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Le SIDA, Syndrome de l’ImmunoDéficience Acquise, est une maladie infectieuse causée par le virus 

de l'immunodéficience humaine (VIH), entraînant l’effondrement du système immunitaire.  

Depuis l’année 2002, le SIDA est considéré comme une pandémie globale. 

Les dernières estimations fournies par le rapport ONUSIDA 2007 portent à 33,2 millions, le nombre 

de personnes séropositives dans le monde ; 2,5 millions, le nombre de personnes nouvellement 

séropositives en 2007 ; et 2,1 millions, le nombre de personnes mortes du SIDA en 2007. Ce qui 

permet d'estimer à plus de 25 millions le nombre de morts depuis le début de la maladie en 1981. 

L'organisation mondiale note une stabilisation du taux d'infection (c'est-à-dire du nombre de personnes 

infectées par rapport à la population globale), ce qui amène à penser que le pic de l'épidémie est atteint 

et que celle-ci se stabilise (Peter Piot, Libération n°7794, 31 mai 2006). Cependant, le nombre de 

personnes infectées a augmenté, en raison de l'augmentation de la population et de l'accès aux 

trithérapies (qui retarde les décès). 

 

Dans de nombreuses régions du monde, les nouvelles infections à VIH sont largement concentrées 

parmi les jeunes (15-24 ans). Parmi les adultes de 15 ans et plus, les jeunes ont représenté 40% des 

nouvelles infections en 2006.  

 

La dynamique de l’épidémie se rapporte aux voies de transmission du VIH (sexuelle, sanguine et 

materno-fœtale) et aux comportements des populations concernées vis-à-vis des pratiques à risque de 

contamination. Elle diffère selon les régions en fonction de facteurs culturels, socio-politiques, 

économiques, démographiques, religieux, selon les possibilités d’accès aux soins d’une population, la 

célérité de mise en place de programmes de prévention. 

 

Dans les pays ayant accès aux traitements antirétroviraux, la prise en charge de l’infection par le VIH 

est désormais celle d’une maladie au long court. Les trithérapies antirétrovirales ont considérablement 

réduit la mortalité et la morbidité de l’infection. En contrepartie ont émergé d’autres problématiques 

liées aux complications des traitements eux-mêmes (lipodystrophie, accroissement du risque cardio-

vasculaire, troubles glucido-lipidiques, pathologie mitochondriale), ou des problèmes d’échec 

immuno-virologique, liés entre autre, à la question de l’observance. 

Cette situation privilégiée d’accès aux traitements ne concerne que les pays riches qui peuvent assurer 

la prise en charge financière de ces thérapeutiques. Cependant, le nombre de personnes recevant un 

traitement antirétroviral contre le VIH/SIDA dans les pays en développement a considérablement 

augmenté puisqu'il a plus que doublé, passant de 400 000 personnes en décembre 2003 à environ un 

million en juin 2005. 
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Figure 1 : Graphe représentant le pourcentage de personnes vivant avec le SIDA (en ordonnée) en 

fonction du produit national brut du pays (en abscisse). Source : Gapminder  

 

 

Gross National Income per capita (PPP$), log scale 
(Source: World Development Indicators, World Bank)
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L’échappement thérapeutique aux antirétroviraux constitue l'obstacle majeur au traitement des patients 

infectés par le VIH. Si l'implication des mutations virales dans la survenue de ces échecs virologiques 

et/ou immunologiques est démontrée, celle des facteurs cellulaires de l'hôte reste controversée. Parmi 

ces facteurs, et par analogie avec la résistance aux anticancéreux, les transporteurs ABC tels que la P-

glycoprotéine (Pgp), les protéines de résistance multi-drogues (MRPs), la protéine de résistance multi-

drogues du cancer du sein (BCRP), ont été désignés comme acteurs potentiels. De nombreux 

arguments laissent en effet penser que la Pgp, les MRPs, la BCRP sont à la fois des acteurs et des 

cibles thérapeutiques, pouvant limiter ou améliorer l’efficacité des multi-thérapies antirétrovirales.  

 

Les protéines membranaires jouent un rôle clé dans les phénomènes généraux de la pharmacocinétique 

et de la pharmacologie clinique de nombreux médicaments et en particulier des antirétroviraux (ARV). 

Ces phénomènes sont principalement l’absorption digestive (barrière intestinale), la distribution 

tissulaire (barrière hémato-encéphalique, barrière hémato-testiculaire…), le métabolisme (en 

particulier hépatique), et l’excrétion (biliaire ou urinaire). Ils impliquent les cytochromes P450, dits 

enzymes de détoxification de phase I, et les transporteurs ABC, dits enzymes de détoxification de 

phase III.  

Parmi ces protéines, les transporteurs d’efflux, la Pgp, les MRPs et la BCRP, semblent jouer un rôle 

prépondérant dans la régulation des concentrations intracellulaires des composés antirétroviraux au 

niveau des sites de réplication du VIH-1. L’efflux actif des inhibiteurs de la protéase (IPs) et des 

inhibiteurs nucléosidiques (INTIs) ou nucléotidiques (INtTIs) de la transcriptase inverse pourrait 

conduire à des concentrations sub-inhibitrices de ces composés et favoriser l’émergence de souches 

virales résistantes (Strain et al., 2005).  

Ainsi la compréhension des régulations génique et fonctionnelle de ces transporteurs dans le cadre de 

multi-thérapies antirétrovirales pourrait aider à une optimisation de la biodisponibilité tissulaire des 

ARV. Les protéines d’efflux sont exprimées à la surface des cellules CD4+ cibles du VIH et de la 

barrière hémato-encéphalique (BHE) et jouent un rôle dans la limitation de la perméabilité locale. 

Cependant, les mécanismes de régulation de l’expression de ces gènes ne sont que partiellement 

compris. 

De plus, les données de la littérature et les premières études du laboratoire semblent montrer que les 

combinaisons thérapeutiques incluant le ritonavir (RTV) ou des INTIs et/ou des INtTIs, pourraient 

influencer l’expression et la fonctionnalité des protéines d’efflux (Pgp, MRP1 et BCRP) dans les 

cellules mononucléées du sang périphérique (CMSPs) et au niveau de la BHE, modifiant ainsi 

l’accumulation intracellulaire ou cérébrale des IPs (atazanavir (ATZ), lopinavir (LPV), indinavir 

(IDV), nelfinavir (NFV)) et de l’éfavirenz (EFV) (Khoo et al., 2002 ; Ford et al., 2004 ; Meaden et al., 

2002). 
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Afin d'apporter des éléments de réponse à ces différentes questions, ce travail de thèse s’est articulé 

autour des axes suivants : 

1. Définir le caractère substrat et/ou inhibiteur de deux molécules clés des thérapies 

antirétrovirales actuelles : l’emtricitabine (FTC) et l’atazanavir (ATV), vis-à-vis des 

transporteurs Pgp, MRPs et BCRP, aux niveaux des cellules CD4+ et de la BHE  

2. Etudier l’impact des multi-thérapies anti-VIH sur l’expression et la fonctionnalité de ces 

transporteurs  

3. Définir l’impact de cette régulation sur l’accumulation intracellulaire des médicaments 

associés 

 

Dans un schéma classique de prise en charge médicamenteuse, les cliniciens utilisent deux inhibiteurs 

nucléosidiques ou nucléotidiques de la transcriptase inverse, en association avec un inhibiteur de la 

protéase boosté par de faibles doses de ritonavir ou un inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase 

inverse. Nous avons choisi de nous focaliser sur l’emtricitabine (FTC), nouveau médicament 

administré en une prise quotidienne, qui présente une grande efficacité antirétrovirale et de nombreux 

autres avantages. Nous avons étudié plus particulièrement les multi-thérapies associant cette molécule, 

soit à des inhibiteurs de la protéase couramment utilisés (lopinavir/ritonavir ou atazanavir/ritonavir), 

soit au ténofovir et à l’efavirenz (composant ainsi le nouveau médicament ATRIPLA®).  
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Chapitre 1 

Le virus de l’immunodéficience humaine 

 
 
 

1-  Epidémiologie de l’infection à VIH 

 

 1-1-  Analyse phylogénétique  
 

Deux virus distincts de l’immunodéficience humaine ont été reconnus : il s’agit des VIH-1 et VIH-2. 

La plus ancienne souche VIH-1 retrouvée proviendrait d’un homme zaïrois, d’ethnie bantoue, décédé 

en 1959. L’analyse génétique de ce virus, proche des sous-types D et F, placerait l’apparition de 

l’ancêtre VIH-1 dans les années 1930 (Korber et al., 2000). 

La variabilité du virus et les possibilités de recombinaisons génétiques entre les différentes souches, 

font apparaître à l’heure actuelle de grandes divergences parmi les divers isolats du VIH-1. On 

distingue ainsi, pour le VIH-1, trois groupes : M (Major) composé de 11 sous-types représentés par les 

lettres A à K (Louwagie et al., 1993 ; Myers, 1994) ; O (Outlier) composé de 7 sous-types de A à G, et 

N de répartition très restreinte au Cameroun (Simon et al., 1998), comportant de grandes similitudes 

avec le virus d’immunodéficience simienne (SIV) des chimpanzés de ce pays. Chaque sous-type 

rassemble des souches ayant plus de 80% d’homologie génétique entre elles. 

Les sous-types VIH-1 se répartissent de manière hétérogène selon les régions touchées et l’ancienneté 

de l’épidémie. Ainsi le sous-type B sévit principalement en Europe, en Amérique du nord, au Japon et 

en Australie, avec pour ces pays une tendance à la diversification due à l’introduction de nouvelles 

souches virales (Selik et al., 1984 ; Brodine et al., 1995 ; Buonaguro et al., 2007).  

En Afrique sub-saharienne, berceau du VIH-1, tous les sous-types sont présents. En Asie, l’épidémie 

indienne est due au sous-type C, en Thaïlande sévissent les sous-types B et E (Weniger et al., 1994). 

 

 1-2-  L’épidémie à l’échelle mondiale 
 
 
C’est le VIH-1, groupe M qui est responsable de la pandémie actuelle, le groupe O n’a pas diffusé au-

delà de l’Afrique centrale, le Cameroun en est l’épicentre. Le VIH-2 subsiste en Afrique de l’ouest sur 

un mode endémique. 

Deux vagues de diffusion du VIH-1 se sont succédées. Dans les années 1970 - 80, l’épidémie s’est 

propagée en Afrique sub-saharienne et dans les pays industrialisés (Europe, Amérique du nord, 

Australie, Japon). Après 1980, le terme de pandémie est utilisé, avec tout d’abord une diffusion 
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Total : 33.2 (30.6 – 36.1) millions   

explosive en Asie du sud et du sud-est (Indes, Thaïlande) puis plus tard en Ukraine, Russie et 

actuellement en Chine.  

 

Selon le rapport ONUSIDA de décembre 2006, l’Afrique subsaharienne supporte toujours la plus 

grande partie de l’épidémie mondiale. Deux tiers (63%) de tous les adultes et enfants vivant avec le 

VIH dans le monde se trouvent en Afrique subsaharienne, et l’épicentre de l’épidémie se situe en 

Afrique australe. Un tiers (32%) de toutes les personnes vivant avec le VIH dans le monde se trouvent 

en Afrique australe et 34% de tous les décès dus au SIDA en 2006 s’y sont produits. 

Le nombre de personnes vivant avec le VIH a augmenté dans chacune des régions du monde au cours 

des deux dernières années. Les augmentations les plus frappantes ont eu lieu en Asie de l’Est et en 

Europe orientale et Asie centrale, où le nombre de personnes vivant avec le VIH en 2006 était 

supérieur d’un cinquième (21%) à celui de 2004. Les 270 000 adultes et enfants nouvellement infectés 

par le VIH en Europe orientale et Asie centrale en 2006 constituent une augmentation de près de 70% 

par rapport aux 160 000 personnes qui avaient contracté le VIH en 2004. En Asie du Sud et du Sud-

Est, le nombre de nouvelles infections à VIH a augmenté de 15% en 2004-2006, alors qu’au Moyen-

Orient et en Afrique du Nord il a augmenté de 12%. En Amérique latine, aux Caraïbes, et en 

Amérique du Nord, les nouvelles infections en 2006 sont restées approximativement les mêmes qu’en 

2004. 

 

 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 :  Schéma récapitulatif des personnes vivant avec le VIH (Estimations de décembre 2007, 

ONUSIDA) 
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2-  Historique des découvertes  

 

Les observatoires épidémiologiques américains (Centers for Disease Control, centralisés à Atlanta) 

constatèrent en juin 1981 une augmentation inexpliquée de la fréquence des cas de pneumocystoses 

pulmonaires et de sarcomes de Kaposi : il s'agissait des premières manifestations cliniques de 

l'épidémie du SIDA. 

Fin 1981, les premières études montrent que cette affection jusque là inconnue, se transmet par voie 

sexuelle et sanguine et qu'elle ne frappe pas que les homosexuels. Les Américains décident d'appeler 

cette affection AIDS pour Acquired Immuno Deficiency Syndrome, que les Français vont traduire par 

SIDA (Syndrome d'Immuno-Déficience Acquise) (Masur et al., 1981 ; Siegal et al., 1981). 

Le VIH-1 a été identifié en mai 1983 à l'Institut Pasteur (Barre-Sinoussi et al., 1983), puis aux Etats 

Unis (Gallo et al., 1983). 

En 1986, la communauté scientifique adopte le nom de HIV (Human Immunedeficiency Virus) ou 

VIH (Virus de l'immunodéficience humaine).  

Cette même année, le Pr Montagnier et son équipe de l'Institut Pasteur isolent un deuxième virus, le 

VIH-2, en collaboration avec les chercheurs et médecins de l'Hôpital Claude Bernard de Paris et 

l'Hôpital Ega Moniz de Lisbonne. Le malade est originaire de Guinée-Bissau (Clavel et al., 1986). 

 

En 1987, l’AZT, nouvel antiviral venu des Etats Unis, inhibiteur de la transcriptase inverse, est 

commercialisé. L’AZT apporte une amélioration clinique des patients mais restant limitée dans le 

temps. 

Entre 1992 et 1994, de nouveaux inhibiteurs de la transcriptase inverse (INTIs) apparaissent : ddC et 

ddI. Ils apportent une amélioration aux patients déjà sous AZT et en échec thérapeutique. 

En 1994-1995, c’est le début des bithérapies (ddI + AZT ou ddC + AZT). Elles se révèlent plus 

efficaces que les monothérapies (plus puissantes en termes de diminution de la charge virale). 

En 1995-1996, les inhibiteurs de protéase sont lancés sur le marché. Associés en trithérapie avec des 

INTIs, ils améliorent considérablement l'efficacité des traitements : chute de la charge virale, 

augmentation des lymphocytes CD4, diminution importante de la mortalité. 

En 1997 apparaissent les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTIs). 

En 2003, une nouvelle classe d’antirétroviraux fait son apparition, ce sont les inhibiteurs de fusion. Et 

en 2007, ce sont les inhibiteurs du corécepteur CCR5 (maraviroc) et les inhibiteurs de l’intégrase 

(raltegravir). 
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3- Description du VIH  

 

Le VIH est l'agent responsable du SIDA. Le VIH est un virus à ARN (rétrovirus ou Retroviridae). Le 

clonage et le séquençage de l’ADN proviral du VIH, purifié à partir de lymphocytes T infectés, ont 

permis de classer ce virus parmi les lentivirus (lentiviridae) (Ratner et al., 1985 ; Wain-Hobson et al., 

1985). Deux sérotypes ont été identifiés à ce jour, le VIH-1 présent dans tous les pays et le VIH-2 

cantonné principalement à l'Afrique de l'Ouest. 

Les rétrovirus sont caractérisés par la capacité, quand ils infectent une cellule, de transcrire leur 

molécule d'ARN (génome du virus) en une molécule d'ADN virale qui est intégrée à l'ADN de la 

cellule infectée grâce à une enzyme (transcriptase inverse). 

 

Deux autres caractéristiques du VIH sont communes aux lentivirus.  

L’une de ces caractéristiques est la latence : l'ADN viral s'intègre par l'une de ses extrémités (Long 

Terminal Repeat, LTR) dans l'ADN de la cellule infectée. Ce provirus se comporte alors comme un 

des gènes de la cellule infectée : 

- Il peut rester silencieux, il est alors transmis aux cellules descendantes à chaque mitose ; mais 

les gènes du VIH sont temporairement endormis, lui conférant une invisibilité antigénique. 

L'utilisation de la mesure de la charge virale a pu cependant montrer qu'un degré variable de 

multiplication virale existait déjà au cours de cette période, et, donc, il s'agit plus d'une latence 

clinique que biologique. 

- Il peut également s'exprimer : l'information génétique est alors transmise en ARN messager, 

puis en protéines virales.  

L’autre caractéristique commune aux lentivirus est la variabilité génétique : elle existe d'un patient à 

un autre, mais aussi chez un même patient, à des époques différentes. La séquence la plus variable 

analysée correspond au gène de l’enveloppe env et plus particulièrement à 5 régions hypervariables 

(V1 à V5) distribuées parmi 5 régions conservées (C1 à C5) (Starcich et al., 1986 ; Willey et al., 1986). 

Les gènes transactivateurs tat et rev ont une variabilité intermédiaire. Cette variabilité explique la 

possibilité d'apparition de résistances à certains traitements qui seraient moins fréquentes dans le cadre 

de polythérapie, puisque les chances que le VIH trouve la combinaison de mutation seraient moindres. 

La recherche d'une réponse contre les parties constantes de la structure génétique du VIH constitue la 

base des travaux de recherche pour la mise au point d'un vaccin. 

 

3-1- Structure 
 

Le VIH se présente sous forme de particules sphériques d’un diamètre de 90 à 120 nm. Il comporte 

une enveloppe virale constituée d'une bicouche lipidique et de deux glycoprotéines : gp120 (SU) et 
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gp41 (TM). La molécule gp41 traverse la bicouche lipidique tandis que la molécule gp120 occupe une 

position plus périphérique. La gp120 joue le rôle de récepteur viral de la molécule membranaire CD4 

des cellules hôte. La gp41 est responsable de la fusion de l’enveloppe avec la membrane cellulaire. 

Ces deux glycoprotéines sont liées entre elles par des liaisons non covalentes (Doms et al., 1991). 

L'enveloppe virale dérive de la cellule hôte, elle contient donc quelques protéines membranaires de 

cette dernière, y compris des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (Henderson et al., 

1987 ; Schols et al., 1992). A l’intérieur, le core viral ou nucléocapside inclut une couche de protéines 

de matrice p17 et une couche plus profonde de protéines de capside p24. p17 est une protéine 

myristilée renfermant la protéase virale. La polymérisation de p24 conduit à la formation d’un cône 

tronqué renfermant le génome viral (Barré-Sinoussi, 1996). Ce génome est constitué de deux copies 

d'ARN simple brin associées à deux molécules de transcriptase inverse (p64) et à d'autres protéines 

enzymatiques (protéase p10 et intégrase p32). 

 

 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 :  A- Schéma de la morphologie de la particule virale du VIH-1 

B- Représentations par microscopie électronique de particules virales matures, de la capside 

virale (Briggs et al., 2003) 
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Le génome du VIH est constitué uniquement de deux molécules d’ARN monocaténaires de 9,2 kb et 

de polarité positive, disposant à chaque extrémité d’une région R identique, indispensable à la 

transcription inverse. Les ARN génomiques viraux ont une structure d’ARNm : ils possèdent une 

coiffe en 5’ et sont polyadénylés en 3’.  

Le VIH possède 3 gènes rétroviraux codant pour différentes protéines virales. Le gène gag (groupe 

antigène) code pour des protéines internes ("core") : p50 et p40 qui se cliveront en p13, p18 et p 24. Le 

gène pol (polymérase) code pour des enzymes nécessaires à sa réplication : notamment p68 

(transcriptase inverse) et p34 (intégrase). Le gène env (enveloppe) code pour des glycoprotéines (gp 

120 et gp 41 issues de gp 160).  

Contrairement aux autres rétrovirus, le VIH possède d'autres gènes intervenant dans sa réplication. Il 

existe des gènes régulateurs : tat qui favorise l'augmentation du niveau de la synthèse des protéines 

virales, rev qui favorise l'augmentation des ARN messagers correspondant aux protéines de gag, pol et 

env ; ainsi que d'autres gènes tels que vif qui permet d'augmenter l'infectiosité, nef, vpu ou vpr (vpx 

pour le VIH-2) (Ratner et al., 1985). 

 

Gène 
Protéine 
produite  

Fonction de la protéine  

p17 forme la couche protéique externe du core 

p24 forme la couche protéique interne du core 

p9 est un composant du core  

gag : code pour les protéines 
de la nucléocapside  

p7 se lie directement au RNA génomique 

gp41 
est une protéine membranaires associée à gp 120 et 
nécessaire à la fusion 

env : code pour les 
glycoprotéines de l'enveloppe  

gp 120 fait saillie au niveau de l'enveloppe et se lie au CD4 

p64 
a une activité de transciptase inverse et une activité de 
RNase  

p51 a une activité de transciptase inverse  

p10 
est une protéase qui clive le précurseur des protéines 
codées par le gène gap 

pol : code pour des enzymes  

p32 est une intégrase 

vif p23 est à l'origine du pouvoir infectieux de la particule virale  

vpr p15 active faiblement la transcription de l'ADN proviral 

tat p14 active fortement la transcription de l'ADN proviral 

rev p19 permet l'exportation des ARNm du noyau 

nef p27 
augmente la réplication virale ; diminue le nombre de 
cellules hôte  

vpu p16 
est nécessaire à un assemblage viral efficace et au 
bourgeonnement 

  

Tableau 1 :   Tableau récapitulatif des fonctions des protéines virales 
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Figure 4 :  Organisation génomique du VIH-1 (www.stanford.edu)  

 

 

3-2- Cycle de réplication virale 
 

Tout comme les autres virus, le VIH ne peut se répliquer qu’en pénétrant dans une cellule et en 

utilisant sa machinerie cellulaire. Le cycle de réplication du VIH se divise en deux phases : une 

précoce et une tardive (Freed, 2001). 

 

3-2-1- Phase précoce 

 

Lors de la phase précoce, le virus se fixe sur la cellule cible par reconnaissance entre la protéine virale 

gp120 et la protéine CD4 du lymphocyte T ou d’autres cellules phagocytaires mononucléées, ainsi 

qu’un co-récepteur. Le récepteur CD4 est une glycoprotéine monomérique de 58 kDa. Le co-récepteur 

est un membre de la famille des chimiokines à 7 passages transmembranaires couplés aux protéines G 

(Feng et al., 1996). 

L’interaction du co-facteur au complexe gp120/CD4 induit un changement conformationnel qui 

permet le démasquage de gp41 et la fusion des membranes (Clapham et Weiss, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 :   Schéma des étapes de fixation et de fusion du virus et de la cellule hôte 
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Après fusion de l'enveloppe virale avec la membrane plasmique de la cellule cible, la nucléocapside 

(contenant le génome viral et les enzymes) peut pénétrer dans la cellule cible. Il y a alors élimination 

des protéines de la nucléocapside, ce qui libère le génome viral et les enzymes. La transcriptase 

inverse virale catalyse la transcription inverse de l'ARN, formant des hybrides ADN-ARN. La matrice 

d'ARN étant ensuite dégradée par une activité RNase H de la transcriptase inverse, il y a synthèse d'un 

second brin d'ADN. Cette étape est fortement régulée, et est sous le contrôle des protéines Vif et NC 

(nucléocapside). Vif a pour rôle de contrôler l’accrochage de l’amorce spécifique, un t-RNALys, qui 

permettra par la suite de reconnaître le progénome viral et de l’adresser au noyau de la cellule. L’ADN 

nouvellement synthétisé (ou progénome) est alors adressé vers le noyau, lié au complexe 

supramoléculaire protéique : le PIC ou complexe de pré-intégration qui contient l’intégrase, la protéine 

de matrice, la transcriptase inverse et Vpr qui joue un rôle majeur dans l’import nucléaire (Nie et al., 

1998). Le progénome viral est ensuite intégré dans le génome de la cellule hôte, grâce à l’intégrase. 

 

3-2-2- Phase tardive 

 

La phase tardive du cycle correspond aux étapes permettant d’obtenir des virions complets, qui seront 

capables de bourgeonner et de maturer après leur libération dans le milieu extracellulaire. Ce sont les 

enzymes cellulaires qui, sous l’influence de facteurs d’activation environnementaux (cytokines, 

antigènes) et viraux propres au VIH, réalisent la transcription de l’ADN proviral. Les fonctions 

cellulaires sont détournées au profit du virus. Des ARN courts et épissés, codant pour les protéines 

Tat, Rev et Nef (dites précoces), sont produits. Nef est une protéine accéssoire. Tat est un activateur 

transcriptionnel qui se fixe sur l’ARN en cours de synthèse au niveau de la région TAR (Trans-

Activating Response Element), et permet ainsi de recruter différentes protéines cellulaires favorisant 

l’élongation de la transcription. Rev permet l’export des ARNm non épissés via sa fixation sur le RRE 

(Rev Responsive Element) des transcrits primaires, et permet le recrutement de l’exportine-1 

(Hofmann et al., 2001) et du facteur Ran-GTP (Askjaer et al., 1998). Des ARN non épissés ou 

simplement épissés, correspondant aux gènes gag, gag-pol (protéines de structure), env (enveloppe), 

vif et vpr, sont ensuite produits pour donner des protéines dites tardives. Une fois traduits, les 

différents composants viraux sont adressés à la membrane cellulaire, s’assemblent pour former un 

virion qui bourgeonne et finit sa maturation grâce à la protéase dans le milieu extracellulaire (Wiegers 

et al., 1998).  

Dans les cellules quiescentes, l’ADN proviral n’est pas intégré dans le génome de la cellule hôte (cf 

Introduction Générale, Chapitre 2, Paragraphe 3-1) (Zack et al., 1990). 
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Figure 6 :   Schéma des principales étapes du cycle biologique du VIH-1 (d’après Shermann et Greene, 

2002) 

 

Particularité de la transcription inverse :  

La transcriptase inverse commet continuellement des erreurs lors de la fabrication de l’ADN à partir 

de l’ARN viral, créant ainsi de nombreux variants génomiques. Aucune réparation n’est possible, que 

le génome donne naissance à un virus viable ou non. 

La conséquence est une extrême variabilité génotypique et phénotypique des virus produits. Les 

pressions exercées par le système immunitaire et/ou les molécules antirétrovirales permettent, si elles 

sont insuffisantes, une sélection puis l’émergence de populations virales mutantes échappant aux 

mécanismes de contrôle mis en place à l’égard de l’infection virale. 

 

 

4- Physiopathologie de l’infection à VIH 

 
4-1- Cellules cibles  

 
Deux catégories de cellules exprimant la molécule CD4 sont infectées par le VIH. 

- les lymphocytes CD4+, dits T helper, ayant pour fonction de coordonner l’ensemble des 

réactions immunes humorales et cellulaires. Ils sont impliqués dans un cycle hautement 

réplicatif du virus. 

- Les cellules présentatrices d’antigènes : monocytes et macrophages, cellules de Langherans, 

cellules folliculaires dendritiques ganglionnaires, cellules microgliales du système nerveux 
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central. Elles sont impliquées dans un cycle peu réplicatif et participent à la diffusion et la 

dissémination du virus, elles constituent, entre autres, un pool réservoir du VIH. 

 

Ces diverses cellules sont présentes au sein de tout le système lymphoïde (ganglions, thymus, 

intestin...) au niveau de la peau, des muqueuses génitales, du placenta, du cerveau... Leur circulation 

est assurée par les voies lymphatiques et sanguines. 

 

Le VIH infecte les cellules qui portent l'antigène CD4 à leur surface. En effet, il se produit une 

interaction de haute affinité entre la protéine gp120 de l'enveloppe virale et le marqueur membranaire 

CD4 de la cellule cible (Klatzmann et al., 1984). La liaison gp120/CD4 n'est toutefois pas suffisante 

pour assurer l’entrée du VIH dans la cellule (Maddon et al., 1986) : l'expression de co-récepteurs 

membranaires présents sur les lymphocytes T CD4+ et sur les monocytes est nécessaire à cette 

pénétration. Ce co-récepteur est la molécule CXCR4 (également appelée fusine) dans le cas des 

lymphocytes T4 ; il s'agit de la molécule CCR5 dans le cas des monocytes ou des macrophages. De 

fait, il existe plusieurs souches de VIH : les souches qui utilisent le co-récepteur CCR5 et infectent 

donc les monocytes et les macrophages (souches à tropisme M) (Alkhatib et al., 1996 ; Deng et al., 

1996) ; des souches qui utilisent le corécepteur CXCR4 et infectent préférentiellement les 

lymphocytes T CD4+ (souches à tropisme lymphocytaire ou tropisme T) (Oberlin et al., 1996). 

L'étude approfondie de la protéine gp120 de l'enveloppe virale a permis d’identifier une région 

appelée boucle V3 qui joue un rôle dans le choix des co-récepteurs utilisés par le virus. Une différence 

d'un seul acide aminé dans cette boucle de la gp120 pourrait être suffisante pour déterminer le co-

récepteur utilisé (Rosen et al., 2006). 

 

Dans l'infection à VIH, le macrophage joue un rôle de réservoir avec la possibilité de transmission 

directe intercellulaire du virus aux lymphocytes T lors de la présentation de l'antigène. Le tropisme 

macrophagique permet d'expliquer le neurotropisme du VIH, la présence du virus dans les structures 

nerveuses des patients asymptomatiques, et la fréquence des symptômes neurologiques et 

psychiatriques non causés par une affection opportuniste. 

D'autres cellules ont été reconnues aussi comme des cibles du VIH : précurseurs médullaires (CD34), 

certains lymphocytes B, et les cellules intestinales (Folks et al., 1988 ; Malkovský et al., 1988 ; Fantini 

et al., 1991).  

A noter que le récepteur CCR-5 n'est pas fonctionnel chez certaines personnes en raison d'une 

mutation génétique : une mutation d'un des deux gènes diminuerait de 50% le risque de 

contracter une infection par le VIH (Huang et al., 1996). Ce récepteur est aussi celui de trois 

chimiokines (Rantes, MIP1 alpha, MIP1 bêta) qui inhibent l’infection et la réplication du VIH 
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(Kitai et al., 2000 ; Paliard et al., 1996 ; Cocchi et al., 1995). Donc, une autre voie de 

traitement consisterait à bloquer ce récepteur par des chimiokines. 

 

4-2- Dynamique de la réplication virale 

 

Selon le type de cellules infectées, deux dynamiques de réplication virale sont observées. Il existe un 

cycle de réplication rapide où de nouveaux lymphocytes CD4+ naïfs sont infectés en permanence, leur 

demi-vie est estimée à 1 jour. Le cycle de réplication lente concerne les cellules présentatrices 

d’antigènes, où le virus infecte des cellules à demi-vie plus longue, de 6 à 25 jours pour les 

macrophages.  

Un véritable pool cellulaire réservoir du VIH est représenté par les lymphocytes CD4+ mémoire 

hébergeant le virus sous sa forme d’ADN proviral. Leur demi-vie est estimée à plus de 120 jours pour 

une population d’un million de cellules. 

Ce dernier secteur est d’importance capitale quant aux possibilités d’éradication du VIH. Les 

antirétroviraux actuels n’agissent que sur un virus en réplication. Le système immunitaire ne peut 

reconnaître une cellule non activée, n’exprimant pas les antigènes viraux à sa surface et contenant un 

virus réduit à une simple expression génomique, mais au potentiel infectieux conservé. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 :   Dynamique de l’infection in vivo 
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4-3- Evolution de l’infection à VIH 

 

L’infection par le VIH est chronique et persistante. Il existe trois phases distinctes dans l’évolution de 

la maladie.  

La primo-infection intervient juste après la contamination par le VIH, le nombre de virus présents 

(charge virale) augmente fortement, puis diminue rapidement du fait de la réponse du système 

immunitaire. 

Lors de la phase asymptomatique, l’individu infecté ne présente aucun symptôme de la maladie. Le 

nombre de virus n'augmente que très légèrement; mais le nombre de variants augmente fortement, 

notamment dans les réservoirs viraux. Malgré le contrôle de la maladie par le système immunitaire 

(réponse humorale et cellulaire), les lymphocytes T sont progressivement détruits par le virus. 

Lorsque le SIDA est déclaré, le système immunitaire est débordé; le nombre de virus augmente 

fortement (mais le nombre de variants se limite aux plus efficaces) ; les symptômes apparaissent. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 :   Evolution des paramètres virologique et immunologique au cours de l’infection à VIH (Dossier : 

Le virus du SIDA, Gilles Furelaud) 
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Parallèlement à l'évolution de l'infection, un certain nombre de paramètres varie : la quantité de CD4 

correspondant au nombre de lymphocytes (elle diminue pendant la phase asymptomatique), la quantité 

d'ARN viral (correspondant au nombre de virus), et les anticorps anti-VIH. Ces derniers montrent la 

réaction du système immunitaire face à l'infection par le VIH. Ils apparaissent lors de la primo-

infection (qui dure de 3 à 8 semaines). 

 

 

5- Thérapeutique anti-VIH 

 

En l’absence de vaccin, la thérapie antirétrovirale constitue aujourd’hui l’unique moyen de lutter 

contre le VIH. Si elle ne permet pas l’éradication complète du virus présent dans l’organisme, elle 

diminue néanmoins la mortalité et la morbidité grâce à une prévention et/ou une restauration du déficit 

immunitaire. Le traitement vise donc, d’une part à abaisser la charge virale globale, et d’autre part à 

stabiliser le nombre de lymphocytes T CD4+, favorisant ainsi un équilibre immuno-virologique.  

La stratégie des traitements antirétroviraux est d’inhiber de façon ciblée les différentes étapes du cycle 

de réplication du VIH afin de prévenir l’infection de nouvelles cellules et la production de virions. Des 

traitements complémentaires, dits adjuvants, peuvent s’ajouter aux premiers, incluant en particulier 

l’immunothérapie.  

Aujourd’hui, l’initiation du traitement est fondée sur l’évaluation du risque de progression de la 

maladie (niveau et évolution de la charge virale), l’intensité du déficit immunitaire (taux et évolution 

du nombre de lymphocytes T CD4+) et l’engagement du patient à suivre son traitement. Ainsi, le 

commencement d’un traitement est recommandé chez tous les patients symptomatiques ou au stade 

SIDA, et/ou ayant un nombre de CD4+ inférieur à 200/mm3. Chez les patients asymptomatiques, le 

traitement est généralement débuté lorsque le taux de CD4+ est en dessous de 350/mm3. Le traitement 

précoce est quant à lui, controversé, car il pourrait favoriser l’émergence de populations virales 

résistantes aux antirétroviraux, limitant par la suite le choix des thérapies, et augmenter l’apparition 

d’effets indésirables à long terme. 

 

5-1- Différents traitements antirétroviraux actuels et à venir  
 
 

5-1-1- Les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTIs) 

 

Ce sont les premiers antirétroviraux développés. Ils sont actifs sur les VIH-1 et 2. Ce sont des 

analogues de bases nucléiques. Ils nécessitent pour être actifs d'être phosphorylés dans le milieu 

intracellulaire. Ils rentrent ensuite en compétition avec les substrats naturels de la transcriptase inverse 

et inhibent l'action de cette dernière. Ils bloquent ainsi la fabrication d'ADN pro-viral.  
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Néanmoins, des résistances sont observées, notamment à cause de la survenue de mutations de la 

transcriptase inverse. 

 

Cette classe d’inhibiteurs comprend l’antirétroviral le plus connu, l’AZT ou zidovudine 

(RETROVIR). Il s’agit d’un nucléoside analogue de la thymidine (Nakashima et al., 1986). Il 

présente une bonne résorption digestive, une élimination rénale et un passage trans-placentaire 

(Hasegawa et al., 1996 ; Pons et al., 1991). Mais il possède de nombreux effets indésirables, une 

toxicité hématologique (neutropénies, leucopénies, anémies) et des manifestations digestives (nausées, 

diarrhées, pancréatites, atteintes hépatiques). 

Le ddC ou zalcitabine (HIVID) est un analogue de la cytosine. Il présente des effets indésirables 

comme des neuropathies périphériques et des pancréatites. 

Le d4T ou stavudine (ZERIT) est un analogue de la thymidine et présente les mêmes effets 

secondaires que le ddC. 

Le 3TC ou lamivudine (EPIVIR) est un analogue de la cytidine, il est actif sur les souches résistantes 

à l’AZT. Mais il présente des effets indésirables tels que l’acidose lactique, la pancréatite, et une 

toxicité hématologique.  

Le FTC ou emtricitabine (EMTRIVA) est un analogue de le cytidine dont la structure chimique est 

proche de celle de la lamivudine (un atome de fluor à la place d'un atome hydrogène sur le noyau 

pyrimidique) ainsi que ses propriétés pharmacologiques. 

L’ABC ou abacavir (ZIAGEN) est un analogue de la guanine.  

Le ddI ou didanosine (VIDEX) est un analogue de l’adénosine. 

 

Ces médicaments sont éliminés par voie rénale. Leur posologie doit donc être ajustée chez le sujet 

insuffisant rénal ce qui est assez fréquemment rencontré chez le sujet VIH compte-tenu de la 

possibilité de néphropathie induite par le VIH (Ostrop et al., 1999). Ils présentent également une forte 

toxicité mitochondriale, liée principalement à leur affinité pour l’ADN polymérase γ mitochondriale 

humaine (Chen et al., 1991). 

Les INTIs sont responsables d’une baisse de la charge virale modérée. Leur action est transitoire avec 

possibilité d'apparition de résistances. Ils sont souvent associés entre eux ou aux inhibiteurs de la 

protéase. Des associations d'INTIs ont été développées afin de limiter le nombre de prises 

quotidiennes de médicaments et ainsi de renforcer l'observance : AZT + 3TC (Combivir®) ou AZT + 

3TC + ABC (Trizivir®).  

 



Rappels Bibliographiques 
 

 32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 :   Structures chimiques d’inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse 

 

 

5-1-2- Les inhibiteurs nucléotidiques de la transcriptase inverse (INtTIs) 

 

Il s'agit de médicaments fonctionnant de la même manière que les INTIs (analogues de nucléosides). 

