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Résumé

La perméabilit¢ membranaire des cellules régule 1’absorption et la distribution des
médicaments dans le corps. Des mode¢les in vitro comme le test cellulaire Caco-2 et le test non
cellulaire PAMPA sont utilisés pour prédire la biodisponibilité des médicaments. Cependant, le
premier est limité par sa reproductibilité et I’hétérogénéité des conditions de culture et le second
ne permet que d’étudier le transport passif. Par ailleurs, aucun modele ne permet I’analyse d’un

transporteur membranaire spécifique de fagon isolée.

Il est proposé d’étudier la perméabilit¢é membranaire en utilisant une nouvelle approche basée
sur I’incorporation de transporteurs recombinants dans des liposomes. Le transporteur choisi
pour ce projet est la protéine humaine ABCG2/BCRP qui a le potentiel de limiter la
biodisponibilité orale des médicaments. BCRP a été exprimé dans la levure Pichia pastoris et a

¢été purifié par chromatographie d’affinité.

L’isoforme 1 de BCRP a ét¢ modifi¢ par PCR et cloné dans le vecteur d’expression
pJ902-15. Le plasmide résultant contient la région codante pour BCRP avec une étiquette de 10
histidines sous le controle du promoteur AOX1. La transformation dans P. pastoris est effectuée
par ¢lectroporation avec le vecteur pJ902-ABCG2i-His, linéarisé. Le clone possédant le plus
haut niveau d’expression de BCRP a ét¢ déterminé par immunobuvardage a ’aide de I’anticorps
monoclonal BXP-21. Ce clone a été inoculé dans 1 L de milieu MGY puis les cellules ont été
induites dans le milieu MM contenant du méthanol. Les cellules ont été lysées a 1’aide du
Freezer/Mill et les microsomes ont ét¢ solubilisés et purifiés sur une colonne HisTrap HP par le

systtme AKTA-FPLC.

Un systeme d’expression a été établi pour la production de I’isoforme 1 de BCRP
recombinant chez P. pastoris. L’ immunobuvardage montre que BCRP-His;( a un poids apparent
de 65 kDa. A partir d’une culture de levures de 1 L, environ 125 mg de BCRP a pu étre
partiellement purifié. La prochaine étape pour cette partie du projet est de confirmer que BCRP-
Hisjo est fonctionnel en mesurant son activit¢ ATPase en présence de la prasozine. Les
protéoliposomes de BCRP recombinant serviront de preuve-de-concept pour la génération d’une

librairie de transporteurs recombinants incorporé dans des liposomes. Ce mod¢le facilitera la



compréhension des mécanismes structuraux et fonctionnels du transport des médicaments dans

les cellules.

Mots-clés : BCRP, ABCG2, biodisponibilité des médicaments, perméabilité intestinale, Pichia

pastoris, protéoliposomes
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Abstract

Intestinal membrane transporters play a critical role in the pharmacokinetics of orally
administered drugs. Membrane permeability of cells regulate the absorption of drugs by
modulating their distribution in the body. /n vitro models like the Caco-2 cell-based assay and
the non-cellular PAMPA assay are used to predict the bioavailability of drugs. However, the
Caco-2 assay is limited by its reproducibility and heterogeneity of the culture conditions while
the PAMPA assay is only used to observe passive permeability. Thus, no model allows the study

of isolated and specific membrane transporters.

We propose to study membrane permeability with a new approach using a non-cellular
lipid bilayer constituted of recombinant transporter. In this study, the isoform 1 of the human
BCRP/ABCG?2, which is known to limit the intestinal absorption of drug substrates, was
expressed in the yeast Pichia pastoris and purified by affinity chromatography.

The isoform 1 of BCRP cDNA was modified by PCR and cloned into the expression
vector pJ902-15. The resulting construct contain the coding region of BCRP with a 10 histidines
tag under the control of the AOX1 promoter. P. pastoris transformation was carried by
electroporation with the linearized vector pJ902-ABCG?2i-His;o. The clone with the highest
BCRP expression was determined immunoblotting using mAb BXP-21. This clone was
inoculated in 1 L of MGY media and induced in the MM media containing methanol. The cells
were lysed using a Freezer/Mill and the microsomes were solubilized and purified on an AKTA-

FPLC system using a HisTrap HP column.

We have established a P. pastoris expression system for the production of the
recombinant transporter BCRP. Immunoblotting of whole cell lysates shows that the
recombinant BCRP has an apparent weight of 65 kDa. From a 1 L yeast culture, approximately
125 mg of BCRP was partially purified. To confirm that BCRP-His; is functional, further
studies are necessary by measuring the ATPase activity in presence of prazosin. The
proteoliposomes of the recombinant BCRP will serve as a proof-of-concept for the generation
of a library of recombinant transporter proteins incorporated into liposomes. This model will

facilitate the assessment and understanding of the bioavailability of drug candidates.
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Chapitre 1 - Introduction

1.1 Mise en contexte

La recherche de nouveaux médicaments est un processus complexe nécessitant plusieurs
années de travail et beaucoup de ressources financieres, tant au niveau industriel qu’au niveau
académique. Malgré les investissements, le nombre d’approbations de nouveaux médicaments
aupres de la Food and Drug Administration (FDA) est en décroissance (1, 2). De nombreux
efforts sont mis en place dans la phase de découverte et développement du médicament afin

d’augmenter le taux de succes de la mise en marché d’un médicament.

L’industrie pharmaceutique a adopté une nouvelle approche ou les propriétés
pharmacologiques sont criblées en parallele avec les profils pharmacocinétiques. Afin de
maximiser les chances de sélectionner un candidat qui se retrouvera rapidement commercialisé,
I’absorption, la distribution, le métabolisme, 1’excrétion et la toxicit¢ (ADMET) des composées
doivent étre analysés (figure 1) (3). Ainsi, les étapes d’identification, de sélection et
d’optimisation d’une nouvelle molécule susceptible d’avoir un intérét thérapeutique sont
critiques. Les propriétés biopharmaceutiques (solubilité, perméabilité intestinale, inhibition des
cytochromes P450 (CYP), stabilit¢ métabolique), les profils ADMET et les interactions

potentielles médicament-médicament et médicament-transporteur doivent étre déterminés (3).
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Figure 1. Tests de criblage a réaliser sur un candidat durant la phase de découverte d’un
médicament

Une molécule susceptible d’avoir un intérét thérapeutique doit progresser dans les phases
précliniques avant d’arriver aux phases cliniques et ultimement se retrouver sur le marché. Les
modeles biologiques sont utilisés pour 1’identification et pour le criblage de molécules qui ont le
potentiel d’interagir avec une cible thérapeutique. Une molécule d’intérét doit étre optimisée pour
prouver sa sélectivité et sa développabilité. Des tests doivent étre pratiqués in vitro et in vivo pour
avoir des données pharmacologiques, pharmacocinétiques, pharmacologiques et toxicologiques.
L’efficacité, I’'innocuité et la sécurit€é du candidat sont confirmées sur des animaux avant
d’enclencher la phase clinique chez les humains. Figure tirée et adaptée de (4) en libre acces.

La phase d’essais précliniques demande I’utilisation de mod¢les expérimentaux in silico,
in vitro, in situ, ex vivo et in vivo comme outils de prédiction de 1’absorption chez I’humain (5,
6). Les mod¢les animaux sont les plus fiables pour évaluer ’absorption des médicaments.
Cependant, leurs cofits sont ¢levés, demandent un grand investissement de temps et ils ne sont
aussi pas en mesure de prédire exactement le comportement d’un médicament dans le corps
humain (6). Dans le cas des études in vitro, le colt est moins élevé, elles sont plus rapides a
réaliser que les ¢tudes in vivo et plus faciles a accepter d’un point de vue éthique (6). Le
développement de modeles in vitro s’avere essentiel pour faciliter la détermination du statut
d’un candidat en tant que substrat ou inhibiteur d’un transporteur, mais aussi pour prédire la
biodisponibilité chez I’humain. L’administration orale d’un médicament étant la voie la plus

pratique pour un patient, la perméabilité d’une nouvelle entité chimique doit étre déterminée par

les modgeles in vitro de la barriere intestinale (7).



1.2 Perméabilité membranaire

Pour déterminer la voie d’administration d’'un médicament, la présence de plusieurs
barrieres biologiques dans le corps humain doit étre prise en compte. Ces barrieres biologiques
proteégent les organes et les tissus des toxines et des xénobiotiques (8). Les barriéres biologiques
incluent les barriéres buccale, gastrique, intestinale, pulmonaire, nasale, vaginale, testiculaire,
oculaire, hépatique, rénale, placentaire, hématoencéphalique et de la peau (6). La
compréhension de la structure et des propriétés des barrieres permet de trouver de nouvelles
stratégies pour améliorer les propriétés physicochimiques et la biodisponibilit¢ d’un

médicament.

Suite a I’administration d’'un médicament par une route extravasculaire, la molécule doit
étre absorbée pour se retrouver dans la circulation systémique et étre distribuée dans les tissus
et les organes. Pour que la molécule se retrouve dans les cellules, elle peut traverser la membrane
cellulaire de fagon passive ou interagir avec un récepteur ou un transporteur sur un site d’action
afin d’obtenir un effet pharmacologique (9). Ainsi, la biodisponibilité d’un médicament est
définie comme la fraction de la dose qui atteint la circulation sanguine (10). Elle est fonction de
la libération du principe actif et d’autre part de 1’absorption (10). Une méme molécule sera

absorbée différemment selon la voie et la forme d’administration.

Les processus d’absorption, de distribution, de biotransformation et d’excrétion
impliquent le passage des substances a travers les membranes cellulaires selon divers
mécanismes biologiques (11). Dans le cas des médicaments oraux, I’absorption se déroule au
niveau de la muqueuse intestinale du tractus gastro-intestinal. Malgré les nombreuses avancées
dans I’industrie pharmaceutique, I’administration orale des médicaments reste un défi a relever

en raison des conditions complexes dans I’intestin (7).

1.2.1 Barriére intestinale

La barriére intestinale couvre une surface d’environ 400 m’ comprenant une
monocouche de cellules organisées en cryptes et en villosités (figure 2) (12-14). Elle possede

des fonctions métaboliques, digestives et immunologiques (12, 15). Elle permet de protéger



I’organisme de I’invasion de microorganismes pathogenes tout en permettant I’absorption des
fluides et des nutriments. Ce systéme consiste en une barriére externe « physique » et en une

barriere interne « biochimique » qui sépare la muqueuse de la lumiere de I’intestin.

La barriere physique inclut la membrane cellulaire de 1’endothélium vasculaire et des
cellules épithéliales. Celles-ci comprennent les entérocytes, les cellules de Paneth, les cellules
caliciformes, les cellules M (microplis, microfold cells) et les cellules entéro-endocrines. Les
jonctions serrées occludine, claudine et JAM scellent cette barriere épithéliale, séparent la
lumicre de la lamina propria et controlent la route paracellulaire des solutés et des ions (7, 16,
17). La barriere biochimique est formée par la couche de mucus, les peptides microbiens, les
médiateurs inflammatoires, les enzymes du métabolisme et les transporteurs d’efflux sur la

membrane cellulaire (7, 13, 17-19).
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Figure 2. L’intestin humain absorbe les nutriments et forme une barriére

La surface absorptive de I’intestin est maximisée par la présence de crétes, I’organisation de la
muqueuse en villosités et en cryptes et les microvillosités des cellules épithéliales. Une couche de
cellules épithéliales polarisées repose sur la mince couche de tissu vasculaire (lamina propria) et
la couche de muscle lisse. La partie apicale de la membrane latérale des entérocytes contient les
jonctions serrées qui servent de barriere entre la lumiere et la séreuse intestinale de la monocouche
de cellules épithéliales. De plus, les jonctions serrées restreignent le mouvement libre de composés
des parties apicale et basolatérale et maintiennent la polarité de la membrane permettant le
mouvement directionnel de 1’eau, électrolytes et nutriments. Reproduit et adapté avec permission
de I’éditeur (14).




1.2.2 Transport a travers la membrane cellulaire

Pour qu’un médicament soit absorbé, la molécule doit traverser la muqueuse intestinale.
Ceci peut se faire selon différents mécanismes, dépendamment de ses propriétés
physicochimiques comme la distribution des charges, la taille et I’hydrophobicité. Le transport
de molécules a travers la membrane plasmique est médi¢ par des processus passifs ou actifs

comme montré a la figure 3.
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Figure 3. Routes d’absorption a travers 1’épithélium intestinal et les barriéres physique et
biochimique régulant 1’absorption des médicaments

L’épithélium intestinal constitue une barriére pour 1’absorption orale. La barriére formée par les
entérocytes est constituée par la membrane cellulaire et les jonctions intracellulaires. Les jonctions
serrées forment une barriére physique a I’entrée de composés hydrophiles dans la circulation
systémique. Les transporteurs d’efflux présents sur la membrane apicale (ex. P-gp) et les enzymes
métaboliques présentes dans les compartiments cellulaires (ex. cytochrome P450,
sulfotransférases, estérases, peptidases) forment une barriére biochimique a I’entrée des composés
hydrophobes qui sont en mesure de traverser la membrane cellulaire par la route transcellulaire.
Reproduit et adapté avec permission de 1’éditeur (19).

1.2.2.1 Transport paracellulaire

Le transport paracellulaire implique le passage des molécules dans I’espace entre les
jonctions serrées des cellules épithéliales. Ce type de passage est favorisé pour les petites

molécules hydrophiles qui ont un rayon hydrodynamique de moins de 11 A (8, 18, 19). Les



facteurs limitants de cette route sont le diametre des jonctions cellulaires et la solubilité de la
molécule. De plus, la surface disponible pour les molécules au niveau de I’espace intercellulaire
est relativement faible comparativement a la grande surface présentée par la membrane apicale

des entérocytes par les microvillosités (19).

1.2.2.1 Transport transcellulaire

La voie transcellulaire inclut la diffusion passive, la diffusion facilitée, I’endocytose et
le transport actif. Typiquement, les molécules neutres lipophiles traversent 1’épithélium par la
route transcellulaire en se partitionnant dans la membrane cellulaire et diffusent a travers la

membrane (19).

Pour la diffusion passive, les molécules traversent la membrane cellulaire selon un
gradient de concentration. Les parametres qui gouvernent la diffusion transmembranaire sont le
caractére liposoluble, la polarité et la taille (11, 20). L’oxygene, le dioxyde de carbone, les

hormones stéroidiennes, 1’urée et 1’éthanol diffuse facilement a travers la membrane.

La diffusion facilitée ressemble a la diffusion passive a I’exception qu’elle implique la
participation de protéines transmembranaires et d’un gradient de concentration. Les canaux
ioniques et les protéines uniports permettent la diffusion unidirectionnelle d’un soluté selon un
gradient de concentration (21, 22). L’eau, le glucose, les ions Na', K*, Ca®" et CI utilisent la

diffusion facilitée pour étre transportés.

Enfin, le transport actif utilise des protéines transmembranaires pour qu’une molécule
traverse la membrane contre un gradient de concentration (figure 4). Les molécules hydrophiles
comme les sucres, peptides, vitamines utilisent cette voie via des canaux ou des transporteurs.
Le transport actif primaire (comme les pompes) utilise 1’hydrolyse de I’adénosine triphosphate
(ATP) comme source d’énergie, par exemple les pompes Na'/K'-ATPase et H/K'-ATPase
(21). Le transport actif secondaire (protéines symport et antiport) utilise 1’énergie potentielle
provenant d’un gradient électrochimique (21, 23, 24). Les symports permettent le mouvement
de deux solutés dans le méme sens (par exemple le cotransporteur Na'-glucose) (21). Les

antiports permettent le mouvement d’un soluté vers I’intérieur de la cellule couplé a un



mouvement d’un second soluté vers I’extérieur de la cellule (par exemple le cotransporteur Na'-

Cca™) 21).
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Figure 4. Classification des protéines membranaires
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Le canal ionique est indiqué en vert et « 14 représente 1’ion transporté. « S » représente le

substrat transporté par les transporteurs actif primaire, de diffusion facilitée et actif secondaire.
L’hydrolyse d’ATP est montrée pour le transport actif primaire. La diffusion facilitée inclue les
canaux ioniques et le systéme uniport. Le transport secondaire comprend les systémes symport et
antiport. « X  » indique un cation générique ou sa concentration contrdle le transport par le
symport. « S’» est le soluté transporté en sens contraire grace a I’antiport. Figure tirée et adaptée
de (24) en libre accés.

