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ANNEXE



INTRODUCTION



Le cancer constitue un probléeme majeur de santigpeldans le monde. La survenue
dans un organisme d'une tumeur cancéreuse estliBEmergence d’'un clone cellulaire
échappant aux mécanismes qui régissent la prdidéar@t homeostasie tissulaire. C'est a
cause de sa capacité a se reproduire d’'une faganchaque (phénomeéne appelé : perte de
l'inhibition de contact) et son pouvoir de colomiggnétastase) des territoires tissulaires
normalement réservés a d'autres catégories cedlslague les cellules cancéreuses se
disséminent dans l'organisme et aboutissent &iatiion des fonctions de certains organes.
Ce déseéquilibre cellulaire qui caractérise lesutedl cancéreuses est issu d’une altération
majeure de l'information génétique, transmissibles ldes divisions cellulaires successives.

Face a cette pathologie, les médecins ont a lepodition trois types de traitement:
la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérafiette derniere consiste en l'utilisation de
médicaments qui interférent avec le métabolismkllegle. Elle occupe désormais une place
centrale dans le traitement des cancers puisquétlait le volume de la masse tumorale
primaire et élimine les cellules circulantes (lendues) et métastatiques. Cependant la
capacité des cellules cancéreuses a survivre &fiéxethits traitements chimio-thérapeutiques
est un probléeme majeur qui limite l'efficacité dette stratégie thérapeutique. En effet,
plusieurs chercheurs ont rapporté une résistanttgptaaux différents agents anticancéreux :
résistance pléiotropique ou multidrug-resistanc®l

L’'un des mécanismes responsable de cette résiskdbDée implique une diminution
de l'accumulation intracellulaire des médicamemniscancéreux et laugmentation de leur
transport vers le milieu extracellulaire, gracerg damille de protéines transmembranaires
ABC (ATP binding cassette). La mieux caractériseees protéines est la P-glycoprotéine ou
Pgp (170 kDa), qui agit comme une pompe ATP-dépeted et assure I'expulsion
extracellulaire de molécules de natures trés digers(ex: anthracyclines et

épipodophylotoxines). La Multidrug Resistance agsged Protein 1 (MRP1, 190 kDa) et la
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Breast Cancer Resistance Protein (BCRP), 70 kDu,d&s protéines de la méme famille de
la Pgp, également impliquées dans de ce type dstadése. Actuellement, 'étude de ce
phénotype de résistance MDR et sa réversion coestitun enjeu majeur en cancerologie.
Dans ce cadre, nous avons étudié I'implication el& mrotéines transmembranaires dans la
résistance a deux molécules, I'étoposide et la xaittrone, trés couramment utilisées
aujourd’hui en chimiothérapie.

L’étoposide est un inhibiteur de la topoisomérdsél kst utilisé dans le traitement
d’'un certain nombre de cancers et particuliereneegaincer du poumon a petites cellules.
Un phénotype de résistance de type MDR a cettecmieléa été rapporté par plusieurs
études. Les transporteurs ABC, notamment la Pgla éiRP1, semblent jouer un rble
important dans cette résistance, alors que ledélda BCRP humaine dans la résistance
MDR et le transport de I'étoposide ne sont pas endoen étudiés. L'étude d’Allen et
collaborateurs a pu mettre en évidene une suresiprede la Becrpl dans un modéle murin
sélectionnén vitro a I'étoposide (Alleret al., 2003). Cependant ce modele cellulaire peut
aussi mettre en jeu d’autres mécanismes de résistBrautre part, des études récentes ont
montré que la mutation de la BCRP au niveau dedéaaminé 482 induit une modification
au niveau de la spécificité de la BCRP a certagnses substrats.

La premiére partie de ce travail a 2 objectifs cdpfirmer le réle de la BCRP sur un
modele de cellules humaines transfectées d'uneeneastiable par le gemCRPhumaine; 2)
étudier I'effet de deux mutations de la BCRP aweaiv de I'acide aminé 482 (R482G et

R482T) sur l'efflux de I'étoposide.

La mitoxantrone est un autre inhibiteur de la tepoiérase IlI, une molécule trés
utilisée en chimiothérapie. Les transporteurs AR@ent un rdéle primordial dans la
limitation de son efficacité thérapeutique. Si @uss études ont rapporté le rble de la Pgp

et de la BCRP dans la résistance a la mitoxantrmalai de la MRP1 reste discutable. Les
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travaux de Diah et collaborateurs ont permis d’olegeun lien entre la surexpression de la
MRP1 et la résistance a la mitoxantrone dans léslee MCF7/VP (Diahet al, 2001).
Cependant, dans ce modéle cellulaire en plus dsutaxpression de la MRP1, des
modifications de la topoisomérase Il et une suresgion de la MRP5 ont été observées. De
plus, l'utilisation de certains inhibiteurs de laRK®1 n’augmente pas l'accumulation
cellulaire de la mitoxantrone.

La deuxiéme partie de ce travail a 2 objectifs valjder dans un premier temps les
données de la littérature sur un modele cellultiaesfecté par le géne MRP1; 2) suivre
l'expression d’éventuelles protéines ABC, en patigc la MRP1, grace a I'établissement
d’'une lignée humaine de cancer mammaire résistaidemitoxantrone associée au GG918

(inhibiteur de la Pgp et la BCRP).

La leucémie myéloide chronique est un syndrome opyélifératif résultant de
l'activation oncogénique d'un progéniteur hématégmpie pluripotent. La population
cellulaire en cause porte une anomalie chromosanaguactéristique, la translocation (t
9;22), qui crée un géne chimérique codant pourpunotgine de fusion BCR-ABL qui a une
activité tyrosine Kinase constitutive.

L’'imatinib est un inhibiteur des tyrosines kinasélsest utilisé depuis une dizaine
d’années dans le traitement de leucémie myeéloidenacjue. Tout réecemment, certains
auteurs ont rapporté 'émergence d’'une résistanoe medicament (Krystal, 2001; Luzzatto
and Melo, 2002; Weisberg and Griffin, 2001). Palesi mécanismes de résistance rapportés,
le transport de I'imatinib par la BCRP, qui reststcontreversé. Burger et collaborateurs ont
montré que limatinib est un substrat de la preté8CRP dans deux lignées cellulaires
humaine surexprimant la BCRP (Burgsral, 2004). Le méme groupe a également rapporté
une surexpression de la BCRP aprés une expositioonique des cellules intestinales

humaines Caco2 a I"imatinib (Burget al, 2005). Cependant, la transfection du géene BCRP
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sur des cellules Saos-2 n’entraine aucune résestandeffet cytotoxique de l'imatinib
(Houghtonet al, 2004). Les tests de cytotoxicité réalisés dartsenaboratoire,in vitro
montrent une faible résistance des cellules K5&8sfectées par le geBE€RPa I'imatinib.
De plus, I'exposition de cellules K562 & des coh@ions croissantes d’'imatinib n’'induit pas
de surexpression de la BCRP. Ces données nouseomispd’émettre I'hypothese d’une
modulation de I'expression de la BCRP par le BCR:-ARNs ce modéle cellulaire.

Dans la troisieme partie de ce travail, nous propssl’étudier I'effet de I'imatinib sur
'expression de la BCRP dans des cellules K56Xfeatées par la BCRP.

Enfin, cliniguement la leucémie myéloide chronigwelue en trois phases : une phase
chronique, une phase d’accélération et une phastidue. Plusieurs études menées sur des
prélevements de patients ont montré qu'au courseddrois phases, le télomere des cellules
leucémiques subit des modifications en terme die &t de stabilité, liées essentiellement au
changement de lactivité télomérasique et a la ficadion de I'expression de certaines
protéines réparation associées aux télomeres.

La derniére partie de ce travail est consacréettade de l'effet de I'imatinib sur
l'expression et l'activité de la télomérase, aigae sur I'expression de protéines associées

aux structures télomeriques.

13



DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

14



|. RESISTANCE PLEIOTROPIQUE ET PHENOTYPE MDR

l.1. Concept de résistance pléiotropique

D'un point de vue théorique, la résistance deslileslla plusieurs agents cytotoxiques
de structures et de mécanismes d'action difféqges s'expliquer par I'addition de différents
mécanismes de résistance (Roninson, 1987), chamum gpécifique de l'un des agents
cytotoxiques employés ou par l'existence d'un sgdanisme pouvant rendre compte de la
résistance des cellules a plusieurs agents antituxo

La notion de résistance pléiotropique ou MDR (ndulig resistance) est née des
travaux de Biedler et Riehm (Biedler and Riehm, @9MDans cette étude, les auteurs
démontrent l'existence d’'une résistance croiséeeefdctinomycine D et d’autres agents
anticancéreux. La résistance pléiotropique est dbifeculté que possedent certaines cellules
a présenter une résistance croisée a des ageatexayues de structures différentes. Ces

agents peuvent posséder differents mécanismegd:.g¢oldsteiret al, 1989).

l.2. Mécanismes de résistance pléiotropique
L’effet des agents anticancéreux sur leur cibléutzte peut étre modulé a différentes
étapes. Historiquement, le premier mécanisme d&taése identifié est la surexpression de la
dihydrofolate réductase, enzyme cible du méthoteexéa cellule cancéreuse résiste dans ce
cas a l'effet cytotoxique de la méthotrexate pae sarexpression de sa cible (Schimke,
1984). Les difféerents mécanismes de résistancetm@ique identifiés a ce jour concernent
principalement (Figure 1):
» Métabolisme activateur ou inactivateur des ageyiistaxiques (ex : métabolisme du
glutathion).
»  Augmentation de l'activité de réparation des léside 'ADN.

»  Modification de I'expression de certains genes:(protéines anti-apoptotiques).
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»  Augmentation du transport actif transmembranaitiéuge.

»  Redistribution et séquestration intracellulaires gedicaments.

] ! Augmentation du i
A i tranzport |
actif |

o Diminution de 'entrée
passive

Activation des
- systémes de
=2 détoxification

Résistance
alapoptoze:

ceramide, becl2,

mitochondrie _..

Figure 1 : Exemples de mécanismes de résistancepi@pique

I.2.1. Augmentation de l'activité de réparation dedésions de 'ADN
Une augmentation de l'activité de réparation desoiés de 'ADN peut entrainer
lapparition d’'une résistance non spécifique aurrag qui interagissent directement avec

'ADN comme les agents alkylants ou les dérivépldtine (figure 2)(Lehnert, 1996).
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Lésions de I’ADN (Processus impligués) Voie de réparation principale

(Cassure simple ou double-brin
(réplication, 1-Sce I/ HO, radiations RH. SSA. BIR, SDSA ou NHEJ
ionisantes, recombinaison V(D)J. méiose)

Mésappariement, boucle de délétion-insertion
o _ MMR
{(réplication, RH)

Modification de la structure de la double-hélice
(triple-hélice, R1, UV, cisplatine,)
Modification des bases

(déamination des cytosines, BER
alkylation et oxydation des bases)

NER. RH

Figure 2: Liste des différents types de lésionsIddN et la voie de réparation associée.
Processus concernés par ces lésions sont indiquée @arenthéses. (RH: homology
directed repair, SSA : single strand annealing,S8D Synthesis dependent strand annealing,
NHEJ : Non-Homologous End-Joining, MMR : mismatepair, NER : nucleotide excision

repair, BER : base excision repair).

a. Agents alkylants

La résistance aux alkylants était classiguemernbaée au glutathion et a I'expression
des enzymes qui interviennent dans la syntheseedmétabolite cellulaire. La littérature
récente n'évoque pratiguement plus ce mécanisraatalit que toutes les études en clinique
qui ont visé la synthése du glutathion ont débowthiédes échecs thérapeutiques (Chauffert
et al, 1999).

Le systeme de réparation des lésions d’alkylapieat mettre en jeu soit un systeme
d’excision des bases alkylées, soit un systéemeralesfert des lésions alkylées sur une
protéine suicide faisant intervenir par exempleO&alkylguanine-ADN-alkyltransférase
(AGAT) (Terashimaet al, 1993). Cette protéine répare les adduits enipostO6» de la
guanine et la résistance aux alkylants paraitli@ésa sa surexpression. L’AGAT peut étre
inhibée par la &benzylguanine chez 'homme (Gersenal, 1994). Cependant des mutants

de 'AGAT résistants a cet inhibiteur sont déjardéqXu-Welliver et al, 1998).
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b. Dérivés du cis-platine

Les dérivées du platine (cisplatine, carboplatinealiplatine) agissent directement
sur 'ADN en se liant de fagon covalente aux bggeanines adjacentes, adénines et guanines
adjacentes et guanines séparées par un nucléetide$ant ainsi des ponts intra- ou inter-
brins. Ces modifications provoquent des distorsam$ADN qui perturbent la machinerie de
réplication, ralentissent ou arrétent le cycleutaite et induisent I'apoptose.

Le systeme NER (Nucleotide Excision Repair) sendlie le mécanisme prédominant
qui excise les adduits cisplatine—ADN. Les modiimas de conformation de I'ADN
provoquées par les adduits sont reconnues par mplege protéique (XPA-RPA), les brins
de I’ADN sont déroulés par deux hélicases puis ésupn fragment de 27-29 nucléotides est
ainsi excisé. La séquence d’ADN transitoirement ooabénaire est protégée de l'action des
nucléases par des protéines avant d’étre réparégepaADN polymeérases et reliée par une
ligase (Thoma and Vasquez, 2003). La résistancecigplatine a €té attribuée a la
surexpression de certaines protéines du systeme [MEHR, XPE, ERCC1) et a une

réparation accrue des adduits notamment au nivesgéhes transcrits (Cret al, 1997).

1.2.2. Tolérance accrue aux lésions de 'ADN

Le déficit de réparation des mésappariements deNNAMMR (mismatch repair), est
mis en cause dans la résistance au cisplatine xeagents alkylants (Aebét al, 1996)
(Anthoneyet al, 1996). Le systeme MMR permet de réparer les mawgpariements des
bases nucléiques en excisant la partie concernbéerdd’ADN anormal. Les protéines MMR
reconnaissent aussi les distorsions locales praexypar les adduits de cisplatine mais
I'étape d’excision et de réparation ne se fait pascellule s’arréte en phase G2 du cycle
cellulaire et enclenche un processus d’apoptosendigmt de la protéine p53. Si les protéines
MMR sont absentes ou non fonctionnelles, la répticade 'ADN se poursuit, on parle alors

d’une résistance par tolérance accrue aux addtiitk €t al, 1998).
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1.2.3. Régulation négative du signal d’apoptose
L'apoptose, ou mort cellulaire programmée, est wocg@ssus physiologique de
contrble prolifératif des cellules de l'organisnigle permet entre autres d’éliminer les
cellules avec des anomalies génétiques évitantlaingplication de cellules anormales ou
mutantes, une étape pendant la formation d’'un carde des organites importants
participants a l'apoptose est la mitochondrie quiej un réle central dans la phase
précédant I'exécution de la mort cellulaire sowsfdét de plusieurs stimuli apoptotiques
(Yanget al, 1997). Plusieurs membres de la famille de Bai& partie des facteurs pro-
apoptotiques et sont associés a la mitochondriereBax, Bak, Bid et Bim. Toutefois,
certains membres de cette famille sont au contemiteapoptotiques comme Bcl-2, Bcl-
XL ou Bcl-W. La surexpression de la protéine Bcl-2 bloque I'dpep en réponse aux
dommages a 'ADN (Kinet al, 2004).
La protéine p53 fait également partie des factqunsapoptotiques. Activée en
réponse a des lésions de I'ADN, elle mobilise tesgmnes Noxa, Puma et Bax. Ces protéines
migrent vers la mitochondrie ou elles neutralidestprotéines anti-apoptotiques de la famille

Bcl-2. Plusieurs mutations du gep®&3 sont retrouvées dans plus de la moitié des cancers

humains(Hollstein et al 199}, ce qui est souvent corrélé avec une résistarietipique a

la chimiothérapie ainsi qu’a la radiothérafiiéakanishi Y et al 1999

1.2.4. Mécanisme en amont de la cible cellulaire

Pratiguement, tous les agents cytotoxiques consgrag le phénoméne de résistance
pléiotropique pénetrent dans les cellules cancéeepar diffusion passive au travers de la
membrane plasmique, selon un gradient de contiemtr&n conséquence, la concentration
extracellulaire est le déterminant majeur de laép@tion cellulaire des agents anticancéreux.

Différents facteurs peuvent empécher I'obtentiomnd’ concentration adéquate en substance
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active, qui peuvent étre réparties en facteursulasres, membranaires ou cytoplasmiques.

1.2.4.1. Mécanismes tissulaires

Les études pharmacocinétiques, pharmacogénomiguiepharmacodynamiques
montrent qu’'une méme dose peut entrainer des ¢féstwariables selon les patients. Une des
raisons de cette variabilité est la différence dabolisme hépatique des médicaments. Cette
variabilité pouvant étre due, par exemple, au polphisme d’enzymes telles que les
cytochromes P450 ou les glutathion S-transféra&&T) (Smithet al, 1994). Cependant,
d’autres facteurs peuvent intervenir (Brown andcGim 1998). La vascularisation tumorale
peut conditionner l'accés des médicaments aux lesllicancéreuses. Les meédicaments
doivent aussi franchir de multiples barrieres diusion : I'endothélium et la pression

interstitielle élevée, par exemple (Tannock, 2001)

a. Barriere hémato-encéphalique

De nombreux médicaments anticancéreux ne sontg@ables de franchir la barriére
hémato-encéphalique. Ainsi, le systeme nerveuxrale(BNC) est habituellement considéré
comme un « sanctuaire pharmacologique » car lescar@ents anticancéreux ne peuvent pas
y pénétrer. Il est donc possible que des canaemus pour étre nettement chimiosensibles,
tels que les leucémies aigués ou les lymphomesmsnak répondent pas a un traitement
anticancéreux systémique lors d’'une localisatiomsda SNC. Schinkel et collaborateurs ont
montré chez la souris que la Pgp, codée par le geini@ mdrla tient un role important dans
la protection du SNC vis a vis des agents cytoteesq Dans ce cas, ce sont des propriétés
tissulaires intrinséques qui empéchent I'agentcantiéreux d’atteindre une concentration

suffisante a proximité de la cible (Schinletlal, 1994).
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b. Vascularisation et tissu interstitiel

Ces deux facteurs peuvent intervenir particuliemnsians le cas des tumeurs solides
(Jain, 1994). Le tissu normal posséde une vassat&n relativement homogene qui permet
une bonne oxygénation des cellules. Aprés avottéylés vaisseaux capillaires de la tumeur,
le médicament anticancéreux doit atteindre lesuleslltumorales par diffusion passive. La
tumeur peut étre faiblement vascularisée. De péusascularisation tumorale présente des
ruptures de la paroi vasculaire et une circulasanguine irréeguliere, créant ainsi des régions
en hypoxie.

Le tissus interstitiel peut étre riche en struesudenses comme le collagene ; c’est le
cas par exemple de certains carcinomes ou dudisatriciel (apres une radiothérapie ou une
chirurgie). Dans ces deux cas, l'obtention d'un@cemtration suffisante de médicament
anticancéreux a proximité de la cible est plusidif. Toutefois, les capacités de diffusion
tissulaires des médicaments employés interviersasgi (Smitket al, 1994) : le fluorouracil
et le cisplatine pénetrent mieux dans une tumeliesgue des molécules plus grosses et
ionisées telles que les anthracyclines ou lesditbes.

Les tumeurs de la face et du cou illustrent l'intance de pénétration des
médicaments anticancéreux sur les résultats déitaiathérapie. Si la chimiothérapie est
effectuée avant tout traitement local, on observéaux de réponse au traitement de plus de
90 %, avec un nombre significatif de rémissions métes. A I'opposé, chez des patients
présentant une rechute dans une zone préalabldra@ge par chirurgie ou radiothérapie
(exemple : une zone cicatricielle), le taux de rig@oa un méme protocole de chimiothérapie
est d’environ 20 a 30 % (Rooney al, 1985). Dans ces deux derniers cas, les propriétés
tissulaires a l'origine de la chimiorésistance so@t pas inhérentes au tissu comme dans le
cas de la barriere hémato-encéphalique mais ré@saéemodifications liées a la présence de

la tumeur.
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1.2.4.1. Les mécanismes membranaires

La premiére ligne de défense que les agents anicamx peuvent rencontrer au
moment de leur pénétration dans les cellules tue®rat a la présence de pompes
transmembranaires telles que la P-glycoprotéing)(Plgs MRPs (Multidrug Resistance-
associated Protein) et la BCRP (Breast Cancer faesis Protein). La présence de ces
glycoprotéines conféere le phénotype MDR. La Pgpaeptemiére de ces trois protéines a étre
identifée en 1976 (Juliano and Ling, 1976). Elléta localisée principalement au niveau
membranaire. Par la suite I'équipe de Cole a ifléedda MRP1 (Coleet al, 1992). Puis celle
de Doyle a identifié la BCRP en 1998 (Dogteal, 1998).

La composition lipidigue des membranes pourrassajouer un réle primordial dans
le phénotype MDR. Compte tenu de légeres variatidesla structure lipidique de la
membrane cellulaire et de sa fluidité ont été olses (Wheeleet al, 1982). Différentes
études ont montré des modifications de la glycomylades glycolipides membranaires dans
les cellules résistantes (van der Bliek and Bdr389). Des modifications de la composition
lipidique ont été décrites en association avec kenptype MDR, notamment une

augmentation du taux des glycosphingolipides (Lavial, 1999).

1.2.4.2. Redistribution et séquestration intracelllaires des agents anticancéreux

Certains auteurs ont isolé des lignées cellula@&sistantes qui, bien que présentant un
phénotype MDR, n’étaient associées ni a I'expresd® Pgp ni a celle de MRP1 (Bhada
al., 1985) ; (Schepest al, 1993). Dans ces cellules résistantes, ils ornisg@er une nouvelle
protéine de 110 kDa. Cette protéine a été appdRie (Lung Resistance related Protein). Le
gene codant cette protéine est situé sur le chromesl6, a proximité du géne codant la
protéine MRP1 (position 16p11.2 et 16p13.1, re$pectent) (Leeet al, 2000).
La surexpression de cette protéine dans les celaleniorésistantes provoque une altération

de la distribution intracellulaire des médicaments par rapport a callservée dans les
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cellules chimiosensibles (Breuninget al, 1995) ; (Gervasoret al, 1991). En utilisant des
médicaments fluorescents tels que les anthracgcbiela mitoxantrone, ont pu étre mis en
évidence un déplacement de la fluorescence du neogmule cytoplasme et une ponctuation
de fluorescence correspondant a des vésicules lagtojgues. Le mécanisme précis
responsable de I'accumulation de molécules dasvé&€sicules n'est pas encore connu mais
la protéine LRP pourrait étre impliguée dans celuifScheperet al, 1993). Une
surexpression de la LRP est observée non seulataastles lignées cellulaires exprimant la
MRP1 (Schepeet al, 1993), mais a aussi été observée dans des ligeekires exprimant

la Pgp (Lehnert, 1996). Néanmoins, la Pgp et la MRBurraient aussi intervenir dans le
mécanisme de séquestration vésiculaire (Breuniagat, 1995) ; (Gervasonret al, 1991).
Schefferet al. ont montré que cette protéine LRP était anh une Major Vault Protein”
(MVP) (Scheffer et al, 1995), qui semble étre impliguée dans les tramspo
nucléocytoplasmiques (lzquierdet al, 1996). Ainsi, le mécanisme de séquestration
vésiculaire des médicaments anticancéreux powwaitribuer a la résistance en réduisant la
concentration des médicaments en contact avecble, csans affecter la concentration

cellulaire globale.

[I. TRANSPORTEURS ABC HUMAINS IMPLIQUES DANS LE

PHENOTYPE MDR

Les transporteurs ABC (ATP-Binding-Cassette) apgamnent a l'une des plus
importantesfamilles de protéines. On les rencockez toutes les espéces, de la bactérie a
'homme en passant par les plantes. 5 % du génomsecklerichia colicode pour des

transporteurs ABC (Linton and Higgins, 1998) eteendénombre 48 chez 'lhomme (Destn
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al.,, 2001). La plupart sont des transporteurs actifs lient et transportent leur substrat a
travers la membrane en utilisant I'énergie de lioygse de I'ATP contre le gradient de
concentration du substrat. Ces protéines sont gugdéis dans le transport d’'un grand nombre
de substances biologiques (peptides, hormonegsuons...) mais également de substances
toxiques (métaux lourds, médicaments...). Elles seleét donc d’'une importance toute
particuliére dans leur diversité de fonction. Clieemme, des mutations de genes codant
pour certains des transporteurs ABC sont la caesedaines maladies génétiques. Parmi ces
pathologies, la mucoviscidose (mutation de CFET@®eanet al, 2001)), la maladie de
Tangier (mutation de ABC1(Bodziochet al, 1999; Brooks-Wilsoret al, 1999; Paulusmat

al., 1996; Ruset al, 1999), le syndrome de Dubin-Jonhson (mutatioM&®2 ; (Paulusma

et al, 1996)) ou la maladie de Startgardt (mutation 8CA4; (Allikmetset al, 1997)).

Il.1. Transports membranaires

Les cellules de phénotype MDR sont capables de wd&piier en présence d'une
concentration de médicaments |étale pour les eslls¢énsibles. La mésure de la concentration
intracellulaire en médicaments permet de comprecermécanisme de résistance. Ainsi il a
été mis en évidence une diminution de la conceaotrattracellulaire des médicaments dans
diverses lignées multichimiorésistantes comparardignées sensibles (Carlsenal, 1976),
(Riehm and Biedler, 1971), (Riordan and Ling, 1985gtte diminution de concentration
intracellulaire des agents anticancéreux peut aiasieurs origines : une diminution du flux
entrant ou une augmentation du flux sortant apaes$si efflux ou bien une combinaison de
ces deux mécanismes.

Dans les années soixante-dix, différentes étudesdD1973), (Inab&t al, 1979),
(Seeet al, 1974), (Skovsgaard, 1978) ont mis en évidenceauigenentation significative de
la concentration intracellulaire des médicamentsisdées cellules MDR lorsque des

inhibiteurs de la production d’énergie comme lee®xd/glucosesont ajoutés a un milieu de
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culture. Si du glucose est additionné au miliewcdkéure, la concentration intracellulaire de
'agent anticancéreux diminue dans ces cellulegb@et al, 1979).

Kessel et al. ont montré sur des cellules de leicémrines P388, que la diminution
de la concentration intracellulaire des médicamestdiée a un efflux actif de ces composés
(Kessel and Wilberding, 1985). Les différentes étudnenées ont conduit a proposer
'existence d’'une pompe transmembranaire énergientfante a I'origine de 'augmentation

de l'efflux cellulaire et par conséquent a l'origide la résistance pléiotropique. La premiere

pompe décrite fut la Pgp.

I.2. P-gycoprotéine (Pgp)

11.2.1. Découverte

Cette protéine a été découverte en 1976 (JuliadoLarg, 1976). Elle fut observée
principalement au niveau membranaire des celluld® Césistantes a la colchicine (CHR).
Les deux auteurs proposent dans un premier tempsaanisme de résistance a la colchicine
faisant intervenir cette glycoprotéine, en modifiden perméabilité membranaire. Il a été
montré par la suite que la Pgp était capable eeende transporter les agents anticancéreux

(Gottesman and Pastan, 1993).

11.2.2. Classification

La famille des genes MDR codant pour les Pgps, réippaa trois classes différentes.
Les classes 1 et 2 se composent de Pgps impligia@ssle transport des cytostatiques telles
gue le géneMDR1 humain (Cheret al, 1986) etmdrl et mdr3 chez la souris (Devault and
Gros, 1990). La classe 3 inclut les genes, nonigu@és dans le transport des cytostatiques
tels queMDR2 humain eimdr2 murin (Buschmaret al, 1992). L’'expression de cette derniere
classe est prédominante dans les membranes desileanies hépatocytes et joue un role

dans la sécrétion biliaire. La transfection deutedlin vitro par les genes de cette classe ne
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confere aucune résistance aux médicaments antieanxcéBuschman and Gros, 1994;

Schinkel et al., 1991).

11.2.3. Structure du géneMDR1

Chez 'lhomme le gen®IDR1 (ABCB1) est situé sur le bras long du chromosomi¢ 7.
est composé de plus de 100 kb et posséde 29 exdfd ietrons. L'expression du géne
MDR1 n’est pas limitée aux cellules tumorales tésies a la chimiothérapie. En effet,
'étude des tissus normaux a montré que ce genpriiee tres fortement dans les glandes
surrénales, le cortex, les reins, le placentapie, f'intestin gréle, le colon et la barriere

hemato-encéphalique (tableau 1).

Organe Localisation Fonction

Intestin grélgPble apical des cellullSécrétion des xénobiotiques dans

cblon épithéliales lumiére intestinale (Thiebaet al, 1987)

Rein Pole apical des cellules du t{Sécrétion des xéndatiques dans le tuby
contourné proximal proximal (Thiebauet al, 1987)

Foie Membrane des canalicules {Sécrétion des xénobiotiques dans la
hépatocytes (Thiebautet al, 1987)

SNC Face Iuminale des cellulProtection du SNC (Cordon-Cards al,
endothéliales de la BHE 1989)

Placenta Trophoblastes Protection du foetus (Laskak 1998)

Ceeur Membrgr.\es des . cellu Protection du coeur (Thiebaet al, 1987)
endothéliales myocardiques

Surface des cellules de |Sécrétion des étoides endogen

Surrénales | edulla et du cortex (Thiebautet al, 1987)

Cellules endothéliales d

Testicules o .
capillaires sanguins

Barriere testiculaire (Thiebaet al, 1987)

Tableau 1 : Expression du géne MDR1 dans les difféts tissus chez I'Homme et son réle

dans le transport et des substances endogénes
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I1.2.4. Structure de la Pgp

La Pgp est une protéine de 1280 acides aminésie¢ adhasse moléculaire de 141 kDa
(sans tenir compte des modifications glycosidiqu&dle est constituée de deux domaines
hydrophobes MSD1 (membrane-spanning domain 1) eDAMSjui comptent chacun six
hélices a prédites potentiellement membranaires, et correlpus aux segments
transmembranaires ou TM (transmembrane domainu(&i@). Les domaines hydrophiles
intracellulaires NBD1 (Nucléotide Binding Domainéf) NBD2 comptent environ 250 acides
aminés. lls incluent les deux séquences consersugidon a 'ATP. Les deux moitiés
homologues de la Pgp sont séparées par un donge&drégion linker”.

MSD1 MSD2

NED1 NED2

Figure 3 : Représentation topologique de la protéinrPgp avec ses deux domaines
transmembranaires (MSD) et les deux sites de fizatde 'ATP (ABC)

I1.2.5. Modifications post-traductionnelles

La Pgp n’est pas fonctionnelle immédiatement apeebiosynthése (Loo and Clarke,
1999). Une large variété de masses moléculaire8—® kDa) a été rapportée par les
premiéeres études qui se fondaient sur des étudexgdation sur gel d’électrophorése. Il a été

tout d’abord, démontré qu'une telle hétérogénéitduvpit provenir des conditions
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expérimentales (Endicott and Ling, 1989). Des sace® d’ADNCc total isolées chez la souris
et ’'hnomme indiquent une masse moléculaire d’emvitd0 kDa (Chewet al, 1986) ; (Grost

al.,, 1986). Les masses moléculaires les plus élevéedadPgp mature résultent de
modifications post-traductionnelles. Ces modificasi incluent au minimum des
glycosylations et des phosphorylations (Endicod &mg, 1989). L'étude des différentes
étapes nécessaires a la maturation de la Pgp pdiremeisager des solutions thérapeutiques

nouvelles contre la résistance pléiotropique.

I1.2.6. Polymorphismes de la Pgp

Le séquencage de difféerents ADNc du g&tieR1 humain a permis d’identifier des
variants polymorphiques des régions codantes sgperaussions sur la fonction de la Pgp
(Choi et al, 1988) ; (Kiokaet al, 1989). Toutefois, différentes autres mutatioriecént la
spécificité de la Pgp ont été décrites (Cétoal, 1988) ; (Currieret al, 1992). Loo et Clarke
ont constaté que lorsque la Pgp ayant subi destiongade la région TM7, elle perd sa
capacité a conférer le phénotype MDR et que saemamdéculaire est d’environ 150 kDa

(170 kDa pour la Pgp « sauvage ») (Loo and Clak84).

[1.2.7. Fonctions physiologiques

L’identification de la Pgp en tant que pompe éredgpendante capable d’induire
une chimiorésistance a des agents cytotoxiques wewed la question de son roéle
physiologique. La Pgp est exprimée dans les cslldpithéliales polarisées ou elle est
généralement localisée du c6té membranaire apecdh dellule. Cette localisation suggére
gue cette protéine est principalement impliquéesdaxpulsion de certaines substances (par

exemple : des xénobiotiques) (tableau 1 ; page 24).
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[1.2.8. Substrats de la Pgp

L'une des caractéristiques de la Pgp est sa gnaamiteté de substrats tant du point de
vue de leur structure chimique, de leur masse mtai#e que de leur mécanisme d’action
pharmacologique. Du fait de sa localisation tramebr@anaire, ces substrats sont des
molécules a caractere hydrophobe, de masse madhkécuwariable allant de 250 Da
(cimétidine) a 1 202 Da (ciclosporine A). SelontEet al.,on distingue cing grandes classes
chimiques de molécules transportées par la Pgpe(F2000):
— les bases faiblement lipophiléEx : doxorubicing
—les cations lipophiles, (Ex : Rhodamine-123)
—les composeés neutres polycycliques, (Ex : aldosgro
— les molécules amphiphiles, (Ex : Triton X-100)

—les peptides hydrophobes. (Ex : valinomycine)

I1.3. MRPs (Multidrug Resistance-associated Protejns

11.3.1. Découverte de la MRP1

La Pgp a été associée a la résistance a de raesltpédicaments a la fois dans de
nombreuses lignées cellulaires sélectionnées esemcé des meédicaments et dans de
nombreuses tumeurs cancéreuses humaines. La lgnéeux caractérisée dont le phénotype
MDR n’était pas expliqué par la présence de la &gypa lignée cellulaire H69AR. Elle a été
sélectionnée en présence de doxorubicine et pedsemte résistance croisée a plusieurs
agents anticancéreux tels que les autres anthmaeggcl les vinca-alcaloides et les
épipodyphyllotoxines (Cole et al., 1991; Mirski a@ale, 1991). En 1992, Susan Cole et
collaborateurs ont isolé, a partir de la lignée AB9 'ADNc correspondant a 'ARNm
surexprimé par cette lignée (Cadeal, 1992). Un géne localisé en 16p13.1 du chromosome

16, est désignée comme étant a l'origine de 'AR#ierla MRP1. Une étude de Grant et al.
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utilisant la transfection, démontre que la suresgicn de cette protéine confére aux cellules

un phénotype de résistance pléiotropique (Geaat, 1994).

11.3.2. Structure de la MRP1

Comme la Pgp, la MRP1 appartient & la superfardaéke transporteurs membranaires
ABC (ABCC1) (Leier et al, 1994); (Younget al, 1999). Les travaux de Zaman et
collaborateursnontrent que la structure de MRP1 est similairelke @e la Pgp.(Zamaet al,
1994).

La protéine MRP1 a une masse moléculaire de 13 &xomposée de 1531 acides
aminés (Litmaret al, 2001). Elle posséde trois domaines transmembemau TM, deux
NBDs (Nucleotide Binding Domain) et 17 hélicmgransmembranaires ou TM (Baketal,
1996) (Hipfneret al, 1997) (Figure 4). Elle posseéde un domaine N-teaimglycosylé
extracellulaire, contrairement a la Pgp. Ce domamé contenir entre 4 (Bakes al, 1996)

et 6 ségments transmembranaires (ebal, 1996).

AISD1 MSD2 ASD3
'd " ! ™ f N
b A\ o
NBD1 NBD2

Figure 4 : Représentation topologique de la protéirMRP1 avec ses trois domaines
transmembranaires (MSD) et les deux sites de figatde 'ATP (ABC)
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I1.3.3. Modifications post-traductionnelles

La masse de MRP1, en se basant sur sa compogitacides aminés, est de 170 kDa.
Des études de Ma et collaborateurs ont montréaMRP1 est hautement phosphorylée (Ma
et al, 1995). L'étude des mutants des sites potentielspldophorylation permettrait de
déterminer si la phosphorylation est impliguée oun dans la régulation de I'accumulation
des médicaments. Pour la glycosylation, la MRP1s¢ds 14 sites de N-glycosylation
potentiels (Coleet al, 1992), 3 sites uniguement ont été reconnus coétard effectivement

glycosylés (Hipfneet al, 1997).

11.3.4. Localisation subcellulaire et tissulaire dda MRP1

La MRP1 a été principalement localisée dans la Ionane plasmique de nombreuses
lignées cellulaires sélectionnées en présence decaments anticancéreux (Almquet al,
1995; Flenset al, 1994; Slapalet al, 1994). Elle est aussi présente dans celle doutétm
endoplasmique ou de l'appareil de Golgi (Breuninge al., 1995; Flens et al., 1996;
Marquardt and Center, 1992; Van Luyn et al., 1988ns les cellules polarisées, la MRP1 se
trouve du c6té des membranes basolatérales, &p&®a de certaines cellules du placenta ou
la MRP1 se trouverait du c6té apical (St-Piatral, 2000).

Au niveau tissulaire, la MRP1 humaine est exprimédacon ubiquitaire dans tout le
corps humain, son taux est particulierement plevéldans certains tissus. Il s’agit du
poumon (Brechotket al, 1998; Flenset al, 1996; Wrightet al, 1998) ou elle protégerait
'organisme contre les xénobiotiques (Evetsal, 1997; Penget al, 1999). Sa localisation
dans certaines cellules du placenta a été déaiteSpPierre et al. (St-Pieret al, 2000),
suggérerait que MRP1 prévient ou limite I'entrés deions organiques dans la circulation

foetale.
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[1.3.5. Fonctions physiologiques B

_L'expression de la protéine MRP1 dans les tissusains normaux, démontre qu’elle
posséde un réle essentiel dans la physiologie lae#u Il a été démontré que la protéine
MRP1 transporte le leucotriene C4 conjugué au tilisa (Jedlitschkyet al, 1994) (Leieret
al.,, 1994) (Mulleret al, 1994). Différentes études ont montré que la surexprassiogene
MRP1 dans les cellules tumorales entraine une augnmmtate ['élimination ATP-
dépendante des dérivés conjugués au glutathiondi@ésentes études permettent de définir
la protéine MRP1 comme une pompe GS-X (pour « @lidae S conjugate ex port »)
(Ishikawaet al, 1998 ; Ishikawaet al, 1996) (figure 5). Cette pompe a un rble physimjog
important dans linflammation, le stress oxydamt, nhétabolisme des xénobiotiques et la
chimiorésistance (Ishikawet al, 1998).

La MRP1 permet également le transport des lipidekKerset al, 1998; Raggerst

al., 1999). Ce transport est fortement diminué suiten@ déplétion en GSH intracellulaire

(Lorico et al, 1997; Wijnholdset al, 1997).

GE8G
— MEP{
SFresrs ATF -«JI
oxidatif GCESSG i+ pi médicament/Métabolite
th MRP1 (+/- GSH)

ATP

| GSH médicament ou
métabolite
as \k i GSH

Conjugués-GS (+/- médicament/Métabolite)

MRP1

Figure 5 : Métabolisme et transport du glutathiorGSH) et ses conjugués par la MRRa
MRP1 permettant I'efflux du glutathion conjugué (&3t du glutathione disulfure (GSSG).
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11.3.6. Substrats de la MRP1

La comparaison des séquences codantes montre umeldgie de 15% entre la
protéine MRP1 et la Pgp (Colet al, 1992); (Grantet al, 1994), le spectre de
chimiorésistance di a ces deux protéines est remmblement similaire (figure 6). Ces 2
protéines peuvent induire une chimiorésistance aunthracyclines (doxorubicine et
daunorubicine), aux alcaloides (vincristine etblastine) (Paulet al, 1996) et aux
épipodophyllotoxines (étoposide et téniposide) (Kowet al, 1999). Il existe, néanmoins
des difféerences remarquables entre la Pgp et laIMRR effet, I'efflux des anticancéreux par
la MRP1 n’est pas inhibé par le vérapamil ou ldosisorine alors qu’il est inhibé par le
probénécide (Versantvooet al, 1995a). De la méme facon le paclitaxel, la calcle, la
mytomycine et I'actinomycine D ne sont pas trangges par la MRP1 (Breuninget al,
1995). En revanche, la MRP1 est capable de trarspales molécules telles que le

méthotrexate (Borstt al, 2000).
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VCR
VBL
VP16
STER, TAM
TKHNHIB

MX  DOX
TOPOT - DNR
BISANT EPIR

MXR

Figure 6 : Médicaments transportés par les troiarisporteurs ABC MDR1, MRP1 et
MXR (BCRP). Abréviations: MXR : Mitoxantrone resistance aswat gene, VCR :
vincristine, VBL : vinblastine, VP16 : étoposiddER : stéroides, TAM : tamoxifene, TKI-
INHIB : inhibiteurs des tyrosines kinases, DOX xdubicine, DNR : daunorubicine, EPIR :
epirubicine, MX : mitoxantrone, TOPO : toptecan,SBN : bisanthrone, COLCH :
colchicine, ACTD : actinomycine D, MYTOM : mytomggiTX : méthotrexate : CPHAM :
cyclophosphamide, CHLB : chlorambucil, CARM : castme, LCV : leucovorine, HUR :
hydroxyurée, CISPL : cisplatine, TAXOL : paclitaxel

11.3.7. Réle de la MRP1 dans le phénotype MDR etgnification clinique

Legrand et collaborateurs ont montré que la foncdité de MRP1 est un facteur
pronostique dans le cas de la leucémie myéloideédigegrancet al, 1999a; Legranet al,
1999b; Legrandet al, 1999c). Dans ces études, il a été montré que RPMest aussi
fonctionnelle que la Pgp. De plus les patients rpondeurs a la chimiothérapie possedent
une fonctionnalité plus importante de ces deux mes que les patients répondeurs au
traitement. Mais la surexpression de ces deux ipggé’entraine une résistance accrue qu'a 2

des 3 cytostatiques (anthracycline et I'étoposiki3és dans le traitement d'induction.
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11.3.8. Famille des protéines MRP

Le géneMRP1 a plusieurs genes homologues (Lederal, 1994). Cette famille de
genes comporte au moins 7 membrkEiRP2 MRP3 MRP4 MRP5, MRP&t MRP7dont la
structure est représentée dans la figure 7. Deuwaaux membres ont été récemment

identifiés et correspondent aux protéines MRP8 RPMI (Litmanet al, 2001).