Les INTIs sont des prodrogues qui sont phosphorylés dans la cellule en leur métabolite actif. Ce 

métabolisme intracellulaire, incluant des étapes cinétiquement limitantes, contrôle les taux 

intracellulaires d’INTI-triphosphates et donc l’activité antivirale. De plus, des nucléotides 

biologiquement actifs ne peuvent pas être administrés de façon directe car leur nature poly-anionique 

empêche leur entrée dans l’organisme et la cellule. Toutefois, une stratégie utilisant des prodrogues, 

permet de délivrer des analogues nucléotidiques (déjà monophosphorylés). Ainsi, le ténofovir ou TFV 

un analogue nucléotidique de l’adénosine, a été commercialisé en 2002. Il est administré sous une 

AZT Abacavir  

Didanosine  Lamivudine  

Emtricitabine  Zalcitabine  
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forme prodrogue, le ténofovir disoproxil-fumarate ou TDF (VIREAD®). Le TDF présente un 

groupement phosphonate qui permet son absorption intestinale. Néanmoins, la biodisponibilité du 

TDF reste faible (environ 25%) et un repas copieux, protégeant le TDF des sucs gastriques, améliore 

son passage dans le sang (environ 35 à 40%) (Balimane et Sinko, 1999 ; Kearney et al., 2004). Les 

groupements protecteurs du TDF sont ensuite aisément hydrolysés par les enzymes plasmatiques, 

expliquant la présence de TFV au niveau plasmatique (Shaw et al., 1997). L’entrée du TFV au niveau 

de la cellule, permet de contourner l’étape cinétiquement limitante de monophosphorylation du 

nucléoside et simplifie l’activation cellulaire du TFV en TFV-diphosphate. La demi-vie intracellulaire 

du TFV est beaucoup plus longue que celle des INTIs (Robbins et al., 1998). Son élimination est 

rénale. Il est de plus responsable de toxicité tubulaire rénale (Peyrière et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 :   Structure chimique d’un inhibiteur nucléotidique de la transcriptase inverse 

 

 

5-1-3- Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTIs) 

 

Ces inhibiteurs regroupent une famille de molécules très diverses qui inhibent, de façon non 

compétitive, l’activité de la transcriptase inverse du VIH par interaction avec un site allostérique (De 

Clercq, 1998). Contrairement aux INTIs, ils agissent directement, sans activation métabolique. Ils ne 

sont actifs que sur le VIH de type 1.  

Il existe 3 médicaments dans cette classe : la Névirapine (VIRAMUNE®), l’Efavirenz (SUSTIVA®) 

et la Delavirdine (RESCRIPTOR®).  

Leur efficacité a été testée en association avec d'autres traitements anti-rétroviraux notamment les 

INTIs.  

Leur élimination est rénale. Les principaux effets secondaires sont des éruptions cutanéo-muqueuses 

(Névirapine), des hépatites, des troubles neurologiques de type vertige et trouble du sommeil 

(Efavirenz) (Moura et al., 2008 ; Reid et Dwyer, 2005 ; Kontorinis et Dieterich, 2003) 

. 

 

Tenofovir  
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Figure 11 :   Structures chimiques d’inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse 

 

 

5-1-4- Les inhibiteurs de la protéase du VIH (IPs) 

 

Ces molécules constituent un progrès majeur dans la lutte contre le VIH. Comme leur nom le suggère, 

ces médicaments inhibent l'activité de la protéase du VIH. Les IPs sont particulièrement efficaces 

lorsqu'ils sont utilisés en association avec des inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse. 

Les IPs sont des inhibiteurs spécifiques et réversibles de ces enzymes. Ils entraînent la production de 

particules virales immatures et non infectieuses. A la différence des INTIs, ils ne nécessitent pas 

d'activation métabolique intracellulaire et sont donc actifs dans les cellules au repos (Jamjoom, 1991). 

Les IPs sont des pseudopeptides analogues structuraux de la séquence peptidique du site de clivage 

reconnu par la protéase. Ils s’insèrent au site catalytique, à l’interface des deux sous-unités du dimère 

qui constituent l’enzyme, et bloquent son activité protéolytique de façon sélective et réversible.  

 

Les inhibiteurs de protéase actuellement disponibles sont l’indinavir (CRIXIVAN®), le ritonavir 

(NORDIR®), le nelfinavir (VIRACEPT®), le saquinavir (accessible sous deux formes INVIRASE®, 

FORTOVASE®), le lopinavir/ritonavir (KALETRA®), l’atazanavir (REYATAZ®). La forme 

d'administration de l’amprénavir (huit gélules de 150 mg à prendre toutes les douze heures) la rend 

difficile d'usage. Il a été remplacé par le fosamprenavir (TELZIR®). Tipranavir (APTIVUS®) et 

darunavir (PREZISTA®) sont les deux derniers nés de cette classe de médicament. 

 

Ces inhibiteurs inhibent la protéase du VIH de type 1 et 2 (saquinavir, ritonavir), ou préférentiellement 

de type 1 (indinavir, nelfinavir) (Vella, 1995 ; Adjé-Touré et al., 2003 ; Witvrouw et al., 2004).  

 

Divers effets indésirables peu spécifiques : troubles digestifs, neurosensoriels, cutanés parfois graves, 

ont été répertoriés. Un autre effet indésirable est l'apparition d'une résistance croisée aux inhibiteurs 

Névirapine  Efavirenz  Delavirdine  
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des protéases. L'indinavir peut donner une lithiase urinaire par cristallisation se traduisant par des 

douleurs lombaires avec ou sans hématurie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 :  Structures chimiques d’inhibiteurs de la protéase du VIH 
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5-1-5- Les inhibiteurs de fusion  

 

L'enfuvirtide (appelé également pentafuside, T-20 ou FUZEON®) est le premier médicament de cette 

nouvelle classe d’inhibiteurs. Contrairement aux autres antirétroviraux qui agissent à l'intérieur de la 

cellule, l'enfuvirtide est un polypeptide synthétique de 36 acides aminés, qui se fixe sur la région triple 

hélice de la gp41 du VIH, stabilisant sa conformation, il bloque son activité fusiogène et empêche 

ainsi l’infection des cellules cibles (James, 1998 ; Chen et al., 2002). La résistance à l'égard des 

antirétroviraux connus jusqu'ici ne semble pas s'appliquer (résistance croisée) à l'enfuvirtide, 

vraisemblablement en raison de son mécanisme d'action distinctif (Roman et al., 2003 ; Olson et 

Maddon, 2003). Par contre, des mutations du VIH associées à une diminution de la sensibilité du virus 

à l'enfuvirtide ont été observées (Wei et al, 2002). 

 

5-1-6- Les inhibiteurs de l’entrée du VIH 

 

Il existe des inhibiteurs de l’interaction CD4/gp120. La première étape de l'entrée du virus est la 

fixation de la particule virale sur une cellule par une liaison spécifique entre la glycoprotéine 

d'enveloppe, la gp120, et le récepteur CD4 présent dans la membrane cellulaire de certaines cellules de 

l'immunité (lymphocytes T4 et macrophages). Il a été proposé d'utiliser le récepteur CD4 sous forme 

soluble pour bloquer les particules virales. Cette approche rencontre depuis peu un certain succès avec 

la conception d'une molécule développée sous l'appellation PRO 542 (Progenics Pharmaceutical) qui 

a démontré une bonne activité antivirale en phase I/II. Les études se poursuivent actuellement 

(Jacobson et al., 2000 ; Jacobson et al., 2004). 

 

Des études sont réalisées sur des inhibiteurs de l’interaction gp120/co-récepteur. La seconde étape du 

cycle viral implique la fixation de la gp120 sur un co-récepteur qui peut être soit le récepteur CCR5, 

soit le récepteur CXCR4, selon le type cellulaire infecté.  

Le potentiel thérapeutique des ligands de CCR5, susceptible de bloquer l'interaction gp120/CCR5, 

s'est imposé lorsque des individus porteurs d'un récepteur inactif, résistants à l'infection par le VIH, 

ont été découverts. Le maraviroc (CELSENTRI®) est le premier antagoniste de CCR5 mis sur le 

marché. Il agit de façon synergique avec les inhibiteurs de transcriptase inverse et de protéase (Ketas 

et al., 2007).  

Il existe également un antagoniste puissant du CXCR4, l'AMD070 (Anormed) qui empêche la fixation 

du ligand naturel du co-récepteur. Son action semble également additive ou synergique en 

combinaison avec les inhibiteurs de fusion, de la transcriptase inverse et de la protéase (Stone et al., 

2007). 
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5-1-7- Les inhibiteurs de l’intégrase  

 

L'intégrase du VIH est une enzyme qui catalyse l'incorporation de l'ADN proviral dans l'ADN de 

l'hôte, étape cruciale du cycle de réplication du virus. Des chercheurs ont mis au point de nouveaux 

inhibiteurs de l'intégrase. Ces inhibiteurs, possédant le noyau styrylquinoléine, ont montré une 

excellente activité anti-intégrase in vitro. Ils bloquent la réplication du VIH en culture cellulaire et sont 

dénués de cytotoxicité (D'Angelo et al., 2001). Ils ouvrent ainsi de nouvelles perspectives pour le 

développement d'antiviraux destinés au traitement du SIDA. 

Trois inhibiteurs existent en 2007 : le raltégravir, l'elvitégravir et le MK-2048. LA Commission 

européenne et l’Agence française de Sécurité sanitaire des Produits de Santé (AFSSAPS) viennent 

d’autoriser la mise sur le marché du raltégravir (Isentress®). 

 

5-1-8- Les molécules en développement clinique  

 

Inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse 

L’étravirine (TMC 125) et la rilpivirine (TMC 278) ont, par rapport aux INNTIs actuellement 

disponibles, une barrière génétique à la résistance augmentée et resteraient actives sur des souches 

présentant des mutations de résistance aux INNTIs (Boone, 2006 ; Vingerhoets et al., 2005). 

L’étravirine est évaluée en phase III et dans certains cas en association avec le darunavir (Boffito et 

al., 2007). La rilpivirine est en phase II et susceptible d’être administrée en une prise quotidienne. 

 

Inhibiteurs de protéase 

Le brécanavir (GW 640385) est un inhibiteur de protéase actif in vitro sur des souches virales 

résistantes à d’autres inhibiteurs de protéase (Hazen et al., 2007). Il est développé en administration 

biquotidienne avec du ritonavir. 

 

Inhibiteurs de la maturation 

Le PA-457 est le premier composé de cette classe en développement clinique (Salzwedel et al., 2007). 

Ce dérivé de l’acide bétulinique stoppe la maturation de la capside virale en bloquant la conversion du 

précurseur de la capside (p25) en protéine de la capside mature (p24), ce qui aboutit à la libération de 

particules virales immatures non infectieuses. La diminution de la charge virale en monothérapie à 200 

mg/j est de l’ordre de 1 log. 
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5-2- Pharmacologie des traitements antirétroviraux    

 

Le suivi thérapeutique pharmacologique occupe désormais une place importante dans le domaine de la 

recherche tant clinique que fondamentale. Plusieurs raisons plaident en faveur de la nécessité de telles 

études pharmacologiques (Azoulay et al., 2005):  

- le nombre grandissant d’antirétroviraux disponibles et les choix multiples de combinaisons qui 

en découlent 

- l’efficacité des antirétroviraux. Même si la survie et l’amélioration des conditions de vie des 

patients se sont grandement améliorées, de nombreuses études cliniques montrent que 50 % 

d’entre eux n’ont pas une charge virale en ARN satisfaisante (inférieure à 50 copies/mL).  

- la présence de nombreux effets secondaires indésirables  

 

Il existe une grande variabilité interindividuelle des concentrations plasmatiques et intracellulaires. 

L’uniformité des doses prescrites ne prend pas en compte les différences métaboliques observées d’un 

patient à l’autre. Le suivi thérapeutique pharmacologique, au travers des dosages plasmatiques et/ou 

intracellulaires, permet d’optimiser la posologie des antirétroviraux afin d’individualiser les 

traitements et de définir une relation adéquate entre la dose administrée et l’effet thérapeutique ou 

toxique.  

 

5-2-1- Les inhibiteurs de la transcriptase inverse (INITI, INtTI et INNTI) 

 

Les principaux paramètres pharmacologiques des inhibiteurs de la TI sont rassemblés dans le 

tableau 2.  

Les INTIs et les INNTIs sont rapidement absorbés au travers de la barrière gastro-intestinale. Leur 

biodisponibilité orale est en général bonne : elle varie de 60 à 90 %, excepté pour la didanosine (ddI) 

et le tenofovir. 

La concentration plasmatique maximale (Cmax) des INTIs est atteinte entre 0,5 et 2 heures après la 

prise. Ils se fixent peu sur les protéines plasmatiques et sont éliminés tels quels dans les urines, sauf la 

zidovudine (AZT) (Moore et al., 1995 ; Singlas et al., 1989) et l’abacavir (McDowell et al., 1999), 

éliminés en partie sous forme de glucuronides. 

La demi-vie intracellulaire des formes triphosphorylées est importante et nettement supérieure à celle 

des analogues nucléosidiques correspondants, présents dans le plasma ; par exemple 7 heures pour 

l’AZT-TP et la stavudine-TP (d4T-TP) (Becher et al., 2004) et 22 heures pour la lamivudine-TP (3TC-

TP) (Rodriguez et al., 2000). 
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Les INNTIs, métabolisés par les cytochromes hépatiques, ont la particularité d’avoir une demi-vie 

prolongée et une liaison aux protéines plasmatiques assez importante. Leur Cmax est atteinte environ 

3 heures après la prise. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 2 :   Principaux paramètres pharmacocinétiques des inhibiteurs de la transcriptase inverse (Azoulay 

et al., 2005) 

 

Concernant les INTIs, il ne semble pas y avoir de corrélation entre les formes phosphorylées 

intracellulaires et le nucléoside présent dans le plasma (Azoulay et al., 2005). Par contre, le dosage des 

formes triphosphorylées des INTIs pourrait être un bon marqueur de succès ou d’échec virologique. 

Par exemple, l’équipe d’Anderson a montré qu’un taux d’AZT triphosphate supérieur à 30 fmol/106 

cellules est prédictif d’une bonne réponse virale (charge virale inférieure à 50 copies/mL). Elle a 

également mis en évidence qu’une concentration supérieure à 7017 fmol/106 cellules de 3TC-TP était 

prédictive d’une réponse virale plus longue (Anderson et al., 2003). 

 

En ce qui concerne l’efavirenz, une étude a montré que l’échappement thérapeutique pouvait être lié à 

une concentration résiduelle (Cres) faible (< 1 µg/ml), tandis qu’à une Cres élevée (> 4 µg/ml) 

correspondrait des effets secondaires au niveau du système nerveux central (Marzolini et al., 2001). 

L’équipe de Brundage a pu montrer, chez 50 enfants, que la Cres de l’EFV au bout de 6 semaines de 

traitement était prédictive de la réponse virologique sur une année (Brundage et al., 2004).  

D’autres équipes ont pu montrer que le succès ou l’échec d’un traitement avec la névirapine (NVP) 

étaient associées à sa concentration plasmatique (Veldkamp et al., 2001 ; Duong et al., 2005). 

 

5-2-2- Les inhibiteurs de la protéase (IPs) 

 
Le tableau 3 regroupe les principaux paramètres pharmacologiques des inhibiteurs de la protéase.  

Les IPs sont rapidement métabolisés au niveau intestinal et hépatique, principalement par les 

cytochromes P450 (CYP) 3A4 (Huang et al., 2001), mais aussi par les CYP3D6 et CYP2C9 (Moyle et 
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Back, 2001). De ce fait, la biodisponibilité des IPs, notamment du saquinavir (SQV) et du lopinavir 

(LPV), est inférieure à celle des INTIs et des INNTIs.  

Par ailleurs, des modulations de l’activité de CYP3A4 peuvent induire de grandes différences. Ainsi, 

l’administration de molécules stimulant l’activité des CYP3A4 diminue la concentration plasmatique 

d’IPs tandis que des molécules inhibitrices de cette même activité ont un effet inverse (Acosta, 2002). 

La plupart des IPs inhibent à des degrés divers l’activité de l’isoenzyme CYP3A4. Le ritonavir s’est 

révélé être un puissant inhibiteur des CYP 3A4 et CYP 2D6 et dans une moindre mesure des CYP 

2C9/10 (Kumar et al., 1996). Il est depuis administré à faible dose en combinaison avec les autres IPs 

afin d’augmenter leur demi-vie en diminuant leur élimination hépatique par les cytochromes (Condra 

et al., 2000 ; Kempf et al., 1997). On parle alors de régime « boosté ».   

 

De plus, contrairement aux INTIs, les IPs, excepté l’indinavir (IDV), sont fortement liés (90-99 %) 

aux protéines plasmatiques, principalement l’albumine et les acides α-1-glycoprotéiques (Owen et 

Khoo, 2004 ; Anderson et al., 2000 ; Jones et al., 2001-b). La concentration de ces glycoprotéines peut 

varier considérablement en réponse aux différents épisodes inflammatoires liés à l’infection par le 

VIH. Elle est dépendante de l’ethnie, du poids, de l’âge des individus et même du moment de la prise 

dans la journée.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 3 :   Principaux paramètres pharmacocinétiques des inhibiteurs de la protéase (Azoulay et al., 2005) 

 

En ce qui concerne les concentrations intracellulaires, dans les lignées lymphoblastiques, 

l’hydrophobicité des IPs est partiellement responsable du degré variable de leur accumulation dans ces 

cellules : nelfinavir > saquinavir > lopinavir > ritonavir > indinavir (Jones et al., 2001-c). Les 

mécanismes d’entrée ne sont pas connus, mais il est possible que le caractère lipophile des IPs 

permette une diffusion passive à travers les membranes cellulaires. 

La pénétration, l’accumulation mais aussi l’efflux des IPs influencent leurs concentrations 

intracellulaires. Nous développerons le rôle et l’importance de ces transporteurs dans l’efflux des 

antirétroviraux dans le chapitre 3 de l’Introduction Générale.  
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Le dosage plasmatique des IPs semble être un marqueur intéressant du succès ou de l’échec 

virologqiue (Breilh et al., 2004 ; Gatti et al., 2002 ; Dumon et al., 2000 ; Burger et al., 1998 ; 

Anderson et al., 2002-a ; Pellegrin et al., 2002), ainsi que de la présence d’effets secondaires 

(Gutierrez et al., 2003 ; Gutierrez et al., 2004).  

 

5-3- Les polychimiothérapies antirétrovirales   

 
Aujourd’hui des multithérapies, traitements antirétroviraux hautement actifs (Highly Active 

Antiretroviral Therapy, HAART) sont utilisées par les cliniciens. L'utilisation de plusieurs 

médicaments de plus en plus puissants est motivée par les capacités du virus à muter et créer des 

résistances face aux diverses molécules qui perdent alors de leur efficacité. En effet lors de la 

transcription de l'ARN viral en ADN, la transcriptase commet des erreurs créant ainsi des virus 

mutants, certaines mutations entraînant une baisse de la sensibilité du virus aux médicaments 

(Bakhanashvili et al., 1996). Le virus se multipliant jusqu'à plusieurs milliards de fois dans 

l'organisme chaque jour, le rôle des multithérapies est notamment de réduire considérablement et si 

possible rapidement cette multiplication, limitant ainsi également les possibilités de mutation virale et 

les phénomènes de résistance. 

 

L’utilisation de ces associations médicamenteuses lors d’un premier traitement antirétroviral, permet 

de rendre la charge virale plasmatique indétectable en moins de 3 mois, chez 80% des patients traités. 

Pour un premier traitement antirétroviral, il convient de recourir à une association de trois 

antirétroviraux (trithérapie), en faisant appel à l’un des schémas suivants (tableau 2) : 

- 2 inhibiteurs nucléosidiques ou nucléotidiques de la transcriptase inverse (INTIs) + 1 

inhibiteur de la protéase (IP) ou 2 INTIs + 1 inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase 

inverse (INNTI) (schéma privilégié) 

- 3 INTIs : l’association zidovudine + lamivudine + abacavir est généralement prescrite ; elle 

doit être réservée aux seuls patients ayant une charge virale inférieure à 100 000 copies/ml, 

ayant une contre-indication à une trithérapie avec IP ou INNTI (par exemple, co-prescription 

d’un traitement antituberculeux contenant de la rifampicine) 

Il existe de nombreuses options validées en termes d’efficacité viro-immunologique. Dans le choix 

d’un premier traitement antirétroviral, il faut maintenant prendre en compte d’autres éléments, tels que 

la tolérance immédiate, la tolérance à long terme, la simplicité de prise et les conséquences d’un échec 

sur les options ultérieures (Rapport « Prise en charge médicale des personnes infectées par le VIH », 

sous la direction du Pr P. Yeni, 2006).  
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 +

AZT Fos-APV
ou ou 
TFV 3TC EFV IDV
ou  + ou  + ou ou ou  + RTV
ddI FTC NVP LPV
ou ou 

ABC ATV
ou 

NFV 
ou 

TPV

3 INTIs 

2 INTIs 1 INNTI ou 1 IP "boosté"

AZT + 3TC + ABC

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 4 :  Exemples d’associations recommandées pour un premier traitement antirétroviral  

 

Les traitements de deuxième ou troisième intention sont proposés en fonction de leur efficacité, après 

évaluation à l’aide de tests génotypiques de résistance, afin de s’assurer de l’absence de résistance 

croisée entre les médicaments précédemment prescrits et la nouvelle association.  

Enfin, l’interruption thérapeutique peut être envisageable chez des patients souffrant d’effets 

indésirables importants associés à une excellente réponse virologique et immunologique (charge virale 

indétectable et nombre de CD4 supérieur à 400-500/mm3). Cette interruption est éventuellement 

précédée ou entretenue par une immunothérapie qui permet de stimuler la réponse immunitaire dans le 

cadre de la recherche clinique (Imami et al., 2002).  
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Chapitre 2 

Echappement thérapeutique 

 
 
 
L’échec thérapeutique regroupe des situations très diverses, qu’il s’agisse d’un échec virologique 

résultant d’une réplication virale persistante sous traitement, d’un échec immunologique avec 

persistance d’un déficit immunitaire ou d’un échec clinique qui associe habituellement un échec 

virologique et une détérioration immunitaire. Actuellement, 5 à 6 % des patients infectés par le VIH-1 

et bénéficiant d’un traitement antirétroviral, sont en échec thérapeutique sévère, défini par une charge 

virale > 30 000 copies/ml et des lymphocytes CD4 < 200/mm3 (Rapport 2004 du Pr Delfraissy). 

 

L’échec virologique constitue la situation la plus fréquente. Il pourrait être défini, au sens strict du 

terme, comme toute valeur de la charge virale plasmatique au-dessus du seuil de détection. En 

pratique, l’échec virologique est classé en fonction du niveau de charge virale (CV).  

- Échec virologique minime : CV < à 5 000 copies/ml 

- Échec virologique modéré : CV comprise entre 5 000 et 30 000 copies/ml 

- Échec virologique majeur : CV > à 30 000 copies/ml 

En règle générale, l’échec virologique résulte d’une inhibition sub-optimale de la réplication virale 

pouvant être liée : 

- à une concentration plasmatique ou intracellulaire insuffisante de(s) molécule(s) antirétrovirale(s) 

le plus souvent par défaut d’observance, parfois en raison de posologies inadaptées, d’interactions 

médicamenteuses, de l’activité de systèmes actifs d’efflux   

- à l’existence de mutations de résistance vis-à-vis d’une ou de plusieurs molécules antirétrovirales  

Les mécanismes qui conduisent à l’échec virologique sont d’origine multifactorielle et le plus souvent 

évolutifs dans le temps. Au début d’un traitement, c’est le plus souvent un défaut d’observance qui 

conduit à la persistance d’une réplication virale, puis s’installent progressivement des mutations de 

résistance qui vont ultérieurement réduire l’efficacité antivirale des molécules. Toutes les classes 

d’antirétroviraux ne sont pas comparables en termes d’induction de résistance. Lors de la réplication, 

la résistance survient très rapidement avec des molécules comme le 3TC dans la classe des inhibiteurs 

nucléosidiques de la transcriptase inverse ou avec les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase 

inverse (Efavirenz, Nevirapine) (Clavel et Hance, 2004). 

 

L’échec immunologique est défini par l’absence d’augmentation des lymphocytes CD4 malgré un 

traitement antirétroviral efficace depuis au moins 6 mois. Celui-ci s’observe plus fréquemment chez 
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les patients dont le taux de lymphocytes CD4 était initialement bas. Cet échec immunologique peut 

s’accompagner d’un succès virologique (charge virale indétectable) ou d’un échec virologique 

(Katlama et al., 2002).  

 

L’échec clinique se caractérise par la survenue de manifestations cliniques, témoin de la progression 

de la maladie (symptômes liés au VIH, nouvelle infection opportuniste ou rechute d’une infection 

préexistante, survenue de tumeurs). Habituellement, cet échec clinique s’accompagne d’un échec 

immuno-virologique (lymphocytes CD4 effondrés et charge virale élevée). Cependant, un lymphome 

ou une maladie de Hodgkin, une maladie de Kaposi peuvent survenir chez un patient bien contrôlé au 

plan virologique et dont le niveau immunitaire est satisfaisant (CD4 > 300/mm3).  

 

 

1-  Observance au traitement antirétroviral 

 
Une observance très stricte au traitement antirétroviral est nécessaire pour supprimer la réplication 

virale de façon durable et éviter l’apparition de souches virales résistantes (Bangsberg et al., 2003). 

Cependant, la lourdeur et la complexité des traitements, ainsi que les nombreux effets secondaires 

conduisent parfois à une mauvaise observance, voir même à l’abandon des traitements par les patients. 

L’apparition des traitements à un comprimé en une seule prise quotidienne va permettre d’améliorer 

cette observance, et montre déjà des effets bénéfiques.  

Les principaux effets secondaires actuellement identifiés sont :  

- le syndrome de lipodystrophie et ses conséquences probables sur le système cardiovasculaire, 

mettant principalement en cause les IPs et dans une moindre mesure les INTIs (notamment la 

d4T) 

- les atteintes mitochondriales, exposant au risque d’acidose lactique, qui sont associées à 

l’administration des INTIs 

- la dyslipidémie, l’intolérance au glucose, l’hépatite, la neuropathie périphérique, la 

néphrolithiase… 

 

 

2- Résistance aux antirétroviraux 

  

La résistance aux antirétroviraux est liée à la sélection de quasi-espèces virales comportant des 

mutations dans les gènes des protéines virales (gp41, transcriptase inverse, protéase du VIH-1…) 

lorsque la réplication virale persiste en présence de l’antirétroviral (Menendez-Arias, 2002). La 

sélection de mutations de résistance dépend de facteurs pharmacologiques (concentrations sub-
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thérapeutiques d’antirétroviral, interactions médicamenteuses), de la puissance du traitement antiviral, 

et de la « barrière génétique » du virus vis-à-vis des différents antirétroviraux, c’est-à-dire du nombre 

de mutations virales requises pour que le virus devienne résistant (Blaise et al., 2002 ; Young et al., 

1998).  

Le risque de sélectionner des mutations de résistance diffère selon les antirétroviraux, même à 

l’intérieur d’une même classe. Les mutations diminuent la sensibilité aux antirétroviraux par des 

mécanismes différents selon les classes et même selon l’antirétroviral dans une même classe (Clavel et 

Hance, 2004 ; Hirsch et al., 2003).  

 

2-1- Résistance aux inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques de la transcriptase inverse  

 
Deux mécanismes différents sont impliqués dans la résistance aux inhibiteurs nucléosiques (INTIs) et 

nucléotidiques (INtTIs). 

La diminution d’incorporation des nucléosides ou nucléotides artificiels au profit de nucléotides 

naturels est observée avec certaines mutations.  En particulier, la mutation M184V (la méthionine au 

codon 184 de la transcriptase inverse (TI) est remplacée par une valine) sélectionnée par la lamivudine 

(3TC) et l’emtricitabine (Borroto-Esoda et al., 2007). La méthionine 184 est située dans le site 

catalytique de la TI et son remplacement par une valine interfère avec le positionnement de la 3TC 

(Gao et al., 2000).  

L’excision de l’analogue nucléosidique déjà incorporé est conférée par les mutations appelées TAMs 

(thymidine analog mutations). Elles sont sélectionnées par les analogues de la thymidine, AZT et d4T, 

et comprenant : M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F et K219Q/E (Mouroux et al., 2000). Les 

TAMs sont responsables d’une résistance à l’ensemble des inhibiteurs nucléosidiques sauf la 3TC. 

Cette résistance croisée est variable en fonction du nombre de TAMs et de l’inhibiteur (Whitcomb et 

al., 2003). Par ailleurs, les mutations K70R et K219Q/E ont moins d’impact que les quatre autres dans 

cette résistance croisée. La mutation M184V, en présence de TAMs, augmente la résistance in vivo à 

l’abacavir et n’a pas d’impact sur le ténofovir ni sur la didanosine (White et al., 2002 ; Marcelin et al., 

2003) (figure 13-A). 

 

2-2- Résistance aux inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse  

 

Ces molécules bloquent la TI en se fixant au niveau d’une poche hydrophobique étroite et proche du 

site actif de l’enzyme (figure 13-B). Une seule mutation à ce niveau va entraîner une résistance de haut 

niveau à l’ensemble des molécules de cette classe. Chez un patient échappant à un inhibiteur non 

nucléosidique de la transcriptase inverse (INNTI), tous les composés de cette classe perdent 

définitivement leur activité. Par exemple, la delavirdine sélectionne in vitro la mutation P236L qui 
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confère une sensibilité accrue à touts les autres INNTIs (Dueweke et al., 1993). Des INNTIs de 

deuxième génération (tel TMC 125) sont en cours d’évaluation mais il est encore trop tôt pour savoir 

s’ils seront actifs quand les patients ont déjà échappé à un composé de la première génération. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 :  Structure cristallographique de la transcriptase inverse du VIH-1 complexée à une molécule 

d’ADN double brin (brin néosynthétisé en rouge et bri matrice en blanc) et un dTTP 

(deoxythymidine-5’-triphosphate, sphères jaunes). Les sous unités p66 (orange) et p51 (vert) de 

la TI sont sous forme de rubans. Les acides aminés impliqués dans la résistance aux analogues 

nucléosidiques sont représentés par des sphères magenta dans la figure A ; ceux impliqués 

dans la résistance aux analogues non nucléosidiques par des sphères bleues dans la figure B 

(Menendez-Arias, 2002). 

 

 

2-3- Résistance aux inhibiteurs de la protéase  

 
La résistance aux inhibiteurs de la protéase (IPs) est liée à des mutations situées au niveau ou à 

distance du site actif de cette enzyme (figure 14) (Ala et al., 1997). Typiquement, la résistance aux IPs 

est un phénomène graduel avec accumulation progressive de mutations. Les mutations les plus 

communément observées sont les mutations L90M, L10I et V82A/T/F (Young et al., 1998). Il existe 

des mutations primaires sélectionnées en premier lors d’un échappement, très souvent situées au 

niveau du site actif de l’enzyme, et les mutations secondaires qui viendront s’accumuler pour renforcer 

la résistance (Menendez-Arias, 2002). Certaines de ces mutations primaires sont spécifiques d’un IP ; 

c’est le cas de la mutation D30N sélectionnée uniquement par le nelfinavir et qui n’entraîne pas de 

résistance croisée vis-à-vis des autres IP (mais 30% des patients échappant à cet IP ont un virus 
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porteur de la mutation L90M impliquée dans la résistance à de nombreux IPs) (Sugiura et al., 2002). 

C’est le cas aussi de la mutation I50V sélectionnée par l’amprénavir qui peut contribuer à la résistance 

au lopinavir (Prado et al., 2002). L’atazanavir sélectionne chez des patients naïfs la mutation I50L qui, 

in vitro, n’entraîne pas de résistance croisée (Colonno et al., 2004 ; Pellegrin et al., 2006). Par contre 

chez des patients ayant déjà reçu d’autres IPs, d’autres mutations vont être sélectionnées par 

l’atazanavir, en particulier la mutation I84V responsable de résistance croisée (Gong et al., 2000). Les 

autres IPs sélectionnent des mutations responsables de résistance croisée, en particulier les mutations 

V82A/F/S/T, I84V/A et L90M qui, lorsqu’elles sont associées, rendent difficiles le choix d’un 

traitement de relais (Mo et al., 2007). Cependant, des résultats récents montrent clairement qu’il existe 

une grande différence entre les IPs potentialisés par le ritonavir, dont la barrière génétique est élevée, 

et les IPs non potentialisés, en termes de taux de sélection de mutations de résistance chez les patients 

naïfs d’antirétroviraux. Les échappements aux IPs non potentialisés s’accompagnent dans un certains 

nombre de cas de sélection de mutations de résistance (50% des cas avec le nelfinavir, 16% des cas 

avec l’atazanavir). En revanche, les échappements aux IPs potentialisés qui ont pu être analysés chez 

les patients naïfs sous lopinavir/ritonavir et sous fosamprénavir/ritonavir ne s’accompagnent d’aucune 

sélection de mutation dans la protéase (Kempf et al., 2004). Parmi les nouveaux IPs, le tipranavir 

semble sélectionner, chez les patients prétraités, les mutations L10I/V, K20M/L/T, L33I/F/V, M46I, 

I54V, V82L/T, I84V qui sont des mutations impliquées et sélectionnées par beaucoup d’autres IPs 

(Muzammil et al., 2007). In vitro, le TMC 114 sélectionne les mutations R41T et K70E dans la 

protéase. Ces mutations ne sont habituellement pas sélectionnées par les autres IPs (De Meyer et al., 

2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 :   Structure cristallographique de la protéase du VIH-1 complexée à un inhibiteur (sphères 

rouges). Les deux sous-unités de la protéase sont représentées par des rubans jaunes et verts. 

Les sphères vertes et jaunes représentent les acides aminés impliqués dans l’acquisition de 

résistance. Les résides 63 et 71, à l’extérieur du site de liaison, ont un rôle secondaire dans la 

résistance aux antirétroviraux (Menendez-Arias, 2002). 
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2-4- Resistance aux inhibiteurs de fusion 

 

La résistance au T20, inhibiteur de fusion, est associée à des changements des acides aminés 36 à 45 

du domaine HR1 de la protéine virale gp41 (Miller et al., 2004 ; Carmona et al., 2005). Certaines 

équipes ont également décrit des mutations dans le domaine HR2, voire dans la protéine gp120, qui in 

vitro semblent liées à la résistance au T20 (Jenwitheesuk et Samudrala, 2005). Il n’existe pas de 

résistance croisée entre le T20 et d’autres inhibiteurs d’entrée tels que les inhibiteurs de CCR5, 

CXCR4. 

 

 

3- Les réservoirs viraux  

 

Après l’arrêt des thérapies hautement actives (HAART) chez les patients infectés par le VIH, le virus 

réapparait très rapidement. Cette réémergence indiquerait l’existence de réservoirs viraux dans 

l’organisme des patients. Ces réservoirs représentent donc une barrière majeure à l’éradication du 

virus, en permettant une réalimentation rapide de l’organisme en virus circulants après l’arrêt de 

traitement. 

La notion de réservoir peut être envisagée à deux niveaux, au niveau cellulaire, de par la capacité du 

virus à infecter les cellules de façon latente ; et au niveau tissulaire, en raison de sites anatomiques 

isolés du reste de l’organisme.  

 

3-1- Les réservoirs cellulaires 

 

Deux catégories de latence du HIV ont été décrites, suivant si le virus a intégré ou non le génome de la 

cellule hôte. Ce sont les latences pré-intégrative et post-intégrative (figure 15).   
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Figure 15 :   L’état d’activation des lymphocytes T influence l’état de latence du VIH (latence pré- ou post-

intégrative)  

(a) Infection des lymphocytes T inactivés : Latence pré-intégrative, le provirus labile reste dans 

le cytoplasme et ne s’intègre pas 

(b) Infection des lymphocytes T activés : Intégration du provirus dans le génome de la cellule 

hôte et infection active avec production de nouveaux virions 

(c) Infection de lymphocytes T en attente d’activation : Latence post-intégrative, reverse 

transcription et intégration  du provirus, mais pas d’expression des gènes viraux  

(D’après Williams et Greene, 2007) 

 
La latence pré-intégrative est en général observée dans les cellules quiescentes, inactivées (Zack et al., 

1990). Cet état latent est caractérisé par une transcription inverse incomplète, conséquence du nombre 

insuffisant de nucléotides dans ces cellules (Zack et al., 1990 ; Zack et al., 1992 ; Stevenson et al., 

1990), de l’activité de la désoxycytidine désaminase antirétrovirale, APOBEC3G (sous sa forme à 

faible masse moléculaire) (Chiu et al., 2005), ainsi que du manque d’ATP nécessaire à l’entrée du 

provirus dans le noyau (Chiu et al., 2005 ; Bukrinsky et al., 1991). Cependant, de par sa nature labile, 

la latence pré-intégrative n’apparaît pas aussi importante du point de vue clinique que la latence post-

intégrative. La demi-vie de cet ARN viral rétro-transcrit incomplet est d’environ un jour (Zhou et al., 

2005). Ainsi les lymphocytes T quiescents peuvent servir de réservoir viral latent en maintenant le 

virus sous une forme pré-intégrative jusqu’à leur activation.  

Les mécanismes de latence post-intégrative sont moins clairs. Dans ce cas, la latence se définit comme 

un état transcriptionnel du provirus intégré. Probablement dû à son état défectueux, le provirus est à 
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l’état quiescent quelque soit l’état d’activation de la cellule, il s’agit de la latence absolue (Butera, 

2000). Cependant, dans certains cas, le provirus intégré est seulement considéré comme « dormant » 

du point de vue transcriptionnel, jusqu’à ce que la cellule soit activée (Folks et al., 1987 ; Clouse et 

al., 1989). Cet état est alors appelé latence microbiologique. Après activation virale, le cycle se 

termine par la production de nouveaux virions. C’est cette forme de latence qui constitue un obstacle à 

l’éradication du virus et qui est au premier plan des recherches cliniques et thérapeutiques.  

 

Les lymphocytes CD4+ mémoires sont considérés comme le principal réservoir de virus dans 

l’organisme (Blankson et al., 2002 ; Finzi et Siliciano, 1998). La demi-vie de ces cellules est longue 

(44 mois) (Noë et al., 2005). Ce sont des cellules quiescentes T CD41, comprenant un virus 

fonctionnel (compétent pour la réplication, Chun et Fauci, 1999), ce qui correspond à seulement 103 à 

107 cellules dans l’organisme (Chun et al., 1997). La latence virale dans les cellules quiescentes 

s’établit très tôt lors de l’infection à VIH, pendant la primo-infection, quand la virémie et le taux de 

lymphocytes CD4+ activés sont nombreux (Chun et al., 1998).  