Les transporteurs d’efflux permettent d’exporter une vaste gamme de molécules hors de
la cellule vers la lumiere de I’intestin. Compte tenu de leur localisation sur la membrane apicale
et basolatérale des entérocytes, ils jouent un réle clé dans la réduction de 1’absorption intestinale
des médicaments. Les transporteurs de la famille ABC, P-gp, MRP1 et BCRP, sont notamment
responsables du phénoméne de résistance aux médicaments par leur présence dans plusieurs

barrieres du corps humain (18, 20, 25).

Les cellules sont aussi en mesure d’utiliser des processus vésiculaires pour transporter
des macromolécules dans le cytoplasme (18). Certains mécanismes nécessitent 1’aide de
protéines, comme la clathrine et des récepteurs de surface, pour former les vésicules a partir de
la membrane plasmique. L’endocytose a récepteur (receptor-mediated endocytosis) se déroule

lorsque la molécule a transporter, par exemple 1’insuline et le cholestérol, se lie aux récepteurs



a la surface de la membrane. Puis, le complexe se fait internaliser par la formation de la cage de

clathrine et la vésicule se retrouve dans le réseau endolysosomal (18).

1.3 Transporteurs de médicaments

Les transporteurs facilitent les échanges des composés endogenes et exogenes a travers
la membrane. Sur plus de 400 transporteurs annotés dans le génome humain, environ une
trentaine sont impliquées dans ’ADMET des médicaments au niveau des intestins, du foie, des
reins, du cerveau et du placenta (26). Ces transporteurs de médicaments ont une influence
considérable sur la pharmacocinétique, 1’efficacité et la toxicité des composés (26, 27). Ils
participent aux interactions médicament-médicament, ou les médicaments peuvent
potentiellement compétitionner pour lier un transporteur. Ceci change la concentration des
substrats dans le sérum et dans les tissus ce qui peut mener a des effets secondaires (27). Les
protéines qui influencent le profil pharmacologique des médicaments sont séparées en deux
superfamilles : les transporteurs de soluté (solute carrier, SLC) et les transporteurs ATP-
dépendants (ATP-binding cassette, ABC). Diverses isoformes des transporteurs SLC et ABC

sont exprimées dans les cellules épithéliales des barri¢res biologiques (figure 5).
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Figure 5. Localisation des transporteurs influencant 1’absorption des médicaments dans
les tissus humains

Figure tirée et adaptée de (28) en libre acces.




Les transporteurs SLC comptent 395 membres et sont généralement des transporteurs a
influx (22). Les membres de cette famille utilisent une variété de mécanismes de transport actif
secondaire (symport et antiport) ou de diffusion facilitée (canaux ioniques et uniport) pour
transporter des ions organiques, acides aminés, vitamines, neurotransmetteurs et xénobiotiques
(22). Ces transporteurs augmentent la perméabilité et donc 1’absorption intestinale des

médicaments.

Les transporteurs ABC comptent 49 membres et sont des pompes a efflux ATP-
dépendantes chez les eucaryotes. Ces protéines empéchent le passage des molécules a travers
les barricres cellulaires et tissulaires ce qui assure la défense contre des xénobiotiques. Elles
limitent I’absorption d’une variét¢ de médicaments comme les statines, les antibiotiques, les
immunosuppresseurs et les anticancéreux (25). Elles sont impliquées dans le phénomene de
résistance a de multiples médicaments (multidrug resistance, MDR) dans le cancer et les
maladies infectieuses. Les transporteurs jouent un role dans le métabolisme des médicaments
aux phases 0 et III (29, 30). Dans la phase 0, avant que le médicament atteigne sa cible
intracellulaire, les transporteurs controlent I’entrée et la sortie des molécules. Ceci entraine
I’augmentation ou la réduction d’un effet pharmacologique. Dans la phase II1, les transporteurs
assurent I’¢limination des molécules métabolisées. Les transporteurs d’ importance clinique sont
la glycoprotéine P (P-gp, ABCBI1), MRP1 et MRP2 (multidrug resistance-associated protein,
ABCC1/2) et BCRP (breast cancer resistance protein, ABCG2).

Plusieurs molécules peuvent étre des substrats pour les différents membres de ces deux
superfamilles. De nombreux médicaments sont en mesure d’interagir avec divers transporteurs
(tableau 1). La prédiction des parametres biopharmaceutiques d’'un médicament et 1’évaluation

de I’implication des transporteurs sont nécessaires durant le développement d’un médicament.



Tableau I. Exemples de médicaments interagissant avec les transporteurs ABC et SLC

Médicament (type ~ ransporteurs®
de médicament) ABC SLC22 SLCO sLca7
Méthotrexate e ABCC1 ® SLC22A6 e SLCO1A2 -
(anticancéreux, e ABCC2 e SLC22A8 ¢ SLCO1B3
antirhumatismal) e ABCC3 e SLC22A11
e ABCC4
e ABCC5
o ABCG2
Acyclovir (antiviral) - e SLC22A1 - e SLC47A1
e SLC22A6 o SLC47A2
o SLC22A7
e SLC22A8
Adefovir ABCC4 SLC22A6 - -
(antiviral)
Pravastatine ABCB11 e SLC22A8 e SCLO1B1 -
(statine) e SLC22A11 e SLCO2B1
Rosuvastatine ABCG2 SLC22A8 e SLCO1A2 -
(statine) e SLCO1B1
¢ SLCO1B3
e SLCO2B1
Cimétidine - o SLC22A2 - e SLC47A1
(antagoniste du e SLC22A8 e SLCA7A2
récepteur
histaminique H,)
Metformine - o SLC22A1 - e SLC47A1
(antidiabétique) ® SLC22A2 ® SLCATA2
e SLC22A3

« - » : non disponible, non applicable ou information insuffisante; ABC, ATP-binding cassette; SLC, solute
carrier; SLCO, solute carrier organic anion.

*Noms communs des transporteurs dans la liste : ABCC1 (MRP1); ABCC2 (MRP2); ABCC3 (MRP3);
ABCC4 (MRP4); ABCC5 (MRP5); ABCB11 (BSEP); ABCG2 (BCRP); SLC22A1 (OCT1); SLC22A2
(OCT2); SLC22A3 (OCT3); SLC22A6 (OATI1); SLC22A8 (OAT3); SLC22A11 (OAT4); SLCO1A2
(OATP1A2); SLCOI1B1 (OATPIBI1); SLCO1B3 (OATP1B3); SLCO2B1 (OATP2B1); SLC47Al
(MATE1); SLC47A2 (MATE2).

Reproduit et adapté avec permission de 1’éditeur (27).
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1.4 Evaluation de la perméabilité membranaire in vitro

La caractérisation d’'une molécule en tant que substrat ou inhibiteur d’un transporteur est
une ¢étape critique pour le développement d’un médicament. La sélection de la dose,
I’anticipation de la toxicité et les interactions potentielles médicament-médicament et
médicament-transporteurs doivent étre considérés (29). Des outils de criblage in vitro et in vivo
sont nécessaires afin de prédire 1’absorption d’un candidat durant les phases précliniques. Les
tests doivent permettre d’étudier la capacité d’une molécule de traverser la membrane

¢épithéliale, de prédire son absorption orale et d’évaluer les mécanismes de transports.

Les mode¢les in vivo sont physiologiquement plus représentatifs de la complexité d’un
organisme, mais les essais demandent une grande quantité de matériels, des contraintes éthiques
et de hauts cofits. Avec des modeles in vitro, I’évaluation de la perméabilité¢ se fait avec de
moindres colts tout en respectant les considérations éthiques. Cependant, il n’est pas possible
d’incorporer les facteurs physiologiques (dge, maladies, effets environnementaux) dans
I’interprétation des résultats et il est laborieux d’extrapoler les données in vivo (31). Bien qu’il
soit difficile de développer un seul modele in vitro pour simuler la barriére intestinale in vivo,
plusieurs systémes in vitro avec différents niveaux de complexité ont été développés pour

déterminer 1’absorption orale d’une molécule (figure 6).
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Figure 6. Techniques permettant d’évaluer le potentiel d’un médicament a passer a
travers les barric¢res biologiques

Les lignes et les fléches pointillées et pleines indiquent les voies de transport passif et facilité
respectivement. a. Le systéme de partition d’un solvant organique et I’eau est souvent utilisé pour
modéliser la distribution d’un médicament dans la membrane cellulaire plutdt que sa perméabilité.
b. Les membranes artificielles permettent d’étudier le transport a travers la bicouche lipidique par
la voie passive. La composition de lipides et le pH influencent le transport des composés. ¢. Une
lignée cellulaire formant une monocouche posséde les voies passives transcellulaires et
paracellulaires. Certaines lignées provenant de membranes épithéliales et endothéliales se
différencient en monocouches cellulaires formant des barriéres ressemblant aux barriéres
physiologiques. d. Une lignée cellulaire formant une monocouche posséde les voies passives et
facilitées. Les cellules peuvent étre transfectées pour permettre la surexpression d’un transporteur.
e. Les lignées cellulaires en suspension ou adhérente peuvent surexprimer les transporteurs
d’influx ou d’efflux, par exemple les cellules HEK293. Les cellules qui ne forment pas de
monocouche sont aussi utilisées dans les études in vitro, mais elles sont utilisées pour évaluer le
transport des médicaments médié par les protéines. f. Les vésicules de membrane inversée sont
isolées d’une lignée cellulaire surexprimant un transporteur d’efflux. Comme elles sont inversées,
elles permettent I’accumulation d’un substrat d’un transporteur d’efflux a I’intérieur de la vésicule.
Reproduit et adapté avec permission de 1’éditeur (32).

1.4.1 Systemes de membrane artificielle

Ces techniques sont utilisées pour estimer la diffusion passive de composés a travers une
membrane lipidique artificielle (figure 6b). Ces modeles non cellulaires permettent de mimer
I’environnement lipidique de la membrane cellulaire et donc d’évaluer les interactions

membrane-médicament (9).

La chromatographie par membrane artificielle immobilisée est une technique de la

chromatographie en phase liquide a haute performance (high performance liquid
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chromatography, HPLC) utilisant des lipides comme phase stationnaire. Les molécules qui
interagissent fortement avec les lipides sont retenues dans la colonne. Le principe repose sur le
fait que la couche lipidique est la principale barriére de la perméabilité de la majorité des solutés
et qu’un composé qui a un long temps de rétention dans la colonne devrait avoir une bonne

perméabilité a travers la membrane cellulaire (18).

Le test PAMPA (parallel artificial membrane permeability assay) est grandement utilisé
dans I’industrie pharmaceutique. Il est réalis€¢ sur une plaque de 96 puits séparés en deux
compartiments par un filtre imbibé d’un mélange de phospholipides. Le compartiment receveur
contient du tampon aqueux et le compartiment donneur contient la solution du composé a tester.
Le taux d’apparition du médicament dans le compartiment receveur refléte la diffusion a travers
la membrane (18, 33). Les données de perméabilité sont déterminées par des mesures aux UV,

par HPLC, LC-MS ou LC-MS/MS (34).

Une alternative a ces stratégies est l’utilisation de protéoliposomes. De nombreux
transporteurs ont €té exprimés et purifiés a partir de systemes d’expression hétérologues dans le
but de les caractériser dans un environnement isolé, sans interférences moléculaires.
Contrairement aux récepteurs membranaires ou aux enzymes, les transporteurs membranaires
conservent leur intégrité fonctionnelle s’ils sont reconstitués dans un milieu lipidique (35). Les
liposomes sont des vésicules de phospholipides en bicouche. L’incorporation de transporteurs
dans les liposomes pour former des protéoliposomes est considérée comme un bon outil pour
1’¢lucidation de la structure et de la fonction de transporteurs (24, 35-37). Sachant que les lipides
membranaires influencent la fonction, la stabilité et le repliement des protéines, plusieurs
formulations de liposomes peuvent étre utilisées. La présence de cholestérol est notamment
cruciale dans les stratégies de formulation pour intégrer des protéines humaines puisqu’il régule
la stabilité et la fonction des protéines membranaires (38). L’étape critique dans la reconstitution
est la solubilisation de la protéine membranaire par un détergent, car I’intégrité de la protéine
doit étre préservée et la concentration de détergent ne doit pas interférer avec ’insertion. Le

principe de reconstitution est résumé a la figure 7.
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Figure 7. Processus de reconstitution de protéoliposomes

Des vésicules sont formées avec un mélange de lipides par extrusion pour former des liposomes
unilamellaires. Les liposomes sont solubilisés avec un détergent, puis les protéines membranaires
sont ajoutées, formant des micelles lipide-protéine-détergent. Le détergent doit étre retiré par
dialyse, par filtration sur gel ou par chromatographie d’adsorption a I’aide de billes de polystyréne.
Lorsque la concentration du détergent atteint sa concentration critique micellaire (CMC), la
protéine s’associe spontanément avec la membrane lipidique pour former des protéoliposomes. Le
schéma ne refléte pas nécessairement le processus au niveau moléculaire. Reproduit et adapté avec
permission de 1’éditeur (39).

Le détergent non ionique n-dodécyl-B-D-maltoside (DDM) est grandement utilis€¢ pour
travailler avec les protéines membranaires, car il a la capacité de maintenir 1’état fonctionnel de
la protéine (37). Suite a la purification de la protéine, les liposomes sont déstabilisés avec le
détergent et un complexe lipide-protéine-détergent se forme. Le retrait du détergent, jusqu’a une
concentration inférieur a la concentration critique micellaire (critical micellar concentration,
CMC), force la protéine a s’associer aux phospholipides, ce qui résulte a la formation du
protéoliposome (35, 36). La méthode la plus utilisée est la chromatographie d’adsorption
hydrophobe par des billes de polystyréne (BioBeads). Di a la nature amphiphile des détergents,
ceux-ci peuvent se lier a une résine ou a des billes hydrophobes insoluble par 1’interaction de

leur extrémité hydrophobe avec la surface hydrophobe de la bille (37).

Enfin, les protéoliposomes peuvent étre analysé€s par turbidimétrie et par diffusion
dynamique de la lumiere (dynamic light scattering, DLS). La structure et la fonction de la
protéine membranaire peuvent étre €¢lucidées en utilisant des méthodes comme la spectroscopie
RMN (résonance magnétique nucléaire), la cristallographie aux rayons X, le dichroisme

circulaire et les essais de liaison d’un ligand (37).
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Ces essais sont reconnus comme étant de bons outils de criblage et génerent de faibles
cotits (33). Il est possible d’optimiser les conditions en modifiant le pH des solutions sachant
que le pH du tractus intestinal varie entre 6 et 8. La composition des lipides est aussi a
considérer, car une variation dans le groupement phosphate et le degré de saturation de la chaine
d’acide gras influencent la diffusion des molécules (33). Toutefois, la couche lipidique n’est pas
la seule barriere qui peut moduler I’absorption d’une molécule. Contrairement aux mode¢les
cellulaires, le transport paracellulaire, le transport médié par les transporteurs et le métabolisme

ne sont pas considérés dans 1’évaluation de la perméabilité.

1.4.2 Systemes cellulaires

Les cellules primaires d’entérocytes en culture ne sont pas en mesure de former une
monocouche d’épithélium polarisée, soit de former les surfaces apicale et basolatérale (31, 33).
Les cellules immortalisées sont grandement utilisées pour représenter I’épithélium de I’intestin
humain et servent d’outils pour évaluer la perméabilité et le transport des médicaments a travers
la barriére intestinale (figure 6¢-f) (33). Les cellules Caco-2 (caucasian colon adenocarcinoma)
sont la lignée cellulaire la plus utilisée pour simuler la barriére intestinale (9, 18, 31, 33). Bien
qu’elles proviennent d’un adénocarcinome colorectal d’un homme, ces cellules sont en mesure
de se différencier en cellules ressemblant aux entérocytes du petit intestin. En effet, les jonctions
serrées et les microvillosités sont présentes et les enzymes du métabolisme et les transporteurs
d’influx et d’efflux sont exprimés (9, 18, 31, 33). Les cellules Caco-2 croissent en monocouche
et se différencient en entérocytes polarisés sur une membrane semi-perméable, permettant de
séparer les compartiments apical et basolatéral. Par ailleurs, il y a une bonne corrélation dans le
transport des médicaments par la voie paracellulaire passive dans les cellules Caco-2 et in vivo
(18, 31, 32). Par contre, le désavantage de ce modele est qu’il ne simule pas la couche normale
de cellules épithéliales a cause de I’absence des autres types de cellules formant la barriere

intestinale (40).