MRP1, 2, 3
MSD1 MSD2 MSD3
(TMI-5)  (TME6-17) (TM12-77)
HaM r AvA = S n

membrane | a" i J

AV A VA COOH

—_—

NBD1 NBD2
MRP4, 5 MSD1 MSD2
(TM7-5) (TM7-72)

-~ - .

ATA =
membrane E_l‘__f;k/ d
2

il —_

NED1 NBD2

Figure 7 : Structure des protéines de la famille NR

[1.3.8.1. Protéine MRP2

La protéine MRP2 (Kookt al, 1997) a tout d’abord été connue sous le nom de
transporteur d’anion organique multispécifique (cMO«canalicular Multispecific Organic
Anion Transporter»), présent dans les canalicugsatiques. Cette protéine est impliquée
dans la secrétion hépatobiliaire d’'un grand nontbamions organiques et sa spécificité de

substrats est trés similaire a celle de la MRPli{3ehky et al, 1997). La MRP2 est
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indispensable a la sécrétion de la bilirubine con@e. Des mutations du génes MRP2 sont a
l'origine du syndrome de Dubin-Johnson (Scheéfferl, 2000a). La similarité des substrats
entre la MRP1 et la MRP2 suppose que la MRP2 pesaitdin réle dans la chimiorésistance
vis a vis de divers médicaments comme le cisplatii&oposide, la vincristine et le
méthotrexate (Scheffat al, 1995). Suite a des étudaesvitro de transfection, il a été montré
gue laMRP2 est capable de transporter les anthracycliféeposide, la vincristine et le
méthotrexate (Borset al, 2000; Koikeet al, 1997). La MRP2 a été détectée dans les
membranes plasmiques de cellules cancéreuses e deis ovaires, du colon et du foie

(Hinoshitaet al, 2000; Nieset al, 2001; Schaubt al, 1999).

[1.3.8.2. Protéine MRP3

Cette protéine est aussi un transporteur d’aniogamques multispécifiques (Koet
al., 1999b). Cependant, de toutes les protéines NNRRRP3 est celle qui est la plus proche
de la protéine MRP1 (Kookt al, 1999b), (Scheffeet al, 2000a). Une étude de Young et al.
(Young et al, 1999), réalisée sur des cellules de cancer pwires issues de patients, a
montré une corrélation entre la chimiorésistancéa adoxorubicine et I'expression des
protéines MRP1 et MRP3. Cette étude n'a pas malgré&orrélation entre chimiorésistance
et expression des protéines MRP4 et MRP5. D’audingdes ont confirmé I'implication de la
MRP3 dans la résistance notamment a [étoposideyingristine et le méthotrexate
(Wijnholds et al, 2000) (Koolet al, 1999b), (Zenget al, 1999). L’'expression de la MRP3 a
une valeur pronostique chez les patients attemieucémie myeloide aigué (Bendeetaal,

2005).

11.3.8.3. Protéine MRP4

Aucune modification majeure dans I'expressioad®RP4 n’a été observée dans les
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cellules résistantes a la doxorubicine ou au dis@a(Kool et al, 1997). Toutefois, de
récentes études (Schuetizal, 1999), (Wijnholdset al, 2000) ont décrit une implication de
cette protéine dans le transport d’analogues dééosides (Wheeleet al, 1982). En effet
Shuetz et collaborateurs ont décrit le réle de RPY dans la résistance a des antiviraux
comme le PMEA (9-(2-phosphonylmethoxyethyl)adenine)le PMEG  (9-(2-
phosphonylmethoxyethyl)guanine) et I'AZT (azidotmgine), bien connus pour leur
utilisation dans la lutte contre le virus de l'imnodéficience humaine (VIH) (Schuedtzal,
1999). Lee et collaborateurs ont recemment étiadiprofil de chimiorésistance lié a la
protéine MRP4. Leur étude confirme la résistanc®BIEA (Leeet al, 2000). Le rble de la
protéine MRP4 dans la résistance au méthotrexété aécrit par Cheat al. (Chenet al,

2002).

[1.3.8.4. Protéine MRP5

McAleer et al ont décrit une corrélation significative entreslarexpression de la
protéine MRP5 et une résistance faible a des coéspoemme le CdCl (Cadmium Chloride)
ou l'antimonyl- tartrate de potassium (McAleet al, 1999), (Schefferet al, 2000a).
Wijnholds et al. ont démontré que MRP5 était awssitransporteur d’anions organiques
multispécifique (MOAT) qui induit aussi une résista aux analogues de bases azotées ou de
nucléotides (Wijnholdset al, 2000). La protéine MRP5 peut induire une résctaa des
médicaments anticancéreux comme la 6-mercaptopatiaedes antiviraux comme la PMEA

(Dallaset al, 2004). La fonction physiologique de la MRP5 h¥esljours pas connue.

11.3.8.5. Protéine MRP6
Le transporteur MRP6 n'aurait pas de role darchimiorésistance et serait seulement

co-exprimé avec la MRP1 dont le géne est procheelai de codant la MRP6 (Koet al,
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1999a). Il a été montré que des mutations du geiRP6 étaient responsables du

pseudoxanthoma elasticuome pathologie du tissu conjonctif (Ringpfetlal, 2000).

Il.4. BCRP (Breast Cancer Resistance Protein)

I1.4.1. Découverte de la BCRP

Chen et collaborateurs ont développé une lignéeaime de carcinome mammaire
MCF7/AdrVp, sélectionnée en présence de doxorubietrdu vérapamil (Chest al, 1990b).
Les cellules MCF7/AdrVp présentaient une résistaci@sée a la mitoxantrone et a la
daunorubicine mais pas aux vinca-alcaloides, paelitet cisplatine (Leet al, 1997). De
plus, la lignée MCF7/AdrVP ne surexprimait pas tgppPni la MRP1 et montrait une faible
accumulation de la daunorubicine et de la rhodam®(Leeet al, 1997). Un nouveau gene
codant pour une protéine capable de transportesi &s médicaments a été découvert
simultanément par trois laboratoires : Doyle etlatmirateurs ont montré que la lignée
MCF7/AdrVP surexprimait une nouvelle protéine defdaille ABC. Ills ont nommé cette
protéine BCRP (Breast Cancer Resistance Proteimyl€Det al, 1998). Allikmets et
collaborateurs ont localisé ce géne en positionrobsomique 4922 et ont cloné celui-ci. Les
auteurs 'ont nommABCP (pour ABC Placentaire) (Allikmetst al, 1998). Miyake et al. ont
isolé ce géne a partir d’'une lignée cellulaire hmmade carcinome du colon hautement
résistante a la mitoxantrone ; le géne a été apR{® (Mitoxantrone Resistance-associated
geng (Miyake et al, 1999). Le gen®CRPcode pour une protéinenembranaire composée

de 655 acides aminés et d’'un poids moléculaire2ge kDa (Litmaret al, 2001).

I1.4.2. Structure du geneBCRP et les éléments de régulation de son expression
Le géne humain dBCRP (ABCG2) est situé sur le chromosome 4g22. Ce géne

présente 16 exons et 15 introns (Figure 8). Lacté@riaation de la région du promoteur du
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gene de la BCRP indique que c'est un promoteur @vseurs sites de régulation : Spl, AP1
et AP2 et un CCAAT box en aval des ilots CpG (Baiell et al, 2001) ; Un élément ERE
(Estrogen Response Element) a été identifié récermnmens ce promoteur. En effet un
traitement des cellules par l'oestrogéne induitaugmentation de l'expression de TARNm de
la BCRP (Eeet al, 2004b). Une mutation au niveau de 'ERE attéreféet de l'oestrogene
(Ee et al, 2004b). Un autre mécanisme de régulation d’egiwasde la BCRP a été décrit
récemment, il s’agit du facteur de transcriptibtiF-1 (hypoxia-inducible factor 1). Ceci-ci
permet aux cellules tumorales surexprimant la BQ@RPsurvivre dans un environnement

hypoxique (Krishnamurthgt al, 2004).
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Figure 8: Organisation génomique de la BCRP et stture primaire de la protéine (Staud

and Pavek, 2005).

[1.4.3. Structure de la BCRP
Le géneBCRP (ABG2) code pour une protéine de 655 acides amififise masse
moléculaire de 72,1 kDa qui est constituée d’'un @iom N-terminal de liaison a I'ATP

(NBD) et d'une région transmembranaire du c6té rGiial constituée de 6 hélices
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membranaires. La BCRP est donc un semi-transportaursa taille représente la moitié des
autres transporteurs ABC qui possédent au moinsx deBDs et 12 segments
transmembranaires (Figure 9).

La BCRP fonctionnelle est sous forme de homodimeékece jour aucun hétérodimeére
n'a été identifié. En effet, des analyses cytoggnés de lignées cellulaires surexprimant le
transporteur, ont montré que seule la région darabsome 4 contenant le geABCG2était
amplifiée, alors qu’aucune autre région n’étaitaroplifiee (Knutseret al, 2000). De plus, la
surexpression de la BCRP dans les cellules d’'ies8&, qui ne contiennent probablement
pas de partenaires possibles pour la BCRP, abautibh transporteur actif dont l'activité

ATPase est stimulée par les meédicaments (Ozvegt al, 2001).

NED

Figure 9: Représentation topologique de la proteéinBCRP avec son domaine
transmembranaire (MSD) et son site de fixation d&TP (ABC).

[1.4.4. Localisation cellulaire et tissulaire

[1.4.4.1. Localisation cellulaire

Des marquages immunohistochimiques ont permisodaliser la protéine dans la

membrane plasmique de plusieurs lignées cellulaimsrales (Branget al, 1999; Litmanet
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al., 2000; Rocchet al, 2000; Scheffeet al, 2000b). Une localisation plus faible dans des

vésicules intracellulaires, a été également misévatence (Rosst al, 1999).

11.4.4.2. Localisation tissulaire

Les tissus, qui comportent le plus haut niveawmtession de la BCRP, sont le
placenta (cellules trophoblasiques), le foie (membs canaliculaires), l'intestin gréle et le
colon (membranes apicales, suggérant un réle détesy, le poumon, le rein, les glandes
surrénales, les épithéliums des veines, les vaigsganguins et certaines cellules souches
hématopoiétiques (Gottesman, 2002). Une expressiativement faible voire nulle, a été
retrouvée dans le cerveau, le cceur, I'estomacrdatgte, la rate et lutérus (Litmaet al,
2001). La forte expression de la BCRP dans lesileslide placenta suggere que celle-ci est
responsable du transport de nutriments dans lalafien sanguine du fcetus, ou qu’elle

permet au feetus de se débarrasser des métabotigsas (Maliepaareét al, 2001).

I1.4.5. Substrats de BCRP

Les études fonctionnelles ont montré que la BCRR ppansporter plusieurs substrats.
La plupart des lignées cellulaires sélectionnéesc ales meédicaments et surexprimant la
BCRP montrent une forte résistance a la mitoxaetr&ar ailleurs, les cellules transfectées
avec 'ADNc de la BCRP présentent une faible acdatimn de la mitoxantrone comparées
aux cellules transfectées avec le vecteur seuinfritet al, 2000; Mindermaret al, 2002).
Ces données suggerent que la mitoxantrone esthstrgu qui possede une grande affinité
pour la BCRP.

L'expression de BCRP est également fortement éarrél une diminution de
laccumulation cellulaire de l'analogue de l'azaeapyrazole (BBR3390) (Rabindra al.,
2000)(Hazlehursket al, 1999). La deuxieme classe des substrats quitsansportés par

BCRP aprés la mitoxantrone est celles des déridgscamptothecines comprenant le
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topotecan, irinotecan (CPT-11), et SN-38 (le méiisbactif de l'irinotecan) (figure 6). (Ishii
et al, 2000; Kawabatat al, 2001; Nakagawat al, 1992; Yanget al, 2000).

Robey et collaborateurs ont isolé une lignée aahelhumaine du cancer de sein
MCF7 résistante au flavopiridol (Robey al, 2001). Cette lignée présente une résistance
croisée a la mitoxantrone et au topotecan. Les rexqpes de northern blot et
immunomarquage ont montré une surexpression d€RPBdans cette lignée.

Des études récentes ont montré limplication deB@RP dans le transport des
conjugués anioniques. En plus de ses conjuguésigues, la dehydroepiandrosterone
(DHEAS) est également un substrat de la BCRP (Suziuél, 2003). La BCRP transporte
également le GSH et la f-&stradiol 17- §-D-glucuronide). Cependant, l'affinité de la BCRP
pour les conjugués sulfatés (DHEAS) semble étre gtande que celle pour les conjugués du

GSH (Cheret al, 2003).

I1.4.6. Polymorphisme de la BCRP

La spécificité des substrats de la BCRP est diffier en fonction des cellules
résistantes qui la surexpriment. En effet, depesyde lignées cellulaires sélectionnées avec
des médicaments anticancéreux et surexprimant BuBSSRP (MCF7/AdVp3000 et S1-M1-
80) sont capables de transporter la rhodamine 12@seanthracyclines d’'une maniere
efficace, alors que d'autres lignées qui surexprina@ssi la BCRP n’en sont pas capables.
L'analyse des séquences codantes pour cette graéigvélé I'existence de mutations au
niveau du codon 482, ou l'arginine a été remplaaéda thréonine (R482T) dans les cellules
MCF-7 AdVp3000 ou par la glycine (R482G) dans ledutes S1-M1-80. Par la suite la
BCRP a été examiné systématiquement pousgilegle Nucleotide PolymorphisfBNP) dans
90 populations ethniquement différentes. Jusqulas de 43 SNPs ont été identifiés (leta
al.,, 2002) (Figure 10). Parmi lesquels seulement deuwncernent des séquences exoniques.

Dans une autre étude, 12 variations ont été deatvat 4 se traduisent par des substitutions
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d’acides aminés (Mizuarat al, 2004; Zambeet al, 2003). Deux SNPs, G34A et C421A ont
été fréquemment observeés et qui pourraient modéiénction de transport de la BCRP et la
sensibilité des cellules porteuses de ces mutatioptusieurs médicaments anticancéreux
(Mizuarai et al, 2004). Une étude récente chez 'lhomme mis erege@ un lieu entre la
pharmacocinétique d'un substrat de BCRP, le diftegan et la mutation de la BCRP C421A
(Sparreboonet al, 2004). Les effets des SNPs (vall2met et gin13Hdps été aussi étudiés
(Mizuarai et al, 2004). La protéine porteuse de la substitutiol2raet présente une
localisation membranaire altérée tandis que lagmetporteuse de la substitution gin141lys
présente une fonction ATPase altérée. Une baissgmdssion de la protéine a été rapportée
pour la mutation gin141llys (Imaet al, 2002). Un polymorphisme rare aboutissant a la
délétion du gene a également été identifié cheg swets japonais (Imaat al, 2002). Plus
récemment, deux études, visant a mettre en évidentteence du polymorphisme du gene
ABCG2sur la biodistribution de l'irinotécan (de Joagal, 2004) et du diflomotécan ont été

rapportées (Sparrebooghal, 2004).
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Figure 10 : Localisation des mutations au niveau teBCRP (Krishnamurthy and Schuetz,
2006)
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I1.4.7. Réle de la BCRP dans le phénotype MDR etgiification clinique

Des anticorps monoclonaux récemment développésierde détecter la BCRP ont
permis d’étudier I'expression de BCRP dans plusl8@ tumeurs cancéreuses non traitées
(Maliepaardet al, 2001; Schefferet al, 2000b). Les données obtenues ont montré que
'expression de BCRP est fréquente et pourraitraveé signification clinique (Diestrat al,
2002). Dans certaines tumeurs notamment dans t#Erhee myéloide aigué, la BCRP, la
MRP3 et la Pgp sont considérées comme des fageon®stics dont il faut tenir compte
lorsque leurs substrats sont utilisés pour traiete pathologie (Benderret al, 2004;

Benderraet al, 2005)

Il. 5. Réversion du Phénotype MDR

[1.5.1. Modulation de I'expression des genelsIDR

De nombreux inhibiteurs de transport ont été déymds ces dernieres années mais
leur utilisation est restreinte par leur toxicit€h@bner and Wilson, 1991; Dalton, 1994).
Devant les nombreux échecs de la chimio-modulaitiomivo, une stratégie de régulation
transcriptionnelle des genes codant pour les preséABC pouvait constituer l'alternative de

la thérapeutique d’'une chimio-résistance de typeRMID

[1.5.1.1. Stratégie antisens

La stratégie antisens cible la traduction de 'ARNife a été utilisée avec succes pour
moduler partiellement la résistance des cellules antitumoraux (Quattronet al, 1994);
(Alahari et al, 1998; Brigui et al, 2003). Cependant la faible spécificité des
oligodeoxyribonucléotides complémentaires (ODNsurpbARNmM cible (Borowskiet al,
2005), conduit au constat qu'il est difficile dildr I'expression des genes MDR sans

atteindre des doses cytotoxiques en oligonucléatidleur surmonter ce probléeme des travaux
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sur les"small interfering RNA" (siRNA) qui ciblent les gén@dDR1 et BCRP ont été

récemment développ€Be et al, 2004a; Priebscét al, 2006; Stierleet al, 2004).

11.5.1.2. Stratégie anti-géne

Dans le cadre de cette stratégie, le nombre ds pittentiels est restreint aux
séquences oligopyrimidiques-oligopuriques qui grasentes au nombre de trois sur le géne
MDR1 : deux d’entre elles sont dans les exons 2 etuBetiongue séquence de 410 paires de
bases se situe dans lintron 14 (Cletral, 1990a; Paulet al, 1995). Quelques travaux ont
décrit le ciblage de I'une de ces séquences (pefisente dans I'exon 3) avec des OFT en
motif (G, T) et (T,C) non modifiés, permettant ddebver une réduction significative du taux
d’ARNm (Morassuttiet al, 1999; Scaggiantet al, 1994), sans qu'un "effet triple-hélice"
n'ait été par ailleurs clairement démontré. D’'aytaet, Garbesi et al. ont mis au point la
synthese d’oligonucléotides conjugués avec desékede la daunorubicine pour le ciblage de
la séquence oligopurique-oligopyrimidique du gereRd située dans I'exon 2 (Garbesi

al., 1997).

[1.5.2. Chimio-modulateurs

Un grand nombre de substances modifient la chimsistance un effet commun a de
nombreuses substances, capable de bloquer ladorigs Pgp. Les modulateurs de Pgp sont
classés selon leur mode d’action. Les bloqueursat@ux calciques, tels que le vérapamil
(Thiebautet al, 1987) et le R-vérapamil (moins toxique), la cgporine A et ses dérivés
(Boesch et al, 1991) tels que le PSC-833, et le tamoxiféne, casttiogene qui agit
indépendamment du statut hormonal de la cellulée (lBamuet al, 1984). La troisieme
catégorie de modulateurs de la Pgp sont les irthilstde la liaison de I'ATP, notamment les

analogues d’ATP (azido-ATP par exemple).
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Certains des modulateurs de la Pgp modulent égatefaefonction de la MRP1
(figure 11). Parmi ces modulateurs, le vérapamiilsgmble moduler la résistance des cellules
transfectées ou sélectionnées surexprimant la MBPAschiet al, 1995; Coleet al, 1994).

La génistéine, inhibiteur de tyrosine kinase, eglable d’inhiber I'efflux de la daunorubicine
dans des cellules cellules surexprimant la MRPIrgaf@voortet al, 1993). Le MK571,
antagoniste du récepteur de LLCModule spécifiqguement la résistance induite p&P.
Puisque la MRP1 transporte les agents complex&Si les inhibiteurs de sa synthése sont
capables également d’inhiber la fonction de MRBIfgle : la buthionine sulphoximine ou
BSO). Le sylfinpyrazone inhibe la MRP1 en entramcempétition avec le GSH sur son site
de fixation au niveau de la MRP1 (Evetsal, 2000).

En ce qui concerne la BCRP, plusieurs inhibiteurs été décrits. Parmi ces
inhibiteurs la fumitromorgine C (FTC), qui est eite dAspergilllus fumigatusElle est
capabled’inhiber complétement la résistance a des conagnitrs sub-micromolaires dans les
lignées cellulaires qui présentent un haut niveatégdistance a la mitoxantrone (Rabindsan
al., 1998; Rabindraret al, 2000). Cependant, celle-ci présente une toxi€itas de vingt
analogues de la FTC ont été synthétisés, mais adiemtre eux ne possede un effet aussi
efficace que la FTC elle-méme (He et al. 1999).ddnxieme inhibiteur a également été

décrit, il s'agit du GG918 (GG120918), qui est égadnt un inhibiteur de la Pgp (figure 11).
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Figure 11 : Modulateurs des transporteurs ABC, PgdDR1), MRP1 et MXR (BCRP)
Abréviations : CSA : cyclosporine A, VERAP : vérapaSTAURO : staurosporine, ECON :
econazole, PRAZ : prazosine, FTC : fumitromorgin FROB : probenicide, BBR :
benzbromarone, SUPYR : sulfinpyrazone, INDO : inetbiacine, GENIS : genisteine, PGA2
. prostaglandine A2, CCCP : chlorocarbonyl cyanmeenylhydrazone, GF120918 : GG918.

l1l- LEUCEMIE MYELOIDE CHRONIQUE

111.1. Définition

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une hértlupachronique caractérisée
par I'expansion clonale de cellules différenciéeslal lignée granuleuse (figure 13). Elle
constitue un des modeéles d'étude privilégiés deuleémogenese car les cellules tumorales
sont caractérisées par un échange de matériel osmmique : la translocation t(9;22), qui
entraine la formation d'un chromosome 22 anormanochmé chromosome de

Philadelphie (Ph) (figure 12). Cette translocatiguilibrée conduit & un géne chimérique
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codant pour une protéine de fusion BCR-ABL, dostdeopriétés sont différentes de celles

des partenaires de la fusion (BCR et ABL).

Chremozom 9 Chromasom: 22 922 fa34:gil)

Philadelphio-
Chromosom

Figure 12 : Schéma du chromosome de Philadelphie

[1l.2. Evolution de la LMC

En l'absence de tout traitement, la maladie évakterellement de la phase chronique
vers une phase d’accélération liee a I'appariti@vé&hements génétiques secondaires. Il est
alors possible d’'observer des anomalies cytogarggicadditionnelles au caryotype. Cette
phase d’évolution de la LMC est caractérisée pgrré&sence de cellules peu différenciées
(blastes) dans le sang. A terme, lorsque les Islasprésentent 20% des cellules médullaires,
ils définissent une phase de transformation aiguéadnaladie (phase blastique : CML-BP)

(figure 15), associée a un tableau clinique pratsheelui d’une leucémie aigué.
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Figure 13 : Développement de la leucémie myéloideoaique. Les cellules souches
hématopoiétiquediSCs) qui expriment BCR-ABL se différencient eg@niteurs myéloides
(CMPs), qui se différencient a leurs tour en grarmytes/macrophages (GMPs ; progéniteurs
des granulocytes (G) et des macrophages (M) et erogépiteurs de
mégacaryocytes/érythrocytes (MEP ; progéniteurs desbules rouges (RBCs) et des
mégacaryocytes, qui produisent les plaquettes).H®8s peuvent également se différencier
en progéniteurs lymphoides (CLPs), qui vont domeetymphocytes. La phase chronique de
la LMC (CML-CP) est caractérisée par une proliféoat massive des granulocytes.
L'acquisition des mutations génétiques additioresethu dela de I'expression de BCR-ABL
induit une progression de la LMC de la phase chgaria la phase de blastique (CML-BP).
(d’aprés (Ren, 2005).

[11.3. Structure du BCR-ABL
Structurellement, la protéine BCR-ABL contient lagart des domaines fonctionnels
de c-abl, domaines SH2 (Src-homology 2) et SH3, aloentyrosine kinase, domaine de

fixation a 'ADN et domaine de liaison a l'actinee domaine de tétramérisation de BCR,
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situé a I'extrémité N-terminale de la protéine dsidn, permet une activation constitutive de
la fonction tyrosine kinase de c-abl et la locdima majoritairement cytoplasmique de la
protéine BCR-ABL (figure 14). Des expériences vitro et in vivo ont démontré que la

protéine BCR-ABL, par son activité tyrosine kinasastitutive, était responsable de la LMC.

c-BCR
Hy*N — tétramérisation ll;l]:gn hm;;glﬁg s m;];j{l]l:w —CO0O-
c-ABL
I [ | iz | eren | tyrosine ligison | Haison |
| | HN SHI) SH2] e ADN actine Coo
| | P -
| | P
— P liaison homologie | . tyrosine liaison | liaison
+N— tétramérisat = JH2 1 B : | -
Hy™N R SH2 DBL e kinase ADN actine 30
Pj | ()pcr-abl

Figure 14 : Structure de la protéine ¥ (BCR-ABL). Le BCR-ABL posséde un
domaine de fixation a 'ADN, un domaine de liaisofiactine, un domaine DBL : domaine
d’homologie avec la protéine DBL, cette partie gréte une zone d’échanges GTP/GDP,
deux domaines SH2, un domaine SH3, un domainerétisation et un domaine Tyrosine

kinase.

l1l.4. Activité de BCR-ABL et voie de transduction du signal

L'étude des substrats de BCR-ABL a permis d'identieés voies de transduction du
signal activées par l'oncoprotéine. Bien que diffiftent individualisables de par leurs
caracteres souvent redondants et l'existence dpleres multiprotéiques associant diverses
protéines adaptatrices communes, leur désorgamsptr le BCR-ABL est a la base des
principaux effets cellulaires observés. En effet, frotéine BCR-AB posséde, sur sa partie
Bcr, une Tyrosine phosphorylable, I'Y177 ou Tyrl@figure 15). Elle va permettre le
déclenchement de la voie Ras. Ras est une protgipartient a la famille des petites

protéines G. elle est dans sa forme active recraté® membrane et liee au GTP. Son
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activation par le BCR-ABL peut étre directe (séqeerphosphorylation de Tyrl77, liaison a
GRB2, puis complexe GRB2-SOS activateur) ou indérgzar l'intermédiaire de protéines
adaptatrices substrats de BCR-ABL (Shc ou CRKLeg@ample). La transcription de genes
cibles fait ensuite intervenir deux voies effeasicpossibles : la cascade enzymatique des
MAP kinases et/ou les SAP kinases. Il existe unieeayrosine phosphorylable localisée dans
la boucle d'activation du domaine d’abl (Y1294) alalp, elle aussi, d’activer la voie de
signalisation Ras (figure 15).

Le BCR-ABL, via des protéines adaptatrices (Grb2, SHC, Crkl) et'ipeermédiaire
de la PI3kinase (Salter et al. can cell 2002) (Bglb), active la sérine-thréonine kinase (Akt),
ce qui permet de maintenir Bad phosphorylé. Dahstzg, Bad est incapable de se lier aux
protéines anti-apoptotiques BclX, il est alors naligé dans le cytosol, ce qui induit une
régulation positive de la protéine anti-apoptotiqg@@?2. I'activation de cette voie a comme

conséquence une inhibition de I'apoptose et unkf¢nation des cellules cancéreuses.
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Figure 15 : Voies de transduction activées par IER-ABL. Plusieurs voies de transduction
de signal sont activées, notamment la voie Raa ®bie de la PI3K par I'intermédiaire de
protéines adaptatriceRen, 2005)

[11.5. Traitement de la leucémie myéloide chronique

Le traitement de la LMC a changé de maniére détermté ces dernieres années.
Parmi les premieres approches thérapeutiqueseffegte moelle allogénique, mais qui est
utilisée uniguement dans une minorité de patigptar I'approche médicamenteuse, deux
étapes majeures I'on marqué: lintroduction deténmérona (IFN) et celle, récente, de
limatinib. Les résultats prometteurs obtenus ali€édN ont été améliorés, notamment en ce
qui concerne la survie, par son association awadytine (ARA-C) (Guilhokt al, 1997).
Cette association était considérée jusqu’a uneréatnte comme le traitement standard de la

LMC, et entraine des réponses cytogénétiques coespl@bsence de translocation t(9; 22)
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dans 30 % des cas environ, dont certaines se seattypar des rémissions complétes. Chez les
patients résistants a I'lFN, les options thérappues étaient limitées, toxiques et peu
efficaces (Turhan, 2003).

En 1996, I'imatinib inhibiteur de tyrosines kinase été identifie. Cette molécule est
capable d’inhiber l'activité tyrosine kinase du PP (latelet-derived growth faath mais
aussi celle de v-abl et de BCR-ABL. L'imatinib agii niveau de la poche de liaison a
'ATP de la portion ABL de maniere sélective alapgelle n'a aucun effet inhibiteur sur
lactivité tyrosine kinase d’autres récepteurs camia VEGF-R (Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor) et EGF-R (Epidermal. Grokdhbtor Receptor). Cette sélectivité a
conduit rapidement a l'introduction de cet inhibiteen clinique, et depuis 1998, plusieurs
milliers de patients atteints de LMC ont été tiaitééec cette molécule en premiere ligne.
Ainsi, I'imatinib a montré une efficacité majeurbez les patients résistant a I'lFN et chez
les patients dont la maladie était en phase aiguélastique (Tothovat al, 2005). De
méme, le médicament est actif chez les patientseptant une leucémie aigué
lymphoblastique et porteurs de la translocation 28, avec une proportion de rémission
importante (Yanada and Naoe, 2006). Cependantetdmites surviennent chez des patients

leucémie aigué lymphoblastique (LAL Ph+) avec défééis mécanismes de résistance.

l11.6. Mécanismes de résistance a l'imatinib

Les études des mécanismes de résistance ont éesnenincipalement sur des
lignées cellulaires rendues résistantes par expositdes doses croissantes d’'imatinib. Cette
approchein vitro a été complétée par des travaux réalisés sur desesesanguines ou
médullaires de patients en phase accélérée de UMCagant jamais présenté de réponse
favorable au traitement, ainsi que sur des celldiespatients atteints de leucémie aigué
lymphoblastique (LAL) associée a la translocati®n 22) Ph (LAL Ph+). Ces approches ont

permis d’élucider certains mécanismes de résist@gtmehe-Lestiennet al, 2004).
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[11.6.1. Mutation de BCR-ABL

L'effet des mutations de c-abl sur la sensibilitéimatinib varie selon leur nature ou leur
localisation. Dans la LMC, les mutations situéessdie site de fixation de I'ATP (la boucle
P : phosphate binding logpprésentent une valeur pronostique défavoralde tds patients.
En effet, dans une étude rétrospective, Brandfordl.eont montré que 92% des patients
traités par imatinib, ayant une ou plusieurs matatidans cette région, décédent dans les six
mois qui suivent leur détection, alors que si legations sont situées dans une autre région
du site actif de c-abl, la proportion de décesdes1% (Branforcet al, 2003). L'analyse
structurale de la boucle P montre qu’'une mutatifectant I'acide aminé 253 ou 255 modifie
la conformation tridimensionnelle, perturbant KEraction de limatinib avec le site
catalytique de c-abl (Corbiet al, 2003). De plus, la substitution d’'une tyrosing pae
phénylalanine en position 253 confere a la tyrokinase une activité oncogénique accrue,
puisque les cellules BCR-ABL portant cette mutasont capables de produire une quantité
plus importante de phosphotyrosimewitro (Roumiantse\et al, 2002). Il est donc tout a fait
possible que ce type de mutation détermine noneseuit une résistance importante a
limatinib, mais contribue également a l'accélé@atide la maladie (Roche-Lestienekal,
2004). Les mutations localisées dans la boucletid&®on (boucle A), comme la substitution
de I'histidine en position 396, altérent I'affinitie I'imatinib pour son substrat. De méme, la
substitution des résidus hydrophobes en positiah @b 486 perturbe l'interaction avec la
région amino-terminale de la tyrosine kinase. Airtg@s mutations déstabilisent la forme
inactive de c-abl et déplacent I'équilibre vers cgmfiguration active, non reconnue par

limatinib (Roche-Lestiennet al, 2004).

54



l11.6.2. Réactivation de I'activité tyrosine kinasede BCR-ABL

Une modification quantitative de la cible par arfipdition du gend8CR-ABLpeut étre
a lorigine d'une réactivation de lactivité tyro& kinase dans les cellules devenues
résistantes a I'imatinib (Mahoet al, 2000). Cependant, le phénotype résistant obsest/é
réversible puisque la suppression de I'imatinitndlieu de culture conduit a la diminution du
taux de synthese de 'ARNm et de la protéine chimoér BCR-ABL. Ce mécanisme de
résistance est observé chez moins de 5% des gatigant eu une recherche d’amplification
génique ((Mahoret al, 2000); (Gorreet al, 2001); (Hochhaust al, 2001); (Hochhaust al,

2002)

l11.6.3. Transporteurs ABC (Pgp et BCRP)

Une augmentation conjointe de I'expressiorBfeR-ABLet deMDR1a été observée
dans une lignée résistante a l'imatinio LAMA84R (Ma et al, 2003). Dans un second
modele issu d’une lignée érythroide K562, la réasist a la doxorubicine due a I'expression
du geneMDR1 protege ces cellules contre l'effet de I'imatiidahonet al, 2003). Enfin,
laugmentation de l'expression du geméDR1 induite par transfection contribue a la
résistance d’'une lignée AR230 a de faibles conasatrs d’'imatinib (Mahoret al, 2000),
mais n’a aucun effet la lignée K562 dans les mé&maeslitions (Ferra@t al, 2003)).In vivo,
dans la LMC, la résistance a l'imatinib lice a peassion du gen®DR1 est difficile a
évaluer en raison d’'une expression physiologiqupomante de ce gene dans les cellules
sanguines. En ce qui concerne la BCRP, les résudtait contradictoires. En effet, dans un
modele de cellules intestinales Caco2 exprimantytasine kinase PDGFR, Burger et
collaborateurs ont sélectionné une lignée régstan’imatinib, qui surexprime la BCRP.
Cette surexpression est accompagnée d’'une dimmuaigol'accumulation intracellulaire de
imatinib (Burger et al, 2005). Cependant, la transfection du gB@RPdans le modele de

sarcome humain Saos-2 n'induit aucune résistanbeffét cytotoxique de l'imatinib, en

55



revanche, la résistance a d’'autres substrats BERP est modulée par I'imatinib (Houghton

et al, 2004).

111.6.4. Activation d’autres voies de survie

Pour une concentration d’'imatinib donnée, un dd¢acent heures est nécessaire pour
obtenir 'apoptosen vitro de cellules leucémiques de patients atteints de LM@s que
'apoptose de cellules blastiques de patientsratteie LAL Ph+ est induite en 16 a 20 heures
(Donatoet al, 2003). Cette cinétique d’induction d’apoptose msa&apide pour les cellules de
LMC pourrait résulter de l'activation accrue d’agrvoies de survie, indépendantes de BCR-
ABL. Ces autres voies peuvent étre affectées paramemalies génétiques additionnelles
provoquées par la forte instabilité génomique peapcette pathologie. Le modele de cellules
K562, résistantes a limatinib mais présentant diminution du taux d’expression du
transcrit BCR-ABL, a permis de montrer que la i@sise pouvait résulter de l'activation de
la voie des src-kinases (Donabal, 2003).

L’augmentation de la phosphorylation des protéiteltes que src-kinase LYN,
permettrait de contourner l'inhibition de BCR-ABRmpl'imatinib. In vivo, 'augmentation de
lactivité de LYN, observée chez certains patieets phase accélérée de LMC, est
probablement liée a I'évolution de la maladie, nmosirrait aussi participer a la résistance a

l'imatinib (Donatoet al, 2003).
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IV. TELOMERE ET INSTABILITE GENOMIQUE DANS LES

CELLULES DE LEUCEMIE MYELOIDE CHRONIQUE

IV.1. Les télomeres

Les téloméres sont des complexes nucléo-protéiquesigeant lextrémité des
chromosomes. lIs évitent que les chromosomes fig®abient reconnus comme un dommage
de 'ADN et les protégent de la dégradation ou aefusion entre chromosomes. Leur
raccourcissement progressif au cours des divisiefiglaires est associé aux mécanismes de
sénescence cellulaire ou ils joueraient le roléhertbge mitotique ». Les cellules somatiques
normales de mammiferes proliferent jusqu’a un nambnite de divisions pour entrer en
sénescence réplicative (Bodredral, 1998; Lanzaet al, 2000). Les cellules qui échappent a
la sénescence réplicative continuent a se divisguja la mort cellulaire massive déclenchée
par un raccourcissement critique des télomeresigueuvent plus protéger l'extrémité des
chromosomes. L'analyse des chromosomes a montrprgaede 200 pb d’ADN sont perdues
a chaque division cellulaire. En cas de perte @rodion excessive ces extrémités libres
deviennent un substrat pour les systemes de répgrabnduisant ainsi a des mauvaises
recombinaisons. Ce phénoméne est bien mis en @ddéans les fibroblastes murins en
culture pendant la phase dite de crise. Dans I#slese humaines, cette phase d’intenses
remaniements chromosomiques ne s’observent qu'dpaasfection pahTERTqui est la
sous-unité catalytique de la télomérase (humammialase reverse transcriptase) et d'une
partie du génome du virus SV40, nécessaire pawdtivation de p53 et Rb (Thomesal,
2002).

Les téloméres sont composés d’une répétition etetarde plusieurs kilobases (10-
30 kb), riche en GT (TTAGGG) et de facteurs praiém (de Lange, 2005). lIs se terminent

par une extension 3’ simple brin riche en G quirferune boucle terminale appelée T-loop
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(Figure 16), ou les séquences télomériques formmernarge cercle (Nikitina and Woodcock,
2004). En effet, le brin 3' sortant des télomeregahit I'ADN télomérique double brin

adjacent pour s’apparier au brin riche en C etatéyplle brin riche en G.

g

‘ Création de la t-loop

‘ Le simple brin 3’ envahit le
double brin pour créer une D-loop

Figure 16 : Structure schématique d'une "T loop"L'extrémité 3' sortante envahit le
duplexe télomérique adjacent formant alors uneddpl'. La taille des "T loops" est variable.
(d'apres de Lange, 2005).

IV.2. Télomérase

La télomérase, enzyme responsable du maintien deilla du télomere, a été
découverte par I'équipe de Blackburn en 1985 (@remnd Blackburn, 1985). En 1989,
Morin et al. montrent I'existence d’'une activitdoi@érase dans des cellules cancéreuses
humaines contribuant a leurs immortalisation (Mo1i&89).

La télomérase est un large complexe denviron 1@0& constitué de deux
composants essentiels : TARN matrice ou hTR (huf@lomerase RNA) qui sert de matrice
pour la synthése de 'ADN télomérique matrice enfyme reverse transcriptase hTERT
(human TElomerase Reverse Transcriptase). L'assmcide hTERT et hTR constitue le
complexe télomérase actif minimal (Beatge al, 1998). La télomérase humaine semble

fonctionnerin vivo sous forme de dimére ou de multimére (Beattial, 2001). Le poids
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moléculaire natif de la télomérase humaine recoatta (600 kDa) correspond a un dimére
(Wenz et al, 2001). La télomérase ajoute des séquences (TTAGGIExtrémité 3’ des
chromosomes (Figure 17).

L’expression de hTERT est régulée au niveau trgpismnnel et post-transcriptionnel.
Bien que la transcription de hTERT soit faible dalesnombreux tissus humains, elle est
réactivée dans de nombreuses cellules cancérddesanodifications post-traductionnelles,
telles que la phosphorylation de hTERT ont égaleréei observées lors de l'activation des
lymphocytes T (Liuet al, 2001; Liuet al, 1999).

L’activité de la télomérase est absente dans leonit@jdes cellules somatiques
normales alors qu’elle est présente dans plus éte @& cancers. Les cellules souches et les
cellules germinales possedent également une &ctélbmeérase qui leur permet d’assurer le
renouvellement des tissus et la reproduction, mseenent. Par contre, il a reccemment été
mis en évidence que les fibroblastes possedent @mussactivité télomérase qui joue un role
important dans le contréle du potentiel réplical# cellules (Masutomet al, 2003). En
absence de la télomérase certaines lignées cedlilpeuvent échapper a la sénescence et
maintenir la longueur de leurs télomeres en actidanmécanisme ALT (Alternative
Lengthening of Telomeres). Cette activation conduitne capacité réplicative illimitée. Le
mécanisme ALT est souvent responsable de I'élomigates télomeres par des systémes de

recombinaison faisant intervenir les complexes igugs dans la réparation de 'ADN.
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Télomérase

ARN (hTR)

ADN 4 4 o~ .
—— \q\é\@ '\s’if
Nucléotide

Figure 17 : Ccomplexe télomérase et ADN télomériquiea télomérase est constituée d’'une
sous unité catalytique hTERT et d'un ARN matric&R.hElle ajoute des répétitions de
’hexamere TTAGGG en se fixant a I'extrémité duoawsome. hTR est utilisé par hTERT
comme amorce pour ajouter les nucléotides. Apredhiexamere ajouté, la télomérase se

repositionne pour permettre un nouveau cycle d'gmion.