Certaines études ont montré que les macrophages sont une cible de la réplication virale, et donc un 

réservoir important du VIH. Ces données se sont basées sur les connaissances des autres infections à 

lentivirus (Gendelman et al., 1985 ; Meltzer et Gendelman, 1992). Le fait que les macrophages dérivés 

de monocytes et les macrophages tissulaires puissent être infectés in vitro, qu’ils aient une longue 

espérance de vie et qu’ils ne soient pas sensibles aux effets cytopathiques du VIH-1, supporte l’idée de 

leur rôle de réservoir viral (Crowe et Sonza, 2000).  

Dans le cerveau, la microglie qui exprime à la fois CCR5 et CCR3, peut être infectée par le VIH-1 et a 

une longue demi-vie (Ghorpade et al., 1998). D’autres cellules à longue demi-vie comme les cellules 

dendritiques peuvent aussi être infectées et servir de réservoir viral (Hanly et Petito, 1998). Elles 

participent à la réplication virale de deux manières : par infection directe et production de virus mais 

aussi par la captation à la surface de leur membrane de virus qu’elles pourront relâcher et transmettre 

par la suite aux lymphocytes T CD4+. Elles sont présentes dans les organes lymphoïdes comme la rate 

et les ganglions lymphatiques. 

Les macrophages et les cellules dendritiques jouent donc plutôt un rôle dans la diffusion du virus. 

Elles relâchent des particules virales et favorisent ainsi une transmission de cellules à cellules au sein 

de différents organes en fonction de leur localisation.  

Les lymphocytes T CD4+ sont, eux,  responsables du maintien à très long terme du virus au sein du 

patient.  
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Figure 16 :   Temps de demi-vie des différents réservoirs cellulaires (jours). 

 

 

3-2- Les réservoirs anatomiques 

 

Les sanctuaires anatomiques sont des réservoirs d’agents pathogènes qui se révèlent peu accessibles 

aux substances anti-infectieuses. Ces compartiments profonds correspondent aux organes protégés de 

la circulation systémique par des barrières physiologiques, comme le cerveau et l’appareil génital 

mâle, voire le système lymphoïde (Shrager et D’Souza, 1998). Les ganglions lymphatiques jouent un 

rôle essentiel dans la pathogénèse du VIH-1 (Cavert et al., 1997 ; Tenner-Racz et al., 1998) et 

fournissent un environnement propice à la réplication virale (Rieckmann et al., 1991). Le tractus 

génital mâle est considéré comme réservoir viral, de part le manque de corrélation de la charge virale, 

du génotype et du phénotype des souches virales entre la circulation sanguine et le liquide séminal 

(Coombs et al., 1998).  

D'autres organes comme les glandes salivaires, la prostate, le rein ont aussi bénéficié du qualificatif de 

réservoir mais les arguments avancés pour affirmer qu'il existe, dans ces sites, une population virale 

autonome, distincte de celle présente dans la circulation générale, ont été contestés (Smith et al., 

2004 ; Winston et al., 2001). 

Nous allons nous attarder un peu plus sur le système nerveux central, réservoir anatomique séparé de 

la circulation systémique par la barrière hémato-encéphalique.  
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3-3- Le système nerveux central (SNC) et la barrière hémato-encéphalique (BHE) 

 

3-3-1- Historique des recherches 

 

Les connaissances actuelles sur la barrière hémato-encéphalique sont le résultat de 120 ans de 

recherche intense (figure 17). Les premières expériences reviennent à Paul Ehrlich, qui en 1885, 

observa que des sondes hydrophiles injectés dans la circulation périphérique ne coloraient pas le 

cerveau. Ehrlich interpréta ces résultats comme un manque d’affinité de la sonde pour le système 

nerveux central. Par la suite, les travaux d’Edwin E. Goldman ont montré qu’en injectant ces colorants 

directement dans le liquide céphalo-rachidien, seul le cerveau était coloré. Le concept de barrière 

hémato-encéphalique vasculaire était né, et c’est Lewandowsky qui lui donna son nom en 1900. 

Pendant des années, cette barrière a été sujet à controverse et ce n’est qu’en 1967, que la microscopie 

électronique a permis de démontrer que c’est l’endothélium des capillaires cérébraux qui constitue la 

BHE (Reese et Karnovsky, 1967 ; Brightman et Reese, 1969). En 1969, Siakotos et al. ont réussi à 

isoler des capillaires cérébraux (Siakotos et Rouser., 1969). Betz et al. ont, eux, isolé des cellules 

endothéliales de capillaires cérébraux et ont réussi à créer un modèle in vitro de barrière hémato-

encéphalique (Betz et al., 1980). Depuis, de nombreux modèles in vivo, ex vivo et in vitro ont été 

utilisés en recherche fondamentale et en criblage industriel de médicaments, principalement dans le 

but d’augmenter la délivrance de médicaments au cerveau (Abbott et al., 1992 ; Pardridge et al., 

1990 ; Miller et al., 2000 ; Mégard et al., 2002 ; Josserand et al., 2006). La compréhension des 

mécanismes moléculaires du développement de la BHE, de sa fonction et de sa régulation, ont fait 

l’objet de nombreuses recherches (Grant et al., 1998 ; Risau et Wolburg, 1990 ; Staddon et al., 1995). 

Cependant, même aujourd’hui, à l’aire de la génomique et de la protéomique, franchir la BHE pour 

traiter les maladies du système nerveux central, reste un défi. 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 :   Historique des recherches sur la barrière hémato-encéphalique (Anita HARTZ, 2005) 
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3-3-2- Fonction physiologique 

 
La BHE est un endothélium de capillaire cérébral entre le sang et le cerveau. Ses fonctions principales 

sont de protéger le cerveau et de maintenir l’homéostasie cérébrale. Elle prévient l’entrée dans le 

cerveau de composés endogènes ou exogènes potentiellement neurotoxiques, incluant un grand 

nombre de médicaments contre les maladies du SNC (Banks, 1999). Cependant, ce n’est pas 

seulement une barrière physique et mécanique, c’est aussi une interface hautement active, dynamique 

et sélective. Elle régule les échanges de composés entre le sang et le cerveau (Begley et Brightman, 

2003). Par exemple, elle permet d’approvisionner le cerveau en glucose, acides aminés et autres 

nutriments, et en même temps d’en éliminer les déchets métaboliques. En contrôlant les échanges 

entre le sang et le SNC, la BHE assure également le maintient de l’homéostasie cérébrale (pression 

osmotique constante), indispensable au bon fonctionnement des neurones (Drewes, 1999). En effet, les 

transmissions synaptiques entre les neurones nécessitent un milieu extracellulaire exceptionnellement 

stable. Toutes ces caractéristiques font de la BHE à la fois un organe extrêmement complexe, et un 

sujet de recherche passionnant.  

 

3-3-3- Un réseau microvasculaire 

 
Les capillaires cérébraux (microvaisseaux) sont la base structurale de la BHE. Avec un diamètre de 3 à 

7 µm, ce sont les plus petits vaisseaux du système vasculaire (figure 18-C) (Rodriguez-Baeza et al., 

2003). La BHE humaine comprend environ 100 milliards de capillaires formant un énorme réseau 

microvasculaire (figure 18-A). De part la haute densité vasculaire du cerveau, les capillaires isolés ne 

sont qu’à une distance de 40 µm les uns des autres, distance permettant à de petites molécules de 

diffuser en une seconde (figure 18-B). De plus, ceci assure que chaque neurone soit alimenté par son 

propre capillaire. Malgré ce nombre élevé de capillaires, ils n’occupent que 0.1% du volume cérébral, 

soit 1 ml dans un cerveau adulte de 1200 à 1400 g (Pardridge, 2003).  
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Figure 18 :  Microvaisseaux cérébraux  

A- Moule en latex du réseau microvasculaire d’un cerveau humain adulte (Zlokovic et Apuzzo, 

1998) 

B- Cortex cérébral humain en microscopie électronique (Rodriguez-Baeza et al., 2003) : (1) 

vaisseau ; (2) grosse artère ; (3) artère moyenne ; (4) zone capillaire superficielle ; (5) zone 

capillaire moyenne ; (6) zone capillaire profonde 

C- Capillaire isolé de cerveau de rat en imagerie à contraste de phase  

 

 

3-3-4- Morphologie des capillaires cérébraux 

 

Les microvaisseaux cérébraux de la BHE sont constitués de cellules endothéliales. Ce sont des cellules 

polarisées, avec une membrane apicale (luminale) du côté du sang et une membrane baso-latérale 

(abluminale) du côté du cerveau (Betz et al., 1980). Morphologiquement, ce sont des cellules à la fois 

longues et fuselées, mais aussi plates et minces avec seulement 300 nm d’espace cytoplasmique entre 

les membranes luminale et abluminale (Pardridge, 2003). Elles sont entourées d’une membrane basale 

composée de collagène et de protéines, qui apporte un support externe (Goldstein et Betz, 1983). A la 

base de cette membrane, des péricytes, des astrocytes et des neurones sont en contact avec les cellules 

endothéliales (figure 19). Aujourd’hui, c’est l’ensemble de ces 4 cellules, appelé « unité 

neurovasculaire », qui est responsable de la régulation du flux sanguin et de la fonction de barrière 

(Begley, 2004). Les cellules endothéliales cérébrales sont étroitement liées entre elles par des 

complexes jonctionnels, composés de jonctions serrées et de jonctions adhérentes. Ces complexes 

scellent l’espace inter-endothélial et créent un endothélium imperméable qui restreint les échanges de 

solutés par diffusion libre (Nag, 2003). De plus, ces cellules endothéliales montrent une faible activité 

de pinocytose et ne présente pas de fissure intercellulaire. Cependant, elles contiennent un nombre 

important de mitochondries afin de fournir l’énergie nécessaire à des processus actifs, tels que le 

métabolisme ou l’efflux ATP-dépendant (Goldstein et Betz, 1983).  
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Figure 19 :   Morphologie des capillaires cérébraux  

Les cellules endothéliales sont entourées d’une membrane basale, de pieds astrocytaires et de 

péricytes. L’espace inter-endothélial est scellé par des jonctions serrées.  

 

 

3-3-5- Les complexes jonctionnels 

 

Les jonctions serrées  

Depuis la fin des années 60, les jonctions serrées ont été identifiées comme un élément crucial de la 

fonction de le BHE (Reese et Karnovsky, 1967 ; Brightman et Reese, 1969). Elles sont localisées dans 

la partie apicale de la membrane plasmique des cellules. Elles scellent l’espace entre deux cellules 

endothéliales adjacentes, et donc empêchent la diffusion paracellulaire et permettent seulement le 

passage de l’eau, d’ions et de molécules de taille inférieure à 0.2 nm. Elles sont composées d’une 

combinaison de protéines transmembranaires et cytoplasmiques reliées au cytosquelette d’actine 

(figure 20).  

 

Au moins 3 types de protéines transmembranaires seraient présents au niveau des jonctions serrées : 

l’occludine, les claudines et les molécules jonctionnelles d’adhésion (JAMs).  

L’occludine (la première à avoir été isolée, Furuse et al., 1993) est une protéine de 60 kDa à 4 

segments transmembranaires dont les 2 extrémités sont intracellulaires (Balda et al., 2000). 

Contrairement aux jonctions serrées des tissus périphériques, l’occludine est retrouvée à de fortes 

concentrations dans la BHE (Hirase et al., 1997). Elles semblent avoir un rôle dans la résistance 

électrique de la BHE et dans la fonctionnalité des jonctions serrées (Tsukita et Furuse, 2000). 

Les claudines, elles, semblent avoir un rôle important dans la formation des jonctions serrées. La 

claudine-5 serait la principale claudine exprimée au niveau de la BHE (Morita et al., 1999). Il s’agit de 
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petites protéines de 20 kDa, qui possèdent 4 segments transmembranaires. Elles s’organisent en 

dimères et se lient aux claudines homotypiques des cellules adjacentes. 

Les domaines extracellulaires des claudines et de l’occludine constitueraient une première barrière à la 

diffusion paracellulaire, en s’organisant en pores aqueux de perméabilité variable (Tsukita et al., 

2001). 

Les JAMs appartiennent à la superfamille des immunoglobulines. Ce sont des protéines de 40 kDa 

constituées d’un segment transmembranaire et de 2 boucles immunoglobuline-like dans leur domaine 

extracellulaire. Les JAMs sont impliquées dans l’adhésion cellule-cellule et contribuent à la régulation 

de la perméabilité ainsi qu’à l’extravasation des monocytes (Martin-Padura et al., 1998). 

 

Les protéines cytoplasmiques auxiliaires incluent les protéines de la Zonula Occludens (ZO 1, 2 et 3) 

qui forment la plaque submembranaire des jonctions serrées. Ces trois protéines appartiennent à la 

famille des MAGUKs (membrane-associated guanylate kinase) qui sont impliquées dans la 

transduction de signaux (Anderson, 1996). Elles sont reliées aux extrémités C-terminales des claudines 

et de l’occludine (Itoh et al., 1999 ; Petty et Lo, 2002). Le cytosquelette d’actine est relié aux 

extrémités C-terminales de ZO-1 et ZO-2 (Itoh et al., 1999). 

La 7H6 est une phosphoprotéine de 155 kDa qui pourrait participer au contrôle de la perméabilité 

paracellulaire.  

La cinguline, une phosphoprotéine de 140 à 160 kDa, est aussi localisée à la face cytoplasmique des 

jonctions serrées. Elle servirait de lien entre la plaque protéique et le cytosquelette. 

 

Les protéines de régulation incluent les protéines G, les aPKC (atypical isoforms of protein kinase C), 

la symplektine, qui sont impliquées dans la signalisation en provenance et vers les jonctions serrées 

(Matter et Balda, 2003 ; Wolburg et Lippoldt, 2002).  

D’une part, la composition et la structure du complexe jonctionnel garantissent une barrière étroite, 

mais ce complexe permet également une régulation rapide des propriétés de la barrière qui maintient 

l’intégrité structurale et donc la protection du SNC (Kniesel et Wolburg, 2000). Cependant, dans des 

conditions pathologiques, les jonctions serrées peuvent être perturbées, menant alors à de sévères 

dommages cérébraux et une perte de fonction neuronale (Huber et al., 2001).  

 

Les jonctions adhérentes 

Les jonctions adhérentes forment une ceinture continue qui permet le maintient des cellules voisines 

les unes aux autres. Elles sont composées de glycoprotéines transmembranaires de la superfamille des 

cadhérines qui sont des récepteurs Ca2+-dépendants formant des complexes homotypiques avec les 

cellules adjacentes (Steinberg et McNutt, 1999). Ces glycoprotéines sont reliées au cytosquelette par 

des protéines d’ancrage cytoplasmiques : la β-caténine, la γ-caténine et la p120ctn qui appartiennent à 
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la famille des protéines Armadillo (McCrea et al., 1991). Les β et γ-caténines sont reliées à l’α-

caténine qui est elle-même liée au cytosquelette d’actine (Provost et Rimm, 1999). La (VE)-cadhérine 

et la PECAM-1 (Placental endothelial cell adhesion molecule-1) ont également été détectées au niveau 

des jonctions adhérentes (Dejana, 1996 ; Matsumura et al., 1997). En plus de leur rôle dans l’adhésion 

cellule-cellule, les caténines ont un rôle crucial dans la signalisation intracellulaire.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 :   Les complexes jonctionnels au niveau de la barrière hémato-encéphalique : jonctions serrées 

(jaune) et jonctions adhérentes (rouge) (Source : www.nastech.com)  

 

 

3-3-6- Système nerveux central et infection à VIH 

 

Neuro-invasion par le VIH 

En dépit de recherches très actives sur ces mécanismes de neuro-invasion, la voie initiale d’entrée du 

virus dans le SNC reste énigmatique et fortement controversée. L’infection du SNC par le VIH a lieu 

très tôt après la primo-infection. Les virus isolés dans le cerveau des patients sont donc 

majoritairement des souches à tropisme macrophagique (Sharpless et al., 1992). Une fois dans le 

cerveau, le virus pourrait s’y maintenir pendant plusieurs années, d’où son rôle de réservoir viral 

(Musey et al., 1997).  
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Plusieurs mécanismes peuvent expliquer l’entrée du VIH dans le SNC (figure 21). L’hypothèse du 

cheval de Troie est la plus probable. Elle suggère que le VIH puisse entrer dans le cerveau par 

infiltration de cellules immunitaires infectées. Ce mécanisme a déjà été décrit pour l’invasion par 

d’autres lentivirus et par le virus HTLV-1 (human T-cell leukemia virus type 1) (Georgsson, 1994 ; 

Romero et al, 2000). Diverses cellules immunitaires périphériques telles que les monocytes et les 

lymphocytes pourraient traverser la BHE (Miller, 1999) ; en particulier des monocytes infectés ont été 

proposés comme pouvant migrer dans le SNC (Gartner, 2000). Lorsque la BHE présente une brèche 

des jonctions serrées, la migration de monocytes infectés dans le SNC augmente (Dallasta et al., 

1999). Cette rupture pourrait être causée par des substances toxiques directement sécrétés par les 

monocytes infectés, telles que des cytokines, de la prostaglandine, de l’oxyde nitrique (Bukrinsky et 

al., 1995 ; Eugenin et al., 2006); ou bien par liaison de la gp120 à la surface des cellules endothéliales 

(Kanmogne et al., 2005).  

La seconde hypothèse est celle du passage libre de virus dans le cerveau. Le VIH pourrait migrer dans 

les cellules endothéliales (voie paracellulaire), ou bien être transporté dans des vacuoles à l’intérieur 

des cellules endothéliales (transcytose). La transmigration du VIH a été démontré in vitro dans des 

cultures primaires de cellules endothéliales (Bobardt et al., 2004) et dans des microvésicules de 

cerveau, isolées de souris (Banks et al., 2004). Diverses études sur cellules en culture suggèrent que 

les particules virales pénètreraient dans les cellules endothéliales par endocytose adsorptive, induite 

par la gp120 (Banks et al., 1998). Cependant la majorité des virus entrant dans les cellules 

endothéliales est lysée dans les lysosomes et moins de 1% traverserait de cette façon (Bobardt et al., 

2004 ; Liu et al., 2002).  

La dernière hypothèse est celle de la transmission du virus par les cellules endothéliales infectées et 

produisant des virus. Un nombre limité d’études ont montré que le VIH-1 pouvait infecté les cellules 

de la BHE dans certaines conditions (Rostad et al., 1987 ; Ward et al, 1987 ; Wiley et al., 1986 ; 

Wiley et Nelson, 1988 ; An et al., 1999 ; Bagasra et al., 1996).  
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Figure 21 :   Mécanisme d’invasion du SNC par le VIH (Kramer-Hämmerle et al., 2005) 

Trois voies d’entrée du VIH dans le SNC ont été proposées. L’hypothèse la plus probable est 

(1) la migration de cellules infectées, principalement des monocytes du sang vers le cerveau 

(hypothèse du cheval de Troie). Les autres voies proposées sont (2) le passage de virus libres 

dans le cerveau par migration entre les cellules endothéliales ou bien par transcytose à travers 

ces cellules ; et (3) la libération de virus dans le cerveau par des cellules endothéliales 

infectées. Les virus libérés par des macrophages périvasculaires infectés contribuent à 

l’infection de la microglie et occasionnent une diffusion du virus dans le parenchyme cérébral. 

L’infection des astrocytes pourrait survenir au niveau de la BHE ou du parenchyme cérébral, 

par contact avec des virus libres ou bien des cellules infectées. L’infection des neurones et des 

oligodendrocytes est très controversée (indiquée ? sur le schéma) 
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Infection par le VIH des cellules du parenchyme cérébral 

La microglie et les macrophages sont les principales cellules productrices de virus dans le cerveau 

(Anderson et al., 2002-b ; Kaul et al., 2001). Elles seraient sensibles à l’effet cytopathogène induit par 

l’infection virale (Watkins et al., 1990). Les cellules géantes caractéristiques de l’encéphalopathie à 

VIH-1 proviennent de la fusion de microglie infectée (Dickson, 1986).  

L’infection des astrocytes a suscité de nombreuses controverses. Depuis, de nombreuses études ont 

montré que le VIH pouvait infecter les astrocytes de façon peu productive (Kramer-Hammerle et al., 

2005). Les corécepteurs CCR5 et CXCR4 seraient présents sur ces cellules mais pas le récepteur CD4. 

L’entrée du virus serait donc indépendante de ce récepteur. D’autres récepteurs dont celui du mannose 

ont été mis en évidence comme ayant une affinité pour le virus (Liu et al., 2004).  

Le mécanisme d’entrée du VIH dans les oligodendrocytes est mal connu. Ils n’expriment pas le 

récepteur CD4, mais possèdent le récepteur galactosyl-ceramide qui est décrit comme médiant 

l’infection des astrocytes par le VIH (Harouse et al., 1991). Cependant leur infection n’est pas bloquée 

par des anticorps anti-galactosyl-ceramide  (Albright et al., 1996).  

L’infection de neurones in vivo a été reportée par quelques études utilisant la PCR, in situ (Nuovo et 

al., 1994 ; Bagasra et al., 1996) ou sur des neurones isolés par microdissection au laser (Torres-Munoz 

et al., 2001 ; Trillo-Pazos et al., 2003). Cependant d’autres rapports ont échoué à identifier de l’ADN 

viral (An et al., 1996 ; Takahashi et al., 1996) ou des protéines structurales du VIH (Wiley et al., 

1999) in vivo dans les neurones. L’infection directe des neurones par le VIH est donc toujours sujette à 

controverse. Si les neurones sont infectés, il ne semble pas que le virus se réplique. Les neurones 

humains n’expriment pas de récepteur CD4 (Ensoli et al., 1995 ; Li et al., 1990) et les anticorps anti-

CD4 ne bloquent pas l’infection de lignées neuronales (Alvarez Losada et al., 2002) 

 

3-3-7- Problèmes neurologiques associés à l’infection à VIH 

 

Cette atteinte neurologique est, d'un point de vue clinique, l’une des complications les plus graves qui 

puisse survenir au cours de la maladie. Elle peut se traduire par de multiples désordres neurologiques 

tels que des polyneuropathies, des myélopathies ou encore l'encéphalopathie à VIH, également 

nommée complexe de démence associé au SIDA (ADC) (Poland et al., 1995). Et, il semble que 60% 

des patients sidéens développent un ADC. 

Cliniquement, cette encéphalopathie se caractérise par des dommages de la fonction cognitive 

usuellement suivis par des anomalies motrices. Sa progression peut être douce ou fulminante. Dans la 

plupart des cas, elle révèle des atrophies cérébrales, une raréfaction focale, des nodules microgliaux, 

ou la formation de cellules géantes multinucléées (Figure 22). 
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Figure 22 :  Immunopathogénèse de l'encéphalopathie à VIH : (1) astrogliose, (2) microgliose, (3) cellules 

géantes multinucléées, (4) infiltration de cellules phagocytaires, (5)(6) perte neuronale, (7) 

atrophie cérébrale  

 

 

3-3-8- Passage des antirétroviraux à travers la BHE 

 

L’apparition des thérapies antirétrovirales hautement actives (HAART) a permis de diminuer 

l’incidence des démences associées au SIDA de 50%. Cependant, la fréquence des encéphalopathies et 

des neuropathologies détectées dans les tissus post-mortem reste inchangée, ce qui indique que les 

stratégies thérapeutiques actuellement utilisées n’ont pas d’effet sur les conséquences neurologiques 

de l’infection par le VIH, probablement du fait de l’existence de la BHE. Le passage des 

antirétroviraux dans le SNC va essentiellement dépendre de leur capacité à traverser cette barrière 

(Groothuis et Levy, 1997). Leur transport est conditionné par leurs propriétés physico-chimiques, et 

leur prise en charge par les transporteurs d’efflux et d’influx présents à la surface de l’endothélium 

(voir chapitre 3). 

 

Les inhibiteurs nucléosidiques / nucléotidiques de la transcriptase inverse  

Les INTIs et les INtTIs sont des molécules de nature voisine et possèdent des caractéristiques physico-

chimiques communes. Ils ont tous un faible et équivalent poids moléculaire, ce qui favorise leur 

diffusion au travers des membranes. Ils sont généralement hydrophiles, ce qui d’une part, limite leur 

passage transmembranaire, mais qui d’autre part, est associé à une importante fraction libre (seule à 

pouvoir quitter le compartiment sanguin). Ainsi le principal facteur physico-chimique limitant ce 

passage, est le coefficient de partage, variable selon les molécules.  
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Les données tendent à démontrer que l’AZT, la ddI, le 3TC, la d4T, le ddC et l’abacavir ont une 

distribution cérébrale limitée résultant d’un efflux actif par des transporteurs sensibles au probenecide 

(Takasawa et al., 1997-a ; Takasawa et al., 1997-b ; Wu et al., 1998 ; Gibbs et al., 2003 ; Thomas et 

al., 2001). Ces transporteurs sont probablement  des transporteurs d’anions organiques, tels que les 

MRPs (Multidrug Resistance-associated Proteins), les OATPs (Organic Anion Transporting 

Polypeptides) ou les OATs (Organic Anion Transporters) (Takasawa et al., 1997-a ; Kusuhara et 

Sugiyama, 2001 ; Sawchuk et Yang, 1999). L’efflux de l’AZT et de la ddI serait essentiellement dû 

aux transporteurs exprimés au niveau de la BHE (Takasawa et al., 1997-a), alors que la distribution 

cérébrale de la ddC serait limitée par des systèmes d’efflux exprimés au niveau de la BHE et des 

plexus choroïdes (Gibbs et Thomas, 2002).  

La d4T pénètrerait de façon plus efficace dans le cerveau que l’AZT (Thomas et Segal, 1998 ; Yang et 

al., 1997). L’abacavir et la lamivudine montrent une meilleure activité antivirale que l’AZT, la ddI et 

la d4T, dans des cerveaux de souris SCID ayant développé une encéphalopathie à VIH-1 (Limoges et 

al., 2000).  

Les données concernant l’accumulation cérébrale de l’emtricitabine (FTC) sont limitées. Chez le 

primate, le taux d’accumulation dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) est de l’ordre de 10% par 

rapport à la concentration plasmatique (Schinazi et al., 1992). Chez le rat, le taux d’accumulation dans 

le SNC par rapport au plasma est inférieur à 7% (Frick et al., 1993).  

En ce qui concerne le ténofovir, chez le cobaye, son accumulation cérébrale semble très faible (de 

l’ordre de 3% en 4 heures). Cependant, il semble traverser la barrière du plexus choroïde. Ce transport 

ne semble pas dépendant de la famille des transporteurs d’anions organiques (MRP et OATP) 

(Anthonypillai et al., 2006).  

 

Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse  

La pénétration des INNTIs dans le SNC est assez peu documentée. Une étude in vitro, réalisée sur un 

modèle de BHE bovin, montre que la névirapine a une meilleure perméabilité cérébrale que les INTIs 

et certains IPs (indinavir et saquinavir), à la différence de la delavirdine qui ne semble pas passer la 

BHE (Glynn et Yazdanian, 1998 ; Chang et al., 1997). Chez le cobaye, le passage cérébral de la 

névirapine atteint presque 60% par rapport aux concentrations plasmatiques (Gibbs et al., 2006).  

De plus, la névirapine et l’efavirenz semblent pénétrer dans les plexus choroïdes (Thomas, 2004).  

 

Les inhibiteurs de la protéase 

Les IPs font partie des molécules dont la perméabilité à travers la BHE est inférieure à celle attendue 

du fait de leur lipophilie (Williams et Sinko, 1999). En effet, ces molécules ont des poids moléculaires 

supérieurs à 600 g/mol, des coefficients de partition (log P) supérieurs à 1,3 ; et elles sont fortement 

liées aux protéines plasmatiques. De plus, la majorité des IPs actuellement utilisés ont été décrits 
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comme substrats d’un ou plusieurs transporteurs d’efflux présents au niveau de la BHE [notamment la 

P-glycoprotéine (Pgp) et les MRPs].  

Les données in vitro suggèrent un rôle prépondérant de la Pgp dans la prise en charge des IPs au 

niveau de la BHE, et par conséquent dans leur distribution cérébrale (Van der Sandt et al., 2001 ; 

Megard et al., 2002 ; Ronaldson et al., 2004 ; Bachmeier et al., 2005).  

Les expériences réalisées sur des modèles animaux « knockout » vont également dans le sens d’un 

contrôle de la pénétration cérébrale des IPs par la Pgp. Ainsi, la concentration cérébrale d’indinavir et 

de saquinavir est 8 à 10 fois supérieure chez les souris mdr1-/- (mdr1 codant pour la Pgp) que chez les 

souris sauvages. Il en est de même pour le nelfinavir dont la concentration dans le SNC est 40 fois 

supérieure (Kim et al., 1998 ; Sharpless et al., 1992), et pour l’amprénavir (Polli et al., 1999).  

Cependant, une étude de perfusion in situ suggère un transport par diffusion passive du ritonavir à 

travers la BHE et les plexus choroïdes (Anthonypillai et al., 2004). Chez des patients, l’association 

lopinavir / ritonavir semble diminuer de 10 fois la charge virale dans le liquide céphalo-rachidien 

(Letendre et al., 2007).  

 

 

4-  Les transporteurs ABC 

 

En plus de l’apparition de souches virales résistantes, certains facteurs cellulaires comme les kinases, 

l’expression et la fonctionnalité des transporteurs membranaires, ou la production de facteurs solubles 

peuvent favoriser la réplication virale et/ou amoindrir l’effet des molécules antivirales, conduisant 

ainsi à l’échec des traitements ARV. Nous n’aborderons dans ce manuscrit que les phénomènes liés 

aux protéines d’efflux (transporteurs ABC).  
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Chapitre 3 

Les transporteurs ABC 

 

 

 

Le transport actif à travers les membranes biologiques est devenu un facteur non négligeable dans 

l’absorption, la distribution, et l’excrétion d’un nombre croissant de médicaments. Différents systèmes 

de transport transmembranaire sont impliqués dans la biodisponibilité des médicaments. Ils incluent 

des membres de la famille des « Solute Carriers », dont les transporteurs d’anions et de cations 

organiques (OAT, OCT, famille SLC22A), les protéines de transport d’anions organiques (OATP, 

famille SLC21A), les transporteurs de nucléosides (CNT, famille SLC28A), les transporteurs de 

monocarboxylates (MCT, famille SLC2A) ; ainsi que des membres de la famille des « ATP Binding 

Cassette » (Gerloff, 2004 ; Kerb, 2006). C’est à cette dernière famille que nous allons nous intéresser 

dans ce manuscrit.  

 

 

1- Généralités et structures des transporteurs ABC 

 

L’efficacité de nombreux médicaments dépend de leur capacité à s’accumuler dans les cellules pour 

atteindre leur cible et exercer leur action. Les molécules lipophiles diffusent librement à travers la 

membrane en l’absence de système de transport spécialisé. Les molécules hydrophiles et chargées 

requièrent un mécanisme de transport spécifique pour faciliter leur entrée dans les cellules. Cependant, 

l’accumulation intracellulaire d’une molécule va dépendre non seulement de sa capacité à entrer dans 

la cellule mais aussi de sa capacité à en ressortir. 

En effet, il existe au niveau des membranes des mécanismes actifs d’efflux, qui limitent 

l’accumulation de substances potentiellement toxiques pour la cellule, et peuvent ainsi être 

responsables de phénomènes de résistances aux médicaments. Ces transporteurs rejettent notamment 

hors de la cellule certains antirétroviraux utilisés dans la thérapie anti-VIH, et plus particulièrement les 

inhibiteurs de protéase et certains INTIs. 

Ces transporteurs d’efflux appartiennent à une superfamille de protéines, qui compte environ 50 

membres, ce sont les protéines ABC  « ATP binding cassette » qui ont des fonctions diverses et 

variées (Klein et al., 1999 ; Müller, 2000). Ces protéines d’efflux comprennent principalement les 

transporteurs de type MDR (multidrug resistance) et MRP (multidrug resistance-associated protein). 
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Les protéines ABC se lient aux molécules d’ATP et utilisent cette énergie pour la translocation d’une 

large variété de substrats (sucres, acides aminés, ions métalliques, peptides, protéines, mais aussi un 

grand nombre de composés hydrophobes et de métabolites) à travers les membranes extra- et 

intracellulaires (celles du réticulum endoplasmique, du peroxysome ou des mitochondries). 

Ces protéines appartiennent à une superfamille comprenant un large groupe de protéines, dont des 

transporteurs membranaires, des canaux ioniques, des récepteurs, des régulateurs de canaux, des 

protéases… Elles sont présentes dans un grand nombre de tissus (tableau 3).  
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Symboles Autres noms Localisation Expression Fonction 

ABCA1 ABC1 9q31.1 ubiquitaire Efflux du cholestérol 

ABCA2 ABC2 9q34 cerveau Résistance aux médicaments 

ABCA3 ABC3, ABCC 16p13.3 poumon  

ABCA4 ABCR 1p22.1-p21 rétine Efflux du N-retinylidiene-PE 

ABCA5  17q24 muscle, cœur, testicule  

ABCA6  17q24 foie  

ABCA7  19p13.3 rate, thymus  

ABCA8  17q24 ovaire  

ABCA9  17q24 cœur  

ABCA10  17q24 muscle, cœur  

ABCA12  2q34 estomac  

ABCA13  7p11-q11 faible dans tous les tissus  

ABCB1 PGY1, MDR 7p21 Nombreux tissus (foie, rein, BHE) Resistance multidrogue 

ABCB2 TAP1 6p21 toutes les cellules Transport de peptides 

ABCB3 TAP2 6p21 toutes les cellules Transport de peptides 

ABCB4 PGY3 7q21.1 foie Transport de PC 

ABCB5  7p14 ubiquitaire  

ABCB6 MTABC3 2q36 mitochondries Transport du fer 

ABCB7 ABC7 Xq12-q13 mitochondries Transport de clusters Fe/S 

ABCB8 MABC1 7q36 mitochondries  

ABCB9  12q24 cœur, cerveau  

ABCB10 MTABC2 1q42 mitochondries  

ABCB11 SPGP 2q24 foie Transport du sel biliaire 

ABCC1 MRP1 16p13.1 poumon, testicule, PBMC Résistance aux médicaments 

ABCC2 MRP2 10q24 foie Efflux d'anions organiques 

ABCC3 MRP3 17q21.3 poumon, intestin, foie Résistance aux médicaments 

ABCC4 MRP4 13q32 prostate Transport de nucléosides 

ABCC5 MRP5 3q27 ubiquitaire Transport de nucléosides 

ABCC6 MRP6 16p13.1 rein, foie  

CFTR ABCC7 7q31.2 tissus exocrines Canaux d'ions chloride 

ABCC8 SUR 11p15.1 pancréas Récepteur à la sulfonylurée 

ABCC9 SUR2 12p12.1 cœur, muscle  

ABCC10 MRP7 6p21 faible dans tous les tissus  

ABCC11  16q11-q12 faible dans tous les tissus  

ABCC12  16q11-q12 faible dans tous les tissus  

ABCD1 ALD Xq28 peroxysomes 
Régulation du transport de 
VLCFA 

ABCD2 ALDL1, ALDR 12q11-q12 peroxysomes  

ABCD3 PXMP1, PMP70 1p22-p21 peroxysomes  

ABCD4 PMP69, P70R 14q24.3 peroxysomes  

ABCE1 OABP, RNS41 4q31 ovaire, testicule, rate 
Protéine de liaison des 
oligoadénylates 

ABCF1 ABC50 6p21.33 ubiquitaire  

ABCF2  7q36 ubiquitaire  

ABCF3  3q25 ubiquitaire  

ABCG1 ABC8, White 21q22.3 ubiquitaire Transport du cholestérol ? 

ABCG2 ABCP, MXR, BCRP 4q22 placenta, intestin 
Efflux des toxines, Résistance 
aux médicaments 

ABCG4 White2 11q23 foie  

ABCG5 White3 2p21 foie, intestin Transport de stérols 

ABCG8  2p21 foie, intestin Transport de stérols 

 

Tableau 5 :   Liste des gènes ABC humains, localisation chromosomique et fonction (Klein et al., 1999) 
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L’appartenance à cette famille est basée sur des homologies de séquence et de structure. Ces protéines 

sont également conservées entre les espèces, plusieurs orthologues de protéines humaines ont été 

identifiés et caractérisés chez d’autres mammifères, notamment des rongeurs. Elles sont présentes 

aussi bien chez les organismes eucaryotes que procaryotes, de nombreux membres de cette famille ont 

été initialement caractérisés chez la bactérie. 

A l’heure actuelle, 48 protéines ABC ont été identifiées chez l’homme et sont divisées en 7 sous-

familles (Dean et al., 2001) classées de A à  G. La P-glycoprotéine appartient à la sous-famille B, les 

MRPs (Multidrug Resistance-associated Protein) à la sous famille C et la BCRP (Breast Cancer 

Resistance Protein) à la sous-famille G.  

 

Ces transporteurs sont constitués de deux domaines de liaison au nucléotide (NBD) situés sur la face 

cytoplasmique de la membrane cellulaire (Higgins et al., 1986 ; Hyde et al., 1990). Ce sont des 

domaines hautement conservés de 200 à 250 acides aminés (30 à 50% d’identité de séquences entre les 

différents membres). La structure générale des transporteurs ABC comprend 12 régions hydrophobes 

transmembranaires, divisées en deux moitiés, chacune reliée à un domaine NBD (Figure 24). Il existe 

un certain nombre d’exceptions à cet arrangement. Par exemple, les MRP 1 à 3 ainsi que les MRP 6 et 

7 possèdent un domaine supplémentaire composé de 5 régions transmembranaires en N-terminal. La 

BCRP, elle, ne contient qu’une moitié de transporteur, elle ne possède que 6 régions 

transmembranaires et un domaine NBD. La possibilité que la BCRP puisse agir comme un dimère a 

été proposée (Özvegy et al., 2001).  

La première boucle extracellulaire de la Pgp possède une N-glycosylation, alors que les MRP4 et 5 

sont glycosylées sur la quatrième boucle extracellulaire (Schinkel et Jonker, 2003). L’extrémité N-

terminal des MRPs 1, 2 et 3 est extracellulaire et présente une N-glycosylation. Des études in vitro 

basées sur la Pgp ont montré que la N-glycosylation n’était pas nécessaire à la fonction de transport de 

ces protéines (Schinkel et al., 1993). Cependant, la N-glycosylation a probablement un rôle biologique 

dans la cellule, aidant la protéine à se diriger vers la membrane plasmique et à stabiliser son insertion 

dans celle-ci. 

Le domaine NBD (Nucleotide binding domain) contient trois domaines conservés, les domaines 

Walker A et B, communs aux protéines qui lient l’ATP, ainsi qu’un troisième motif (C) « signature » 

localisé juste en amont du site Walker B. Ce domaine (C) est spécifique des transporteurs ABC et les 

distinguent des autres protéines de liaison à l’ATP. 

