : Lipides E. coli. Temps
d’exposition : 7 secondes.

5.4.3. Reconstitution en protéoliposomes par la méthode de filtration

Par la méthode de filtration, la cinquiéme fraction €éluée (environ 1 mL) qui était une
solution turbide a été récoltée et centrifugée. Le culot obtenu qui contient les protéoliposomes
a ¢été resuspendu dans 500 uL de tampon de transport puis analysé par western blot selon la
méme méthode décrite précédemment. Le surnageant récupéré a aussi été analysé. Le western
blot montre qu’une partie de la P-gp s’est bien reconstituée dans des protéoliposomes PC/Chol
mais le surnageant de la derniére centrifugation contient également de la P-gp (Figure 39). La
P-gp purifiée ne s’est donc pas totalement reconstituée dans des protéoliposomes par la
méthode de filtration. L’analyse du western blot par la méthode « stain free » nous permet
d’avoir une estimation de la quantité de P-gp reconstituée. Seulement 12% de la P-gp totale

appliquée dans la colonne se retrouve incorporée dans les liposomes (Tableau 18).
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Un doublet est visible sur le western blot de I’échantillon des protéoliposomes
indiquant une possible dégradation de la protéine. Le mélange obtenu étant trop polydisperse,
il n’a pas été possible de faire des analyses par DLS. Les protéoliposomes formés avec les

lipides d’E. coli n’ont pas été analysés par manque de matériel.

1 2
250 kDa ;“
150 kDa ‘
100 kDa I'
75 kDa

Figure 39. Analyse par western blot des protéoliposomes formés par filtration sur gel avec les
lipides PC/cholestérol. Ligne 1: 30uL de protéoliposomes; Ligne 2: 30uL de surnageant

Echantillon Intensité de la Volume dans Volume total de Pourcentage de
bande de la P-gp le puits du D’échantillon protéines  dans
(en millions) gel (en pnL) (en pL) I’échantillon (%)

Protéoliposomes

Surnageant

Tableau 18. Pourcentage de P-gp reconstituée dans des protéoliposomes

5.4.4. Activité ATPasique des protéoliposomes

De nombreux tests ont été effectués mais aucune stimulation de ’activit¢ ATPasique
n’a pu étre observée pour les échantillons obtenus aprés dialyse, sonication et filtration sur gel
(premiére et deuxiéme méthode) que ce soit en présence de lipides d’extraits d’E. coli ou de

mélange de lipides PC/Chol.

En revanche, une stimulation de I’activité a pu étre observée avec les protéoliposomes
formés par filtration sur gel (Figure 40) a partir de la P-gp, purifiée d’une autre culture

cellulaire, reconstituée en utilisant la premiére méthode décrite avec les lipides PC/Chol. Les
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résultats montrent que plus la concentration en vérapamil augmente, plus le facteur de
stimulation augmente. Une autre préparation de protéoliposomes par la méme méthode avec la
méme P-gp a aussi montré une stimulation de 1’activité. Malheureusement, par manque de

matériel, les autres techniques de reconstitution n’ont pu étre évaluées avec cette préparation
9

de P-gp.
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Figure 40. Stimulation de I’activité de la P-gp par le Vérapamil a différentes concentrations.
* p <0,05 : différence significative dans la stimulation de 1’activité.

Une explication possible de cette observation est donnée par la dégradation de la P-gp
dans la culture cellulaire la plus récente. Comme mentionné précédemment, le doublet présent
dans le western blot, observée dés I’extraction des membranes, est probablement associé a une
dégradation de la P-gp. Ce doublet n’a pas été visualisé sur le western blot de la P-gp associée
a la Figure 40. Des dégradations similaires ont été au préalable observées [111]. Sachant que
le protocole de purification suivi était le méme, la cause de la dégradation peut étre lice a la
qualité des inhibiteurs de protéases utilisés. Des études complémentaires sont a effectuer pour

confirmer ce résultat.

5.5. Conclusion

Dans cette partie, différentes techniques de reconstitution de la P-gp dans des

protéoliposomes ont été étudiées et I’activité ATPasique a été évaluée aprés chaque méthode.
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De nombreux tests d’activité ont été réalisés, aboutissant pour la majorité, a des résultats
insatisfaisants du fait de la dégradation de la P-gp. La P-gp humaine produite est trés instable
et sa dégradation a un impact direct sur son fonctionnement. Cette dégradation est d’autant
plus difficile a visualiser que la différence de taille entre le produit dégradé et la P-gp intacte
est faible. Sur les westerns blots apparaissent le plus souvent des « patates » au lieu de

doublets.

En outre, le test colorimétrique utilisé posse¢de ses limites : 1’acidité des réactifs utilisés
provoquent I’hydrolyse spontanée de I’ATP, libérant du phosphate. De plus, la solution stock
d’ATP est toujours contaminée par des molécules de phosphate inorganique, engendrant un
background élevé lors du test. Cela rend le test peu sensible. Des tests commerciaux utilisant

une détection par fluorescence sont actuellement disponibles mais sont couteux.