Une alternative aux cellules Caco-2 est la culture des cellules MDCK (Madin Darby
canine kidney). Elles sont en mesure de former une monocouche de cellules polarisées en moins

de temps (3-5 jours) contrairement aux cellules Caco-2 (17-21 jours) (18). Cependant, leur
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origine non humaine et non intestinale, les niveaux d’expression des transporteurs et I’activité

métabolique plus faibles que les cellules Caco-2 les désavantagent (31).

Pour augmenter la prédiction de I’hétérogénéité de I’épithélium intestinal in vivo, des
systemes de co-culture ont été développés. La coculture de cellules Caco-2/HT-29, Caco-
2/cellules Raji et Caco-2/HT-29/cellules Raji permettrait de mieux mimer la barriere intestinale
physiologiquement que la monoculture des cellules épithéliales (9, 31, 41). Les cellules HT-29
sont aussi une lignée cellulaire d’adénocarcinome colorectal humain, mais provenant d’une
femme. Ce sont des cellules caliciformes qui sont en mesure de former la couche de mucus de
I’épithélium intestinal. Les cellules Raji sont des lymphocytes B pouvant stimuler la
différentiation des entérocytes en cellules M (microplis, microfold cells) (42). Celles-ci sont
spécialisées dans la capture et le transport transcellulaire d’antigénes et recouvrent les
lymphocytes et les macrophages intra-¢pithéliaux (43). Elles sont aussi responsables de
I’endocytose de molécules exogeénes ou encore de microorganismes présents dans la lumiére
intestinale (42, 43). La combinaison de ces éléments optimiserait 1’obtention d’un modéle
fonctionnel physiologiquement plus représentatif pour prédire I’absorption des médicaments au

niveau cellulaire (40).

Enfin, les mode¢les cellulaires d’origine humaine sont des outils de criblage permettant
d’évaluer la diffusion, le transport et la toxicité de composés durant les études précliniques. Par
contre, les lignées cellulaires proviennent normalement de cellules cancéreuses, et ont donc un
profil d’expression protéique différent. Elles posseédent aussi des jonctions plus serrées (environ
3.7+0.1 A) que ce qui est retrouvé dans I’intestin humain (7). De plus, leur coiit de maintenance
est plus €levé que pour le test PAMPA et il y a plusieurs variabilités inter et intralaboratoire des
résultats (9). Dans les milieux industriels et académiques, les tests in vitro cellulaires et non
cellulaires sont utilisés en paralléle pour aider a 1’¢lucidation de la perméabilit¢ d’un

médicament.
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1.5 Transporteurs ATP-binding cassette (ABC)

Les transporteurs ABC humains sont séparés en sept sous-familles (A-G) qui différent
dans leur taille, leur structure et le positionnement de leurs domaines fonctionnels. Ces
transporteurs d’efflux ATP-dépendant sont exprimés dans plusieurs organes comme I’intestin,
le cerveau, le foie, le placenta, les poumons, les reins. Dans I’intestin, le foie et les reins, ils
réduisent la biodisponibilité des médicaments et altérent leur pharmacocinétique. Ils participent
au transport des lipides, du cholestérol, des peptides, des polysaccharides, des anions organiques
et des xénobiotiques (44). Ils sont aussi impliqués dans la résistance aux médicaments, la
présentation de 1’antigéne, 1’homéostasie du fer mitochondrial et la régulation des canaux
ioniques (45). Des mutations sur leurs geénes sont associ€es a plusieurs maladies comme la
fibrose kystique, I’hypercholestérolémie, I’anémie, la dégénérescence rétinienne et le diabéte

(45).

1.5.1 Transporteurs associés a la résistance aux médicaments

Il y a 12 transporteurs qui sont responsables de 1’efflux des médicaments. Cependant,
trois transporteurs majeurs sont impliqués dans le phénoméne de résistance a pour une variété
de médicaments (MDR) : ABCBI1 (P-gp), ABCC1/2 (MRP1/2) et ABCG2 (BCRP). Ces
transporteurs sont « omnivores », ou leurs substrats incluent différentes classes de médicaments
comme les anticancéreux, les antiviraux, les antibactériens, les antiépileptiques, les
antidépresseurs, les antiparasitaires et les antifongiques (30). Ces protéines forment une barriere
contre les xénobiotiques, ce qui leur donne un rdle dans le développement de la résistance a

plusieurs gammes de médicaments.

La premiere description du réle des protéines MDR dans la chimiorésistance a été
reportée en 1974 par Ling et Thompson ou ils ont réalisé que la colchicine n’entrait pas dans le
cytoplasme de cellules CHO. Plus tard, ils découvrirent que ces mémes cellules étaient
résistantes a la démécolcine, 1’actinomycine D et la vinblastine. Ainsi, le premier membre des
transporteurs ABC, ABCBI1 (P-gp), a été identifié (9, 30). La résistance aux agents

antinéoplasiques reste un des ¢léments limitant les taux de survie pour les patients atteints de
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cancer (9). La résistance décrit un phénomene ou les cellules cancéreuses deviennent résistantes
a des classes de médicaments structuralement et pharmacologiquement distincts. Les cellules
ont plusieurs mécanismes intrinséques ou acquis qui leur permettent de s’adapter aux
xénobiotiques, soit en réduisant I’influx ou en augmentant I’efflux des molécules. Le mécanisme

le plus important est la surexpression des transporteurs ABC (figure 8).
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Figure 8. Les transporteurs ABC et leur implication dans la résistance aux médicaments

Les protéines ABC protégent les cellules contre les molécules toxiques endogénes ou exogenes
qui peuvent entrer par diffusion ou par I’influx actif. Le mécanisme d’efflux protecteur peut faire
en sorte que les cellules tumorales deviennent résistantes aux effets toxiques d’une variété d’agents
chimiothérapeutiques. Reproduit et adapté avec permission de 1’éditeur (46).

Il y a deux classes de résistance aux médicaments anticancéreux : la résistance qui
empéche 1’absorption dans les cellules tumorales et la résistance due a des altérations génétiques

et épigénétiques qui affectent la sensibilité a un ou plusieurs médicaments (47).

En plus de leur réle dans la résistance, les transporteurs participent aux interactions
médicamenteuses qui peuvent provoquer une toxicité durant I’absorption. Par exemple, BCRP
est impliqué dans I’interaction compétitive entre le méthotrexate et les benzimidazoles qui

aboutit a la réduction de I’élimination du méthotrexate (30).
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1.5.2 Structure des transporteurs

Les transporteurs ABC possedent des motifs communs consistants a au moins un
domaine de liaison a I’ATP (nucleotide-biding domain, NBD) et deux domaines
transmembranaires (transmembrane domain, TMD) formés de six hélices a (22). La liaison et
I’hydrolyse subséquente de I’ATP sur le NBD dans le cytoplasme sont requises pour le
mouvement des substrats a travers la membrane. Les motifs sur le NBD sont conservés dans la
famille ABC (figure 9) : Walker A (GXXGXGK(S/T)) et Walker B (ppoe¢D, ou ¢ est un résidu
hydrophobe), le motif signature (LSGGQ), la boucle Q et le motif H (45, 48, 49). La structure

commune d’un monomere consiste en six hélices transmembranaires sans motif commun.

a boucle P ou Walker A signature ABC motif H
..GXXGXGK(S/T)... ..LSGGQ... H...
N I { (: fo— - f— { P C
Q... —POQ® D...
boucle Q Walker B

Figure 9. Structure d’une sous-unité d’un transporteur ABC

d’Escherichia coli. Reproduit et adapté avec permission de 1’éditeur (45).

a. Représentation linéaire montrant les positions des motifs conservés sur la
polypeptidique. b. Représentation tridimensionnelle d’une sous-unité de la protéine BtuCD

chaine

1.5.3 Mécanisme de transport

Le NBD catalyse I’hydrolyse de I’ATP et I’énergie résultante est utilisée par les TMD
pour transférer une molécule des coOtés cis ou trans de la membrane par des changements

conformationnels (figure 10) (30, 50). Pour que le transporteur soit fonctionnel, deux protéines
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ABC sont connectées a I’interface du NBD par ’interaction de la boucle Q avec les TMD. Cet

arrangement permet 1’utilisation de deux molécules d’ATP par la présence de deux NBD (50).

Au niveau du NBD, le résidu lysine sur le motif Walker A est impliqué dans la liaison
du phosphate-f3 de I’ATP alors que 1’acide aspartique du motif Walker B interagit avec 1’ion
Mg”". Le glutamate agirait comme base générale polarisant une molécule d’cau (44, 45). La
sérine sur le motif signature serait responsable de la reconnaissance du phosphate-y et I’histidine
du motif H aiderait au positionnement de 1’eau, de la base générale et de I’ion Mg”". La boucle
Q formerait le site actif lorsque le Mg”"-ATP est lié et le désassemblerait dés que PATP est
hydrolysée (44, 48).

Conformation Conformation
Substrat fermée ouverte

NBD NBD NBD NBD
& Hydrolyse oo
d’ATP

Figure 10. Mécanisme d’efflux d’un transporteur ABC

La liaison du substrat et de deux molécules d’ATP a I’interface d’un dimeére induit des
changements dans la conformation du TMD. En réponse a I’hydrolyse de I’ATP, les NBD se
séparent ce qui permet au substrat d’étre relaché dans I’espace extracellulaire. Reproduit et adapté
avec permission de 1’éditeur (50).

Les molécules sont transportées au niveau de 1’interface entre les deux TMD du dimére
(48). Les changements conformationnels permettent d’avoir une interconversion entre la version
fermée avec les NBD largement séparés (sans présence d’ ATP) et la version ouverte ou les TMD

sont largement ¢loignés (suite a I’hydrolyse d’ATP) (figure 10).
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1.6 ABCG2/BCRP

BCRP est le second membre de la sous-famille G des transporteurs ABC. Cette protéine
est encodée par le géne ABCG2 située sur le chromosome 4q22 chez ’humain. Elle est
responsable de I’efflux ATP-dépendant unidirectionnel de divers composés endogenes et
exogeénes hors de la cellule. Ses substrats incluent I’estrone-3-sulfate, I’acide urique et la
protoporphyrine IX, mais aussi des agents actifs comme la prazosine, la rosuvastatine le
méthotrexate, 1’imatinib et I’azidothymidine (AZT) (51). Par sa localisation dans les barrieres
biologiques et sa vaste spécificité de substrats, BCRP est impliqué dans le réseau de défense
chimique des cellules, la résistance aux agents anticancéreux et dans les profils ADMET de
plusieurs médicaments (51-53). Ainsi, comme pour P-gp et MRP1/2, BCRP fait partie des
transporteurs qui doivent étre analysés pour les interactions médicament-médicament selon les

recommandations de la FDA et de ’EMA (53).

1.6.1 Expression et fonction

Chez I’humain, BCRP est exprimé majoritairement dans le placenta, le cerveau, la
prostate, le petit intestin, le foie, les reins et les cellules souches hématopoiétiques. BCRP régule
I’homéostasie des nutriments et de certaines hormones (54, 55). La protéine est localisée sur la
membrane apicale de cellules polarisée. La distribution de BCRP dans les différents tissus est
reliée a ses roles physiologiques. En effet, elle limite 1’absorption dans le petit intestin, elle est
responsable de la distribution dans les barriéres hématoencéphalique et hématoplacentaire en
plus de faciliter I’élimination et I’excrétion dans le foie et les reins (56). Par ailleurs, elle régule
I’efflux de I’héme et des porphyrines hors des cellules comme les érythrocytes et les cellules
souches (57, 58). BCRP existe en deux isoformes, ou I’isoforme 2 posseéde une extrémité 3° plus
courte et distincte, comparé a 1’isoforme 1 qui représente le transcrit le plus long et qui encode
pour la protéine plus longue. Le second variant difféere dans la région 5’ non traduite
(untranslated region, UTR). Il utilise un site d’épissage alternatif dans la région codante en 3,

ce qui résulte a un changement du cadre de lecture.
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Le phénomeéne MDR est associ¢ a la résistance de différents agents anticancéreux
incluant le mitoxantrone, le méthotrexate, I’imatinib, le topotécan, la camptothécine, le
flavopiridol et les antifolates (58-60). La surexpression de BCRP est trouvée dans les tumeurs
solides et dans la leucémie (leucémie aigué lymphoblastique et leucémie aigué myéloblastique)
(61). BCRP est aussi un marqueur potentiel pour les cellules souches cancéreuses. Son niveau
d’expression est étroitement li¢ a la tumorigénicité, la prolifération, la chimiorésistance et la
capacité de métastaser des cellules cancéreuses (62). Des polymorphismes génétiques alteérent
I’expression, la localisation cellulaire et la reconnaissance du substrat. Une modification dans
la fonction de BCRP par ces mécanismes est reliée a la variabilité dans la biodisponibilité des
médicaments (59, 62, 63). La mutation Q141K, qui est notamment liée a I’hyperuricémie et a la
goutte, diminue I’expression de BCRP, méne a son mauvais repliement et a sa dégradation par
le systeme de dégradation des protéines associ¢e au réticulum endoplasmique (endoplasmic-
reticulum-associated protein degradation, ERAD) (53). Les polymorphismes nucléotidiques
(single-nucleotide polymorphism, SNP) R482G et R482T affectent la spécificité de BCRP pour
ses substrats (53, 64). Ces mutants sont en mesure de transporter les anthracyclines
(doxorubicine, daunorubicine, eirubicine) et les composés fluorescents rhodamine 123 et Lyso-

Tracker Green, mais pas le méthotrexate (51, 55).

1.6.2 Structure

BCRP est une protéine transmembranaire de 72 kDa composée de 655 acides aminés
localisée sur la membrane plasmique des cellules. Elle est considérée comme un demi-
transporteur ou I’unité fonctionnelle serait un homodimeére ou un homooligomeére (49, 53, 61,
65). Contrairement aux autres transporteurs ABC, BCRP présente une configuration ou le NBD
est en N-terminal et le TMD en C-terminal, donnant au dimeére un arrangement NBD-TMD-
NBD-TMD (56, 60). Les hélices transmembranaires et les boucles intracellulaires sont plus
courtes que ceux de la sous-famille B, résultants a une plus petite distance entre les NBD et la
membrane. Cette architecture fait en sorte que BCRP ressemble aux transporteurs ABC

bactériens (53).
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Une récente ¢tude de Taylor et al. a permis de déterminer la structure de BCRP en
complexe avec le fragment Fab de I’antigéne 5D3 (5D3-Fab) par cryomicroscopie ¢lectronique
(cryo-electron microscopy, cryo-EM) (figure 11) (53). L’ ¢étude a établi que I’interface du TMD
est formée par les hélices TM2 et TM5a de deux monomeres de BCRP. De plus, les NBD sont
en contact malgré 1’absence d’ATP. Chaque 5D3-Fab interagit avec la boucle extracellulaire
EL3 de chaque monomere. Cette boucle connecte le TM5c et le TM6a et contient le site de N-
glycosylation (N596), le site de pont disulfure intramoléculaire (C592-C608) et un site de pont
disulfure intermoléculaire (C603). Le pont disulfure intramoléculaire stabilise la boucle EL3,
qui est importante pour la maturation et 1’activit¢ de BCRP. Le pont disulfure intermoléculaire,

qui permet de former un dimeére covalent, n’est pas critique pour la fonction de BCRP (53).

N596 S 7=
C603
C608

C592

o2
234
o
» - C N c
G Sl //,'
G2 Y R, Vi ¥ Gor C2motif ~SRg <A

Figure 11. Structure de BCRP

a. Représentation du complexe BCRP-5D3(Fab). G2’ référe a la seconde sous-unité. b. Structure
de BCRP sans le fragment SD3-Fab avec une sous-unité montrée en rose. Les motifs et les résidus
associés a un polymorphisme nucléotidique sont montrés en bleu. ¢. Topologie du TMD coloré
comme en b. Les résidus formant les ponts disulfures (C593, C603 et C608) et le résidu N-
glycosylé (N596) sont indiqués. Reproduit et adapté avec permission de 1’éditeur (53).
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1.6.3 Mécanisme de transport

La fonction de BCRP est régulée par la présence de cholestérol dans la membrane

plasmique (52, 53, 66). Il y a un fort couplage entre les deux TMD et NBD de ’homodimeére
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pour ouvrir ou fermer le transporteur et ainsi permettre 1’efflux d’un substrat en réponse a la
liaison de deux molécules d’ATP (figure 12). En fait, en absence d’ATP liée, le site de liaison
du substrat (cavité 1) est exposé au cytoplasme et a la membrane plasmique. Un substrat peut
étre recruté dans le cytoplasme ou dans la membrane. Lorsque le substrat se retrouve dans sa
cavité, ATP se lie au NBD et catalyse les changements conformationnels convertissant le
transporteur de la conformation fermé (état 1) a la conformation ouverte (état 2) couplé avec la
libération du phosphate inorganique (53). Ceci permet de déplacer le substrat vers la cavité 2 et

mene a son relachement dans le milieu extracellulaire.