Les domaines transmembranaires (TMD) sont, eux, fortement divergents et confèreraient donc la 

spécificité de substrat à chaque transporteur (Hrycyna et al., 1998). 

Un modèle pour la fonction de la Pgp a été proposé à partir d’analyses de la séquence de l’ADNc et 

d’études d’hydropathie (Bellamy, 1996). 
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Figure 23 :   Représentation schématique de l’organisation structurale transmembranaire des transporteurs  

ABC (Löscher et Potschka, 2005-a). A- Structure 2D des transporteurs multi-drogues. Ces 

modèles indiquent les segments transmembranaires, les sites de glycosylation (GS) et les sites 

de liaison à l’ATP. B- Représentation de la Pgp dans la membrane cellulaire. La Pgp a été 

décrite comme pouvant expulser les composés du cytoplasme vers le milieu extracellulaire ou 

pouvant médier l’efflux de composés ayant pénétrés la membrane. 

 

Les transporteurs de type MDR et MRP sont exprimés dans la plupart des tissus de l’organisme, et 

plus particulièrement dans les organes responsables de l’absorption, du métabolisme et de l’excétion 

des médicaments. Ainsi, ils vont pouvoir jouer un rôle essentiel dans la régulation de distribution des 

xénobiotiques et des médicaments et dans la détoxication cellulaire. 

Le principal site d’absorption des xénobiotiques ingérés par voir orale est l’intestin grêle. A ce 

miveau, les entérocytes constituent une barrière sélective à leur passage, grâce à une collaboration 
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entre des systèmes d’efflux membranaires et des enzymes du métabolisme intracellulaire. En effet, sur 

la face apicale des entérocytes, sont présentes la Pgp, la MRP2 et la BCRP, alors que les MRP1 et 3 

sont situées sur la face baso-latérale. Les entérocytes représentent le premier site de métabolisme des 

xénobiotiques ingérés par voie orale. Ils subissent tout d’abord une voie d’oxydation par les 

cytochromes P450 (phase I) puis une phase de conjugaison (phase II). La phase III du métabolisme 

des xénobiotiques est une phase de détoxification cellulaire assurée par les transporteurs ABC de type 

Pgp ou MRP (1, 2 ou 3) qui prennent en charge ces métabolites conjgués ou les molécules mères et les 

excrètent hors de la cellule. 

L’absorption des médicaments au niveau de la barrière intestinale est déterminante dans leur 

biodisponibilité. Les médicaments qui passent cette première barrière sont acheminés vers le foie par 

le système porte, où ils sont métabolisés et éliminés par la voie biliaire grâce à des enzymes et des 

transporteurs ABC assez similaires à ceux de l’intestin. Les hépatocytes prélèvent les médicaments au 

niveau de leur membrane baso-latérale. Dans le milieu intracellulaire, ils peuvent être métabolisés par 

les enzymes présentes, puis excrétés du côté apical dans les canicules biliaires qui rejoignent l’intestin. 

Les molécules qui atteignent la circulation systémique sont éliminées par voie urinaire au niveau des 

reins qui expriment également des transporteurs ABC. 

 

 

2- La sous-famille MDR : Cas de la P-glycoprotéine  

 

Les cellules exposées à des xénobiotiques peuvent développer un phénotype de résistance multiple aux 

médicaments (le phénotype MDR) qui induit une insensibilité aux activités biologiques de nombreuses 

molécules en plus de celle du composé responsable de la sélection initiale. 

Les cellules devenues MDR présentent généralement une instabilité génétique accompagnée d’un 

dérèglement du cycle cellulaire, ce qui complique le traitement du patient. Le phénotype MDR résulte 

de la surexpression de certains transporteurs ABC, et plus particulièrement celle du transporteur 

MDR1 ou P-glycoprotéine, considérée comme la principale cause des résistances multiples aux 

médicaments dans les cellules tumorales. 

La Pgp fut le premier transporteur ABC identifié par Juliano et Ling en 1976. C’est donc le 

transporteur ayant été le plus étudié. La Pgp est codée par le gène mdr1 chez l’homme et les gènes 

mdr1a et mdr1b chez les rongeurs. Le gène mdr1 est situé sur le chromosome 7 et fut cloné et 

séquencé en 1986 (Fojo et al., 1986 ; Roninson et al., 1986). 
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2-1- Structure tridimensionnelle de la Pgp  

 
La Pgp est composée de 1280 résidus amino-acides, organisés en deux unités répétées de 610 résidus 

reliées par une région de 60 acides aminés. Chacune de ces unités est constituée de 6 segments 

transmembranaires et d’un domaine hydrophile contenant le domaine de liaison à l’ATP. La liaison de 

l’ATP et des substrats de la Pgp s’effectue à l’interface entre ces 2 unités. 

L’ATP se fixerait entre le site Walker A d’un site NBD et la séquence signature LSGGQ de l’autre site 

NBD (Leslie et al., 2005 ; Hyde et al., 1990 ; Higgins et Linton, 2004). Ainsi l’activation ou 

l’inhibition de l’activité ATPasique de la Pgp par certains de ses substrats serait dû à un mécanisme 

induisant le rapprochement ou l’éloignement de cette séquence signature. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 :  Strucure tridimensionnelle à basse résolution (25 Å) de la Pgp (Rosenberg et al., 1997). TMD = 

domaines transmembranaires, NBD = domaines de liaison aux nucléotides, P = pore central, 

flèche bleue = pore latéral. A- Vue de dessus. B- Vue latérale. 

 

 

2-2- Localisation de la Pgp  

 
Différentes techniques ont été utilisées de manière à localiser au niveau tissulaire l’expression de la 

Pgp (Bosch et Croop, 1996). Des expériences utilisant des sondes spécifiques pour le dosage cellulaire 

d’ARNm, ont permis de révéler une expression physiologique de la Pgp variable dans les différents 

tissus sains humains (Fojo et al., 1987). L’utilisation d’anticorps monoclonaux spécifiques de la Pgp 

ont également permis de déterminer la localisation de la Pgp dans différents tissus murins et humains. 

Elle révèle ainsi un taux d’expression variable selon le tissu considéré (Thiebaut et al., 1987). La Pgp 

est majoritairement exprimée au niveau du foie (surface apicale des hépatocytes constituant les 

canicules biliaires), du colon (surface apicale des cellules épithélaiales constituant la muqueuse) et des 

reins (bordure en brosse des tubules proximaux). Mais la Pgp est également exprimée en plus faible 

quantité au niveau de la muqueuse intestinale, de la corticosurrénale, de l’endomètre de l’utérus 

gravide, de l’endothélium des capillaires cérébraux et testiculaires (Cordon-Cardo et al., 1989); et en 

quantité moindre au niveau de pancréas et du poumon. La Pgp est également exprimée au niveau de 
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certaines cellules sanguines comme par exemple les cellules souches (Chaudhary et Roninson, 1991), 

les lymphocytes (Chaudhary et al., 1992) et les monocytes (Gupta et Gollapudi, 1993). Chez l’homme, 

la proportion de cellules sanguines circulantes exprimant la Pgp varie de 20 à 80% pour les 

lymphocytes B et de 30 à 100% pour les lymphocytes T CD4 (Chaudhary et al., 1992 ; Drach et al., 

1992 ; Klimecki et al., 1994 ; Pilarski et al., 1995). 

 

2-3- Les substrats de la Pgp  

 
La Pgp présente une large diversité de substrats ne présentant pas d’anaologie de structure, et dont le 

seul point commun semble être un fort caractère hydrophobe. C’est pour cette raison que la Pgp est 

qualifiée de « transporteur multispécifique ou multidrogue » (Gottesman et al., 1998). Il semble tout 

de même que les substrats de la Pgp soient préférentiellement des composés neutres ou cationiques , et 

possèdent souvent des noyaux aromatiques dans leur structure. Leur liste ne cesse d’augmenter et 

comprend des composés aussi variés que des agents anti-cancéreux, des antibiotiques, des antiviraux, 

des agents bloquant les canaux calciques ou des immunosuppresseurs (tableau 3).  

La Pgp est également impliquée dans le transport de molécules endogènes, comme les hormones 

(Ueda et al., 1992) ou encore les cytokines (Drach et al., 1996).  

Globalement, la Pgp peut transporter des molécules de taille allant de 250 Da, pour les plus petites, à 

1250 Da pour les plus grosses comme le PSC833 (Boesch et al., 1991). 
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Applications thérapeutiques Médicaments 

Asimadoline Analgésiques 
Morphine 

Vinca alkaloïdes (vinblastine, vincristine) 
Taxanes (paclitaxel, docetaxel) 
Anthracyclines (doxorubicine, daunorubicine, 
épirubicine) 
Anthracènes (bisantrene, mitoxantrone) 
Epipodophyllotoxines (étoposide, teniposide) 
Actinomycine D 
Méthotrexate 

Médicaments anti-cancéreux 

Topotécane 

Saquinavir 
Ritonavir 
Nelfinavir 
Indinavir 
Lopinavir 

Inhibiteurs de la protéase du VIH 

Amprenavir 

Antagonistes du récepteur H2 Cimétidine 
Agents anti-goutte Colchicine 

Agents antidiarrhéiques Loperamide 

Domperidone Antiemetics 
Ondansetrone 

Inhibiteurs de cannaux calciques Verapamil 
Glycosides cardiaques Digoxine 

Cyclosporine A Agents immunosuppresseurs 
FK506 

Dexamethasone 
Hydrocortisone 
Corticostérone 

Corticoïdes 

Triamcinolone 

Ivermectine Pesticides, anti-acariens 
Abamectine 

Amebicides Emétine 

Erythromycine 
Gramicidine D Antibiotiques 

Valinomycine 

Rhodamine 123 Sondes de diagnostic 
Hoechst 33342 

 

Tableau 6 :  Les substrats de la Pgp 

 

 

2-4- Mécanisme d’efflux de la Pgp  

 
La Pgp est définie comme une pompe membranaire couplant l’hydrolyse de l’ATP à l’efflux de 

diverses molécules hydrophobes contre leur gradient de concentration. Cependant, les mécanismes de 

couplage et de reconnaissance d’un éventail aussi large de substrats ne sont encore que partiellemnt 
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compris. Il semble que la Pgp prenne en charge la plupart de ses substrats au sein de la bicouche 

lipidique, avant qu’ils n’atteignent le cytoplasme (figure 16) (Sharom, 1997). 

La fixation de l’ATP dans l’un des domaines de liaison au nucléotide (NBD) rendrait actif l’un des 

sites de reconnaissance des substrats dans les domaines transmembranaire (TMD), la fixation de 

l’ATP à l’autre NBD l’inactiverait. Cette inactivation réversible d’un site correspondrait à la fermeture 

transitoire du canal. Par conséquent, la liaison de l’ATP plus que son hydrolyse, fournirait l’énergie 

initiale pour la translocation du substrat. Puis, l’hydrolyse de l’ATP permettrait un retour du 

transporteur à son état initial (Higgins et Linton, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25  :  Mécanismes d’efflux de la Pgp (Higgins, 2001) 

 

 

2-5- Régulation du gène mdr1  

 
Le niveau d’expression du gène mdr1 varie fortement d’un individu à l’autre en raison de facteurs 

génétiques (Hoffmeyer et al., 2000) et environnementaux (Licht et al., 1991). En effet, de nombreux 

facteurs aussi bien endogènes qu’exogènes sont capables de moduler l’expression du gène mdr1.  

L’analyse du promoteur du gène mdr1 humain a révélé l’absence de TATA box, compensée par des 

séquences initiatrices INR. Plusieurs éléments cis-régulateurs sont également présents dans la région 

promotrice : une GC box (entre les paires de bases -120 à -100), une Y box (motif CCAAT inversé, 

site de fixation du facteur de transcription NF-Y, entre les paires de bases -80 et -70), une G box (site 

de fixation pour les facteurs de transcription SP1, entre les paires de bases -70 et -50), un motif de 

liaison pour le facteur C/EBPβ (aussi appelé NF-IL6). Ainsi, les facteurs de transcription AP1, SP1, 
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AP2, NF-Y, C/EBPβ, dont la plupart sont impliqués dans la réponse au stress, peuvent moduler 

l’expression du gène mdr1 (Ueda et al., 1987 ; Cornwell et Smith, 1993 ; Goldsmith et al., 1993). 

CtBP1 (C-terminal-binding protein 1), un co-régulateur transcriptionnel, pourrait activer la 

transcription du gène mdr1 (Jin et al., 2007). Un site de liaison pour la protéine P53, qui serait 

capable de réprimer l’expression du gène mdr1, a également été identifié (Johnson et Anderson, 2000). 

Les mécanismes de régulation de l’expression du gène mdr1 sont complexes et ne sont encore que très 

partiellement compris. L’expression et la fonctionnalité de la Pgp  peuvent être contrôlés par de très 

nombreux facteurs au niveau pré ou post-transcriptionnel. Un grand nombre de stimuli ont été 

identifiés comme modulateurs du gène mdr1. In vitro, l’exposition à de fortes températures ou à des 

métaux lourds toxiques, induisent une augmentation des taux d’ARNm. Il semble que plusieurs voies, 

faisant intervenir des protéines HSP et la protéine Kinase A, sont impliquées (Kim et al., 1996). Les 

radiations ionisantes peuvent également induire une augmentation de la transcription du gène, dans 

laquelle interviendrait une modulation de la structure chromatinienne (Jin et Scotto, 1998). Certaines 

molécules substrats de la Pgp sont également capables de moduler son expression, comme la 

rifampicine, la cyclosporine A, la digoxine, ou la cisplatine (Greiner et al., 1999 ; Jette et al., 1996 ; 

Takara et al., 2003). Là encore, différentes voies de signalisation pourraient être impliquées. Les 

données de la littérature mettent en évidence une corrélation entre l’activité des protéines kinases 

dépendantes de l’AMPc et l’expression du gène mdr1 (Rohlff et Glazer, 1995).  

Le récepteur nucléaire SXR (Steroid and xenobiotic receptor) a été impliqué dans la régulation du 

gène mdr1 en réponse aux xénobiotiques (Synold et al., 2001 ; Takara et al., 2003). En 2001, Dussault 

et al. ont montré dans des cellules LS180 que certains inhibiteurs de la protéase du VIH-1 peuvent se 

lier au SXR (Dussault et al., 2001). Le ritonavir se lie spécifiquement au SXR et est capable d’activer 

l’expression de ses gènes cibles, le gène mdr1 et le gène codant pour CYP3A4. SXR (également 

appelé PXR ou hPAR) est considéré comme un senseur de xénobiotiques. En effet, il joue un rôle 

essentiel dans leur métabolisme au niveau intestinal et hépatique, en induisant l’expression de 

CYP3A4 (Synold et al., 2001). Cette voie de régulation explique la co-induction de la Pgp et de 

CYP3A4 souvent observée dans la réponse à un substrat (Dresser et al., 2003 ; Magnarin et al., 2004).  

Les facteurs de transcription de la famille C/EBP constituent probablement une voie importante de 

régulation du gène mdr1 par les cytokines pro-inflammatoires. En effet, après une exposition à IL-1β, 

IL-6, TNF-α ou au cours de la réponse inflammatoire, une augmentation des taux et de la fonction de 

C/EBPβ (NF-IL6) est observée dans le foie (Akira et Kishimoto, 1992). L’activation du C/EBPβ en 

réponse à l’IL-6 est une voie connue, et pourrait passer par la voie des MAP Kinases et/ou par 

l’induction de la voie des JAK/STAT (Akira et Kishimoto, 1997). 
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3- La sous-famille MRP (Multidrug Resistance associ ated Proteins) 

 

C’est au cours d’une étude sur le phénotype de MDR présenté par une lignée de cellules tumorales  de 

poumon humain qu’a été isolé le premier membre de la famille des MRPs (Cole, 1992). Ces MRPs 

sont des transporteurs membranaires faisant partie de la sous-famille C des transporteurs ABC qui 

comprend 12 membres, dont les MRPs 1 à 9 (Dallas et al., 2006).  

Ce sont des transporteurs de conjugués glutathionne, glucuronate ou sulfate de substances lipophiles 

(Jedlitschky et al., 1994 ; Muller et al., 1994 ; Loe et al., 1996). En plus de nombreux conjugués 

anioniques (Keppler et al., 1998), un certain nombre d’anions amphiphiles non-conjugués peuvent être 

substrats des MRP1, MRP2 et sans doute d’autres membres de cette famille (Feller et al., 1995 ; Hollo 

et al., 1996). 

 

3-1- Structure des MRPs  

 

Bien que leur topologie membranaire soit considéré comme similaire, l’homologie de séquence entre 

la MRP1 et les MRPs 2 à 6 se situe entre 34 et 58%. Elle avoisine les 15% avec la Pgp (Litman et al., 

2001). Cependant 2 groupes structuraux peuvent être distingués. En effet, si la structure globale des 

MRPs 4, 5 et 8 se rapproche de celle de la Pgp, la structure des MRPs 1, 2, 3, 6 et 7 comprend un 

domaine à 5 segments transmembranaires supplémentaire et le NH2 terminal se trouve au niveau 

extracellulaire (figure 23). D’autre part, une analyse exhaustive des polymorphismes de 8 MRPs 

exprimées chez l’homme montre que l’ensemble de ces MRPs présente un total de 779 variations 

génétiques (688 SNPs), dont les conséquences sur la fonction et l’expression de ces protéines restent 

entièrement à déterminer (Saito et al., 2002).  

 

3-2- Localisation des MRPs 

 

L’expression des MRPs est largement distribuée dans l’organisme (tableau 3). Les MRPs sont 

retrouvées au niveau des membranes plasmiques des cellules tumorales. Toute fois, au niveau des 

cellules normales, elles sont détectées de façon prédominante dans le cytoplasme.  

La MRP1 a été immunolocalisée sur la membrane plasmique de nombreux types cellulaires (Hipfner 

et al., 1994 ; Flens et al., 1994 ; Flens et al., 1996), ainsi que sur la membrane basolatérale 

d’épithéliums polarisés (Bréchot et al., 1998 ; Wright et al., 1998 ; Löscher et Potschka, 2005-b). De 

hauts niveaux d’expression ont été observés dans le rein, le poumon, les testicules et les cellules 

mononucléées du sang périphérique (Haimeur et al., 2004).  

La MRP2 est l’isoforme apicale des MRPs, elle est localisée sur la membrane canaliculaire des 

hépatocytes (Büchler et al., 1996 ; Paulusma et al., 1997 ; Keppler et Kartenbeck, 1996). Elle a 
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également été détectée par Northern Blot dans le rein, le duodenum et l’ileum (Paulusma et al., 1996 ; 

Ito et al., 1997). Sa localisation apicale a été démontrée dans les tubules proximaux de rein chez 

l’homme et le rat (Schaub et al., 1997 ; Schaub et al., 1999). Son expression dans les cellules 

circulantes (lymphocytes et monocytes) est, quant à elle, controversée (Laupèze et al., 2001 ; Janneh 

et al., 2005 ; Albermann et al., 2005).  

La MRP3 a été clonée à partir du foie et localisée sur la membrane basolatérale d’hépatocytes humains 

(König et al., 1999 ; Kool et al., 1999) et de cholangiocytes humains (Kool et al., 1999). Des ARN 

messagers codant pour la MRP3 ont également été détectés dans le colon, le petit intestin, le pancréas, 

la prostate et le rein (König et al., 1999 ; Kiuchi et al., 1998 ; Uchiumi et al., 1998). 

Au niveau de la barrière hémato-encéphalique, les MRPs 1, 2 et 4 ont été immunolocalisées sur la 

membrane luminale (Bauer et al., 2005), et les MRPs 1 et 4 également sur la membrane abluminale 

(Zhang et al., 2004). Mais leur rôle au niveau baso-latéral reste mal connu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 :   Localisation des transporteurs d’influx et d’efflux sur les hépatocytes (Source : 

www.solvobiotech.com)  
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Figure 27 :   Localisation des transporteurs d’influx et d’efflux sur les entérocytes (Source : 

www.solvobiotech.com)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 :   Localisation des transporteurs d’influx et d’efflux au niveau de la barrière hémato-encéphalique 

(Source : www.solvobiotech.com)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 :   Localisation des transporteurs d’influx et d’efflux dans les cellules épithéliales rénales (Source : 

www.solvobiotech.com)  
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Figure 30 :   Localisation des transporteurs d’influx et d’efflux dans les cellules mononucléées du sang 

périphérique 

 

3-3- Fonction des MRPs  

 

Il semble que les substrats des MRPs soient préférentiellement des anions organiques (Krishna et 

Mayer, 2000 ; Begley, 2003). D’autre part, ils sont en général plus hydrophiles que ceux de la Pgp 

(Golden et Pollack, 2003). Le ou les sites de fixation des ces substrats pourraient être cytoplasmiques 

ou intra-membranaires. 

Les spectres de substrats des MRPs 1 et 2 sont en grande partie communs entre eux, ainsi qu’avec 

celui de la Pgp, mais relativement peu avec ceux des MRPs 4 et 5 (Schinkel et Jonker, 2003 ; Löscher 

et Potschka, 2005-b). 

Le transport assuré par les MRPs 1 et 2 semble nécessiter la présence d’un tripeptide, le gluthation. 

Deux hypothèses ont été avancées. Le gluthation interviendrait soit en tant que co-substrat, soit par 

l’intermédiaire de sa conjugaison métabolique aux substrats potentiels (Rappa et al., 1999 ; Krishma et 

Mayer, 2000 ; Schinkel et Jonker, 2003). De nombreux substrats de ces deux MRPs sont des 

conjugués métaboliques au glutathion, à l’acide glucuronique, ou encore au sulfate (Begley, 2003 ; 

Schinkel et Jonker, 2003). Ces transporteurs pourraient donc participer à l’élimination intracellulaire 

de molécules issues d’une première ou d’une deuxième phase de métabolisme (Sun et al., 2003).  

Ces transporteurs ont également pour substrats des anticancéreux tels que le méthotrexate, la 

doxorubicine ou l’étoposide, des inhibiteurs de la protéase du VIH tels que le ritonavir, le nelfinavir, 

ou l’indinavir, ou des agents antiépileptiques tels que la phénytoïne (Löscher et Potschka, 2005-b ; 

Stazielle et Ghersi-Egea, 2005 ;  Dallas et al., 2006). 

 

Les MRPs 4 et 5 semblent moins concernées par le transport d’anions organiques, bien qu’elles soient 

capables de transporter des molécules conjuguées au glutathion et qu’elles soient inhibées par la 
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sulfinpyrazone, un inhibiteur spécifique des transporteurs d’anions organiques (Litman et al., 2001 ; 

Schinkel et Jonker, 2003 ; Smeets et al., 2004). Les substrats des MRPs 4 et 5 sont principalement des 

nucléosides ou nucléotides endogènes, ainsi que des analogues nucléosidiques ou nucléotidiques tels 

que certains inhibiteurs de la transcriptase inverse du VIH ou bien certains anticancéreux (Stazielle et 

Ghersi-Egea, 2005 ;  Dallas et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 7 :   Les substrats des MRPs (Dallas et al., 2006) 

 

 

3-4- Régulation des MRPs  

 

Concernant les mécanismes de régulation de l’expression des MRPs, peu de données sont disponibles.  

Cependant, des éléments GC, permettant la liaison de Sp1, ont été identifiés au niveau du promoteur 

du gène mrp (Zhu et Center, 1996). La transfection de vecteur d’expression incluant la région 

promotrice de la MRP6, a permis d’identifier une séquence de liaison aux facteurs de transcription 

NFκB et à la protéine Sp1, conférant alors un haut niveau d’expression du transporteur (Jiang et al., 

2006). 

La protéine p53 est capable de réprimer la transcription du gène mrp1 (Bähr et al., 2001 ; Sullivan et 

al., 2000 ; Wang et Beck, 1998) ; à l’inverse, la diminution d’expression de p53 est corrélée à une 

augmentation d’expression de la MRP1 (Fukushima et al., 1999). 

Il semblerait que la régulation de l’expression de la MRP2 soit, comme pour la Pgp, sous l’influence 

de facteurs de transcription de la classe des récepteurs nucléaires orphelins comme PXR (chez le 

rongeur) / SXR (chez l’homme), FXR (Farnesoïd X-activated Receptor) et CAR (Constitutive 

Androstane Receptor) (Kast et al., 2002). 
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4- La sous-famille BCRP (Breast Cancer Resistance P rotein) 

 

La BCRP a été découverte en 1997 sur une lignée de cellules humaines du cancer du sein présentant 

une résistance croisée à différents agents anticancéreux mais ne surexprimant ni la Pgp, ni les MRPs 

(Doyle et al., 1998). Il s’agissait d’un nouveau transporteur ABC conférant le phénotype MDR. Le 

gène de la BCRP a également été cloné par 2 autres équipes qui l’ont appelé MXR (pour résistance à la  

mitoxantrone, Miyake et al., 1999) et ABCP (pour transporteur ABC placentaire, Allikmets et al., 

1998). 

 

4-1- Structure de la BCRP  

 

Le gène de la BCRP humaine code pour une protéine de 655 acides aminés, contenant un seul 

domaine de liaison à l’ATP en N-terminal, suivi d’un domaine de 6 segments transmembranaires 

(figure 23). Basé sur des homologies de structure et de séquence, la BCRP appartient à la sous-famille 

G des transporteurs ABC (ABCG2). Par analogie avec d’autres transporteurs ABC analysés à ce jour, 

il semblerait que la BCRP agisse sous forme d’homo- ou d’hétérodimère (Van Veen et al., 2000 ; 

Chang et Roth, 2001 ; Ewart et Howells, 1998). L’homodimérisation de la BCRP pourrait être 

nécessaire au transport de substrats (Kage et al., 2002). 

 

4-2- Localisation de la BCRP 

 

De hauts niveaux d’expression de la BCRP ont été retrouvés dans le placenta, le colon, l’intestin et le 

foie (Ito et al., 2005 ; Meyer zu Schwabedissen et al., 2006). Des études immuno-histochimiques ont 

permis de détecter la BCRP sur la membrane plasmique du syncytiotrophoblaste placentaire, sur la 

membrane canaliculaire des hépatocytes et sur la membrane luminale des cellules épithéliales du petit 

et du gros intestin (Maliepaard et al., 2001). Elle a également été retrouvée au niveau du sein, au 

niveau des cellules endothéliales de capillaires et de veines dans pratiquement tous les tissus analysés, 

mais pas au niveau de l’endothélium artériel. Maliepaard et al. n’ont pas détecté de BCRP dans les 

érythrocytes, les leucocytes et les plaquettes (Maliepaard et al., 2001). Cependant, Albermann et al. 

ont trouvé des ARN messagers de bcrp dans les cellules mononucléées du sang périphérique 

(Albermann et al., 2005).  

 

4-3- Fonction de la BCRP 

 

La distribution tissulaire de la BCRP est proche de celle de la Pgp, suggérant qu’elles ont des 

fonctions similaires dans la prise en charge de substrats pharmacologiques. La BCRP semble avoir un 
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rôle important au niveau de la pharmacocinétique et la pharmacodynamique de certains xénobiotiques 

et substrats endogènes (Cascorbi, 2006). Elle contribue ainsi à la résistance à de nombreux 

anticancéreux tels que la doxorubicine, l’irinotecan, le méthotrexate, la mitoxantrone, le topotecan ; à 

des antihistaminiques tels que la cimétidine ; à des sondes fluorescentes telles que le Hoechst 3342, la 

prazosine, le BBR3390 (Borst et al., 1999 ; Jonker et al., 2002 ; Ito et al., 2005). La BCRP interagit 

avec les porphyrines et protègent les cellules et/ou les tissus de l’accumulation de protoporphyrines en 

conditions hypoxiques (Krishnamurthy et Schuetz, 2005).  

Le caractère lipophile de la majorité des substrats de la BCRP laisse penser que leur(s) site(s) de 

fixation se trouvent au niveau intramembranaire.  

 

4-4- Régulation de la BCRP 

 

L’expression de la BCRP serait modulée par EGF (Epidermal Growth Factor), par activation de la 

voie des MAP Kinases (mitogene-activated phosphokinase) via la phosphorylation de ERK 1 et 2 

(extracellular regulated kinase) et de JNK/SAPK (c-Jun N-terminal kinase / stress-activated protein 

kinase) (Meyer zu Schwabedissen et al., 2006). 

Un élément de réponse aux œstrogènes (ERE) a été découvert au niveau de la séquence promotrice de 

la BCRP (Ee et al., 2004). Des œstrogènes tels que le 17β-œstradiol, pourraient moduler l’expression 

de la BCRP par l’intermédiaire du récepteur aux œstrogènes-α, de manière différentielle selon le type 

cellulaire étudié (Ee et al., 2004 ; Imai et al., 2005).  

 

 

5- Transporteurs ABC et VIH 

 

5-1- Effet de l’infection par le VIH sur l’expression des transporteurs 

 
Les études publiées portant sur la relation entre l’expression des transporteurs ABC et l’infection par 

le VIH ont donné lieu à des résultats contradictoires. Ces différences sont vraisemblablement dues aux 

variations de sélection et stratification des cohortes de patients, aux types cellulaires, ou encore aux 

différences analytiques.  

Ainsi Lucia et al. ont montré une diminution d’expression de la Pgp sur les lymphocytes CD4+ de 

patients infectés (Lucia et al., 1995-a). Cette diminution a été confirmée par d’autres études (Meaden 

et al., 2001 ; Lucia et al., 2002 ; Jorajuria et al., 2003). Cependant, certains travaux ont montré que le 

niveau d’expression de la Pgp dans les lymphocytes T et les monocytes augmentait durant l’infection à 

VIH (Gollapudi et Gupta, 1990). Le niveau d’expression de la Pgp augmenterait dans les lymphocytes 

CD4+ de patients infectés et augmenterait avec la progression de la maladie (Andreana et al., 1996 ; 
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Gupta et Gollapudi, 1993). De plus, Camus et al. ont montré une augmentation des ARN messagers de 

mdr1 dans les trophoblastes placentaires de patientes infectées (Camus et al., 2006). 

Il semblerait également que cette régulation d’expression de la Pgp soit accompagnée par une 

diminution de son activité (Andreana et al., 1996 ; Lucia et al., 1995-a). Une diminution significative 

de la fonctionnalité de la Pgp a été trouvée dans les cellules NK CD16+ (Natural Killer) chez les 

patients infectés par le VIH-1. Cette diminution devient plus importante avec la progression de la 

maladie et semble corrélée avec une diminution de la fonction cytotoxique de ces cellules (Lucia et al., 

1995-a ; Lucia et al., 1995-b). 

 

Par ailleurs, l’expression de la MRP1 dans les lymphocytes ne semble pas altérée par l’infection 

(Meaden et al., 2001). L’exposition de macrophages humains au VIH produirait une augmentation 

tardive de l’expression des MRPs 1 et 5 indépendamment de la production de cytokines. La 

surexpression de la MRP4 induite par le VIH semble, quant à elle, transitoire et corrélée à la libération 

de TNF-α (Jorajuria et al., 2004-b). Des phénomènes de régulation différents selon les MRPs et selon 

le type cellulaire seraient impliqués.  

 

5-2- Effet des transporteurs sur la réplication virale  

 

Les transporteurs peuvent influencer l’infectiosité et la réplication du VIH.  

In vitro, l’expression de la Pgp sur les lymphocytes T inhibe la fusion du virus avec la membrane 

plasmique de la cellule hôte, et retarde également la réplication virale. Cette diminution de la 

réplication est corrélée au niveau d’expression de la Pgp (Lee et al., 2000 ; Speck et al., 2002). Cette 

inhibition serait indépendante de l’activité ATPasique de la Pgp et pourrait en partie résulter d’une 

liaison directe du virus avec le transporteur (Lee et al., 2000). De plus, lorsque les cellules sont 

incubées avec de la quinidine ou du PSC833 (inhibiteurs de la Pgp), le niveau de production virale 

dans ces cellules augmente. 

En revanche, l’expression de la MRP1 semblerait augmenter l’infectiosité virale (Speck et al., 2002). 

Cet effet serait spécifique de la MRP1, puisqu’il est partiellement inversé par ses inhibiteurs. Il 

interviendrait dans les phases précoces du cycle viral, comme pour la Pgp.  

 

In vivo sur des lymphocytes CD4+ et CD8+ de patients VIH+ traité ou non, il existerait une relation 

inverse entre l’activité de la Pgp et les taux plasmatiques d’ARN viraux, mais aucune relation avec le 

traitement. Ces données vont dans le sens de celles obtenues in vitro, et suggèrent qu’un des rôles de la 

Pgp pourrait être d’inhiber la réplication virale (Hulgan et al., 2003).  
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6- Transporteurs ABC et traitements antirétroviraux   

 

6-1- Antirétroviraux substrats des transporteurs ABC 

 

Afin de démontrer l’interaction d’une molécule avec un transporteur ABC, différentes techniques ont 

été mises en place. En effet, elle peut être mise en évidence par le suivi de la fonction enzymatique, 

c'est-à-dire l’activité ATPasique du transporteur en présence du substrat potentiel. Ainsi des systèmes 

de vésicules « inside-out » issues de membranes de lignées cellulaires surexprimant la Pgp, ont été 

développées afin de pouvoir suivre l’activité ATPasique de la Pgp par spectrophotométrie (Mégard et 

al., 2002 ; Jorajuria et al., 2004-a ; Ray et al., 2006). Cependant, la preuve directe du transport d’une 

molécule par un transporteur, est apportée par l’étude du transport bidirectionnel de celle-ci à travers 

une monocouche de cellules surexprimant le transporteur d’intérêt, en présence et en absence 

d’inhibiteurs spécifiques. Les lignées cellulaires surexprimant la Pgp peuvent être soit des lignées 

sélectionnées pour leur résistance à un substrat connu (par exemple la vinblastine, Aungst et al., 

1999), soit des lignées transfectées et surexprimant le gène mdr1 (Ray et al., 2006 ; Agarwal et al., 

2007). 

Un dernier modèle consiste à comparer la biodistribution d’une molécule d’intérêt dans des animaux 

« knock-out » pour le gène mdr1 et des animaux de type sauvage (Schinkel et al., 1994 ; Kim et al., 

1998) 

 
6-1-1- Substrats de la Pgp 

 

Même si des informations manquent sur les derniers inhibiteurs de la protéase du VIH mis sur le 

marché, il semblerait que tous les IPs étudiés à ce jour (ritonavir, saquinavir, indinavir, nelfinavir, 

amprénavir, lopinavir, atazanavir) soient substrats de la Pgp. En 1998, plusieurs équipes ont montré 

simultanément l’interaction des IPs avec la Pgp, à partir de préparations de vésicules membranaires 

(Lee et al., 1998), de lignées cellulaires (Washington et al., 1998), ou bien in vivo chez des souris 

« knock-out » mdr1a (-/-) (Kim et al., 1998). Par la suite, d’autres équipes ont montré sur différents 

modèles que les IPs, dont récemment le lopinavir et l’atazanavir, pouvaient être substrats de la Pgp 

(Polli et al., 1999 ; Jones et al., 2001-a ; Van der Sandt et al., 2001 ; Agarwal et al., 2007 ; Janneh et 

al., 2007 ; Roucairol et al., 2007). In vivo, chez des souris, le saquinavir serait transporté par la Pgp, au 

niveau de la barrière hémato-encéphalique (Park et Sinko, 2005).  

 

Alors qu’il est généralement admis que les IPs sont transportés par la Pgp, les inhibiteurs non 

nucléosidiques de la transcriptase inverse, eux, ne semblent pas être substrats de la Pgp (Stormer et al., 

2002 ; Dirson et al., 2006).  
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En ce qui concerne les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse, quelques études ont été 

menées dans les années 1990, montrant que l’AZT était substrat de la Pgp (Gollapudi et Gupta, 1990 ; 

Yusa et al., 1990 ; Antonelli et al., 1992 ; Aungst et al., 1999). Le ténofovir, quant à lui, ne semble pas 

être transporté par la Pgp (Ray et al., 2006).  

.  

6-1-2- Substrats des MRPs 

 
Plusieurs études, parfois contradictoires du fait de la multiplicité des modèles utilisés, se sont 

intéressées au rôle des MRPs dans le transport des IPs. Il semblerait que l’indinavir, le ritonavir, le 

saquinavir et le nelfinavir soient substrats de la MRP1 (Jones et al., 2001-a ; Van der Sandt et al., 

2001, Williams et al., 2002). Dans ces modèles, seul l’amprénavir échapperait à la règle.  

Cependant, dans des lignées canines surexprimant les différentes MRPs, ces mêmes IPs (ritonavir, 

indinavir, saquinavir), ainsi que le lopinavir, seraient transportés par la MRP2, mais pas par les MRPs 

1, 3 et 5 (Huisman et al., 2002 ; Agarwal et al., 2007). Roucairol et al. ont montré récemment dans des 

lignées cellulaires lymphoblastoïdes, que l’atazanavir pouvait être substrat des MRPs (Roucairol et al., 

2007). In vivo, chez des souris, le saquinavir serait transporté par les MRPs, au niveau de la barrière 

hémato-encéphalique (Park et Sinko, 2005). Ceci a été confirmé par une étude récente montrant que 

l’efflux de saquinavir des cellules endothéliales (cérébrales et aortiques) serait inhibé spécifiquement 

par le MK571, inhibiteur des MRPs (Eilers et al., 2008).  

En ce qui concerne les INTIs, Schuetz et al. ont montré sur des lignées lymphoïdes, qu’une diminution 

de la cytotoxicité de l’AZT-MP (monophosphate) pouvait être attribué à la surexpression de la MRP4 

(Schuetz et al., 1999). L’AZT serait transporté par les MRPs au niveau des cellules endothéliales 

(cérébrales et aortiques) (Eilers et al., 2008). Le ténofovir semble également être transporté par la 

MRP4, mais pas par la MRP2 (Ray et al., 2006). La MRP4 semble donc être un acteur majeur dans le 

transport des analogues monophosphorylés de l’adénosine.  