IV.3. Localisation de la télomérase

La détection de hTERT, grace a un marquage pgrrtagines fluorescentes, montre
une localisation nucléaire dépendante du cyclellegié (Tomlinsoret al, 2006). Yang et al.
ont observé que 80% des cellules qui exprimentagerf stable YFP-hTERT montrent une
localisation nucléaire de hTERT, une exclusion daléole pour 10% d’entres elles alors
gu’environ 6% des cellules présentent une locadisatucléolaire (Yanget al, 2002). En
réponse aux dommages a I'ADN, les cellules tumerateontrent une accumulation
nucléolaire de Htert (Yanet al, 2002). Cette localisation nucléolaire pourraitralpermettre
une séquestration de la télomérase pendant la pleasparation de 'ADN afin de I'éloigner

de la chromatine endommagée et d’éviter ainsi gtieité anarchique de la télomérase.
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IV.4. Protéines fixant les répétitions télomériques

Plusieurs protéines associées aux téloméres ontagaetérisées. Elles régulent la
longueur des télomeres et la formation des T lodes. protéines spécifiques de I'ADN
télomérigue double brin, TRF1 et TRF2 (telomeripea binding factor 1 et 2) sont des
acteurs importants de cette régulation (R&tual, 2005). Elles agissent sous forme de
dimeéres, et possedent deux motifs de liaison a NAdduble brin spécifiques de la séquence
5-YTAGGGTTR-3" (Y=pyrimidine, R=purine). Les autse protéines, TIN2 (TRF1-
interacting protein 2) et Rapl (repressor activaimtein 1), interagissent avec TRF1 et
TRF2, respectivement, alors que TPP1/PIP1 (POEtranting protein 1) interagit avec TIN2
(Figure 18). POT1 (Protein of telomere 1) est laspionservée de ces protéines et s’associe
spécifiguement a la séquence simple brin 5’-(T) TX&I TAG-3’). L’association de TRF1,
TRF2 et POT1 a ainsi une haute capacité de recgsarae des télomeres avec cinq motifs de
liaison a I'ADN qui leur permettent de distinguars|télomeres de tout autre extrémité
d’ADN. Ces six protéines peuvent former un seuh&me complexe qui est abondant a
l'extrémité des chromosomes et s’associe tout ag ¢l cycle cellulaire aux téloméres. Elles
contrélent le recrutement de la télomérase quiieegen particulier I'activité de POT1 (de

Lange, 2005).

=l

Figure 18: Représentation des six protéines associées au cexepiélomérique (shelterin)

positionnées au niveau du télomé¢ge Lange, 2005).
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V.5. Protéines de réparation des liaisons de '’ADMt maintien du télomére

Les protéines télomériques interagissent avec dereux facteurs impliqués dans la
réparation de 'ADN. Cette interaction empéche tiélemeres d’étre reconnus comme un
dommage a 'ADN et permet de les préserver de rbamisons indésirables conduisant a la
fusion des chromosomes ou encore a la perte deséeds.

Opresko et collaborateurs ont montré que les rsdale type RecQ précisément
WRN (Werner) et BLM (Bloom) s'associent aux téloesedans plusieurs lignées cellulaires
humaines de type ALT (Opreskat al, 2004b). L’hélicase WRN s’associe également aux
télomeéres dans des fibroblastes humains primamesuture pendant la phase S du cycle
cellulaire (Crabbeet al, 2004). WRN et BLM interagissent avec les proteit&omeériques
TRF1 et TRF2. Ces complexes ont été localiséesvaaun des télomeres (Lillard-Wetherell
et al, 2004; Opresket al, 2002; Stavropoulost al, 2002).

WRN et BLM possedent une fonction particuliere gamsiste en la reconnaissance et
la migration le long des jonctions de Holliday émnhédiaires des phases de recombinaison
d’ADN, possédant une strcuture a 4 branches) (Madwgiget al, 2001). Elles sont également
impliqguées dans la résolution de structures pditi@as, telles que les D-loop (figure 16) (van
Brabantet al.,2000) ou les G-quadruplexes (structure a quatres lake 'ADN formée par les
répétitions de guanine) (Mohagheghal, 2001); (Fry and Loeb, 1999); (Wu and Maizels,
2001); (Hanet al, 2000). La resolution des structures G-quadruglgfgure 19) pourrait
réguler la formation de ces structures au courtadéplication des télomeres et intervenir
dans le changement de conformation de [I'extrémiédontérique (assemblage ou
désassemblage de la T-loop ; (figure 16)) (Khalkdtaal, 2003; Opreskoet al, 2004a).
L’inactivation de BLM et de WRN chez la souris rerde les effets de I'inactivation du
composant ARN de la télomérase (TERC) et provoquedysfonction du télomeére (Dat

al., 2004).
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Les topoisomérases Il et Il s’associent & BLM, WRBNSgs1 pour relaxer les G-
guadruplexes (Wet al, 2000); (Watt et al., 1996; Wu and Hickson, 20Q2) topoisomérase
| posséde également une activité de fixation degtsires G-quadruplexes (Arimonet al,
2000). Tsai et collaborateurs ont montré dans umeleérécente, limplication de la
topoisomérase Il dans le maintien des télomeres des cellules de Ay Saos-2 (Tsaét

al., 2006)

N
—

Strueture d"ADN Reésclution par  une
yui empéche la helicase RecQ
Epingle G-guadruplexe

prearession de
-K a fourche K \
\'\ ‘k\\
/ Reoression de E? Reconstitumion
la fourche e de la fourche

extension  de P une

¥

brin de téte helicase Rec()

Figure 19 : Réles des hélicases RecQ dans la maiatee de l'intégrité de génome durant
la réplication de I'ADN a. La progression d'une fourche de réplication pdtt éloquée par
les structures secondaires dans I'ADN, telles ges @épingles a cheveux ou des G-
guadruplexe. Les hélicases RecQ peuvent résoudsesttactures et ainsi permettre la
progression de la fourche de réplicatiob. Si une fourche rencontre une lésion (cercle
orange) sur la matrice du brin de téte, la fourgiaut régresser et les brins naissants d'/ADN
(vert) peuvent s’hybrider pour former une joncti@mt branchegjonction de Holliday). Le
brin de téte est alors synthétisé en utilisant fi@ lde queue comme matrice. Une hélicase
RecQ peut résoudre la jonction a 4 branches et pdrenun « by pass » de la lésion.
(Hickson, 2003).
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IV.6. La télomérase dans les cellules hématopoiétigs

Contrairement a la plupart des cellules somatiquesmales, les cellules
hématopoiétiques ont la capacité d'exprimer laniélase a des phases particulieres
d'activation et de différenciation. Une activitdotéérasique est détectée dans la moelle
osseuse, le sang périphérique et les organes lyidgsho

Au niveau de la moelle osseuse, alors que lesulesllles plus primitives
(CD34+CD38-) ne présentent pas ou trés peu daxtidlomérasique, les cellules déja
engagées dans une voie de difféerenciation (CD3482Pp3présentent une activité
télomérasique (Engelhardt et al., 1997 ; Chiu gt18196). Les cellules les plus différenciées
sont dépourvues d'activité télomérasique. Par cues#, l'induction de la télomérase serait
donc transitoire au cours des premieres étapes adedifférenciation des cellules
hématopoiétiques.

Weng et al. ont détecté une forte activité tékasigue lors de la différenciation
thymique des lymphocytes T (Wengt al, 1997). Les lymphocytes T qui sont
majoritairement non actives dans le sang circulaet,présentent pas une forte activité
télomérasiqu€éWenget al, 1996). Cependant, dans ces cellules, l'actigkemérasique est
nettement augmentée de maniére transitoire lor$adevation antigénique. De la méme
maniere, l'activation des lymphocytes B induit @ugmentation de l'activité télomeérasique,
qui est absente dans les cellules inactives (Iparasd Sakaguchi, 1997). Malgré cette
activité télomeérasique, la taille des télomeresaiisiles hématopoiétiques diminue au cours

des divisions cellulaires.

IV.7. Le télomére dans la leucémie myéloide chronig
Au cours des trois phases d’évolution de la LMC¢élemere subit des changements
en terme de taille et de stabilité liés essentigdlet au changement de l'activité télomérasique

des cellules et a la modification de l'expressian agrtaines protéines télomériques et de
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réparation. Avant l'utilisation I'utilisation deithatinib dans le traitement de LMC, la phase
chronique de la LMC était relativement stable avae durée moyenne de 5-6 ans qui est
finalement suivie par la phase d’accélération. Daete phase, une augmentation de
linstabilité génétique méne a l'acquisition d'aradies cytogénétigues et de mutations
additionnelles responsables de la forte prolifératies clones cancéreux (figure 20).

Les téloméres des cellules leucémiques sont sensinit plus courts que ceux des
lymphocytes-T (Ph-) du méme donneur (Brummendrfl, 2000). Des études récentes
réalisées sur les prélevements de patients ontréngue dans la phase chronique, la majorité
de patients atteints de LMC présentent une longdaurélomere réduite (Ohyashikt al,
2000). Ce raccourcissement de la taille du téloraétgrobablement lié a une faible activité
télomérasique et a la division cellulaire. Duragg phases d’accélération et blastique les
télomeéres arrivent a une taille critique. Les de8uLMC présentent des changements au
niveau des microsatellites, signe d’'une forte infitd génomique dans ces deux phases. Ceci
montre que l'expression et l'activation de la téwase dans la phase d’accélération et
blastiqgue sont probablement associées a l'indi@lg€nomique.

L’expression de hTERT dans les cellules de LMC daszatients en phase chronique
est similaire a celle des cellules normales. Cepetndon épissage alternatif est modifié et
'expression de son partenaire hTR diminue. Cepligie la faible activité de la télomérase
dans cette phase (Drummoeatial, 2005).

La progression de la maladie dans les phases déaatién et blastique est associée a
'augmentation significative des niveaux d'expressie hTERT (10 a 50 fois) (Engelhaedt
al., 2000; Ohyashiket al, 2000). Pendant la phase blastique, l'activitdadeélomérase est
tres élevée par rapport a la moyenne de l'actitétémérasique observée chez des sujets

normaux.

65



Plusieurs études ont rapporté une régulation padtittionnelle de l'activité de
hTERT par sa phosphorylation, notamment par lastge kinase c-abl (Kharbandd al,
2000), néanmoins la localisation cytoplasmique dRBABL et nucléaire de hTERT ne
permettrait pas cette régulation (Hartmaral, 2005). Cependant le BCR-ABL contrble des
voies de signalisation décrites comme étant impkgudans la phosphorylation de hTERT,

notamment la voie de la PI3K/Akt (Kamg al, 1999).
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Figure 20 : Evolution du télomere au cours de la progression ldeLMC. Dans la phase
chroniqgue de la LMC, la taille du télomére diminjiesqu'a une taille critique. (1) Le
traitement avec 'imatinib accélere cette réductietnprovoque I'entrée des cellules en phase
de sénescence. (2) En absence du traitement, &sgjpn et I'activité de la télomérase
augmente, ce qui permettra de stabiliser ou d’augerda taille des télomeres et d’échapper

ainsi a la sénescence.
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IV.8. Implications des protéines de réparation dand’instabilité génomigue observée
dans les cellules LMC

Dans les cellules normales, il existe un équilientre les mécanismes de réparation
d'ADN et les voies d’apoptose. Ainsi un exceés denohages d'ADN ou de Ilésions
irréparables constituent une menace a la stalgitdomique de ces cellules, ce qui les
aménent a entrer en apoptose. Cependant, leseseliuhorales est en particulier les cellules
BCR-ABL-positives semblent étre mieux équipées @auvivre aux dommages d’ADN.

Les observations cliniques (Alimer al, 1987) ; (Kelmaret al, 1989); (Rowley,
1982) et les résultats obternsvitro (Hondaet al, 2000); (Laneuvilleet al, 1992); (Salloukh
and Laneuville, 2000) montrent que BCR-ABL peutuind une instabilité génomique,
menant a des translocations chromosomiques, sigipmesde chromosomes, amplifications
et mutations de genes (duplication du chromosomdrBbmie 8 ou isochromosome 17 par
exemple) (Etienne and Mahon, 2001). Ce phénomeneed étre lié a aux aberrations
observées dans les voies de réponse aux dommdgd3dNadans les cellules leucémiques
BCR-ABL-positives.

Généralement deux types de dommages d'ADN peuwvamtrilmuer a l'instabilité
génomique: les dommages spontanés qui se prodsisegpiement comme résultat de I'effet
de composés comme les espéces réactives de 'axygeROS (reactive oxygen species), et
les dommages provoqués par des facteurs exteores)e des thérapies génotoxiques. Dans
les cellules LMC, il a été observé que BCR-ABL laggte la production des ROS (Satdér
al., 2000). Les niveaux élevés des ROS dans les egltuhnsfectées par le BCR-ABL peut
contribuer aux dommages d’ADN spontanés et a &iniité génomique (Aitken and Krausz,
2001). Parmi les protéines qui interviennent dassnhécanismes de réparation d’ADN, on
trouve Les hélicases de la famille RecQ. Cettelfardihélicase est composée de 5 protéines

connues : BLM, WRN, RTS, RecQL1 et RecQL5. Ceschébs peuvent agir tét dans la voie
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de recombinaison en créant un substrat simple-Quinpeut étre employé par I'hélicase de
type RecA (RAD51) (Harmon and Kowalczykowski, 1998)vitro RAD51 se polymérise le
long d'un ADN simple brin et catalyse I'échangebda entre deux séquences homologues.
Cet échange est favorisé par la présence de RAMBAIMére RAD55-RAD57 et de RAD54
(Sung, 1997a; Sung, 1997b).

Les travaux de Slupianek et al. montrent que ldkdses BLM et RAD51 sont
activées par le BCR-ABL (Slupianek al, 2005; Slupianelet al, 2001). BCR-ABL régule

aussi bien la transcription, la dégradation, @hlasphorylation de RAD51 (Figure 21).
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Figure 21 : Régulation de la transcription, la phphorylation et la dégradation de RAD51
par le BCR-ABL.DSB : double strand break (cassures double)brin

La régulation positive de I'expression de BLM etRI&D51 par BCR-ABL a comme
conséquence directe une augmentation de la réparadlADN par recombinaison
homologue, suite & une résistance a des agents edenmisplatine ou la mitomycine C

(figure 22) (Slupianelet al, 2005; Slupianelet al, 2001).

68



\v/ Médicaments génotoxiques

| + £ Irradiation
“flux

A
£ \/

P

VAV VA
* Dommage d’ADN

Signalisation

i ™

Apoptose  Réparation d’ADN Arrét du cycle cellulaire

A

BCR/ABL

Figure 22 : Mécanismes de résistance aux meédicansegénotoxiques dans les cellules

exprimant BCR-ABL
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MATERIELS ET METHODES
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I. MATERIELS

l.1. Effecteurs pharmacologiques

[.1.1. Mitoxantrone

La mitoxantrone (Sigma, St Quentin Fallavier) esinhibiteur de la topoisomerase I
(Crespiet al, 1986) qui appartient a la famille des anthracemexs. Elle est couramment
utilisée dans le traitement de plusieur cancere &3t utilisée chez les patients atteints de
leucémie aigué myéloide (Tallma al, 2005). Des études récentes indiquent une incédenc
elevée de leucémie chez les patientes présentamtncer du sein et traitées avec un
protocole thérapeutique contenant la mitoxanti@ssoet al, 2000); (Krogeret al, 2003).
Cependant, il n'y a aucune donnée qui montre gneifeucémique quand la mitoxantrone est
donnée en monothérapie. La solution mére est pképiaune concentration de 5210l et

stockée a —20°C.
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Figure 23: Structure de la mitoxantrone
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[.1.2. Etoposide

L'étoposide est un dérivé hémisynthétique de laopbgllotoxine, molécule naturelle
extraite de podophyllum. Une vingtaine d’annéesedderche ont été nécessaires pour passer
de la podophyllotoxine a I'étoposide (Imbert, 1998)s modifications apportées au squelette
de la podophyllotoxine se sont traduites par umgbement du mécanisme d’action. En effet,
alors que la podophyllotoxine est un poison du dusenitotique, I'étoposide inhibe la
topoisomeérase Il. C’est médicament anticancéreesuitilisés de nos jours en chimiothérapie
(Hande, 1998b) (Meress al, 2004). Il est utilisé dans le traitement d’'untagr nombre de
cancers et particulierement le cancer du poumoetiéep cellules et le cancer des testicules
(Belaniet al, 1994); (Pommieet al, 1996); (Hande, 1998a). De plus, il est utilisésiée
traitement de la leucémie myéloide aigué, le lynmpdonon-Hodgkinien, le sarcome de
Kaposi et le neuroblastome (Hande, 2003). Parfilis&ien monochimiothérapie, I'étoposide
est souvent associé a d’autres antitumoraux, teds lg cisplatine, le carboplatine ou le
cyclophosphamide. L'étoposide ou VP16 provient dezcMerck (Lyon). La solution mére
est préparée a une concentration de 3;5M@et stockée & —20°C. La forme radioactiize
VP16 provient de chez Moraveck (Brea, CA). La @mration de sa solution mere est de

1,7.10° M (250 pCi, 1mCi/ml, 300-900 mCi/mmol) et stockée20°C.

H

Figure 24: Structure de I'étoposide
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1.1.3. Doxorubicine

La doxorubicine est 'un des premiers antibiotiqdesla famille des anthracyclines a
étre utilisé dans le traitement du cancer. Elleadgenue par fermentation chez différents
micro-organismes appartenant au genre Streptom@@emmone et al, 1997). Elle est
utilisée dans le traitement de plusieurs typesudeetrs solides, notamment le carcinome du
sein, carcinome pulmonaire et le cancer de la tgreet hémopathies malignes. La
doxorubicine, qui S’intercale entre les bases dVADG-C), est un inhibiteur de Ila
topoisomérase Il qui induit des cassures double (oehnet al, 2007). La doxorubicine
provient de chez Sigma. La solution mére est pé&patans de I'eau stérile a0 et

conservée a -20°C.

Figure 25 : Structure de la doxorubicine

[.1.4. Imatinib
L'imatinib est un dérivé de 2-phenylaminopyrimididéveloppé par les laboratoires
Novartis (Béle, Suisse). Il a été décrit comme ninhiteur de la tyrosine kinase BCR-ABL

(Drukeret al, 1996) et PDGF (Buchdunget al, 1996). Dans les études précliniques, cette
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molécule s’est avérée capable d’inhiber vitro toutes les kinases abl comprenant les
protéines p210, p190, v-Abl et c-Abln vitro, I'imatinib induit, a des concentrations
micromolaires, la mort de toutes les lignées cailes exprimant le BCR-ABL, mais reste
sans effet sur d’autres lignées transformées nimgmt pas le BCR-ABL. L'imatinib entre en
compétition avec I'ATP au niveau du site de liaisien'ATP du domaine catalytique de la
protéine abl. Cette fixation entraine une diminutie la capacité de la fonction de la fonction
de BCR-ABL, avec comme conséquence principale ohibition de la signilalisation liee a
la prolifération La solution mére est préparée dans du DMSO arleettration 3,4 10M et

conservée a —20°C.
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Figure 26 : Structure de I'imatinib

[.2. Inhibiteurs et modulateurs de la résistance MR
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1.2.1.LY294002

Le LY294002 est un inhibiteur sélectif de la PI3fKlahos et al, 1994). Cette
molécule induit I'arrét du cycle cellulaire en pd&%l, induisant I'inhibition de la prolifération
de cellules de mélanome (Casagraatal, 1998) et l'inhibition partielle de la croissarum=
cellules d'osteosarcoma MG-63 (Thoneasl, 1997). Le LY294002 provient de chez Eli and
Lilly (Indianapolis, IN, USA). La solution mere egtréparée dans du DMSO a la

concentration 10 M et conservée a —20°C.

7\

Figure 27: Structure du LY294002

1.2.2. Novobiocine

La novobiocine (Sigma), est un dérivé de la coungacomportant en outre un phénol
substitué et un sucre. C’est un antibiotique aapisylococcique actif sur les coccis a Gram
positif. Elle inhibe la gyrase bactérienne (Gormégyal, 1996). Récemment, il a été montré
gu’elle est capable de moduler la BCRP (Shiozawal, 2004). La solution mere est

préparée & une concentration de” Mddans du DMSO et stockée a —20°C.
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Figure 28 : Structure de la novobiocine

1.2.3. Fumitremorgine C

La fumitremorgine C est une toxine fongique exé&aitpartir dAspergillus fumigatus
Celle-ci est capable d’inhiber complétement la stésice médiée par la BCRP a des
concentrations submicromolaires (Rabindedaral, 2000). La fumitremorgine C est fournie
par le Dr RW Robey et Prof S. Bates from the Cafd@rapeutics Branch (NCI, Bethesda,
MD). La solution mére est préparée & une concémtrate 5 1¢ M dans du DMSO et
stockée a —20°C.
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Figure 29 : Structure de la fumitremorgine C
1.2.4. GG918
Le GG918 (N-{4-[2-(1,2,3,4-tetrahydro-6,7-dimetne&yisoquinolinyl)-ethyl]-

phenyl}-9.10-dihydro-5-methoxy-9-oxo-4-acridine-bakamide) est un dérivé d’acridine. |l
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est capable de restaurer la sensibilité des celiyuéexpriment la Pgp et la BCRP aux agents
cytotoxiques (de Bruirt al, 1999). Le GG918 provient de chez Glaxosmithk(ibes Ulis,
Paris). La solution mére est préparée & une comtiem de 16 M dans du DMSO et

stockée a —20°C.

OCH,
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Figure 30 : Structure du GG918

1.2.5. Buthionine sulfoximine

La buthionine sulfoximine ou BSO (Sigma) est unibitbur de lay-glutamylcystéine
synthétase et par conséquent de la synthese chaghut (GSH) (Arricket al, 1981). Un
prétraitement avec la BSO diminurevitro la résistance a la daunorubicine dans des cellules
surexprimant la MRP1 (Versantvoort et al., 1995tt€ molécule sur augmente aussi
I'éfficacité thérapeutiquén vivo de la doxorubicine dans des tumeurs surexprinaaMRP1
(Versantvoortet al, 1995b). La BSO est préparée dans l'eau stérie 20> M et est

conservée a —20°C.
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Figure 31 : Structure de la buthionine sulfoximine

77



[.2.6. LY402913
Le LY402913 est un inhibiteur sélectif de la MRMa(et al, 2002). Celui-ci a été
fourni par Eli et Lilly Pharmaceuticals (GreenfieliN). Le LY402913 est préparé a une

concentration de 2.TM dans le DMSO et stocké a —20°C.
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Figure 32 : Structure du LY402913

1.2.7. Probénecide
Le probénecide est un inhibiteur de l'activité flief de la MRP1 (Chauvieet al,

2002). La solution mére (Sigma) est préparée adaivs le DMSO et stockée a -20°C.

O O CH,CH,CH,
I T
HO —C S —NCH,CH,CH,
O

Figure 33 : Structure du probenicide
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[.3. Fluorochromes

1.3.1. Hoechst33342

Le Hoechst33342 est un dérivé de benzimidazoleaftanrhalliet al, 1994). Il est
utilisé comme marqueur fluorescent vital, capatdefradnchir la membrane cytoplasmique
pour se fixer de fagcon stoechiométrique sur leedasT de 'ADN. Il est efficacement
transporté par la BCRP et la Pgp (Evseenko et28D6; Shapiro and Ling, 1998%0n
maximum d’absorption se situe a 340 nm et il énmet fluorescence bleue vers 470 nm. La

solution mére (Sigma) est préparée & Mdans le DMSO et stockée & -20°C.
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Figure 34 : Structure du Hoechst33342

1.3.2. Rhodamine 123

La Rhodamine 123 est un fluorochrome cationiquéisé&t pour marquer les
mitochondries actives. Elle est considérée comménditateur du potentiel de membrane
mitochondriale (Johnsoet al, 1980), son absorption maximale est a 529 nmreggassion
maximale est a 507 nm. Cette sonde est un sulosria Pgp et de la BCRP (Goagal,
2001) (Honjoet al, 2001). La Rhodamine 123 provient de chez IntencKinterchim,

Montlucon, France), la solution mére est prépard®aM et stockée -20°C.

79



I
C—OCH,

Cl
"
_|_
H-N 0O NH,

Figure 35: Structure de la Rhodamine 123

l.4. Lignées cellulaires
l.4.1. Lignées MCF7

La lignée cellulaire MCF7 est issue d’'un adénocantie mammaire d’'une patiente
caucasienne de 69 ans (Fairchid al, 1987). Les lignées résistantes MCF7/VP et
MCF7/DOX résistantes a I'étoposide (VP16) et adaatubicine (DOX) respectivement, ont
été obtenues aprés exposition continue des ceMN&iS7 a des concentrations croissantes de
VP16 et de DOX. Les cellules MCF7/VP et MCF7/DOdns entretenues avec 1 uM de
VP16 et de DOX respectivement (Fairchddal, 1987) (Schneideet al, 1994). Les deux
lignées résistantes ont été fournies par le Prefiess Robert (Université de Bordeaux). La
lignée cellulaire MCF7/MGG a été sélectionnée daonsre laboratoie en présence de
concentrations croissantes de mitoxantrone (jus§0@ nM) et du modulateur de Pgp et

BCRP le GG918 (1 pM).

1.4.2. Lignées 2008
La lignée cellulaire 2008 provient d’'un carcinomeacden humain. La lignée
2008/MRP1 est établie par transfection du vect®os/RSV-MRP1 dans lequel la séquence

codante pour la MRP1 plus 115 bases du c6té 50@etbises du coté 3' de séquences non
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codantes est introduite. Par la suite, les calluleansfectées de fagon stable sont
sélectionnées en présence de 400 pg oe géniticine (Sigma). La lignée cellulaire
2008/MRP1 a été fournie par le Prof. P. Borst [fdands Cancer Institute, Amsterdam,

The Netherlands)

1.4.3. Lignées HEK293

La lignée HEK293 provient de cellules embryonnaidesrein humain. Les lignées
HEK293 surexprimant la BCRP ont été établies partiensfection avec un vecteur pcDNA3
contenant 'ADNc de la BCRP. Trois lignées ont étdenues, une lignée surexprimant la
BCRP sauvage (HEK/R482) et deux lignées surexptimae BCRP mutée au niveau de
lacide aminé arginine 482, substitué soit par timeonine (HEK/R482T), soit par une
glycine (HEK/R482G). La lignée témoin HEK/V est lgélia par une transfection des cellules
HEK?293 avec le vecteur nu. Par la suite, les cedlttansfectées stables sont sélectionnées en
présence de 500 pg hde géniticine. L’'ensemble de ces lignées celludaget été fournies

par le professeur S. Bates (National Cancer InstitdIH, Bethesda, Maryland, USA).

1.4.4. Lignées K562

La lignée K562 a été isolée a partir du liqguideupdd d’'une patiente atteinte d'une
leucémie myeéloide chronique en crise blastique £floozand Lozzio, 1975). La lignée
K562/DOX résistante a la DOX, a été obtenue paroskipn des cellules K562 a des
concentrations croissantes de DOX (Nishiyamia al, 1990). La lignée K562/DOX
surexprime la Pgp. La lignée K562/BCRP a été &salgar une transfection des cellules K562
avec le rétrovirus HaBCRP, contenant TADNc de @R humaine et une sélection des
clones qui expriment cette protéine avec 20 ngnEdl-38 (Imaiet al, 2004). Les ligneés

K562/V et K562/BCRP ont été fournies par le Dr. Ni&azu Sugimoto (Japanese Foundation
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for Cancer Research). La lignée K562/Imatinib aséiéctionnée dans notre laboratoire en

présence de concentrations croissantes d’imafinsig’'a 500 nM).

1.4.5. Lignées HL60

La lignée cellulaire HL60O provient d’'une leucémigueé myéloblastique (ATCC, CCL-
240). La lignée HL60/DOX résistante a la DOX a @béenue aprés une exposition continue
des cellules HL60 sensibles a la DOX (Marquaettal, 1990). Ces cellules ont été
sélectionnées pour résister a une concentratiod0deM de DOX. La lignée HL60/DOX
surexprime le MRP1 (Kostrzewa-Nowakal, 2005).

Les cellules HL60/BCR-ABL sont obtenues aprés fieni®on avec un vecteur
rétroviral exprimant la protéine fluorescente (eGFBreen Fluorescente Protein) et la
protéine BCR-ABL, en utilisant le réactif SuperFEQIAGEN). Les cellules tranfectées ont
été analysées pour leur expression de GFP par eyieran flux. Les cellules HL60 positives
en GFP/BCR-ABL représentent 98% du nombre total adiles totales (Ptasznit al,
2002). La lignée HL60/BCR-ABL a été fournie par [@ténie Salesse (Unité CNRS

UMRG6198, UFR Sciences, Reims).

1.5. Conditions de culture

Les cellules K562 et HL60 sont cultiveées en suspendans du milieu RPMI-1640
(Invitrogen, Paris), supplémenté de 10 % de sérwanveau foetal et d’'un mélange
d’antibiotiques (Streptomycine 40 mg/L et Pénicél 5.1G U/L). Le milieu de culture est
renouvelé tous les 3 jours. Pour les cellules tasiss K562/DOX et HL60/DOX, le milieu
contenant la doxorubicine est additionné.

Les cellules (2008, MCF7) sont cultivées en moncheudans du milieu de culture
RPMI-1640, supplémenté de 10 % de sérum de veaal fetedu mélange d’antibiotiques cité

précédemment. Les cellules HEK293 sont cultivéessddu milieu MEM (Invitrogen).
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Lorsque les cellules atteignent un état de crogsaubconfluent, le milieu de culture est
aspiré puis les cellules sont lavées avec 3mL d& Bidant 3 minutes. Aprés élimination du
PBS, les cellules sont détachées a I'aide de 508q.tkypsine (Invitrogen) pendant 5 minutes
a 37°C et reprises dans 6 mL de milieu.

Les cellules en culture sont maintenues a 37°C daesatmospheére saturée en eau et
contenant 5 % de COToutes les manipulations sont réalisées stéribbrseus une hotte a
flux laminaire vertical. La densité cellulaire edeterminée par comptage dans des
hématimetres cova slide (CML, paris) au microsoopiégue a contraste de phase. La densité
cellulaire utilisée pour les tests de cytotoxi@st déterminée pour chaque lignée en fonction

du nombre de doublement par 24 heures et de |l digréulture.

|.6. Conservation des cellules

La congélation des cellules est réalisée dansmyesubes de 2 ml. Un culot de 3:10
cellules est repris dans du milieu contenant 70%EMI 1640 ou de MEM, 20% de SVF et
10% de DMSO. Les tubes sont congelés a -80°C peddah avant d’étre mis dans l'azote

liquide

. METHODES

II.1. Test MTT

Le test au (3-[4, 5-diméthylthiazol-2-yl]-2, 5-dghyltétrazolium bromide) ou MTT
(Sigma) est utilisé pour évaluer la croissanceutaie. Les cellules vivantes possédent des
déshydrogénases mitochondriales fonctionnellesrépliisent le MTT de couleur jaune en
cristaux pourpres de MTT-formazan solubles damsneéthylsulfoxide (DMSO) (Carmichael

et al, 1987).
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Les cellules en phase exponentielle de croissamce ensemencées dans des
microplagues de 96 puits & une densité de 5000lezlpar mL dans un volume de 200 pL.
Apres 24 heures, les cellules sont exposées aatitis concentrations du ou des produit(s)
pharmacologique(s) dilué(s) dans le milieu de caltl.es plagues sont ensuite remises en
culture & 37°C pendant 3 jours. 20 puL de MTT a@dmL’ sont ensuite rajoutés dans
chaque puits. Les cellules sont incubées pendaft ltkures a 37°C. Les cristaux de MTT-
formazan ainsi formés sont dissous dans 200 uLM8®. La lecture des densités optiques
(DO) est effectuée sur un lecteur de microplag®esi€s 750 microplates reader, Cambridge
Technology, Watertown, MA) a la longueur d’'onde5d® nm. Le pourcentage de croissance
cellulaire est déterminé par le calcul du rappertadmoyenne des DO des cellules traitées sur
celle des cellules non traitées représenté sousefdie pourcentage. Une courbe d’inhibition
de croissance peut étre tracée (% de viabilitélle@lé en fonction du log des concentrations
du médicament). Ainsi la concentration qui indWi®® d’inhibition de croissance () peut
étre déterminée.

Clso de la lignée résistante

Ces concentrations permettent d’évaluer l'indexédstance IR =

Clsp de la lignée sensible

I1.2. PCR quantitative en temps réel

I1.2.1. Principe

Chaque échantillon d’ADNc est amplifie avec des spécifiqgues du transcrit a
analyser. Le produit de la PCR est quantifié enunsgd en continu la fluorescence résultant
de la liaison du SYBR Green a '’ADN double brin §gna chaque cycle d’amplication. Le

Ct (threshold Cycle) se définit comme le nombrecgeles auquel la courbe d’amplification

atteint le seuil de fluorescence statistiquemefiérdint du bruit de fond, situé précocement
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dans la portion exponentielle de la courbe d’angalifon. Ainsi, le Ct est d’autant plus faible
que le transcrit est fortement exprimé dans I'étithan initial.

Puisque le rendement de I'extraction des ARN egualité de la rétrotranscription
varient d’'un échantillon a l'autre, I'expressionsddifférents génes testés est normalisée par
'expression du géne TBP (TATA-box Binding Protein) GUS B-glucouronidase); ces deux
géenes « ubiquitaires » sont exprimés de facon estalains toutes les lignées. L’index
d’accumulation des transcrits (TAI) détermine I'eegsion relative d’'un échantillon par
rapport a un témoin, ce témoin représentant lauvdled’expression de chaque géne. Le TAI
est calculé d’aprés la formule suivante :

TAI = 24Ct AACt = (Ct géne cible - Ct géne de ménage) échamti#¢Ct géne cible — Ct
gene de ménage) témoin. Cette formule ne peut wdtlisée qu'apres avoir vérifieé que
I'efficacité d’amplification, comprise entre 90 ¥t0 %, est identique entre le géne cible et le

gene de ménage.

I1.2.2. Recherche des amorces
Les amorces sont choisies par lintermédiaire dgiclel primer express (Applied
Biosystems) selon des criteres bien définis :
v' Les amorces ne doivent pas former de diméeresamplicons non spécifiques.
v' Les amorces doivent permettre un doublement dubr@me cibles a chaque cycle
Les amorces qui répondent a ces deux criteresgmoent d’Eurogentec (Bruxelles,

Belgique) et sont reportoriés dans le tableau 3.
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SENS ANTISENS
TBP 3- GCACAGGAGCCAAGAGTGAA -5’ 5- TCACAGCTCCCCACCATGTT -3
GUS 3'- CTCATTTGGAATTTTGCCGATT -5’ 5-CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA -3’
MDR1 3'- AGGAAGCCAATGCCTATGACTTTA -5’ 5'- CAACTGGGCCCCTCTCTCTC -3’
MRP1 3'- GAAGGCCATCGGACTCTTCA -5 5'- CAGCGCGGACACATGGT -3’
MRP2 3'- TGCAGCCTCCATAACCATGAG -5 5'- GATGCCTGCCATTGGACCTA -3’
MRP3 3- CACACGGATCTTGACAGACAATGA -5’ 5'- ACAGGGCACTCAGCTGTCTCA -3’
BCRP 3'- CAGGTCTGTTTCAATCTCACA -5’ 5'- TCCATATGGTGGAATGCTGAAG -3’
Rad51 3'- TGTACCGGAAAGGAAGTGGAG -5’ 5'- GGGTCTGGTGGTCTGTGTTGA -3’
TRF1 3- TCCTAAGTCAATGGCGTCGT -5’ 5- AAGGTCTTGTTGCTGGGTTC -3’
TOPOIII 3'- ACTGCCCAGAGAATTTTGTAGAC -5’ 5'- ACGTGGATAATCTCAAACCCGAT -3’
BLM 3’- GACTGTGACGCTAGACAGAT -5’ 5'- CAGTTCGTTCCCACAATCCA -3’
WRN 3'- GGCAGGTGTAGGAATTGAAG -5’ 5'-TAAGGCTCCAGGTCTCTGTA -3
TRF2 3- CTTTGATATGGAGGCTGAGC -5’ 5'- GCAGCTTCCTTGACCAGTTT -3’
hTERT 3- GGTGATTTCTCGTCCGTTCA -5’ 5'- GCTCCCAAAGTTCCCTCAAA -3’
BCR-ABL | 3'- CGTCCACTCAGCCACAT -5’ 5'- TGCAGATGCTGACCAACTCG -3’

Tableau 3: Séquences des amorces sens et anti-ss genes étudiés par PCR

guantitative.

I1.2.3. RT-PCR en temps réel

L’ARN total est extrait a partir de culots secs@®& millions de cellules avec le kit
RNAeasy mini (Qiagen, BotheNVA). La transformation d’1 pg d’ARN total en ADNc (20
pL final) est réalisée avec le kit Superscriptsfstrand synthesis system (Invitrogen), en
utilisant les hexameéres aléatoires. L’ADNc est isedans 30 pL d’eau DEPC, 5 pL seront
amplifiées dans un volume final de 25 pL en utilisEnkit SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster city, CA). L'amplifitah est effectuée dans une microplaque de
96 puits, placée dans un appareil de PCR en temps ABI PRISM 7000 (Applied
Biosystems). L’amplification se déroule pendantc¥6les alternant 15 secondes a 95°C et 1
minute a 60°C. La fluorescence est analysée ernncoet le logiciel définit le Ct de chaque

échantillon.
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I1.3. Analyse de I'expression des protéines par wiesn blot

Les cellules sont récupérées et centrifugées hates a 1000 g. Le culot est lavé une
fois dans du PBS puis repris dans 250 pL de tardedgse RIPA 1X (Upstate) (50 mM Tris
HCI pH 7,4 ; 0,25 % sodium desoxycholate; 150 mMCNa mM EDTA; 1 mM PMSF,
leupeptine, aprotinine et pepstatine) puis lesutadl sont lysées pendant une heure a 4°C.
Aprés une centrifugation de 30 minutes & 14000 4°@, les débris cellulaires sont
sédimentés et le surnageant récupéré. Les protéamsensuite dosées par la méthode de
Bradford.

Quarante pg de protéines additionnées de 5 pL eie d¢ charge Laemmli et le
marqueur de poids moléculaire sont déposés darmgelpolyacrylamide-SDS. Ce gel est
composé d’un gel de concentration 4,5% (2,5 ml tamgee concentration 4X (0,4 % SDS;
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8), 6,6 ml D, 0,8 ml d’acrylamide 40%, 100 pl APS, 10 ul TEMED
et un gel de séparation 8 % (2,5 ml tampon de uésal (0,4 % SDS; 1,5 M Tris-HCI, pH
8,8), 5,4 ml HO, 2 ml d’acrylamide 40%, 50 ul APS, 5 pul TEMEDAR migration s’effectue
dans un tampon de migration Tris (250 mM), glyqigeM), SDS (1 %) a 200 V pendant 45
minutes. Les protéines sont ensuite transféréeslpeairoélution sur une membrane de PVDF
(porablot, Macherey Nagel) préalablement activéairiute dans du méthanol. Le transfert est
réalisé dans un tampon Tris (250 mM), glycine (2ev)appliquant un potentiel de 30 V toute
la nuit a 4°CCette membrane PVDF est ensuite saturée pendanbaure sous agitation
dans une solution de PBS-Tween (PBS contenant Gl& Yween 20) additionnée de 5 % de
lait écrémé en poudre puis incubée pendant 2 hesangs agitation a température ambiante
avec l'anticorps primaire de chaque protéine étudiébleau 4) diluée dans une solution de
PBS-Tween 0,1 % additionné de 1 % de BSA.

La membrane est ensuite lavée trois fois pendaninbites dans du PBS-Tween a 0,1

%, puis incubée pendant 45 minutes sous agitatimm@érature ambiante avec I'anticorps
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secondaire anti-lapin ou anti-souris couplé a leoypglase et dilué au 1/2500 dans une
solution de PBS-Tween 0,1 % additionnée de 1 % 8A.B.a membrane est ensuite lavée
trois fois pendant 5 minutes dans du PBS-Twee84,Ruis un réactif a base de luminol (Kit
ECIl, Amersham Biosciences) est appliqué a celléailuminosité est détectée par un film
KODAK MS. Le niveau d’expression de chaque proté&n&té normalisé a lI'aide de l'actine

grace au logiciel Image Quant 5.2 (Amersham Biowss).

Protéine ciblée Caractéristiques Dilution

Actine Anticorps monoclonal de souris 1/10000
BCRP (BXP21) Anticorps monoclonal de souris 1/1000
AKT Anticorps polyclonal de lapin 1/1000
AKT-P Anticorps polyclonal de lapin 1/1000
Topo llla Anticorps polyclonal de lapin 1/1000
BLM Anticorps monoclonal de souris 1/1000
RAD51 Anticorps monoclonal de souris 1/1000
TRF2 Anticorps monoclonal de lapin 1/500

Tableau 4 : Récapitulatif des anticorps primairesilisés en western blot.

Il.4. Cytométrie en flux

I1.4.1. Principe

La cytométrie en flux est une technique permettBabalyse individuelle et
multiparamétrique de cellules ou d’élément subtalies. Elle donne une indication sur la
taille, la granulométrie, le rapport nucléocytoptégue et l'intensité de fluorescence dans un

systeme cellulaire. L’interaction cellule-faisceancitateur est obtenue par un déliement
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hydrodynamique des cellules devant le faisceautarcir. Pour permettre leur analyse
individuelle dans des conditions optimales, letuéssd doivent traverser le rayon au sein d’un
écoulement laminaire. La suspension cellulairedestc envoyée sous pression et vient se
placer au centre d'une gaine liquide qui ameneddlales jusqu’a une chambre de mesure ou

elles sont interceptées et analysées une par igueg(36).
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Figure 36 : Représentation schématique d’un cytomeéen flux.