Cependant, il est possible de comparer les méthodes de reconstitution entre elles.
Méme si la sonication est la méthode la plus simple et la plus rapide a réaliser, celle-ci
provoque une nette dégradation de la P-gp. La chaleur engendrée par la sonication est difficile
a contrdler. Ce phénomeéne a déja été au préalable constaté [56]. Une sonication plus douce a
I’aide d’un bain a sonication a 4°C a été réalisée mais aucune activité n’a pu étre observé.
Cette méthode de reconstitution est donc limitée. Avec les méthodes de reconstitution par
dialyse et par filtration sur gel, les mélanges finaux obtenus étaient trop polydisperses pour
évaluer la taille des protéoliposomes. Une étape d’extrusion supplémentaire permettra
d’homogénéiser les mélanges mais cette étape n’a pas été réalisée. La méthode par filtration
sur gel est prometteuse car elle est plus rapide que la dialyse et les résultats préliminaires du

test d’activité ATPasique sont encourageants.

La stimulation de I’activit¢ ATPasique observée reste faible. Plusieurs facteurs sont a
prendre en considération. La quantit¢ exacte de transporteur reconstitu¢ dans les
protéoliposomes a un impact direct sur 1’activité mais aussi 1’orientation de la P-gp. En effet,
I’activité ATPasique évaluée ne concerne que les transporteurs orientés en influx et pas en
efflux. La taille des vésicules n’est peut-étre pas adéquate ni la composition en lipides, ni le
ratio lipides : protéines. Dans la littérature, de nombreux lipides a différents ratios ont été
testés mais il n’existe pas de standardisation dans la méthode de reconstitution. Finalement, la

présence de traces de détergent serait néfaste a 1’activité ATPasique [112]. La méthode est
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donc a optimiser. Une plus grande quantité de protéines devrait étre étudiée avec une ATP

fraichement préparée.
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CHAPITRE 6 : Discussion générale

Un des objectifs de ce projet était de déterminer le meilleur systeme d’expression pour
la production de la P-gp humaine. Le Tableau 19 résume les résultats obtenus avec les cellules
MDCK-MDRI et les levures P. pastoris. Les levures présentent I’avantage d’étre facile a
cultiver et d’étre plus robustes que les cellules de mammiferes. Les manipulations avec les
levures sont plus simples limitant les risques de contamination. Les deux systémes
d’expression ont une croissance rapide, mais la souche de levures a ’avantage d’étre
fonctionnelle juste apres la décongélation alors que les cellules MDCK-MDRI nécessitent un
ou deux passages. De plus, d’un point de vue économique, éthique et environnemental, les
cellules de mammifére sont moins avantageuses en raison de la plus grande utilisation de
consommables en plastique non réutilisables et des milieux de culture comportant 10 % de
sérum de veau feetal, un additif essentiel. Concernant la sécurité biologique, ces deux systémes
sont de risque 1, c’est-a-dire qu’ils sont peu susceptibles d’infecter une personne saine ou un
animal sain. Pour les deux systémes, la lyse se fait par rupture mécanique, mais les levures ont
I’inconvénient d’avoir une paroi cellulaire trés résistante. Méme si la technique de lyse utilisée
est plus intense, elle n’est que partielle. Le choix des détergents pour la solubilisation s’est
basé sur la littérature scientifique. Les détergents CHAPS et DM sont couramment utilisés
pour les protéines membranaires [43, 113]. Finalement, la purification de la P-gp humaine est

facilitée avec P. pastoris grace a la présence de 1’étiquette 10 histidine sur la protéine.
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Description

Mode de culture

Matériel de départ

Proportion de P-gp dans les
cellules

Taille de 1a P-gp sur gel

Lyse cellulaire

Détergent

Quantité de membranes

extraites

Rendement final
Pureté de la P-gp finale
Temps de préparation

Cout de production

MDCK-MDR1

Cellules adhérentes

Pichia pastoris

Cellules en suspension

37°C; 5% CO2; 95%
d’humidité

Agitation ; 30°C

30 x 150 cm de boites de

7 g de cellules (pour 600mL

pétri de culture)
<LOQ <1%
160 kDa 130 kDa

Par sonication

Par broyeur cryogénique

CHAPS DM
940 pg 8,4 mg
450 ug 640 pg
- +
1 mois 2 semaines
+ -

Tableau 19. Comparaison des deux systemes d’expression (MDCK-MDRI et P. pastoris) pour
la production de la P-gp

Une différence de taille d’environ 30 kDa est observée sur le western blot de la P-gp
finale exprimée dans les cellules MDCK-MDRI1 et la P-gp exprimée dans la souche GS115-
MDRI1. Cela s’explique par I’absence de glycosylation normale dans le systéme d’expression
de P. pastoris. P pastoris est connu pour effectuer des N-glycosylation mais moins que les
lignées cellulaires mammaliennes [95, 97]. Dans le cas de la P-gp humaine produite par la
souche GS115-MDRI1, des études ont montré qu’il n’y avait aucune N-glycosylation [114].
Selon la littérature, la glycosylation n’aurait pas d’influence sur le fonctionnement de la P-gp

[115-117].
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Que ce soit avec le systéme d’expression MDCK-MDRI1 ou les levures P. pastoris, le
rendement de la production de la P-gp est faible. Or, la quantité¢ finale de protéine
membranaire est un facteur limitant pour les tests d’activité ATPasique et la reconstitution en
protéoliposomes. A cela s’ajoute la faible stabilité de la protéine membranaire. L absence de

glycosylation peut expliquer I’instabilité du transporteur exprimé dans P. pastoris [118].