Pour démontrer le couplage entre les TMD et les NBD, la conformation fermée peut étre
inhibée par le fragment 5D3-Fab (figure 12). Un fragment Fab peut se lier au transporteur sur
le coté extracellulaire afin de bloquer les monomeres. Ceci restreint leurs mouvements et
empéche I’efflux du substrat et I’hydrolyse d’ATP (53). Ainsi, la liaison du substrat dans la
cavité 1 stimule probablement 1’activité ATPase du transporteur en stabilisant I’interface du

TMD, résultant au rapprochement des NBD.
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Figure 12. Mécanisme de transport propos¢ pour BCRP

Les monomeéres sont colorés en rouge et en bleu et « s » représente les ponts disulfures (ligne
pointillée en jaune). Le transport du substrat (hexagone orange) est controlé par I’ATP et se passe
entre les états 1 et 2 (cercles numérotés). Dans 1’état 3, deux fragments de 5D3-Fab (en jaune et
en vert) se lient au co6té extracellulaire de BCRP et inhibent 1’activité ATPase. Le substrat entre
dans la cavité 1 par le cytoplasme ou par la membrane, mais n’a pas accés a la cavité 2. La
libération du phosphate inorganique (P;) est accompagnée par la conversion de BCRP de 1’état 2
a I’état 1. Reproduit et adapté avec permission de 1’éditeur (53).
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1.7 Synthése, purification et analyse d'une protéine membranaire

recombinante

Dans le but de caractériser une protéine, il est nécessaire d’en obtenir en grande quantité.
Pour les protéines humaines, il est difficile d’en obtenir a partir des tissus ou de faire de la
synthese de novo (67). Afin de contourner ce probléme, des systémes d’expression hétérologues
sont utilisés en biologie moléculaire ou la machinerie cellulaire de cellules est exploitée pour
produire des protéines a partir d’un support génétique. Les systemes d’expression peuvent étre
des cellules bactériennes, des levures, des cellules mammiferes et d’insectes. Des manipulations
génétiques doivent étre effectuées selon ’application désirée avec la protéine. Pour faciliter la
purification, des étiquettes d’affinité comme polyhistidines, glutathione S-transférase (GST) ou
protéine liant le maltose (MBP) peuvent étre fusionnées a la protéine d’intérét. Suite a I’isolation
de la protéine recombinante, il est possible d’effectuer des analyses fonctionnelles et structurales

de la protéine d’intérét.

Les protéines membranaires ont des rdles dans plusieurs processus cellulaires et
physiologiques. Elles représentent ainsi des cibles thérapeutiques de choix pour I’industrie
pharmaceutique. En fait, environ 50% des médicaments développés ciblent les protéines
membranaires (68-70). Toutefois, il est difficile de conserver I’intégrité de la protéine en raison
de leur caractere hydrophobe et d’en produire a des quantités significatives (en gramme) afin de

réaliser des analyses structurales (68-71).

1.7.1 Systeme d’expression

Le choix d’un organisme-hdte repose sur la taille, la quantité désirée, les types de
modifications post-traductionnelles ainsi que I’espece dont la protéine est dérivée (67). De plus,
le matériel requis, les cofts, le temps de production et la résolution doivent étre considérés. Les
systemes les plus utilisés sont les bactéries (Escherichia coli, Lactococcus lactis), les levures
(Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris), les cellules mammiféres (HEK293, CHO) et les

cellules d’insectes infectées par baculovirus (Spodoptera frugiperda, S19) (68, 70, 72).
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Pour la production de protéines membranaires eucaryotes, il est préférable de choisir des
systemes eucaryotes. En effet, la constitution des lipides et les modifications post-
traductionnelles comme les processus protéolytiques, la formation de ponts disulfures, la
phosphorylation, la O- et N-glycosylation sont essentielles au repliement et a 1’activité des

protéines (67, 69).

La levure méthylotrophe P. pastoris est devenue un organisme-hote de choix pour
I’expression de protéines membranaires. Les protéines membranaires comme les GPCR, les
Na'/K'-ATPases, les aquaporines, les canaux ioniques et les transporteurs ABC ont déja été
obtenues a partir de P. pastoris pour des analyses structurales (38, 68, 69, 71, 73). Dans le cas
des protéines membranaires humaines, elles interagissent spécifiquement avec le cholestérol et
les phospholipides des membranes pour assurer leur stabilité et réguler leur activité (38).
Cependant, pour les levures, c’est 1’ergostérol qui est le type de stérol majeur qui régule la
fluidit¢ membranaire (38, 74). Cette différence peut influencer 1’expression hétérologue des
protéines humaines dans la mesure ou la localisation, la structure et la fonction peuvent étre
aberrantes en absence de cholestérol (38). Malgré cet aspect, des protéines fonctionnelles sont
tout de méme obtenues et les levures sont plus faciles a manipuler que les cellules d’insectes et
de mammiferes (38). P. pastoris a notamment 1’avantage de croitre a une grande densité
cellulaire et permet I’expression d’une protéine qui est inductible au méthanol grace au

promoteur alcool oxydase 1 (alcohol oxidase 1, AOX1) (38, 67, 68, 71).

L’approche la plus utilisée pour intégrer un géne d’intérét chez P. pastoris est I’insertion
d’une cassette d’expression dans le génome de la levure par recombinaison homologue (figure
13) (67, 73). La recombinaison a lieu entre I’ADN transformé et les régions d’homologie dans
le génome. La cible pour I’intégration génomique chez P. pastoris est le locus AOX1 (73). Un
événement d’enjambement (crossing-over) menant a 1’insertion de la cassette d’expression a
plus de chance de se dérouler qu’un événement de double crossing-over qui meéne au

remplacement du locus AOX1 (75).
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Figure 13. Intégration d’un geéne d’intérét dans le génome de Pichia pastoris par
recombinaison homologue

Le vecteur recombinant est linéarisé par une enzyme de restriction (généralement Sacl) dans la
région du promoteur AOX1. L’insertion de la cassette d’expression se fait par un événement
d’enjambement (crossing-over) sur le locus du promoteur AOX1 dans le génome de la levure.

P. pastoris est une levure méthylotrophe capable d’utiliser le méthanol comme source
de carbone. Aprés la transformation, des cellules avec le phénotype Mut” sont générées, car elles
sont en mesure de métaboliser le méthanol. La croissance des cellules dans un milieu contenant
du méthanol résulte a I’induction de I’expression des geénes dans la voie de 1’oxydation de
I’alcool, incluant I’alcool oxydase (AOX), la formaldéhyde déshydrogénase (FLD) et la
dihydroxyacétone synthase (DHAS) (67). Ces enzymes représentent 30% du contenu protéique
soluble (76). Le méthanol entre dans la cellule dans des peroxysomes et est converti en
formaldéhyde et en peroxyde d’hydrogéne par ’AOX1 et AOX2 (76). Puis, le peroxyde
d’hydrogene est décomposé en eau et en oxygene moléculaire. Le formaldéhyde sort du
peroxysome pour entrer dans les voies cytosoliques de 1’énergie et de I’assimilation pour générer
la biomasse (76). Le promoteur AOXI1 est le plus utilisé dans les stratégies de clonage (76).
Ainsi, il est réprimé en présence de glycérol, mais devient hautement stimulé en présence de
méthanol (77). La culture de P. pastoris se déroule alors en deux étapes : la premicre est la
génération d’une biomasse dans le milieu répressif et la seconde est I’induction de I’expression

dans le milieu inducteur (78).
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1.7.2 Clonage moléculaire

Le clonage est un processus dans lequel un ADN recombinant est produit et transformé
dans un organisme-hote ou il est répliqué (figure 14). Il comprend deux composantes : un
fragment d’ADN d’intérét a répliquer (insert) et un vecteur contenant les €léments nécessaires

a la réplication dans 1’hote.

CACCGCATCGAAATTAA

- - —>/7©—> -
\ q & O)

Modifications Ligation Transformation Isolation du Vérification de la
par PCR bactérienne plasmide construction par
ségquencage

Figure 14. Résumé¢ des procédures utilisés lors d’un clonage moléculaire

Un geéne d’intérét est modifié par PCR afin d’y ajouter des éléments régulateurs et fonctionnels.
Le vecteur d’expression est digéré et le produit de PCR se lie au vecteur d’expression au niveau
des sites de clonage. Puis, le vecteur est transformé dans des cellules bactériennes afin d’y €tre
répliqué. L’ ADN plasmidique est extrait des cellules et caractérisé par séquencage pour confirmer
la présence des éléments ajoutés par PCR et sa séquence nucléotidique.

Les extrémités des ADN doivent étre modifiées afin de les rendre compatibles. Le
clonage traditionnel permet [’'utilisation d’endonucléases de restriction pour générer des
fragments d’ADN avec des séquences complémentaires qui peuvent étre joints par I’ADN ligase
(79). En utilisant deux enzymes de restriction uniques pour I’insert et le vecteur, deux extrémités

non compatibles sont générées, permettant un clonage directionnel.

La réaction de polymérisation en chaine (polymerase chain reaction, PCR) est une
technique permettant 1I’amplification d’un fragment spécifique d’ADN. Elle permet aussi la
modification de ’ADN grace a deux amorces oligonucléotidiques reconnaissant les séquences
flanquant ’ADN a amplifier. Les amorces servent de substrat a I’ADN polymérase pour
synthétiser de nouveaux brins complémentaires, en plus d’incorporer les sites de reconnaissance

des enzymes de restriction et une étiquette d’affinité.

Le produit de PCR et le vecteur sont digérés par les deux enzymes de restriction pour

créer des extrémités cohésives ou franches. Puis, ’insert et le vecteur linéarisé s’associent et
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sont liés par la liaison phosphodiester entre les groupements 5’-phosphate et 3’-OH des deux
brins par I’ADN ligase, créant ainsi une molécule d’ADN circulaire. Le vecteur recombinant est
généralement transformé dans des cellules compétentes d’E. coli ou il peut se répliquer de fagon
autonome seulement si les cellules ont acquis le géne de résistance a un antibiotique donné par

le vecteur (79, 80).

1.7.3 Production et purification de la protéine recombinante

Une protéine recombinante est synthétisée a partir de 1’expression d’un geéne
recombinant dans un systeme d’expression. La production de protéines recombinantes a une
implication majeure dans le développement de nouveaux médicaments et dans la détermination
de nouvelles cibles thérapeutiques (81, 82). Environ 212 nouveaux médicaments approuveés aux
Etats-Unis et en Europe sont des protéines et des peptides (82, 83). Ces médicaments
biologiques sont des protéines recombinantes thérapeutiques comprenant des anticorps
monoclonaux, des hormones, les facteurs de coagulation, des interférons et interleukines qui

sont indiqués pour le cancer, ’hémophilie, le diabéte et les vaccins (83).

Dans le but de produire et d’isoler une protéine recombinante fonctionnelle, il est
nécessaire d’optimiser les conditions de culture des cellules. La température, le pH,
I’oxygénation et le temps de culture et d’induction peuvent influencer les niveaux d’expression
et la stabilité de la protéine (81, 84). Suite a la production, la protéine doit étre extraite des
cellules. Les conditions optimales maximisent la lyse cellulaire et la fraction de la protéine
recombinante (84). L’oxydation de la protéine, la protéolyse et la contamination de I’échantillon
avec I’ADN génomique doivent minimisés (84). D’une part, le culot cellulaire doit €tre récupéré
par centrifugation. Puis, les cellules sont lysées pour étre en mesure d’extraire la protéine
d’intérét. Les techniques les plus communes pour y arriver sont ’homogénéisation a haute
pression (French press), le broyage a billes (bead mill), I’ultrasonication, le choc osmotique, la
lyse enzymatique et la lyse chimique (85). Dans le cas ou la protéine d’intérét est une protéine
transmembranaire, 1’échantillon doit étre solubilis¢ dans un milieu qui satisfait leur nature

hydrophobe (37). Ainsi, la stratégie consiste a utiliser un détergent pour créer des complexes
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protéine-détergent-lipide pour stabiliser et conserver la structure tridimensionnelle de la

protéine.

La purification de la protéine est généralement réalisée par chromatographie en phase
liquide (86). Les techniques de chromatographie permettent d’isoler la protéine d’intérét des
autres protéines et contaminants. Cette étape peut €tre réalisée avec une ou plusieurs techniques
dans le but d’obtenir la pureté désirée. Les méthodes les plus utilisées comprennent la
chromatographie par échange d’ions, la chromatographie par filtration sur gel, la

chromatographie d’adsorption et la chromatographie d’affinité.

Dans la chromatographie d’échange d’ions, des ions sont liés électrostatiquement a un
support insoluble et chimiquement inerte (87). Les ions sont remplacés de fagon réversible par
les ions en solution ce qui permet I’élution des protéines. La chromatographie par filtration sur
gel, ou la chromatographie d’exclusion, est basée sur la séparation des molécules selon leur
taille et leur forme (87). Quant a la chromatographie d’adsorption, elle implique la séparation
de substances non polaires (87). La chromatographie d’affinité¢ utilise les propriétés des
protéines de se lier a des molécules de fagon non covalente (87). Dans cette technique, un ligand
est fixé par covalence sur une résine poreuse et inerte et la protéine d’intérét se lie au ligand
immobilisé alors que les autres molécules sortent de la colonne en méme temps que le tampon
de lavage (87). Cette derniere méthode a 1’avantage d’exploiter les propriétés biochimiques de
la protéine d’intérét plutdét que de se baser sur les différences physico-chimiques entre les

protéines comme pour les autres techniques chromatographiques (87).
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1.8 Hypothése

Les tests pour évaluer la perméabilité d’un médicament ne permettent pas 1’analyse d’un

transporteur membranaire spécifique de fagon isolée.

Nous proposons que I’incorporation de transporteurs membranaires dans des liposomes,
c’est-a-dire la synthése de protéoliposomes, facilitera 1’¢lucidation et la distinction de leur

activité et des mécanismes de transport de leurs substrats.

L’utilisation des protéoliposomes comme nouveau modele de la perméabilité aux mémes
termes que pour les modeles Caco-2 et PAMPA serait prometteuse pour I’industrie
pharmaceutique. En fait, les protéoliposomes auraient le potentiel de faciliter les analyses
structurales et fonctionnelles de transporteurs recombinants spécifiques dans un milieu sans

interférences moléculaires.

31



1.9 Objectifs

L’objectif général de ce projet de recherche consistait a développer un nouveau modele
de perméabilité in vitro par la reconstitution de transporteurs membranaires recombinants dans
des liposomes. A long terme, la création d’une librairie de transporteurs recombinants
incorporés dans des liposomes permettrait d’étudier les mécanismes de la perméabilité
membranaire et du transport des médicaments. Plus précisément, ce travail s’inscrivait dans
I’objectif général du projet ou il était question de mettre au point un systeéme d’expression d’un
transporteur connu. Un travail précédent dans le laboratoire consistait a exprimer la P-gp
fusionnée a une étiquette décahistidine chez P. pastoris. Le protocole d’extraction a 1’aide du
Freezer/Mill a pu étre établi. Par contre, une faible quantité¢ de la protéine fut purifiée sur une
résine Ni* -NTA. D a I’instabilité de la P-gp lors des processus de purification, un transporteur

ABC de plus petite masse moléculaire a été choisi.

Dans ce mémaoire, la protéine BCRP a été utilisée comme mod¢le et a été¢ exprimée dans
la levure Pichia pastoris. Eventuellement, BCRP sera utilisée pour préparer des

protéoliposomes. Les sujets suivants seront abordés :

1. Clonage du géne d’ABCG2/BCRP;
2. Expression de BCRP chez Pichia pastoris;
3. Extraction de BCRP;

4. Purification de BCRP par chromatographie d’affinité au nickel.
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Chapitre 2 — Matériel et méthodes

Pour cette étude, il s’agissait de mettre au point la levure Pichia pastoris comme systéme
d’expression pour BCRP. Les méthodes de culture et de purification sont basées sur 1’article de
Rosenberg et al. (61). L’isoforme 1 d’ABCG2/BCRP humaine est obtenue par génie génétique
et exprimée dans la levure Pichia pastoris (figure 15). La protéine recombinante possédera une

étiquette décahistidine qui servira a I’étape de purification subséquente.