En fonction des caractéristiques spectrales desdtinromes, nous avons utilisé deux
types de cytometres :
- FACScalibur (BD Biosciences, Pont de Claix, France). Cetteaggipest équipé d’'un laser
Argon (15 mW, 488 nm) et d'une photodiode (635 nthest équipé de filtres suivants :
passe-bande 53030 nm ; passe-bande 58314, passe-haut 670 nm et passe-bandetGRl
nm. Les acquisitions sont réalisées avec le lolgieédl Quest Pro (BD Biosciences, Pont de

Claix, France).
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- FACSarea(BD Biosciences, Pont de Claix, France)

Ce dernier offre la possibilité d'analyser et ties cellules sur la base de 2 paramétres de
morphologie (taille/structure) ainsi que 7 émissiale fluorescence (5 provenant aprés une
une excitation a 488 nm et 2 aprés une excitati®®0anm). L'appareil est capable de trier les
cellules a la vitesse de 25000 particules par skeaor la base de tous ces paramétres et
permet de trier simultanément 4 populations. Cetegil compte 3 lasers qui permettent de

détecter jusqu’a 15 parametres et 13 fluorochrqiaddeau 5) :

Tableau 5 :

488 nm : 8 détecteurs (SSC + 7 fluorochromes)
633 nm : 3 détecteurs (3 fluochromes).

407 nm (violet): 3 détecteurs (3 fluochromes).

FITC, Alexa Fluor 488, GFP, YFP

PE, Cy3

PE-Texas-Red, PI
488nm

PE-Cy5, Quantum Red

PerCP-Cy5.5

PE-Cy7

APC, Alexa Fluor 647, Cy5

633nm APC-Cy5.5

APC-Cy7, APC-Alexa Fluor 750

407nm (purple)

Cascade Blue, Pacific Blue, DAPI, Hoechst, AlexaoFi405

Alexa Fluor 430

longueurs d’onde d’excitation correspondantes
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I1.4.2. Détection des protéines BCRP, Pgp et MRP1ap cytométrie en flux

La détection des protéines de transport (BCRP, &gMRP1) a été réalisée par
immunomarquage. Pour la mise en évidence de la BGRRticorps BXP34 (Alexis
Biochemicals, San Diego, CA) a été choisi. Cetcamnfis reconnait un épitope intracellulaire
de la BCRP. La MRP1 est mise en évidence graceaatidorps MRPmM6 (Alexis
Biochemicals) qui reconnait un épitope interne. QB=ux anticorps nécessitent une
perméabilisation préalable. La Pgp est détectéeege I'anticorps UIC2 (Immnotech,
Marseille) qui reconnait un épitope externe deecptbtéine. Par conséquent le marquage ne
nécessite pas une perméablisation des cellulessusmension de f@ellules sont fixées et
perméablisées (dans le cas de la BCRP et MRP1k gaéckit Intraprep (Immunotech,
Marseille), puis incubées en présence de 'ante@}P34 (5 pug.mt) ou UIC2 (2 ug.mth)
ou MRPmM6 (2 ug.rif) pendant 45 min & température ambiante. Une seipecellulaire
identique est traitée avec I'anticorps de contt§Bl (BXP34 et MRPmMG6) et IgG2a (UIC2)
(Dako A/S, Trappes) a la méme dilution. Aprés wadge avec du PBS contenant 1% de BSA
(Sigma). Les cellules sont ensuite incubées pen@@ntmin a 4°C avec un anticorps
secondaire de chevre anti-souris couplé a la FIT@ éu 1/50. Apres trois lavages avec du
PBS-BSA a 1%, le culot est remis en suspension d8fsul de PBS puis analysées par
cytométrie en flux (FACScalibur). La longueur d’@nd’excitation 488 nm d’un laser argon
ionisé est utilisée. L’émission de fluorescencecediectée apres passage a travers un filtre
pass-bande (530 nm). L’émission de fluorescencenesurée sur une échelle logarithmique.
Les résultats sont exprimés par le rapport de lyyemoe de lintensité d’émission de

fluorescence des cellules marquées et celle desesetontréles.
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11.4.3. Mesure de I'accumulation de la mitoxantrone Hoechst33342 et Rhodaminel23
par cytométrie en flux

Les cellules sont ensemencées pendant 24 h damdade®s 6 puits a une densité de
5x10 cellules/puits, puis traitées soit avec la mitdxame & 2 uM pendant une 1 h, la
Rhodamine 123 a 2 uM pendant 30 min ou le HoecB433 2 uM pendant 15 min. Ensuite,
les cellules adhérentes sont détachées par larteydses cellules sont ensuite lavées 2 fois
avec du PBS froid, puis analysées par la cytométriux. Pour la mitoxantrone, la longueur
d’onde d’excitation est de 633 nm et celle d’énoissile fluorescence est de 670 nm (FACS
calibur). La Rhodamine 123 est excitée a 488 nii@miission de fluorescence est détectée a
530 nm (FACS Area). Le Hoechst 33342 est excit6@rin et 'émission fluorescence est
détectée a 424 nm (FACS calibur). La fluorescemoises par les flourochromes est mesurée
sur une échelle logarithmique. Les résultats sgptimés en pourcentage d’accumulation des

des cellules d’intéret par rapport a celle de taliules parentale.

I1.5. Accumulation et efflux de I'etoposide

Afin de déterminer 'accumulation cellulaire du \W@#lans les cellules HEK293 et
2008, 5 x 10 de cellules/puit ont été ensemencées sur desqsaipi6 puits pendant 24 h a
37°C. Les cellules sont traitées par la suite &&e-VP16 a 2 uM correspondant & 0.2
pMCi/ml, avec ou sans modulateurs 100 uM novobiocnel0 pM de FTC. Apres une
incubation de 2 h a 37°C, les plaques sont plasée$a glace, le milieu a été retiré et les
cellules sont lavées 2 fois avec du PBS froid. ¢eliiles sont ensuite solubilisées avec 0.2
ml de solvable (Packard Biosciences, Meriden, CE)contenu du VP16 tritié est ensuite
guantifié par un compteur a scintillation (Packafd)utes les expériences ont été réalisées en
triplicate.

Pour l'analyse de l'efflux du VP16, les cellulesistraitées avec 2 pM diH-

VP16 pendant 2 h. Elles sont ensuite lavées 2afees du PBS et incubées pendant 1 h
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dans du milieu sans VP16 contenant ou pas la FE@ohtenu efH-VP16 résiduel dans
les cellules est quantifi€ comme décrit précédemmears données sont représentées en

pourcentage d’accumulation résiduelle par rapptacamulation initiale.

[1.6. Immunofluorescence

11.6.1. Fixation au PaF 4%

- Les cellules K562/BCRP traitées ou non par l'iméatiau le LY294002, sont mises en
contact avec une lame coatée en poly-L-lysinegn{8) pendant 6 min (2.1@ellules
par lame).

- Les cellules sont ensuite lavées dans du PBS @dipendant 15 minutes dans du PaF

4% a température ambiante. Les lames peuvent@ise/ées a —20°C.

[1.6.2. Marquage

- Apres une hydratation au PBS froid pendant 5 mg)ués lames sont traitées pendant 10
minutes avec du PBS contenant 10% de BSA.

- Elles sont ensuite incubées a 4°C en présenceadcbrps BXP21 dilué dans le PBS
contenant 1% de BSA pendant 2 h.

- Les lames sont ensuite lavées dans du PBS et iesu#f® minutes a température
ambiante et a I'abri de la lumiére avec I'anticospsondaire de souris AF488.

- Les lames sont ensuite lavées dans du PBS et ims@vec 2 uM de Hoechst 33342

- Apres lavage au PBS, les lames sont montées smedldaavec le Slow Fade Light

Antifade kit (Molecular Probes Europe BV, Pays Bas)

93



11.6.3. Visualisation

Les cellules sont observées en videomicroscopieovext 200 M (Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany). Les images fluorescentes détdctées grace un laser argon
(488nm). Le microscope est équipé d'un objectifmamersion (Zeiss x100/NA 1.4). La

capture des images est obtenue grace a une camétanp HQ pilotée par le logiciel

Metamorph software (Roper Scientific, Duluth, GASA).

I.7. Microscope confocal
Le microscope confocal difféere du microscope cotieanel par :
- Lasource de lumiere

- La configuration

11.7.1. source de lumiére

L'un des principes de base du microscope confestll’illuminer I'échantillon avec
une source ponctuelle fortement convergente. Le fpiquement, un microscope confocal est
équipé avec un ou plusieurs lasers. Par rapportealampe a vapeur de mercure, le laser
produit une lumiére sur une ou seulement queltpregueurs d’ondes particuliéres, trés peu
divergente et tres haute brillance.

Ainsi le microscope confocal Biorad MRC-1024 egtipe de 2 lasers :

- Un laser a aragon ionisé d'une puissance totaldQfe mW. Celui-ci produit 2 raies
majeures a 488 et 514 nm (environ 36 et 24 mW cagpiment) et une raie mineur a 457
nm (environ 3,2 mW)

- Un laser a Krypton/Aragon d’'une puissance totaledd8lenW. Celui-ci produit 2 raies a
488 et 568 nm (d’environ 2,2 mW chacune) et une &647 nm (d’environ 3,2 mW)

Les longueurs d’onde 457 nm et 568 nm ont été mwiwour étudier la distribution

cellulaire de la doxorubicine et de la mitoxantroegpectivement.

94



I1.7.2. Systeme de balayage du faisceau laser

Etant donné la petite taille du champ d’illumioati le déplacement du faisceau laser
sur la préparation est généré par un systeme d@gdgs constitué de 2 miroirs vibrants
(miroirs galvanomeétriques) disposés perpendicutard I'un a l'autre. La conjugaison des 2
vibrations amene le faisceau laser a balayageefadglon une ligne en X puis, aprés un

déplacement d’'une certaine valeur en Y, a balagemaouvelle ligne en X.

[1.8. Détermination de I'activité télomérase

11.8.1. Préparation des extraits cellulaires

Les cellules sont lavées avec du PBS, puis cegéés pendant 10 minutes a 800 g.
Le culot cellulaire (5x1Dcellules) est remis en suspension dans un tampdysd CHAPS
(CHAPS 0,5 %, MgCl1 nM, EDTA 1 mM, Benzamidine 0,1 mN3;mercaptoéthanol 5 mM,
glycérol 10 %, Tris-HCI pH 7,5 10 mM) pendant 3hates dans la glace. Le lysat cellulaire
subit une centrifugation pendant 20 minutes a 4°@ &2000 g. Le surnageant constitue
I'extrait cellulaire. La concentration protéique déterminée sur un aliquot par la méthode de

Bradford. Les extraits sont conservés a -20°C.

[1.8.2. Dosage de l'activité télomérase : Test TRAP

Le test TRAP comporte deux réactions successivase extension d'un
oligonucléotide TS par la télomérase puis une dmplion des séquences télomériques
produites par PCR a l'aide des amorces CX exterieéSe servant respectivement d’amorce
antisens et d'amorce sens. Un contréle interne’atgivité Taq polymérase, a l'aide de
l'oligonucléotide TSNT, amplifié par les amorces &SNT, est inclus dans ce test (Krugtp
al., 1997). Les réactions sont réalisées dans unumifiactionnel de 50 puL composé de: Tris-

HCIl pH 8.0 20 mM, dNTP 50 pM, Mgell5 mM, KCI 63 mM, EGTA 1 mM, Tween 20
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0,005 %, BSA 20 pg/mL, primers (figure 37) TS et € 150ng, primer NT 50 ng, TSNT
0,01 aM, Tag polymérase 2,5 unités (DyNazyme llyr@®) et des quantités variables en
protéines totales. L’incubation est réalisée damsappareil Eppendorf Mastercycler avec
couvercle chauffant selon les cycles suivants miffutes a 30°C, 1 minute a 90°C, puis 30
cycles de 30 secondes a 92°C, 30 secondes a 5@ setcondes a 72°C, suivis d'un cycle
terminal de 1 minute 30 secondes a 72°C et d'uoebition finale a 4°C. Afin d’arréter la
réaction, du bleu de charge (sucrose 20 %, TBEWey de bromophénol 0,2 %, xylene
cyanole) est ajouté aux échantillons. Un aliquot & pL est déposé sur un gel
d’acrylamide/bisacrylamide (19 :1) a 12 % et esbhé par €lectrophorese a 200 V pendant
45 minutes. Ensuite le gel est coloré dans undisolde TBE 1X (50 mL) additionné de 5
pnL de SYBR Green (Roche Diagnostics, France). Le gel est ensuiteéspan le Typhoon

(Amersham Biosciences, Orsay, Ulis).

TS : 5-AATCCGTCGAGCAGAGTT-3’
CXext:5-GTGCCCTTACCCTTACCCTTACCCTTA -3
NT : 5-ATCGCTTCTCGGCCTTTT-3’

TSNT : 5-AATCCGTCGAGCAGAGTTAAAAGGCCGAGAAGCGAT-3’

Figure 37 : Séquences nucléotidiques des amorcégsaes dans une analyse TRAP.
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Produits de télomérase

T

Amplification des produits de télomérase
TS

Cx {Cr-ext) X (Cx-ex)

Figure 38 : Schéma des produits de PCR issus d'amalyse TRAP La télomérase ajoute

des répétitions d’hexameres télomériques sur I'amdrS. Les produits issus de l'activité de
la télomérase sont amplifiés par PCR a l'aide d'seeonde amorce (CXext). Cependant, au
niveau de la réaction de PCR, peuvent étre obteegsfragments d’élongation non désirés

ainsi que la dimérisation des amorces TS+CXext.

I1.9. Tests statistiques
Les résultats présentent la moyenne de 3 a 4 expés indépendantes et la

comparaison des moyennes a été faite grace adet&ttident.
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RESULTATS
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Chapitre | : La mutation Arg482Gly dans la BCRP (Breast Cancer
Resistance Prote)ninduit une augmentation de la résistance a

I'étoposide
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I.1. RESUME

La BCRP fait partie des protéines dites transpostABC (ATP Binding Cassette)
responsables de la résistance aux agents antieamcéCette protéine est capable de
transporter plusieurs agents anticancéreux, coramatbxantrone, les camptothecines et les
anthracyclines. Jusqu’a présent 'étoposide a ét&sidéré comme un substrat de la Pgp,
MRP1 et MRP3. Le réle de la BCRP humaine dansdstance et le transport de cet agent
reste trés peu étudié. L'objectif de ce travail@dtudier I'implication de la BCRP humaine
et de la mutation de I'acide aminé 482 dans lstésce a cet agent anticancéreux.

Les tests de cytotoxicité réalisés sur des cell@edryonnaires de rein humain
HEK293, transfectées par la BCRP humaine sauvag@2)Rou muté (R482G et R482T) ont
montré une résistance a I'étoposide (index detedsis : 5, 30 et 6 respectivement). Cette
résistance, modulée par la novobiocine et la fumitirgine C et elle est accompagnée d'une
réduction de I'accumulation intracellulaire de dposide tritié, et particulierement dans les
lignées exprimant la protéine mutée R482G. Une tadidn de I'incorporation intracellulaire
de I'étoposide tritie a été observée en présenda devobiocine et de la fumitromorgine C.
Ces données suggerent que la BCRP humaine indaitrésistance a I'étoposide et que
'acide aminé en position 482 joue un réle impari@ans la reconnaissance et le transport de

ce médicament.
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[.2. INTRODUCTION

La BCRP fait partie des trois principales protéil®C impliquées dans le
transport des agents anticancéreux les mieux décrklle transporte notamment la
mitoxantrone, les anthracyclines, le topotecargNEB8 ainsi que le méthotrexate (Doyle
and Ross, 2003; Litman et al., 2001).

La résistance a I'étoposide a été souvent assadesurexpression de la Pgp et de
la MRP1 (Borst et al., 2000; Gottesman and Padta®3). Cependant différents niveaux
de résistance a I'étoposide ont été observés daseyrs lignées sélectionnées avec des
agents anticancéreux et surexprimant la BCRP (Rebet, 2003; Volk et al, 2000).
Allen et collaborateurs ont pu sélectionner unadgcellulaire de foie de souris résistante
a I'étoposide et surexprimant la Berpl. La résistaa I'étoposide dans cette lignée a été
associée une diminution de I'accumulation cellelale cet agent anticancéreux. Il faut
noter que, dans cette lignée cellulaire, les géndsl et mrpl ont été préalablement
invalidés (Allenet al, 2003).

La découverte de la BCRP humaine a été faite daeslignée de carcinome
mammaire (MCF7/AdrVp1000) sélectionnée avec la dabizine associé au vérapamil
(Doyle et al, 1998). Par la suite il s’est avéré que la BCRpriem€e dans cette lignée était
mutée au niveau de l'acide aminé 482 positionnés déaxon 12. Il s’agit d'une
substitution de l'arginine 482 par la thréonine 88%) (Honjo et al, 2001). Une autre
mutation sur le méme acide aminé a été observés lddignée S1-M1-3.2 sélectionnée
avec la mitoxantrone. Cette fois-ci il s’agit deslabstitution de l'arginine 482 avec la
glycine (R482G) (Honjcet al, 2001; Miyakeet al, 1999). Ces deux mutations induisent
des modifications au niveau de la spécificité etrémsport des substrats de la BCRP
(Honjo et al, 2001; Komatanet al, 2001). Cependant le role de ces deux mutations da

la résistance et le transport de I'étoposide nsaqrecore été étudié.
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Dans ce chapitre, nous étudierons la résistan@gapbside et son transport dans
un modéle cellulaire transfecté avec le géne de BPur cela, nous avons utilisé la
lignée humaine de cellules embryonnaire de rein BEXKtransfectée avec le géne de
BCRP sauvage et muté. Nous avons également uéligginée humaine de cancer ovarien
2008/MRP1 transfectée avec le gadviRP1 comme contrble positif pour les expériences

de cytotoxicité a I'étoposide et les tests fonatiels.

1.3. Expression des geneBCRP et MRP1

Le niveau de I'expression du geBERPsauvage ou muté dans les cellules HEK293
et du gene MRP1 dans les cellules 2008 est mesur® p-PCR quantitative en temps réel.
Les données sont présentées sous forme d’exprassative de la BCRP ou de la MRP1 en
utilisant la méthode comparative de cycle de sgliij (nombre de cycles auquel la courbe
d’amplification atteint le seuil de fluorescencatstiquement difféerent du bruit de fond).
L’expression de BCRP ou de MRP1 dans les celluéassfectées est normalisée par rapport
a celle du gene de ménag@P (ACt) et comparée au rapport de BCRP/TBP ou de
MRP1/TBP dans les cellules parentala\Ct). La difference d’expression entre la lignée
transfectée et parentale est’?. Les résultats obtenus représentent la moyenngoite
expeériences indépendantes.

Les cellules transfectées HEK293 avec le gé@&Psauvage ou mutée, montrent un
niveau d’expression relative du gene BCRP tréséélgvar rapport aux cellules HEK/V
(tableau 6). En effet, 'expression de la BCRP dasscellules HEK/R482, HEK/R482G et
HEK/R482T est respectivement 347, 247 et 315 fieigé® par rapport aux cellules HEK/V.
L'expression de la MRP1 dans la lignée 2008/MRRBBdois supérieure a celle de la lignée

parentale 2008.
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HEK/V  HEK/R482 HEK/R482G KEK/R482T 2008/WT 2008/MRP1
TBP 21,2 20,59 20,43 20,07 25,13 25,31
BCRP 28,41 19,36 19,69 18,98
MRP1 - - 27,2 22,23
ACt 7,21 -1,23 -0,74 -1,09 2,07 -3,08
AACt - -8,44 -7,95 -8,30 -5,15
2-AAct - 347,29 247,28 315,17 35,51

Tableau 6: Expression relative des genes BCRP etfMRlians les cellules HEK293 et 2008

respectivement.

|.3. Détection de la BCRP et la MRP1

Pour confirmer les résultats obtenus par RT-PCRhtifative en temps réel, nous
avons évalué I'expression de la BCRP dans lesleslHEK293 par cytométrie en flux par
marquage a l'anticorps BXP34. Les niveaux d'exjpwesde la protéine ont été évalués dans
les différentes lignées cellulaires en normalistintensité de fluorescence obtenue par
l'anticorps BXP34 par rapport a celle de lisotyg&1 (figure 39). La lignée HEK/V présente
un taux d’expression de la BCRP de l'ordre de 1]5& lignées transfectées HEK/R482,
HEK/R482G et HEK/R482T présentent des niveaux desgion de la BCRP de l'ordre de
20, 25 et 21 respectivement (tableau 7).

Les mémes expériences ont éte réalisées en utiliaaticorps MRPmMG6 dirigé contre
la protéine MRP1 dans les lignées 2008 et 2008/MRE4 cellules 2008/MRP1 présentent
une expression de l'ordre de 4,44. La lignée 208&male présente par contre un taux

d’expression de MRP1 de l'ordre de 1,02 (tableau 7
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Figure 39: Expression de la BCRP et de la MRP1 pattométrie en flux dans les cellules

HEK293 et 2008.Les histogrammes noirs représentent l'isotype I4&s histogrammes

blancs représentent I'émission de fluorescencmdriquage avec I'anticorps BXP34.

HEK/V HEK/R482 HEK/R482G HEK/R482T 2008/WT 2008/MRP1

BCRP

1,48 20 25 22 - -

MRP1

- 1,02 4,44

Tableau 7: Le rapport des moyennes d’intensité tisofescence des anticorps BXP34 ou

MRPmM6 et lisotype IgGl.Ces résultats représentent la moyenne de troigrexpres

indépendantes.
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l.4. Cytotoxicité de la mitoxantrone dans les ligges HEK293

Afin de bien caractériser les lignées HEK293 tracisfes par la BCRP, nous avons
étudié l'effet cytotoxique de la mitoxantrone (swat classique de la BCRP) (Do al,
1998; Hazlehurset al, 1999; Litmanret al, 2000; Miyakeet al, 1999; Ros®t al, 1999) dans
ces cellules. La cytotoxicité de la mitoxantroneémluée par le test MTT (figure 40). Nous
avons ainsi pu déterminer la concentration du naédént qui induit 50% d’inhibition de
croissance cellulaire (6)) dans les différentes lignées cellulaires. Ceaisna permis de
calculer le facteur de résistance (FR) des lign@assfectées par rapport aux lignées
parentales (tableau 8).

Les cellules HEK/R482, HEK/R482G et HEK/R482T prédsat une trés forte
résistance a la mitoxantrone. Le facteur de réwistaest de 11, 20 et 20 pour les cellules
HEK/R482, HEK/R482G et HEK/R482T respectivement.ni@dulation de la résistance a la
mitoxantrone a été ensuite évaluée en présenca absence de 1 uM de FTC ou 10 uM de
novobiocine. Dans les lignées HEK/R482G et HEK/RA82a novobiocine sensibilise
partiellement la résistance a la mitoxantrone sadpre la lignée HEK/R482, en présence de ce
modulateur présente la mémejue la lignée HEK/V. La FTC induit une modulatide la
résistance plus importante pour les lignées tratéds par la BCRP mutée. Le facteur de
résistance a la mitoxantrone passe de 20 a 1,#5lgmwuellules HEK/R482G et de 20 a 2,67
pour les cellules HEK/R482T. Ce résultat montre gu&CRP induit une résistance a la

mitoxantrone et que cette résistance est modulélepdeux inhibiteurs de la BCRP.
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Figure 40: Courbes de cytotoxicité de la mitoxamte dans les cellules HEK293
transfectées par le géne de la BCRPans A, B et C les cellules sont traitées uniqueme
avec la mitoxantrone. Dans D, E et F les cellulest £o-traitées avec la mitoxantrone et la
novobiocine. HEK293¢«(), HEK/R482 &), HEK/R482T ¢) et HEK/R482G A).
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Lignée cellulaire

Inhibiteur HEK/V HEK/R482 HEK/R482G HEK/R482T
Clso Clso RF Clso RF Clso RF
0,15 1,70 11,33 3,10 20,67 3 20
Mitoxantrone Novobiocine 0,08 0,08 1 0,50 6,25 0,90 11,25
FTC 0,12 0,11 0,92 0,21 1,75 0,32 2,67

Tableau 8 : Cko de la mitoxantrone et index de résistance dans ¢eflules HEK/R482,
HEK/R482G et HEK/R482T par rapport aux cellules HEX Ces résultats sont la moyenne
de 3 expériences indépendantes.

1.5. Cytotoxicité de I'étoposide dans les celluldsEK293 et 2008

Dans cette étude nous avons utilisé la lignée endé cancer ovarien 2008/MRP1
comme témoin positif de résistance a I'étoposiagié 41). Les cellules sont incubées avec
des concentrations croissantes d’étoposide pendamt a 37°C. Nous avons observé une
résistance significative des cellules 2008/MRPEt@poside par rapport a la lignée parentale
2008 avec un facteur de résistance a I'étoposidéoddre de 8 dans la lignée 2008/MRP1
(tableau 4). Les cellules humaines embryonnairerede HEK/ R482 et HEK/ R482T
présentent respectivement des index de résistanéeetl 8 par rapport aux cellules HEK/V.
De maniére intéressante, les cellules HEK/R482Gemté&nt une résistance beaucoup plus

importante avec un facteur de résistance égal(&aB&au 9).

La résistance a I'étoposide dans les cellules HBK2@nsfectées est modulée par la
novobiocine et la FTC. Cependant, les résultateratst montrent que la novobiocine ne
module pas la résistance a I'étoposide dans lésleeHEK/R482T. En effet, le facteur de

résistance reste inchangé dans la lignée HEK/R4B23qu’elles sont traitées avec la
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novobiocine, alors qu’il baisse fortement en présae la FTC. Il est de 1, 8 et en présence

de FTC dans les cellules HEK/R482, HEK/R482G et H82T respectivement (tableau 4).

Ces résultats suggerent que la BCRP humaine edigiép dans la résistance a
I'étoposide et que la mutation au niveau de 'a@d@née 482, particulierement la mutation

R482G altére la cytotoxicité de I'étoposide.

100

10 100

100

Croissance cellulaire (%o)

50~

Etoposide (uM)

Figure 41 : Cytotoxicité de I'étoposide dans ledlubes HEK293 (A) et 2008 (B), A:
HEK293/V ¢), HEK/R482 &), HEK/R482T ¢) et HEK/R482G A) et B : 2008 ¢) et
2008/MRP1 A).
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Lignée cellulaire
Inhibiteur HEK/V HEK/R482 HEK/R482G HEK/R482T 2008 2008/MRP1
Clso Clsg RF Clso RF Clso RF Clso Clso RF

1 5 5 30 30 8 8 0,7 6 8,57
Etoposide Novobiocine 1 2 2 45 45 8,2 8,2
FTC 1 1,3 1,3 8,2 8,2 32 32

Tableau 9 :Clspde I'étoposide et index de résistance dans lesutedl HEK293 et 2008Ces

résultats sont la moyenne de 3 expériences.

l.6. Accumulation cellulaire de la Rhodamine 123 etlu Hoechst 33342

Honjo et collaborateurs ont observé que les callMEF-7/AdVp3000 et S1-M1-80
qui expriment la BCRP présentant les mutations 4&2 R482T étaient capables de
transporter la Rhodamine 123 et les anthracychifiisacement, alors que la BCRP sauvage
transporte peu ou pas cette molécule (Honjo eD@1R

Nous avons vérifié si I'accumulation cellulaire ldeRhodamine 123 est effectivement
altérée dans les cellules transfectées avec la BOIREe. Les cellules ont été traitées pendant
30 min avec 2 uM de Rhodamine 123. L’accumulateliutaire a été mesurée par cytométrie
en flux. Cette accumulation est diminuée de 63ec74% dans les lignées HEK/R82G et
HEK/R482T respectivement par rapport a la lignéeKNE alors qu’il n’'y a qu’une tres
faible diminution d’accumulation dans les celluléSK/R482 (10%) (figure 42). Nous avons
egalement mesureé 'accumulation du Hoechst 3334#5teat transporté par la BCRP sauvage
et ses deux mutants (Janvilisti al, 2005). Apres 1 h de traitement avec 2 uM de Hstec
33342, l'accumulation cellulaire de cette sonde distinuée de 52, 42 et 44% dans les
cellules HEKR482, HEK/R482G et HEK/R482T respeatiemt par rapport a la lignée
HEK/V (figure 43). Ces résultats nous ont permisvedkder nos modéles cellulaires surtout

en terme de fonctionnalité différentielle vis-a-gis la Rhodamine 123.
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Figure 42 : Pourcentage d’accumulation cellulaireedla Rhodamine 123 dans les cellules
HEK293 transfectées par le gene de la BCRIRs cellules ont été traitées pendant 2 h avec
2 UM de Rhodamine 123. La Rhodamine 123 est exeitd07nm et son émission de

fluorescence est détectée a 530 nm.
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Figure 43 : Pourcentage d’accumulation cellulaire du Hoechst 3® dans les cellules
HEK?293 transfectées par le gene de la BCRI@s cellules ont été traitées pendant 2 h avec
2 UM de Hoechst 33342. Le Hoechst 33342 est ex@&) nm et la fluorescence émise est
détectée a 424 nm.
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1.7. Accumulation cellulaire de I'étoposide dans ke cellules HEK293 et 2008

La différence entre les niveaux de résistance #ogd@side dans les cellules
transfectées par le géne de la BCRP sauvage etmuggere que cette résistance est due a
une altération de I'accumulation cellulaire de o&dimament. Pour répondre a cette question
nous avons mesuré 'accumulation intracellulaird’@eposide-fH] aprés 1 h, 2 h et 4 h de
traitement dans les cellules HEK293 et aprés 2ns dle traitement dans les cellules 2008.

Apres 2 h de traitement la radioactivité mesuwtars les cellules 2008/MRP1 est

fortement diminuée (440 dpm/Ad&lls) par rapport a la lignée 2008 parentale gésente une
accumulation de lordre de 800 dpmitélls (p<0.01) (figure 44). Dans les cellules
transfectées par la BCRP nous observons une dimmsignificative de I'accumulation
cellulaire de I'étoposide dés 1 h de traitementteCaiminution est plus importante apres 2 h
de traitement. En effet les cellules HEK/R482, HE&82G et HEK/R482T présentent une
accumulation cellulaire d’étoposide qui corresp@an@83% (p<0.02), 40% (p<0.01) et 54%
(p<0.02) respectivement par rapport a la lignée NE(igure 44). Apres 4 h de traitement
les pourcentage d’accumulation cellulaire de I'ésie reste inchangés par rapport a 2 h.

Afin de mettre en évidence une fonction de transptiéré de I'étoposide dans les
cellules HEK293 transfectées par la BCRP, nous @avoodulé I'accumulation cellulaire de
ce dernier avec 100 uM de novobiocine. Dans leggRéés transfectées par la BCRP,
I'accumulation cellulaire de I'étoposidéH] augmente significativement (figure 45). Aprés 2
h de co-traitement 92% (p<0.05), 77% (p<0.02) 86 §n<0.05) dans les cellules HEK/R482,
HEK/R482G et HEK/R482T respectivement. En présdadeTC, de l'inhibiteur spécifique
de la BCRP, nous observons également une forte entgtion de I'accumulation de
I'étoposide dans ces cellules, avec des pourcemntdigecumulation avoisinant ceux observés

apres le traitement avec la novobiocine.
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Figure 44 : Accumulation cellulaire de I'étoposide 3] dans les cellules HEK293 et
2008 A:1h,B:2ht,C:4h.D: 2 h de traitemevec I'étoposide. Les cellules ont été
traitées avec 2 pM de I'étoposidiH]. Les données représentent la moyenne de trois

expériences indépendantes.
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Figure 45 : Modulation de 'laccumulation cellulaire de I'étoposide dans les loés
HEK293. Les cellules ont été traitées avec 2 uM d'étomefiH] pendant 2 h avec ou
sans modulation.. Les données représentent la meyede trois expériences
indépendantesA : Modulation avec la novobiocine (100 uM), B : dddation avec la FTC
(10 uM). B : Sans modulateur|li] : Avec modulateur.

1.8. Efflux de I'étoposide

Afin de confirmer le réle de la BCRP dans le tramsple I'étoposide, nous avons mesuré
Iefflux de I'étoposide dans les cellules HEK29arsfectées par la BCRP. Les cellules sont
traitées avec 2 pM étoposid#] pendant 2 h, lavées avec du PBS et remisesdianglieu

de culture sans étoposide en présence ou nonFde&Clan 10uM pendant 1 h. La radioactivité
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intracellulaire résiduelle mesurée apreés I'efflgk mormalisée par rapport celle mesurée apres
2 h d’accumulation dans chaque lignée. En abserc&TdC, la concentration cellulaire
résiduelle d'étoposide] est de l'ordre de 58% dans les cellules HEK/\ésLcellules
HEK/R482, HEK/R482G et HEK/R482T présentent une ceotration résiduelle de
I'étoposide-fH] significativement différente par rapport auxiakls HEK/V. En effet celle-ci

est de 44% (p<0.05), 35% (p<0.01) et 41% (p<0.68pectivement (figure 46). En présence
de la FTC, la concentration cellulaire résiduelitaboside-fH] augmente. Elle passe & 73%
(p<0.02), 77% (p<0.01) et 68% (p<0.01) dans lesules HEK/R482, HEK/R482G et
HEK/R482T respectivement, alors que dans les eslltHEK/V elle reste inchangée (figure
46).
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Figure 46: Accumulation cellulaire d’étoposiderésiduelle -fH] aprés efflux dans les
cellules HEK293 transfectéed.es cellules ont été traitées dans un premier e
présence de 2 pM d'étoposidd#i] pendant 2 h. Ensuite les cellules ont été lavées
I'accumulation cellulaire d'étoposide™H] est mesurée. Sur un deuxiéme échantillon, les
cellules sont remises dans du milieu de cultures aoposide3H] en présence ou non de
FTC (10 pM). L'accumulation cellulaire d’étoposidésiduelle est mesurée aprés 1lh
d’efflux. Les données correspondent a la moyennmdeexpériences indépendantes.
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1.9. DISCUSSION

La BCRP [(MXR/ABCGZ2)] humaine est impliquée dangdsistance a plusieurs
agents anticancéreux notamment la mitoxantrongnggacyclines, le topotecan, SN38 et
le méthotrexate (Doyle and Ross, 2003; Litman et2801). Deux mutations de la BCRP
ont été identifiées récemment dans deux lignédslaiebs sélectionnées avec des agents
anticancéreux. L'expression de la BCRP dans cegdig est accompagnée par un efflux
de la rhodamine 123 et des anthracyclines, aloesl@BCRP sauvage ne transporte pas
ces molécules (Honjo et al., 2001). L'analyse dmpiesnces codantes pour la BCRP a
révélé l'existence de mutations (acquises) au oiveéa codon 482, ou larginine a été
remplacée par une thréonine (R482T) dans les esllMCF7/AdVp3000 ou par une
glycine (R482G) dans les cellules S1-M1-80. L'extigte de ces deux mutations est
probablement une conséquence du traitement prolavee les médicaments puisqu’elles
sont absentes dans les lignées parentales (Hargh, 2001; Miyakeet al, 1999). Les
mutations R482T et R482G induisent une forte réset au SN38 , au méthotrexate et au
topotecan (Robey et al 2003 ; (Shafedral, 2005). L’acide aminée 482 de la BCRP joue
donc un réle crucial dans la reconnaissance @deificité des substrats.

Le r6le de la BCRP humaine dans la résistance ettrdmsport des
epipodophyllotoxines n’est pas encore bien étu@@endant I'étude d’Allen et al. montre
gue lorsque la Pgp et la MRP1 sont invalidées desscellules de foie de souris et
sélectionnées par I'étoposide, c’est la Berpl ciseirexprimée. Celle-ci est associée a
une diminution de 'accumulation de I'étoposid@slaes cellules (Alleet al, 2003).

Afin d’élucider le r6le de la BCRP humaine dansrdmistance et le transport de
I'étoposide, nous avons utilisé les cellules emhnares de rein HEK293 transfectées par la
BCRP sauvage (HEK/R482) et par les deux mutant8284(HEK/R482G) et R482T

(HEK/R482T) (Robeyet al, 2003). Ces trois lignées cellulaires présentaentrésistance a la
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mitoxantrone et transportent efficacement le HoB3®12 (tableau 3 et figure 43). La
mesure de l'accumulation de la rhodamine 123 dasscellules, confirme que les deux
mutations R482G et R482T augmentent le transportatie sonde comparées a la BCRP
sauvage (R482) (figures 42).

Dans ce travail, nous montrons pour la premieie dfoe augmentation significative
de la résistance a I'étoposide die a la présendz metation R482G. La G4 de I'étoposide
dans les cellules HEK/R482G est six fois plus intguate a celle dans les cellules HEK/R482
(tableau 9). Ces données sont fortement corréléesllés de I'accumulation cellulaire de
I'étoposide (figure 44). Ceci suggere que la stltsdn de l'arginine 482 par la glycine
confere a la BCRP une meilleure affinité vis-a-desl’étoposide et un transport plus efficace
de cet agent.

L'utilisation des deux modulateurs de la BCRP daobiocine et la FTC, nous ont
permis de moduler la résistance et lefflux de dfside. En présence de la FTC,
'accumulation cellulaire de I'étoposide augmenigngicativement et plus particulierement
dans les cellules HEK/R482 et HEK/R482G (figure.42@ la méme facon la FTC induit une
restauration de 'accumulation intracellulaire déslle de I'étoposide (figure 45).

Allen et collaborateurs ont montré que la résstaa I'étoposide meédiée par la
Bcerpl, est modulée par le GG918 et le Ko143 (dédwda FTC) (Allenet al, 2003). Les
mémes auteurs ont suggeré que la mutation au ndedacide aminée R482 n’a aucun role
dans le transport de I'étoposide, étant donné quBckpl surexprimée dans leur modeéle
cellulaire était sauvage (R482). Notre étude montarement que la BCRP humaine est
impliquée dans la résistance a I'étoposide et queutation R482G altere la résistance a

I'étoposide.
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Chapitre Il : Rble de la MRP1 (Mulitdrug Resistance associated

Protein) dans la résistance a la mitoxantrone
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II.1. RESUME

La mitoxantrone est un inhibiteur de la topoisoreérh, utilisée dans le traitement de
certaines tumeurs solides et des leucémies. Lemséca de résistance a ce médicament le
plus étudié est son transport actif vers le miégtracellulaire. Ce transport fait intervenir des
transporteurs de la famille ABC, en particuliePlalycoprotéine (MDR1, ABCB1), ainsi que
la BCRP' (ABCG2). Le réle de la MRP1 (ABCC1) daegrnsport de ce médicament reste
plus ou moins controversé. Dans ce chapitre nooissagtudié le réle de cette protéine dans la
résistance et le transport de la mitoxantrone,tiéisant plusieurs modeles cellulaires. Nous
avons sélectionné un modele de cellules humainesadiinome mammaire (MCF7 /IMGG)
avec la mitoxantrone en présence du modulateua dgp et de la BCRP, le GG918. Ces
cellules présentent une surexpression de la MRPMinet résistance a la mitoxantrone
accompagneée d’'une diminution de son accumulatitnlaiee. Nous avons également utilisé
un modele de cellules humaines de cancer ovarmmsfectées avec le gene de MRP1
(2008/MRP1), pour éviter les altérations qui pew\&re a 'origine d’autres mécanismes de
résistance, occasionnées par la sélection desesetlvec des medicaments anticancéreux. La
résistance et 'accumulation cellulaire de la matatxone dans ces cellules sont modulées par
linhibiteur de la MRP1, le LY402913. La diminutiosu taux de glutathion, par la BSO,
induit également une augmentation de 'accumulatieria mitoxantrone dans ces cellules.
Ces données suggerent un co-transport du glutaghide la mitoxantrone par la MRP1. En
conclusion, la MRP1, au méme titre que la Pgp BA&P, est impliquée dans la résistance et

le transport actif de la mitoxantrone.
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[1.2. INTRODUCTION

La mitoxantrone est un inhibiteur de la topoisoraérd (Crespiet al, 1986), elle est
couramment utilisé dans le traitement des leucénci@scer de prostate et d'autres cancer
(DiPaola et al, 2001). Elle est utilisée seule ou en combinaiseec d'autres agents
antitumoraux. Plusieurs mécanismes de résistanda #itoxantrone ont été décrits,
notamment des altérations au niveau de sa cilitgptzisomérase 1l et le transport actif accru
du médicament vers le milieu extracellulaire (Cdingd al, 1997; Erringtonet al, 1999;
Zhou et al, 1999). Le transport actif de la mitoxantrone iy des transporteurs de la
famille ABC, en particulier la P-glycoprotéine (MRRRABCB1) (Consoli et al., 1997 ;
Litman et al., 2000), ainsi que la BCRP' (ABCG2p{2 et al., 1998 ; Ross et al., 1999 ;
Litman et al., 2000).

Bien que le réle de ces deux protéines soit biabliédans la résistance a la
mitoxantrone, celui de la MRP1 (ABCC1) reste plusnooins controversé. Certains auteurs
considerent que la MRP1 n’induit pas de résistantzemitoxantrone, tandis que d'autres ont
rapporté une résistance modérée a ce médicamerd liéxpression de la MRP1 (Breuninger
et al.,, 1995). Les travaux de Diah et collaboraeumt permis d’observer un lien entre la
surexpression de la MRP1 et la résistance a laxantoone dans les cellules MCF7/VP
(cellules reésistantes a I'étoposide). La résistatzservée dans ces cellules est accompagnée
d’'une diminution de l'accumulation de la mitoxamteo qui peut étre modulée par une
privation d’ATP (Diahet al, 2001). Cependant, l'inhibiteur de la synthesegtiitathion
(GSH), la buthionine sulfoximine (BSO) ne modufzais cette résistance dans ces cellules. Le
sulfinpyrazone (inhibiteur de la MRP1 qui se fixe & site de liaison du GSH) était capable
de restaurer une accumulation cellulaire de la>aittrone proche de celle des cellules MCF7
parentales. La conclusion de cette étude ne paing#ts de mettre en évidence un lien direct

entre la résistance a la mitoxantrone et la MRRfait de I'absence de conjugué GSH-
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mitoxantrone (Diah et al., 2001). En effet, l'ad@ de la topoisomérase Il est altérée dans les
cellules MCF7/VP, en plus de la surexpression ddR&®1 (Schneider et al., 1994). Ainsi, il

a été suggéré que dautres modeles cellulairesurexgimant la MRP1, permettrait de
confirmer I'hypothése d’'un transport de la mitoxane par la MRPL1.