 

6-1-3- Substrats de la BCRP 

 
Rares sont les données disponibles sur les antirétroviraux substrats de la BCRP. Seuls les IPs 

(ritonavir, saquinavir, indinavir, nelfinavir, amprénavir, lopinavir) ont été étudiés et ne semblent pas 

substrats de la BCRP (Huisman et al., 2002 ; Gupta et al., 2004 ; Agarwal et al., 2007).  
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Tableau 8 :   Récapitulatif non exhaustif des antirétroviraux substrats des transporteurs ABC (V : Substrat ; 

X : Non substrat) 
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6-2- Effet inhibiteur des antirétroviraux sur les transporteurs ABC 

 

Il s’agit, ici, d’un effet direct du médicament sur le transporteur. Dans la plupart des cas, les molécules 

étudiées inhibent l’efflux d’un substrat spécifique des transporteurs ABC. Les inhibiteurs de la 

protéase (saquinavir, atazanavir, lopinavir) semblent inhiber l’efflux de Rhodamine 123, substrat 

spécifique de la Pgp (Kim et al., 1998 ; Perloff et al., 2005 ; Vishnuvardhan et al., 2003). Le 

saquinavir, le nelfinavir, le ritonavir et l’indinavir inhiberaient l’efflux de paclitaxel, de vinblastine ou 

de calcein-acétoxyméthylester, dans des lignées surexprimant la Pgp (Washington et al., 1998 ; 

Srinivas et al., 1998). Ils en est de même pour quelques inhibiteurs de l’intégrase en cours de 

développement, qui inhiberaient l’efflux de doxorubicine (Cianfiglia et al., 2007). L’accumulation de 

saquinavir dans des cellules endothéliales cérébrales de porc serait favorisée par le ritonavir, 

l’indinavir et le nelfinavir (Drewe et al., 1999). L’atazanavir inhiberait l’efflux de doxorubicine dans 

des cellules mononucléées du sang périphérique (Lucia et al., 2005). Le saquinavir, l’indinavir et le 

ritonavir inhiberaient, eux, l’efflux de digoxine dans une lignée cellulaire microgliales (Lee et al., 

2001). Les équipes de Bachmeier et de Storch ont fait un classement du pouvoir inhibiteur des IPs vis-

à-vis de la Pgp (nelfinavir > ritonavir > tipranavir > lopinavir > saquinavir > amprénavir > atazanavir) 

(Bachmeier et al., 2005 ; Storch et al., 2007). Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase 

inverse, ainsi que l’abacavir et le ténofovir disoproxyl fumarate, sembleraient également inhiber la 

Pgp (Storch et al., 2007). 

 

En ce qui concerne l’effet des antirétroviraux sur les MRPs, les inhibiteurs de la protéase seraient 

également à prendre en compte dans l’inhibition de la MRP1 (Srinivas et al., 1998). Les inhibiteurs 

non nucléosidiques de la transcriptase inverse, ainsi que l’emtricitabine, la lamivudine et le ténofovir, 

sembleraient également inhiber les MRPs 1, 2 et 3. L’abacavir, lui, n’inhiberait que les MRPs 1 et 2 

(Weiss et al., 2007-b).  

 

L’inhibition de la BCRP a très peu été étudiée. Seule une étude montre une inhibition de l’efflux de 

mitoxantrone et de bodipy-prazosine, dans des lignées surexprimant la BCRP humaine, et fait un 

classement du pouvoir inhibiteur des molécules (lopinavir > nelfinavir > delavirdine > efavirenz > 

saquinavir > atazanavir > amprénavir > abacavir) (Weiss et al., 2007-a).  
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Tableau 9 : Tableau récapitulatif de l’effet des antirétroviraux sur l’efflux médié par les transporteurs ABC 

(inhibiteurs de la protéase , inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inve rse , 

inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse , inhibiteurs de l’intégrase ). 

 

 

6-3- Effet des antirétroviraux sur l’expression et la fonctionnalité des transporteurs ABC 

 

In vitro, toutes les données disponibles semblent aller dans le même sens, quelque soit le modèle 

utilisé. Les inhibiteurs de la protéase semblent augmenter l’expression de la Pgp (Perloff et al., 2000 ; 

Huang et al., 2001 ; Vishnuvardhan et al., 2003 ; Chandler et al., 2003 ; Ford et al., 2003 ; Dupuis et 

al., 2003 ; Perloff et al., 2004 ; Perloff et al., 2005 ; Perloff et al., 2007). Il en est de même pour les 

inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (efavirenz, névirapine) (Chandler et al., 

2003 ; Störmer et al., 2002) ; ainsi que pour l’AZT (Signoretti et al., 1997 ; Jorajuria et al., 2004-a). 

Quelques inhibiteurs de l’intégrase, actuellement en développement, semblent avoir le même effet sur 

ce transporteur (Cianfriglia et al., 2007). Le saquinavir et le ritonavir semblent également augmenter 

la fonctionnalité de la Pgp (Dupuis et al., 2003 ; Perloff et al., 2004).  

Une étude récente sur des cellules en lignées LS-180 montrent qu’une exposition prolongée à de fortes 

doses de médicaments (névirapine, delavirdine, efavirenz, stavudine, emtricitabine, lamivudine et 

didanosine) provoquent une augmentation de la fonctionnalité de la Pgp (Weiss et al., 2008). Par 

contre dans ces mêmes conditions, l’abacavir, la zalcitabine, l’AZT, le ténofovir n’ont aucun effet 

(Weiss et al., 2008).  
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En ce qui concerne les MRPs, les données sont beaucoup plus rares. Seule une étude montre que 

l’AZT augmenterait l’expression des MRPs 4 et 5 (Jorajuria et al., 2004-a). Une étude sur le ritonavir 

montre qu’il pourrait augmenter l’expression et la fonctionnalité de la MRP1 (Perloff et al., 2001).  

 

In vivo, il ne semble pas y avoir de corrélation entre l’effet des traitements de patients sous multi-

thérapies antirétrovirales (HAART), et l’expression et la fonctionnalité de la Pgp dans les cellules 

mononucléées du sang périphérique (Lucia et al., 2002 ; Bossi et al., 2003 ; Ford et al., 2003). Seule 

l’équipe de Jorajuria et al. ont montré une diminution de l’expression de la Pgp chez des macaques 

infectés par le SHIV et traités par une polychimiothérapie antirétrovirale (Jorajuria et al., 2003). Une 

étude récente a également présenté une diminution de la fonctionnalité de la Pgp chez des patients 

traités par du lopinavir « boosté » avec du ritonavir (Wyen et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 10 : Tableau récapitulatif de l’effet des antirétroviraux sur l’expression et la fonctionnalité des 

transporteurs ABC (inhibiteurs de la protéase , inhibiteurs nucléosidiques de la 

transcriptase inverse , inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse , 

inhibiteurs de l’intégrase ). 
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1-  Matériel 

 

1-1- Produits chimiques, milieux de culture, anticorps   

 

Produits Fournisseurs 

Acetonitrile (HPLC grade) Merck, Darmstadt, Allemagne 
Acides aminés non essentiels Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France  

Acide formique Merck, Darmstadt, Allemagne 
Albumin bovine serum (BSA) Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France  
Anti-GFAP Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France 
Argon U Messer, Paris, France 
Atazanavir  Bristol-Myers Squibb, New York, Etats-Unis 
Aqualuma Plus Amersham, Buckingham-shire, Grande Bretagne 
Calcéine acéthoxyméthylester Interchim, Montluçon, France 
CD4:FITC Beckman Coulter, Roissy, France 
CD8:PC5 Beckman Coulter, Roissy, France 
CD11b:FITC Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France  
CD31:PE Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France 
CellFIX Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France 
2-chloroadenosine (2CADO) Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France  
Collagénase Dispase Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne 
Collagène IV Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France 
Cyclosporine A Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France  
CytoFIX / CytoPERM Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France 
3H-Digoxine PerkinElmer, Courtabœuf, France 

Diméthyl Sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France  
DNAse 1 Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne 
Emtricitabine Gilead Sciences, Foster City, Etats-Unis 
FGFb (basic Fibroblast Factor) Lonza, Saint Beauzire, France 
Fibronectine Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France  
Ficoll Histopaque® Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France  
Fumitremorgine C Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France  
Hepes Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France 

IgG monoclonal de souris anti-lapin Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, 
Etats-Unis 

IgG1:FITC Beckman Coulter, Roissy, France 
IgG1:PC5 Beckman Coulter, Roissy, France 
IgG1:rPE R&D Systems, Lille, France 
IgG2a:rPE Beckman Coulter, Roissy, France 
IgG2a  Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France 
Immunoglobulines de chèvre anti-souris marqué R-
phycoérythrine Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France 

GeneElute mammalian total RNA Kit  Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France 
Glutamine Gibco, Cergy-Pontoise, France 
Kit de toxicologie in vitro MTT Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France  
Kit facteurs de croissance milieu endothélial  Lonza, Saint Beauzire, France 
KO143 Schinkel, Nieuwegein, Pays-Bas 
Lopinavir Abbott Laboratories, Illinois, Etats-Unis 
Méthanol (HPLC grade) Merck, Darmstadt, Allemagne 
Milieu Cellules endothéliales  Sciencell, San Diego, Etats-Unis 
Milieu EMB-2 Lonza, Saint Beauzire, France 
Milieu F12 Gibco, Cergy-Pontoise, France 

Milieu HBSS sans CaCl2 ni MgCl2 Gibco, Cergy-Pontoise, France 
Milieu αMEM Gibco, Cergy-Pontoise, France 
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Produits Fournisseurs 

Milieu RPMI-1640  Gibco, Cergy-Pontoise, France 
MK571 Calbiochem, Fontenay-sous-Bois, France 
Nitrogène HP45 Messer, Paris, France 
Pénicilline / Streptomycine / Néomycine Gibco, Cergy-Pontoise, France 

Phospahte buffer saline (PBS) sans CaCl2 ni MgCl2 Gibco, Cergy-Pontoise, France 

Poly-L-lysine Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France 
Probenecide  Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France  
PSC833  Sanofi-Aventis, Paris, France 
Ritonavir Abbott Laboratories, Illinois, Etats-Unis 

RT² first strand Kit Superarray Biosciences Corporation, Frederick, Etats-
Unis  

RT² PCR Profiler Array  Superarray Biosciences Corporation, Frederick, Etats-
Unis 

Sérum humain  Gibco, Cergy-Pontoise, France 
Sérum de veau fœtal (SVF) Gibco, Cergy-Pontoise, France 
14C-Sucrose Amersham, Buckingham-shire, Grande Bretagne 
Tampon Perm/Wash Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France 
TLCK (antiprotéase) Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France 
QCRL:rPE (anticorps anti-MRP1) R&D Systems, Lille, France 
UIC2:rPE (anticorps anti-Pgp) Beckman Coulter, Roissy, France 
Verapamil  Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France  
3H-Vinblastine GE healthcare, Orsay, France 
3H-Vincristine GE healthcare, Orsay, France 
 

Tableau 11 :  Liste des produits chimiques, anticorps, milieux de culture, tampons utilisés, ainsi que leur 

provenance (Fournisseur, ville, pays) 

 
 

1-2- Equipements  

 

Equipements Fournisseurs 

Bain-marie universel Grant, Polylabo, Starsbourg, France 
Centrifugeuse 5415R Eppendorf, Le Pecq, France 
Centrifugeuse GR4i Jouan, Saint-Herblain, France 
Compteur à scintillation liquide 1214 Rackbeta Wallac, Freiburg, Allemagne 
FACS Calibur Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France 
Hotte à flux laminaire MSC12 Jouan, Saint-Herblain, France 
iCycler Biorad, Hercules, Etats-Unis 

Incubateur CO2 Binder, Tuttlingen, Allemagne 
Microscope CKX41 Olympus, Hambourg, Allemagne 
Spectromètre de masse API 3000 Applied Biosystems, Foster city, Etats-Unis 
Spectromètre de masse Quantum Discovery Thermo-Fisher Scientific, Waltham, Etats-Unis 
Système chromatographie liquide 1100 Agilent Technology, Les Ulis, France 
 

Tableau 12 :  Liste des équipements utilisés, ainsi que leur provenance (Fournisseur, ville, pays) 
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1-3- Logiciels 

 

Logiciels Fournisseurs 

Analyst version 1.4.2 Applied Biosystems, Foster city, Etats-Unis 
BD CellQuest  Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France 
Excalibur version 1.3 Thermo Finnigan, Waltham, Etats-Unis 
GraphPad Prism®, Version 3.02 GraphPad Software Inc., San Diego, Etats-Unis 
Microsoft® Office Excell 2003 Microsoft Corporation, Redmond, Etats-Unis 
Microsoft® Office PowerPoint 2003 Microsoft Corporation, Redmond, Etats-Unis 
Microsoft® Office Word 2003 Microsoft Corporation, Redmond, Etats-Unis 
Reference Manager version 11 Thomson ResearchSoft, Carlsbad, Etats-Unis 
WinMDI version 2.9 Scripps Research Institute, Californie, Etats-Unis 
 

Tableau 13 :  Liste des logiciels utilisés, ainsi que leur provenance (Fornisseur, ville, pays) 

 

 

2-  Cellules  

 

2-1- Cellules endothéliales cérébrales fœtales humaines (HBMECs) 

 
Les cellules endothéliales cérébrales fœtales sont des cultures primaires humaines et proviennent des 

laboratoires Sciencell. Elles sont cultivées et maintenues par passage successifs dans 20 ml de milieu 

de culture pour cellules endothéliales contenant 10 % de SVF, de la pénicilline (10 000 U/ml), de la 

streptomycine (10 000 µg/ml), ainsi que des facteurs de croissance pour cellules endothéliales (selon 

les recommandations du fournisseur), dans des flacons de culture en polystyrène de 75 cm². Elles sont 

ensemencées à une densité de 7500 cellules/cm². Les flacons de culture sont déposés dans une étuve 

dont l’atmosphère est régulée en dioxyde de carbone (5%), en température (37°C) et en hygrométrie 

(95%). 

 

2-2- Cellules mononucléées du sang périphérique (CMSPs) 

 
Les échantillons de sang de donneurs sains proviennent de l’Etablissement Français du Sang (Rungis, 

France) et les CMSPs sont isolés par centrifugation sur gradient de Ficoll Histopaque-1077®. Les 

cellules sont lavées trois fois par du milieu RPMI-1640, les globules rouges sont lysées par un tampon 

contenant des sels d’ammonium (chlorure d’ammonium 140 g/l + carbonate d’ammonium 1.44 g/l). 

Les cellules sont utilisées fraiches et sont cultivées dans du milieu RPMI-1640 contenant 10% de SVF 

décomplémenté, 2 mM de L-glutamine, 50 µg/ml de pénicilline, 50 µg/ml de streptomycine et 

100 µg/ml de néomycine, à 37°C dans une atmosphère humide contenant 5% CO2.  
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3- Modèle in vitro de barrière hémato-encéphalique humaine 

 

3-1- Obtention du tissu cérébral 

 

Le modèle in vitro de BHE conçu au laboratoire est composé de deux types cellulaires, les cellules 

endothéliales cérébrales et les cellules gliales. Les prélèvements de tissus cérébraux humains non 

tumoraux proviennent d’institutions hospitalières parisiennes (France). Ils sont immergés 

immédiatement dans un milieu de conservation stérile supplémenté de pénicilline / streptomycine / 

néomycine et sont conservés à 4°C. Les mises en culture sont réalisées dans les huit heures qui suivent 

l’intervention.  

 

3-2- Isolement et culture des cellules endothéliales cérébrales et des cellules gliales 

 

La méthode d’isolement est basée sur celle précédemment décrite par les Dr Roux et Deli (Roux et al., 

1989 ; Deli et Joo, 1996). A la suite de digestions enzymatiques successives, les capillaires cérébraux 

et les cellules gliales sont isolés et mis en culture.  

Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales humaines sont cultivées et maintenues par 

passages successifs dans du milieu EMB-2 contenant 5% de SVF décomplémenté, 1% de VEGF 

(Vascular Endothelial Growth Factor), 0.4% d’hydrocortisone, 1% de R3-IGF-1 (Recombinant Long R 

insulin-like growth factor 1), 1% d’acide ascorbique, 4% de rhFGF-B (recombinant human basic 

Fibroblast Growth Factor), 1% de rhEGF (recombinant human Epidermal Growth Factor), 50 mg/ml 

gentamicin/ml et 50 ng/ml amphotericin-B (GA-1000), à 37°C dans une atmosphère humide contenant 

5% de CO2.  

Les cellules gliales sont cultivées et maintenues par passages successifs dans du milieu MEM/F12 

(50/50, v/v) contenant 5% de SVF décomplémenté, 1% de sérum humain décomplémenté, 1% de 

FGFb (basic Fibroblast Growth Factor), 50 µg/ml de pénicilline, 50 µg/ml de streptomycine et 

100 µg/ml de néomycine, à 37°C dans une atmosphère humide contenant 5% de CO2. 

 

3-3- Caractérisation des cellules 

 

3-3-1- Immunophénotypage en microscopie à fluorescence  

 

Des Labteks (Nunc) sont ensemencées à raison de 105 cellules par chambre dans 500 µl de milieu de 

culture. Une fois à confluence, les cellules sont rincées avec du PBS.  
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Si le marquage est cytoplasmique, les cellules sont préalablement perméabilisées et fixées avec du 

CytoFIX/CytoPERM. Après 20 minutes d’incubation à 4°C, les cellules sont rincées avec du 

PermWash dilué au 1/10.  

Les sites non spécifiques sont ensuite saturés par 300 µl de sérum humain décomplémenté. L’anticorps 

[anti-CD31 pour les cellules endothéliales et anti-GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) pour les 

cellules gliales], est mis en contact avec les cellules pendant 30 minutes à 4°C. Après rinçage, le 2ème 

anticorps couplé au FITC (fluorescéine isothiocyanate) est ajouté et incubé pendant 30 minutes à 4°C. 

Puis les cellules sont rincées avec du PermWash dilué au 1/10.  

Une coloration des noyaux au DAPI (4',6-diamidine-2-phénylindole) 1µg/ml est réalisée pendant 10 

minutes à 4°C. Le DAPI  (λexcitation = 372 nm et λémission = 456 nm) se fixe à l’ADN de façon spécifique 

formant des complexes ADN-DAPI fluorescents. 

Suite aux différents marquages, les séparations délimitant les chambres sont retirées, et un montage 

entre lame et lamelle est réalisé avec du liquide de montage puis fixé avec du vernis. La lame peut 

ainsi être observée au microscope à fluorescence.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 :  A- Immunomarquage de cellules endothéliales cérébrales humaines marqués avec un anticorps  

anti-CD31 (Josserand et al., 2006) 

  B- Immunomarquage de cellules gliales marquées avec un anticorps anti-GFAP et  marquage 

des noyaux au DAPI (Josserand et al., 2006) 

 

3-3-2- Immunomarquage en cytométrie de flux  

 

Après trypsinisation, les cellules sont fixées et perméabilisées dans du CytoFIX/CytoPERM (1 ml, 

20 min, 4°C). Elles sont ensuite lavées et resuspendues dans ou du PermWash (1:10 , 1 ml, 4°C). 

100 µl de suspension cellulaire sont transférés dans un tube de 5 ml.  

A B 
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Pour les cellules endothéliales cérébrales, l’expression du marqueur CD31 est déterminée par 

incubation avec 10 µl d’anticorps CD31:FITC ou avec 10 µl de contrôle isotypique pendant 1 h à 4°C 

dans l’obscurité.  

Pour les cellules gliales, l’expression de la GFAP est déterminée par incubation avec 10 µl d’anticorps 

GFAP:FITC ou avec 10 µl de contrôle isotypique pendant 1 h à 4°C dans l’obscurité.  

Tous les échantillons sont ensuite lavés deux fois (1 ml de PBS supplémenté de 1% de BSA, 4°C), 

centrifugés (500 g, 5 min, 4°C) et analysés par cytométrie de flux.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 :  Histogrammes représentant l’intensité de fluorescence des cellules en fonction du nombre 

d’événements  

A- Cellules marquées avec l’anticorps CD31:FITC (en vert) ou avec le contrôle isotypique (en 

noir). Ici, plus de 89% des cellules expriment le marqueur CD31.  

B- Cellules marquées avec l’anticorps GFAP:FITC (en rouge) ou avec le contrôle isotypique 

(en noir). Ici, plus de 99% des cellules expriment la GFAP.  

A B 

A 

B 
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3-4- Genèse du modèle in vitro de BHE 

 

In vivo, la BHE est située au niveau de l’endothélium vasculaire cérébral, dont les cellules sont 

étroitement liées par des jonctions serrées, ce qui lui confère une forte résistance au passage du 

courant et limite les transports para-cellulaires. Ces cellules endothéliales cérébrales sont également 

caractérisées par un faible taux de pinocytose limitant les transports trans-cellulaires, ainsi qu’un fort 

niveau d’expression des transporteurs d’efflux. L’endothélium est en contact étroit avec les cellules 

gliales (astrocytes, péricytes, microglie), indispensables à l’acquisition des propriétés phénotypiques et 

fonctionnelles spécifiques de la BHE (Hawkins et al., 2006 ; Kim et al., 2006 ; Löscher et Potschka, 

2005-a et b). 

In vitro, afin de se rapprocher, le plus possible des conditions physiologiques, les cellules 

endothéliales sont cultivées sur des inserts (de porosité 0.4 µm) dans le compartiment apical (A), qui 

correspond au compartiment sanguin in vivo, en présence de cellules gliales du même donneur dans le 

compartiment basal (B), correspondant au parenchyme cérébral.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 :   Schéma représentant le modèle in vitro de BHE 

 

 

3-5- Paramètres de validation du modèle  

 

Afin de valider ce modèle in vitro de BHE, un certain nombre de paramètres ont été contrôlés : la 

présence de jonctions serrées, l’expression des transporteurs d’efflux (P-gp, MRP1 et BCRP), 

l’intégrité de la barrière.  
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3-5-1- Présence des jonctions serrées 

  

Les protéines jonctionnelles (zonula occludens et claudine-5) sont mises en évidence grâce à des 

anticorps spécifiques. Le protocole d’immunomarquage est identique à celui décrit précédemment 

(paragraphe 3-3-1). Les cellules sont observées en microscopie confocale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 :   Immunomarquage des protéines des jonctions serrées en microscopie confocale 

  A- Zonula Occludens 

  B- Claudine-5 

 

3-5-2- Intégrité de la barrière 

 

L’intégrité de la barrière est évaluée en mesurant le passage para-cellulaire d’un marqueur de 

référence [14C]-sucrose.  

Les inserts contenant les cellules endothéliales cérébrales sont transférés sur de nouvelles plaques sans 

cellules gliales. Les milieux apical et basal sont remplacés par un tampon de transfert (TB) contenant 

150 mM de NaCl ; 5,2 mM de KCl ; 2,2 mM de MgCl2 ; 6 mM de NaHCO3 ; 2,8 mM de glucose et 

5 mM d’Hepes (pH = 7,4). Le [14C]-sucrose (12,95 MBq/µmol) est immédiatement ajouté dans la 

chambre donneur (compartiment apical ou basal). A différents temps après l’addition du composé, des 

échantillons (100 µl) sont prélevés de la chambre accepteur (compartiment basal ou apical, 

respectivement) pour le comptage radioactif.  

 

A B 
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Figure 35 :   Cinétique de passage du [14C]-sucrose 

  En rose : Contrôle (insert sans cellules) 

  En vert : BHE-monocouche (Pst = 0,1 µl/min ; Pe = 1.67 x 10-6 cm/s) 

 

 

3-5-3- Protéines d’efflux 

 

Expression des transporteurs Pgp, MRP1 et BCRP 

L’étude de l’expression des transporteurs est réalisée par immunomarquage direct en cytométrie de 

flux. 

Les cellules endothéliales sont décollées et centrifugées (500 g, 5 min, 4°C). Elles sont fixées et 

perméabilisées dans du CytoFIX/CytoPERM (1 ml, 20 min, 4°C), puis lavées et resuspendues dans 

du PermWash (1:10 , 1 ml, 4°C). 

100 µl de chaque suspension cellulaire sont transférés dans un tube de 5 ml. L’expression de la Pgp est 

déterminée par incubation avec 20 µl d’anticorps UIC2:PE (spécifique de la Pgp humaine, Meaden et 

al., 2002) et avec 20 µl de contrôle isotypique IgG2a pendant 1 h à 4°C dans l’obscurité. L’expression 

de la MRP1 est déterminée par incubation avec 10 µl d’anticorps QCRL:rPE (spécifique de la MRP1 

humaine, Fernetti et al., 2001) et avec 10 µl de contrôle isotypique IgG1 pendant 1 h à 4°C dans 

l’obscurité. L’expression de la BCRP est déterminée par incubation avec 10 µl d’anticorps anti-

ABCG2:rPE (spécifique de la BCRP humaine) et avec 10 µl de contrôle isotypique IgG2a pendant 1 h 

à 4°C dans l’obscurité. Tous les échantillons sont ensuite lavés deux fois (1 ml de PBS supplémenté de 

1% de BSA, 4°C), centrifugés (500 g, 5 min, 4°C) et analysés par cytométrie de flux.  

 

Polarité de la barrière 

La spécificité des cellules endothéliales est qu’elles expriment des transporteurs différents sur la face 

luminale par rapport à la face abluminale. Cette polarité a donc été vérifiée dans le modèle in vitro de 

BHE humain, par le passage d’un substrat spécifique de la Pgp, la [3H]-digoxine. 

R2 = 0.9448

R
2

= 0,9314

0,0

50,0

100,0

150,0

200,0

250,0

300,0

0 10 20 30 40 50 60

Time (min)

14
C

-S
uc

ro
se

 C
le

ar
ed

vo
lu

m
e 

(µ
l)

R2 = 0.9448

R
2

= 0,9314

0,0

50,0

100,0

150,0

200,0

250,0

300,0

0 10 20 30 40 50 60

Time (min)

14
C

-S
uc

ro
se

 C
le

ar
ed

vo
lu

m
e 

(µ
l)



Matériel et méthodes 
 

 99 

Une cinétique sur 60 minutes est réalisée. Les cellules gliales sont retirées du compartiment basal. Les 

milieux apical et basal sont remplacés par du tampon TB. Le substrat, [3H]-digoxine (3,7 x 103 Bq/ml) 

est ajouté dans le compartiment apical ou basal. A différents temps après l’addition du substrat, des 

échantillons (100 µl) sont prélevés du compartiment basal ou apical, pour le comptage radioactif. Le 

quotient des coefficients de perméabilité (basal vers apical vs apical vers basal) est calculé. Si ce 

coefficient est supérieur à 2, le transport est polarisé, la Pgp est bien fonctionnelle sur les barrières. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

Figure 36 :   Efflux de la [3H]-digoxine au niveau du modèle de BHE in vitro 

 

 

4- Interaction des antirétroviraux avec les cellule s   

 

4-1- Traitement des cellules 

 

Les inhibiteurs de la protéase du VIH (atazanavir, ritonavir, lopinavir) et l’efavirenz sont solubilisés 

dans du diméthylsulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). L’emtricitabine 

et le ténofovir sont solubilisés dans de l’eau déminéralisée stérile. Les solutions mères (100 mM) sont 

stockées à -20°C. La concentration finale de DMSO dans le milieu de culture est toujours inférieure à 

1% pour respecter la viabilité cellulaire et éviter toute interférence du DMSO avec les paramètres 

mesurés.  

 

4-1-1- Les cellules mononucléées du sang périphérique (CMSPs) 

 

Les CMSPs sont ensemencées à raison d’environ 5 millions de cellules par puits de polystyrène de 

surface 1.9 cm² dans des plaques 24 puits pour cellules en suspension Greiner®, contenant 1 ml de 
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milieu RPMI-1640 complet.  Les cellules sont incubées avec les différents antirétroviraux seuls ou 

bien associés :   

- Ritonavir (RTV) 1 µM  

- Lopinavir (LPV) 5 µM  

- Atazanavir (ATV) 5 µM  

- Emtricitabine (FTC) 5 µM  

- Tenofovir (TFV) 5 µM 

- Efavirenz (EFV) 5 µM 

Les concentrations utilisées sont proches des concentrations plasmatiques des patients traités par ces 

médicaments, et n’excèdent pas la solubilité maximale décrite par Storch et al., 2007. La concentration 

de DMSO est ajustée dans chaque puits à 0.22%.  

Les cellules sont alors incubées pendant 20 ou 72 heures à 37°C, sous 5% de CO2 et 95% 

d’hygrométrie. 

 

4-1-2- Les cellules endothéliales cérébrales fœtales humaines (HBMECs) 

 

Les cellules sont ensemencées à 70 000 par puits pour les plaques 6 puits Greiner®, et 14 000 par 

puits pour les plaques 24 puits Greiner®. A confluence, elles sont incubées dans du milieu endothélial 

complet avec du DMSO 0.2% ou bien de l’atazanavir 5 µM, pendant 20 heures à 37°C, sous 5% de 

CO2 et 95% d’hygrométrie. 

 

 

4-2- Influence des antirétroviraux sur la régulation des transporteurs d’efflux in vitro  

 

4-2-1- Etude de l’expression des ARN messagers des transporteurs 

 

L’étude de l’expression des ARN messagers des transporteurs est réalisée par RT-PCR en temps réel.  

Les ARN des CMSPs (5 ou 10 x 106 cellules) sont isolés grâce au kit GenElute mammalian total 

RNA. La concentration et la pureté des ARN sont ensuite déterminées en mesurant l’absorbance à 260 

et à 280 nm. Le ratio DO260 / DO280 est compris entre 1,8 et 2. Une quantité de 0,5 µg d’ARN est rétro-

transcrite en ADN complémentaire avec des amorces aléatoires, en utilisant le kit RT² First Strand. 

L’ADNc est dilué dans de l’eau distillée ultrapure jusqu’à un volume de 100 µl. 2 µl sont distribués 

sur une plaque RT² Profiler PCR Array pour chaque paire d’amorces spécifiques, en suivant les 

recommandations du fournisseur. Les amorces utilisées pour l’analyse sont celles des gènes abcb1 

(codant pour la Pgp), abcc1, abcc2, abcc3, abcc4, abcc5, abcc6 (codant pour les MRPs 1 à 6), abcg2 

(codant pour la BCRP), slc22A6 et sclc22A8 (codant pour les OAT 1 et 3).  
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L’expression relative des gènes entre les échantillons traités et non traités est déterminée selon les 

règles suivantes.  

Pour chaque échantillon, une différence de cycles de PCR (CT) est calculée entre le gène de référence 

et le gène d’intérêt : ∆CT. Les gènes de référence sont ceux de la GAPDH (Glycéraldéhyde-3-

phosphate déshydrogénase) et de la HPRT (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase). Ils sont 

choisis de façon à ce que leur CT soit le plus proche possible de celui du gène d’intérêt.  

Pour chaque paire d’échantillons (traités et contrôle non traités), une différence de ∆CT  est calculée : 

∆∆CT [∆∆CT = ∆CT (échantillon traité) - ∆CT (échantillon contrôle)]. Enfin, le changement 

d’expression entre les échantillons traités et non traités peut être exprimé par 2-∆∆CT. 

 

4-2-2- Etude de l’expression protéique des transporteurs 

 

L’étude de l’expression protéique des transporteurs est réalisée par immunomarquage direct en 

cytométrie de flux. 

Après traitement avec les ARV, les cellules sont centrifugées (500 g, 5 min, 4°C). Elles sont ensuite 

soit fixées dans du CellFIX (1:10, 1 ml, 4°C), soit fixées et perméabilisées dans du 

CytoFIX/CytoPERM (1 ml, 20 min, 4°C). Les cellules sont ensuite lavées et resuspendues dans du 

PBS (1 ml, 4°C) ou du PermWash (1:10 , 1 ml, 4°C), respectivement. 

100 µl de chaque suspension cellulaire sont transférés dans un tube de 5 ml. L’expression de la Pgp est 

déterminée par incubation avec 20 µl d’anticorps UIC2:PE (spécifique de la Pgp humaine, Meaden et 

al., 2002) et avec 20 µl de contrôle isotypique IgG2a pendant 1 h à 4°C dans l’obscurité. L’expression 

de la MRP1 est déterminée comme précédemment par incubation avec 10 µl d’anticorps QCRL:rPE 

(spécifique de la MRP1 humaine, Fernetti et al., 2001) et avec 10 µl de contrôle isotypique IgG1 

pendant 1 h à 4°C dans l’obscurité. Tous les échantillons sont ensuite lavés deux fois (1 ml de PBS 

supplémenté de 1% de BSA, 4°C), centrifugés (500 g, 5 min, 4°C) et analysés par cytométrie de flux.  

 

4-2-3- Etude de la fonctionnalité des transporteurs  

 

L’étude de la fonctionnalité des transporteurs est réalisée par un test d’accumulation de la calcéine 

acétoxymethylester (calcéine-AM), en présence ou en absence d’inhibiteur spécifique des 

transporteurs.  

La calcéine-AM est une sonde fluorigénqiue hautement lipophile qui pénètre rapidement à travers la 

membrane plasmique. Dans la cellule, des estérases endogènes la transforment en calcéine 

fluorescente et hydrophile, qui ne peut pas traverser la membrane plasmique (Hollo et al., 1996). La 

calcéine-AM est substrat de la Pgp et des MRPs, alors que la calcéine ne l’est pas. L’activité de 

transport de la Pgp et des MRPs est inversement proportionnelle à l’accumulation de calcéine 
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fluorescente, l’inhibition de ces transporteurs entraîne une augmentation de la fluorescence cellulaire 

(Weiss et al., 2003). La cyclosporine A à la concentration de 2 µM est un inhibiteur spécifique de la 

Pgp (Legrand et al., 1998), le verapamil est un inhibiteur non spécifique de la Pgp et des MRPs 

(Janneh et al., 2005), et le MK571 est un inhibiteur spécifique des MRPs (Gekeler et al., 1995). 

Après leur traitement avec les différentes combinaisons thérapeutiques, les cellules sont lavées avec du 

PBS froid, puis incubées avec 0.1 µM de calcéine-AM pendant 30 min à 37°C dans 1 ml de milieu 

RMPI avec ou sans inhibiteur (2 µM de cyclosporine A, 30 µM de verapamil ou 30 µM de MK571). 

Elles sont ensuite lavées deux fois avec du PBS froid, puis fixées avec du CellFIX (1:10, 400 µl, 4°C) 

et analysées par cytométrie de flux.  

 

4-2-4- Analyse en cytométrie de flux 

 

Les analyses sont effectuées sur un cytomètre de flux, FACS Calibur (Becton Dickinson). La taille 

(Forward scatter : FSC) et la granulosité / réfringence des cellules (Side Scatter : SSC) sont détectées 

sur un dot plot à échelle linéaire. La fluorescence des cellules est détectée sur un histogramme à 

échelle logarithmique. Pour l’analyse des CMSPs, les lymphocytes sont sélectionnés électroniquement 

à partir de la population totale de CMSPs, en collectant 10 000 événements pour chaque échantillon. 

La localisation des sous-populations cellulaires (lymphocytes CD4, CD8 et monocytes) a été vérifié 

par immunomarquage direct en utilisant respectivement des anticorps CD4:FITC, CD8:PC5 et 

CD11b:FITC, et leurs contrôles isotypiques (figure 36).  

En ce qui concerne l’acquisition de données, le logiciel WinMDI version 2.9 (Scripps Research 

Institute, California, USA)  est utilisé pour déterminer les moyennes géométriques de fluorescence 

(Gmean) sur les canaux FL1 ou FL2 suivant le fluorochrome.  
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Figure 37 :   Mise en évidence des différents types cellulaires présents dans les CMSPs.  

A- Graphe représentant la granulométrie (SSC) en fonction de la taille (FSC) des cellules. 

B- Histogramme des cellules marquées avec un anticorps anti-CD4 (rouge), anti-CD8 (vert) ou 

bien anti-CD11b (bleu) 

 

 

Etude de l’expression des transporteurs 

Les résultats ont été obtenus sous forme d’histogramme à échelle logarithmique monoparamétrique 

représentant l’intensité de fluorescence de l’anticorps anti-Pgp ou anti-MRP1 en fonction du nombre 

de cellules analysées (figure 37). Le marquage non spécifique a été déterminé sur les cellules incubées 

en présence du contrôle isotypique. Un marqueur de positivité (M1) a ainsi été placé à droite du pic de 

fluorescence.   

Les variations d’expression des transporteurs sur les histogrammes sont analysées en réalisant un 

calcul de Gmean (moyenne géométrique) relatif au pic isotypique :  

Gmean relatif = (Gmean des cellules marquées - Gmean du contrôle isotypique) / Gmean contrôle 

isotypique 

Gmean, étant la moyenne géométrique des pics de fluorescence. 

Cette valeur obtenue pour les cellules traitées est ensuite comparée à celle obtenue pour les cellules 

non traitées (0.22%  DMSO) : 

Pourcentage d’expression = 100 – ((Gmean relatif des cellules traitées – Gmean relatif des cellules 

non traitées) / Gmean relatif des cellules non traitées) x 100. 
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Figure 38 :   Expression de la P-glycoprotéine dans les lymphocytes totaux : histogramme représentant 

l’intensité de fluorescence de la sous-population lymphocytaire en fonction du nombre 

d’événements, détecté sur le canal 2 (FL2). Les cellules marquées avec l’anticorps anti-Pgp 

sont en gris et les cellules marquées avec le contrôle isotypique sont en blanc. Ici, 68.5% des 

lymphocytes expriment la Pgp. 

 

Etude de la fonctionnalité des transporteurs 

La fluorescence due à la calcéine est suivie sur le canal 1 (FL1) sur une population lymphocytaire 

électroniquement sélectionnée. La fonctionnalité du transporteur est quantifiée par l’équation suivante 

(Rautio et al., 2006) :  

  

  

où Gmean calcein est la moyenne géométrique de fluorescence des cellules avec la calcéine et 

Gmean inhibitor est la moyenne géométrique de fluorescence des cellules avec la calcéine en présence 

d’inhibiteur (2 µM cyclosporine A, 30 µM verapamil ou 30 µM MK571). 
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Figure 39 :   Fonctionnalité de la P-glycoprotéine dans les lymphocytes totaux : histogramme représentant 

l’intensité de fluorescence de la sous-population lymphocytaire en fonction du nombre 

d’événements, détecté sur le canal 1 (FL1). Les cellules ayant incorporé la calcéine-AM sont en 

gris. Les cellules avec la calcéine-AM et dont l’efflux est inhibé par la cyclosporine A sont en 

blanc. 

 

4-3- Influence des transporteurs d’efflux sur l’accumulation intracellulaire des antirétroviraux in 

vitro 

 

Les méthodes de dosage des antirétroviarux ont été adaptées de méthodes déjà utilisées et validées au 

laboratoire, pour le FTC, le TFV et l’EFV (Pruvost et al. 2006, 7th International Workshop on clinical 

Pharmacology of HIV Therapy, Lisbon, Portugal) et pour le RTV, le LPV et l’ATV (Pèlerin et al., 

2005). 

 

4-3-1- Préparation des solutions stocks et diluées 

 
Les solutions stocks d’étalon interne 2-chloroadénosine (2CADO) à 1 mg/ml et de kétoconazole à 5 

mg/ml, sont préparées respectivement dans de l’eau ultrapure et du méthanol, et sont stockées à -20°C. 