Lyse des cellules

Vecteur Vecteur Vecteur
donneur accepteur ‘Iinéar'\sé
dificati »l« Transformation
Modifications ! J Digestion chez la levure
par PCR
+ X Extraction des microsomes
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‘L Purification sur gel
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Figure 15. Schématisation des expériences abordés pour la mise au point de P. pastoris
comme systeme d’expression de BCRP-His;g

A. Le géne d’intérét BCRP est modifié par PCR et sous-cloné dans le vecteur d’expression pour
P. pastoris pour générer le vecteur recombinant pJ902-ABCG2i-His,o. B. Le vecteur recombinant
est transformé chez la levure et la protéine recombinante BCRP-His, est produite par I’induction
de son expression par le méthanol dans le milieu de culture. C. La protéine recombinante est isolée
de la membrane cellulaire, solubilisée puis purifiée par chromatographie d’affinité au nickel.




2.1 Clonage de BCRP

Le geéne de BCRP est modifi¢ et amplifi¢ a I’aide I’appareil de PCR TProfessional Basic
96 gradient (070-601, Biometra) et I’ADN est visualisé sur gel avec le ChemiDoc XRS+ System
with Image Lab Software (1708265, Bio-Rad).

Le clonage de BCRP a été réalis¢ en utilisant les produits suivants : plasmide donneur
pCMV-XL5 (SC117127, OriGene), plasmide receveur pJ902-15 (ATUM), Platinum Pfx DNA
polymerase (11708-013, Invitrogen), EcoRI-HF (R3101T, NEB), Notl-HF (R3189S, NEB),
Anza T4 DNA Ligase Master Mix 4x (IVGN2102, Invitrogen), agarose (800-015-CG, Wisent),
RedSafe Nucleic Acid Staining Solution (21141, Intron Biotechnology), 1Kb DNA ladder RTU
(DMO010-R500, GeneDirex), QIAquick Gel Extraction Kit (28706, Qiagen), tryptone (BP1421-
100, Fisher), chlorure de sodium (793566, Sigma), extrait de levures (212750, Becton
Dickinson), agar (214530, Becton Dickinson), zéocine (R250-01, Invitrogen), NEB-5a
competent E. coli (C2987H, NEB), EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Minipreps Kit (BS614,
BioBasic Canada Inc), GenElute HP Endotoxin-Free Plasmid Maxiprep kit (NA0410, Sigma)
et le rotor Sorvall SLA-1500 Super-Lite (Thermo Fisher Scientific).

L’ADN est séparé par €lectrophorese sur gel d’agarose dans le tampon TAE 1x (40 mM
Tris pH 7,6, 20 mM acide acétique, | mM EDTA). Les cellules d’E. coli transformées sont mis
en culture dans le milieu liquide low salt LB (1% tryptone, 0,5% NacCl, 0,5% extrait de levures,
pH 7,5) et dans le milieu solide sélectif low salt LB-agar (1% tryptone, 0,5% NaCl, 0,5% extrait
de levures, pH 7,5, 15 g/L agar, 25 pg/mL zéocine).

Le géne de l’isoforme 1 d’ABCG2/BCRP humain (séquence de référence NCBI :
NM _004827.2) est modifi¢ par PCR avec le plasmide pCMV6-XL5 comme matrice. Les
séquences des amorces sont décrites au tableau 2. A ’extrémité 5° du géne, le site de restriction
EcoRI et une séquence Kozak pour P. pastoris sont ajoutés. A I’extrémité 3°, le codon stop est
déplacé et une étiquette de 10 histidines et le site de restriction Notl en 3’ sont ajoutés. La
réaction de PCR est effectuée avec 0.3 mM de chaque désoxyribonucléotides (ANTP), 1.5 mM
de sulfate de magnésium (MgSQOy,), 0.3 uM de chaque amorce, 200 ng du plasmide pCMV6-
XL5 et 2.5 U de I’ADN polymérase Platinum Pfx. Les conditions de la PCR sont présentées au
tableau 3.
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Tableau II. Séquences des amorces utilisées lors de la réaction de PCR

- EcoRI/ / /
5

?  AGGCGCGAATTC

% / /stop/His,/

wn

';f: TGCAGAA TTAGTGATGGTGATGGTGATGG
= TGATGGTGATG

Tableau III. Conditions de la réaction de PCR pour I’amplification du géne recombinant

ETAPES CONDITIONS
Dénaturation initiale 94°C 3 minutes
Dénaturation 94°C 15 secondes o
Hybridation 55°C 30 secondes %ﬂ
Elongation 68°C 2 minutes &
Elongation finale 68°C 10 minutes

Le vecteur d’expression pJ902-15 et le produit de PCR sont digérés par les enzymes de
restriction de haute fidélit¢ (HF) EcoRI-HF et NotI-HF. La digestion est effectué¢e avec 1 pg du
vecteur pJ902-15 et 2 pg du produit de PCR. 10 U de chaque enzyme sont utilisées avec une
incubation a 37°C pendant 15 minutes. Les produits de digestion sont mélangés au bleu de
bromophénol 1x et ’ADN est séparé par €lectrophorése sur un gel d’agarose 1% contenant
I’agent intercalant RedSafe 1x a 150V pendant 1 heure. L’ADN est révélé aux UV. Les
fragments d’intérét sont purifiés a I’aide du QIAquick Gel Extraction Kit selon le protocole de
la compagnie. Puis, des réactions de ligation sont effectuées entre différentes quantités d’insert
et 50 ng du vecteur linéarisé, ou les ratios molaires insert-vecteur de 1:1, 3:1 et 5:1 sont testés.

La quantité d’insert est trouvée a partir de 1’équation 1.

35



longueur de l'insert (kb)

uantité d’insert (ng) = ratio molaire désiré x quantité de vecteur (ng) x
4 (ng) d (ng) longueur du vecteur (kb)

Equation I. Quantité d’insert requise pour une réaction de ligation.

La solution 1x d’ADN ligase T4 est incubée avec les ADN pendant 15 minutes a la température
de la piece. 5 pL de produit de ligation est transformé dans 50 uL d’E. coli électrocompétentes
par choc thermique a 42°C pendant 30 secondes. Les cellules sont laissées sur glace pendant 5
minutes et 1 mL de low salt LB est ajouté suivi d’une incubation pendant 1 heure a 37°C avec
une agitation de 250 rpm. Les cellules sont centrifugées a 10 000 rpm pendant 2 minutes a 4°C,
puis 100 pL du culot resuspendu est €talé sur le milieu low salt LB-agar et les cellules sont
incubées 16 heures a 37°C. La sélection des clones chez E. coli se fait par la présence de 25
ng/mL de zéocine dans le milieu de culture low salt LB-agar. L’ADN est extrait des cellules a
I’aide du EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Minipreps Kit pour une culture bactérienne de 5
mL et du GenElute HP Endotoxin-Free Plasmid Maxiprep Kit pour une culture bactérienne de
250 mL selon le protocole des compagnies. La séquence du géne recombinant a été confirmée
par séquengage. Le vecteur résultant pJ902-ABCG2i-His o contient la région codante pour

BCRP-His) sous le controle du promoteur alcool oxydase 1 (AOXT1).

2.2 Transformation de P. pastoris

La levure P. pastoris a été transformée a I’aide de I’appareil d’électroporation Gene

Pulser II (165-2108, Bio-Rad).

Les produits suivants ont ¢été utilisés : souche de P. pastoris PPS-9010 wild-type
(ATUM), bicine-NaOH (BP2646-100, Fisher), ¢éthyléene glycol (E-4652, ACP),
diméthylsulfoxyde (D128, Fisher), dithiothréitol (43816, Sigma), D-sorbitol (S1876, Sigma),
Sacl-HF (R3156S, NEB), acétate de sodium (52889, Sigma), éthanol (PO16-EAAN, Comalc),
extrait de levures (212750, Becton Dickinson), D-glucose (G8270, Sigma), peptone (211677,

36



Becton Dickinson), agar (214530, Becton Dickinson), zéocine (R250-01, Invitrogen), Gene
Pulser Cuvette (165-2086, Bio-Rad).

Les cellules de P. pastoris sont traitées dans la solution BEDS (10 mM bicine pH 8,3,
3% éthylene glycol, 5% (v/v) DMSO, 1 M sorbitol) pour les rendre €lectrocompétentes. Les
cellules sont mises en culture dans le milieu liquide YPD (1% extrait de levures, 2% peptone,
2% glucose) et sur le milieu solide YPD-agar (1% extrait de levures, 2% peptone, 2% agar, 2%
glucose). Les cellules transformées sont sélectionnées sur le milieu solide YPDS-agar (1%

extrait de levures, 2% peptone, 1 M sorbitol, 2% agar, 2% glucose, 500 pg/mL zéocine).

Les cellules ¢électrocompétentes de P. pastoris sont préparées selon le protocole de la
compagnie (ATUM). Pour chaque 50 mL de culture, environ 1 mL de cellules compétentes peut
étre produit. A ’aide d’une anse, la suspension de cellules de type sauvage (wild type) est
prélevée et striée sur le milieu solide YPD-agar puis incubée pendant 2 jours a 30°C. Une
colonie est piquée et mise en culture dans 10 mL de milieu liquide YPD pendant 16 heures a
30°C avec agitation a 250 rpm. La culture est diluée a une densité optique (DO) a 600 nm de
0,15-0,2 dans le milieu liquide YPD et incubée a 30°C avec agitation a 250 rpm. Les cellules
sont incubées jusqu’a I’obtention d’une DO a 600 nm entre 0,8 et 1,0. Le culot est récupéré par
une centrifugation a 1 500 g pendant 5 minutes a 4°C et resuspendu dans 9 mL de la solution
BEDS et 1 mL de 1 M DTT. La suspension est incubée pendant 5 minutes a 30°C avec agitation
a 100 rpm. Le culot est récupéré par une centrifugation a 1 500 g pendant 5 minutes a 4°C et
resuspendu dans 1 mL de la solution BEDS sans DTT. Les cellules sont entreposées en aliquotes

et gardées jusqu’a six mois a -80°C.

Vingt-six réactions de digestion ont ét¢ réalisées a I’aide de 1 ug de vecteur recombinant
et 10 U de I’enzyme de restriction Sacl-HF avec une incubation a 37°C pendant 15 minutes. Le
produit de digestion est purifi¢ (QIAquick PCR Purification) et concentré. L’échantillon purifié
d’ADN est précipité par I’ajout de 1/10° du volume d’acétate de sodium (NaOAc) a3 M et 2,5
fois le volume d’éthanol 100%. Le mélange est centrifugé a 15 000 g pendant 20 minutes a 4°C
et 1 mL d’éthanol 70% est ajouté au culot. Une autre centrifugation est faite a 15 000 g pendant
10 minutes a 4°C et le culot est resuspendu dans 20 pL d’eau milliQ. La transformation chez P.
pastoris est effectuée par €lectroporation (1,5 kV, 25 uF, 200 Q) avec 5 pg du vecteur linéarisé

(dans maximum 10 pL d’eau) et 50 uL de cellules ¢électrocompétentes. Les cellules sont
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inoculées sur un pétri YPDS-agar supplémenté de 500 pg/mL de zéocine et incubées pendant 3

jours a 30°C.

2.3 Expression de BCRP chez P. pastoris

L’expression protéique chez P. pastoris est effectuée avec les produits suivants : YNB
sans acides aminés (233520, Becton Dickinson), glycérol (G5516, Sigma), biotine (B4501,
Sigma), méthanol (A452, Fisher), phosphate de sodium monobasique (S0751, Sigma), acide
éthyléne-diamine tétraacétique (BP120-1, Fisher), compresses de gaze (82412, Dumex),
Nalgene Polycarbonate Baffled Culture Flasks (4110-2000PK, Thermo Fisher Scientific),
Glass-beads; acid washed, 425-600 nm (G8772, Sigma), sucrose (57-50-1, Galenova), Tris
(252859, Sigma), EGTA (E8145, Sigma), dithiothréitol (43816, Sigma), acide 6-
aminohexanoique (07260, Sigma), JS-5.3 Swinging-Bucket Rotor (368690, Beckman Coulter).
Les inhibiteurs de protéases utilisés sont : pefabloc SC (76307, Sigma), leupeptine (L9783,
Sigma), pepstatine A (P5318, Sigma), chymostatine (C7268, Sigma), aprotinine (10236624001,
Roche).

Les solutions utilisées pour la culture de P. pastoris sont les milieux MGY (1,34% YNB,
1% glycérol, 4 x 10°% biotine) et MM (1,34% YNB, 0,5% méthanol, 4 x 107 % biotine), le
tampon BB (50 mM sodium phosphate pH 7,4, 1 mM EDTA, 5% glycérol) et le tampon
d’homogénéisation (0,33 M sucrose, 300 mM Tris-HCI pH 7,4, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2
mM DTT, 10 mM acide 6-aminohexanoique + 1 mM pefabloc, 10 ug/mL pepstatine A, 10
ug/mL leupeptine, 2 ug/mL aprotinine).

Apres I’obtention de colonies sur le milieu sélectif YPDS-agar, un criblage des clones
est fait afin de trouver le clone possédant le plus haut niveau d’expression de la protéine
recombinante. Pour cela, dix colonies sont inoculées dans 10 mL de milieu répressif contenant
1% de glycérol (MGY) et incubées pendant 24 heures a 30°C avec agitation a 250 rpm. Les
cellules sont centrifugées a 3 500 g pendant 5 minutes a 4°C. Le culot est lavé avec 5 mL de
milieu d’induction contenant 0,5% de méthanol (MM) et recentrifugé a 3 500 g pendant 5

minutes a 4°C. Le culot est resuspendu dans 10 mL de milieu inducteur MM et les cellules sont
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incubées pendant 24 heures a 30°C avec agitation a 250 rpm. Pour I’analyse de I’expression de
BCRP, le culot des aliquotes de 1 mL de cellules dans le milieu MGY et MM est resuspendu
dans 100 pL de tampon BB avec 1 mM de pefabloc et un volume équivalent de billes est ajouté.
Les échantillons sont vortexés pendant 30 secondes et laissés sur glace pendant 30 secondes
pour un total de 8 cycles. Puis, ils sont centrifugés a 13 000 rpm pendant 10 minutes a 4°C et le
surnageant est récupéré. La concentration protéique dans le lysat cellulaire est déterminée par
la méthode de I’acide bicinchonique (BCA) et les protéines sont séparées par SDS-PAGE suivie
par la détection de BCRP par immunobuvardage (Western blot) (méthode décrite au chapitre
2.6). Le meilleur clone est celui qui possede le plus haut niveau d’expression de BCRP, qui est
jugé par immunobuvardage. Le clone est conservé a -80°C dans un stock de glycérol dans le

milieu MGY.

Suite a la détermination du meilleur clone, I’isoforme 1 de BCRP a été produite a plus
grande échelle. La culture est réalisée avec une incubation a 30°C une agitation de 250 rpm. Les
cellules sont inoculées dans 50 mL de milieu YPD dans une flasque de 250 mL et incubées
pendant 24 heures. 10 mL de la culture sont transférés dans 1 L de milieu MGY dans une flasque
de 2 L et incubés jusqu’a ce que la culture atteigne une densité optique (DO) a 600 nm de 6. Les
cellules sont ensuite récupérées par centrifugation a 1 500 g pendant 15 minutes a 4°C. Le culot
est resuspendu dans 1 L de milieu MM dans une flasque avec baffles de 2 L couverte de 2
couches de gaze pour maximiser le transfert d’oxygene dans le milieu de culture. Les cellules
sont induites pendant 24 heures. Le culot cellulaire est récupéré par centrifugation a 3 500 g
pendant 15 minutes a 4°C et lavé trois fois avec le tampon d’homogénéisation a une

concentration de 0,5 g de culot cellulaire/mL. Le culot est conservé a -80°C.

2.4 Extraction des vésicules membranaires

Les cellules sont lysées par rupture mécanique a 1’aide du Freezer/Mill 6850 (SPEX)
avec les produits suivants : Tris (252859, Sigma), glycérol (G5516, Sigma), imidazole (792527,
Sigma), 2-mercaptoéthanol (M3148, Sigma), SW 41 Ti Rotor, Swinging Bucket, Titanium
(331362, Beckman Coulter).
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Le tampon de resuspension est constitu¢ de 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 20% glycérol, 10
mM imidazole, 1 mM 2-mercaptoéthanol + 1 mM pefabloc, 10 pg/mL pepstatine A, 10 ug/mL

leupeptine, 2 pg/mL aprotinine.