Dans ce chapitre nous avons cherché a mettre eler®a le lien direct entre la
surexpression de MRPL1 et la résistance a la mitoxag, en utilisant plusieurs modeles
cellulaires. Nous avons utilisé la lignée humaimecdncer ovarien 2008/MRP1 transfectée
par TADNc deMRP], de telle sorte que la seule différence entrgis&k parentale (sensible)
et transfectée (résistante) est la surexpressida BRP1. Nous avons également sélectionné
la lignée MCF7/MGG en présence de 500 nM de mitbgaer. Pour éviter une surexpression
de la Pgp et la BCRP dans ces cellules, suiteadtertient a la mitoxantrone, les cellules ont
été co-traitées avec le modulateur de ces deugpoateurs le GG918 (1 uM). Cette lignée
nous permettra de vérifier une surexpression plessié MRP1, qui confirmera le role de
MRP1 dans le transport et la résistance a la mitoaae. La lignée MCF7/VP est utilisée

pour corréler nos résultats avec ceux obtenusdapripe de Diah (Diah et al. 2001).

I1.3. Etablissement de la lignée cellulaire MCF7/M@ résistante a la mitoxantrone

Les cellules MCF7 ont été choisies en raison deslaensibilités élevées a la
mitoxantrone. Ces cellules ne présentent pas dssn des trois transporteurs ABC Pgp,
MRP1 et BCRP. Le traitement est initié avec uneceatration de 10 nM de mitoxantrone en
présence de 1 uM de GG918. La concentration de itaxamtrone est progressivement
augmentée jusqu'a 500 nM en présence de 1 uM dd.&@EBs cellules résistantes appelées

MCF7/MGG ont été établies aprés 9 mois de traitéraboaractérisées par la suite.
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Il.4. Mise en évidence du phénotype MDR

Dans le but de caractériser le phénotype de adsistdans les cellules MCF7/VP,
MCF7/MGG et 2008/MRP1, nous avons étudié d'une,daxpression des genddDR],
MRP1 et BCRP par RT-PCR quantitative en temps réel et d'autest pexpression

membranaire des protéines par cytométrie en flux.

I1.4.1. Expression de la BCRP et de la MRP1

Le niveau de la transcription des geMISR est mesuré par RT-PCR quantitative en
temps réel. Les données sont présentées en tarprpssion relative en utilisant la méthode
comparative de cycle de seuil (Ct) décrite précédent.

Les cellules 2008/MRP1, MCF7/MGG et MCF7/VP, montran taux d’expression
du géne trés élevée par rapport aux cellules pEesn2008 et MCF7/S. En effet, ces lignées
expriment 35,5, 59,3 et 53,8 fois respectivemeMRP1 par rapport a leur lignées parentales
respectives. Aucune surexpression significative deses genes MDR (MDR1, MRPZ2,
MRP3 et BCRP) n'a été observée. Seul le gdRé2est legerement surexprimeé (2 fois) dans

les cellules MCF7/VP par rapport a la lignée palenCF7/S (tableau 10).
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Lignée cellulaire

Gene AACt 2act
2008/WT 2008/MRP1

TBP 25,13 25,31

MDR1 28,17 33,4 5,05 0,03

MRP1 27,2 22,23 -5,15 35,51

MRP2 29,62 30,86 1,06 0,48

MRP3 25,21 26,4 1,01 0,5

BCRP 28,63 30,54 1,73 0,3

Gene Lignée cellulaire AACH asc
MCF7/S MCF7/VP

TBP 23,22 23,37

MDR1 - - - -

MRP1 24,59 18,85 -5,89 59,3

MRP2 29,33 28,44 -1,04 2,06

MRP3 25,41 30,7 5,14 0,028

BCRP 26,39 25,78 -0,76 1,69

Gene Lignée cellulaire AACH asc
MCF7/S MCF7/MGG

TBP 23,22 23,37

MDR1 - 38 - -

MRP1 24,59 18,99 -5,75 53,82

MRP2 29,33 29,13 -0,35 1,27

MRP3 25,41 26,7 1,14 0,45

BCRP 26,39 25,95 -0,59 1,51

Tableau 10:Expression relative des génes MDR dans les cell2@88/MRP1, MCF7/VP et
MCF7/MGG respectivement.
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I1.4.2. Détection de la MRP1, la BCRP et de la Pgp

Pour confirmer les résultats obtenus par RT-PCRnhtifaéive en temps réel, nous
avons évalué l'expression des protéines MRP1, BERPgp dans les cellules 2008/MRP1,
MCF7/MGG et MCF7/VP par cytométrie en flux. Les masges sont réalisés grace aux
anticorps spécifigues BXP34 pour la BCRP, UIC2 pegp et MRPmM6 pour la MRP1. Les
niveaux d'expression de chaque protéine ont étiévaans chaque lignée en normalisant
lintensité de fluorescence obtenue par l'anticospecifique avec celle de lisotype
correspondant.

Les cellules 2008 transfectées avec le gaR1 présentent un taux d’expression de
la protéine MRP1 de 4,44 * 0,20, alors que celdadgnée parentale 2008 n’est que de 1,02
+ 0,20 (tableau 11). Les lignées MCF7/VP et MCF7M®6&urexpriment également la MRP1
avec un taux d’expression de l'ordre de 3,20 + (82,20 £ 0,17 respectivement. Les
protéines BCRP et Pgp ne sont pas surexpriméeslemfignées sélectionnées MCF7/VP et

MCF7/MGG (tableau 11).

MCF7/WT  MCF7/VP MCF7/MGG 2008/WT  2008/MRP1

Pgp 1,00+0,20 1,20+0,15  1,13#0,21
MRP1 1,1240,20  3,20+0,25  4,20+0,17 1,0240,15  4,44+0,20
BCRP 1,68+0,15 0,87+0,10  1,32+0,23

Tableau 11: Expression de la Pgp, MRP1 et BCRP dales cellules 2008/MRP1,
MCF7/VP et MCF7/MGG Cette expression est représentée par le rappestrdoyennes de
I'intensité fluorescence des anticorps BXP34 ou ktiBRU UIC2 et I'isotype correspondant,

ces résultats représentent la moyenne de troisriexpes indépendantes.
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Il.5. Cytotoxicité de la doxorubicine et I'étoposile

La cytotoxicité aux agents anticancéreux est éeaha¥ le test MTT (figure 2). Les
cellules sont traitées avec des concentrationssantes de doxorubicine ou d’étoposide
pendant 72 heures. Les cellules 2008/MRP1, MCF&VRICF7/MGG présentent une tres
forte résistance a I'étoposide (substrat classidaela MRP1) par rapport aux cellules
parentales respectives (figure 47). Le facteurédestance est de 'ordre de 7, 9 et 28 pour les
cellules 2008/MRP1, MCF7/MGG (tableau 12) et MCH7/Yespectivement. Nous avons
également utilisé dans cette étude un autre subStadli de la MRP1, la doxorubicine
(Aouali N et al. 2003) pour mettre en évidencehénotype MDR dans ces cellules (figure
49). Les cellules MCF7/VP et 2008/MRP1 présentar#t fcteurs de résistance de 25 et 6
respectivement pour la doxorubicine (tableau 12).

Des travaux récents ont montré que le LY402913 cegtable d’augmenter la
cytotoxicité et I'accumulation de médicaments ama@reux dans les cellules surexprimant la
MRPZ1(Sunet al, 2001). Ainsi, nous avons utilisé ce modulatewarpmoduler la résistance
de I'étoposide dans les cellules MCF7/MGG. Lesubedl ont été traitées avec I'étoposide en
absence et en présence de 2 uM de LY402913 peidamt Les résultats obtenus montrent
une augmentation de la sensibilité de ces cellald&toposide. En effet le facteur de
résistance des cellules MCF7/MGG est diminué 6i% do présence du LY402913 (tableau

12).
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Figure 47: Cytotoxicité de I'étoposide dans leslads 2008/MRP1 et MCF7/MGG. Les

cellules sont traitées a I'étoposide pendant 72h.
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Figure 48: Cytotoxicité de la doxorubicine dans lesllules MCF7/VP et 2008/MRP1es

cellules sont traitées a I'étoposide pendant 72h.

lignée cellulaire
Médicament |Inhibiteur MCF7/8 MCF7/VP MCF7IMGG 2008 2008/MRP1
Clso Clso RF Clso RF Clso Clsg RF
- 35 30 8,57 0,8 5.5 6,87
Etoposide
LY402913 (2uM) 3,1 4 1,3
Doxorubicine| = 04 10 25 0,2 1,2 8

Tableau 12 : Cio et index de résistance de I'étoposide et la doxicine dans les cellules

MCF7 et 2008 Les données représentent la moyenne de troisierpés indépendantes.
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I.6. Cytotoxicité de la mitoxantrone

Les cellules sont incubées avec des concentrativossantes de mitoxantrone
pendant 72 h et a 37°C. Nous avons observé ure riésistance des cellules surexprimant la
MRP1 par rapport a leurs lignées parentales (figure48 et 49). En effet les cellules 2008
transfectées par la MRP1 sont 4 fois résistantles hitoxantrone par rapport aux cellules
parentales 2008. Les cellules MCF7/VP présenteriacteur de résistance a la mitoxantrone
égal a 5. Les cellules sélectionnées en présenlzerditoxatrone et qui ne surexpriment ni la
Pgp, ni la BCRP, montrent une résistance beauctugpimportante a la mitoxantrone. Le
facteur de résistance est de I'ordre de 8 (takl&3uCes résultats suggerent que la MRP1 est

impliqguée dans la résistance a la mitoxantrone.

Pour confirmer l'implication de la MRP1 dans laisésnce a la mitoxantrone, nous
avons modulée avec l'inhibiteur de la MRP1, le 402913. Cette réversion a été évaluée
apres 72 h de traitement avec différentes condanirde la mitoxantrone des cellules en
présence ou non de 2 uM de LY402913 (tableau 13nsDl'ensemble des lignées
surexprimant la MRP1, le LY402913 induit une augtagon de la cytotoxicité la
mitoxantrone. En effet les facteurs de résistarizeivés aprés le co-traitement des cellules
avec la mitoxantrone et le LY402913 sont beaucoomsnimportants que ceux observes en
présence de mitoxantrone seule. Les cellules 20RBM MCF7/VP et MCF7/MGG
présentent un facteur de résistance a la mitoxaatémal a 2,5 (tableau 3). Ces résultats
suggerent que la surexpression de la MRP1 dansetdiedes induit bien une résistance a la

mitoxantrone.
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lignée cellulaire
Médicament (Inhibiteur MCF7/S MCF7IVP MCF7TIMGG 2008 2008/MRP1
Clso Clso RF Clso RF Clso Clso RF
- 017 09 5,29 1,4 823 0,06 0,25 4 16
Mitoxantrone
LY402013 (2uM) 0,12 0,31 2,58 03 25 0,03 0,07 25

Tableau 13: Cytotoxicité et index de résistance k& mitoxantrone dans les cellules
MCF7 et 2008.Les données représentent la moyenne de troisierpés indépendantes.

I1.7. Accumulation cellulaire de la mitoxantrone

Nous avons voulu vérifier si la résistance de leoraintrone des cellules surexprimant
la MRP1 était corrélée a une diminution de l'acclanan de la mitoxantrone. Les cellules
ont été traitées pendant 2 h avec 2 uM de la m@utivene. L’accumulation cellulaire a été
mesurée par cytométrie en flux (figure 50). L'acalation cellulaire de la mitoxantrone
diminue de 50 % a peu prés dans les cellules MCBBMet MCF7/VP comparées aux
cellules sensibles MCF7/S et de 52 % dans lesleglRO08/MRP1 comparées aux cellules

parentales 2008 (figure 51).

11.8. Effet de la BSO et du LY402913 sur I'accumuléion cellulaire de la mitoxantrone

La modulation de l'accumulation cellulaire de latarantrone est réalisée grace a
deux inhibiteurs de la MRP1, le LY402913 et la BS@hibiteur de la synthese du
glutathion). Les cellules sont pré-traitées soit g la BSO pendant 24 h ou avec 2 uM de
LY402913 pendant 1 h, puis avec 2 uM de la mitoxan@ pendant 1 h.

En présence de ces deux modulateurs, on obsenaugneentation de 'accumulation
cellulaire de la mitoxantrone dans les cellules MG/ et MCF7/MGG par rapport aux
cellules MCF7/S et dans les cellules 2008/MRP Irgaport a la lignée parentale 2008 (figure
51). L'augmentation de I'accumulation cellulaire ldemitoxantrone, apres traitement avec la

BSO, suggeére un co-transport de ces deux moléautssle glutathion par la MRP1.
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Figure 50 : Accumulation cellulaire de la mitoxantme. Les cellules ont été traitées avec de
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11.9. Distribution intracellulaire de la doxorubici ne et de la mitoxantrone dans les
cellules 2008/MRP1 et MCF7/VP

Plusieurs études ont rapporté une diminution ingue de 'accumulation nucléaire
des anthracyclines et de la mitoxantrone dansdtsles tumorales présentant un phénotype
MDR (Breuninger et al. 1995 ; Meschini et al. 1994)

Afin d’analyser la distribution intracellulaire da mitoxantrone et la doxorubicine
dans les cellules transfectées 2008/MRP1 et ldsleeIMCF7/VP, nous avons incubé les
cellules pendant 2 heures en présence de 2 uM xtEuducine ou de mitoxantrone, puis
analysées par microscopie confocal. La longueundgad’excitation pour la mitoxantrone est
de 568 nm et celle d’émission de fluorescence dendd. La doxorubicine est excitée a 457
nm et I'émission de fluorescence examinée a travar§ltre “passe-haut” a 530 nm. Pour
chaque image 10 a 20 plans focaux ont été évalué.

Les images obtenues montrent une accumulation aitelée la doxorubicine et de
mitoxantrone tres faible dans la lignée MCF7/VP gapport a la lignée parentale MCF7/S
(figure 52). Les cellules 2008 transfectées avegeleeMRP1 montrent également une faible
accumulation de doxorubicine et de mitoxantronesdas noyaux par rapport aux cellules
2008 (figure 52). On note également une localisap@rinucléaire tres importante de la
doxorubicine dans les cellules MCF7/VP. Ces donnéesfirment les résultats de

'accumulation cellulaire de la mitoxantrone obtemar cytométrie en flux.
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11.10. DISCUSSION

Le role de MRP1 (ABCC1) dans le transport et lastaace a la mitoxantrone est plus
au moins controversé. Plusieurs équipes n'ontiftieaticun rapport entre la surexpression de
la MRP1 et la résistance a la mitoxantrone, tagdis d'autres ont rapporté une résistance
modérée liée a MRP1 (Schneider et al., 1994 ; Bngen et al., 1995 ; Borst et al., 2000).
Les travaux de Diah et collaborateurs ont pernmadskrver un lien entre la surexpression de
la MRP1 et la résistance a la mitoxantrone dansdgles MCF7/VP. La résistance observée
dans ces cellules est accompagnée d’'une dimindadiaccumulation de la mitoxantrone qui
est modulée par une privation d’ATP (Diah et aDP0 Cependant le modele cellulaire choisi
par ces auteurs ne permet pas de proposer udiréi& de la MRP1 dans la résistance a la
mitoxantrone. En effet la lignée peut surexprimauties protéines ABC lors de la sélection
en présence de I'étoposide. D’autre part le transpes médicaments via la MRP1 fait appel
au glutathion et dans le cas de la mitoxantron@irawonjugué GSH-mitoxantrone n'a été
identifie (Diah et al. 2001). Cependant ces auteomns observé une diminution de
'accumulation de la mitoxantrone dans ces cell{@sh et al. 2001). Considérant que ce
transport s’effectuait indépendamment du GSH pdiRP1 ou par une autre protéine ABC.
En effet, certains substrats, ne semblent pascétteansporté avec le GSH par la MRP1
(Leslieet al, 2001; Peklak-Scott al, 2005; Qiaret al, 2001).

Diah et collaborateurs proposent aussi que la rdifiége dans la sensibilité a la
mitoxantrone pourrait étre probablement due aussinamécanisme supplémentaire de
résistance a la mitoxantrone, indépendant du toahsp'expression de la topoisomérase Il
dans cellules MCF7/VP n’est pas modifiée, alors spe activité, par contre est altérée. En
effet la formation du complexe clivable induit phes inhibiteurs de la topoisomérase Il est 7
fois moins important pour la topoisomérase |l awgrales cellules MCF7/VP par rapport a

celle extraite des cellules MCF7 parentales (Sclemest al. 1994), Ainsi, I'utilisation d’autres
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lignées cellulaires non sélectionnées selon cemuriet surexprimant la MRP1, permettrait
de confirmer I'hnypothése du transport de la mitds@me par la MRP1.

Les données de cytotoxicité que nous avons obtenoesrent que la transfection des
cellules 2008 par le gemMdéRP1leur conféere une résistance a la mitoxantrone; aveindex
de résistance de l'ordre de 4,16 par rapport @teé 2008. L'équipe de Morrow, a obtenu le
méme résultat avec le modele cellulaire MCF7 textéfavec le gendRP1 (Morrow et al,
2006). Les cellules sélectionnées MCF7/MGG surexpnt le gene MRP1 et présentent
également un index de résistance a la mitoxantdenéordre 8,28. Le co-traitement des
cellules MCF7/MGG, MCF7/VP et 2008/MRP1 avec l'ibieur de la MRP1, le LY402913,

a induit une augmentation de la sensibilité decedisles a la mitoxantrone.

La BSO et le LY402913 induisent une augmentati@en l'dccumulation de la
mitoxantrone dans les cellules MCF7/VP, MCF7/MGR@d8/MRP1. Les données obtenues
récemment par I'équipe de Morrow sur les vesicylesparées a partir des membranes
plasmiques des cellules MCF7/MPR1, montrent clagmgnoun transport ATP-dépendent de la
miotxantrone en présence du glutathion ou de sauédie S-methylé. Ces auteurs ont aussi
montré également que le transport actif til{glutathion dans ces vésicules est stimulé par
la présence de la mitoxantrone. Ces résultats sewgfgen co-transport de la mitoxantrone et
du glutathion par la MRP1 (Morrow et al., 2006).n9d’'étude de Morrow et collaborateurs,
'accumulation cellulaire de la mitoxantrone daes tellules MCF7 transfectées par le gene
MRP1lest partiellement modulée par le MK571 inhibitdarla MRP1.

En conclusion, comme les autres transporteurs getéexantrone connus, la Pgp et la
BCRP, la MRP1 peut jouer aussi un role significdéihs la résistance des cellules tumorales

a la cytotoxicité de la mitoxantrone.
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Chapitre 1ll : Régulation de I'expression de la BCRP par

I'imatinib dans les cellules de leucémie myéloiddnmnique K562
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lll.1. RESUME

L'imatinib est un inhibiteur de l'activité de tyrnoges kinases (TK) propres a la
protéine de fusion BCR-ABL exprimée dans la leuemiyéloide chronique (LMC) et
Platelet-Derived Growth Factor Receptor (PDGFR)CeKit exprimées dans les tumeurs
gastro-intestinales. La sélection d’'une résistaaackmatinib dans un modeéle de cellules
humaines de cancer colique, Caco2, s’accompagria gerexpression de la BCRP et une
diminution de l'accumulation cellulaire de [I'imaiiin (Burger et al, 2005). Cependant,
I'établissement d’'une résistance a I'imatinib dansmodeéle de cellules LMC n’induit pas de
surexpression de la BCRP (données du laboratoire).

Sachant que l'une des voies de régulation de lesgion de la BCRP est la voie
phosphoinositide 3-kinase/Akt (PI3K/AKT), nous as@mis I'hypothése d’'une régulation de
'expression de la BCRP par I'imatinib via cetteievalans les cellules LMC résistantes a
limatinib. Pour valider cette hypothese, nous avatilisé le modele de cellules humaines de
LMC K562 transfectées par un vecteur portant leegéa la BCRP (K562/BCRP). Apres
traitement des cellules K562/BCRP par l'imatinimgant 24 heures, les données obtenues
par western-blot et cytométrie en flux montrent whminution de 66% de I'expression
protéique de la BCRP, en dépit de 'absence d’umeinition du taux d’ARN.du genBCRP.

Le LY294002, inhibiteur de la voie PI3K/AKT, indule méme effet. La diminution de
l'expression de la BCRP induit une augmentation léecumulation cellulaire de la
mitoxantrone (substrat de la BCRP) dans les call{ie62/BCRP. L’'imatinib n’a aucun effet
sur I'expression de la P-glycoprotéine dans delilesl K562 résistantes a la doxorubicine
(Nishiyamaet al, 1990). De plus, cet inhibiteur de TK n'a pas fesur I'expression de la
BCRP dans des cellules leucémiques myéloblastiguéd résistantes a la doxorubicine. Ces
données montrent que la régulation de I'expresd®ia BCRP par I'imatinib est spécifique

aux cellules LMC mais aussi a la protéine BCRP. dhes les données obtenues sur la
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phosphorylation d’AKT montrent que I'imatinib dimie le taux d’AKT phosphorylé, En

conclusion l'imatinib régule I'expression de la BE via la voie PISK/AKT.

[11.2. INTRODUCTION

L’imatinib mesylate (STI571, Gleevec®) est un iritehr sélectif de I'activité tyrosine
kinase d'ABL, ARG, BCR-ABL, c-KIT et PDGFR, en sgdnt sur le site de liaison de 'ATP
de la partie enzymatique de ces difféerentes presé{iRoskoski, 2003). Ce médicament est
actuellement utilisé pour le traitement de la leoiee myéloide chronique (BCR-ABL) et
constitue la thérapie principale des patients ptés¢ des tumeurs stomales, gastro-
intestinales (c-KIT) (Drukeet al.,2001 ; van Oosterom at., 2001 ; Demetret al.,2002).

Plusieurs mécanismes de résistance a l'imatirti®t@Enrapportés, comme l'altération
du site de fixation de 'ATP due a des mutationgelei-ci, une diminution d'efficacité suite
a une amplification et une surexpression du gen®-BBL, ainsi qu'une diminution de
'accumulation dans les cellules LMC surexprimaamtgene MDR1/ABCB1 (Gambacorti-
Passerinet al.,2003 ; Mahoret al.,2003 ; Shah et scieurs, 2003 ; Widraeal.2003).

Récemment, Burger et collaborateurs ont montré lgmatinib est un modulateur
fonctionnel de la protéine ABCG2/BCRP et qu’il &sinsporté par cette protéine (Burgéer
al., 2004). Le méme groupe a également rapporté umxm@ssion de la BCRP apres une
exposition chronique des cellules intestinales @aeol"imatinib (Burgeret al., 2005).
Cependant, la transfection des cellules Saos-2 Eveyene de la BCRP n'induit aucune
résistance a l'effet cytotoxique de I'imatinib (lgbtonet al.,2004).

La tyrosine kinase BCR-ABL active plusieurs voass transduction de signal et en
particulier celle du phosphatidylinositol-3-kinaskt (PI3K/Akt) (Kawauchiet al, 2003 ;
Steelmanet al.,, 2004). Cette derniere voie est impliquée dans dutation post-

transcriptionnelle de la BCRP (Moet al., 2003 ; Takadat al., 2005). BCR-ABL étant
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activé de facon constitutive (Beneldi al., 2003), nous avons émis I'hypothése d’'une
régulation de I'expression de la BCRP par I'imhtina la voie PI3K/Akt.

Pour exclure cette hypothése, les cellules leuagesidkK562 exprimant la tyrosine
kinase BCR-ABL et transfectées avec le gene d@ARP (K562/BCRP) ont été utilisées
pour mesurer I'effet de I'imatinib sur les nivead)expression de TARNm du géne BCRP
ainsi que de la protéine qu’il spécifie.

Nous avons également comparé l'effet de l'imatiaibcelui de linhibiteur de la
PI3BK/AKT le LY294002. Les résultats obtenus suggenene interaction complexe entre

I'imatinib et la BCRP dans les cellules leucémgexgprimant BCR-ABL.

l11.3. Etablissement de la lignée cellulaire K562 ésistante a I'imatinib

Dans cette étude nous avons sélectionné une llgmdaine de LMC K562 résistante
a l'imatinib et analysé I'expression de la BCRPgleaette lignée par la suite.

Les cellules K562 est un modele cellulaire qui nésente pas de surexpression des
trois transporteurs ABC Pgp, MRP1 et BCRP. Ledraént des cellules K562 a I'imatinib est
initi€ avec une concentration de 0,1 pM a I'imdtinToutes les 3 a 4 semaines la dose
d’imatinib est doublée jusqu'a une concentratio®@@ nM. Aprés 10 mois de traitement une

lignée résistante a I'imatinib appelée “K562/imdtirest établie.

l1l.4. Expression de TARNm du geneBCRP et de la protéine BCRP dans les cellules
K562/BCRP et K562/imatinib

Pour mesurer le niveau de transcription du g@ERP dans les cellules
K562/imatinib, nous avons utilisé la RT-PCR quatite en temps réel. L'expression du
geneBCRPa été aussi analysée dans la lignée K562 tragsfeetr K562/BCRP. Les données

sont présentées en tant qu'expression relativa BERP en utilisant la méthode comparative
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de cycle de seuil (Ct). Le taux d’ARNmM du gene BCEYP quasiment nul dans les cellules
K562, K562 transfectées par le vecteur seul (K5p28¢ K562/Imatinib AACt = 0).
Cependant, dans les cellules K562/BCRP, nous otaserun niveau d'expression d’ARNm
de la BCRP élevé-AACt = 18) (figure 53).

Pour confirmer a un niveau protéique d’expressetadBCRP observé dans la lignée
cellulaire K562/BCRP, des expériences de cytomé@nieflux ont été réalisées en utilisant
'anticorps BXP34 (figure 54A). La figure 54B moetque les cellules K562/V ont un niveau
d'expression de BCRP faible avec un rapport BXR®&HI égal a 2.6. Dans les cellules
K562/BCRP, ce rapport est de I'ordre de 48. Ceséles ont été confirmées par western blot
(figure 55).
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Figure 53: Expression relative ¢#4Ct) du gene BCRP dans les cellules K562/V,

K562/BCRP et K562/imatinib.
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Figure 55 : Expression de la BCRP dans les cellulé§562/V et K562/BCRP par Western
blot. La détection de la BCRP a été réalisée gradanticorps BXP21.

141



l11.5. Effet cytotoxique de I'imatinib et de la mitoxantrone

Afin de vérifier que les cellules K562/imatinipui n’expriment pas la BCRP sont
résistantes au traitement a l'imatinib, nous lesnavraitées pendant 72 heures avec des
concentrations croissantes d'imatinib (figure 56A 56B). Effictivement ces cellules
K562/imatinib présentent un index de résistancd @eis-a-vis de l'imatinib(figure 56D),
sans surexprimer la BCRP. Ce résultat suggérstémde d'un autre mécanisme de résistance
a l'imatinib dans ces cellules. Nous avons enséitiié si la surexpression de la BCRP dans
les cellules K562/BCRP conférant une résistanca mitoxantrone (substrat classique de la
BCRP) et a I'imatinib (figure 56C). Les cellules ®BCRP présentent un index de 8 vis-a-
vis de la mitoxantrone (figure 56) alors que celoservé en présence d’'imatinib (figure 56B)
est d'une valeur de 3 (figure 56D). Ce résultatfioore que l'imatinib est un substrat de la
BCRP, mais la valeur faible de l'index de résistasaggere également un effet de I'imatinib

sur I'expression de la BCRP.
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l1l.6. Effet de I'imatinib sur le niveau d’expression de TARNm du geneBCRP

Les données obtenues précédemment nous ont amgaggsun premier temps a
étudier I'effet de l'imatinib sur I'expression da BCRP au niveau transcriptionnel. Nous
avons ainsi étudié l'effet de limatinib sur le ¥tau’ARNm du BCRP par RT-PCR
quantitative en temps réel. Les cellules K562/BCiat traitées avec 5 uM ou 10 uM
d’'imatinib pendant 24 h avant d’analyser le nivebexpression de 'ARNm de la BCRP.
L’expression de 'ARNmM du geneCRPreste inchangée dans les cellules K562/BCRP apres
traitement a I'imatinib (Figure 57). Suggerant djueatinib ne module pas I'expression de la

BCRP au niveau transcriptionnel.

Expression relative de laBCRP (mRNA)

téemoin imatinib (5 uM) imatinib (10 uM)

Figure 57: Expression relative de la BCRfN = 244%) dans les cellules K562/BCR&prés
traitement avec l'imatinib a 5 et 10 uM pendanti24.es données représentent la moyenne
de trois expériences indépendantes. NS : non &igtiif
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[1l.7. Effet de lI'imatinib sur I'expression de la BCRP

Afin de vérifier si le niveau d'expression de la B pourrait étre modulé par
I'imatinib, nous avons traité les cellules K562/BCRendant 24 h avec 5 uM d’imatinib et
nous avons analysé dans un premier temps I'expres la protéine BCRP par cytométrie
en flux. Nous avons observé une diminution d’envi®% (p<0.002) de I'expression de la
BCRP dans ces cellules traitées par rapport alxleglnon traitées (figure 59). Ce résultat a
été confirmé par les expériences de western higauré 60). Afin d'examiner si l'effet de
imatinib est dépendant de la présence de BCR-ABés cellules leucémiques
promyélocytaires HL60/DOX, surexprimant entre aurd8CRP, ont été traitées également
avec l'imatinib et I'expression de la BCRP a étéurée. Celle-ci reste inchangée en présence
de 5 uM d'imatinib tandis qu’une concentration pdlsvée d’imatinib (10 uM) induit une
diminution significative de I'expression de la BCRIX0.04) (figure 61A et 61C) suggérant
gu'une concentration plus élevée inhiberait ladiyr® kinase c-ABL et que l'imatinib régule
'expression de la BCRP préférentiellement dansédisiles exprimant le BCR-ABL. Afin de
vérifier si l'effet de l'imatinib est spécifiguela BCRP, nous avons analysé l'effet de ce
médicament sur I'expression de la Pgp dans lede®lK562/DOX. Le traitement des cellules
K562/DOX avec I'imatinib n'affecte pas I'expressimla Pgp (figure 61B et 61D). De facon
générale, ces résultats suggérent que l'imatigibleéspécifiquement I'expression de la BCRP

dans les cellules qui expriment BCR-ABL.
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Figure 58: Détection de la BCRP par cytométrie en flux dafhes cellules K562/BCRP
témoins (a), traitées par I'imatinib (b) ou parll&r294002 (c).
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Figure 59 : Effet de I'imatinib et du LY294002 sufexpression de la BCRP dans les
cellules K562/BCRPL’expression relative de la protéine est reprééengn % par rapport
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Figure 60: Expression de la BCRP dans les celluks62/BCRP suite a un traitement avec
limatinib ou LY294002.Le marquage par Western blot & été réalisé grad&amticorps
BXP21.
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[11.8. Effet du LY294002 sur I'expression de la BRP

D’aprés la littérature, la voie PI3K/Akt joue unledmportant dans la régulation de
I'expression de la BCRP (Mogt al., 2003). Pour vérifier cette hypothese, nous avongié
I'effet de l'inhibiteur de la PI3K, le LY294002, rslexpression de la BCRP dans les cellules
K562/BCRP (figure 59). Apres 24 heures de traitemawec 20 puM de LY294002,
I'expression de la BCRP a été réduite a un niveatbkble a celui obtenu avec l'imatinib
(p<0.003), suggérant avec les données obtenuesdam@nent que limatinib régule
probablement I'expression de la BCRP via la vogKRAkt. Il est important de noter que la
tyrosine kinase BCR-ABL active la voie PI3K/Akt tgine kinase (Kawauchi et al., 2003 ;

Steelmaret al.,2004).

[11.9. Immuno-localisation de la BCRP

Dans cette partie du travail, nous avons étuelitet' de I'imatinib et du LY294002 sur
la localisation cellulaire de la BCRP par microseople fluorescence (figure 60). Le
marquage est réalisé comme cela a été décrit dactzapitre « Matériels et Méthodes ». La
protéine BCRP est localisée préférentiellement ssudace des cellules, mais elle est
également localisée au niveau des compartimentsaceltulaires (figure 60A). Les
traitements avec 5 pM (figure 60B) et 10 uM d'imdti(figure 60C) ou avec 20 uM
LY294002 (figure 60D) semble induire une diminutide lintensité du marquage de la
BCRP et particulierement a la surface des cellubgtees. Cet effet est plus important dans le

cas d’'un traitement avec I'imatinib.
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Superposition

Figure 62 : Localisation de la BCRP par microscopie fluorescence dans les cellules
K562/BCRP(A) et apres un traitement avec 5 uM (B) et 10 @yld'imatinib ou 20 uM de
LY294002 (D). Le marquage de la BCRP a été réadiséutilisant l'anticorps BXP-21

(émission verte). Les noyaux ont été marqués avidoéchst33342 (émission bleue).
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111.10. Accumulation cellulaire de la mitoxantrone et du Hoechst33342

La diminution de I'expression des protéines de gpant de type MDR est toujours
corrélée a une augmentation de I'accumulation kel de leurs substrats. Pour mettre en
évidence cette corrélation dans notre modele d&tadus avons mesuré par cytométrie en
flux l'accumulation cellulaire de la mitoxantronéggre 63 et 64) dans les cellules
K562/BCRP. L'accumulation cellulaire de la mitoxane augmente de 240% (p<0.04),
300% (p<0.02) et 330% (p<0.004) lorsque les cedlgtent traitées avec l'imatinib a 2, 5 et 10
UM respectivement (figure 64A). En présence deseatnations de 10 et de 20uM de
LY294002, l'accumulation cellulaire de la mitoxame augmente de 235% (p<0.004) et
260% (p<0.004) respectivement (figure 64A). L'inmddi n'induit pas de modification
significative dans I'accumulation cellulaire denf&oxantrone dans les cellules K562/V. Des
données similaires ont été obtenues avec le H®B33R (figure 64B). En effet,
'accumulation cellulaire du Hoechst33342 est emv® fois plus importante dans les cellules
K562/BCRP aprés traitement avec I'imatinib (p<0,G29rs qu’elle est 3 fois plus importante

lorsque les cellules sont traitées avec le LY294@32.02).
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Figure 63 : Effet de [I"imatinib et du LY294002 suf‘accumulation cellulaire de la
mitoxantrone. Les cellules K562/BCRP ont été traitées avec timia et le LY294002
pendant 24 heures, puis incubées pendant 1 h esemcé de mitoxantrone (2 uM).
L’accumulation cellulaire de la mitoxantrone a &éterminé par cytometrie en flux. La
longueur d’onde d’excitation de la mitoxantrone e 633 nm et celle d’émission de
fluorescence est de 670 nm. Les histogrammes déofl@orescense des cellules sont
représentés en nolllll et ceux de la mitaxaeten blancl__] .
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Figure 64 : Pourcentage d'accumulation de la mitowttone (A) et du Hoechst 33342 dans
les cellules K562/BCRP traitées par I'imatinib et LY294002 (A)* p<0.04 ; ** p<0.02 ;
*** n<0.004.
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[11.11. Effet de I'imatinib sur la phosphorylation d’Akt

La tyrosine kinase BCR-ABL active la voie P13K/AKIans la leucémie myéloide
chronique (Kawauchi et al., 2003 ; Steelman e2@04). Afin de vérifier I'éxistance d’une
telle régulation dans notre modéle cellulaire, nawens traité les cellules K562/BCRP avec 5
ou 10 uM d’imatinib et 20 uM de LY294002 et étudié phosphorylation de AKT par
western blot. Le traitement avec le LY294002 induibe forte diminution de la
phosphorylation d'Akt sur la Ser 473 (figure 65¢sLmémes résultats ont été obtenus avec
limatinib a 5 puM, suggérant que la modulation @etivité de la kinase BCR-ABL par
I'imatinib inhiberait la voie de PI3K/Akt et chargé le statut de phosphorylation d'Akt, qui

pourrait mener a une diminution de I'expressiotad®@CRP.

L¥294002 (pbd) o ] 1} 20
Imatinib (pM) 0 5 10 ]
EEsmaew
— Akt 473-P

Figure 65 : Effets de l'imatinib et du LY294002 sua phosphorylation d'Akt.Les cellules
K562/BCRP ont été exposées a l'imatinib ou le LBQ2%endant 24 heures. Le western blot

est réalisé avec 'anticorps anti-Akt et I'anticarpnti-phospho-Akt (Ser473).
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111.12. DISCUSSION

Dans cette partie de notre these, nous avons mouérda sélection de cellules humaines de
LMC résistantes en présence d'imatinib n'induit gasurexpression du géne de la BCRP. De
plus, I'expression des autres genes MDR (MDR1, MRPRP2 et MRP3) et du gene BCR-
ABL ne se trouve pas modifiée dans ces cellules. i@sultats sont en contradiction avec
'étude menée par Burger et collaborateurs quirmaontré une surexpression de la BCRP
apres une exposition chronique des cellules Cantgstinales a l'imatinib (Burger et al.
2005). Ces auteurs ont également ont attribuénatitib un réle de modulateur potentiel de
la BCRP et montre que ce médicament est transpartéa BCRP dans les cellules HEK293
humaines embryonnaire de rein transfectées parCRMB (Burger et al. 2004). Dans les
cellules K562/Imatinib, la résistance pourrait é&gliquée par un autre meécanisme de
résistance, comme la mutation ponctuelle dansdeéime BCR-ABL. D’ailleurs Houghton et
collaborateurs ont montré aussi que la BCRP negibpas induire de résistance a l'imatinib
dans la lignée Saos-2 (Houghtenal, 2004). Par ailleurs, Jordanides et collaborateuats
montré également que l'imatinib est un inhibiteunen un substrat de la BCRP dans les
cellules souches de LMC CD34+ (Jordanides et @062 La tyrosine kinase BCR-ABL
active la voie de signalisation PI3K/Akt (Kawauddtial, 2003) (Steelmaet al, 2004) et
l'inhibition de cette voie induit une régulationgative de I'expression de la BCRP de surface
(Mogi et al, 2003; Takadat al, 2005). Nous proposons que I'imatinib soit impbe dans
la régulation de l'expression de la BCRP dansdedeala LMC.

Pour vérifier si I'imatinib induit une régulationed’expression de la BCRP, nous
avons utilisé les cellules K562 transfectées aeegéineBCRP (K562/BCRP). Ces cellules
sont respectivement 3 et 8 fois résistantes atlhiibaet a la mitoxantrone, lorsqu’elles sont

traitées pendant 24 h avec 5 uM d'imatinib présgniae diminution de I'expression de la
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BCRP. Ceci pouvrait expliquer la faible résistarkcdimatinib observée dans les cellules
K562/BCRP. En effet, le niveau résiduel de la BGRIRs les cellules traitées par I'imatinib
n’'est que de 34%.

Le traitement des cellules K562/BCRP avec l'imdtinnduit une diminution de
'expression de la protéine BCRP sans affecterideau de son ARNm, suggérant que
I'expression de la BCRP est modulée au niveau tpmsseriptionel. Nakanishi et
collaborateurs ont rapporté la méme observatiodasoéme lignée cellulaire mais avec une
sélection supplémentaire de ces cellules en prés#and0 nM de mitoxantrone (Nakanishi et
al., 2006). L'analyse de la distribution cellulaile la BCRP par microscopie de fluorescence
nous a permis de montrer une diminution préférbatide I'expression de la protéine de
surface lorsque les cellules K562/BCRP sont trait@gec l'imatinib, suggérant que la
modulation de l'expression de la BCRP se fait égal® au niveau de la localisation
cellulaire de la protéine. Les résultats obtenudesimesures d’accumulation cellulaire de la
mitoxantrone et du Hoechst33342 viennent confirfaediminution de I'expression de la
BCRP aprés un traitement par I'imatinib. En effettaitement induit une augmentation de
'accumulation cellulaire de la mitoxantrone ettioechst33342.

Une des voies de régulation post-transcriptionrid#id’expression de la BCRP est la
voie PI3K/Akt. Cette voie a été déja déecrite comvoée impliquée dans le régulation de
'expression de la BCRP de surface (Megial, 2003; Takadat al, 2005). De ce fait nous
avons traité les cellules K562/BCRP avec l'inhilnitde la PI3K le LY294002 (Vlahost al,
1994) montré que ce traitement induit une diminutite I'expression de la BCRP et une
augmentation de 'accumulation cellulaire de laoxdintrone et du Hoechst33342 (figure 60
et 64).

Afin de déterminer si cet effet était spécifique man a la BCRP et/ou BCR-ABL,

nous avons analysé l'effet de I'imatinib sur I'eggion de la Pgp dans les cellules K562/DOX
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ainsi que la BCRP dans les cellules HL60/DOX. Leargtes obtenues montrent qu’il n'y a
pas de diminution significative de I'expressionces protéines suggérant que la BCRP est
régulée de fagcon spécifique dans les cellules «-BBR ».

Akt est une protéine phosphorylée via la PISK (Ghanhal., 1997 ; Cantley et Neel,
1999). Quatre sites de phosphorylation ont ététiiiksh au domaine NH2-terminal d'Akt :
Serl24 ; Thr308 ; Thr450 ; et Serd73 (Alessil, 1996; Dattaet al, 1999). Nos données
ainsi que celles d’autres auteurs montrent quehlasphorylation d'Akt est bloqué par
limatinib et le LY294002 sur la Ser473 (figure 683embaet al, 2002). Nakanishi et
collaborateurs ont montré que la régulation de GRB par l'imatinib n’est pas dd a une
dégradation de la protéine (Nakanishi et al., 20&6}otal accord avec nos données.