Les solutions intermédiaires d’antirétroviraux et d’étalons internes sont préparées par dilution 

successives à partir des solutions stocks, dans de l’eau ultrapure (FTC, TFV,  2CADO) ou du 

méthanol (EFV, IPs, kétoconazole) et sont stockées à -20°C. Les solutions de travail d’étalon interne 

(50 ng/ml) sont préparées quotidiennement dans un mélange Tris-HCl (0.05M, pH 7.4) / méthanol : 

30/70 (v/v).  
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4-3-2- Méthodologie analytique pour le dosage de FTC, TFV, EFV 

 

La séparation chromatographique a été réalisée sur une colonne Phenomenex Synergi Polar-RP 4 µm 

50 x 2 mm thermostatée à 40°C avec une phase mobile contenant 0.5% d’acide formique et un 

gradient de méthanol délivré à un débit 300 µl/min de 2 à 80% en 4 min, suivie d’une période 

d’équilibration de 4 minutes à 2% de méthanol. La détection en spectrométrie de masse a été réalisée 

sur un Quantum Discovery avec une source ESI (Thermo-Fisher Scientific), et analysée grâce au 

logiciel d’acquisition et de traitement des données Excalibur version 1.3. (Thermo-Finnigan). Les 

paramètres du spectromètre, optimisés pour l’ionisation et la détection, sont comme suit dans le 

tableau 14.  

 
 

 FTC TFV 2CADO EFV 2CADO 

Mode de spectrométrie   +  +  +  -  - 

Tension du capillaire 3.5 kV 3 kV 

Pression de gaz du capillaire 30 40 

Pression du gaz auxiliaire 5 24 

Température du capillaire  320°C 330°C 

Energie de collision de la source CID 12 

Pression du gaz de collision 1,6 mTorr 

Energie de collision  15 eV  28 eV 21 eV 18 eV 28 eV 

m/z de l'ion parent  248.04  288.06 302.06 313.6 299.6 

m/z de l'ion fils 130.09 176.24  170.06 244.0 132.06 

Temps de rétention 1,9  1.2 3,9 6.64 3.92 

Limite de quantification  0,5 ng/ml 0,5 ng/ml nd 0.5 ng/ml nd 

 

Tableau 14 :   Paramètres d’optimisation du spectromètre de masse 
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Figure 40 :  Chromatogramme d’une solution standard de tenofovir (en rouge), emtricitabine (en noir) et 

2CADO (étalon interne, en vert). Le ténofovir et l’emtricitabine sont à 70 ng/ml et la 2CADO à 

50 ng/ml.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41 :   Chromatogramme d’une solution standard d’efavirenz (en rouge) et 2-CADO (étalon interne, en 

noir). L’efavirenz est à 80 ng/ml et la 2CADO à 50 ng/ml. 

 

 

4-3-3- Méthodologie analytique pour le dosage des IPs 

 
La séparation chromatographique a été réalisée sur un système 1100 (Agilent Technology), 

thermostaté à 40°C, avec une phase mobile contenant 10 mM acétate d’ammonium + 0.1% acide 

acétique et un gradient d’acétonitrile, délivrée à un débit de 1 ml/min. La colonne analytique est une 
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Nova Pack C18 60Å, 4 µm, 150 mm x 3.9 mm (Waters) avec une pré-colonne, Modulacart cartridge 

10 mm x 2 mm (Interchim). La méthode étant réduite à 4 molécules (RTV, LPV, ATV et 

kétoconazole), le gradient de séparation a été réduit à 10 minutes, à la place de 20 minutes (Tableau 

15). La détection en spectrométrie de masse est réalisée sur un triple quadripôle API 3000 avec une 

source ESI (Applied Biosystems)..  

 
 

Temps %A %B 

Initial 70 30 

A 1 min 70 30 

A 5 min 30 70 

A 6 min 0 100 

A 7 min 0 100 

A 8 min 70 30 

A 10 min 70 30 

 

Tableau 15 :   Gradient d’élution pour la quantification des IPs par LC-MS/MS  

A = 10% acetonitrile + 90% 10 mM ammonium acetate avec 0.1% acetic acid;  

B = 90% acetonitrile + 10% 10 mM ammonium acetate avec 0.1% acetic acid 

 

La détection en spectrométrie de masse est réalisée sur un triple quadripôle API 3000 équipé d’une 

source d’ionisation de type electrospray (ESI) (Applied Biosystems). Les données sont traitées par le 

logiciel Analyst 1.4.2 (Perkin Elmer). Toutes les molécules sont analysées en mode positif. Le débit 

est divisé par trois à l’entrée du spectromètre, par une union en forme de T (PEEK tubing splitter, 0.13 

mm de diamètre interne, Interchim). Les paramètres du spectromètre, optimisés pour l’ionisation et la 

détection, sont comme suit dans le tableau 16.  

 
 

 LPV RTV ATV kétoconazole 

Mode de spectrométrie   +  +   +  + 

Tension du capillaire  + 5,5 kV 

Declustering potential 50 V 60 V 60 V 60 V 

Température de la source 550°C 

Energie de collision  20 eV 27 eV 40 eV 40 eV 

m/z de l'ion parent  629,6 721,4 705,4 531,3 

m/z de l'ion fils 447,4 296,3 335,6 489,2 

Temps de rétention 7,09 6,68 6,34 6,33 

Limite de quantification  0,5 ng/ml 0,5 ng/ml 0,5 ng/ml nd 

 

Tableau 16 :   Paramètres d’optimisation du spectromètre de masse 
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Figure 42 :  Chromatogramme d’une solution standard de ritonavir (bleu), d’atazanavir (rouge), de lopinavir 

(gris) et de kétoconazole (vert) (étalon interne). Toutes les molécules sont à 50 ng/ml.  

 

 

4-3-4- Préparation des échantillons (standards, contrôles qualité, échantillons) 

 
Les standards et les contrôles qualité (QCs) sont préparés comme suit : des solutions de FTC, TFV, 

EFV, RTV, LPV, ATV à la concentration souhaitée sont ajoutés à un culot de CMSPs non traités (5 ou 

10 x 106 cellules). Pour le dosage de FTC et TFV, les concentrations finales de médicaments sont  0.5, 

1.0, 10, 70, 130, 190 and 250 ng / échantillon pour les standards, et 1.5, 120 and 200 ng / échantillon 

pour les QCs. Pour le dosage de l’EFV, les concentrations finales sont 1, 2, 20, 80, 140, 200, 260, 320, 

400 ng / échantillon pour les standards, et  3, 180 and 340 ng / échantillon pour les QCs.  Pour le 

dosage des IPs, les concentrations finales sont 1, 2, 10, 50, 100, 300 et 500 ng / échantillon pour les 

standards, et 3, 75, 250 ng / échantillon pour les QCs. Un millilitre d’un mélange Tris-HCl (0.05 M, 

pH 7.4) / méthanol : 30/70 (v/v) contenant le standard interne (2-CADO ou kétoconazole, suivant le 

dosage) à 50 ng/ml, est ajouté aux standards, QCs et échantillons.  

 

Les analytes sont extraits des CMSPs (échantillons, QCs et standards) comme décrit précédemment 

(Pruvost et al., 2001). Après une lyse mécanique des cellules, les tubes sont centrifugés (18000 g, 15 

min, 4°C). Les surnageants sont transférés dans des tubes de polypropylène et évaporés à sec 

(TurboVap, Zymark, France). Les résidus sont repris dans 200 µl d’eau ultrapure pour la 
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quantification du FTC, TFV et EFV, et 200 µl de Tris-HCl (0.05 M, pH 7.4) pour la quantification des 

IPs. 40 µl de chaque solution sont injectés dans le système LC-MS/MS.  

 

4-3-5- Comptage cellulaire 

 
Les CMSPs  de chaque échantillon sont comptées en utilisant un test biochimique validé au laboratoire 

(Benech et al., 2004). Cette méthode est basée sur une relation directe entre le comptage cellulaire et 

le signal de fluorescence généré par l’incorporation de SYBr green dans l’ADN. Les concentrations 

intracellulaires sont calculées en assimilant le volume d’une cellule à 0.4 pl.  

 

 

4-4- Accumulation d’un substrat radioactif, la [3H]-vincristine 

 

Les CMSPs de donneurs sains (5x106 cellules/ml) isolés comme décrit précédemment, sont incubés 

avec un inhibiteur des MRPs, le MK571 (30 µM) comme contrôle positif, ou bien avec différentes 

concentrations de médicament (0.01 µM à 100 µM) pendant 30 min à 37°C dans 1 ml de milieu RPMI 

complet.  

La vincristine est substrat des MRPs (Ozben, 2006). Son accumulation est proportionnelle à 

l’inhibition des MRPs. Elle commence par l’addition de [3H]-vincristine (3.7x103 Bq par puits). Après 

1 h d’incubation,  les cellules sont centrifugées (500 g, 5 min, 4°C) et lavées avec du PBS froid. Elles 

sont ensuite lysées dans du Triton X-100 1% pendant 10 min (Menez et al. 2006). Quatre millilitres de 

scintillant Aqualuma Plus sont ajoutés pour le comptage de radioactivité. L’inhibition du transport de 

la [3H]-vincristine est déterminée en mesurant l’augmentation de la radioactivité, traduisant 

l’accumulation de vincristine dans les cellules. 

 

 

5- Analyse statistique 

 

Les données sont exprimées en moyenne ± SEM (écart-type de la distribution des moyennes). 

GraphPad Prism® 3.0 est utilisé pour l’analyse statistique afin de mettre en évidence une différence 

significative entre les différents groupes. Cette significativité entre les groupes traités et le contrôle est 

évaluée par un test t de Student paramétrique, ou bien une analyse de variance simple (one-way 

ANOVA) avec un post-test de Dunett. Les différences sont considérées significatives quand p est 

inférieur à 0.05. 
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Chapitre 1 

Emtricitabine : Interaction avec les transporteurs d’efflux et conséquences sur 

l’accumulation des IPs dans les CMSPs 

 

 

 

 

Ce travail a fait l’objet d’un article soumis dans European Journal of  Pharmaceutical Scoences 

(novembre 2007) et ayant pour titre :  

Emtricitabine: Inhibitor and Substrate of MultiDrug  Resistance Associated Protein 

 

Il a également été présenté au congrès suivant :  

11th European AIDS Conference, Madrid, 24-27 octobre 20 07, Poster 3.2-02 

 

 

 

1- Introduction 

 

Cette étude s’est placée dans un contexte de combinaison thérapeutique anti-VIH, souvent administrée 

aux patients sous HARRT (thérapie antirétrovirale hautement active), associant l’emtricitabine (FTC) 

à des inhibiteurs de la protéase (lopinavir ou atazanavir, boosté par de faibles doses de ritonavir).  

 

Lors d’une thérapie initiale, une molécule est choisie pour son potentiel antiviral, sa dose, son nombre 

de prise quotidienne, sa faible toxicité, son profil de résistance, ses interactions pharmacocinétiques et 

l’avis du patient. L’emtricitabine entre bien dans ces critères.  

Le métabolite actif du FTC (le FTC triphosphate) a une longue durée de vie, supérieure à 39 h, ce qui 

permet de ne l’administrer qu’une fois par jour.  

Des études cliniques associant ce médicament à un autre INTI comme le ténofovir, et deux IPs ou un 

INNTI, ont montré une efficacité antirétrovirale importante et un faible taux de résistance virale. Dans 

une étude évaluant la combinaison FTC, TDF, LPV/RTV (Kaletra), la mutation K65R associée au 

TFV n’a pas été observée après 48 semaines de traitement (Johnson et al., 2006). Il en est de même 

pour une étude portant sur la combinaison FTC, TDF et EFV (Pozniak et al., 2006). La mutation 

M184V associée à la résistance au FTC n’est observée que très rarement, sur 2 des 115 patients traités 

par TDF/FTC/LPV/rtv et sur 2 des 244 patients traités par TDF/FTC/EFV.  
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L’étude FTC-301A, comparant les effets de l’emtricitabine administré en une prise quotidienne et de 

la stavudine en 2 prises quotidiennes, a montré que le FTC avait un meilleur taux de réponse 

virologique à 48 semaines (78% vs 59%) (Saag et al., 2004). Le régime contenant du FTC est 

également associé à un meilleur taux de HDL (high density lipoprotein) cholestérol (Saag, 2004).  

 

Nous avons mené cette étude dans le but de mieux connaître les mécanismes de pharmacologie 

cellulaire associée au FTC, et son implication dans une association avec les IPs (RTV, LPV, ATV). 

Nous nous sommes particulièrement intéressés à l’interaction du FTC avec les transporteurs d’efflux. 

En effet, comprendre la régulation de l’expression et de la fonctionnalité des protéines d’efflux par le 

FTC pourrait augmenter l’entrée et l’accumulation des autres antirétroviraux, et notamment les IPs, 

dans les cellules.  

 

Dans ce travail, nous avons montré par RT-PCR que les CMSPs expriment de hauts niveaux d’ARN 

messagers des gènes mdr1 (codant pour la Pgp) et mrp1 (codant pour la MRP1). Nous avons rapporté 

que le FTC, à la concentration de 5 µM, seul ou en combinaison avec des IPs (LPV/RTV ou 

ATV/RTV) ne modulent pas l’expression protéique de la Pgp et de la MRP1. En revanche, un 

traitement de 72h avec le FTC diminue la fonctionnalité de la MRP1. Cette inhibition n’est pas 

corrélée à une augmentation des concentrations des IPs.  

Le MK571, mais pas la cyclosporine A entraîne une augmentation significative de l’accumulation 

intracellulaire de FTC. Le FTC provoque une augmentation concentration-dépendante de 

l’accumulation de deux substrats des MRPs (la calcéine-AM et la vincristine).  

L’ensemble de ces résultats nous ont permis de conclure que le FTC a un double caractère, à la fois 

substrat et inhibiteur des MRPs.  
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Emtricitabine: Inhibitor and Substrate of MultiDrug  Resistance Associated Protein 

Bousquet Laurence a, b, Pruvost Alain a, Didier Nathalie a, Farinotti Robert b, Mabondzo Aloïse a 

 

a- iBiTec-S, Service de Pharmacologie et d'Immunoanalyse, CEA/Saclay, 91191 Gif sur Yvette, France; b- Pharmacie Clinique, 

EA 2706 Barrières et Passage des Médicaments, Université Paris Sud, XI, Faculté de Pharmacie, 92296 Châtenay-Malabry, 

France  

 

Efflux proteins have been shown to greatly 
affect the uptake of antiretroviral drugs by cells 
and to prevent their access to the HIV-1 
replication site. The active efflux of these drugs 
might produce subtherapeutic drug levels and 
favor resistant viral strains and the emergence 
of sanctuary sites.  
This study has been performed to investigate 
whether emtricitabine (FTC) is a substrate 
and/or inhibitor of MRP1 in human peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs, HIV-1 target 
site). Moreover, we have reported the impact of 
FTC combined with protease inhibitors (PIs) 
(ritonavir, atazanavir, lopinavir) on Pgp and 
MRP1 expression and function, and on PI 
accumulation.  
Following a 72-h incubation with antiretroviral 
regimen, Pgp and MRP1 expression and 
function were assessed on lymphocytes; and 

intracellular drug concentrations were measured 
by LC-MS/MS. FTC concentrations were 
determined following incubation with or without 
specific efflux proteins inhibitors. FTC inhibitor 
properties were measured using 2 different MRP 
substrates.  
Quantitative real-time PCR showed that PBMCs 
express high levels of both Pgp and MRP1 
mRNA copy number whereas MRP2 and MRP3 
were not detectable. Our findings indicate a 
decrease in MRP1 function after exposure to 
FTC. MK571 (specific MRP inhibitor) 
significantly increases FTC accumulation in 
PBMCs. FTC increases intracellular calcein and 
[3H]-vincristine accumulation.  
Emtricitabine has both inhibitor and substrate 
characteristics with MRP1 in PBMCs in vitro, 
and does not interact with PI accumulation. 

Currently available antiretroviral agents belong to 
four different classes: nucleoside/nucleotide reverse 
transcriptase inhibitors (NRTIs, NtRTIs), non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitors 
(NNRTIs), protease inhibitors (PIs), and a new class 
of fusion inhibitors (FIs). The combined 
administration of at least 3 drugs from different drug 
classes as highly active antiretroviral therapy 
(HAART) has been shown to slow the progression 
of diseases, improve survival, and result in better 
virologic and immunologic responses (Chearskul et 
al., 2006). The effectiveness of HAART is 
challenged by viral resistance to antiretrovirals 
(ARV) and the frequent occurrence of drug 
interactions, which may limit the access of these 
drugs to the target sites (De Maat et al., 2003). 
Emtricitabine (FTC) has been described as a once 
daily NRTI that selectively and potentially inhibits 
HIV-1 replication (Molina and Cox, 2005). The 
efficiency of this drug depends on its intracellular 
accumulation and phosphorylation level at the major 
site of HIV replication (i.e. peripheral blood 
mononuclear cells, PBMCs) and its capacity to 
cross physiological barriers (i.e. epithelial barrier, 
blood-brain barrier). Both processes depend on the 
activation level of target cells and probably the 
ability of FTC to interact with efflux proteins (ABC 
transporters) such as P-glycoprotein (Pgp) and 

multidrug resistance-associated proteins (MRPs) 
expressed on CD4+ cells (Chaudhary et al., 1992; 
Albermann et al., 2005) and physiological 
barriers (Chan et al., 2004; Loscher and Potschka, 
2005). As regards the latter issue, it is well known 
that the active efflux of PIs, NRTIs and NNRTIs 
might produce subtherapeutic levels of drugs and 
favor the emergence of both resistant viral strains 
and sanctuary sites (Kim et al., 1998; Schuetz et al., 
1999). Therefore, drug interaction studies and more 
particularly the interactions of FTC with efflux 
transporters and specifically MRPs might be taken 
into account in HIV patients undergoing an 
antiretroviral treatment combining this compound 
with other NRTIs, NtRTIs, NNRTIs and/or PIs. 
Some studies have shown that PIs are transported 
by MRP1 and MRP2 and that their intracellular 
concentrations depend on the activity of MRPs in 
CD4 cells (Huisman et al., 2002; Jones et al., 2001; 
Janneh et al., 2005). Recently published 
observations of Weiss and colleagues using over-
expressing cell lines MDCKII/MRP1, MDCKII/MRP2, 
MDCKII/MRP3 highlight the probable inhibition of 
MRPs by FTC (Weiss et al., 2007). Inhibition of 
MRP-mediated efflux from the target cells could 
contribute to the superior effectiveness of 
combination therapy. 
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Understanding the regulation by FTC of both 
expression and function of these efflux proteins 
would be helpful in enhancing the penetration and 
accumulation of antiretroviral drugs within cells. We 
report here, for the first time, the dual action 
(inhibitor and substrate) of FTC on MRP1. Data on 
FTC treatment effects on the expression of MRP1 
and Pgp in human lymphocytes are also presented. 
In addition, the influence of FTC inhibition of MRP1 
on the intracellular accumulation of PIs is discussed.  
 
METHODS 
 
Subjects and 72-h treatment  
Blood samples of healthy volunteer donors were 
obtained from the “Etablissement français du sang” 
(Rungis, France) or the “Hôpital d’Instruction des 
Armées Percy” (Clamart, France). PBMCs were 
isolated by density centrifugation in Histopaque-
1077. Fresh cells were cultured in RPMI-1640 
medium (Gibco, Cergy Pontoise, France) 
supplemented by 10% FBS, 2 mM glutamine, 50 
µg/ml penicillin, 50 µg/ml streptomycin and 100 
µg/ml neomycin (Gibco) at 37°C in a humid 
atmosphere with 5% CO2. PBMCs were cultured at 
a density of 5x106 cells/ml and transferred into 
separate wells with vehicle control (dimethyl 
sulfoxide 0.22%, Sigma Aldrich), 5 µM emtricitabine 
(FTC; Gilead Sciences, California, USA), 1 µM 
ritonavir (RTV)+ 5 µM lopinavir (LPV) (Abbott 
Laboratories, Illinois, USA), 1 µM RTV + 5 µM 
atazanavir (ATV; Bristol-Myers Squibb, New York, 
USA), 1 µM RTV + 5 µM LPV + 5 µM FTC or 1 µM 
RTV + 5 µM ATV + 5 µM FTC [ARV concentrations 
did not exceed solubility maxima (Storch et al., 
2007)]. Following a 72-h incubation at 37°C, the 
contents of each well (1 ml) were transferred into 

separate 1.5 ml tubes and washed with cold PBS 
(Gibco).  
 
Real-time RT-PCR and quantification of MDR1 
and MRP1 mRNA copy number in PBMCs 
First of all, quantification of transporter mRNA 
expressed in untreated PBMCs were determined,   
using a validated method of quantitative RT-PCR 
(Camus et al., 2006). Total RNA were extracted 
from pellets (5 x 106 cells) using GenEluteTM 
mamalian total RNA kit (Sigma Aldrich). Total RNA 
concentration and purity were then determined by 
measuring absorbance at 260 nm and 280 nm. The 
A260/A280 ratio was comprised between 1.7 and 2. 
Reverse transcription (RT) was performed with 0.25 
µg of total RNA using enhanced avian RT according 
to the manufacturer’s instructions (Sigma Aldrich). 
For MDR1 gene (encoding for Pgp), a 25 µl reaction 
volume was prepared containing 1X AccuTaq 
buffer, 200 nM of each primer, 0.1 u/µl of AccuTaq 
LA DNA polymerase (Sigma Aldrich, St Quentin-
Fallavier, France), 500 µM of dNTP Mix, Syber 
Green I 0.1X and 10 nM fluorescein. For MRP gene 
expression, RT-PCR was performed with Platinium 
Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Cergy 
Pontoise, France). Syber green 0.1X, 10 nM 
fluoroscein and 200 nM of each primer were added. 
Specific reverse and forward oligonucleotide 
primers and RT-PCR conditions are listed in Table 
1.  PCR was carried out in an iCycler System 
(Biorad, Marnes la Coquette, France). The 
specificity of the amplification was confirmed by the 
melting curves (-d(RFU)/dT vs T°C).  
Since MRP2 and MRP3 were not detectable in our 
experimental system, quantification of MDR1 and 
MRP1 mRNA copy number was determined, as 
previously described (Camus et al., 2006). 

 
TABLE 1  
Primer Sequences and Methods used for RT-PCR on PBMCs 
    

PCR primer name  Sequence (5'-3')   RT-PCR conditio ns  

    
MDR1 (forward primer) CAGAGGGGATGGTCAGTGTT  Initial denaturation cycle : 5 min at 95°C 

MDR1 (reverse primer) TCATAGGCATTGGCTTCCTT  38 amplication cycles : 15 s at 95°C, 1 min at 62°C , 1 min 72°C 

    

MRP1 (forward primer) GCCGGTGAAGGTTGTGTACT   
MRP1 (reverse primer) GCAACTTTAAGATCTGCGGC   
    

MRP2 (forward primer) CTTGAGCCCAGGAGTTTGAG  Initial denaturation cycle : 1 min 45 s at 95°C 

MRP2 (reverse primer) AGGAAAGGTCAGCTGTGGAA  38 amplication cycles : 15 s at 95°C, 30 s at 60°C,  1 min 72°C 

    

MRP3 (forward primer) CCTTTGCCAACTTTCTCTGC   

MRP3 (reverse primer) AGGGCACTCAGCTGTCTCAT     

 
 
Effect of antiretroviral regimen on Pgp or MRP1 
expression by flow cytometry 
Following 72-h incubation with antiretroviral 
regimen, expression of Pgp and MRP1 on 
lymphocytes was determined by direct 
immunofluorescence.  
For Pgp expression analysis, part of the cells were 
fixed in CellFIX (1:10, 1 ml, 4°C; Becton Dickinson,  

Le-Pont-De-Claix, France), centrifuged (500 g, 5 
min, 4°C), and resuspended in PBS. For MRP1 
expression analysis, the other part was fixed and 
permeabilized in CytoFIX/CytoPERM (1 ml, 20 min, 
4°C; Becton Dickinson), centrifuged and 
resuspended in PermWash (1:10, 1 ml, 4°C; Becton 
Dickinson).  
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100 µl of each suspension of cells (5x105 cells) 
were transferred into clean 5 ml tubes for incubation 
with different combinations of antibodies. Pgp 
expression was determined by incubation with 20 µl 
of UIC2:rPE antibody [specific for Pgp (Meaden et 
al., 2002) (Beckman Coulter, Roissy, France)] and 
with the isotype control antibody IgG2a (20 µl) for 1 
h at 4 °C in the dark. MRP1 expression was 
determined as mentioned above but with 10 µl of 
QCRL:rPE antibody [specific clone for 
MRP1 (Fernetti et al., 2001) (R&D Systems, Lille, 
France)] and with the isotype control antibody IgG1 
(10 µl) for 1 h at 4°C in the dark. Following antib ody 
incubation, all samples were washed twice (1 ml 
PBS supplemented with 1% BSA, 4°C) followed by 
centrifugation (500 g, 5 min, 4°C) and analyzed by 
flow cytometry (N=9).  
Transporter expression in the electronically gated 
lymphocyte population was detected from a 
histogram measuring the FL2 fluorescence, as 
described previously (Bousquet et al., 2008). Since 
there is a direct relation between the level of 
transporter expression and the shift in fluorescence, 
transporter expression was shown as a mean 
increase in fluorescence (FL2). The mean increase 
in treated samples was then normalized with the 
mean increase in vehicle samples (DMSO 0.22%). 
 
Effect of antiretroviral regimen on Pgp or MRP1 
function by flow cytometry 
Following 72-h incubation, Pgp and MRP1 
functionality was assessed by measuring 
fluorescent dye efflux (calcein-AM), either with or 
without specific inhibitors (Legrand et al., 1998) 
Cells (5x105 cells) were washed with cold PBS and 
incubated with 0.1 µM of calcein-AM for 30 min at 
37°C in 1 ml RPMI medium with or without 
modulators [2 µM cyclosporin A (Sigma Aldrich), 30 
µM verapamil (Sigma Aldrich) or 30 µM MK571 
(Calbiochem, VWR, Fontenay-sous-Bois, France)]. 
Cells were washed twice in cold PBS, then fixed 
with CellFIX (1:10, 400 µl, 4°C) and analyzed in a 
flow cytometer.  
Fluorescence due to calcein was followed in 
channel 1 (FL1) in an electronically gated 
lymphocyte population and plotted as a histogram of 
FL1 staining. Transporter function was quantified as 
previously described (Rautio et al., 2006) by using 
the following equation:  

 
 

  
where Gmeancalcein is the geometric median 
fluorescence of calcein in tested samples and 
Gmeaninhibitor is the geometric median fluorescence 
of calcein in the presence of inhibitor (2 µM 
cyclosporin A, 30 µM verapamil or 30 µM MK571).  
Each experiment was performed on 11 different 
donors with verapamil, 7 different donors with 
cyclosporin A and 9 different donors with MK571. 
 
FTC accumulation in PBMCs with or without Pgp 
and MRP inhibitors 
PBMCs (10x106 cells/ml) from healthy donors (N=7) 
isolated as mentioned above were incubated with 
efflux protein inhibitors, 2 µM cyclosporin A 

(Legrand et al., 1998) or 50 µM MK571 (Janneh et 
al., 2005), for 30 min at 37°C in 1 ml complete RPMI 
medium. 5 µM FTC was then added to the medium, 
which was incubated for an additional hour. 
Following this incubation, cells were washed with 
cold PBS and centrifuged (500 g, 5 min, 4°C). Cell 
pellets were frozen at -20°C until LC-MS/MS 
analysis. 
 
Inhibitory activity of FTC on MRP1 
PBMCs (5x105 or 5x106 cells/ml for calcein or 
vincristine accumulation, respectively) from healthy 
donors isolated as mentioned above were incubated 
with MRP inhibitor MK571 (3 or 30 µM) as a positive 
control, or with different concentrations of FTC 
[(0.01-100 µM), range of soluble and non-cytotoxic 
concentrations (Storch et al., 2007)], for 30 min at 
37°C in 1 ml complete RPMI medium.  
 
Calcein accumulation assay 
Drug accumulation was started by the addition of 
calcein-AM (0.1 µM per 5 ml tube). Following 30 min 
incubation, cells (N=5) were centrifuged (500 g, 5 
min, 4°C), washed twice in cold PBS, then fixed wit h 
CellFIX (1:10, 400 µl, 4°C) and analyzed in a flow 
cytometer. Fluorescence due to calcein was 
followed in channel 1 (FL1) in an electronically 
gated lymphocyte population and plotted as a 
histogram of FL1 staining. Inhibition of MRP1-
dependent calcein-AM transport was determined by 
measuring the percentage of calcein fluorescence 
increase. 
 
[3H]-vincristine accumulation assay 
Vincristine is a Pgp, MRP1 and MRP2 substrate 
(Ozben, 2006). Its accumulation is proportional to 
transport inhibition. Drug accumulation was started 
by the addition of [3H]-vincristine (GE Healthcare, 
Orsay, France) (3.7x103 Bq per well). At the end of 
the 1-h incubation period, cells (N=4) were 
immediately collected, centrifuged (500 g, 5 min, 
4°C) and washed with ice-cold PBS. Cells were then 
lysed in 1% Triton X-100 for 10 min and processed 
in 4 ml Aqualuma Plus for liquid scintillation 
counting. Inhibition of MRP1-dependent [3H]-
vincristine transport was determined by measuring 
the percentage increase in radioactivity. 
 
Drug quantification by liquid chromatography 
coupled with tandem mass spectrometry 
detection 
 
Analyte preparation 
Analytes were extracted from PBMCs (samples, 
quality controls and standards) as described 
previously (Pruvost et al., 2001). A 40 µl fraction of 
the remaining solution was injected into the HPLC-
MS/MS. The PBMCs of each sample were counted 
using a validated biochemical test as described 
previously (Benech et al., 2004). Intracellular 
concentrations were calculated by assuming cell 
volumes of 0.4 pl for each PBMC.  
 
Analytical methodology for FTC quantification 
The assay of intracellular FTC (N=9) has been 
adapted from a plasma assay method of tenofovir, 
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lamivudine and abacavir (Pruvost et al. 2006, 7th 
International Workshop on clinical Pharmacology of 
HIV Therapy, Lisbon, Portugal). Briefly, the 
chromatographic separation was achieved on a 
Phenomenex Synergi Polar-RP 4 µm 50 x 2 mm 
column (Phenomenex, Le Pecq, France) 
thermostated at 40°C with a mobile phase 
comprising 0.5% formic acid and a methanol 
gradient delivered at a flow rate of 0.3 ml/min from 2 
to 80% in 4 min followed by a 4-min equilibration 
period at 2% methanol. The mass spectrometry 
detection was performed with a triple quadrupole 
tandem mass spectrometer Quantum Discovery 
with an ESI source (Thermo-Fisher Scientific) 
monitored using data acquisition and treatment 
software Excalibur version 1.3.  
 
Analytical methodology for PI quantification 
The method of simultaneous determination of RTV 
and LPV has been described elsewhere (Pelerin et 
al., 2005), and was adapted for ATV (N=12). The 
chromatographic separation was achieved on an LC 
system 1100 (Agilent Technology, Les Ulis, France), 
thermostated at 40°C with a mobile phase 
containing 10 mM ammonium acetate + 0.1% acetic 
acid buffer and an acetonitrile gradient delivered at 
a flow rate of 1 ml/min. The analytical column was a 
Nova Pack C18 60Å, 4 µm particle size, 150 mm x 
3.9 mm (Waters) with a (C18) guard column, 
Modulocart cartridge 10 mm x 2 mm (Interchim, 
Montluçon, France). A mass spectrometer was used 
for detection (triple quadrupole tandem mass 
spectrometer, API 3000 with an ESI source from 
Applied Biosystems, USA) monitored using data 
acquisition and treatment software Analyst version 
1.4.2.  
 
Statistics 
Data are expressed as the mean ± SEM. GraphPad 
Prism® 3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, 
USA) was used to perform statistical analysis. The 
significance of differences between groups and 
controls was evaluated by using Student's t-test. A 
p-value < 0.05 was considered significant. 
 
RESULTS 
 
Expression of multidrug resistance transporter 
expression on PBMCs 
Quantitative real time PCR showed that PBMCs 
express higher levels of both MDR1 (encoding for 
Pgp) and MRP1 mRNA copy number (fig. 1) 
whereas MRP2 and MRP3 were not detectable. 
mRNA level of MRP1 is 5-fold higher than MDR1 
one (p = 0.0265). MDR1 mRNA was around 22,000 
copy number / µg of cDNA and MRP1 mRNA 
around 110,000 copy number / µg of cDNA.  
Expression of both transporters (Pgp and MRP1) 
showed inter-individual variation. This inter-
individual variation was also evidenced at the 
protein levels (fig. 2-B). Since MRP2 and MRP3 
were not detectable in our experimental system, we 
talk about MRP1 expression instead of MRP family 
member. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1: MDR1 and MRP1 mRNA levels on peripheral 
blood mononuclear cells from healthy volunteers  
(N=12) 
They were determined by real-time RT-PCR. Data are 
expressed as a scatter plot and the median expression 
value is indicated by a horizontal line. Data are analyzed 
by the paired t test (*p<0.05). 
 
 
Effect of FTC on multidrug resistance 
transporter expression and function  
 
Transporter expression  
Following the 72-h incubation with FTC 5 µM, the 
Pgp and MRP1 expression was investigated by 
direct immunofluorescence. In comparison with 
vehicle control (0.22% DMSO), cell treatment with 
FTC alone (5µM) did not show statistically 
significant change (N=9) in Pgp or MRP1 
expression on total lymphocytes in vitro (fig. 2-B).  
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Figure 2: Pgp and MRP1 protein expression in 
lymphocytes 
A- Histogram displaying the number of events detected in 
channel 2 (FL2) and fluorescence intensity from a 
subpopulation of total gated lymphocytes (in red on the dot 
blot graph, representing cell size SSC and granulometry 
FSC). IgG2a isotype control and Pgp labeled cells are in 
black for DMSO control and in blue for emtricitabine-
treated cells. 68.5% (M1) of cells express Pgp in the 
control sample and 66.8% in the treated sample.  
B- Effects of 5 µM emtricitabine (FTC) treatment on Pgp or 
MRP1 expression [median increase of fluorescence 
compared with the drug vehicle control Dimethyl Sulfoxide 
(DMSO)] on total lymphocytes in vitro. Incubation time was 
72 h, N=9. Data are expressed as a scatter plot and the 
median expression value is indicated by a horizontal line. 
 
 
Transporter function 
The percentage of MRP1 and Pgp activity was 
measured as described in the material and method 
section, by the effect of specific inhibitor on calcein-
AM accumulation. Intracellular calcein concentration 
was greater in the presence than in the absence of 
inhibitor (verapamil, cyclosporin A or MK571). An 
example was represented in figure 3-A, showing 
higher calcein accumulation in the presence of 
MK571, and the effect of FTC on MRP transporter 
activity.  
The percentage of inhibition caused by 30 µM 
verapamil was 38 ± 5% in the DMSO control and 27 
± 6% in FTC-treated cells (N=11). The decrease in 
Pgp and MRP1 activity was statistically significant 
with p=0.038 (fig. 3-B). The percentage of inhibition 
caused by 30 µM MK571 was 34 ± 5% in the DMSO 
control and 22 ± 4% in FTC-treated cells (N=9). The 
decrease in MRP1 activity was statistically 

significant with p=0.025 (fig. 3-B). Cyclosporin A at 
the concentration of 2 µM caused no statistically 
significant change in calcein-AM accumulation in 
FTC-treated cells (N= 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3:  P-glycoprotein and MRP activity in 
lymphocytes   
A- Example of MRP activity measurement: Histogram 
displaying the number of events detected in channel 1 
(FL1) and fluorescence intensity from a subpopulation of 
total gated lymphocytes. The fluorescent dye accumulation 
(100 nM calcein-AM) was monitored alone (shaded) and in 
the presence of 30 µM MK571 (unfilled).  
B- Effects of 5 µM emtricitabine (FTC) treatment on Pgp or 
MRP function (with 30 µM verapamil, 2µM cyclosporin A or 
30 µM MK571) on total lymphocytes in vitro. Incubation 
time was 72 h. Data are expressed as means ± SEM and 
analyzed by the paired t test [N=11 (verapamil), 7 
(cyclosporin A) and 9 (MK571)], with p<0.05 as the limit of 
significance. 
 
 
Effects of drug efflux inhibitors on FTC 
accumulation in PBMCs 
The effect of different modulators on intracellular 
FTC accumulation was investigated in PBMCs. 
MK571 (50 µM) significantly increased the cellular 
accumulation of 5 µM FTC (p=0.0005) in PBMCs 
(10x106 cells) (fig. 4-A). In contrast, cyclosporin A (2 
µM) had no effect on the cellular accumulation of 
FTC (N=7) (fig. 4-B). 
FTC concentration was 3.3 µM in control cells, 2.8 
µM with cyclosporin A, and 5.5 µM with MK571. We 
observed marked interindividual variability in the 
baseline cellular accumulation of FTC, but MK571 
significantly increased accumulation in all 7 PBMC 
batches (65% median increase).  
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Figure 4: FTC intracellular accumulation in periphe ral 
blood mononuclear cells 
Cells (10x106 cells) were treated with FTC (5µM) for 1 h at 
37°C, with or without MK571 50 µM (A), or with or w ithout 
cyclosporin A 2 µM (B) 
Individual data are shown (N=7), with each point 
representing a single experiment in a single healthy 
subject; median expression value is indicated by the bar. 
Data are analyzed by the paired t test, ***p<0.001. 
 
 
Inhibition of calcein-AM and [ 3H]-vincristine 
transport 
Inhibition of calcein-AM or [3H]-vincristine extrusion 
was determined by measuring the percentage of 
calcein fluorescence or radioactivity increase, 
respectively. FTC increased intracellular calcein 
accumulation in a concentration-dependent manner 
to 26.3% with FTC 100 µM (N=5). With 30 µM 
MK571, calcein accumulation was 35.9% higher 
than in the control (fig. 5-A). These results were 
confirmed with another substrate, vincristine. With 
30 µM MK571, [3H]-vincristine accumulation was 
67.0% higher than in the control (N=4). FTC 
increased intracellular [3H]-vincristine accumulation 
in a concentration-dependent manner to 57.7% with 
FTC 100 µM, compared to the control (fig. 5-B). 
With both substrates, there is no difference in 
inhibitor potency of MK571 and FTC at the 
concentration of 10 µM. 
  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5:  Inhibition of calcein and [ 3H]-vincristine 
accumulations by emtricitabine (FTC)  
A- Percentage fluorescence compared with the control 
(buffer without inhibitor) 
B- Percentage of radioactivity compared with the control 
Positive control: 3 µM and 30 µM MK571. Data are 
expressed as mean ± SEM with N=4 (calcein) or 5 ([3H]-
vincristine). 
 