Le culot cellulaire est dilué dans 50% (v/v) de tampon d’homogénéisation. Des billes de
cellules sont formées dans 1’azote liquide et lysées par pulvérisation magnétique dans des
conditions cryogéniques dans le Freezer/Mill. Le broyage se fait par 4 cycles : 2 minutes de
refroidissement et 2 minutes de pulvérisation a une fréquence de 14 cycles/seconde (28
impacts/seconde). Le protocole est répété trois fois. La poudre résultante est récupérée dans un

contenant en polypropyléne et conservée a -80°C.

L’homogénat est décongelé et lavé trois fois avec le tampon de resuspension par trois
centrifugations a 3 500 g pendant 15 minutes a 4°C en récupérant le surnageant a chaque fois.
Les trois surnageants sont mélangés et centrifugés a 100 000 g pendant 60 minutes a 4°C. Le
culot est homogénéis¢ dans un homogénéisateur rotatif en téflon et centrifugé a 100 000 g
pendant 60 minutes a 4°C. Le culot est rehomogénéisé et recentrifugé a 100 000 g pendant 20
minutes a 4°C. Le culot résultant contient la fraction microsomale dans le tampon de

resuspension et est conserve a -80°C.

2.5 Solubilisation et purification de BCRP

Les protéines sont purifiées a ’aide du systtme AKTA-FPLC (GE Healthcare) et du
logiciel UNICORN 4.10 selon le protocole de Rosenberg et al. (61).

Les produits suivants sont utilisés : Tris (252859, Sigma), chlorure de sodium (793566,
Sigma), glycérol (BP229, Fisher), imidazole (792527, Sigma), 2-mercaptoéthanol (M3148,
Sigma), n-dodécyl-B-D-maltoside (16494, Cayman Chemical, DDM), HisTrap HP 5 mL (17-
5248-02, GE Healthcare), Sorvall TX-400 Swinging Bucket Rotor (75003181, Thermo Fisher

Scientific).

Les protéines sont solubilisées dans le tampon A (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NaCl,
30% glycérol, 20 mM imidazole, 1 mM 2-mercaptoéthanol, 10% (w/v) DDM + 2 pg/mL

leupeptine, aprotinine et pepstatin A, 1 pg/mL chymostatine, 1 mM pefabloc). La résine de
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sépharose haute performance de la colonne HisTrap HP est déja préchargée avec les ions de
nickel. La colonne a été traitée avec le tampon de lavage (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM
NacCl, 30% glycérol, 20 mM imidazole, 1 mM 2-mercaptoéthanol, 0,1% (w/v) DDM) et le
tampon d’¢€lution (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NacCl, 30% glycérol, 500 mM imidazole, 1
mM 2-mercaptoéthanol, 0,1% (w/v) DDM) contenant les inhibiteurs de protéases (2 pg/mL
leupeptine, aprotinine et pepstatine A, 1 pg/mL chymostatine, 1 mM pefabloc). BCRP purifié
est dialysé contre le tampon d’entreposage (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10% glycérol, 1 mM 2-
mercaptoethanol, 0,187 mg/mL DDM).

Les microsomes sont décongelés et centrifugés a 100 000 g pendant 30 minutes a 4°C.
Le culot est resuspendu dans le tampon A ou les protéines sont solubilisées pendant 30 minutes
a 4°C avec une légere agitation. Le mélange est centrifugé a 100 000 g pendant 30 minutes afin
d’¢liminer les protéines insolubles et le surnageant est collecté. Les protéines solubilisées sont
purifiées par chromatographie d’affinit¢ a 1’aide d’une colonne HisTrap HP de 5 mL et du
systtme AKTA-FPLC a4°C. Les protéines sont appliquées a la colonne a 1’aide d’une superloop
de 50 mL a une vitesse de 0,25 mL/min. Puis, la colonne est lavée avec le tampon de lavage a
une vitesse de 1 mL/min. BCRP est €¢lué avec 250 mM d’imidazole a une vitesse de 1 mL/min
et des fractions de 1 mL sont récupérées. Apres 1’¢lution, la colonne est lavée avec 500 mM
d’imidazole afin de détacher les protéines restantes liées a la résine. Les fractions contenant
BCRP sont dialysées contre le tampon d’entreposage et 1’échantillon de BCRP purifiée est

conservé a -80°C.

2.6 Analyse des échantillons

2.6.1 Quantification des protéines

Les protéines sont quantifiées a 1’aide du Pierce BCA Protein Assay Kit (23227, Thermo
Scientific) et du réactif de Bradford (B6916, Sigma) a ’aide du spectrophotomeétre pour
microplaque Safire (Tecan) et du logiciel Magellan 7.2.

Le dosage colorimétrique des protéines est basé sur le protocole du fournisseur. La

méthode de I’acide bicinchonique (BCA) est réalisée pour les échantillons de la culture
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cellulaire sur une plaque de 96 puits avec une lecture a 562 nm. La méthode de Bradford est
effectuée pour les échantillons de la purification sur des cuvettes de polystyréne (67.742,
Sarstedt) avec une lecture a 595 nm. L’albumine de sérum bovin (BSA) a 2 mg/mL est utilisée

comme standard.

2.6.2 SDS-PAGE et Western blot

Les protocoles de préparation des solutions et du montage d’un gel de polyacrylamide
pour le SDS-PAGE (¢électrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes) et du
transfert des protéines suivent ceux du fournisseur (Bio-Rad). Les protéines sont visualisées sur
gel et sur la membrane avec le ChemiDoc XRS+ System with Image Lab Software (1708265,
Bio-Rad).

Les échantillons protéiques sont préparés par I’ajout du Laemmli Sample Buffer 4x
(161-0747, Bio-Rad) a une concentration finale de 1x et du 2-mercapthoéthanol (M3148, Bio-
Rad). Les échantillons sont chauffés a 37°C pendant 30 minutes. Les produits suivants ont été
utilisés pour la préparation des gels : TGX Stain-Free FastCast Acrylamide kit 10% (161-0183,
Bio-Rad), ammonium persulfate (161-0700, Bio-Rad), tétraméthyléthylénediamine (161-0800,
Bio-Rad), Tris (252859, Sigma), SDS (190522, MP Biomedicals), glycine (G8890, Sigma) et le
marqueur de poids moléculaire Precision Plus Protein Unstained Protein Standard (161-0363,
Bio-Rad). Les protéines séparées sur le gel sont transférées sur une membrane de nitrocellulose
al’aide du Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kit, Nitrocellulose (170-4271, Bio-Rad) et du Trans-
Blot Turbo Transfer System (170-4150, Bio-Rad). Pour I’immunobuvardage, les produits
suivants sont utilisés : lait écrémé en poudre instantané (Carnation), TBS 10x (T5912, Sigma),
Tween-20 (BP337-100, Fisher), mouse anti-ABCG2/CD338 monoclonal antibody BXP-21
(NB100-2177, Novus Biologicals), Goat anti-mouse [gG(H+L) HRP (KP-074-1806, Mandel),
Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (RPN2232, GE Healthcare). Pour
le SDS-PAGE, le tampon de migration 1x est constitu¢ de 25 mM Tris, 192 mM glycine, 0,1%
SDS, pH 8,3. Les solutions pour le Western blot sont le TBS-T (TBS 1x, 0,1% Tween-20) et le
blotto (5% lait écrémé en poudre dans du TBS-T).
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Les protéines sont séparées par SDS-PAGE sur un gel de polyacrylamide de 10% et sont
transférées sur une membrane de nitrocellulose. Les sites de liaison sur la membrane sont
bloqués avec la solution de blotto pendant 1 heure a la température de la piece avec agitation.
BCRP est détecté par 1’anticorps monoclonal de souris anti-BCRP humaine (BXP-21) a 0,25
pg/mL (1:1000) ou la membrane est incubée pendant 16 heures a 4°C avec agitation. La
membrane est lavée 5 fois pendant 5 minutes avec la solution de TBS-T. L’anticorps primaire
est détecté par I’anticorps secondaire de chevre anti-souris conjugué a la peroxydase du raifort
(horseradish peroxidase, HRP) (a 1:10 000) ou la membrane est incubée pendant 1 heure a la
température de la piéce avec agitation. Puis, la membrane est lavée 5 fois pendant 5 minutes
avec la solution de TBS-T. Le signal pour BCRP est révél¢ par chimiluminescence selon les

instructions du fournisseur.
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Chapitre 3 — Résultats

3.1 Clonage de BCRP

Pour permettre I’expression d’ABCG2/BCRP dans la levure Pichia pastoris, le géne
recombinant doit étre cloné dans le vecteur pJ902-15. La stratégie de clonage consiste a utiliser
les sites EcoRI et Notl afin de réaliser un clonage directionnel, de placer le géne apres le
promoteur AOX1 et d’intégrer une étiquette de 10 histidines a I’extrémité C-terminale de la
protéine. La fusion du geéne avec 1’étiquette histidine permettra de purifier la protéine par
chromatographie d’affinité. Par ailleurs, la présence de 1’étiquette n’interfere pas avec ’activité
de la protéine (52, 61, 88). Des éléments régulateurs et fonctionnels doivent étre intégré en
amont et en aval du geéne de I’isoforme 1 de BCRP humaine (tableau 2). Pour faciliter I’initiation
de la traduction, une séquence Kozak pour P. pastoris est ajoutée juste avant le codon
d’initiation (75, 77). De plus, des nucléotides supplémentaires sont intégrés apres les sites de

restriction aux extrémités 5’ et 3’ afin d’augmenter 1’efficacité de la traduction (77, 89).

Le plasmide pCMV6-XL5 a servi de matrice pour modifier le géne de 1’isoforme 1
d’ABCGQG2. Celui-ci a été¢ modifié par PCR ou les sites de clonage EcoRI (extrémité 5°) et Notl
(extrémité 3°), la séquence Kozak pour P. pastoris (extrémité 5°), des nucléotides
supplémentaires apres les sites de restriction (extrémités 5° et 3’) et I’étiquette décahistidine
(extrémité 3°) ont ét¢€ ajoutés. L’ insert résultant est de 2046 pb et a ét€¢ migré et purifi¢ sur gel

(figure 16).
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Figure 16. Amplification et modification du geéne de I’isoforme 1 de BCRP par PCR

La PCR est réalisée a 1’aide des amorces du tableau 2. L’ADN a été migré sur un gel d’agarose
1% et visualisé aux UV. La position de I’insert est indiquée par la fléche.

Le vecteur pJ902-15 est linéarisé par les enzymes de restriction EcoRI et Notl pour
libérer les sites de clonage. Le produit de digestion est migré et purifi¢ sur gel. Les fragments
de I’insert et le vecteur sont reliés par I’ADN ligase pour obtenir le vecteur recombinant
circularisé pJ902-ABCG2i-His;o. Celui-ci est transformé dans la bactérie hote E. coli et les
clones ont été sélectionnés grace a la zéocine. Cing colonies sont cultivées, puis I’ADN
plasmidique est isolé des cellules. La présence de 1’insert est confirmée par la digestion du
vecteur par les enzymes de restriction EcoRI et Notl (figure 17). Pour vérifier I’intégrit¢ de

I’ADN, le vecteur du clone 2 présenté a la figure 17 a été séquencé.
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Figure 17. Sélection d’un clone positif pour le vecteur recombinant pJ902-ABCG2-His)
chez E. coli

L’ADN plasmidique est isolé des cellules d’E. coli et digéré par les enzymes EcoRI et Notl.
L’ADN a été migré sur un gel d’agarose de 1% et visualisé aux UV. 1 : ADN du clone dont le
vecteur ne contient pas I’insert. 2 : ADN du clone possédant le vecteur et I’insert. La position de
I’insert digéré est indiquée par la fléche.
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La carte du vecteur recombinant pJ902-ABCG2i-His( est montrée a la figure 18. Le
gene recombinant BCRP-Hisj contient 1’étiquette 10 histidines en C-terminal. BCRP-His;( se
retrouve apres le promoteur AOX1 qui contrdlera I’expression de BCRP chez P. pastoris. Les
cellules E. coli et P. pastoris sont sélectionnées par 1’antibiotique zéocine par le géne de
résistance de Streptoalloteichus hindustanus ble (Sh ble). Le vecteur pJ902-ABCG2i-His;g est

utilisé pour la transformation de P. pastoris.
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Figure 18. Vecteur d’expression pour 1’isoforme 1 de BCRP chez Pichia pastoris pJ902-
ABCG2i-His

Les sites de restriction EcoRI et Notl et une étiquette décahistidine ont été ajoutés sur le géne de
BCRP par PCR. Le géne recombinant a été sous-cloné dans le vecteur d’expression pJ902-15. La
construction permet I’expression de BCRP chez P. pastoris sous le contréle du promoteur AOX1
inductible au méthanol.
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3.2 Expression de BCRP chez P. pastoris

Le vecteur pJ902-ABCG2i-Hisj a ét¢ linéarisé par I’enzyme de restriction Sacl. Les
cellules ¢lectrocompétentes sont transformées par ¢€lectroporation avec et sans le vecteur. Le
gene recombinant est intégré dans le génome de la levure par recombinaison homologue au
niveau du locus AOX1. Une sélection est effectuée par la zéocine dans le milieu solide YPDS
pour confirmer ’intégration génomique. Pour identifier le clone permettant un haut niveau
d’expression de BCRP-His, différents clones sont cultivés et induits dans 10 mL des milieux
liquides MGY et MM respectivement. L’expression de BCRP a ¢été analysée par
immunobuvardage (figure 19). Le contréle négatif d’expression représente les cellules
transformées avec le vecteur linéaris¢ pJ902-15 permettant I’expression de RudolphRFP (25
kDa) plutdét que BCRP. L’expression de RudolphRFP dans les cellules fait en sorte que les
cellules deviennent rougeatres. Il a été choisi comme contrdle négatif d’expression plutdt que le
vecteur vide, car il a I’avantage de permettre un suivi colorimétrique de la culture de P. pastoris
autant par fluorescence que par une simple observation a I’ceil. 11 fit aussi utilis¢é comme
controle positif de croissance, ce qui a permis d’optimiser les conditions de culture des cellules

pour ’expression de BCRP-His;.

Au temps 0, les cellules sont dans le milieu répressif contenant le glycérol (MGY) et les
cellules sont induites pendant 24 heures dans le milieu contenant le méthanol (MM). Un signal
non spécifique d’environ 75 kDa est détecté au temps 0, autant pour le clone du contrdle négatif
que pour les clones de BCRP. Aucun signal pour BCRP n’est détecté pour le controle négatif.
Par ailleurs, le monomére BCRP-Hisjy a un poids apparent de 65 kDa, comparativement a 72
kDa qui est retrouvé dans les cellules mammiferes (88). Le clone 3 est celui qui possede le plus

haut niveau d’expression de BCRP-His et a ét¢ utilisé pour la suite des expériences.
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Figure 19. Variation de I’expression de BCRP chez Pichia pastoris

Les protéines (20 pg) sont migrées par SDS-PAGE 10% et BCRP est détecté par Western blot a
l'aide de 1’anticorps monoclonal BXP-21. Les cellules sont cultivées dans 10 mL de milieu. Au
temps 0, les cellules sont dans le milieu répressif MGY. Les cellules sont induites au méthanol
pendant 24 heures. Le contrdle négatif (RFP) représente les cellules qui n'expriment pas BCRP.
La protéine recombinante BCRP-His;, apparait a 65 kDa. Un signal non spécifique (N.S.) est
présent a environ 75 kDa.

Le clone 3 présenté a la figure 19 a été utilisé pour évaluer le temps d’induction optimal
des cellules pour exprimer BCRP (figure 20). Les cellules ont été cultivées et induites dans 10
mL des milieux liquides MGY et MM. Au temps 0, les cellules sont dans le milieu répressif
MGY. Les protéines sont analysées apres 2, 6, 24 et 48 heures de culture dans le milieu MM.
0,5% de méthanol a été ajouté apres 24 heures d’induction. Un signal non spécifique d’environ
75 kDa est détecté au temps 0. Apres 48 heures d’induction, le niveau d’expression de BCRP
est plus bas que ce qui est observé aprés 24 heures. Ainsi, une induction de 24 heures est

optimale et ¢’est ce qui est réalisé dans 1 L de milieu MM pour la production de BCRP-His;.
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Figure 20. Induction de I’expression de BCRP chez Pichia pastoris

Les protéines (20 pg) sont migrées par SDS-PAGE 10% et BCRP est détecté par Western blot a
l'aide de 1’anticorps monoclonal BXP-21. Les cellules sont cultivées dans 10 mL de milieu. Au
temps 0, les cellules sont dans le milieu répressif MGY. Les cellules sont induites dans le milieu
MM avec 0,5% de méthanol pendant 48 heures. La protéine recombinante BCRP-His ;o apparait a
65 kDa. Un signal non spécifique (N.S.) est présent a environ 75 kDa.