En conclusion, le niveau élevé de rémission corapt&Ens la leucémie myéloide
chronique traitée par I'imatinib (Deininger et @005) et le fait que la BCRP n’est pas
exprimée dans les cellules LMC traitées par I'imiti suggére I'hypothése de travail que

linhibiteur de TK réprime I'expression de BCRP.
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Chapitre 1V : Effet de I'imatinib sur I'expression de la télomérase

et protéines partenaires dans la leucémie myéloidhronique
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IV.1. RESUME

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une hértupachronique caractérisée
par une prolifération clonale des cellules portedisda translocation t(9;22). Le résultat de
cette translocation est la formation d’un gene énique codant pour la tyrosine kinase BCR-
ABL. Plusieurs étudem vitro et sur des prélévements de patients ont montrd'agtesité
tyrosine kinase constitutive du BCR-ABL induit desdifications au niveau du télomere et
au niveau de l'expression de certaines protéinaslujusont associées. En plus de ces
modifications, une trés forte instabilité génomicuetté observée dans ces cellules. D’ou
lintérét d’étudier ces modifications et d’idengfi ces protéinesn vitro ainsi que sur les
prélevements de patients pour estimer leur impoetaans la LMC.

In vitro, nous avons utilisé deux modeles cellulaires ligaée cellulaire HL60
transfectées par le géne BCR-ABL (HL60/BCR-ABL) lat lignée K562. L'analysé de
l'expression des genédS ERT, TRF2, TRF1, POT1, WRN, BLM, RAD51 et TdpgHdr RT-
PCR quantitative en temps réel dans la lignée HR6&R-ABL, montre une surexpression des
geneshTERT, TRF2, BLM, RADS Topo llle, alors que I'expression des gend®N, TRF1
et POT1reste inchangée. Le traitement des cellules K5Bhatinib, induit une diminution
de l'expression de hTERT et de son activité. Dasitpart, nous avons observé une
diminution de I'expression dBLM, RAD51et Topo lllx, alors que I'expression de TRF2
augmente apres traitement a l'imatinib dans cdalesl Ces données suggérent que le BCR-
ABL régule I'expression de hTERT et de Tapo llle en plus de BLM et de RADSEja
rapportées par des études ultérieunrsus avons également mené une étude de I'expressio
de ces génes dans des prélevements de patiermssatiee LMC. Les résultats préliminaires

obtenus sont insuffisants pour estimer leur impmaadans cette pathologie.
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IV.2. INTRODUCTION

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une hértupachronique caractérisée
par une prolifération incontrblée de progéniteur&mhatopoiétiques. Elle évolue
inévitablement par une série d'étapes, de la ptlfasmique en passant par la phase accélérée
a la phase blastique (Kantarjiahal, 1987). L'apparition de I'imatinib (Gleevec ; ST1b),
inhibiteur de la tyrosine kinase BCR-ABL, a révauné le traitement de la LMC et
beaucoup de patients nouvellement diagnostiquéshsintenant traités avec succes (Mughal
and Goldman, 2004).

Les télomeres sont des séquences repétitives d’AONMGGG) situées a I'extrémité
des chromosomes. Ces séquences jouent un réletanpdans l'intégrité des chromosomes
en empéchant les phénomenes de fusions chromosesmguecombinaison non désirables.
La perte progressive de ces séquences est asadaiéénescence des cellules. L'intégrité des
téloméres est assurée par une enzyme complex@otaérase, responsable de la synthéese de
ces séquences repétitives. L'activité de cetterapzgst absente dans la majorité des cellules
somatiques normales, alors gu’elle est présents gars de 90% des cancers. Elle est
également détectée dans les cellules hématopa@stagdes phases particulieres de division et
de différenciation.

Des études réalisées sur les prélevements de {gadig@ints de LMC ont montré que
dans la phase blastique par rapport a la phaseighe la majorité de patients présentent une
longueur du télomére réduite (Ohyastekial, 1997). La progression de la maladie dans les
phases d’accélération et blastigue est associéaugnientation significative des niveaux
d'expression de la télomérase (10 a 50 fois) (Qtikiast al, 1997); (Engelhardet al, 2000).
Dans une étude récente, il a été montré que k=itmant a I'imatinib des patients en phase
chronique induit une augmentation de I'expressierh@ERT, suggérant une diminution de

cette derniéere dans cette phase (Campéelal, 2006). Les patients en phase blastique
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présentant une activité télomérase moyenne ou elepéésentent une fréquence de
changements cytogénétiques additionnels trés impter{ Ohyashiket al, 1997).

La régulation de la taille du télomére dans leduted tumorales n'est pas liée
uniqguement a l'expression de hTERT et a son aétivitais également a l'intervention de
plusieurs protéines partenaires (POT1, TRF1, THHRL et tankyrase). Les protéines de
réparation L’ADN (WRN, BLM, Topo ll&....), interviennent également dans la régulation de
la longueur des télomeres et dans la stabilité ménee associée au télomere (Rieual,
2005).

D’autre part, les observations cliniques (Alimestaal, 1987); (Kelmaret al, 1989);
(Rowley, 1982) et les résultats obtemusitro (Hondaet al, 2000); (Laneuvilleet al, 1992);
(Salloukh and Laneuville, 2000) démontrent que B&HR- peut induire une instabilité
génomique, menant a des translocations chromoses)icguppressions de chromosomes,
amplifications et mutations de génes. Ces événenmivent étre liés au raccourcissement
du télomere dans la phase chronique et a la détémuldes voies de réponse aux dommages
a 'ADN dans les cellules LMC.

Les travaux de Slupianek et collaborateurs montoera 'expression les hélicases
BLM et RAD51 est augmentée par BCR-ABL (Slupiaretkal, 2005); (Slupianelet al,
2001). La regulation de l'expression de BLM et d&D®1 par le BCR-ABL induit une
augmentation des capacités de la réparation d’ARNrpcombinaison homologue et une
résistance aux dommages a I'ADN induits par Iplat;he ou la mitomycine C (Slupianek
al., 2005; Slupianelet al, 2001).

L'objectif de cette partie de ce travail est danpremier temps, étudier I'expression
de hTERT et des protéines associés aux télomeRisl(TTRF2, POT1, BLM, RAD51, WRN
et topo lll) dans un modéle cellulaire transfecté d'une marséble par le ger@CR-ABL

(HL60/BCR-ABL). Dans un deuxieme temps, nous avéhglié I'effet de I'imatinib sur
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'expression de hTERT et de ces protéines dansdbsles K562. Le dernier point de cette
étude concerne l'effet de I'imatinib sur 'expresside ces protéines chez des patients atteints

de LMC et traités par ce médicament.

IV.3. Expression de la télomérase et protéines pamaires dans les cellules
promyélocytaires HL60 transfectées par BCR-ABL

Les cellules leucémiques HL60 ont été transfeciwesc le gene de BCR-ABL
(Andrzej Ptasznik et al 2002). La vérification dexpression du genBCR-ABLdans ces
cellules a été réalisée par RT-PCR quantitativaeenps réel. Le cycle seuil Ct dans les

cellules HL60/BCR-ABL est de l'ordre de 21,68 et3&pour les cellules HL60 (tableau 14).

HL60 | HLBO/BCRABL AncT
= = AACT 2
GUS 22,62 22,24
BCR-ABL 37,62 21,68 15,64 |51063,3299

Tableau 14 : Expression relative du géne BCR-ABLnddes cellules HL60/BCR-ABL

Nous avons ensuite analysé dans ces cellules é€sgjgn des gendsTERT, TRF1,
TRF2, POT1, BLM, RAD51, WRITopo llle par RT-PCR quantitative en temps réel. Nous
avons observé que l'expression des gehé&RT, TRF2, BLM, RAD5&t Topo Il
augmentait, alors que I'expression des autres geste inchangée. Ces genes surexprimes
sont reparties en deux groupes, un groupe inchidBRT, BLM et RAD51 avec un facteur
d’expression supérieur a 5 dans les cellules HLEBRB\BL par rapport aux cellules HL60 et
un deuxiéme groupe composé des gehmso lllo et TRF2avec un facteur d’expression
proche de 3 (figure 66). Les expériences de wedtkrnconfirment la surexpression des

protéines TRF2, Topo klet RAD51 dans les HL60/BCR-ABL (figure 67).
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Figure 66 : Expression relative des genes hTERT,MLTopo llla, RAD51 et WRN dans
les cellules HL60 parentales et HL60/BCR-ABLCes données représentent la moyenne de 3

expériences indépendantes.
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Figure 67 : Expression des protéines TRF2, de Tajloe et de RAD51 dans les cellules
HL60 et HL60/BCR-ABL.
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IV.4. Effet de I'imatinib sur I'expression de la tdomérase et protéines partenaires dans

les cellules K562

IV.4. 1. Effet de I'imatinib sur la prolifération des cellules K562

La cytotoxicité de I'imatinib dans les cellule$®&2 est évaluée par le test MTT (figure
68). Nous avons ainsi pu déterminer la concentratio médicament qui induit 50%
d’inhibition de croissance cellulaire ) dans les cellules K562.a Clso obtenue dans ces
cellules aprés 96 h de traitement a I'imatinibégsle & 200 nM. Nous avons utilisé au cours

de nos expériences des concentrations allant jasiujtM et une durée de traitement de 24h.
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Figure 68 : Effet cytotoxique de limatinib dans $ecellules K562.Les cellules ont été

traitées avec différentes concentrations d’'imatipédmdant 96 h.
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IV.4.2. Expression de la télomérase aprés un traibeent des cellules K562 avec
limatinib

La régulation de la télomérase s'effectue a de memb niveaux: transcription,
épissage, maturation, modification de hTR, trartspbiocalisation subcellulaire de chacun
des composants. |l a été identifié par RT-PCR traitscrits différents de hTERT dans les
tissus humains. Ces transcrits sont la conséqu#msertions ou de délétions par épissage
alternatif.

Nous avons analysé l'expression de lisoforme actie hTERT (&+p) apres
traitement des cellules K562 avec 2, 5 et 10 pMndtinib pendant 24 h. L'expression
relative du genéhTERT est normalisée par rapport a celle du géne de geéB8S ([3-
glucouronidase). Nous avons observé une diminui@mviron 75 % de l'expression de
hTERT dans les cellules K562 traitées a I'imatpal rapport aux cellules non traitées (figure

69).
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Figure 69: Expression relative du géne hTER{Fa+p) dans les cellules K562 traitées avec
'imatinib. Ces données représentent la moyenne de 3 expgsiempendantes
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IV.4. 3. Effet de I'imatinib sur l'activité de la télomérase

Les cellules K562 ont été exposées pendant 24 BtdbdUM d’imatinib. L'activité de
la télomérase a été évaluée en utilisant le tesAPIR Elle est réduite de facon dose
dépendante dans les cellules K562 traitées paatinib (figure 70). En effet 'imatinib a 2
MM induit une inhibition de 35% de l'activité télénase, alors qu'a 5 uM d’imatinib induit
une inhibition de l'activité télomérase d’enviro®%.
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Figure 70 : Activité télomérase dans les cellule$8R. Les cellules ont été traitées avec
I'imatinib pendant 24 h.Ensuite les protéines sont extraites et doséextikité télomérase

de plusieurs concentrations protéiques (de 1 ad)Cest mesurée par le test TRAP.
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IV.4. 4. Effet de l'imatinib sur I'expression de TRF2

La protéine TRF2 reconnait les répétitions télomérs par un domaine C-terminal
Myb. Cette protéine fonctionne comme un homodingné&ce a un domaine TRFH (TRF
homology)de dimérisation et régule avec TRF1 I'élongatios tldoméres. L’altération des
fonctions de TRF2 induit la dégradation du simpie télomérique (Stanseit al, 2001; Zhu
et al, 2003).

Etant donné l'importance de cette protéine dangrddection des téloméres, nous
avons analysé l'effet de l'imatinib sur son expi@sslans les cellules K562. Le traitement
de ces cellules a 2 uM d’imatinib induit une augtagon d’expression de 'ARNm de
TRF2 d'un facteur 1,5 (figure 71A). Cette augmeontad’expression relative de 'ARNm
de TRF2 reste inchangée, lorsqu’on augmente laetdration de l'imatinib a 5 uM ou a 10
MM. Le niveau d’expression de la protéine augmeég@ement d’'un facteur 2 aprés un

traitement de 10 uM d’imatinib (figure 71B et 71C).
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Figure 71 : Effet de l'imatinib sur I'expression d&RF2 dans les cellules K562.

A : Analyse par RT-PCR quantitative en temps rédlakpression de 'ARNm de TRF2. B :
analyse par western blot du niveau de I'expressiea protéine TRF2. C : Quantification de
I'expression de TRF2 par rapport afaactine. Les valeurs correspondent a la moyenng de
expériences indépendantes.
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IV.4. 5. Effet de I'imatinib sur I'expression de RAD51

Christodoulopoulos et collaborateurs ont montré fgusurexpression de RAD51 est
liée a la résistance au chlorambucil dans les leslide leucémie lymphoide chronique B
(Christodoulopouloset al, 1999). Réciproquement, la régulation négative RI&D51
augmente la radiosensibilité des cellules du cadeeprostate (Colli®t al, 2001) et des
cellules de gliome (Ohnishat al, 1998). BCR-ABL induit une surexpression de RAD51
(Slupianeket al, 2001) qui résulte d’'une activation de STAT5 ek urduction de la
dégradation de RAD51 par la caspase-3 (Slupisatekl, 2001). Afin de vérifier si le
traitement des cellules K562 avec I'imatinib prouwequne diminution de I'expression de
RAD51, nous avons traité les cellules K562 avedéddhtes concentrations d’imatinib
pendant 24 h. L'expression de 'ARNm de RAD51 ding@nsignificativement et de facon
dose dépendante. En effet, elle diminue d’un faadew2,3, 2,4 et 4,3 lorsque les cellules sont
traitées avec 2, 5 et 10 uM d’imatinib respectivenfégure 72A). Le résultat de 'analyse de
'expression de la protéine RAD51 par western blontre une diminution de I'expression de
la protéine apres traitement avec I'imatinib (figuf2B). Le niveau d’expression de RAD51
diminue de 30 %, 50 %, 57% et 72% pour les trag@side 1, 2, 5 et 10 uM d’imatinib

respectivement (figure 72C).
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Figure 72 : Effet de I'imatinib sur I'expression d®AD51 dans les cellules K562.

A : Analyse par RT-PCR quantitative en temps rédlakpression de 'ARNm de RAD51. B:
Analyse par western blot du niveau d’expressiotageotéine RAD51. C : Quantification de
'expression de la protéine RAD51 par rapporf-actine. Les valeurs correspondent a la

moyenne 3 expériences indépendantes.
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IV.4. 6. Effet de I'imatinib sur 'expression de BLM

L’hélicase BLM joue un réle important dans les népes aux cassures double brin
d'ADN et dans les fourches de réplication (Langlatdal, 2002). La modulation des
capacités de réparation d’ADN par BCR-ABL est agmaine expression élevée de BLM
(Slupianeket al, 2005).

Ici, nous confirmons les résultats obtenus précédemh par 'équipe de Slupianek (figure
73B et 73C) (Slupianeket al, 2005). Nous montrons également une régulation de
l'expression de BLM par limatinib au niveau tranptionnel (figure 8A). En effet,
'expression de TARNm de BLM diminue d’un factede 2,5 fois aprés traitement avec 2 et 5

MM d’'imatinib et fois aprés un traitement avec M glimatinib (figure 9A).
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Figure 73 : Effet de I'imatinib sur I'expression d8LM dans les cellules K562.

A : Analyse par RT-PCR quantitative en temps réefekpression de 'ARNm de BLM. B :
Analyse par western blot du niveau d’expressiotiadgrotéine BLM. C : Quantification de

I'expression de BLM par rapport a J&actine. Les valeurs correspondent & la moyenng de
expériences indépendantes
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IV.4. 7. Effet de I'imatinib sur I'expression de laTopo Il a

Le role de la Topo I dans le cancer et en particulier dans la leucémnyéloide
chronique n’est pas encore élucidé. Cependant pettéine pourrait jouer un réle dans la
régulation du télomere de cellules présentant @ngtype ALT (Tsaket al, 2006). Vu les
interactions de la Topo Hlavec un ensemble de protéines de réparation d’AidNs avons
émis I'hypothése que la Topodlpourrait étre réegulé également sur I'effet de &tmib.

Le traitement des cellules K562 avec I'imatiniduit une diminution de I'expression
de 'ARNmM de la Topo Ik (figure 74A). On note une diminution de 2,5 fojgres un
traitement de 24 h avec 2, 5 et 10 uM d’imatinie @ méme facon I'expression de la
protéine Topo Ik diminue en taux de protéines, elle diminue a p&s pde 35 % pour les
traitements 1, 2 et 5 uM d’imatinib et de 60 % auectraitement de 10 uM (figure 74C).
Apres 48 h de traitement, I'expression de la Topa diminue de 42 % et 87% avec les

traitements de 1 et 2 uM respectivement (figurdd &474C).
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Figure 74 : Effet de I'imatinib sur I'expression d& Topo llla dans des cellules K562.

A : Analyse par RT-PCR quantitative en temps réel’@ékpression de 'ARNm de la Topo
llla. B : Analyse par western blot du niveau d’exp@ssie la protéine topo il C :
Quantification de I'expression de la Topodlbar rapport as-actine. Les valeurs relatives a
I'expression de 'TARNm de la Topodllde la correspondent a la moyenne de 3 expériences
indépendantes.
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IV.5. Expression de la télomérase et protéines pamhaires dans des cellules LMC de
patients traités avec I'imatinib

La formation du géne de fusi@CR-ABLsur le chromosome 22 est la caractéristique
de la LMC. Le gene de fusion est transcrit en uiNARIétectable en RT-PCR en temps réel,
ce qui a permis le suivi de la maladie résidudlie.majorité des patients traités en phase
chronique ont une réponse durable. Il reste cependacertain nombre de patients d'emblée
résistants ou ne manifestant qu'une réponse taesiOr il est important de détecter ces
patients avant méme les manifestations cliniquetadésistance ou de la rechute, afin de
tenter d'identifier les mécanismes de résistancéventuellement adapter la thérapeutique.
Sous imatinib, on observe une bonne corrélatioredet résultats cytogénétiques (Tableau

15) et les résultats en PCR quantitative en teégplgexemple : figure 75).
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Figure 75 : Suivi de I'expression du BCR-ABL par RPCR quantitative en temps reel
(sonde Tagman) chez un patient atteint de LMCes résultats sont exprimés sous la forme
d'un rapport BCR-ABL/ADI et en pourcentage par @p@u niveau d’expression du BCR-
ABL au diagnostic (suivi/diag (%)). Ces donnéest soorrélées aux résultats de la

cytogénétique.
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Dans cette étude, nous avons utilisé la RT-PCRhtdative en temps réel pour
évaluer I'expression des geneSERT, Topo Ik, RAD51, BLM et WRNhez des patients
atteints de LMC traités a I'imatinib (tableau 1Bps résultats préliminaires obtenus sur des
prélevements de six patients (tableau 16), soniffisants pour estimer I'importance de ces
genes dans la pathologie et I'effet du traitemehin@atinib sur leur expression. Cependant
les premiéres indications apportées par cette smahpontrent une surexpression de RAD51 a
partir du 3™ mois de traitement par rapport au diagnostic dbezleux patients résistants.
Une diminution de I'expression de RAD51 a été olserchez les patients qui ont bien
répondu au traitement (tableau 16). Par contregtession de la Topo Wldiminuée chez
trois patients dont deux résistants (BERT et DEL4Ligmente chez deux des patients non
résistants et reste inchangé pour les deux audeBA et WAC). L'expression de WRN et
BLM reste inchangé chez 4 patients sur six. Paxpfession de hTERT aucune conclusion
ne peut étre établie. En effet elle augmente chpatigénts, diminue chez 2 patients et reste

inchangée chez 1 patient (tableau 16).
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BERT DELC DEMA WAG (R) TAMB (R) LAMO
Age (année) |76 50 68 33 49 71
Sex M M M M M M
Posologie 400 mg 400 mg 400 mg 400 mg 400 mg 400 mg
résistance Décés suite a ur

Etat actuelle

sensible a l'imatini
(<0,1 a 18 mois)

sensible a l'imatini
(<0,1 a 18 mois)

sensible a l'imatini
(<0,1 & 18 mois)

moléculaire (> 0,1
18 mois)

accutisation

(Leucémie aigu

sensible a l'imatini
(<0,1 a 18 mais)

myéloide)

100% Phi+variant o ,
Caryotype  ay g.95-1:2)(q34:q1 L2007 _ Phi% 1009 phi+ 100 % Phi+ 100% Phi+ 100% Phi+
diagnostic S ia (t(9;22)(934;q11)

1;p13;p1?4)
Caryotype | \p ND ND ND ND échec
apres 3 mois
Ca(yotype . Normal ND ND Normal échec ND
apres 6 mois
Caryotype | \py ND ND ND ND ND
apres 9 mois
Caryotype
aprés 12 mois ND ND ND Normal ND
Caryotype ND duplication Phi+ | Normal

aprés 15 mois

Tableau 15 : Caractéristiques des patients atteitesLMC traités a I'imatinib. Le caryotype est réalisé au diagnostic et apeesditement a

I'imatinib.
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patients BERT DELC DEMA WAG (R) TAMB (R) LAMO

mois 3 6 9 3 6 9 6 9 3 6 3 6 3 6
hTERT 1,34 |-202 |[-041 [043 0,22 1,33 0,64 0,63 0,16 1,87 1,43 |-242 |-104 | -1,3
Topollla |-1,3¢ |-135 |-1,55 |[-121 [-045 [-21 0,29 0,38 |-0,61 |0,72 1,43 051 |032 |1
BLM 0,28 |-0,15 |0,02 2 1,95 1,95 027 |-044 |1,25 3,02 024 |0,21 0,39 | -0,62
WRN 065 |-072 |-031 |-051 [-08 [-051 [0,42 0,89 |-059 |-0,45 [-1,31 |-0,9 1,19 | -1,16
RAD51 2,41 2,25 2,22 1,95 2,36 2,48 0,72 1,4 396 |[-488 |-263 [-264 [0,73 1,04

Tableau 16 Expression relative de hTERT, Topo W, BLM, WRN et RAD51 sur des prélevements de paseatteints de LMC traités avec
imatinib pendant plusieurs moisLes valeurs expriment #4Ct obtenu par rapport aux prélevements au diagoo&es données représentent
le résultat d’'une seule expérience. lACt est considéré comme non significatif lorsquslt eompris entre -144Ct >1. Les chiffres en rouge

représentent la diminution de I'expression desegehes chiffres en bleu représentent 'augmentatie cette expression. R : résistant



Augmentation Diminution inchangé
hTERT 3(1R) 2(1R) 1
Topo lll @ 3(2R) 3
BLM 2 4 (2R)
WRN 2(1R) 4 (1R)
RAD51 2(2R) 4

Tableau 3 : Répartition des patients en fonction ldevariation des niveaux d’expression de
hTERT Topo llla, BLM, WRN et RAD51, aprés le %" mois de traitement & I'imatinibR :

résistant
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IV.6. DISCUSSION

Les traitements de la LMC ont sensiblement chargddant les dernieres années,
principalement grace au développement de linhibiteélectif de la tyrosine kinase BCR-
ABL Tl'imatinib. Les taux des réponses hématologgjuet cytogénétiques s’en sont
considérablement améliorés. Ceci s’est traduitupar meilleure survie des patients, bien que
le développement de la résistance a l'imatinibetee de plus en plus un probleme dans le
traitement de cette pathologie. Un des mécanisraesjuisition de la résistance et/ou de la
progression de la maladie est l'augmentation detébilité génétique menant a l'acquisition
des anomalies génétiques secondaires qui rendentlieles Ph+ BCR-ABL-indépendantes
(Turhan, 2003). Le raccourcissement progressiftélesneres est corrélé avec la progression
de la LMC (Brummendorfet al, 2000) et constitue un mécanisme potentiel paudkeq
I'instabilité génétique peut étre augmentée. Quemdélomeres atteignent une taille critique,
l'activation de la télomérase est essentielle gwiter la sénescence (Engelhagtial, 2000).
Ainsi, l'activation de télomérase est nécessairar gévolution clonale observée pendant la
progression de la LMC de phase chronique a la phlaséque.

Plusieurs études vitro et sur des prélevements de patients ont été mereses
dernieres années pour mettre en évidence la régulde la taille et la stabilité du télomere
par le BCR-ABL (Campbelkt al, 2006); (Brummendorét al, 2000; Ohyashiket al, 2000).

Dans ce sens nous avons analysé l'expression dgemls geneshTERT, TRF2,
TRF1, POT1, topo I, RAD51, BLM et WRNHans la lignée cellulaire HL60/BCR-ABL.
Les résultats obtenus par RT-PCR quantitative reahtnne surexpression des geneRF2,
RADS51, BLM eflopo llle dans les cellules HL60/BCR-ABL par rapport aux et HL60,
cette surexpression est confirmée par westerrpblot TRF2, RAD51 et Topo kil Dans les

mémes cellules on a observé une surexpressionrthgj&RT



Le traitement des cellules K562 par I'imatinib untdune diminution de I'expression
de hTERT (figure) et de son activité. Ces cellslest isolées chez une patiente atteinte d'une
LMC en crise blastique (Lozzio and Lozzio, 1975anB cette phase, une surexpression de
hTERT et de son activité a été observé dans ldgevemaents de patients (10 a 50 fois)
(Engelhardtet al, 2000; Ohyashiket al, 1997). Ce résultats suggere une régulation pesiti
de I'expression et de l'activité de la téloméraaelp BCR-ABL dans ces cellules.

D’autre part, le maintien et I'élongation des té@es ne dépend pas uniguement de
hTERT mais également de plusieurs protéines as®di€RF1, TRF2, Tin2, tankyrase,
Rapl)(Riou et al, 2005). Le traitement des cellules K562 a [limétinnduit une
surexpression de la protéine TRF2 dans ces cellfkisieurs études ont rapporté que la
surespression de cette protéine dans les lignées pidovoque une accéleration du
raccourcissement du télomére.

Les protéines de réparation d’ADN (BLM, WRN, Topdal...), interviennent
également dans la régulation du télomere. Lesdsde BLM et WRN possedent une fonction
particuliere qui consiste en la reconnaissanca etigrration le long des jonctions de Holliday
(Mohagheghet al, 2001). Des études récentes ont montré une s@®ipn de ces deux
hélicases dans les cellules BCR-ABL-positives (Blogk et al, 2005); (Slupianelet al,
2001). Le traitement des cellules K562 a I'imatimduit une dimunition de I'expression de
RAD51 et de BLM. Il induit également une diminutiale I'expression de la Topo dl
(figure). Ce qui suggeére une régulation de I'expia@s de cette protéine par le BCR-ABL.

En paralléle aux études menéesvitro, nous avons initié une étude de I'expression
des geneshTERT, TRF2, BLM, RAD51, WRN et Topa)ldans des prélevements de patients
atteints de LMC et traités a limatinib. Les réatdt préliminaires obtenus sur ces

prélevements (tableau 3), sont insuffisants patimer I'importance de ces génes dans la
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pathologie et I'effet du traitement a I'imatinibrdeurs expressions, vu le nombre tres limité

de patients (six patients).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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La résistance multiple ou multidrug-resistance (MDRtrinséque ou acquise, est
l'obstacle majeur dans le traitement des tumedidescet des leucémies. C’est un phénomene
complexe qui fait appel a de multiples mécanisnmedlilaires. Souvent, une surexpression
des protéines de la famille ABC en particulier gpPla MRP1 et la BCRP, est observée au
niveau des cellules résistantes. Ces protéines mamgonsables du transport actif des
médicaments anticancéreux vers le milieu extraedity L'étude de ce phénotype et
l'identification des molécules qui sont concern@as ce transport sont deux domaines tres
importants dans la lutte contre le cancer. Dansadee, nous avons étudié I'implication de la
MRP1 et de la BCRP dans le transport et la résistandeux inhibiteurs de la topoisomérase
I, 'étoposide et la mitoxantrone respectivement.

De nombreux polymorphismes génétiques de la BCREt@rrapportés. Ceux-ci sont
susceptibles de modifier son activité. lls poumti@insi constituer une source importante de
variabilité de iefficacité thérapeutiqgue d’agents anticancéreus tésultats des tests de
cytotoxicité et d’accumulation cellulaire de I'étzgide ont montré que cette molécule est bien
transportée par la BCRP. En outre, I'étude dediefies deux mutations R482G et R482T sur
la spécificité de I'étoposide a la BCRP, montre daemutation R482G induit une
augmentation de la résistance a I'étoposide eefftux. Ceci suggere que la mutation R482G
altére le transport des substrats de la BCRP.

En perspective, sur le plan clinique, il seraieémessant de séquencer le géne codant
pour la BCRP dans des prélevements de patientsyd@rement dans la région codante pour
l'acide aminée 482, ce qui pourrait avoir une intpoce en clinique pour les tumeurs traitées
a I'étoposide et les molécules dont le transpdrakeérée par cette mutation.

Sur le plan fondamental, nous avons sélectionné ligmée MCF7 en présence
d’étoposide (800 nM), vérapamil (40 uM) et LY4029(13uM) pour inhiber la Pgp et la

MRP1 respectivement. Il serait intéressant d’étutecumulation cellulaire de I'étoposide
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dans ces cellules, puis analyser ou Vvérifier I'egpion des protéines ABC, en patrticulier la
BCRP. Si ce modéle cellulaire présente une surexjune de cette protéine, nous allons la
séquencer pour Vérifier si elle présente des nautstiD’autre part, nous avons étudié le profil
de cytotoxicité d'un dérivé de I'étoposide (F1178@ns les cellules HEK293 exprimant les
différentes protéines BCRP (sauvage et mutée). dmsnées obtenues montrent une
résistance croisée faible vis-a-vis de cette mddécomparée a I'étoposide, en particulier
dans les cellules exprimant les deux formes de B@R&es. Nous envisageons d’étudier la

corrélation de ces données avec l'incorporatiolulzge et l'efflux du'‘C-F11782.

Afin de mettre en évidence le rbéle de la MRP1 dansansport et la résistance a la
mitoxantrone, nous avons sélectionné une lignélellaeeé MCF7/MGG en présence de la
mitoxantrone et du modulateur de la Pgp et la BORB918). L'analyse de I'expression des
genes MDR dans cette lignée montre une surexpredsida MRP1. Les résultats du test de
cytotoxicité montrent que la transfection des dedl2008 par le géendRP1,leur confere une
résistance a la mitoxantrone. Les cellules MCF7/M@&sentent également une résistance a
la mitoxantrone. Le co-traitement des cellules xorienant de la MRP1 avec le LY402913
(inhibiteur de la MRP1), a eu comme conséquenceaugenentation de la sensibilité de ces
cellules a la mitoxantrone. L'étude de 'accumuatcellulaire de la mitoxantrone en utilisant
les deux modulateurs de la MRP1 (BSO et LY402918)ntre une augmentation de
'accumulation cellulaire de la mitoxantrone daes tellules 2008/MRP1 et MCF7/MGG. En
conclusion, comme les autres transporteurs det@amtrone connus Pgp et BCRP, la MRP1
peut avoir aussi un impact significatif sur la sbifig¢ des cellules tumorales a la cytotoxicité
de la mitoxantrone.

En perspective, la caractérisation du réle du G&hkde transport de la mitoxantrone
par la MRP1 nécessitera, dans un premier tempsidééde l'effet de la mitoxantrone sur

lincorporation du GSH dans des vésicules inversggeghies en MRP1. Par la suite, le taux
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intracellulaire basal de GSH sera mesuré dansifigsahtes lignées MCF7 sélectionnées en
présence d'étoposide (MCF7/VP) ou de la mitoxargrassociée au GG918 (MCF7/MGG)..
Finalement, il sera d’'une tres grande importanemalyser 'effet de la BSO sur le taux de
GSH et sa corrélation avec 'augmentation de Iaibéité a la mitoxantrone dans ces lignées
comparées a la lignée parentale MCF7. L'étude ded&ma et al. a déja montré que la
diminution du taux de GSH suite a un traitementcad@eBSO sensibilisait bien les cellules
MCF7/VP a l'effet cytotoxique de la daunorubicisans affecter celui induit dans les cellules
MCF7 (Benderra et al., 2000).
D'autre part, les protéines de la famille MRP, NR#h particulier, peuvent avoir

aussi un impact significatif sur le transport erdaistance a la mitoxantrone. Il serait donc

intéressant d’étudier leur role dans I'efflux atrl@pport dans la résistance a cette molécule

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une hértiapachronique caractérisée
par une prolifération clonale des cellules porteute la translocation t(9;22). L'introduction
de limatinib dans le traitement de cette pathado@ considérablement amélioré le
pourcentage de rémission complete. Cependant, rdeamplusieurs études ont rapporté
'émergence d’'une résistance a cette molécule.

En se basant sur les données de la littératureenmenat 'implication de la BCRP dans
la résistance a I'imatinib et la régulation de peassion de certaines protéines par BCR-ABL,
nous avons analysé leffet de limatinib sur lI'eepsion de la BCRP dans une lignée
transfectée par le gene codant pour cette pro(Eis@2/BCRP). Le traitement de ces cellules
avec l'imatinib induit une diminution de I'expresside la protéine BCRP sans affecter le
niveau d’expression de son ARNm. L'analyse pamulte e la distribution cellulaire de la
BCRP par microscopie de fluorescence nous a pewmismontrer une diminution
préférentielle de I'expression de la protéine déasa des cellules K562/BCRP. Les résultats

obtenus par les mesures d’accumulation cellulagrdadmitoxantrone et du Hoechst33342,
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montrent qu’en présence de l'imatinib, on observe @ugmentation de l'accumulation
cellulaire de ces deux molécules. D'autre partirdtement des cellules K562/BCRP avec
l'inhibiteur de la PI3K (LY294002) induit les méme#ets que l'imatinib. En effet, nos
données ainsi que celles d’autres auteurs monguemtia phosphorylation d'Akt est bloquée
par I'imatinib et le LY294002 sur la Ser473. L'ayse de I'effet de I'imatinib sur I'expression
de la Pgp dans les cellules K562/DOX, ainsi qu8GRP dans les cellules HL60/DOX
montre qu’il N’y a pas de diminution significatide I'expression de ces protéines, suggérant
gue la BCRP est régulée de facon spécifique danseldules « BCR-ABL ». L’ensemble de
ces résultats suggére une modulation de I'expnestgola BCRP par I'imatinib a un niveau
post-transcriptionnel. En conclusion, le niveawélde rémission compléte dans la leucémie
myéloide chronique traitée par I'imatinib et let fqiie la surexpression de la BCRP induit une
résistance relative a l'imatinib dans ces cellyesrrait étre expliqué par le fait que le
médicament réprime I'expression de cette protéine.

En perspective, il serait intéressant d’étudier memt la régulation négative de la voie
PI3K/AKT, pourrait induire une régulation post-tsaniptionnelle de I'expression de la
BCRP. L'étape de la cascade de signalisation mTPR$6K et 4EBP1) qui se trouve en
aval par rapport a Akt pourrait retenir une attemtparticuliere. La forme phosphorylée de
P70S6K phosphoryle la protéine ribosomal S6 auanivdes serines 235/236 qui augmente a
son tour la traduction. D’autre part, 4EBP1 phospléopermet la libération d’elF4E (facteur
d’initiation de la traduction) a partir de I'hétéiiméere 4EBP1-elF4E facilitant ainsi la
traduction. La phosphorylation de mTOR, p70S6K EBR1 pourrait étre évaluée apres
traitement avec l'imatinib par rapport aux cellulédmoins. Des expériences de co-
immunoprécipitation permettraient de montrer larfation de I'hétérodimére 4EBP1-elF4E
aprés traitement avec l'imatinib. 1l est importantssi de noter que I'activation de la voie

PISK/AKT/mTOR est impliquée dans le développementadrésistance a I'imatinib (Buchert
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et al., 2005). La combinaison de I'imatinib aves ilghibiteurs de cette voie constituerait donc
une nouvelle approche thérapeutique contre la LNDE@. méme le développement de
nouveaux inhibiteurs du BCR-ABL associés aux irtkilnis de la voie PI3K/AKT/mTOR
augmenterait l'espoir des patients présentant ésistance primaire ou acquise a l'imatinib
seul.

D’autre part, la translocatiaif9;22) est la seule anomalie cytogénétique détectable
au cours de la phase chronique de la LMC. La pesipe vers les phases accélérée puis
blastigue s'accompagne d'anomalies génétiquesiaaddities marqueurs d'une instabilité
génomique croissante (duplication du chromosometi@mmie 8 ou isochromosome 17
par exemple). Des altérations (délétions, réarmaeges) de génes suppresseurs de tumeur
tels que p53 et pl6 ont été mises également eerad De nombreux travaux, réalisés
principalement chez des patients en phase blastigueMC, ont montré l'activation
fréquente d'oncogenes tels gqeMyc ainsi qu'une augmentation croissante de l'activité
télomérase dans les cellules’PBifférentes études suggérent fortement que leembes
séquences télomériques contribuerait a I'appariies aberrations chromosomiques (ex :
chromosomes dicentriques) et mutations. Ceci segg@gre le raccourcissement des
téloméres dans la phase chronique de la LMC poumaner a [instabilité génomique
observée dans cette pathologie.

Dans la derniere partie de ce travail, nous avons d’abord étudié I'expression de
plusieurs geneshTERT, TRF2, TRF1, POT1, TopodlRAD51, BLM et WRNH@ans deux
lignées cellulaires exprimant la tyrosine kinaseRB&BL (HL60/BCR-ABL et K562). Les
résultats obtenus montrent une surexpression d& ,TRAD51, BLM etTopo llla dans les
cellules HL60/BCR-ABL par rapport aux cellules HL6Dans les mémes cellules, on a

observé une surexpression du gem&RT Le traitement des cellules K562 a 'imatinib itdu
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une diminution de l'expression de ces génes a dpbtion deTRF2 Ceci suggére une
régulation de leur expression par le BCR-ABL.

La modification de I'expression de ces génes estcentible d’induire une
instabilité liée soit a un raccourcissement desméles observés lors des trois phases de la
LMC, soit a laltération des mécanismes de répamati’ ADN associés aux protéines
codées par ces genes. Nos résultatgitro et ceux de la littérature, nous ont poussé a
étudier I'expression de cing de ces gereEERT, Topo 4, RAD51, BLM et WRN)ar
PCR quantitative sur des préléevements de patiéets.résultats préliminaires ne nous
permettent pas d’estimer leur importance dans petteologie.

Sur le plan fondamental, et afin de pouvoir étutherelation qui pourrait exister entre
'expression de la protéine BCR-ABL et celle de PRinsi que Topo IH, nous prévoyons
d’étudier l'effet direct d’'un siRNA dirigé conti@CR-ABLsur I'expression de TRF2 et Topo
lllo. D’'autre part, les données obtenues par d’autmesues montrent que I'expression de
RADS51 était régulée par BCR-ABL via STATS au niveaansciptionnel au méme titre que
BCL-X_ (Slupianek et al., 2001). Ces mémes auteurs onitrén@lus récemment, que
contrairement a RAD51, la régulation de I'expressi@ BLM est contrélée par BCR-ABL,
mais pas par le biais de la voie STAT5. Ce réssl@atplique par le fait que la transfection
des cellules D32 avec STAT5 muté, navait aucuateftir 'expression de BLM (Slupianek
et al., 2005). lls ont aussi montré que BLM possgusite de clivage pour la caspase 3 et que
BCR-ABL la protege contre l'action de cette casp@adgulation post-transcriptionnelle).

Au méme titre que BLM et RAD51, il serait intérasisd’étudier les voies par lesquelles
BCR-ABL est capable d’augmenter I'expression dd &po llla et TRF2. L'augmentation de
'expression de TRF2 suite a un traitement desulssll K562 avec I'imatinib est en
contradiction avec le résultat obtenu sur les tdluHL60/BCR-ABL. Cependant,

laugmentation de I'expression de TRF2 apres uitetmrent avec des agents anticancéreux
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induisant des lésions de 'ADN a été décrite (Natcal., 2006). Cette augmentation serait
donc une réponse pour la protection du génomergtyl&rement du télomére. Il serait donc
intéressant d’étudier la relation entre les efisl'imatinib sur les téloméres de cellules
exprimant BCR-ABL et I'expression de TRF2.

Nous prévoyons de pouvoir accéder a d'autres tutheqoies de LMC afin de valider
dans un premier temps, I'étude sur le plan stqtistien terme de corrélation entre
'expression de la télomérase ainsi que son aétieit le statut « rémission » apres traitement
a I'imatinib. Dans un deuxieme temps, nous compaeiIchez des patients « résistants » le
taux d’expression de la télomérase avec celui gbsan diagnostic. L'expression de la Topo
llla et TRF2 dans les prélevements issus de patientsgitoservir aussi de marqueurs pour

les stades de développement et d’évolution de patt®logie.

189



REFERENCES BIBLIOGRAPHIES

190



Aebi S, Kurdi-Haidar B, Gordon R, Cenni B, ZhengHhk D, et al. Loss of DNA mismatch
repair in acquired resistance to cisplatin. Caftes 1996; 56: 3087-90.

Aitken RJ, Krausz C. Oxidative stress, DNA damage the Y chromosome. Reproduction
2001; 122: 497-506.

Alahari SK, DelLong R, Fisher MH, Dean NM, Viliet Buliano RL. Novel chemically
modified oligonucleotides provide potent inhibitiai P-glycoprotein expression. J
Pharmacol Exp Ther 1998; 286: 419-28.