De nombreux obstacles ont été rencontrés tout au long de la purification de la P-gp
humaine tant avec les levures de mammiferes qu’avec les levures. Les problemes rencontrés
avec P. pastoris sont davantage liés a la stabilité¢ de la protéine membranaire elle-méme qu’au
systéme d’expression. C’est pourquoi, P. pastoris a été sélectionné pour produire les futurs

transporteurs membranaires qui seront utilisés dans le projet.

Les différentes méthodes de culture, de lyse cellulaire, d’extraction et de purification
ont ét¢ implémentées au sein du laboratoire avec succes. Les futures productions de protéines
membranaires seront facilitées par 1’expertise développée. La nouvelle technologie de BioRad
a été testée au cours du projet et a permis d’obtenir des résultats plus précis. En effet, la
normalisation des gels n’avait jusqu’alors pas été effectuée et la résolution des gels et westerns

blots est améliorée. En outre, ce protocole a été adopté du fait de sa simplicité et de sa rapidité.

Les différentes techniques de reconstitution ont été testées et la méthode par filtration a
été retenue. Le dernier objectif consistant a évaluer Dactivité ATPasique de la P-gp
reconstituée dans des protéoliposomes a été abordé mais n’a pas été accompli avec succes. Les
résultats n’ont donc pas pu étre comparés avec les études in vitro de perméabilité membranaire

réalisés avec les cellules MDCK-MDRI1 et Caco-2.

Il existe plusieurs perspectives a ce projet de recherche. D’une part, le méme projet
pourrait étre réalisé avec la P-gp de rongeur a cause de la faible stabilité¢ de la P-gp humaine.
La P-gp de rongeur a la caractéristique d’étre relativement stable, trés active et est similaire a
la P-gp humaine. 93% de la séquence du hamster chinois est similaire a celle de ’humain [37].
Le travail d’optimisation sur la méthode de reconstitution serait ainsi facilité. Le systeme
d’expression de P. pastoris pourrait étre utilisé. La méthodologie consisterait a développer un
vecteur d’expression contenant le géne codant pour mdr3 avec une étiquette 10 histidine et

transfecter par la suite le plasmide dans une souche de P. pastoris, comme GS115. Toutes les
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méthodes développées dans ce mémoire pourront étre utilisées et optimisées avec les cellules
obtenues. Notre laboratoire de recherche s’intéresse également aux autres transporteurs
membranaires de la famille ABC comme BCRP. Des études sur la production de cette protéine
membranaire a partir de P. pastoris sont en cours. BCRP est une protéine de plus petite taille
(72 kDa) [119] et devrait étre plus stable par comparaison a la P-gp. Des meilleurs résultats

d’activité ATPasique sont donc attendus.

Une approche plus originale consiste a réaliser le test de perméabilité membranaire
non pas avec des protéoliposomes mais des exosomes. Les exosomes sont des vésicules
d’origine endocytique, de différentes compositions, de taille comprise entre 40 et 100nm
[120], qui sont sécrétées par la plupart des cellules eucaryotes en culture [121]. Les exosomes
sont formés a partir d’endosomes multivésiculaires (MVE) qui sont le résultat de
bourgeonnement a I’intérieur de la cellule. Le fusionnement des MVE avec la membrane
plasmique aboutit a des exosomes qui sont relargués a 1’extérieur de la cellule. La présence de
la P-gp dans des exosomes a été¢ démontrée [122]. L’expression du transporteur membranaire
dans les exosomes est similaire a celle dans la cellule d’origine. Ainsi, les exosomes des
cellules résistantes expriment un niveau ¢levé de P-gp. Ces vésicules contenant des
transporteurs membranaires correctement insérés, sont similaires aux protéoliposomes et
pourraient donc étre utilisées pour 1’évaluation de la perméabilité membranaire. Les cellules
MDCK-MDRI1 surexpriment la P-gp donc elles devraient produire des exosomes contenant la
P-gp. La méthode classique de purification consiste a effectuer plusieurs centrifugations et
ultracentrifugations. Jusqu’a présent, aucune étude n’a été faite sur les exosomes provenant de
cette lignée cellulaire, des tests sont donc a réaliser pour confirmer la présence de la protéine

d’intérét dans les vésicules.
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