 
Effect of FTC combination with PIs  
To study the impact of MRP1 inhibition by FTC in a 
combination therapy, we investigated efflux 
transporter expression and function, following a 
72h-treatment by FTC combined with PIs 
(RTV+LPV or RTV+ATV). Then, ARV 
concentrations were measured by LC-MS/MS. 
 
Combination therapy effect on multidrug resistance 
transporter expression and function  
In comparison with vehicle control (0.22% DMSO), 
cell treatment with FTC combined with PIs, either 
LPV+RTV or ATV+RTV, did not show statistically 
significant change (N=9) in Pgp or MRP1 
expression on total lymphocytes. 
Different inhibitors (verapamil, cyclosporin A and 
MK571) caused no significant change in calcein-AM 
accumulation in cells treated by FTC combined with 
PIs (RTV+LPV or RTV+ATV). The percentage of 
inhibition caused by 30 µM verapamil was 38 ± 5% 
in the DMSO control, 35 ± 6% in FTC+RTV+LPV 
treatment,  46 ± 5% in FTC+RTV+LPV treatment 
(N=11). The percentage of inhibition caused by 2 
µM cyclosporin A was 38 ± 5% in the DMSO control, 
42 ± 5% in FTC+RTV+LPV treatment,  40 ± 5% in 
FTC+RTV+LPV treatment (N=7). The percentage of 
inhibition caused by 30 µM MK571 was 34 ± 5% in 
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the DMSO control, 32 ± 5% in FTC+RTV+LPV 
treatment,  30 ± 5% in FTC+RTV+LPV treatment 
(N=9). 
 
Intracellular accumulation of antiretroviral in PBMCs 
treated for 72h in vitro 
Data, summarized in Table 2, showed no difference 
in FTC concentration when combined or not with 
PIs.  FTC caused no statistically significant change 

in RTV, LPV or ATV concentrations. ARV 
accumulated in PBMCs; intracellular / extracellular 
concentration ratios were around 4.3 for FTC, 11.54 
for RTV, 15.57 for LPV and 6.25 for ATV. 
Intracellular LPV concentration was 2.5 times as 
high as ATV concentration and 3.8 times as high as 
FTC concentration, with the same extracellular 
concentration (5 µM).  

  
TABLE 2 
Intracellular antiretroviral (ARV) concentrations  

Emtricitabine (FTC) 
concentration  

Ritonavir (RTV) 
concentration  

Lopinavir (LPV) 
concentration 

Atazanavir (ATV) 
concentration  ARV regimen (72h) 

(µmol/l) (µmol/l) (µmol/l) (µmol/l) 

FTC 22.25 ± 2.46    

RTV+LPV  10.61 ± 0.77 74.69 ± 4.37  

RTV+ATV  12.51 ± 0.85  32.66 ± 2.54 

RTV+LPV+FTC 21.57 ± 1.27 11.07 ± 0.96 81.06 ± 5.85  

RTV+ATV+FTC 20.73 ± 1.61 11.94 ± 0.73  29.83 ± 2.88 

 
Peripheral blood mononuclear cells were incubated with different antiretroviral regimens for 72 h and treated as described in 
Materials and Methods. Results are expressed as means ± SEM (N=13 for PIs concentration and N=9 for FTC concentration).  
Intracellular concentrations were calculated by assuming cells volumes of 0.4 pl for each PBMC.  
 

DISCUSSION 
 
In this study, we showed that ABC transporters 
involved in drug efflux are expressed at detectable 
levels in PBMCs, major HIV target sites. We 
investigated whether emtricitabine (FTC) is a 
substrate and/or an inhibitor of MRP1. Moreover, we 
reported the impact of FTC combined with PIs 
(RTV, ATV, LPV) on Pgp and MRP1 expression and 
function in lymphocytes from healthy donors, and on 
their intracellular accumulation. 
 
Using quantitative real time PCR, we have found 
that PBMCs express high levels of MRP1 and 
MDR1 (fig. 1), whereas no mRNA for MRP 2 and 3 
have been evidenced in our experimental 
conditions. These facts have already been reported 
by Northern-blot and Western-blot analyses 
(Laupèze et al., 2001). This is consistent with the 
spelling of MRP2 as canalicular multiorganic 
transporter present mainly in the canalicular 
membrane of hepatocytes (Paulusma et al., 1997). 
MRP3 is mainly expressed in the liver, in the colon, 
in the intestine and in the adrenal gland and to a 
lower extent in several other tissues (Kool et al., 
1997). MRP1 is the major MRP family member 
expressed in PBMCs and widely accepted to cause 
clinical drug resistance. 
Pgp and MRP1 expression and function levels have 
been found very variable between individuals as a 
result of genetic and cellular factors (fig. 1, 2-B and 
3-B). Nevertheless, the inter-individual variation 
might be explained by the polymorphism of human 
genes which encode specifically for Pgp and MRP1 
efflux transporters. For instance, polymorphisms in 
exon 26 of the human MDR1 gene which encodes 
Pgp have been shown to correlate with its 

expression. This may account for some of the 
variability observed in Pgp (Cascorbi et al., 2001; 
Hoffmeyer et al., 2001). The GCC repeat length in 
the 5'UTR of MRP1 gene has recently been shown 
to be polymorphic. This polymorphic length of the 
GCC repeat might possibly be linked to additional 
sequences involved in regulation of constitutive or 
induced MRP1 expression (Nicolis et al., 2006). 
 
Differential regulation of Pgp expression has been 
reported, depending on target cells and ARV 
compound. For instance, 3 µM ATV did not cause a 
detectable increase in Pgp expression on LS180V 
cells (Perloff et al., 2005). Ford and colleagues 
observed no difference in Pgp expression on 
lymphocytes following incubation with 10 µM RTV or 
LPV in vitro (Ford et al., 2003). The induction of Pgp 
protein expression after short-term treatment with 
high concentrations of AZT was observed in 
lymphoblastoid cell lines (Signoretti et al., 1997). 
AZT increased expression of the genes encoding 
Pgp, MRP4 and MRP5 in monocyte-derived 
macrophages (Jorajuria et al., 2004). However, 
there are no data on Pgp and MRP1 regulation by 
FTC. Our results show no regulation of Pgp and 
MRP1 expression by FTC 5 µM (fig. 2-B).  
Even if FTC has no effect on Pgp and MRP1 
expression, this study suggests that FTC inhibits 
MRP1 function. Calcein-AM and vincristine are well-
established Pgp and MRP1 index substrates (Weiss 
et al., 2003; Ozben, 2006). Verapamil is used as 
Pgp and MRP inhibitor (Janneh et al., 2006), 
cyclosporin A at the concentration of 2 µM as a 
specific Pgp inhibitor (Legrand et al., 1998) and 
MK571 30 µM as a specific inhibitor of MRP 
associated drug-resistance (Gekeler et al., 1995). 
Following the 72-h incubation with PBMCs, FTC 5 
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µM decreases calcein-AM efflux with both verapamil 
and MK571, but not with cyclosporin A (fig. 3-B). 
FTC 5 µM decreases MRP activity (i.e. MRP1, in 
our experimental system, see above). To determine 
if FTC is also a substrate of MRP1, we measured 
the intracellular accumulation of FTC in the 
presence of the two different efflux protein inhibitors, 
MK571 and cyclosporin A. MK571 50 µM, but not 
cyclosporin A 2 µM, increase FTC accumulation (fig. 
4). Taken together, these results suggest an 
interaction of FTC with MRP1, in PBMCs.  
Moreover, FTC increases calcein-AM and [3H]-
vincristine accumulation in a concentration-
dependent manner, like MK571 (fig. 5). According to 
the previous results obtained in PBMCs, this 
increase might be due to MRP1 inhibition by FTC 
(until the concentration of 5 µM). However, it is 
possible that high concentrations of FTC inhibit 
other transporters. These findings are in agreement 
with those published by Weiss and colleagues on 
MDCKII cell lines overexpressing MRPs (Weiss et 
al., 2007). In another study, only abacavir and 
tenofovir disoproxil fumarate weakly inhibited Pgp 
whereas all other NRTIs and tenofovir had no 
interaction with Pgp (Storch et al., 2007). 
 
MRP1 may contribute to drug-drug interactions in 
vivo. Given that PIs and more particularly RTV, LPV 
and ATV were associated with FTC, and that they 
could interact with MRP (Jones et al., 2001; Van der 
Sandt et al., 2001; Roucairol et al., 2007), we 
evaluated combination effect on transporter 
expression and function, and each compound 
intracellular accumulation (table 2). We showed that 
FTC combined with PIs had no effect on transporter 
expression and function. Moreover, PI accumulation 
did not change in the presence of FTC and 
inversely. Indeed, antiretroviral accumulation 
depends on a dynamic balance between their 
physiochemical properties, transport by influx or 
efflux proteins, and their affinity for cellular proteins. 
PIs penetrate cells by passive diffusion and are 
sequestrated in cytoplasm due to protein binding. 
Median intracellular accumulation ratios of FTC, 
RTV, LPV and ATV indicate that they accumulate 
within cells. These results are in agreement with 
those in previous studies measuring accumulation 
of SQV, RTV, ATV in PBMCs (Ford et al., 2006), of 
SQV, RTV or indinavir (IDV) (Khoo et al., 2002), and 
of ATV in CEM cells and PBMCs (Roucairol et al., 
2007). A hierarchy in intracellular accumulation of 
PIs has been previously observed, most probably 
related to the physiochemical characteristics of 
these drugs such as lipophilicity and plasma protein 
binding (Owen et Khoo, 2004). 
The lack of FTC effect on PI accumulation might be 
explained by the fact that the system of efflux 
proteins in PBMCs may be insufficient or 
compensation between transporters may also occur. 
However, efflux transporters in physiological 
barriers play an important role in drug 
pharmacokinetic (absorption-distribution and 
elimination). If FTC decreased MRP1 on different 
physiological barriers, drug (FTC or other MRP 
substrates) accumulation could increase in plasma 

and their accumulation in circulating cells like CD4+ 
cells could increase.  
 
In conclusion, our results showed that emtricitabine 
has both inhibitor and substrate characteristics with 
MRP1 in PBMCs in vitro. Even if MRP2 and MRP3 
were not evidenced in our system and experimental 
conditions, the interaction of FTC with the last 
transporters in other tissues could not be excluded.  
Peak plasma concentrations of emtricitabine are 
usually around 1.8 µg/ml (7.2 µM) (Emtriva 
(emtricitabine) Product Information, Gilead 
Sciences, Inc., 2003) (Molina et al., 2004). 
Considering these in vivo FTC concentrations, the in 
vitro data suggest a potential for FTC to cause drug 
interactions at the level of MRP-mediated drug 
transport. 
However, this study suggests no drug-drug 
interactions between the NRTI emtricitabine and the 
protease inhibitors LPV/RTV and ATV/RTV. FTC 
accumulation in the case of a combination with 
tenofovir or NRTIs remains to be determined. This 
may highlight some reported observations in the use 
of FTC and tenofovir drugs as a dual NRTI 
backbone in combination therapy for the treatment 
of HIV-1 disease (Borroto-Esoda et al., 2006). The 
clinical relevance of these effects on HIV patients 
undergoing antiretroviral treatment remains to be 
elucidated. 
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2- Résultats complémentaires sur l’expression des A RNm de la Pgp et de la MRP1 
 

Cette expérience de RT-PCR (Réaction de Polymérisation en Chaîne en Temps réel) est qualitative. Il 

s’agit d’une comparaison de l’expression des ARN messagers de le Pgp et de la MRP1 par rapport à 

celle d’un gène de référence, la GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase). La différence 

d’expression est évaluée par comparaison du nombre de cycles de RT-PCR (CT). Plus un gène est 

exprimé, plus son nombre de cycle de PCR est faible. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43 :   Etude de l’expression de la Pgp et de la MRP1 dans les CMSPs non traités par RT-PCR en 

temps réel 

A- Courbe d’intensité de fluorescence en fonction des cycles de PCR (CT) pour les PCR avec 

les amorces Pgp et GAPDH  

Moyenne des CT (N=5) pour la Pgp et la GAPDH  

B- Courbe d’intensité de fluorescence en fonction des cycles de PCR (Ct) pour les PCR avec 

les amorces MRP1 et GAPDH 

Moyenne des CT (N=5) pour la Pgp et la GAPDH  

Ces résultats ne sont en rien quantitatif et nous permette juste de déduire que la Pgp est moins 

exprimée dans les CMSPs de patients sains que la GAPDH, et que la MRP1 est un peu plus exprimée 

que ce même gène de référence. La Pgp semble donc beaucoup moins exprimée que la MRP1.  
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Ceci avait déjà été montré par Nathalie Didier au sein du laboratoire, par RT-PCR quantitative. Elle 

avait montré que la MRP1 est 5 fois plus exprimée dans les CMSPs que la Pgp. Dans cette même 

expérience, les ARNm des MRPs 2 et 3 n’étaient pas détectables.  
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3- Discussion 

 

Les résultats obtenus au cours de ce travail sont de plusieurs ordres. Tout d'abord, nous avons montré 

que les transporteurs ABC impliqués dans l'efflux d'antirétroviraux sont exprimés à des niveaux 

détectables par RT-PCR dans les cellules mononucléées non activées du sang périphérique, principales 

cibles du VIH-1. Cette étude a permis de savoir si le FTC était substrat et/ou inhibiteur de ces 

transporteurs. De plus, nous avons rapporté l’effet du FTC, associé ou non avec des IPs (RTV, ATV, 

LPV), sur l’expression et la fonctionnalité de la Pgp et des MRPs dans les lymphocytes de donneurs 

sains, ainsi que les conséquences sur leur concentration intracellulaire.  

 

Des expériences préliminaires de RT-PCR en temps réel, effectuées par Nathalie Didier, ont montré 

que les CMSPs exprimaient de hauts niveaux d’ARNm des gènes mrp1 (codant pour la MRP1) et 

mdr1 (codant pour la Pgp), alors que les ARNm des gènes mrp2 et mrp3 (codant pour les MRPs 2 et 

3) n’ont pas pu être détectés dans notre système expérimental. Ces résultats sont en accord avec ceux 

obtenus par Northern-Blot et Western-Blot (Laupèze et al., 2001). En effet, la MRP2, également 

appelé transporteur multi-organique canaliculaire, est majoritairement présente dans la membrane 

canaliculaire des hépatocytes (Paulusma et al., 1997). La MRP3, quant à elle, est principalement 

exprimée dans le foie, le colon, l’intestin, la glande surrénale et à un bien moindre niveau dans 

d’autres tissus (Kool et al., 1997).  

D’autres expériences réalisées par la suite, ont pu mettre en évidence que la MRP5 et dans une 

moindre mesure la MRP6 étaient également exprimées dans les CMSPs (voir le chapitre 2 Résultats). 

Le FTC étant un analogue nucléosidique, il pourrait également interagir avec la MRP5, transporteur de 

nucléosides et nucléotides endogènes (Ritter et al., 2005 ; Wijnholds et al., 2000), même si ce 

transporteur, semblable à la MRP4, pourrait d’avantage être impliqué dans le transport de métabolites 

mono-phosphorylés comme la d4T-MP (Wijnholds et al., 2000), l’AZT-MP, le PMEA (Schuetz et al., 

1999) ou le TFV (Ray et al., 2006). 

 

Nos résultats ne montrent aucune régulation de l’expression de la Pgp et de la MRP1 par le FTC seul 

ou associé aux IPs. Ils sont cohérents avec les données de la littérature. Dans des cellules LS180V, 

3 µM d’ATV ne semblaient pas provoquer de différence d’expression de la Pgp (Perloff et al., 2005). 

Ford et al. n’ont pas observé de différence d’expression de la Pgp dans les lymphocytes traités avec 

10 µM de RTV ou de LPV (Ford et al., 2003). Cependant, aucune donnée n’est disponible quant à la 

régulation de l’expression protéique de la Pgp et de la MRP1 par le FTC.  
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Même si le FTC n’a aucun effet sur l’expression de la Pgp et de la MRP1 dans les lymphocytes, cette 

étude suggère qu’il inhibe la fonctionnalité des MRPs. Après 72 h d’incubation, le FTC 5 µM diminue 

l’efflux de la calcéine avec le verapamil et le MK571, mais pas avec la cyclosporine A.  

Pour déterminer si le FTC est aussi substrat des MRPs, nous avons mesuré l’accumulation 

intracellulaire du FTC en présence des deux inhibiteurs utilisés précédemment (MK571 et 

cyclosporine A). Le MK571 50 µM, et non la cyclosporine A 2 µM, augmente la concentration du 

FTC dans les CMSPs. L’ensemble de ces résultats suggèrent une interaction du FTC avec les MRPs 

dans les CMSPs. Malheureusement, il n’existe pas, à ce jour, d’inhibiteur spécifique d’un seul membre 

de la famille des MRPs. Il n’est dons pas possible de discriminer celui impliqué dans le transport du 

FTC dans les CMSPs.  

 

De plus, le FTC augmente l’accumulation de calcéine-AM et de [3H]-vincristine d’une manière 

concentration dépendante, tout comme le MK571. En tenant compte des résultats précédents, cette 

augmentation pourrait être due à l’inhibition des MRPs par le FTC (jusqu’à la concentration de 5 µM). 

Cependant, il est possible que de plus fortes concentrations de FTC inhibent d’autres transporteurs. 

Ces résultats sont en adéquation avec ceux obtenus dans des lignées cellulaires surexprimant les MRPs 

(Weiss et al., 2007-b). 

 

Le FTC pourrait donc contribuer à des interactions médicamenteuses in vivo. Puisque les IPs, et plus 

particulièrement le RTV, le LPV et l’ATV, sont souvent co-administrés avec du FTC, nous avons 

décidé d’étudier l’impact de l’inhibition des MRPs, sur les concentrations intracellulaires de ces IPs 

associés au FTC.  

Même si le FTC diminue l’activité des MRPs, il ne change en rien l’accumulation des IPs dans la 

cellule. Le système des protéines d’efflux pourrait être insuffisant dans les CMSPs. En effet, les IPs 

rentrent dans la cellule de manière passive et s’accumulent grâce à des liaisons aux protéines 

cytoplasmiques. Ils pourraient donc saturer les transporteurs d’efflux présents à la surface des 

lymphocytes. Il est également possible qu’il existe des systèmes de compensation entre les protéines 

d’efflux, les IPs étant substrats de plusieurs transporteurs.  

L’accumulation des ARV dans une cellule dépend de l’équilibre entre leurs propriétés physiologiques, 

leur transport par des protéines d’efflux, et leur affinité pour les protéines cytoplasmiques. Les ratios 

concentration intracellulaire/concentration extracellulaire pour le FTC, l’ATV, le LPV, le RTV 

indiquent qu’ils s’accumulent fortement dans la cellule. Ces résultats sont cohérents avec ceux de la 

littérature, mesurant l’accumulation du saquinavir (SQV), du RTV, de l’ATV dans les CMSPs (Ford et 

al., 2006), du SQV, du RTV, de l’indinavir (IDV) (Khoo et al., 2002), et de l’ATV dans les cellules 

épithéliales mammaires (CEM) et les CMSPs (Roucairol et al., 2007). Une hiérarchie dans 

l’accumulation des IPs est observé (LPV>RTV>ATV), probablement liée à leur caractéristiques 
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physico-chimiques, telles que leur lipophilie ou leur liaison aux protéines plasmatiques et 

cytoplasmiques (Owen et Khoo, 2004).  

 

En résumé, nos résultats montrent que le FTC a deux caractéristiques, à la fois substrat et inhibiteur 

des MRPs dans les CMSPs in vitro. Bien que la MRP1 et la MRP5 soient les membres les plus 

exprimés de cette famille de transporteur, et que la MRP2 et la MRP3 n’aient pas été mis en évidence 

dans nos conditions expérimentales, il n’est pas exclu que le FTC puisse interagir avec d’autres MRPs 

dans d’autres tissus.  

L’association avec le FTC n’ayant aucune conséquence sur les concentrations intracellulaires des IPs, 

cette étude suggère également qu’il n’y a pas d’interaction médicamenteuse entre le FTC et les IPs 

(LPV/rtv et ATV/rtv).  

.  
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Chapitre 2 

Association Tenofovir – Emtricitabine – Efavirenz 

Régulation in vitro des MRPs 

Conséquences sur leur concentration intracellulaire  

 

 

 

 

Ce travail a fait l’objet d’un article soumis dans Antimicrobial Agents and Chemotherapy (juin 2008) 

et ayant pour titre :  

Combination of Tenofovir and Emtricitabine plus Efa virenz: In Vitro Modulation of MRP 

transporter and Intracellular Drug Accumulation 

 

Il a également été présenté aux congrès suivants :  

15th Conference on Retroviruses and Opportunistic Infec tions, Boston, 3-6 février 2008, Poster 

n° 755 

9th International Workshop on Clinical Pharmacology of  HIV Therapy, New Orleans, 7-9 avril 

2008,  Poster n° 21 

 

 

1- Introduction 

 
 
Dans le premier chapitre de Résultats, nous avons étudié l’association de l’emtricitabine avec les 

inhibiteurs de la protéase (ritonavir, lopinavir, atazanavir), montrant qu’il n’y avait pas d’interaction 

médicamenteuse entre ces différentes molécules. Nous avons également montré que cet INTI, le FTC, 

pouvait être à la fois substrat et inhibiteur des MRPs. Nous avons donc choisi de poursuivre nos 

recherches sur une autre combinaison thérapeutique avec le FTC, utilisée par les cliniciens. Nous nous 

sommes intéressés à l’ATRIPLA (Bristol-Myers Squibb et Gilead Sciences) qui contient un INNTI, 

l’efavirenz (EFV), un INTI, le FTC, et un INtTI, le ténofovir (TFV).  

 

ATRIPLA est le premier régime posologique basé sur un seul comprimé à prendre une fois par jour 

(Killingley et Pozniak, 2007). Il nous a semblé intéressant d’étudier cette combinaison qui montre déjà 

une bonne efficacité in vivo. En effet, des études sur des patients traités avec FTC, TDF et EFV 

montrent une meilleure pérennité de la suppression de la charge virale et un meilleur maintien du taux 
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de lymphocytes CD4, que des patients traités avec Zidovudine / lamivudine et EFV (Arribas et al., 

2008 ; Pozniak et al., 2006).  

 

Cette étude nous a permis d’évaluer l’impact d’une multi-thérapie associant FTC, TFV, EFV, sur leurs 

concentrations intracellulaires. Elle nous a également permis de définir son impact sur l’expression et 

la fonctionnalité des transporteurs ABC.  

Les résultats expérimentaux montrent que les cellules traitées en double (FTC+TFV ou TFV+EFV) ou 

en triple association (FTC+TFV+EFV) ont des concentrations intracellulaires plus élevées de FTC et 

de TFV que les cellules traitées avec le FTC ou le TFV seuls. En revanche, aucun changement dans la 

concentration d’EFV n’est observé.  

Le FTC induit l’expression du gène mrp5, l’EFV induit l’expression des gènes mrp1 et mrp6, tandis 

que le TFV tend à réduire l’expression des gènes mdr1, mrp1, mrp5 et mrp6. Dans ces conditions 

expérimentales, une diminution de la fonctionnalité des MRPs par ces médicaments (seuls ou associés) 

est observée et est associée à une inhibition directe de ces transporteurs.  
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Efflux proteins have been shown to greatly 
affect uptake by cells of antiretroviral drugs and 
to hamper their access to the HIV-1 replication 
site. This study evaluated the factors that may 
lead to drug-drug interactions between 
emtricitabine (FTC), tenofovir (TFV) and 
efavirenz (EFV), including modulation of efflux 
transporter expression and function.  
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
from healthy volunteers were used to determine 
whether or not the interaction between 
antiretroviral drugs and target cells occurred in 
any combinations of FTC, TFV, EFV, FTC+TFV, 
TFV+EFV or FTC+TFV+EFV. Following 20-h 
treatment with those combinations, intracellular 
drug concentrations were measured by LC-
MS/MS. Efflux transporter functionality or 
inhibitor drug properties were assessed by 
measuring fluorescent dye efflux. Pgp (P-
glycoprotein), MRP (multidrug resistance-
associated protein) and OAT (organic anion 
transporter) expression in response to 

treatments was quantified by semi-quantitative 
real-time PCR (RT-PCR).  
Cells treated in dual (FTC+TFV or TFV+EFV) or 
triple combination (FTC+TFV+EFV) produced 
higher FTC and TFV intracellular concentrations 
compared with cells treated with FTC or TFV 
alone. However, no change in EFV intracellular 
concentration was observed. FTC induced mrp5 
mRNA expression; EFV induced mrp1 and mrp6 
mRNA expression, whereas TFV tended to 
reduce mdr1, mrp1, mrp5 and mrp6 mRNA 
expression. In these experimental conditions, a 
decrease in MRP functionality was observed and 
associated with direct inhibitory action of these 
drugs.  
This in vitro study reveals a benefit for the 
combination therapy ATRIPLA (FTC+TFV+EFV), 
in term of intracellular FTC and TFV 
concentrations, and highlights the 
pharmacological mechanisms leading to this 
effect. 

  
The combined administration of at least 3 anti-HIV 
drugs from different drug classes as highly active 
antiretroviral therapy (HAART) has been shown to 
slow the progression of disease, improve survival, 
and result in better virologic and immunologic 
responses (10). The USA Panel of the International 
AIDS Society recommends combination therapies 
that comprise a non-nucleoside reverse 
transcriptase inhibitor (NNRTI) or a protease 
inhibitor (PI) boosted with low-dose ritonavir, each 
combined with two nucleoside/nucleotide reverse 
transcriptase inhibitors (NRTI / NtRTI), for the 
treatment of adult HIV infection (18). ATRIPLA 
(Bristol-Myers Squibb and Gilead Sciences) which 
contains the NNRTI efavirenz, the NRTI 
emtricitabine, and the NtRTI tenofovir disoproxil 
fumarate (TDF, an oral prodrug of tenofovir), is the 
first once-daily single-tablet regimen (29).  
Viral resistance, lack of adherence and 
pharmacological factors may contribute to HIV 
treatment failure. Efforts to predict treatment failure 
currently focus on measurement of plasma 
antiretroviral drug concentrations (38). However, 
this is not the only relevant biological variable. Drug 

efflux transport systems, such as P-glycoprotein 
(Pgp) and multidrug resistance-associated proteins 
(MRPs), resulting in low intracellular levels of 
parental antiretroviral drugs or active derivates, are 
of particular importance (26). The efficacy of a 
combination therapy depends on the activation level 
of targeted cells and on drug interactions which may 
limit drug access to the target sites of HIV 
replication.  
 
MRPs and Pgp belong to the ATP-binding cassette 
(ABC) superfamily of membrane transporter 
proteins (20,30). They are present in lymphocytes 
and monocytes (1,32) and on physiological barriers 
[e.g. blood brain barrier (36)], where they are 
involved in the active efflux of a wide variety of 
drugs (17). Transport substrates of Pgp are mostly 
hydrophobic. MRP substrates are represented by 
amphiphilic anions like conjugates of lipophilic 
compounds with glutathione, glucuronate, or sulfate 
(31). 
Interactions of protease inhibitors with Pgp and 
MRPs have been extensively studied, showing that 
they are either substrates or modulators of efflux 
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transporters (9,15,23,33,42,48,54). However, data 
concerning interaction of NNRTIs or NRTIs with 
efflux transporters are sparse and conflicting. 
Some studies report that NNRTIs are neither Pgp 
substrates (13,50) nor Pgp modulators (7). Others 
indicate the potential of long-term treatment with 
efavirenz (EFV) to induce Pgp expression in 
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) (9) or 
in the LS180 cell line (57). EFV, but not tenofovir 
(TFV) and emtricitabine (FTC), seems to inhibit Pgp 
in MDCKII-mdr1 cells (46,49). A recent publication 
on the LS180 cell line, shows that long term 
incubation with high concentrations of FTC, but not 
TFV, can increase mdr1 mRNA expression and Pgp 
function (57).  
Interaction of these drugs with MRPs has been 
reported. The role of MRP4 in the renal elimination 
of TFV has been demonstrated in MRP4 knockout 
mice (24). In MRP2- and MRP4-overexpressing 
MDCKII cells, Ray et al.  (46) showed that MRP4, 
but not MRP2, transport TFV. They also reported 
that TFV does not interact with MRP2-mediated 
calcein accumulation. However, in the same cell 
line, Weiss et al.  (56)  demonstrated that TFV, EFV 
and FTC interact with MRP1, MRP2 and MRP3.  
Interaction of TFV with human OATs, hOAT1 and 
hOAT3, two members of the SLC family, has also 
been reported in the HEK293 transfected cell line 
(52).  
 
In vivo, combinations of tenofovir and lamivudine or 
emtricitabine appear to provide improved virologic 
responses (3). A regimen of TDF/FTC and EFV 
demonstrates superior durability of viral load 
suppression and an improved safety and 
morphologic profile compared with 
zidovudine/lamivudine and EFV (2,43). Drug 
combinations are aimed at synergism between the 
compounds, while reducing the likelihood of 
development of drug resistance. 
The present study assessed whether and how the 
dual or triple combination of FTC, TFV and EFV 
may lead to higher intracellular drug concentrations. 
Particular emphasis was given to modulation of 
transporter expression and function, or direct 
transporter inhibition by antiretroviral agents.  
 
METHODS 
 
Subjects and cell treatment 
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 
healthy donors (“Etablissement français du sang”, 
Rungis, France) were isolated and treated with 
vehicle control (DMSO 0.2%, Sigma Aldrich, St 
Quentin-Fallavier, France), emtricitabine (a 
generous gift of Gilead Sciences, California, USA), 
tenofovir (a generous gift of Gilead Sciences, 
California, USA), efavirenz (a generous gift of 
Bristol-Myers Squibb, New York, USA), alone or 
combined (5 µM each) in RPMI-1640 medium 
(Gibco, Cergy Pontoise, France) supplemented by 
10% fetal bovine serum, 2 mmol/L glutamine, 50 
µg/mL penicillin, 50 µg/mL streptomycin and 100 
µg/mL neomycin (Gibco) for 20 h at 37°C in a humid 
atmosphere with 5% CO2. 

Quantitation of FTC, TFV and EFV in PBMC by 
LC-MS/MS 
Analytes were extracted from PBMCs, samples, 
quality controls and standards, as has been 
reported  (44). A 40 µl fraction of the remaining 
solution was injected into the HPLC-MS/MS as 
previously described (35) and adapted for FTC and 
EFV detection. Briefly, the chromatographic 
separation was achieved on a Phenomenex Synergi 
Polar-RP 4 µm 50 x 2 mm column (Phenomenex, Le 
Pecq, France) thermostated at 40°C with a mobile 
phase consisting of 0.5% formic acid and a 
methanol gradient delivered at a flow rate of 
0.3 ml/min from 2 to 80%. The mass spectrometry 
detection was performed with a triple quadrupole 
tandem mass spectrometer Quantum Discovery 
with an ESI source (Thermo-Fisher Scientific) in 
positive ionization mode for TFV and FTC, and in 
negative mode for EFV.  
PBMCs (N=12) of each sample were counted using 
a validated biochemical test as described  (6).  
 
Pgp or MRP function 
In order to explain the differences on drug 
quantitation, Pgp and MRP functionality was 
assessed by measuring fluorescent dye efflux (0.1 
µmol/l calcein-AM) in the presence or absence of 
specific inhibitors [2 µM cyclosporin A (Sigma 
Aldrich, St Quentin-Fallavier, France) and 30 µM 
MK571 (Calbiochem, VWR, Fontenay-sous-Bois, 
France)] for 30 min at 37°C. Cyclosporin A at the 
concentration of 2 µM is a specific Pgp inhibitor (34) 
and MK571 is a specific inhibitor of MRP-associated 
drug-resistance (ie MRPs 1, 2, 3) (16). Cells were 
then washed twice in cold PBS, fixed with CellFix 
(1:10, 400 µL, 4°C), and analyzed by flow 
cytometry.  
Fluorescence due to calcein was plotted as a 
histogram of FL1 staining. Transporter function was 
quantified as described (45) by using the following 
equation:  

 
 
 
where Gmeancalcein is the geometric mean 
fluorescence of calcein in the tested samples and 
Gmeaninhibitor is the geometric median fluorescence 
of calcein in the presence of inhibitor.  
Each experiment was performed on 7 different 
donors.  
 
Transporter mRNA expression 
In order to explain the effect of antiretroviral therapy 
on MRP functionality, we carried out further 
experiments on mRNA transporter expression. 
Following the 20-h antiretroviral treatment, efflux 
and influx transporter expression was determined by 
RT-PCR (N=3). 
RNA was isolated using the GenEluteTM mammalian 
total RNA kit (Sigma Aldrich). Total RNA 
concentration and purity were then determined by 
measuring absorbance at 260 nm and 280 nm. The 
A260/A280 ratio ranged between 1.8 and 2. A 
sample of 0.5 µg of total RNA was converted to 
cDNA with random primers in a total volume of 10 µl 
using RT² first strand Kit (Superarray Bioscience 
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Corporation, Frederick, USA). The cDNA was 
diluted with distilled water to a volume of 100 µl. A 
volume of 2 µl was used for each primer set in a 
specific RT² Profiler PCR Array according to the 
manufacturer’s protocol. The plates used for the 
analysis were ABC (abcb1, abcc1, abcc2, abcc4, 
abcc5, abcc6, abcg2) and SLC (slc22A6, slc22A8) 
transporters PCR array (catalogue number: CAPH-
0468). Relative expression values were determined 
by the following rules: due to the inverse 
proportional relationship between the threshold 
cycle (CT) and the original gene expression level, 
and the doubling of the amount of product with 
every cycle, the expression level was described as: 
2-CT. Then, to normalize the expression level of a 
gene of interest to a housekeeping gene, the 
relative expression level was calculated as: 2- ∆CT, 
where ∆CT is the difference of CT values for genes 
of interest and the housekeeping gene 
(hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transferase, 
HPRT). If the CT was higher than 35, we considered 
the expression level too low to be applicable. 
 
Direct inhibitory effect of drug on calcein 
accumulation 
Direct drug inhibitory experiments were carried out 
in order to highlight the pharmacological 
mechanisms leading to intracellular drug 
concentrations. PBMCs (5x105 cells/ml) from 
healthy donors (N=6) were incubated with MRP 
inhibitor MK571 (30 µM) as a positive control, or 
with different concentrations of FTC, TFV or EFV 
[(0.5-10 µM), range of soluble and non-cytotoxic 
concentrations (49)], for 30 min at 37°C in 1 ml 
complete RPMI medium. Drug accumulation was 
initiated by the addition of calcein-AM (0.1 µM per 5 
ml tube). Following 1-h incubation, cells were 
centrifuged (500 g, 5 min, 4°C), washed twice in 
cold PBS, then fixed with CellFix (1:10, 400 µl, 4°C) 
and analyzed by flow cytometry. Fluorescence due 
to calcein was followed in channel 1 (FL1) and 
plotted as a histogram of FL1 staining. The calcein 
accumulation after incubation with calcein-AM 
should be increased by the presence of MRP 
substrate or inhibitor because of competition or 
inhibition of calcein-AM efflux.  
 
Statistics 
Data are expressed as the mean ± SEM. GraphPad 
Prism® 3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, 
USA) was used to perform statistical analysis to 
highlight any statistically significant difference 
between the data groups. The significance of 
differences between groups and controls was 
evaluated by using a one-way ANOVA with a 
Dunnett’s post-test or a two-tailed Student’s t test. 
Differences between means were considered to be 
significant when the P-value was less than 0.05. 
 
 
 
 
 
 
 
 

RESULTS 
 
In vitro intracellular accumulation of 
antiretroviral drugs in PBMCs treated for 20 h in 
vitro 
Drug concentrations were measured following the 
20-h incubation. Compared with FTC alone, FTC 
concentration increased by 42.4 ± 6.3% when 
combined with TFV (p=0.0002), and 61.1 ± 13.7% 
when combined with TFV+EFV (p=0.0007) (Figure 
1-A). Compared with TFV alone, TFV concentration 
increased by 30.0 ± 8.4% when combined with FTC 
(p=0.0045); 38.8 ± 9.4% when combined with EFV 
(p=0.0030); and 56.1 ± 19.1% when combined with 
FTC+EFV (p=0.0142) (Figure 1-B). Compared with 
EFV alone, EFV concentration does not statistically 
change when combined with TFV or with FTC+TFV 
(Figure 1-C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1:  
Intracellular concentration of emtricitabine (A), tenofovir (B) 
or efavirenz (C), alone or combined (pmol/million cells). 
Data are expressed as means ± SEM (n=12). The P 
values (*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; 
ns: nonsignificant) were determined by ANOVA with 
Dunnett’s multiple comparison test for post hoc 
comparison of the results with vehicle control. 
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Effect of 20-h treatment on lymphocyte 
multidrug resistance transporter function 
In order to explain the differences seen by drug 
quantitation alone or combined, we investigated 
efflux transporter function following the 20-h cell 
treatments. The percentage of MRP and Pgp 
activity was evaluated by measuring the effect of 
selective inhibitor of Pgp and MRPs (MK571 and 
cyclosporin A, respectively) on calcein-AM 
accumulation. Percentages of inhibition caused by 
30 µM MK571 or 2 µM cyclosporin A are 
summarized in Table 1.  

Cyclosporin A at the concentration of 2 µM caused 
no statistically significant change in calcein-AM 
accumulation in all treated cells 
For all drugs combined or alone, the MRP function 
decreases were statistically significant: P=0.0040 for 
FTC treatment, P=0.0014 for TFV, P=0.0048 for 
EFV, P=0.0141 for FTC+TFV, P=0.0021 for 
TFV+EFV and P=0.0001 for FTC+TFV+EFV. 
 