Alessi DR, Andjelkovic M, Caudwell B, Cron P, Marei N, Cohen P, et al. Mechanism of
activation of protein kinase B by insulin and IGFEImbo J 1996; 15: 6541-51.
Alimena G, De Cuia MR, Diverio D, Gastaldi R, Narvi The karyotype of blastic crisis.

Cancer Genet Cytogenet 1987; 26: 39-50.

Allen JD, Van Dort SC, Buitelaar M, van Tellingen Schinkel AH. Mouse breast cancer
resistance protein (Bcrpl/Abcg2) mediates etoposatestance and transport, but
etoposide oral availability is limited primarily by-glycoprotein. Cancer Res 2003;
63: 1339-44.

Allikmets R, Schriml LM, Hutchinson A, Romano-Spit§ Dean M. A human placenta-
specific ATP-binding cassette gene (ABCP) on chremnae 4g22 that is involved in
multidrug resistance. Cancer Res 1998; 58: 5337-9.

Allikmets R, Shroyer NF, Singh N, Seddon JM, LeWi&, Bernstein PS, et al. Mutation of
the Stargardt disease gene (ABCR) in age-relatediiaradegeneration. Science 1997;
277: 1805-7.

Almquist KC, Loe DW, Hipfner DR, Mackie JE, Cole Sbeeley RG. Characterization of the
M(r) 190,000 multidrug resistance protein (MRP)drug-selected and transfected
human tumor cell. Cancer Res 1995; 55: 102-10.

Anthoney DA, Mcllwrath AJ, Gallagher WM, Edlin ARBrown R. Microsatellite instability,
apoptosis, and loss of p53 function in drug-resistamor cells. Cancer Res 1996; 56:
1374-81.

Arcamone F, Animati F, Berettoni M, Bigioni M, Camico G, Casazza AM, et al
Doxorubicin disaccharide analogue: apoptosis-rdlataprovement of efficacy in
vivo. J Natl Cancer Inst 1997; 89: 1217-23.

Arimondo PB, Riou JF, Mergny JL, Tazi J, Sun JSteSger T, et al. Interaction of human
DNA topoisomerase | with G-quartet structures. MiccAcids Res 2000; 28: 4832-8.

Arrick BA, Griffith OW, Cerami A. Inhibition of gltathione synthesis as a chemotherapeutic
strategy for trypanosomiasis. J Exp Med 1981; 7=2®-5.

Bailey-Dell KJ, Hassel B, Doyle LA, Ross DD. Promwotcharacterization and genomic
organization of the human breast cancer resistamotein (ATP-binding cassette
transporter G2) gene. Biochim Biophys Acta 2002Qt234-41.

Bakos E, Hegedus T, Hollo Z, Welker E, Tusnady @&mnan GJ, et al. Membrane topology
and glycosylation of the human multidrug resistaassociated protein. J Biol Chem
1996; 271: 12322-6.

Beattie TL, Zhou W, Robinson MO, Harrington L. Rasttution of human telomerase
activity in vitro. Curr Biol 1998; 8: 177-80.

Beattie TL, Zhou W, Robinson MO, Harrington L. Ftiooal multimerization of the human
telomerase reverse transcriptase. Mol Cell Bioll2@1: 6151-60.

Belani CP, Doyle LA, Aisner J. Etoposide: curretatss and future perspectives in the
management of malignant neoplasms. Cancer ChemBtiemacol 1994; 34 Suppl:
S118-26.

Benderra Z, Faussat AM, Sayada L, Perrot JY, ChéguMarie JP, et al. Breast cancer
resistance protein and P-glycoprotein in 149 adglite myeloid leukemias. Clin
Cancer Res 2004; 10: 7896-902.

191



Benderra Z, Faussat AM, Sayada L, Perrot JY, TarngHRoui D, et al. MRP3, BCRP, and P-
glycoprotein activities are prognostic factors ohulh acute myeloid leukemia. Clin
Cancer Res 2005; 11: 7764-72.

Bhalla K, Hindenburg A, Taub RN, Grant S. Isolati@nd characterization of an
anthracycline-resistant human leukemic cell linan€er Res 1985; 45: 3657-62.

Biedler JL, Riehm H. Cellular resistance to actizgom D in Chinese hamster cells in vitro:
cross-resistance, radioautographic, and cytogersttidies. Cancer Res 1970; 30:
1174-84.

Binaschi M, Supino R, Gambetta RA, Giaccone G, pgao<E, Capranico G, et al. MRP gene
overexpression in a human doxorubicin-resistantGCell line: alterations in cellular
pharmacokinetics and in pattern of cross-resistantd Cancer 1995; 62: 84-9.

Bodnar AG, Ouellette M, Frolkis M, Holt SE, Chiu CMorin GB, et al. Extension of life-
span by introduction of telomerase into normal haroells. Science 1998; 279: 349-
52.

Bodzioch M, Orso E, Klucken J, Langmann T, BottcAerDiederich W, et al. The gene
encoding ATP-binding cassette transporter 1 is tedtan Tangier disease. Nat Genet
1999; 22: 347-51.

Boesch D, Gaveriaux C, Jachez B, Pourtier-Manzangd8ollinger P, Loor F. In vivo
circumvention of P-glycoprotein-mediated multidrugsistance of tumor cells with
SDZ PSC 833. Cancer Res 1991; 51: 4226-33.

Borowski E, Bontemps-Gracz MM, Piwkowska A. Stragsg for overcoming ABC-
transporters-mediated multidrug resistance (MDRjuofior cells. Acta Biochim Pol
2005; 52: 609-27.

Borst P, Evers R, Kool M, Wijnholds J. A family afrug transporters: the multidrug
resistance-associated proteins. J Natl Cance0®d; 92: 1295-302.

Branford S, Rudzki Z, Walsh S, Parkinson I, GriggSxer J, et al. Detection of BCR-ABL
mutations in patients with CML treated with imakins virtually always accompanied
by clinical resistance, and mutations in the ATPgghate-binding loop (P-loop) are
associated with a poor prognosis. Blood 2003; 208-83.

Brangi M, Litman T, Ciotti M, Nishiyama K, KohlhageG, Takimoto C, et al. Camptothecin
resistance: role of the ATP-binding cassette (ABR)toxantrone-resistance half-
transporter (MXR), and potential for glucuronidatio MXR-expressing cells. Cancer
Res 1999; 59: 5938-46.

Brechot JM, Hurbain I, Fajac A, Daty N, Bernaudin Different pattern of MRP localization
in ciliated and basal cells from human bronchiathegium. J Histochem Cytochem
1998; 46: 513-7.

Breuninger LM, Paul S, Gaughan K, Miki T, Chan AarAnson SA, et al. Expression of
multidrug resistance-associated protein in NIH/Z€8s confers multidrug resistance
associated with increased drug efflux and altemgttlacellular drug distribution.
Cancer Res 1995; 55: 5342-7.

Brigui I, Djavanbakht-Samani T, Jolles B, Pigagly Laigle A. Minimally modified
phosphodiester antisense oligodeoxyribonucleotidectdtd against the multidrug
resistance gene mdrl. Biochem Pharmacol 2003;46554.

Brooks-Wilson A, Marcil M, Clee SM, Zhang LH, Roorfp van Dam M, et al. Mutations in
ABC1 in Tangier disease and familial high-densippprotein deficiency. Nat Genet
1999; 22: 336-45.

Brown JM, Giaccia AJ. The unique physiology of ddlimors: opportunities (and problems)
for cancer therapy. Cancer Res 1998; 58: 1408-16.

Brummendorf TH, Holyoake TL, Rufer N, Barnett MJch8lzer M, Eaves CJ, et al
Prognostic implications of differences in telomeength between normal and

192



malignant cells from patients with chronic myeldeukemia measured by flow
cytometry. Blood 2000; 95: 1883-90.

Buchdunger E, Zimmermann J, Mett H, Meyer T, Mulér Druker BJ, et al. Inhibition of
the Abl protein-tyrosine kinase in vitro and in @iy a 2-phenylaminopyrimidine
derivative. Cancer Res 1996; 56: 100-4.

Burger H, van Tol H, Boersma AW, Brok M, Wiemer E3toter G, et al. Imatinib mesylate
(STI571) is a substrate for the breast cancerteggis protein (BCRP)/ABCG2 drug
pump. Blood 2004; 104: 2940-2.

Burger H, van Tol H, Brok M, Wiemer EA, de BruijfAEGuetens G, et al. Chronic imatinib
mesylate exposure leads to reduced intracellulay dccumulation by induction of the
ABCG2 (BCRP) and ABCB1 (MDR1) drug transport pumpancer Biol Ther 2005;
4: 747-52.

Buschman E, Arceci RJ, Croop JM, Che M, Arias IMyudman DE, et al. mdr2 encodes P-
glycoprotein expressed in the bile canalicular membé as determined by isoform-
specific antibodies. J Biol Chem 1992; 267: 18093-9

Buschman E, Gros P. The inability of the mouse ng#@e to confer multidrug resistance is
linked to reduced drug binding to the protein. GariRes 1994; 54: 4892-8.

Campbell LJ, Fidler C, Eagleton H, Peniket A, KuggcGal S, et al. hTERT, the catalytic
component of telomerase, is downregulated in themadopoietic stem cells of
patients with chronic myeloid leukaemia. Leukeni®&; 20: 671-9.

Carlsen SA, Till JE, Ling V. Modulation of membradeug permeability in Chinese hamster
ovary cells. Biochim Biophys Acta 1976; 455: 90Q-12

Carmichael J, DeGraff WG, Gazdar AF, Minna JD, W&l JB. Evaluation of a tetrazolium-
based semiautomated colorimetric assay: assessofeahemosensitivity testing.
Cancer Res 1987; 47: 936-42.

Casagrande F, Bacqueville D, Pillaire MJ, Maledaz®&anenti S, Breton-Douillon M, et al.
G1 phase arrest by the phosphatidylinositol 3-lénakibitor LY 294002 is correlated
to up-regulation of p27Kipl and inhibition of G1 ®B in choroidal melanoma cells.
FEBS Lett 1998; 422: 385-90.

Chabner BA, Wilson W. Reversal of multidrug regista J Clin Oncol 1991, 9: 4-6.

Chauffert B, Correia M, Sergent C. [Update on me@ras of drug resistance]. Bull Cancer
1999; 86: 97-103.

Chauvier D, Kegelaer G, Morjani H, Manfait M. Res&r of multidrug resistance-associated
protein-mediated daunorubicin resistance by carhptim. J Pharm Sci 2002; 91:
1765-75.

Chen CJ, Chin JE, Ueda K, Clark DP, Pastan |, Gotd@ MM, et al. Internal duplication and
homology with bacterial transport proteins in thdrin(P-glycoprotein) gene from
multidrug-resistant human cells. Cell 1986; 47:-331

Chen CJ, Clark D, Ueda K, Pastan I, Gottesman Mdhison IB. Genomic organization of
the human multidrug resistance (MDR1) gene andirog P-glycoproteins. J Biol
Chem 1990a; 265: 506-14.

Chen YN, Mickley LA, Schwartz AM, Acton EM, Hwand. JFojo AT. Characterization of
adriamycin-resistant human breast cancer cells wkiisplay overexpression of a
novel resistance-related membrane protein. J Bi@in©1990b; 265: 10073-80.

Chen ZS, Lee K, Walther S, Raftogianis RB, Kuwang Xéng H, et al. Analysis of
methotrexate and folate transport by multidrugstesice protein 4 (ABCC4): MRP4
is a component of the methotrexate efflux systeamc&r Res 2002; 62: 3144-50.

Chen ZS, Robey RW, Belinsky MG, Shchaveleva |, R€n Sugimoto Y, et al. Transport of
methotrexate, methotrexate polyglutamates, and ta7sradiol 17-(beta-D-

193



glucuronide) by ABCG2: effects of acquired mutasioat R482 on methotrexate
transport. Cancer Res 2003; 63: 4048-54.

Choi KH, Chen CJ, Kriegler M, Roninson IB. An adtdr pattern of cross-resistance in
multidrug-resistant human cells results from spoabtais mutations in the mdrl (P-
glycoprotein) gene. Cell 1988; 53: 519-29.

Christodoulopoulos G, Malapetsa A, Schipper H, ®old, Radding C, Panasci LC.
Chlorambucil induction of HsRad51 in B-cell chrorianphocytic leukemia. Clin
Cancer Res 1999; 5: 2178-84.

Cole SP, Bhardwaj G, Gerlach JH, Mackie JE, Grdht Aimquist KC, et al. Overexpression
of a transporter gene in a multidrug-resistant hureng cancer cell line. Science
1992; 258: 1650-4.

Cole SP, Chanda ER, Dicke FP, Gerlach JH, Mirski Sl&n-P-glycoprotein-mediated
multidrug resistance in a small cell lung cancelt tiee: evidence for decreased
susceptibility to drug-induced DNA damage and redutevels of topoisomerase Il.
Cancer Res 1991, 51: 3345-52.

Cole SP, Sparks KE, Fraser K, Loe DW, Grant CE,s@Vil GM, et al. Pharmacological
characterization of multidrug resistant MRP-traosfd human tumor cells. Cancer
Res 1994; 54: 5902-10.

Collis SJ, Tighe A, Scott SD, Roberts SA, Hendry Bkargison GP. Ribozyme minigene-
mediated RAD51 down-regulation increases radiosgitgiof human prostate cancer
cells. Nucleic Acids Res 2001; 29: 1534-8.

Consoli U, Van NT, Neamati N, Mahadevia R, Beran Khao S, et al. Cellular
pharmacology of mitoxantrone in p-glycoprotein-pesi and -negative human
myeloid leukemic cell lines. Leukemia 1997; 11: @06!.

Corbin AS, La Rosee P, Stoffregen EP, Druker Bdninger MW. Several Bcr-Abl kinase
domain mutants associated with imatinib mesylatgstance remain sensitive to
imatinib. Blood 2003; 101: 4611-4.

Cordon-Cardo C, O'Brien JP, Casals D, Rittman-Graudiedler JL, Melamed MR, et al.
Multidrug-resistance gene (P-glycoprotein) is espesl by endothelial cells at blood-
brain barrier sites. Proc Natl Acad Sci U S A 1988; 695-8.

Crabbe L, Verdun RE, Haggblom CI, Karlseder J. Bife telomere lagging strand synthesis
in cells lacking WRN helicase activity. Science 20806: 1951-3.

Crespi MD, Ivanier SE, Genovese J, Baldi A. Mitoxane affects topoisomerase activities in
human breast cancer cells. Biochem Biophys Res Gonifi86; 136: 521-8.

Crul M, Schellens JH, Beijnen JH, Maliepaard M. glasin resistance and DNA repair.
Cancer Treat Rev 1997; 23: 341-66.

Currier SJ, Kane SE, Willingham MC, Cardarelli G&stan |, Gottesman MM. Identification
of residues in the first cytoplasmic loop of P-gipeotein involved in the function of
chimeric human MDR1-MDR2 transporters. J Biol CHE982; 267: 25153-9.

Dallas S, Schlichter L, Bendayan R. Multidrug resise protein (MRP) 4- and MRP 5-
mediated efflux of 9-(2-phosphonylmethoxyethyl)adenby microglia. J Pharmacol
Exp Ther 2004; 309: 1221-9.

Dalton WS. Is p-glycoprotein a potential target fewersing clinical drug resistance? Curr
Opin Oncol 1994; 6: 595-600.

Dano K. Active outward transport of daunomycin esistant Ehrlich ascites tumor cells.
Biochim Biophys Acta 1973; 323: 466-83.

Datta SR, Brunet A, Greenberg ME. Cellular surviaplay in three Akts. Genes Dev 1999;
13: 2905-27.

de Bruin M, Miyake K, Litman T, Robey R, Bates $teversal of resistance by GF120918 in
cell lines expressing the ABC half-transporter, MXGncer Lett 1999; 146: 117-26.

194



de Jong FA, Marsh S, Mathijssen RH, King C, VerwkijSparreboom A, et al. ABCG2
pharmacogenetics: ethnic differences in allele fesgy and assessment of influence
on irinotecan disposition. Clin Cancer Res 2004;5889-94.

de Lange T. Shelterin: the protein complex thatpekaand safeguards human telomeres.
Genes Dev 2005; 19: 2100-10.

Dean M, Hamon Y, Chimini G. The human ATP-bindingssette (ABC) transporter
superfamily. J Lipid Res 2001; 42: 1007-17.

Dekkers DW, Comfurius P, Schroit AJ, Bevers EM, AWRF. Transbilayer movement of
NBD-labeled phospholipids in red blood cell memlsinoutward-directed transport
by the multidrug resistance protein 1 (MRP1). Betistry 1998; 37: 14833-7.

Devault A, Gros P. Two members of the mouse mdedamily confer multidrug resistance
with overlapping but distinct drug specificitiesoMCell Biol 1990; 10: 1652-63.

Diah SK, Smitherman PK, Aldridge J, Volk EL, Sctdei E, Townsend AJ, et al. Resistance
to mitoxantrone in multidrug-resistant MCF7 breastncer cells: evaluation of
mitoxantrone transport and the role of multidrugistance protein family proteins.
Cancer Res 2001; 61: 5461-7.

Diestra JE, Scheffer GL, Catala I, Maliepaard Mh&lens JH, Scheper RJ, et al. Frequent
expression of the multi-drug resistance-associated protein
BCRP/MXR/ABCP/ABCG2 in human tumours detected by BXP-21 monoclonal
antibody in paraffin-embedded material. J Path@2@98: 213-9.

DiPaola RS, Chenven ES, Shih WJ, Lin Y, Amenta Bpdin S, et al. Mitoxantrone in
patients with prostate specific antigen progressfter local therapy for prostate
carcinoma. Cancer 2001; 92: 2065-71.

Donato NJ, Wu JY, Stapley J, Gallick G, Lin H, Adhaus R, et al. BCR-ABL independence
and LYN kinase overexpression in chronic myelogenleukemia cells selected for
resistance to STI571. Blood 2003; 101: 690-8.

Doyle LA, Ross DD. Multidrug resistance mediatedtbg breast cancer resistance protein
BCRP (ABCGZ2). Oncogene 2003; 22: 7340-58.

Doyle LA, Yang W, Abruzzo LV, Krogmann T, Gao Y, dRi AK, et al. A multidrug
resistance transporter from human MCF-7 breasterasells. Proc Natl Acad Sci U S
A 1998; 95: 15665-70.

Druker BJ, Tamura S, Buchdunger E, Ohno S, Segal 6Mning S, et al. Effects of a
selective inhibitor of the Abl tyrosine kinase dretgrowth of Becr-Abl positive cells.
Nat Med 1996; 2: 561-6.

Drummond MW, Hoare SF, Monaghan A, Graham SM, AlcdtJ, Keith WN, et al.
Dysregulated expression of the major telomerasegpooents in leukaemic stem cells.
Leukemia 2005; 19: 381-9.

Du X, Shen J, Kugan N, Furth EE, Lombard DB, Chethget al. Telomere shortening
exposes functions for the mouse Werner and Bloomdreyne genes. Mol Cell Biol
2004; 24: 8437-46.

Ee PL, He X, Ross DD, Beck WT. Modulation of breastincer resistance protein
(BCRP/ABCGZ2) gene expression using RNA interfereibel Cancer Ther 2004a; 3:
1577-83.

Ee PL, Kamalakaran S, Tonetti D, He X, Ross DD, KB¥¢T. Identification of a novel
estrogen response element in the breast cancestarese protein (ABCG2) gene.
Cancer Res 2004b; 64: 1247-51.

Endicott JA, Ling V. The biochemistry of P-glycopem-mediated multidrug resistance.
Annu Rev Biochem 1989; 58: 137-71.

195



Engelhardt M, Mackenzie K, Drullinsky P, Silver RMpore MA. Telomerase activity and
telomere length in acute and chronic leukemia, pret post-ex vivo culture. Cancer
Res 2000; 60: 610-7.

Errington F, Willmore E, Tilby MJ, Li L, Li G, Li Wet al. Murine transgenic cells lacking
DNA topoisomerase llbeta are resistant to acridiaed mitoxantrone: analysis of
cytotoxicity and cleavable complex formation. MdigPmacol 1999; 56: 1309-16.

Etienne G, Mahon FX. [Leukemogenesis and new tlyedgvelopment: the example of
chronic myelogenous leukemia]. Bull Cancer 2001 ;688 -8.

Evers R, Cnubben NH, Wijnholds J, van Deemter In Btaderen PJ, Borst P. Transport of
glutathione prostaglandin A conjugates by the rdulig resistance protein 1. FEBS
Lett 1997; 419: 112-6.

Evers R, de Haas M, Sparidans R, Beijnen J, WiallPB, Lankelma J, et al. Vinblastine and
sulfinpyrazone export by the multidrug resistancetgin MRP2 is associated with
glutathione export. Br J Cancer 2000; 83: 375-83.

Evseenko DA, Paxton JW, Keelan JA. ABC drug transwoexpression and functional
activity in trophoblast-like cell lines and differigating primary trophoblast. Am J
Physiol Regul Integr Comp Physiol 2006; 290: R1857-

Fairchild CR, Ivy SP, Kao-Shan CS, Whang-Peng keRd\, Israel MA, et al. Isolation of
amplified and overexpressed DNA sequences fromaagGin-resistant human breast
cancer cells. Cancer Res 1987; 47: 5141-8.

Ferrao PT, Frost MJ, Siah SP, Ashman LK. Overexweasof P-glycoprotein in K562 cells
does not confer resistance to the growth inhibiteffects of imatinib (STI571) in
vitro. Blood 2003; 102: 4499-503.

Ferte J. Analysis of the tangled relationships leetw P-glycoprotein-mediated multidrug
resistance and the lipid phase of the cell membraneJ Biochem 2000; 267: 277-94.

Fink D, Aebi S, Howell SB. The role of DNA mismatadpair in drug resistance. Clin Cancer
Res 1998; 4: 1-6.

Flens MJ, lzquierdo MA, Scheffer GL, Fritz JM, Maij CJ, Scheper RJ, et al
Immunochemical detection of the multidrug resistaassociated protein MRP in
human multidrug-resistant tumor cells by monocloaatibodies. Cancer Res 1994;
54: 4557-63.

Flens MJ, Zaman GJ, van der Valk P, Izquierdo Mahr8eijers AB, Scheffer GL, et al.
Tissue distribution of the multidrug resistancetpimo. Am J Pathol 1996; 148: 1237-
47.

Fry M, Loeb LA. Human werner syndrome DNA helicasevinds tetrahelical structures of
the fragile X syndrome repeat sequence d(CGG)mldem 1999; 274: 12797-802.

Garbesi A, Bonazzi S, Zanella S, Capobianco ML,nGiai G, Arcamone F. Synthesis and
binding properties of conjugates between oligodeoxrieotides and daunorubicin
derivatives. Nucleic Acids Res 1997; 25: 2121-8.

Gerson SL, Berger SJ, Varnes ME, Donovan C. Comdbaepletion of O6-alkylguanine-
DNA alkyltransferase and glutathione to modulatEosburea resistance in breast
cancer. Biochem Pharmacol 1994; 48: 543-8.

Gervasoni JE, Jr., Fields SZ, Krishna S, Baker NRgsado M, Thuraisamy K, et al.
Subcellular distribution of daunorubicin in P-glyrotein-positive and -negative
drug-resistant cell lines using laser-assisted amalfmicroscopy. Cancer Res 1991;
51: 4955-63.

Goldstein LJ, Galski H, Fojo A, Willingham M, LaiLS Gazdar A, et al. Expression of a
multidrug resistance gene in human cancers. JQ&atter Inst 1989; 81: 116-24.

196



Gong Y, Wang Y, Chen F. [Subcellular distributiohdaunorubicin in the P-glycoprotein-
mediated multidrug-resistant cell line K562/ADRhahghua Zhong Liu Za Zhi 2001;
23: 184-6.

Gormley NA, Orphanides G, Meyer A, Cullis PM, Maxiv&. The interaction of coumarin
antibiotics with fragments of DNA gyrase B proteBiochemistry 1996; 35: 5083-92.

Gorre ME, Mohammed M, Ellwood K, Hsu N, PaquetteRRp PN, et al. Clinical resistance
to STI-571 cancer therapy caused by BCR-ABL gendgatimn or amplification.
Science 2001; 293: 876-80.

Gottesman MM. Mechanisms of cancer drug resistalweeu Rev Med 2002; 53: 615-27.

Gottesman MM, Pastan |. Biochemistry of multidriggistance mediated by the multidrug
transporter. Annu Rev Biochem 1993; 62: 385-427.

Grant CE, Valdimarsson G, Hipfner DR, Almquist KCple SP, Deeley RG. Overexpression
of multidrug resistance-associated protein (MRR)raases resistance to natural
product drugs. Cancer Res 1994; 54: 357-61.

Greider CW, Blackburn EH. Identification of a sg&ctelomere terminal transferase activity
in Tetrahymena extracts. Cell 1985; 43: 405-13.

Gros P, Ben Neriah YB, Croop JM, Housman DE. Ismatand expression of a
complementary DNA that confers multidrug resistamd¢ature 1986; 323: 728-31.

Guilhot F, Chastang C, Michallet M, Guerci A, Hassaau JL, Maloisel F, et al. Interferon
alfa-2b combined with cytarabine versus interfeedone in chronic myelogenous
leukemia. French Chronic Myeloid Leukemia Study @roN Engl J Med 1997; 337:
223-9.

Han H, Bennett RJ, Hurley LH. Inhibition of unwimdji of G-quadruplex structures by Sgsl
helicase in the presence of  N,N'-bis[2-(1-pipedeathyl]-3,4,9,10-
perylenetetracarboxylic diimide, a G-quadruplexeiatctive ligand. Biochemistry
2000; 39: 9311-6.

Hande KR. Clinical applications of anticancer drugsyeted to topoisomerase Il. Biochim
Biophys Acta 1998a; 1400: 173-84.

Hande KR. Etoposide: four decades of developmera tfpoisomerase Il inhibitor. Eur J
Cancer 1998b; 34: 1514-21.

Hande KR. Topoisomerase Il inhibitors. Cancer ChieoBiol Response Modif 2003; 21:
103-25.

Harapanhalli RS, Howell RW, Rao DV. Bis-benzimidezdyes, Hoechst 33258 and Hoechst
33342: radioiodination, facile purification and sebular distribution. Nucl Med Biol
1994; 21: 641-7.

Harmon FG, Kowalczykowski SC. RecQ helicase, incesnwith RecA and SSB proteins,
initiates and disrupts DNA recombination. Genes D@98; 12: 1134-44.

Hartmann U, Balabanov S, Ziegler P, Fellenberga,der Kuip H, Duyster J, et al. Telomere
length and telomerase activity in the BCR-ABL-transed murine Pro-B cell line
BaF3 is unaffected by treatment with imatinib. Ek@matol 2005; 33: 542-9.

Hazlehurst LA, Foley NE, Gleason-Guzman MC, HadWé, Cress AE, Greenberger LW, et
al. Multiple mechanisms confer drug resistance tmxantrone in the human 8226
myeloma cell line. Cancer Res 1999; 59: 1021-8.

Hickson ID. RecQ helicases: caretakers of the gendat Rev Cancer 2003; 3: 169-78.

Hinoshita E, Uchiumi T, Taguchi K, Kinukawa N, Teyoshi M, Maehara Y, et al. Increased
expression of an ATP-binding cassette superfamépdporter, multidrug resistance
protein 2, in human colorectal carcinomas. Clin ¢@arRes 2000; 6: 2401-7.

Hipfner DR, Almquist KC, Leslie EM, Gerlach JH, @GteCE, Deeley RG, et al. Membrane
topology of the multidrug resistance protein (MRR).study of glycosylation-site
mutants reveals an extracytosolic NH2 terminusiol ®hem 1997; 272: 23623-30.

197



Hochhaus A, Kreil S, Corbin AS, La Rosee P, MuMC, Lahaye T, et al. Molecular and
chromosomal mechanisms of resistance to imatinib5AL) therapy. Leukemia 2002;
16: 2190-6.

Hochhaus A, Lahaye T, Kreil S, Berger U, Metzger@thHehlmann R. [Selective inhibition
of tyrosine kinases - a new therapeutic principleoncology]. Onkologie 2001; 24
Suppl 5: 65-71.

Honda H, Ushijima T, Wakazono K, Oda H, Tanaka Yzatva S, et al. Acquired loss of p53
induces blastic transformation in p210(bcr/abl)+tegging hematopoietic cells: a
transgenic study for blast crisis of human CML. &ld®000; 95: 1144-50.

Honjo Y, Hrycyna CA, Yan QW, Medina-Perez WY, RobReW, van de Laar A, et al.
Acquired mutations in the MXR/BCRP/ABCP gene alsubstrate specificity in
MXR/BCRP/ABCP-overexpressing cells. Cancer Res 26016635-9.

Houghton PJ, Germain GS, Harwood FC, Schuetz J®ya&t CF, Buchdunger E, et al.
Imatinib mesylate is a potent inhibitor of the ABE@CRP) transporter and reverses
resistance to topotecan and SN-38 in vitro. CaRe=r2004; 64: 2333-7.

Igarashi H, Sakaguchi N. Telomerase activity isugetl in human peripheral B lymphocytes
by the stimulation to antigen receptor. Blood 199%:;1299-307.

lida A, Saito S, Sekine A, Mishima C, Kitamura Yohdo K, et al. Catalog of 605 single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) among 13 genesdimgchuman ATP-binding
cassette transporters: ABCA4, ABCA7, ABCA8, ABCIXBCD3, ABCD4, ABCE1,
ABCF1, ABCG1, ABCG2, ABCG4, ABCG5, and ABCGS8. J Huaenet 2002; 47:
285-310.

Imai Y, Nakane M, Kage K, Tsukahara S, Ishikawd &jruo T, et al. C421A polymorphism
in the human breast cancer resistance proteinigerssociated with low expression of
Q141K protein and low-level drug resistance. MohG=a Ther 2002; 1: 611-6.

Imai Y, Tsukahara S, Asada S, Sugimoto Y. Phytogsins/flavonoids reverse breast cancer
resistance protein/ABCG2-mediated multidrug resista Cancer Res 2004; 64: 4346-
52.

Imbert TF. Discovery of podophyllotoxins. Biochinii€98; 80: 207-22.

Inaba M, Kobayashi H, Sakurai Y, Johnson RK. Acte#lux of daunorubicin and
adriamycin in sensitive and resistant sublines3#&leukemia. Cancer Res 1979; 39:
2200-3.

Ishii M, lwahana M, Mitsui I, Minami M, Imagawa S,0hgo A, et al. Growth inhibitory
effect of a new camptothecin analog, DX-8951f, @mious drug-resistant sublines
including BCRP-mediated camptothecin derivativastast variants derived from the
human lung cancer cell line PC-6. Anticancer Dr2@80; 11: 353-62.

Ishikawa T, Akimaru K, Nakanishi M, Tomokiyo K, kuga K, Suzuki M, et al. Anti-cancer-
prostaglandin-induced cell-cycle arrest and its atatibn by an inhibitor of the ATP-
dependent glutathione S-conjugate export pump (G#HXp). Biochem J 1998; 336 (
Pt 3): 569-76.

Ishikawa T, Bao JJ, Yamane Y, Akimaru K, Frindrikh Wright CD, et al. Coordinated
induction of MRP/GS-X pump and gamma-glutamylcystesynthetase by heavy
metals in human leukemia cells. J Biol Chem 1998;: 24981-8.

Izquierdo MA, Scheffer GL, Flens MJ, Shoemaker Rdme LH, Scheper RJ. Relationship
of LRP-human major vault protein to in vitro andndal resistance to anticancer
drugs. Cytotechnology 1996; 19: 191-7.

Jain RK. Barriers to drug delivery in solid tumo®&i Am 1994; 271: 58-65.

Janvilisri T, Shahi S, Venter H, Balakrishnan Lnwaeen HW. Arginine-482 is not essential
for transport of antibiotics, primary bile acidsdamnconjugated sterols by the human
breast cancer resistance protein (ABCGZ2). Bioch@®05; 385: 419-26.

198



Jedlitschky G, Leier I, Buchholz U, Center M, KepplD. ATP-dependent transport of
glutathione S-conjugates by the multidrug resisteesssociated protein. Cancer Res
1994, 54: 4833-6.

Jedlitschky G, Leier I, Buchholz U, Hummel-Eiserdsed, Burchell B, Keppler D. ATP-
dependent transport of bilirubin glucuronides by tmultidrug resistance protein
MRP1 and its hepatocyte canalicular isoform MRPBcBem J 1997; 327 ( Pt 1):
305-10.

Johnson LV, Walsh ML, Chen LB. Localization of nutmndria in living cells with
rhodamine 123. Proc Natl Acad Sci U S A 1980; B0-8.

Juliano RL, Ling V. A surface glycoprotein modufegtidrug permeability in Chinese hamster
ovary cell mutants. Biochim Biophys Acta 1976; 4552-62.

Kang SS, Kwon T, Kwon DY, Do Sl. Akt protein kinasehances human telomerase activity
through phosphorylation of telomerase reverse trgstase subunit. J Biol Chem
1999; 274: 13085-90.

Kantarjian HM, Keating MJ, Talpaz M, Walters RS, i8mTL, Cork A, et al. Chronic
myelogenous leukemia in blast crisis. Analysis 42 Datients. Am J Med 1987; 83:
445-54.

Kantarjian HM, Talpaz M, O'Brien S, Smith TL, Gilég, Faderl S, et al. Imatinib mesylate
for Philadelphia chromosome-positive, chronic-phaseloid leukemia after failure
of interferon-alpha: follow-up results. Clin Candees 2002; 8: 2177-87.

Kawabata S, Oka M, Shiozawa K, Tsukamoto K, NakaténSoda H, et al. Breast cancer
resistance protein directly confers SN-38 resigaot lung cancer cells. Biochem
Biophys Res Commun 2001; 280: 1216-23.

Kawauchi K, Ogasawara T, Yasuyama M, Ohkawa S.Newvoent of Akt kinase in the action
of STI571 on chronic myelogenous leukemia cell®o@l Cells Mol Dis 2003; 31: 11-
7.

Kelman Z, Prokocimer M, Peller S, Kahn Y, RechayiNgnor Y, et al. Rearrangements in
the p53 gene in Philadelphia chromosome positiverab myelogenous leukemia.
Blood 1989; 74: 2318-24.

Kessel D, Wilberding C. Anthracycline resistance 388 murine leukemia and its
circumvention by calcium antagonists. Cancer R&5195: 1687-91.

Khakhar RR, Cobb JA, Bjergbaek L, Hickson ID, Gas3¥l. RecQ helicases: multiple roles
in genome maintenance. Trends Cell Biol 2003; B3-801.

Kharbanda S, Kumar V, Dhar S, Pandey P, Chen Cumidgr P, et al. Regulation of the
hTERT telomerase catalytic subunit by the c-Abbgme kinase. Curr Biol 2000; 10:
568-75.

Kim R, Emi M, Tanabe K, Toge T. Therapeutic potantof antisense Bcl-2 as a
chemosensitizer for cancer therapy. Cancer 2004; 2491-502.

Kioka N, Tsubota J, Kakehi Y, Komano T, Gottesmal MPastan I, et al. P-glycoprotein
gene (MDR1) cDNA from human adrenal: normal P-gpymatein carries Gly185 with
an altered pattern of multidrug resistance. Bioclgaphys Res Commun 1989; 162:
224-31.

Knutsen T, Rao VK, Ried T, Mickley L, SchneiderNtiyake K, et al. Amplification of 4921-
g22 and the MXR gene in independently derived naitwsone-resistant cell lines.
Genes Chromosomes Cancer 2000; 27: 110-6.

Koehn H, Magan N, Isaacs RJ, Stowell KM. Differahtiegulation of DNA repair protein
Rad51 in human tumour cell lines exposed to doxomibAnticancer Drugs 2007,
18: 419-25.

199



Koike K, Kawabe T, Tanaka T, Toh S, Uchiumi T, Wadaet al. A canalicular multispecific
organic anion transporter (cCMOAT) antisense cDNAates drug sensitivity in
human hepatic cancer cells. Cancer Res 1997; Y56-94

Komatani H, Kotani H, Hara Y, Nakagawa R, MatsumigtoArakawa H, et al. Identification
of breast cancer resistant protein/mitoxantronasta@sce/placenta-specific, ATP-
binding cassette transporter as a transporter e508Band J-107088, topoisomerase |
inhibitors with an indolocarbazole structure. CarRes 2001; 61: 2827-32.

Kool M, de Haas M, Scheffer GL, Scheper RJ, vak BA4J, Juijn JA, et al. Analysis of
expression of cMOAT (MRP2), MRP3, MRP4, and MRP®mblogues of the
multidrug resistance-associated protein gene (MRRFilLhuman cancer cell lines.
Cancer Res 1997, 57: 3537-47.

Kool M, van der Linden M, de Haas M, Baas F, Bd?stExpression of human MRP6, a
homologue of the multidrug resistance protein g1, in tissues and cancer cells.
Cancer Res 1999a; 59: 175-82.

Kool M, van der Linden M, de Haas M, Scheffer Ge,\dree JM, Smith AJ, et al. MRP3, an
organic anion transporter able to transport anteea drugs. Proc Natl Acad Sci U S
A 1999b; 96: 6914-9.

Kostrzewa-Nowak D, Paine MJ, Wolf CR, Tarasiuk BeTole of bioreductive activation of
doxorubicin in cytotoxic activity against leukaenti60-sensitive cell line and its
multidrug-resistant sublines. Br J Cancer 2005;3%9397.

Krishnamurthy P, Ross DD, Nakanishi T, Bailey-O¢€llZhou S, Mercer KE, et al. The stem
cell marker Bcrp/ABCG2 enhances hypoxic cell sualithrough interactions with
heme. J Biol Chem 2004; 279: 24218-25.

Krishnamurthy P, Schuetz JD. Role of ABCG2/BCRFhinlogy and medicine. Annu Rev
Pharmacol Toxicol 2006; 46: 381-410.

Kroger N, Damon L, Zander AR, Wandt H, Derigs Gyreate P, et al. Secondary acute
leukemia following mitoxantrone-based high-dosensbiherapy for primary breast
cancer patients. Bone Marrow Transplant 2003; 33317.

Krupp G, Kuhne K, Tamm S, Klapper W, Heidorn K, Ré{ et al. Molecular basis of
artifacts in the detection of telomerase activityd aa modified primer for a more
robust TRAP' assay. Nucleic Acids Res 1997; 29-21.

Krystal GW. Mechanisms of resistance to imatinifl&'1) and prospects for combination
with conventional chemotherapeutic agents. DrugsRékpdat 2001; 4: 16-21.

Kuwano M, Toh S, Uchiumi T, Takano H, Kohno K, Wadlh Multidrug resistance-
associated protein subfamily transporters and desgstance. Anticancer Drug Des
1999; 14: 123-31.

Laneuville P, Sun G, Timm M, Vekemans M. Clonal letion in a myeloid cell line
transformed to interleukin-3 independent growth tgtroviral transduction and
expression of p210bcr/abl. Blood 1992; 80: 1788-97.

Langland G, Elliott J, Li Y, Creaney J, Dixon K, dslen J. The BLM helicase is necessary for
normal DNA double-strand break repair. Cancer RiR262: 2766-70.

Lankas GR, Wise LD, Cartwright ME, Pippert T, Umbaner DR. Placental P-glycoprotein
deficiency enhances susceptibility to chemicallyuced birth defects in mice. Reprod
Toxicol 1998; 12: 457-63.

Lanza RP, Cibelli JB, Blackwell C, Cristofalo VJrafcis MK, Baerlocher GM, et al.
Extension of cell life-span and telomere lengthammals cloned from senescent
somatic cells. Science 2000; 288: 665-9.

Lavie Y, Fiucci G, Czarny M, Liscovitch M. Chang@s membrane microdomains and
caveolae constituents in multidrug-resistant cacedls. Lipids 1999; 34 Suppl: S57-
63.

200



Lee JS, Scala S, Matsumoto Y, Dickstein B, RobeyZRan Z, et al. Reduced drug
accumulation and multidrug resistance in humandtreancer cells without associated
P-glycoprotein or MRP overexpression. J Cell BionH©97; 65: 513-26.

Lee K, Klein-Szanto AJ, Kruh GD. Analysis of the MR drug resistance profile in
transfected NIH3T3 cells. J Natl Cancer Inst 2(0;1934-40.

Legrand O, Simonin G, Beauchamp-Nicoud A, ZittoyrMRrie JP. Simultaneous activity of
MRP1 and Pgp is correlated with in vitro resistat@elaunorubicin and with in vivo
resistance in adult acute myeloid leukemia. Blo8899k; 94: 1046-56.

Legrand O, Simonin G, Perrot JY, Zittoun R, Marie Both Pgp and MRP1 activities using
calcein-AM contribute to drug resistance in AML. \A&xp Med Biol 1999b; 457:
161-75.

Legrand O, Zittoun R, Marie JP. Role of MRP1 in tianlg resistance in acute myeloid
leukemia. Leukemia 1999c; 13: 578-84.

Lehnert M. Clinical multidrug resistance in cancarmultifactorial problem. Eur J Cancer
1996; 32A: 912-20.

Leier I, Jedlitschky G, Buchholz U, Cole SP, DedRsy, Keppler D. The MRP gene encodes
an ATP-dependent export pump for leukotriene C4sinatturally related conjugates.
J Biol Chem 1994; 269: 27807-10.

Leslie EM, Ito K, Upadhyaya P, Hecht SS, Deeley RBle SP. Transport of the beta -O-
glucuronide conjugate of the tobacco-specific cargen 4-(methylnitrosamino)-1-(3-
pyridyl)-1-butanol (NNAL) by the multidrug resistem protein 1 (MRP1).
Requirement for glutathione or a non-sulfur-contagnanalog. J Biol Chem 2001;
276: 27846-54.