3.3 Extraction des vésicules membranaires

Le clone 3 possédant le plus haut niveau d’expression de BCRP a été cultivé dans 1 L
des milieux de culture MGY et MM. Un culot cellulaire de 11,6 g a été récupéré aprés 24 heures
d’induction. Les cellules sont lysées par disruption mécanique au Freezer/Mill. BCRP étant une
protéine membranaire, c¢’est la fraction microsomale qui a été récupérée. Les microsomes sont
isolés par centrifugation différentielle (figure 21). Suite a la lyse, les cellules sont d’abord
centrifugées a 3 500 g a trois reprises pour ¢liminer les débris cellulaires. Comme observé a la
figure 21, les 3 surnageants récupérés contiennent toujours BCRP (puits 2 a 4). Les 3
surnageants ont ensuite ¢t¢ homogénéisés et ultracentrifugés a 100 000 g pendant 60 minutes
pour isoler le culot membranaire. Celui-ci a ¢té trait¢ sur un homogénéisateur rotatif et
ultracentrifugé pendant 60 minutes deux fois. Puis, la suspension ultracentrifugé pendant 20
minutes pour récupérer les microsomes (puits 8). Le signal pour BCRP au niveau du puit 8 est
peu satisfaisant a cause de la haute concentration de la protéine dans les microsomes. Enfin,

environ 25 mL de microsomes a une concentration proté¢ique de 6 mg/mL ont été isolées.
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Figure 21. Extraction des membranes contenant BCRP de Pichia pastoris
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Les protéines (20 pg) sont migrées par SDS-PAGE 10% et BCRP est détecté¢ par Western blot a
l'aide de I’anticorps monoclonal BXP-21. Les cellules sont cultivées dans 1 L de milieu. Elles ont
été induites pendant 24 heures avec 0,5% de méthanol puis lysées au Freezer/Mill. Les cellules
avant la lyse ont été visualisées (puit 1). Les débris cellulaires sont retirés par trois centrifugations
a 3 500 g pendant 15 minutes et les surnageants sont récupérés (puits 2-4). Les microsomes sont
obtenus par 3 ultracentrifugations a 100 000 g. Les débris se retrouvent dans le surnageant (puits
5-7) et le culot contenant les microsomes (puit 8) est récupéré. La protéine recombinante BCRP-
Hisoapparait a 65 kDa.

3.4 Solubilisation et purification de BCRP

Suite a I’isolation des microsomes, 75 mg de protéines sont solubilisés par le détergent
non ionique n-dodécyl-B-D-maltoside (DDM). La bicouche lipidique est détruite et les protéines
sont libérées sous forme de complexes protéine-détergent-lipide. 10 mL d’échantillon sont
purifiés par chromatographie d’affinité au nickel ou I’étiquette de 10 histidines en C-terminale

de BCRP est exploitée (figure 22).

L’¢échantillon de protéines solubilisées est appliqué dans la colonne a faible vitesse. Le
passage du tampon de lavage permet d’enlever les protéines non liées a la colonne (pic 1).
L’¢lution a 250 mM d’imidazole produit un pic unique sur le chromatogramme (pic 3), mais il
ne permet que de purifier partiellement 1’échantillon (figure 22a). Comme montré a la figure
22b, le patron de migration des protéines est différent dans le puit des microsomes et le puit 3
de I’¢élution ou moins de protéines sont présentes. BCRP n’est pas visible sur le gel, mais son
signal est détecté par Western blot (figure 22c¢). Durant les lavages (pics 2 et 4), aucune protéine

n’a été détectée. D’ailleurs, 1’aspect du gel et de la membrane au niveau du puit 1 est peu
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satisfaisant contenu de 1’énorme quantité¢ de protéines dans 1’échantillon du flowthrough. Il
semble que les protéines dans le flowthrough se soient dissipées dans le gel de polyacrylamide
a cause de la chaleur générée par 1’¢électrophorese. Ainsi, I’¢lution a 250 mM d’imidazole de la
colonne a permis de libérer BCRP et d’autres protéines ayant la méme affinité pour les ions de

nickel.
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Figure 22. Purification de BCRP par chromatographie d’affinité au nickel

Les microsomes ont été solubilisés par 10% (w/v) de DDM. L’échantillon de microsomes est
purifié par la colonne HisTrap HP 5 mL a ’aide du systtme AKTA-FPLC. A. Chromatogramme
obtenu durant la purification par la FPLC. La courbe en bleu représente 1’absorbance a 280 nm et
le tracé en vert indique le gradient d’imidazole. B. Les fractions protéiques (36 pL) sont migrées
par SDS-PAGE 10% et les protéines sont révélées par la technologie stain-free. C. Les protéines
(100 pL) sont migrées par SDS-PAGE 10% et BCRP est détecté par Western blot a l'aide de
I’anticorps monoclonal BXP-21. Les fractions analysées sont indiquées sur le chromatogramme.
1 : flowthrough, 2 : lavage avec 20 mM d’imidazole, 3 : ¢lution avec 250 mM d’imidazole, 4 :
lavage avec 500 mM d’imidazole. La protéine recombinante BCRP-His, apparait a 65 kDa.

52



Chapitre 4 — Discussion

4.1 Clonage de BCRP

En premier lieu, les procédures du clonage ont dii étre optimisées avant de générer le
vecteur pJ902-ABCG?2i-Hisjo. En effet, un premier vecteur donneur, pSIN4-EF2-ABCG2-
IRES-Neo, a ét¢ obtenu d’un fournisseur commercial afin d’utiliser le géne de I’isoforme 1
d’ABCG2 comme matrice pour la PCR. Cependant, aprés plusieurs réactions non concluantes,
le géne a été séquencé. Le séquengage a permis de constater que I’ADN regu n’était pas le bon :
I’extrémité 3’ ne correspondait pas a celui de I’isoforme 1, mais correspondait plutot a celui de
I’isoforme 2 de la protéine. De plus, deux mutations ont été retrouvées sur le géne, C421A et
G1169T. La mutation C421A sur le géne meéne a un changement d’acide aminé de la glycine a
la lysine (Q141K). Ce SNP est grandement répertori¢ dans la littérature et est li¢ a la réduction
des niveaux d’ABCGQG2 in vitro et in vivo, car la protéine exprimée se retrouve avec un repliement
aberrant et est dégradée par le systéme ERAD (section 1.6.1) (53). Le transport des médicaments
et de I’activit¢ ATPase se retrouvent alors réduits (90). Dans le cadre de ce projet, BCRP doit
étre exprimée en grande quantité et étre fonctionnelle. Donc, une mutagénese dirigée a été
réalisé afin de corriger la mutation C421A sur I’isoforme 2 du geéne. Toutefois, la mise au point
de P. pastoris comme systéme d’expression a été établie pour I’isoforme 1, puisqu’elle est la

seule qui est caractérisée dans la littérature.

Le vecteur pJ902-ABCG2i-His) a ét¢ généré par un clonage moléculaire. Des éléments
régulateurs et fonctionnels ont été ajoutés par PCR sur le géne humain de I’isoforme 1 de BCRP
(tableau 2). Pour faciliter I’initiation de la traduction, une séquence Kozak pour P. pastoris est
ajoutée en amont du codon d’initiation (75, 77). Des nucléotides supplémentaires sont aussi
intégrés apres les sites de restriction afin d’augmenter 1’efficacité de la traduction en stabilisant
I’ ARN messager (ARNm) (77, 89). La fusion du géne avec 1’étiquette histidine a 1’extrémité C-
terminale permet de purifier la protéine par chromatographie d’affinité. Par ailleurs, la présence
de I’étiquette n’interfére pas avec ’activité de la protéine (52, 61, 88). La construction présentée

a la figure 16 permet I’expression du gene humain de I’isoforme 1 de BCRP fusionné a une



étiquette de 10 histidines chez la levure Pichia pastoris sous le controle du promoteur AOXI.
Cette levure a émergé comme étant un systeme d’expression de choix pour les protéines
membranaires. C’est un microorganisme eucaryote capable d’effectuer les modifications post-
traductionnelles incluant I’isomérisation disulfure, la phosphorylation, 1’acétylation N-
terminale et la glycosylation qui sont souvent essentielles pour ’activité et la stabilité des
protéines (76). De plus, P. pastoris a I’avantage de croitre a de haute densité cellulaire, possede
un temps de génération court (2 heures) et nécessite des manipulations simples comme pour les

cellules bactériennes (76).

4.2 Expression de BCRP chez P. pastoris

D’autre part, la séquence du vecteur pJ902-ABCG2i-His;y a di étre optimisée pour
permettre I’expression de BCRP chez P. pastoris. En fait, de premiers essais d’expression de
BCRP n’ont pas été concluants apres des analyses par immunobuvardage. Sachant que la levure
est en mesure d’exprimer RudolphRFP apres 1’induction par le méthanol, I’aspect génétique a
été exploré. La séquence des deux amorces d’ABCG2 a ainsi été révisée afin d’intégrer de
courtes séquences nucléotidiques qui flanquent le géne. Elles ont été ajoutées apres le site de
restriction EcoRI en 5°, notamment la séquence Kozak pour P. pastoris, et avant le site de
restriction Notl en 3’. Il semble que ces ¢éléments soient responsables de la stabilisation de

I’ARNm, ce qui facilite sa traduction par les ribosomes (77, 89).

Pour le vecteur pJ902-ABCG2i-Hisjg, le promoteur AOXI1 dirige 1’expression
hétérologue de BCRP-His o chez P. pastoris. La cassette d’expression pour BCRP-His; est
similaire a celle présentée a la figure 13. La levure P. pastoris n’est pas un systeéme de
surexpression aux mémes termes qu’E. coli, mais plutdt un systéeme de production a haute
densité cellulaire (67, 77). Ainsi, une protéine hétérologue exprimée n’est pas nécessairement
toujours visible sur un gel de polyacrylamide coloré au bleu de Coomassie, ou avec la
technologie stain-free (67). C’est ce qui est observé pour BCRP-His)o ou seule la détection par
immunobuvardage permet de confirmer la présence de BCRP dans les extraits cellulaires, et ce
méme apres sa purification. Par contre, dans la littérature, BCRP est visible sur gel, que ce soit

lorsque la protéine est exprimée chez la levure ou dans les cellules Sf9. Il se peut que la
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concentration de BCRP-His soit trop élevée et que la protéine soit restée coincée dans les puits.
Sinon, une coloration au nitrate d’argent peut étre envisagée puisqu’elle est plus sensible que le

bleu de Coomassie (91).

Par ailleurs, BCRP-His;o a un poids apparent de 65 kDa, comparativement a 72 kDa qui
est retrouvé dans les cellules mammiféres pour un monomére de BCRP (88). Le poids
moléculaire de 65 kDa observé pour un monomere de BCRP-His( dans les figures 19 a 22 est
consistant avec le poids moléculaire retrouvé dans d’autres publications ou BCRP a été
fusionnée a une étiquette décahistidine et exprimée chez P. pastoris (61, 88). Ceci s’explique
par la sous-glycosylation de BCRP lorsque exprimée chez P. pastoris. 1l a été démontré que P.
pastoris génére des chaines d’oligosaccharides plus courts et plus authentiques sur les protéines
que ce qui est retrouvé chez Saccharomyces cerevisiae (76). La protéine demeure toutefois

fonctionnelle et suggere que la glycosylation n’est pas essentielle pour 1’activité de BCRP (88).

Suite a la transformation, il est nécessaire de cribler I’expression de la protéine dans les
clones obtenus (68, 73, 92). En effet, les cellules peuvent avoir des niveaux variables
d’expression, comme observé a la figure 19. Durant ’insertion de la casette d’expression dans
le génome, il y a notamment la possibilité¢ d’une insertion multiple qui a 1 a 10% de chance de
se dérouler spontanément (67, 68, 75). Plusieurs copies de la cassette d’expression peuvent étre
intégrées, majoritairement de fagon téte-a-queue, ce qui augmente potentiellement le niveau
d’expression (67, 77, 92, 93). Un premier criblage sur le milieu sélectif a la zéocine permet de
confirmer I’intégration génomique de la cassette d’expression. Puis, un second criblage est
effectué pour trouver le clone exprimant le plus haut niveau de la protéine recombinante. Le
clone 3 présenté a la figure 19 est le clone possédant le plus haut niveau d’expression de BCRP-

Hisjo et a donc été utilisé dans les expériences subséquentes.

Le temps d’induction a été évalué pour I’expression de BCRP-His;. Cette variable est
importante pour I’optimisation de la production des protéines membranaires chez P. pastoris
(71). Des temps d’induction allant de 18 heures pour le récepteur A2a de I'adénosine a 60 heures
pour le récepteur muscarinique M2 ont ¢été répertoriés (71). Comme montré a la figure 20,
I’expression de BCRP-His;y semble optimale dés 6 heures d’induction avec le méthanol. Par
ailleurs, dans I’article de Rosenberg et al. (61), I’induction de I’expression de BCRP a dur¢ 72

heures. Apres 48 heures, le niveau d’expression est beaucoup plus bas que ce qui est visible a
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24 heures. Le profil est similaire pour les protéines observées sur gel (résultat non montré). Ceci
suggere que I’expression de BCRP-His)( affecte négativement la croissance cellulaire de la
levure (72). Dans le cadre de ce projet, les cellules sont récupérées aprés une induction de 24

heures plutot que 6 heures afin de récupérer une plus grande biomasse cellulaire.

La surexpression d’une protéine exogene affecte certains parametres de croissance
cellulaire (température, disponibilité de 1’oxygene) en plus de causer un stress cellulaire (94).
La production peut aussi étre limitée par des facteurs de la transcription et de la traduction qui
vont réduire la croissance cellulaire (95). Il semble que 1’abondance de transcrit de la protéine
recombinante est en compétition pour un nombre limité de ribosomes qui autrement traduiraient
des protéines endogenes (95). Plusieurs stratégies ont ét€ mises en place afin d’optimiser la
production hétérologue des protéines humaines chez P. pastoris. La température durant la phase
d’induction affecte la production des protéines ou une température plus basse que 30°C stabilise
la membrane cellulaire et réduit la sécrétion de protéases (78, 95). Puisque la structure de la
protéine est critique pour sa localisation et sa fonction, la coexpression de chaperons,
I’utilisation d’une souche déficiente en protéases et 1’utilisation d’une souche produisant du
cholestérol sont des approches maintenant établies pour faciliter la synthése de protéines

recombinantes (77).

Des signaux supplémentaires sont visibles lors de la détection de BCRP par
immunobuvardage dans les figures 19 et 20. Pour les signaux a 250 et 130 kDa retrouvés apres
I’induction, ils peuvent représenter la conformation homodimérique et tétramérique de BCRP
respectivement. Malgré I’analyse des protéines par SDS-PAGE dans des conditions réductrices,
1’état oligoméris¢ de BCRP-His;( peut étre conserve (52). Les signaux qui sont plus bas que 65
kDa peuvent étre les produits de dégradation de BCRP. Quant au signal a 75 kDa retrouvé
lorsque les cellules sont dans le milieu répressif (figures 19 et 20), il est retrouvé autant pour les
cellules du contrdle négatif que pour les cellules exprimant BCRP-His. Il pourrait représenter

une protéine endogeéne capable de réagir avec I’anticorps BXP-21.
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4.3 Extraction des vésicules membranaires

Dans le but de caractériser BCRP-His,, I’isolation de la membrane est nécessaire. 1l est
difficile d’évaluer son activité dans les cellules en culture et son activité peut étre masquée par

une variété de protéines transmembranaires présentes a la surface de la cellule.

Suite a la production de BCRP-His o dans P. pastoris, les cellules sont récupérées puis
lysées par disruption mécanique. La paroi cellulaire des levures est composée de deux couches
de B-glucanes et est reconnue pour sa rigidité (96, 97). Le Freezer/Mill permet d’effectuer une
pulvérisation cryogénique des cellules pour homogénéiser efficacement la suspension cellulaire

dans des conditions bloquant les processus biologiques (98).

Comme montré¢ a la figure 21, 1’homogénat est fractionné par centrifugation
différentielle afin d’extraire la fraction microsomale contenant BCRP-His;y. Les trois
centrifugations a 3 500 g permettent de s€édimenter les débris cellulaires comme les cellules non-
lysées et le noyau (99). Les trois surnageants récupérés contiennent bien BCRP-His et ils ont
été ultracentrifugés une premiere fois a 100 000 g. Les mitochondries, les lysosomes, les
peroxysomes, les fragments de membrane plasmique et de réticulum endoplasmique se
retrouvent dans le culot (99). Puis, en traitant deux fois le culot avec ’homogénéisateur rotatif
suivi de I'ultracentrifugation, les vésicules et les microsomes sont récupérés et BCRP-His est

bien présent dans ce culot.

Les membranes isolées de P. pastoris a ce stade ne permettent pas d’évaluer
efficacement ’activit¢ ATPase de BCRP-Hiso. Plusieurs protéines transmembranaires ATP-
dépendantes sont présentes sur la membrane plasmique (Pmal, Pmrl) qui pourraient interférer
avec les tests. Les levures possedent notamment un réseau pléiotropique de résistance aux
médicaments (pleiotropic drug resistance, Pdr) équivalent au phénoméne MDR chez les
humains (72, 100, 101). Ainsi, les cellules développent un phénotype ou elles deviennent
résistantes a une large gamme de médicaments structurellement différents. Des protéines
d’efflux reliées aux transporteurs ABC sont exprimées, par exemple Pdr5, Pdr15 et Sng2 chez
S. cerevisiae, et ont donc le potentiel d’avoir des substrats semblables a BCRP. Ainsi, il est
nécessaire de solubiliser et purifier BCRP-His;y pour évaluer spécifiquement son activité

ATPase.
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4.4 Solubilisation et purification de BCRP

La solubilisation des membranes est une étape critique dans 1’extraction d’une protéine
d’intérét dans sa forme active. Les protéines membranaires ne sont pas généralement solubles
en solution aqueuse et doivent étre complexées avec un détergent (102). Le processus est délicat
dans la mesure ou la membrane lipidique doit étre déstabilisée et les protéines se retrouvent
encapsulées dans les micelles mimant I’environnement lipidique de la membrane. Les
détergents non ioniques sont considérés comme des détergents doux et relativement non
dénaturants, comparativement aux détergents ioniques (37, 102). Ils sont en mesure de briser
les interactions lipide-lipide et lipide-protéine tout en conservant les interactions protéine-
protéine (37, 102). Ainsi, la conformation native de la protéine n’est pas affectée et la protéine
reste biologiquement active. Un parametre important a considérer durant les processus de
solubilisation est la CMC du détergent. A cette concentration, le détergent commence a
s’associer avec les surfaces hydrophobes de la protéine et forme des complexes protéine-
détergent soluble dans les solutions aqueuses (102). Une concentration trop élevée de détergent
peut affecter 1’activité de la protéine, alors qu’une concentration trop faible peut résulter a une
faible solubilisation et a un échantillon hétérogene (102). L utilisation d’une haute concentration
de détergent est nécessaire pour retirer la majorit¢ des contacts lipide-protéine, mais une
délipidation compléte n’est pas optimale, car cela peut aussi €liminer certaines associations qui

sont essentielles pour la structure, la stabilité et la fonction de la protéine (102).

Dans le cadre de cette étude, c’est le détergent non-ionique n-dodécyl-B-D-maltoside qui
a été utilisé. Il est grandement employé pour la solubilisation des protéines membranaires grace
a sa capacité de conserver les propriétés fonctionnelles des protéines (37). Les microsomes ont
¢été solubilisés avec 10% (w/v) de DDM puis le mélange est ultracentrifugé pour séparer la
fraction insoluble de la fraction soluble. Dans la littérature, c’est une concentration de 1% (w/v)
qui est normalement utilisée. Toutefois, compte tenu de la grande densité¢ cellulaire, la
solubilisation n’a pas été efficace, car BCRP-His) se retrouvait majoritairement dans la fraction

insoluble (résultat non montré).

Dans le but d’isoler BCRP-His( des autres protéines, une approche chromatographique

a été réalisée. La chromatographie liquide par un systtme AKTA-FPLC (fast protein liquid
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chromatography) permet la purification, ’analyse et le fractionnement simultanés de
I’échantillon (figure 22). Le systéme contient des pompes, un détecteur a UV et un collecteur

de fractions automatisé qui facilite le processus (67).

La chromatographie d’affinité utilise I’interaction entre les macromolécules et un ligand
particulier (102). L’étiquette de 10 histidines fusionnée a I’extrémité C-terminale de BCRP est
exploitée par la chromatographie d’affinité au nickel. La purification est basée sur la haute
affinité des ions de nickel chélatés pour les groupements imidazole des résidus histidine. Des
liens de coordination sont formés entre un ion de nickel et deux atomes de nitrogéne de deux

groupements imidazole (103).

Pour la colonne HisTrap HP, la résine de sépharose est préalablement préchargée avec
les ions de nickel par le fabricant. Les tampons utilisés pour la purification contiennent 0,1%
(w/v) du détergent DDM pour éviter I’agrégation des protéines et 30% (v/v) de glycérol pour
maintenir la conformation active de BCRP-His;. Les protéines qui n’ont pas d’affinité pour le

nickel traversent la colonne en méme temps que le tampon de lavage.

Par ailleurs, un premier essai de purification a été effectué par un gradient d’imidazole
allant de 20 a 500 mM pour trouver la concentration optimale capable de détacher
spécifiquement BCRP-His; de la résine. Toutefois, les résultats n’ont pas été concluants, car
les microsomes avaient été initialement solubilisés avec 1% (w/v) de DDM. A cette
concentration de détergent, une grande partie BCRP-His)o s’est retrouvée dans la fraction

insoluble et aucun pic d’élution sur le chromatogramme n’a pu étre noté.

Comme observé sur le chromatogramme de la figure 22a, il y a un fort signal
d’absorbance a 280 nm au premier pic sur le chromatogramme (région 1). En appliquant
seulement le tampon de lavage contenant 20 mM d’imidazole dans la colonne, la courbe des UV
redescend a 0 (région 2) et aucun signal protéique n’est visible sur gel (figure 22b, puit 2). [I n’y
a pas de signal pour BCRP par immunobuvardage (figure 22¢) ce qui confirme que BCRP-His)

est restée attachée a la résine.

Pour I’¢lution, un tampon contenant 250 mM d’imidazole, contrairement a 200 mM dans
I’article de Rosenberg et al. (61), est utilisé pour déplacer ce qui est li¢ a la résine dans la phase

mobile. Le second pic du chromatogramme (région 3) permet d’affirmer que des protéines se
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sont détachées de la résine. Cependant, apres I’analyse des échantillons par SDS-PAGE (figure
22b, puit 3), BCRP-Hisj n’est pas visible et des signaux pour d’autres protéines sont présents
dans 1’¢luat. La présence de BCRP-His; est tout de méme confirmée par immunobuvardage
comme observée a la figure 21c. En traitant la colonne avec 500 mM d’imidazole, aucune
protéine n’est visible et le signal aux UV correspond a 1’absorbance de 1’imidazole (région 4).
Ainsi, une purification partielle de BCRP-His( a pu étre réalisée. La coélution de BCRP-His)
avec d’autres protéines peut provenir du fait qu’elles ont de I’affinité pour la résine. Il est
possible aussi que les signaux protéiques observés sur gel soient des produits de dégradation
protéolytique de BCRP. Par ailleurs, le profil de migration des protéines entre le matériel
d’origine (figure 22b, puit 1) et I’¢luat (figure 22b, puit 3) est différent, ou la majorité¢ des

protéines se sont retrouvées dans le flowthrough.

Dans cette étude, BCRP-His;p a été partiellement purifié. Bien que le pic 3 du
chromatogramme de la figure 22a soit bien isolé, il semble que BCRP-His;y ait coélu¢ avec
d’autres protéines de la levure ou qu’il ait été dégradé. Dans 1’é¢tude de Rosenberg et al., les
auteurs affirment avoir purifi¢ BCRP a 90% par une seule chromatographie (61). Cependant,
leur rendement de 200 pg est faible. Les résultats n’ont pas pu étre reproduits, car bien que les
méthodes aient été suivies, le matériel tel que la souche de P. pastoris, le vecteur d’expression
et le traitement de la colonne Ni*"-NTA sont différents. Dans le cas de I’étude de Telbisz ef al.
ot BCRP est exprimée dans les cellules Sf9, une seule purification sur la résine Ni*-NTA est
suffisante pour I’isoler (52). Par contre, dans I’étude de Jacobs et al., d’autres techniques
chromatographiques sont nécessaires lorsque BCRP est exprimée chez S. cerevisiae (72). Dans
le cadre de ce travail, un rendement dans 1’ordre du milligramme de protéine hautement purifié
est recherché. Donc, I’utilisation d’au moins deux techniques chromatographiques seraient

nécessaires afin de raffiner I’échantillon de BCRP-Hisy.
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4.5 Résumé

Enfin, le vecteur pJ902-ABCG2i-Hisjo a été généré pour 1’expression du géne humain
de I’isoforme 1 de BCRP dans la levure méthylotrophe P. pastoris. Le géne recombinant a été
cloné¢ et BCRP-His) a été produit dans la levure apres I’induction du promoteur AOX1 par le
méthanol pendant 24 heures. Les cellules ont été lysées a 1’aide du Freezer/Mill et les
membranes ont été isolées par centrifugation différentielle. Les protéines ont ét¢ solubilisées
par le détergent non ionique DDM. A partir d’une culture de 1 L, environ 125 mg de BCRP-
Hiso partiellement purifié¢ a pu étre obtenu par chromatographie d’affinité au nickel a I’aide du

systtme AKTA-FPLC.

Chapitre 5 — Conclusion et perspectives

Les expériences réalisées dans cette étude ne permettent pas de répondre a I’hypothése.
Il n’est pas possible de conclure que les protéoliposomes permettront de faciliter la distinction
de ’activité et des mécanismes de transport des protéines membranaires. Par contre, les résultats
obtenus permettront de faciliter la progression du projet pour I’élaboration d’un nouveau modéle
de perméabilité in vitro par la reconstitution de transporteurs membranaires recombinants dans

des liposomes.

Les objectifs ont été atteints dans la mesure ou ce travail a permis de mettre au point
dans notre laboratoire un systéme d’expression d’un transporteur connu. Le vecteur pJ902-
ABCG2i-Hisjg a été généré et un systeéme d’expression pour la production de I’isoforme 1 de
BCRP humaine a été établi chez la levure Pichia pastoris. Les conditions de transformation, de
culture et d’induction et de la lyse de P. pastoris basées sur les procédures décrites dans I’article

de Rosenberg et al. (61) ont pu étre développées dans le laboratoire.

L’expression BCRP-His|y a permis de générer une grande biomasse grace a 1 L de
culture. La phase d’induction est relativement rapide, car 24 heures d’incubation sont
nécessaires, contrairement aux 72 heures nécessaires dans I’étude de Rosenberg et al. (61)
L’utilisation du Freezer/Mill est une méthode de choix pour la lyse des levures. Le plus grand

avantage est que les variations de températures sont ¢évitées comparativement a
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I’homogénéisateur a haute pression. La fraction membranaire a ét¢€ isolée par centrifugation et
les protéines ont été solubilisées a I’aide du détergent DDM. L’étape de solubilisation doit étre
optimis¢ afin de répondre a la grande quantité de protéines présente. BCRP-His;y a pu étre
partiellement purifiée par chromatographie d’affinité au nickel par le systtme AKTA-FPLC. Le
processus de purification devra €tre optimisé pour avoir des échantillons de BCRP avec un

meilleur rendement de pureté tout en isolant une grande quantité de protéine.

Pour confirmer I’identité des protéines présentes sur le gel de la figure 22b, il serait
intéressant d’analyser I’éluat par spectrométrie de masse. Si des produits de dégradation de
BCRP sont retrouvés, il faudrait augmenter la concentration des inhibiteurs de protéases. Afin
de trouver la concentration d’imidazole idéale pour 1’¢lution spécifique de BCRP-Hisy, il aurait
été nécessaire d’effectuer un gradient d’imidazole dans des concentrations entre 20 et 250 mM.
De plus, d’autres stratégies incluent ’utilisation de concentration de NaCl plus élevée pour
détruire les interactions ioniques protéine-protéine et I’¢lution dans des conditions dénaturantes
par I'utilisation d’urée pour que 1’étiquette histidine ne soient pas cachée par la structure
tridimensionnelle de la protéine (104). Pour améliorer la pureté, une chromatographie par
filtration sur gel ou une chromatographie échangeuse d’anion devrait étre ajoutée a la procédure

de chromatographie d’affinité.

Il est possible d’augmenter la capacité de production de BCRP-His;o chez P. pastoris en
optant pour la fermentation. La levure a le potentiel d’atteindre de hautes densités cellulaires
dans un fermenteur, ce qui peut mener a un meilleur rendement protéique. Des cultures allant
de 10 a 100 L sont possibles. Par contre, plusieurs parametres doivent étre surveillés durant la
production de la biomasse et I’induction de 1’expression d’une protéine hétérologue, par

exemple : la température, le pH, 1’aération et le niveau d’oxygene dissout (105).

La caractérisation de BCRP-His;g n’a pas pu étre faite dans le cadre de ce travail. La
mesure de I’activit¢ ATPase de BCRP-His)( purifi¢ sera basée sur le test colorimétrique de la
malachite green ou la libération de phosphate inorganique est quantifiée par absorbance a 610
nm. L’essai sera fait en présence de différentes concentrations de médicaments pour stimuler
I’activité de la protéine ou avec 1 mM de vanadate pour inhiber 1’activité. Les substrats utilisés
dans la littérature pour caractériser BCRP comprennent la prazosine, la sulfasalazine, la

quercétine, la progestérone ou I’estrone-3-sulfate.
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Apres la purification, BCRP-His; sera reconstitué¢ dans un environnement lipidique afin
d’obtenir des résultats d’activité biologiquement plus significatifs. Des protéoliposomes seront
produits pour évaluer I’activit¢ ATPase de BCRP-His)o, mais aussi pour évaluer sa capacité de
transport de substrat sans présence d’interférences moléculaires. La présence d’une membrane
lipidique influence directement 1’activité du transporteur. La composition des lipides est aussi
importante pour la stimulation de 1’activité et du transport des substrats. Il a ét¢ démontré que
la présence de cholestérol et autres stérols membranaires est importante pour la fonction de
BCRP (52). Ainsi, il sera important de considérer ces cofacteurs lors de la reconstitution dans
les liposomes. Des liposomes consistants de 0,5 mg/mL d’extrait de lipides d’E. coli et 0,11
mg/mL (30 mol%) de cholestérol ont été produits (52). BCRP a déja été ¢tudié¢ dans des
liposomes, mais le but du projet sera de I’utiliser comme outil de criblage. L’ utilisation de
protéoliposomes comme nouveau modele permettra de prédire la biodisponibilité des
médicaments. Les interactions entre un médicament et un transporteur, de méme que 1’apport
de cofacteurs dans la translocation d’un substrat vont pouvoir étre étudiés de facon spécifique.
La création d’une librairie de protéoliposomes facilitera la compréhension des mécanismes

structuraux et fonctionnels du transport des médicaments dans les cellules.

Dans un autre ordre d’idée, BCRP existe en deux isoformes, ou 1’isoforme 2 possede
une extrémité 3’ plus courte et distincte, comparée a 1’isoforme 1. La variation de longueur du
gene fait en sorte que 1’isoforme 2 ne posseéde pas le sixiéme domaine transmembranaire. Il
serait intéressant de caractériser I’isoforme 2, car il n’y a pas d’information dans la littérature
concernant cet isoforme spécifiquement. L’ incorporation des deux isoformes de BCRP dans des
liposomes pourrait faciliter la distinction dans leur activité et dans le transport de leurs substrats.
L’isoforme 2 pourrait étre produit en utilisant le méme protocole que 1’isoforme 1. Le vecteur

pJ902-ABCG2ii-His;o a déja été généré pour 1’expression dans Pichia pastoris (figure 23).
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Figure 23. Vecteur pJ902-ABCG2ii-His o pour ’expression de I’isoforme 2 de BCRP
chez Pichia pastoris.

Les sites de restriction EcoRI et Notl et une étiquette décahistidine ont été ajoutés sur le géne de
BCRP par PCR. Le géne recombinant a été sous-cloné dans le vecteur d’expression pJ902-15. La
construction permet 1’expression de 1’isoforme 2 de BCRP chez P. pastoris sous le controle du
promoteur AOX1 inductible au méthanol.

Somme toute, les résultats obtenus dans cette partie du projet ont permis de mettre au
point les paramétres pour la production de I’isoforme 1 de BCRP-His;o dans la levure P.
pastoris. Ces données permettront l’avancement des travaux pour [’utilisation des
protéoliposomes comme nouveau modele de la perméabilité. Les perspectives proposées
devraient permettre d’augmenter le rendement de production et de purification d’un transporteur

membranaire exprimé chez Pichia pastoris.
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