Lillard-Wetherell K, Machwe A, Langland GT, Comb#&KBehbehani GK, Schonberg SA, et
al. Association and regulation of the BLM helichyethe telomere proteins TRF1 and
TRF2. Hum Mol Genet 2004; 13: 1919-32.

Linton KJ, Higgins CF. The Escherichia coli ATP-thing cassette (ABC) proteins. Mol
Microbiol 1998; 28: 5-13.

Litman T, Brangi M, Hudson E, Fetsch P, Abati A,SRdDD, et al. The multidrug-resistant
phenotype associated with overexpression of the AB& half-transporter, MXR
(ABCG2). J Cell Sci 2000; 113 ( Pt 11): 2011-21.

Litman T, Druley TE, Stein WD, Bates SE. From MD& MXR: new understanding of
multidrug resistance systems, their properties @dimitcal significance. Cell Mol Life
Sci 2001; 58: 931-59.

Liu K, Hodes RJ, Weng N. Cutting edge: telomerade/ation in human T lymphocytes does
not require increase in telomerase reverse tratasg (hTERT) protein but is
associated with hTERT phosphorylation and nucleamsiocation. J Immunol 2001;
166: 4826-30.

Liu K, Schoonmaker MM, Levine BL, June CH, Hodes, RJeng NP. Constitutive and
regulated expression of telomerase reverse trgtase (hTERT) in human
lymphocytes. Proc Natl Acad Sci U S A 1999; 96: 552.

Loe DW, Deeley RG, Cole SP. Biology of the multiginesistance-associated protein, MRP.
Eur J Cancer 1996; 32A: 945-57.

Loo TW, Clarke DM. Prolonged association of tempamsensitive mutants of human P-
glycoprotein with calnexin during biogenesis. JIBitiem 1994; 269: 28683-9.

Loo TW, Clarke DM. The human multidrug resistancglyoprotein is inactive when its
maturation is inhibited: potential for a role inncar chemotherapy. Faseb J 1999; 13:
1724-32.

201



Lorico A, Rappa G, Finch RA, Yang D, Flavell RA,riaelli AC. Disruption of the murine
MRP (multidrug resistance protein) gene leads tweiased sensitivity to etoposide
(VP-16) and increased levels of glutathione. Caies 1997; 57: 5238-42.

Lozzio CB, Lozzio BB. Human chronic myelogenouskkemia cell-line with positive
Philadelphia chromosome. Blood 1975; 45: 321-34.

Luzzatto L, Melo JV. Acquired resistance to imdiimesylate: selection for pre-existing
mutant cells. Blood 2002; 100: 1105.

Ma L, Krishnamachary N, Center MS. Phosphorylabbthe multidrug resistance associated
protein gene encoded protein P190. Biochemistry;199: 3338-43.

Ma L, Pratt SE, Cao J, Dantzig AH, Moore RE, Slap@K. Identification and
characterization of the canine multidrug resistaasociated protein. Mol Cancer
Ther 2002; 1: 1335-42.

Mahon FX, Belloc F, Lagarde V, Chollet C, Moreaut@gy F, Reiffers J, et al. MDR1 gene
overexpression confers resistance to imatinib naésyih leukemia cell line models.
Blood 2003; 101: 2368-73.

Mahon FX, Deininger MW, Schultheis B, Chabrol Jjffiees J, Goldman JM, et al. Selection
and characterization of BCR-ABL positive cell linegh differential sensitivity to the
tyrosine kinase inhibitor STI571: diverse mechasignh resistance. Blood 2000; 96:
1070-9.

Maliepaard M, Scheffer GL, Faneyte IF, van Gast&x Pijnenborg AC, Schinkel AH, et
al. Subcellular localization and distribution ofetlioreast cancer resistance protein
transporter in normal human tissues. Cancer Re$; 810 3458-64.

Marquardt D, Center MS. Drug transport mechanismdLl60 cells isolated for resistance to
adriamycin: evidence for nuclear drug accumulatom redistribution in resistant
cells. Cancer Res 1992; 52: 3157-63.

Marquardt D, McCrone S, Center MS. Mechanisms oftidrug resistance in HL60 cells:
detection of resistance-associated proteins witibadies against synthetic peptides
that correspond to the deduced sequence of P-glymp. Cancer Res 1990; 50:
1426-30.

Masutomi K, Yu EY, Khurts S, Ben-Porath I, Curridéc, Metz GB, et al. Telomerase
maintains telomere structure in normal human c€lidl 2003; 114: 241-53.

McAleer MA, Breen MA, White NL, Matthews N. pABCl(lso known as MOAT-C and
MRP5), a member of the ABC family of proteins, l@son transporter activity but
does not confer multidrug resistance when overesgack in human embryonic kidney
293 cells. J Biol Chem 1999; 274: 23541-8.

Meresse P, Dechaux E, Monneret C, Bertounesquetdpo&ide: discovery and medicinal
chemistry. Curr Med Chem 2004; 11: 2443-66.

Minderman H, Suvannasankha A, O'Loughlin KL, SalefEL, Scheper RJ, Robey RW, et
al. Flow cytometric analysis of breast cancer tasie protein expression and
function. Cytometry 2002; 48: 59-65.

Mirski SE, Cole SP. Multidrug resistance-associatetigens on drug-sensitive and -resistant
human tumour cell lines. Br J Cancer 1991; 64: 25-2

Miyake K, Mickley L, Litman T, Zhan Z, Robey R, Gtensen B, et al. Molecular cloning of
cDNAs which are highly overexpressed in mitoxangroesistant cells: demonstration
of homology to ABC transport genes. Cancer Res 19998-13.

Mizuarai S, Aozasa N, Kotani H. Single nucleotidelymorphisms result in impaired
membrane localization and reduced atpase actimitjmultidrug transporter ABCG2.
Int J Cancer 2004, 109: 238-46.

202



Mogi M, Yang J, Lambert JF, Colvin GA, ShiojimaSkurk C, et al. Akt signaling regulates
side population cell phenotype via Bcrpl transloeatJ Biol Chem 2003; 278:
39068-75.

Mohaghegh P, Karow JK, Brosh Jr RM, Jr., Bohr VAGkdon ID. The Bloom's and Werner's
syndrome proteins are DNA structure-specific heksa Nucleic Acids Res 2001; 29:
2843-9.

Morassutti C, Scaggiante B, Xodo LE, Dapas B, Pa@nTolazzi G, et al. Reduction of
mdrl gene amplification in human multidrug-resistanVo DX cell line is promoted
by triple helix-forming oligonucleotides. Antisensicleic Acid Drug Dev 1999; 9:
261-70.

Morin GB. The human telomere terminal transferaseyme is a ribonucleoprotein that
synthesizes TTAGGG repeats. Cell 1989; 59: 521-9.

Morrow CS, Peklak-Scott C, Bishwokarma B, Kute T&Enitherman PK, Townsend AJ.
Multidrug resistance protein 1 (MRP1, ABCC1) meédfatesistance to mitoxantrone
via glutathione-dependent drug efflux. Mol Pharma&@®e6; 69: 1499-505.

Mughal TI, Goldman JM. Chronic myeloid leukemia:rremt status and controversies.
Oncology (Williston Park) 2004; 18: 837-44, 84&dalission 847-50, 853-4.

Muller M, Meijer C, Zaman GJ, Borst P, ScheperRd|der NH, et al. Overexpression of the
gene encoding the multidrug resistance-associatetip results in increased ATP-
dependent glutathione S-conjugate transport. Prakt Acad Sci U S A 1994; 91.:
13033-7.

Nakagawa M, Schneider E, Dixon KH, Horton J, Kelldy Morrow C, et al. Reduced
intracellular drug accumulation in the absence ofglyeoprotein (mdrl)
overexpression in mitoxantrone-resistant human MCbreast cancer cells. Cancer
Res 1992; 52: 6175-81.

Nies AT, Konig J, Pfannschmidt M, Klar E, HofmannJWKeppler D. Expression of the
multidrug resistance proteins MRP2 and MRP3 in hurapatocellular carcinoma.
Int J Cancer 2001; 94: 492-9.

Nikitina T, Woodcock CL. Closed chromatin loopstla¢ ends of chromosomes. J Cell Biol
2004; 166: 161-5.

Nishiyama M, Horichi N, Mazouzi Z, Bungo M, Saijg Napiero H. Can cytotoxic activity of
anthracyclines be related to DNA damage? AnticaBecag Des 1990; 5: 135-9.

Ohnishi T, Taki T, Hiraga S, Arita N, Morita T. Imitro and in vivo potentiation of
radiosensitivity of malignant gliomas by antisenshibition of the RAD51 gene.
Biochem Biophys Res Commun 1998; 245: 319-24.

Ohyashiki K, Iwama H, Tauchi T, Shimamoto T, HayaSh Ando K, et al. Telomere
dynamics and genetic instability in disease pragoesof chronic myeloid leukemia.
Leuk Lymphoma 2000; 40: 49-56.

Ohyashiki K, Ohyashiki JH, lwama H, Hayashi S, SB®y, Toyama K. Telomerase activity
and cytogenetic changes in chronic myeloid leukemith disease progression.
Leukemia 1997; 11: 190-4.

Opresko PL, Cheng WH, Bohr VA. Junction of RecQidasle biochemistry and human
disease. J Biol Chem 2004a; 279: 18099-102.

Opresko PL, Otterlei M, Graakjaer J, Bruheim P, DaWw, Kolvraa S, et al. The Werner
syndrome helicase and exonuclease cooperate tdveetglomeric D loops in a
manner regulated by TRF1 and TRF2. Mol Cell 2004b;763-74.

Opresko PL, von Kobbe C, Laine JP, Harrigan J, stickID, Bohr VA. Telomere-binding
protein TRF2 binds to and stimulates the Werner Blodbm syndrome helicases. J
Biol Chem 2002; 277: 41110-9.

203



Ozvegy C, Litman T, Szakacs G, Nagy Z, Bates S,aWarA, et al. Functional
characterization of the human multidrug transportd8CG2, expressed in insect
cells. Biochem Biophys Res Commun 2001; 285: 111-7.

Paul S, Breuninger LM, Tew KD, Shen H, Kruh GD. A@i@pendent uptake of natural
product cytotoxic drugs by membrane vesicles estadd MRP as a broad specificity
transporter. Proc Natl Acad SciU S A 1996; 93:%32.

Paulusma CC, Bosma PJ, Zaman GJ, Bakker CT, Otiesdfleffer GL, et al. Congenital
jaundice in rats with a mutation in a multidrug iseEnce-associated protein gene.
Science 1996; 271: 1126-8.

Pauly M, Kayser I, Schmitz M, Ries F, Hentges Fcdlo M. The human mdrl (multidrug-
resistance) gene harbours a long homopyrimidinedpamine sequence next to a
cluster of Alu repeated sequences in intron 14.eE&95; 153: 299-300.

Peklak-Scott C, Townsend AJ, Morrow CS. Dynamics ghitathione conjugation and
conjugate efflux in detoxification of the carcinege4-nitroquinoline 1-oxide:
contributions of glutathione, glutathione S-trana$e, and MRP1. Biochemistry
2005; 44: 4426-33.

Peng KC, Cluzeaud F, Bens M, Van Huyen JP, WioM®Ad Lacave R, et al. Tissue and cell
distribution of the multidrug resistance-associapedtein (MRP) in mouse intestine
and kidney. J Histochem Cytochem 1999; 47: 757-68.

Pommier RF, Vetto JT, Lee JT, Johnston KM. Syncbusmnon-small cell lung cancers. Am
J Surg 1996; 171: 521-4.

Priebsch A, Rompe F, Tonnies H, Kowalski P, Sur&vida Stege A, et al. Complete reversal
of ABCG2-depending atypical multidrug resistance RMA interference in human
carcinoma cells. Oligonucleotides 2006; 16: 263-74.

Ptasznik A, Urbanowska E, Chinta S, Costa MA, KBfy, Stanislaus MA, et al. Crosstalk
between BCR/ABL oncoprotein and CXCR4 signalingtilgh a Src family kinase in
human leukemia cells. J Exp Med 2002; 196: 667-78.

Qian YM, Song WC, Cui H, Cole SP, Deeley RG. Ghiate stimulates sulfated estrogen
transport by multidrug resistance protein 1. J Bilbbm 2001; 276: 6404-11.

Quattrone A, Papucci L, Morganti M, Coronnello MjrME, Mazzei T, et al. Inhibition of
MDR1 gene expression by antimessenger oligonudeestilowers multiple drug
resistance. Oncol Res 1994; 6: 311-20.

Rabindran SK, He H, Singh M, Brown E, Collins Kindable T, et al. Reversal of a novel
multidrug resistance mechanism in human colon oama cells by fumitremorgin C.
Cancer Res 1998; 58: 5850-8.

Rabindran SK, Ross DD, Doyle LA, Yang W, Greenbeigd. Fumitremorgin C reverses
multidrug resistance in cells transfected with threast cancer resistance protein.
Cancer Res 2000; 60: 47-50.

Raggers RJ, van Helvoort A, Evers R, van Meer G fillman multidrug resistance protein
MRP1 translocates sphingolipid analogs across lHgna membrane. J Cell Sci 1999;
112 ( Pt 3): 415-22.

Ramu A, Glaubiger D, Fuks Z. Reversal of acquiesistance to doxorubicin in P388 murine
leukemia cells by tamoxifen and other triparanchlagues. Cancer Res 1984; 44:
4392-5.

Ren R. Mechanisms of BCR-ABL in the pathogenesigtobnic myelogenous leukaemia.
Nat Rev Cancer 2005; 5: 172-83.

Riehm H, Biedler JL. Cellular resistance to dauncimyin Chinese hamster cells in vitro.
Cancer Res 1971, 31: 409-12.

204



Ringpfeil F, Lebwohl MG, Christiano AM, Uitto J. @sdoxanthoma elasticum: mutations in
the MRP6 gene encoding a transmembrane ATP-binchsgette (ABC) transporter.
Proc Natl Acad Sci U S A 2000; 97: 6001-6.

Riordan JR, Ling V. Genetic and biochemical chaazation of multidrug resistance.
Pharmacol Ther 1985; 28: 51-75.

Riou JF, Gomez D, Mergny JL, Guittat L, Paterski ®yenais B, et al. [Regulation of
telomeres length: making the telomeres accessitieM Cancer 2005; 92: 13-22.

Robey RW, Honjo Y, Morisaki K, Nadjem TA, Runge Bisbood M, et al. Mutations at
amino-acid 482 in the ABCG2 gene affect substraid antagonist specificity. Br J
Cancer 2003; 89: 1971-8.

Robey RW, Medina-Perez WY, Nishiyama K, LahusenMiyake K, Litman T, et al.
Overexpression of the ATP-binding cassette hatigparter, ABCG2
(Mxr/BCrp/ABCP1), in flavopiridol-resistant humameast cancer cells. Clin Cancer
Res 2001; 7: 145-52,

Rocchi E, Khodjakov A, Volk EL, Yang CH, Litman Bates SE, et al. The product of the
ABC half-transporter gene ABCG2 (BCRP/MXR/ABCP)eigpressed in the plasma
membrane. Biochem Biophys Res Commun 2000; 278. 42-

Roche-Lestienne C, Mahon FX, Preudhomme C. [Ondinesistance to Imatinib mesylate:
lessons learned from this experience]. Med SciigPa004; 20: 1125-30.

Roninson IB. Molecular mechanism of multidrug remige in tumor cells. Clin Physiol
Biochem 1987; 5: 140-51.

Rooney M, Kish J, Jacobs J, Kinzie J, Weaver As€nan J, et al. Improved complete
response rate and survival in advanced head ankl cemacer after three-course
induction therapy with 120-hour 5-FU infusion ansptatin. Cancer 1985; 55: 1123-
8.

Ross DD, Yang W, Abruzzo LV, Dalton WS, SchneidelLkge H, et al. Atypical multidrug
resistance: breast cancer resistance protein ngEseRNA expression in
mitoxantrone-selected cell lines. J Natl Cancer 11899; 91: 429-33.

Roumiantsev S, Shah NP, Gorre ME, Nicoll J, BradBBr Sawyers CL, et al. Clinical
resistance to the kinase inhibitor STI-571 in cliconyeloid leukemia by mutation of
Tyr-253 in the Abl kinase domain P-loop. Proc Nethd Sci U S A 2002; 99: 10700-
5.

Rowley JD. Identification of the constant chromosomegions involved in human
hematologic malignant disease. Science 1982; 24%-51.

Rust S, Rosier M, Funke H, Real J, Amoura Z, Pid@ieet al. Tangier disease is caused by
mutations in the gene encoding ATP-binding casdediesporter 1. Nat Genet 1999;
22: 352-5.

Salloukh HF, Laneuville P. Increase in mutant frgies in mice expressing the BCR-ABL
activated tyrosine kinase. Leukemia 2000; 14: 1401-

Saso R, Kulkarni S, Mitchell P, Treleaven J, SwanghGJ, Mehta J, et al. Secondary
myelodysplastic syndrome/acute myeloid leukaemidoviong mitoxantrone-based
therapy for breast carcinoma. Br J Cancer 20009831.

Sattler M, Verma S, Shrikhande G, Byrne CH, Prid& Winkler T, et al. The BCR/ABL
tyrosine kinase induces production of reactive @xygpecies in hematopoietic cells. J
Biol Chem 2000; 275: 24273-8.

Scaggiante B, Morassutti C, Tolazzi G, MicheluttiBaccarani M, Quadrifoglio F. Effect of
unmodified triple helix-forming oligodeoxyribonudtde targeted to human
multidrug-resistance gene mdrl in MDR cancer cEEBS Lett 1994; 352: 380-4.

205



Schaub TP, Kartenbeck J, Konig J, Spring H, Dorda®taehler G, et al. Expression of the
MRP2 gene-encoded conjugate export pump in hundmekiproximal tubules and in
renal cell carcinoma. J Am Soc Nephrol 1999; 1Gat49.

Scheffer GL, Kool M, Heijn M, de Haas M, PijnenbofAgC, Wijnholds J, et al. Specific
detection of multidrug resistance proteins MRP1,M2RMRP3, MRP5, and MDR3
P-glycoprotein with a panel of monoclonal antibedi€ancer Res 2000a; 60: 5269-
7.

Scheffer GL, Maliepaard M, Pijnenborg AC, van GlesteMA, de Jong MC, Schroeijers AB,
et al. Breast cancer resistance protein is lodhliaé the plasma membrane in
mitoxantrone- and topotecan-resistant cell linender Res 2000b; 60: 2589-93.

Scheffer GL, Wijngaard PL, Flens MJ, Izquierdo M®&lpvak ML, Pinedo HM, et al. The
drug resistance-related protein LRP is the humajmvault protein. Nat Med 1995;
1: 578-82.

Scheper RJ, Broxterman HJ, Scheffer GL, Kaaijk Bltdh WS, van Heijningen TH, et al.
Overexpression of a M(r) 110,000 vesicular proieimon-P-glycoprotein-mediated
multidrug resistance. Cancer Res 1993; 53: 1475-9.

Schimke RT. Gene amplification in cultured animgll Cell 1984; 37: 705-13.

Schinkel AH, Roelofs EM, Borst P. Characterizatadthe human MDR3 P-glycoprotein and
its recognition by P-glycoprotein-specific monoabmntibodies. Cancer Res 1991,
51: 2628-35.

Schinkel AH, Smit JJ, van Tellingen O, Beijnen JMagenaar E, van Deemter L, et al.
Disruption of the mouse mdrla P-glycoprotein gexael$ to a deficiency in the blood-
brain barrier and to increased sensitivity to dr@gl 1994; 77: 491-502.

Schneider E, Horton JK, Yang CH, Nakagawa M, Cowdth. Multidrug resistance-
associated protein gene overexpression and rediragdsensitivity of topoisomerase
Il in a human breast carcinoma MCF7 cell line delécfor etoposide resistance.
Cancer Res 1994, 54: 152-8.

Schuetz JD, Connelly MC, Sun D, Paibir SG, Flynn,P3finivas RV, et al. MRP4: A
previously unidentified factor in resistance to leoside-based antiviral drugs. Nat
Med 1999; 5: 1048-51.

See YP, Carlsen SA, Till JE, Ling V. Increased dpegmeability in Chinese hamster ovary
cells in the presence of cyanide. Biochim Biophy$a&1974; 373: 242-52.

Semba S, Itoh N, Ito M, Harada M, Yamakawa M. Tieitro and in vivo effects of 2-(4-
morpholinyl)-8-phenyl-chromone  (LY294002), a  spg&cif inhibitor  of
phosphatidylinositol 3'-kinase, in human colon @neells. Clin Cancer Res 2002; 8:
1957-63.

Shafran A, Ifergan |, Bram E, Jansen G, Kathmar®eters GJ, et al. ABCG2 harboring the
Gly482 mutation confers high-level resistance taiowss hydrophilic antifolates.
Cancer Res 2005; 65: 8414-22.

Shapiro AB, Ling V. The mechanism of ATP-dependentltidrug transport by P-
glycoprotein. Acta Physiol Scand Suppl 1998; 643-34.

Shiozawa K, Oka M, Soda H, Yoshikawa M, IkegamiTgurutani J, et al. Reversal of breast
cancer resistance protein (BCRP/ABCG2)-mediated desistance by novobiocin, a
coumermycin antibiotic. Int J Cancer 2004; 108:-546

Skovsgaard T. Mechanisms of resistance to daurmrulm Ehrlich ascites tumor cells.
Cancer Res 1978; 38: 1785-91.

Slapak CA, Mizunuma N, Kufe DW. Expression of theiltidrug resistance associated
protein and P-glycoprotein in doxorubicin-selectagdnan myeloid leukemia cells.
Blood 1994, 84: 3113-21.

206



Slupianek A, Gurdek E, Koptyra M, Nowicki MO, Siddi KM, Groden J, et al. BLM
helicase is activated in BCR/ABL leukemia cellsmiodulate responses to cisplatin.
Oncogene 2005; 24: 3914-22.

Slupianek A, Schmutte C, Tombline G, NieborowskaSka M, Hoser G, Nowicki MO, et
al. BCR/ABL regulates mammalian RecA homologs, ltegyin drug resistance. Mol
Cell 2001; 8: 795-806.

Smith CA, Smith G, Wolf CR. Genetic polymorphisnms xenobiotic metabolism. Eur J
Cancer 1994; 30A: 1921-35.

Sparreboom A, Gelderblom H, Marsh S, Ahluwalia Rba€h R, Principe P, et al
Difomotecan pharmacokinetics in relation to ABCQ@R21C>A genotype. Clin
Pharmacol Ther 2004; 76: 38-44.

Stansel RM, de Lange T, Griffith JD. T-loop assgmblvitro involves binding of TRF2 near
the 3' telomeric overhang. Embo J 2001; 20: 5532-40

Staud F, Pavek P. Breast cancer resistance pi@&@€RP/ABCG2). Int J Biochem Cell Biol
2005; 37: 720-5.

Stavropoulos DJ, Bradshaw PS, Li X, Pasic I, Trukngkura M, et al. The Bloom syndrome
helicase BLM interacts with TRF2 in ALT cells andomotes telomeric DNA
synthesis. Hum Mol Genet 2002; 11: 3135-44.

Steelman LS, Pohnert SC, Shelton JG, Franklin R&trBand FE, McCubrey JA. JAK/STAT,
Raf/MEK/ERK, PI3K/Akt and BCR-ABL in cell cycle pgyession and
leukemogenesis. Leukemia 2004; 18: 189-218.

Stierle V, Laigle A, Jolles B. The reduction of Bxgpprotein expression by small interfering
RNAs is improved in exponentially growing cells.igdnucleotides 2004; 14: 191-8.

St-Pierre MV, Serrano MA, Macias RI, Dubs U, Hoed Lauper U, et al. Expression of
members of the multidrug resistance protein farmlyhuman term placenta. Am J
Physiol Regul Integr Comp Physiol 2000; 279: R1593-

Sun H, Johnson DR, Finch RA, Sartorelli AC, MilleW, Elmquist WF. Transport of
fluorescein in MDCKII-MRP1 transfected cells andpiwknockout mice. Biochem
Biophys Res Commun 2001; 284: 863-9.

Sung P. Function of yeast Rad52 protein as a nwdigtween replication protein A and the
Rad51 recombinase. J Biol Chem 1997a; 272: 28194-7.

Sung P. Yeast Rad55 and Rad57 proteins form adueer that functions with replication
protein A to promote DNA strand exchange by Rad&&ombinase. Genes Dev
1997b; 11: 1111-21.

Suzuki M, Suzuki H, Sugimoto Y, Sugiyama Y. ABCQ2rsports sulfated conjugates of
steroids and xenobiotics. J Biol Chem 2003; 2784229.

Takada T, Suzuki H, Gotoh Y, Sugiyama Y. Regulatidrthe cell surface expression of
human BCRP/ABCG2 by the phosphorylation state of lkpolarized cells. Drug
Metab Dispos 2005; 33: 905-9.

Tallman MS, Gilliland DG, Rowe JM. Drug therapy facute myeloid leukemia. Blood 2005;
106: 1154-63.

Tannock IF. Tumor physiology and drug resistan@ndeér Metastasis Rev 2001; 20: 123-32.

Terashima |, Koyama K, Kohda K. Chemical charastes of complexes of 06,9-
dimethylguanine with cis-platin and debenzylatioates of OG6-benzylguanines.
Nucleic Acids Symp Ser 1993: 23-4.

Thiebaut F, Tsuruo T, Hamada H, Gottesman MM, RastaVillingham MC. Cellular
localization of the multidrug-resistance gene paide-glycoprotein in normal human
tissues. Proc Natl Acad SciU S A 1987; 84: 7735-8.

Thoma BS, Vasquez KM. Critical DNA damage recogmitfunctions of XPC-hHR23B and
XPA-RPA in nucleotide excision repair. Mol Carcind@03; 38: 1-13.

207



Thomas JE, Venugopalan M, Galvin R, Wang Y, BokGdh, Vlahos CJ. Inhibition of MG-
63 cell proliferation and PDGF-stimulated cellularocesses by inhibitors of
phosphatidylinositol 3-kinase. J Cell Biochem 1968%; 182-95.

Thomas M, Suwa T, Yang L, Zhao L, Hawks CL, Horngldy Cooperation of hTERT, SV40
T antigen and oncogenic Ras in tumorigenesis: ht@@isplantation model using
bovine adrenocortical cells. Neoplasia 2002; 4:-89G.

Tomlinson RL, Ziegler TD, Supakorndej T, Terns R¥erns MP. Cell cycle-regulated
trafficking of human telomerase to telomeres. MalEell 2006; 17: 955-65.

Tothova E, Kafkova A, Fricova M, Benova B, Kirschoea G, Tothova A. Imatinib mesylate
in Philadelphia chromosome-positive, chronic-phaseloid leukemia after failure of
interferon alpha. Neoplasma 2005; 52: 63-7.

Tsai HJ, Huang WH, Li TK, Tsai YL, Wu KJ, Tseng Sf,al. Involvement of topoisomerase
Il in telomere-telomere recombination. J Biol Ch2606; 281: 13717-23.

Turhan A. [Imatinib mesylate: a major breakthroughe treatment of chronic myelogenous
leukemia]. Med Sci (Paris) 2003; 19: 667-8.

van der Bliek AM, Borst P. Multidrug resistance.\W@ancer Res 1989; 52: 165-203.

Van Luyn MJ, Muller M, Renes J, Meijer C, Schepel, Rlienhuis EF, et al. Transport of
glutathione conjugates into secretory vesiclesasliated by the multidrug-resistance
protein 1. Int J Cancer 1998; 76: 55-62.

Versantvoort CH, Bagrij T, Wright KA, Twentyman PRn the relationship between the
probenecid-sensitive transport of daunorubicinalcein and the glutathione status of
cells overexpressing the multidrug resistance-aatat protein (MRP). Int J Cancer
1995a; 63: 855-62.

Versantvoort CH, Broxterman HJ, Bagrij T, Schepel, Rwentyman PR. Regulation by
glutathione of drug transport in multidrug-resistdmuman lung tumour cell lines
overexpressing multidrug resistance-associateciprdBr J Cancer 1995b; 72: 82-9.

Versantvoort CH, Schuurhuis GJ, Pinedo HM, Eekma&n Kuiper CM, Lankelma J, et al.
Genistein modulates the decreased drug accumulatioon-P-glycoprotein mediated
multidrug resistant tumour cells. Br J Cancer 19883;939-46.

Vlahos CJ, Matter WF, Hui KY, Brown RF. A speciiithibitor of phosphatidylinositol 3-
kinase, 2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyréione (LY294002). J Biol
Chem 1994; 269: 5241-8.

Volk EL, Rohde K, Rhee M, McGuire JJ, Doyle LA, RoBD, et al. Methotrexate cross-
resistance in a mitoxantrone-selected multidrugstaist MCF7 breast cancer cell line
is attributable to enhanced energy-dependent dflux.eCancer Res 2000; 60: 3514-
21.

Watt PM, Hickson ID, Borts RH, Louis EJ. SGS1, anadogue of the Bloom's and Werner's
syndrome genes, is required for maintenance of genstability in Saccharomyces
cerevisiae. Genetics 1996; 144: 935-45.

Weisberg E, Griffin JD. Mechanisms of resistancatimb (STI571) in preclinical models
and in leukemia patients. Drug Resist Updat 2002248.

Weng NP, Levine BL, June CH, Hodes RJ. Regulatgntession of telomerase activity in
human T lymphocyte development and activation. @ Eed 1996; 183: 2471-9.

Weng NP, Palmer LD, Levine BL, Lane HC, June CHde®RJ. Tales of tails: regulation of
telomere length and telomerase activity during Igogyte development,
differentiation, activation, and aging. Immunol RESQ7; 160: 43-54.

Wenz C, Enenkel B, Amacker M, Kelleher C, Damm HKndner J. Human telomerase
contains two cooperating telomerase RNA molecitesho J 2001; 20: 3526-34.
Wheeler C, Rader R, Kessel D. Membrane alteratagssciated with progressive adriamycin

resistance. Biochem Pharmacol 1982; 31: 2691-3.

208



Wijnholds J, Evers R, van Leusden MR, Mol CA, Zan@# Mayer U, et al. Increased
sensitivity to anticancer drugs and decreasedmmfiatory response in mice lacking
the multidrug resistance-associated protein. Nad V897; 3: 1275-9.

Wijnholds J, Mol CA, van Deemter L, de Haas M, StdreGL, Baas F, et al. Multidrug-
resistance protein 5 is a multispecific organicoantransporter able to transport
nucleotide analogs. Proc Natl Acad SciU S A 2®@00;7476-81.

Wright SR, Boag AH, Valdimarsson G, Hipfner DR, Gdimg BG, Cole SP, et al
Immunohistochemical detection of multidrug resisgprotein in human lung cancer
and normal lung. Clin Cancer Res 1998; 4: 2279-89.

Wu L, Davies SL, North PS, Goulaouic H, Riou JFrléy H, et al. The Bloom's syndrome
gene product interacts with topoisomerase Ill.al Bhem 2000; 275: 9636-44.

Wu L, Hickson ID. The Bloom's syndrome helicasemsiates the activity of human
topoisomerase lllalpha. Nucleic Acids Res 2002;4823-9.

Wu X, Maizels N. Substrate-specific inhibition o€€Q helicase. Nucleic Acids Res 2001;
29: 1765-71.

Xu-Welliver M, Kanugula S, Pegg AE. Isolation of rhan O6-alkylguanine-DNA
alkyltransferase mutants highly resistant to inedton by O6-benzylguanine. Cancer
Res 1998; 58: 1936-45.

Yanada M, Naoe T. Imatinib combined chemotherapyPloiladelphia chromosome-positive
acute lymphoblastic leukemia: major challengesument practice. Leuk Lymphoma
2006; 47: 1747-53.

Yang CH, Schneider E, Kuo ML, Volk EL, Rocchi E, €&hYC. BCRP/MXR/ABCP
expression in topotecan-resistant human breasincama cells. Biochem Pharmacol
2000; 60: 831-7.

Yang J, Liu X, Bhalla K, Kim CN, Ibrado AM, Cai 8t al. Prevention of apoptosis by Bcl-2:
release of cytochrome c¢ from mitochondria blockedence 1997; 275: 1129-32.

Yang Y, Chen Y, Zhang C, Huang H, Weissman SM. Blar localization of hTERT
protein is associated with telomerase function. Egpl Res 2002; 277: 201-9.

Young LC, Campling BG, Voskoglou-Nomikos T, Cole ,SPeeley RG, Gerlach JH.
Expression of multidrug resistance protein-relageties in lung cancer: correlation
with drug response. Clin Cancer Res 1999; 5: 673-80

Zaman GJ, Flens MJ, van Leusden MR, de Haas M, &iuitS, Lankelma J, et al. The
human multidrug resistance-associated protein MRR plasma membrane drug-
efflux pump. Proc Natl Acad Sci U S A 1994; 91: 382

Zamber CP, Lamba JK, Yasuda K, Farnum J, Thumme&dkuetz JD, et al. Natural allelic
variants of breast cancer resistance protein (BCd) their relationship to BCRP
expression in human intestine. Pharmacogenetic3; (0 19-28.

Zeng H, Bain LJ, Belinsky MG, Kruh GD. Expressioh raultidrug resistance protein-3
(multispecific organic anion transporter-D) in humambryonic kidney 293 cells
confers resistance to anticancer agents. Cancet 3885 59: 5964-7.

Zhou R, Wang Y, Gruber A, Larsson R, Castanos-VElgkiliemark E. Topoisomerase IlI-
mediated alterations of K562 drug resistant sublifded Oncol 1999; 16: 191-8.

Zhu XD, Niedernhofer L, Kuster B, Mann M, HoeijmakeJH, de Lange T. ERCC1/XPF
removes the 3' overhang from uncapped telomeres raptesses formation of
telomeric DNA-containing double minute chromosonids! Cell 2003; 12: 1489-98.

209



Annexe

210



PUBLICATIONS

C. Douarre, D. Gomez, H. Morjani, JM Zahm, MF. Qidbue, L. Eddabra, P. Mailliet, JF.
Riou & C. Trentesaux. Overexpression of Bcl-2 isoasated with apoptotic resistance to the
G-quadruplex ligand 12459 but is not sufficientctmfer resistance to long-term senescence.
Nucleic Acids Ref005 Apr 14;33(7):2192-203.

N. Aouali, L. Eddabra, J. Macadré & H. Morjani. Imnosuppressors and reversion of

multidrug-resistanceCritical Reviews in Oncology/Hematolod¥005 Oct;56(1):61-70.

L. Eddabra, P. Cornillet-Lefébvre, T. Wenner, T.r&wk, P. Nguyen, JF. Riou, & H.
Morjani. Arginine 482 to glycine mutation in theelst cancer resistance protein ABCG2

confers high-level resistance to etopos{@aumis a Int J Oncl).

L. Eddabra, P. Cornillet-Lefebvre, T. Wenner, Tr&8wk, C. Douarre, MF. O’'Donohue, H.
El Btaouri, P. Nguyen, JF. Riou & H. Morjani. Imait mediates post-transcriptional down-
regulation of Breast Cancer Resistance Protein AB@i@ phosphatidylinositol-3-kinase/Akt

pathway.(Soumis a Oncol Rep).

6- N. Aouali, C. Dumontet, H. El Btaouri, L. EddabiG. Rath, S. Malagarie-Cazenave, L.
Martiny, T. Levade & H. Morjani. Accumulation ofdeosylceramide and overexpression of a
PSC833-resistant P-glycoprotein in multidrug-resishhuman sarcoma cellsoumis a FEBS
Letters)

COMMUNICATION ORALES ET ECRITES

J. M. Zahm, M. Millot, O. Bajolet, M. Merten, L. Edbra, C. Hologne, N. Bonnet & E.
Puchelle. Time-lapse videomicroscopy of bacterid amway epithelial cell interactions.
European respiratory society congress, Stockhol®2214-18 Septembre, Résumé publié
dans Eur Respir 2002; 20: Suppl. 38, 483s.

211



L. Eddabra, A. Dupont, J. Macadré, P. Nguyen, Horjghi & P. Cornillet-Lefebvre.
Quantification de I'expression des génes MDR paRTaPCR quantitative en temps réel.

Congreés international de biochimie de Marrakeclé Btai 2004.

J. Macadre, N. Aouali, L. Eddabra & H. Morjani. paotéine ABC " multidrug-resistance
associated protein " est responsable du transpbftda la mitoxantrone dans les cellules de
carcinome mammaire humai@ongres international de biochimie de Marrakech6 BAai
2004.

L. Eddabra, P. Cornillet-Lefebvre, G. Simon, A. Dap P. Nguyen & H. Morjani. Breast
Cancer Resistance Protein (BCRP) induit une résistaa I'étoposide dans les cellules
tumorales humaineg€ongrés Annuel et Forum Jeunes Chercheurs de i&tédtancaise de
biochimie et biologie moléculaire (SFBBM). Nant@92, 24-26 octobre

C. Douarre, D. Gomez, H. Morjani, JM Zahm, MF. @idbue, L. Eddabra, P. Mailliet, JF.
Riou & C. Trentesaux. Altération du simple-brinot@érique et modification par Bcl-2 de
'apoptose induites par le 12459, un ligand de IMG-quadruplexCinquieéme rencontre de
Figeac, 5 - 10 Octobre 2005.

H. Morjani, J. Macadre, C. Douarre, L. Eddabra@dmez, T. Wenner, C. Trentesaux & JF.
Riou. Mécanismes de résistance aux inhibiteurs @emerase : ligands G-quadruplex.

Congres international de biochimie. Agadir (Maro6)9 Mai 2006.

L. Eddabra, P. Cornillet-Lefebvre, T. Wenner, Tr&8wk, C. Douarre, MF. O’'Donohue, H.
El Btaouri, P. Nguyen, JF. RiouH. & Morjani. L'imaib régule I'expression de la Breast
Cancer Resistance Protein (BCRP/ABCG2) au niveat-fpanscriptionnel dans les cellules

de leucémie myéloide chronique K5&urocancer 2006, 19éme édition, Paris 27-29 Juin

J. Macadré, T. Wenner, L. Eddabra, T. Jolly, JEuR& H. Morjani. Résistance a l'activité
antipriliferative du ligand G-quareuplex 2,6-pynds-dicarboxamide 360A inhibiteur de
télomérase dans une lignée de carcinome bronciigd®. Eurocancer 2006, 19eme édition,
Paris 27-29 Juin

212



C. Douarre, T Wenner, D. Gomez, H. Morjani, L. Hoda P. Mailliet, JF. Riou & C.
Trentesaux. Altération du simple brin télomériqguenmdulation par le Bcl2 de I'apoptose
induite par le 1249, un ligand de I'ADN G-quareplBxrocancer 2006, 19éme édition, Paris
27-29 Juin

213



Lahcen EDDABRA
Expression et fonctions de protéines impliquées danla résistance et la
sensibilité aux agents anticancéreux : Nouveaux ssitvats des protéines

ABC et nouvelles cibles de I'imatinib dans la leugéie myéloide chronique
Th. Univ. Reims : 2007
RESUME :

La résistance multiple ou multidrug-resistance (MD&st un obstacle au traitement
des tumeurs solides et des leucémies. C'est unoptiEme complexe qui fait appel a de
multiples mécanismes cellulaires. Souvent, unexpuession des protéines de la famille
ABC (Pgp, MRP1 et BCRP, est observée dans lesilegllrésistantesCes protéines
assurent le transport actif des médicaments awctcanx. La modulation de ce phénotype
et la recherche de nouvelles cibles constituerduadjhui un enjeu majeur dans la lutte
contre le cancer.

Le travail de cette thése est organisé en quattepa les deux premieres concernent le
réle de deux protéines MDR (MRP1 et BCRP) dans$astance a deux inhibiteurs de la
topoisomeérase 1l (mitoxantrone et étoposide regsmaoent). Les résultats obtenus
montrent que la BCRP joue un rdle dans la résistarltoposide et qu’une altération de la
reconnaissance de I'étoposide par la BCRP estwsguand I'acide aminé 482 (arginine)
est substitué par la thréonine ou la glycine. Denménous montrons que la MRP1 est
impliguée dans la résistance a la mitoxantrone. seéection d’une lignée résistante
MCF7/MGG en présence de mitoxantrone et de GG9ildbjteur de la Pgp et BCRP)
montre que cette lignée surexprime la MRP1 en ptase une résistance vis-a-vis de ce
médicament. Cette résistance est accompagnée diimewution de l'accumulation
cellulaire de la mitoxantrone, modulée par la B8Mibiteur de la synthese de glutathion).
Dans la troisieme partie, nous avons étudié l'efetimatinib (inhibiteur de la tyrosine
kinase BCR-ABL) sur I'expression de la BCRP. Lesuitats obtenus suggerent une
régulation post-transcriptionnelle de I'expressiba la BCRP par l'imatinib via la voie
PI3K/AKT. Enfin, la derniere partie porte sur l'effde l'imatinib sur I'expression de la
télomérase et protéines partenaires dans les exlld leucémie myéloide chronique. Les
résultats obtenus montrent une augmentation derkssion de hTERT, TRF2, Topod]l
RAD51 et BLM dans les cellules promyélocytaires HLiBansfectées par BCR-ABL. Le
traitement des cellules K562 par l'imatinib indume diminution de l'expression de ces
protéines sauf TRF2 dont I'expression augmente.r€agdtats suggérent une régulation de
'expression des genes codant pour ces protéineB@R-ABL d’une part et que I'imatinib,
via l'inhibition des voies de signalisation con&é$ par BCR-ABL, contribue aussi a une
régulation négative de I'expression de hTERT etesuprotéines partenaires (impliquées
dans l'allongement et structure du télomere).

MOTS-CLES : Multirésistance aux meédicaments, transporteurs AHiRding Cassette,
Leucémie myéloide chronique, Imatinib, Télomere
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