 
 

 

 
TABLE 1: ABC transporter activity measured by the e ffect of selective inhibitor (2 µM cyclosporin A or  30 µM MK571) 

on calcein-AM accumulation 
      

Pgp activity   MRP activity   
Treatment 

Cyclosprine A 2 µM MK571 30 µM 

Vehicle (DMSO 0,2%) 31.84 ± 3.42 32.20 ± 3.63 

FTC 5 µM 32.29 ± 3.99 20.98 ± 3.22 ** 

TFV 5 µM 32.03 ± 4.46 17.39 ± 3.47 ** 

EFV 5 µM 29.85 ± 4.15 16.59 ± 1.84 **  

FTC 5 µM + TFV 5 µM 29.90 ± 5.35 19.64 ± 2.88 * 

TFV 5 µM + EFV 5 µM 30.01 ± 4.05 9.73 ± 1.69 ** 

FTC 5 µM + TFV 5 µM + EFV 5 µM 27.53 ± 5.09 10.88 ± 3.63 *** 
 

PBMCs are treated with 5 µM emtricitabine (FTC), 5 µM tenofovir (TFV) and 5 µM efavirenz (EFV), alone or in combination, for 
20 h. Data are represented as mean ± SEM (N=7). The significance of differences between treated groups and vehicle control 
was evaluated using Student’s t-test. A p-value < 0.05 was considered significant (*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001). 
 
 

 

Expression of ABC and OAT transporter mRNA 
in response to cell treatment with antiretroviral 
drugs 
Following the 20-h incubation with antiretroviral 
regimen, the transporter mRNA expression was 
investigated by semi-quantitative RT-PCR. We 
evaluated expression of the mdr1, mrp1, mrp2, 
mrp4, mrp5, mrp6, slc22A6, slc22A8, encoding for 
Pgp, MRP1, MRP2, MRP4, MRP5, MRP6, OAT1 
and OAT3 respectively. All these transporters are 
thought to be involved in antiretroviral efflux. The 
housekeeping gene (HPRT) was not significantly 
modified by the treatments.  
Treated or untreated cells had very low levels of 
mrp2, mrp4, slc22A6 and slc22A8 mRNA. For these 
genes, the CT was higher than 35. In our 
experimental system, the rank order of mRNA 
expression levels was mrp5 ≥ Pgp ≥ mrp1>> mrp6.  

EFV, alone at the concentration of 5 µM, induced 
mrp1 and mrp6, which encode xenobiotic efflux 
transporters. For mrp1, mRNA level increased from 
2.0 (control) to 4.6 (cells treated with EFV) 
(P=0.0055). For mrp6, mRNA level increased from 
0.3 (control) to 3.2 (cells treated with EFV) 
(P<0.0001).  
FTC, alone at the concentration of 5 µM, induced 
mrp5, which encode the nucleoside/nucleotide efflux 
transporter MRP5. mRNA level increased from 3.3 
(control) to 16.2 (cells treated with FTC) (P=0.0024).  
For all the studied transporters (Pgp, MRP1, MRP5 
and MRP6), TFV tended to reduce mRNA 
expression. Pgp mRNA level decreased from 2.5 
(control) to 0.5. MRP1 mRNA level decreased from 
2.0 (control) to 0.45. MRP5 mRNA level decreased 
from 3.3 (control) to 0.1. MRP6 mRNA level 
decreased from 0.3 (control) to 0.1. 
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Figure 2:  
mRNA expression level of Pgp (A), MRP1 (B), MRP5 (C) and MRP6 (D) in peripheral blood mononuclear cells treated with 
emtricitabine (FTC), tenofovir (TFV), efavirenz (EFV), alone or combined. Data are expressed as a low-high bar graph; the 
horizontal line represents the mean (N=3). The P values (*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ns: nonsignificant) were 
determined by ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test for post hoc comparison of the results with vehicle control 
. 
 
Direct inhibitory effect of drug on calcein 
accumulation 
Direct inhibition of calcein-AM extrusion was 
determined by measuring calcein fluorescence with 
or without MK571, as a positive control, or different 
doses of FTC, TFV and EFV (Figure 3).  
With 30 µM MK571, calcein accumulation was 
63.86% higher than in the control.  
EFV increased intracellular calcein accumulation in 
a concentration-dependent manner. EFV seemed to 
be the better inhibitor with an effect at 10 µM similar 
to 30 µM MK571 (68.95% higher than the control). 
TFV increased intracellular calcein accumulation in 
a concentration-dependent manner to 48.89% with 
10 µM TFV (N=6). FTC increased intracellular 
calcein accumulation in a concentration-dependent 
manner to 33.18% with 10 µM FTC (N=6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3:   
Calcein assay assessing the concentration-dependent 
increase in intracellular fluorescence in lymphocytes 
treated with efavirenz (EFV), tenofovir (TFV), emtricitabine 
(FTC). The negative control was DMSO 0.2% and the 
positive control 30 µM MK571. Data are expressed as 
mean ± SEM (N=6). The P values (**, P<0.01; ***, 
P<0.001) were determined by ANOVA with Dunett’s 
multiple comparison test for post hoc comparison of the 
results with vehicle control.  
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DISCUSSION 
 
Drug interactions in patients with HAART are often 
caused by more than one mechanism, such as 
mutation in HIV reverse transcriptase or protease, 
drug metabolism such as phosphorylation, or efflux 
transporter modulation. This shows the importance 
of knowing all the potential targets involved and 
considering their complex interplay for dose 
individualization (56). Very few studies have 
considered the effect of the combination of 
emtricitabine (FTC), tenofovir (TFV) and efavirenz 
(EFV) on their intracellular concentrations and ABC 
multidrug transporter modulation.  
 
Twenty-hour cell treatment produced a significant 
increase in FTC and TFV levels, with each 
FTC+TFV, TFV+EFV or FTC+TFV+EFV 
combinations, compared with the levels seen with 
each individual drugs. Furthermore, dose-response 
curves were generated for each drug in the 
presence of rising concentration of the other drugs. 
We show an increasing intracellular concentration of 
TFV and FTC with rising doses of EFV. FTC 
concentration increased with rising concentration of 
TFV and vice versa. In all the cases, intracellular 
nucleoside concentration reached a plateau, from 1 
µM of EFV or 5 µM of the other nucleosides (data 
not shown). 
These results differ from those of Borroto-Esoda et 
al. (8) regarding TFV concentration combined with 
FTC in PBMCs but they are not inconsistent since 
these authors used PBMCs stimulated by 
phytohemagglutinin and interleukin-2. Stimulated 
PBMCs have high levels of phosphorylated 
metabolites and express different levels of efflux 
transporters (5,53). Probably due to a very slow 
phosphorylation in our inactivated experimental 
system, intracellular FTC and TFV triphosphorylated 
metabolite concentrations were around the lower 
limit of quantitation of our assay method used for 
NRTI-TP (44).  
Regarding EFV, there was no change in EFV 
quantitation alone or in combination. This might be 
due to the intracellular/extracellular ratio which was 
very high (around 44-fold), possibly saturating efflux 
transporters. Alternatively EFV is possibly not a Pgp 
or MRP substrate  (13,50). 
 
In order to explain the increasing FTC and TFV 
concentrations in combination therapies, we 
suggest ABC transporter interaction. We 
investigated Pgp and MRP function, following the 
20-h treatment with drug combinations. The 
percentage of MRP and Pgp activities was 
measured by the effect of selective inhibitor of Pgp 
and MRPs (MK571 and cyclosporin A, respectively) 
on calcein-AM accumulation. Calcein-AM is a well-
established Pgp and MRP index substrate (41,55). It 
is a fluorogenic, highly lipid-soluble dye that rapidly 
penetrates the plasma membrane. Inside the cell, 
endogenous esterases produce the hydrophilic and 
fluorescent dye calcein, which cannot leave the cell 
via the plasma membrane (21). Whereas calcein-
AM is a substrate of Pgp and MRP, calcein is not. 
Cyclosporin A at a concentration of 2 µM is a 

specific Pgp inhibitor (34) and 30 µM MK571 a 
specific inhibitor of MRP associated drug-resistance 
(16). Using a functionality test with one substrate 
and two specific inhibitors, the present study 
provides evidence for a significant decrease in 
MRP, but not Pgp, function in lymphocytes treated 
for 20 h by FTC, TFV, and EFV, alone or in 
combination (Table 1).  
MRP transporters could play a role in intracellular 
drug accumulation. However, they are not the only 
cause. For example, treatments with FTC, TFV and 
FTC+TFV had the same effect on MRP function, but 
FTC or TFV concentrations were higher in the 
combination therapy. Since nucleoside/nucleotide 
analogues are hydrophilic, they could enter cells by 
influx transporters, instead of passive diffusion. And 
these influx transporters, like members of the SLC 
family, could be modulated by drug combination 
therapies.  
 
In order to investigate the effect of antiretroviral 
therapy on MRP functionality, we carried out further 
experiments on mRNA transporter expression and 
on direct transporter efflux inhibition by antiretroviral 
drugs.  
In our experimental system, mdr1, mrp1, mrp5 and 
mrp6 mRNA were quantifiable, whereas mrp2, 
mrp4, bcrp, oat1 and oat3 mRNAs were not 
detectable. The mRNAs of mdr1, mrp1 and mrp5 
have been demonstrated in PBMCs (monocytes and 
lymphocytes) (1,26,32). Expression levels of the 
other genes levels were very low in our 
experimental conditions.  
Reduced MRP function was not related to 
decreased expression of mrp1, mrp5 or mrp6 
mRNAs, except for TFV. A significant dissociation 
between expression and activity has been reported 
(1,12,39,57).    
The nucleoside analogue FTC induced mrp5 
expression, which encodes the nucleoside and 
nucleotide transporter MRP5 (22,47,58). EFV 
induced mrp1 and mrp6 expression, which both 
encode xenobiotic transporters (4,11). TFV tended 
to alter mdr1, mrp1, mrp5 and mrp6 mRNA 
expression.   
These results suggest a different regulation 
mechanism between transporters. Nuclear 
receptors, such as the androstane receptor (CAR) 
and the pregnane X receptor (PXR), play an 
important role in the transcriptional regulation and 
induction of several genes like mdr1, mrp2 (27,51). 
In contrast, for mrp1, there are only a few studies 
which furthermore are controversial (28,37). The 
mrp1 and mrp6 gene promoters contain an Sp1-
binding site, which is involved in the regulation of 
their transcription (25,40). The nuclear factor-E2 
p45-related factor (Nrf-2), a transcription factor for 
the antioxidant responsive element, can be required 
for both constitutive and inducible expression of 
MRP1 (19). PXR is expressed in PBMCs (1); 
transcription factors Sp-1 and Nrf-2 are ubiquitously 
expressed in mammalian cells. EFV has recently 
been demonstrated to act as a strong ligand of CAR 
and PXR (14). No data are available for the other 
drugs.  
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Combination therapies did not affect transporter 
expression, probably due to regulation 
compensations between the different drugs.   
 
Drug effect seen on MRP function was not caused 
by a MRP expression modulation. Therefore, we 
propose that it could be a direct effect on MRP 
transport. FTC, TFV and EFV increased calcein-AM 
accumulation in a concentration-dependent manner 
from 0.5 µM to 10 µM (Figure 3), suggesting the 
interaction of these compounds with MRP 
transporters as described (46,56).  
 
In conclusion, this in vitro study reveals a benefit for 
a combination therapy like ATRIPLA, in term of FTC 
and TFV intracellular drug concentrations. However, 
there is always a balance between efficacy and 
toxicity/adverse effects, and a good combination 
therapy may require patient drug monitoring. This 
effect on drug concentration seems to be partly due 
to a decrease in MRP functionality, and particularly 
to direct drug interaction with members of the MRP 
family. We also provide evidence for different 
pathways of transcriptional expression modulation 
between efflux transporters.  
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2- Résultats complémentaires 
 

2-1- Expression protéique des transporteurs Pgp et MRP1  

 

Après 20 h de traitement avec les différentes combinaisons thérapeutiques associant FTC, TFV et 

EFV, l’expression de la Pgp et de la MRP1 sont mesurées par immunofluorescence directe en 

cytométrie de flux. Les résultats sont exprimés en moyenne d’intensité de fluorescence, normalisée par 

le contrôle isotypique.  

En comparaison avec le témoin négatif (cellules traitées avec 0.2% de DMSO), les cellules traitées par 

les molécules seules ou bien en association ne montrent pas de changement significatif de l’expression 

de la Pgp ou de la MRP1 dans les lymphocytes ou dans les CMSPs totaux (N=5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 44 :   Effet des différents traitements (FTC, TFV, EFV, FTC+TFV, TFV+EFV, FTC+TFV+EFV) sur 

l’expression des transporteurs dans les lymphocytes  

A- Pgp 

B- MRP1 

 
 

2-2- Effet dose sur les concentrations de médicaments en association 

 

Afin de voir si l’effet observé sur les concentrations intracellulaires de FTC et TFV étaient 

concentration-dépendant, nous avons réalisé différents effets doses en faisant varier les concentrations 

d’une seule molécule (N=5).  

A B 
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Les concentrations de FTC et de TFV augmentent avec des doses croissantes d’EFV. La concentration 

de FTC augmente avec des doses croissantes de TFV et vice versa. Les concentrations intracellulaires 

de nucléosides atteignent un plateau commençant à 1 µM d’EFV ou 5 µM des autres nucléosides.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 45 :  Concentration intracellulaire de FTC dosé en LC-MS/MS, en association avec le TFV [à 

différentes concentrations (1, 5 et 25 µM)] 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 46 :  Concentration intracellulaire de TFV dosé en LC-MS/MS, en association avec le FTC [à 

différentes concentrations (1, 5 et 25 µM)] 
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Figure 47 :  Concentration intracellulaire de FTC dosé en LC-MS/MS, en association avec le TFV et l’EFV [à 

différentes concentrations (1, 5 et 25 µM)] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 48 :  Concentration intracellulaire de TFV dosé en LC-MS/MS, en association avec le FTC et l’EFV [à 

différentes concentrations (1, 5 et 25 µM)] 
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Figure 49 :  Concentration intracellulaire de TFV dosé en LC-MS/MS, en association avec l’EFV [à 

différentes concentrations (1, 5 et 25 µM)] 
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3- Discussion  

 

Les interactions médicamenteuses chez les patients sous multi-thérapies antirétrovirales sont souvent 

causées par plus d’un mécanisme, tels que les mutations de la transcriptase inverse ou de la protéase 

du VIH, le métabolisme des médicaments, ou la régulation des transporteurs d’efflux. Il est donc 

important de connaître les cibles pharmacologiques potentielles impliquées, et de considérer leur 

possible interconnexion pour l’individualisation des doses administrées (Weiss et al., 2007-b).  

Très peu d’études se sont intéressées à l’effet de l’association FTC, TFV et EFV, sur leurs 

concentrations intracellulaires et sur la régulation des transporteurs ABC. 

 

Vingt heures de traitement avec les combinaisons thérapeutiques a engendré une augmentation 

significative des concentrations de FTC et TFV, en double (FTC+TFV et TFV+EFV) ou en triple 

(FTC+TFV+EFV) associations, comparé aux concentrations observées avec les médicaments seuls. 

Ces résultats ont été confirmés par les courbes d’effet dose obtenus pour le FTC et le TFV, en 

présence de concentrations croissantes des autres médicaments.   

Concernant les concentrations de TFV lorsqu’il est associé au FTC, ces données sont différentes de 

celles de l’équipe de Borroto-Esoda, mais ne sont pas incohérentes. En effet, les auteurs ne voient 

aucune différence de concentration du TFV qu’il soit associé ou non avec le FTC, dans des CMSPs 

stimulés par la phytohémaglutinine et l’interleukine 2 (Borroto-Esoda et al., 2006). Nous n’avons pas 

voulu utiliser de cellules stimulées car elles expriment des niveaux différents de transporteurs d’efflux 

(Belliard et al., 2002 ; Veau et al., 2002), ainsi que de hauts niveaux de métabolites phosphorylés. 

Nous voulions seulement voir l’interaction des molécules mères avec les transporteurs présents à la 

surface des cellules. Les résultats observés par Borroto-Esoda peuvent également s’expliquer par le 

fait que l’expérience a été réalisée sur seulement deux patients, ce qui est très peu étant donnée la 

grande variabilité interindividuelle.  

Probablement à cause du bas niveau de phosphorylation dans notre système inactivé, les 

concentrations intracellulaires de FTC et TFV triphosphorylés ont été trouvées autour de la limite de 

quantification de la méthode de dosage des INTI-TP disponible au laboratoire (Pruvost et al., 2008). Il 

aurait été intéressant de pouvoir doser ces métabolites qui pourraient également être substrats des 

MRPs, transporteurs d’anions. Il a été montré que les MRP4 et MRP5 pouvaient augmenter l’efflux 

d’analogues nucléosidiques phosphorylés utilisés dans les thérapies anti-cancer et anti-VIH, tels que 

les monophosphates thiopurines (Wielinga et al., 2002), le PMEA et l’AZT-MP (Schuetz et al., 1999). 

De plus, les traitements pourraient également moduler les enzymes telles que les kinases, et pourraient 

influer les concentrations de médicaments phosphorylés (Ray, 2005). 
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Concernant les concentrations intracellulaires d’EFV, il n’y a aucun changement qu’il soit seul ou bien 

en double ou triple association avec le FTC ou le TFV. Ceci pourrait être dû au fait que le ratio 

concentrations intracellulaire / extracellulaire est très élevé (environ 44 fois plus haut), pouvant ainsi 

saturer les transporteurs d’efflux présents au niveau des CMSPs. Il serait également possible que 

l’EFV ne soit pas substrat de ces transporteurs, comme cela a déjà été montré pour la Pgp (Dirson et 

al., 2006 ; Stormer et al., 2002). 

 

Dans le but d’expliquer les concentrations croissantes de FTC et TFV dans les combinaisons 

thérapeutiques, nous avons fait l’hypothèse d’une interaction avec les transporteurs d’efflux. Nous 

avons recherché la fonctionnalité des transporteurs Pgp et MRPs, après 20 h de traitement avec les 

différentes combinaisons médicamenteuses. En utilisant un test de fonctionnalité avec un substrat (la 

calcéine-AM) et deux inhibiteurs spécifiques (cyclosporine A et MK571), nous avons mis en évidence 

une diminution du pourcentage d’activité des MRPs, mais pas de la Pgp, dans les cellules traitées par 

le FTC, le TFV, l’EFV, seuls ou bien associés, par rapport au contrôle (0.2% DMSO).  

Les transporteurs MRPs pourraient donc jouer un rôle dans l’accumulation intracellulaire des 

antirétroviraux. Cependant, cela ne semble pas être la seule raison. En effet, pour les traitements avec 

le FTC, le TFV et l’association FTC+TFV, il y a quasiment le même effet sur la fonctionnalité des 

MRPs et pourtant les concentrations intracellulaires sont plus élevées dans le cas de la double 

association. Parce que les analogues nucléosidiques/nucléotidiques sont hydrophiles, ils pourraient 

pénétrer dans la cellule par des transporteurs d’influx et non par diffusion passive (Ray, 2005). Et ces 

derniers pourraient également être soumis à des régulations lors des diverses combinaisons 

médicamenteuses.  

 

Pour expliquer l’effet des thérapies anti-VIH sur la fonctionnalité des MRPs, nous avons réalisé des 

expériences complémentaires sur l’expression des ARNm des transporteurs, ainsi que sur l’interaction 

directe des médicaments avec les transporteurs.  

Dans notre système expérimental, les ARNm des gènes mdr1, mrp1, mrp5 et mrp6 sont quantifiables, 

alors  que ceux des gènes mrp2, mrp4, bcrp, oat1 et oat3 ne sont pas détectables (les cycles de PCR 

sont dans ce cas-ci, au-delà de 35). Les ARNm des gènes mdr1, mrp1 et mrp5 ont été mis en évidence 

précédemment dans les CMSPs (lymphocytes et monocytes) (Albermann et al., 2005, Laupèze et al., 

2001 ; Jorajuria et al., 2004-a). La MRP2 et la BCRP ont été mis en évidence également dans les 

CMSPs (Albermann et al., 2005 ; Janneh et al., 2005) mais ne sont quantifiables dans nos conditions 

expérimentales, les CMSPs issues de l’Etablissement Français du sang ont 48 h et sont mis en culture 

pendant 20 h supplémentaires.  

Le FTC, analogue nucléosidique, induit l’expression du gène mrp5, qui code pour le transporteur de 

nucléosides et nucléotides MRP5 (Homolya et al., 2003 ; Ritter et al., 2005 ; Wijnholds et al., 2000). 
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L’EFV induit l’expression des gènes mrp1 et mrp6, qui codent pour des transporteurs de 

xénobiotiques (Belinsky et al., 2002 ; Choudhuri et Klaassen, 2006). Le TFV, lui, tend à réduire 

l’expression de tous les transporteurs présents, mdr1, mrp1, mrp5 et mrp6. Ces résultats suggèrent un 

mécanisme de régulation différent entre les différents transporteurs.  

Cependant, au niveau de l’expression protéique, nous n’avons observé aucune différence entre les 

cellules traitées ou contrôle, ainsi qu’entre les différents traitements. Ceci suggère qu’il n’y a pas de 

corrélation entre l’expression transcriptionnelle et l’expression protéique des transporteurs étudiés 

(Bergrenn et al., 2007), et qu’interviennent sans doute d’autres niveaux de régulation post-

transcriptionnel et traductionnel.  

Les combinaisons thérapeutiques associant FTC, TFV et EFV n’affectent pas l’expression des gènes 

des transporteurs étudiés, ceci pourrait être dû à des phénomènes de compensations de régulation entre 

les différents médicaments.  

 

L’effet des médicaments observé sur la fonctionnalité des MRPs, n’est donc pas dû à une modulation 

de l’expression génique ou protéique, mais à une interaction directe des médicaments avec ces 

transporteurs. En effet, le FTC, le TFV et l’EFV augmentent de façon concentration-dépendante 

l’efflux d’un substrat des MRPs, la calcéine-AM. Cette interaction avait été démontré précédemment 

sur des lignées MDCKII surexprimant les différentes MRPs (Ray et al., 2006 ; Weiss et al., 2007-a).  

 

En conclusion, cette étude in vitro a permis de montrer un bénéfice pour une combinaison 

thérapeutique telle qu’ATRIPLA, en termes de concentrations  intracellulaires pour le FTC et le TFV. 

Cependant, il existe un équilibre fragile entre efficacité et toxicité. Si les concentrations sont trop 

élevées, ne risquent-elles pas de devenir toxiques et de multiplier les effets secondaires ?  

 

Dans ce contexte, nous avons débuté une étude in vivo chez des patients infectés par le VIH-1 et suivis 

à l’hôpital Saint-Antoine, dans le service du Pr. Girard. Le but de ce travail est d’évaluer chez ces 

patients faisant l’objet d’un changement de traitement et suivis au temps 0 et après 1, 3 et 6 mois de 

traitement, l’influence de l’emtricitabine et/ou du tenofovir sur : 

- les concentrations plasmatiques et dans les CMSPs des deux NRTIs (emtricitabine & 

tenofovir) et leurs métabolites phosphorylés (FTC-TP et TFV-DP) ; des IPs (RTV, LPV, 

ATV) ainsi que celles de l’efavirenz  

- l’expression de la Pgp, MRPs et BCRP dans les cellules mononucléées du sang périphérique 

(CMSPs). L’expression des protéines d’efflux sera aussi corrélée à la charge virale 

plasmatique 

L’objectif est donc, d’analyser les comportements mutuels des molécules, ritonavir, ténofovir et 

emtricitabine, reconnues ou non par les transporteurs. L’efficacité croissante des associations 
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antirétrovirales pourrait trouver une origine dans l’importance des concentrations intracellulaires des 

IPs (e.i. RTV, LPV, ATV), des NNRTIs (e.i. EFV) et/ou des NRTIs (FTC, TFV). A l’inverse, des 

échecs pourraient s’expliquer par des concentrations intracellulaires faibles de ces composés. 
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Chapitre 3 

Effet de l’atazanavir sur les transporteurs ABC aux  niveaux central et périphérique 

Passage de l’atazanavir à travers un modèle in vitro de BHE 

 
 

 

 

Ce travail a fait l’objet d’un article accepté dans AIDS Research and Human Retroviruses (3 mai 

2008) et ayant pour titre :  

Comparison of ABC transporter modulation by atazana vir in lymphocytes and human brain 

endothelial cells: ABC transporters are involved in  the atazanavir-limited passage across an in 

vitro human model of the blood-brain barrier 

 

Il a également été présenté au congrès suivant :  

11th European AIDS Conference, Madrid, 24-27 octobre 20 07, Poster 3.2-03 

 

 

 

1- Introduction 

 

L’objectif de cette étude a été de comparer l’effet de l’ATV sur l’expression et la fonctionnalité des 

transporteurs d’efflux dans les lymphocytes humains (au niveau de la circulation périphérique) et dans 

les cellules endothéliales cérébrales humaines (au niveau du système central), ainsi que de déterminer 

si les interactions de l’ATV avec les transporteurs d’efflux pouvaient limiter son passage à travers la 

BHE. Dans cette optique, nous avons utilisé le modèle in vitro de BHE humaine récemment publié et 

validé au laboratoire, susceptible de prédire les transports passif et actif de molécules dans le SNC 

(Josserand et al., 2006 ; Megard et al., 2002). 

Cette étude comparative nous a semblé pertinente étant donnés les différents mécanismes de 

régulation, les différents niveaux d’expression des transporteurs, des facteurs de transcription, existant 

au niveau central et au niveau périphérique.  

 

Les données cliniques et biologiques chez les sujets séropositifs pour le VIH-1 montrent que le SNC 

est un organe cible de cette infection, à la fois en tant que réservoir viral mais aussi lieu de réplication 

virale. Environ 30% des patients sidéens développent une encéphalopathie à VIH-1, découlant de la 

neurotoxicité du virus dans le SNC. Si le virus arrive à entrer dans le SNC, ce n’est pas le cas des 
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médicaments. L’obstacle majeur dans la découverte et le développement de ces nouveaux candidats 

médicaments reste leur impossibilité à traverser la BHE, de part la présence, à ce niveau, de 

transporteurs d’efflux, Pgp, MRPs et BCRP (Einsenblatter et al., 2003 ; Lipton et Gendelman, 1995).  

 

A quelques exceptions près, tous les IPs ont été décrits comme substrats de la Pgp, à la fois au niveau 

de la BHE mais aussi au niveau d’autres cellules (Washington et al., 1998 ; Kim et al., 1998 ; Polli et 

al., 1999 ; Jones et al., 2001 ; Van der Sandt et al., 2001 ; Megard et al., 2002 ; Park et Sinko, 2005 ; 

Agarwal et al., 2007 ; Janneh et al., 2007 ; Roucairol et al., 2007). Leurs propriétés physico-chimiques 

(lipophilie, poids moléculaire, liaison hydrogène…) semblent favoriser les interactions avec la Pgp, et 

ont été décrites comme essentielles pour qu’une molécule soit inductrice, inhibitrice ou substrat des 

protéines d’efflux (Seelig et al., 2000).  

 

In vitro, quelques études ont montré que l’atazanavir était capable d’induire ou d’inhiber l’expression 

et la fonctionnalité de la Pgp, avec différents résultats suivant le type cellulaire et la dose utilisée. 

Cependant, aucune étude n’a été réalisé sur l’ATV en tant qu’inducteur ou inhibiteur de la Pgp et des 

autres protéines d’efflux au niveau de la barrière hémato-encéphalique, que ce soit in vivo ou in vitro. 

De plus, aucune donnée sur le transport de l’ATV à travers la BHE n’a été décrite. Des expériences 

concernant la régulation de l’expression et de la fonctionnalité de la Pgp et des MRPs pourraient 

permettre de comprendre et d’évaluer son réel impact sur le transport de l’ATV à travers la BHE.  

 

Les résultats obtenus démontrent qu’à la différence des cellules endothéliales cérébrales, dans les 

lymphocytes, l’atazanavir n’a aucun effet sur l’expression protéique des transporteurs Pgp et MRP1. 

Nous avons tout de même observé une augmentation de la fonctionnalité de la Pgp, à la fois dans les 

cellules endothéliales cérébrales et dans les lymphocytes.  

En utilisant le modèle in vitro de BHE humaine, nous avons confirmé l’interaction de l’atazanavir 

avec la Pgp, et nous avons montré sa prise en charge par les MRPs et la BCRP.  
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Efflux pumps, P-glycoprotein (P-gp), multidrug 
resistance-associated proteins (MRPs) and 
breast cancer resistance protein (BCRP), have 
been shown to extrude HIV protease inhibitors 
from cells. These transporters are present on 
many barrier sites such as the blood-brain 
barrier (BBB) and on many circulating cells such 
as lymphocytes; and could reduce protease 
inhibitor concentration in sanctuary or HIV-1 
target sites.  
This study compares the potential of the anti-
retroviral drug atazanavir to modulate P-gp and 
MRP expression and function in total 
lymphocytes and in human fetal brain 
endothelial cells (HBMECs). We address the 
question of atazanavir transport across the 
human BBB. 

Following incubation with atazanavir, P-gp and 
MRP1 expression was determined by direct 
immunofluorescence. Transporter function was 
assessed by measuring fluorescent dye efflux, 
either with or without specific inhibitors. 
Atazanavir substrate properties were 
determined by transport quantification through 
a validated in vitro human BBB model. 
Our results show that, in contrast to HBMECs, in 
lymphocytes, atazanavir has no effect on MRP1 
and P-gp expression. However, there were 
overall changes in P-gp function increasing its 
activity, in lymphocytes and HBMECs. Using the 
in vitro human BBB model, we confirm the 
interaction of atazanavir with P-gp, MRPs and 
BCRP in preventing its passage across this 
barrier and thus its entry into the central 
nervous system. 

 

Many new drugs that act on the central nervous 
system (CNS) show exceptional therapeutic 
promise due to their high potency at the target site, 
but lack general efficacy when administered 
systemically. Treatment failure or loss of efficacy 
may stem from undesirable drug-drug interactions. 
In many cases, the problem is failure to cross the 
blood-brain barrier (BBB) due to the presence of 
efflux transporters, such as ATP-binding cassette 
(ABC) transporters [P-glycoprotein (P-gp, ABCB1), 
multidrug resistance associated proteins (MRPs, 
ABCC1-7), breast cancer resistance protein (BCRP, 
ABCG2)] 1, 2, and this is a major hindrance to the 
discovery and development of CNS drugs. 
However, inhibition of efflux proteins may enhance 
transport of antiretroviral agents and more 
particularly HIV-1 protease inhibitors (PIs) through 
the BBB 3, 4, 5, 6 and may be advantageous in treating 
CNS diseases, such as HIV encephalitis 7, 8.  
With a few exceptions, all PIs have been described 
as P-gp substrates, either at the BBB or in other 
barriers, as may be expected given that the 
chemical and physical properties (lipophilicity, 

molecular weight, H bonding) favor interactions with 
P-gp. These properties have been reported as 
essential for drugs to be either modulators or 
substrates of P-gp and other efflux proteins9. For 
instance, a significant increase in P-gp functionality 
was described in LS180V cells exposed to high 
concentrations of ritonavir 10 or chronically exposed 
to lopinavir 11, with a reduction in accumulation of 
the P-gp substrate, rhodamine 123. Extended 
exposure of bovine brain microvessel endothelial 
cells to ritonavir caused a concentration-dependent 
increase in P-gp expression and activity 12. An 
increase in P-gp expression was reported in human 
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
treated with nelfinavir 13, 14. Substrate recognition 
similar to that described for P-gp has been reported 
for MRP1 5, 9. Interactions of PIs with P-gp and 
MRPs have been largely studied, but many 
questions remain. Studies of interactions with the 
recently discovered efflux protein, BCRP, are 
lacking. One study, on MDCKII-Bcrp1 cells, 
indicated that murine Bcrp1 was not a good 
transporter of PIs, but showed no data15. Gupta and 
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colleagues have demonstrated that ritonavir, 
saquinavir and nelfinavir are all human BCRP 
inhibitors, but not its substrates16. Moreover, Weiss 
and colleagues have shown significant inhibition of 
BCRP by many anti-HIV drugs, on MDCKII-Bcrp 
cells 17. 
It is currently recognized that the activity of P-gp is 
associated with its transport function. Modulation of 
this activity by a drug provides evidence for 
interaction of the drug with P-gp, possible 
transmembrane translocation and consequently the 
failure to cross the BBB and to be available at the 
site of action in the brain at appropriate 
concentrations.  
In vitro, several studies have reported that 
atazanavir (ATV) was able to induce or to inhibit the 
expression and the functionality of P-gp, with 
different results according to the cell line and the 
concentration of ATV. An increase in P-gp 
expression as well P-gp function was reported in 
LS180 cells treated with 30 µM ATV 18. A decrease 
in P-gp activity was reported in human lymphocytes 
treated with ATV at concentrations above the 
therapeutic levels 19 with also an inhibition of MRP 
efflux function 20.  
However, no investigation of ATV as inducer or 
inhibitor of P-gp or other efflux pumps has been 
conducted at the human BBB level, either in vitro or 
in vivo. Moreover, no data on the transport of ATV 
across the human BBB have been described. These 
experiments regarding the modulation of P-gp and 
MRP expression and functionality need to be 
understood in order to evaluate the real involvement 
of ATV transport across the BBB.  
According to the manufacturer (US package insert), 
the CNS penetration of atazanavir is minimal with 
cerebrospinal fluid (CSF) / plasma ratio of only 
0.0021 to 0.0226. Despite the limited presence of 
ATV in the CSF compartment, the question about 
the presence of atazanavir in the brain parenchyma 
still remains. Drug distribution in the CSF reflects 
transport across the blood-CSF barrier, not drug 
transport across the BBB. The biological properties 
of BBB and the blood-CSF barrier (the choroid 
plexuses and arachnoid villi) are different.  
The objective of the study was to compare the effect 
of ATV on expression and functionality of efflux 
pumps in normal lymphocytes and in human brain 
endothelial cells and to determine whether the 
interactions of ATV with efflux pumps may limit its 
transport through the BBB. In this view, we used the 
recently published and validated coculture model of 
human in vitro BBB able to predict passive and 
active transport of molecules into the CNS 21, 22. 
 
MATERIAL AND METHODS 
 
Chemicals / Materials 
ATV was a generous gift of Bristol-Myers Squibb 
(New York, New York, USA). Ficoll Histopaque, 
dimethyl sulfoxide, cyclosporine A, probenecid and 
CD11b:FITC were from Sigma-Aldrich (St Quentin-
Fallavier, France). RPMI-1640 medium, fetal bovine 
serum (FBS), glutamine, human serum, penicillin-
streptomycin-neomycin and phosphate buffer saline 
without CaCl2 or MgCl2 were from Gibco (Cergy 

Pontoise, France). Endothelial cell medium was 
from Sciencell (San Diego, California, USA) 
CellFIX™, CytoFIX/CytoPERM™, Perm/Wash 
Buffer™, R-PE-conjugated goat anti-mouse 
immunoglobulins were from Becton Dickinson (Le-
Pont-De-Claix, France). UIC2:rPE antibody (specific 
for P-gp 23), CD4:FITC, CD8:PC5 and their 
respective isotype controls were from Beckman 
Coulter (Roissy, France), QCRL:rPE antibody 
(specific for MRP1 24) and IgG1 isotype control were 
from R&D Systems (Lille, France). Calcein-AM was 
from Interchim (Montluçon, France). MK571 was 
from Calbiochem (VWR, Fontenay-sous-Bois, 
France). 14C-Sucrose was from Amersham 
(Buckingham-shire, UK). PSC833 was from Sanofi-
Aventis (Paris, France). Ko-143 was from Schinkel 
(Nieuwegein, Netherlands). Transwell-Clear 1-cm2 
polyester membranes with 0.4 µm pores were from 
Corning Costar (Sigma-Aldrich, St Quentin-
Fallavier, France). Mouse monoclonal anti-rabbit 
IgG antibodies were from Jackson 
ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA, 
USA). 
 
Subjects and cell treatment  
Blood samples of healthy volunteers were obtained 
from the “Etablissement français du sang” (Rungis, 
France) and human PBMCs were isolated by 
density centrifugation in Histopaque-1077. PBMCs 
were used fresh and cultured at a density of 5x106 
cells per well onto 24-well plates in RPMI-1640 
medium supplemented by 10% FBS, 2 mM 
glutamine, 50 µg/ml penicillin, 50 µg/ml streptomycin 
and 100 µg/ml neomycin, at 37°C in a humid 
atmosphere with 5% CO2. 
Human fetal brain microvascular endothelial cells 
(HBMECs) were from Sciencell. Cells were seeded 
at 70 000 cells per well onto 6-well plates and at 
14 000 cells per well onto 24-well plates. They were 
cultured in endothelial cell medium as 
recommended by the manufacturer, at 37°C in a 
humid atmosphere with 5% CO2. 
Cells (PBMCs and HBMECs) were treated either 
with vehicle control (DMSO 0.2%) or with 5 µM ATV 
[ATV concentration did not exceed solubility maxima 
25] and were incubated for 72 h (PBMCs) or for 20 h 
(HBMECs). 
 
Effect of ATV on multidrug resistance 
transporter expression 
Following incubation, expression of P-gp and MRP1 
on lymphocytes and on HBMECs was determined 
by direct immunofluorescence.  
For HBMECs, cells were washed and scraped. 
Then, all the cells (PBMCs and HBMECs) were 
centrifuged at 500 g for 5 min at 4°C, then fixed a nd 
permeabilized in CytoFIX/CytoPERM (1 ml, 20 min, 
4°C). Following centrifugation (500 g, 5 min, 4°C),  
cells were resuspended in PermWash (1:10, 4°C, 1 
ml for PBMCs or 500 µl for HBMECs).   
100 µl of each suspension of cells were transferred 
into clean 5 ml tubes for incubation with different 
combinations of antibodies. P-gp expression was 
determined by incubation with 20 µl of UIC2:rPE 
antibody or with the isotype control antibody IgG2a, 
for 1 h at 4 °C in the dark. MRP1 expression was 
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determined as above but with 10 µl of QCRL:rPE 
antibody and with the isotype control antibody IgG1, 
for 1 h at room temperature in the dark. Following 
antibody incubation, all samples were washed twice 
(1 ml PBS supplemented with 1% BSA, 4°C) 
followed by centrifugation (500 g, 5 min, 4°C) and 
analyzed by flow cytometry. Each experiment was 
performed on 9 different donors for PBMCs and on 
6 different samples for HBMECs. 
 
Effect of ATV on multidrug resistance 
transporter function 
Following incubation, functionality of P-gp and 
MRP1 on lymphocytes and on HBMECs was 
assessed by measuring fluorescent dye efflux 
(calcein-AM), with or without specific inhibitors 26.  
For PBMCs, cells were transferred into 1.5 ml tubes, 
washed with cold PBS, centrifuged (500 g, 5 min, 
4°C) and resuspended with 1 ml RPMI-1640 
medium. 100 µl of each suspension of cells were 
incubated with 0.1 µM calcein-AM for 30 min at 
37°C in 1 ml RPMI medium with or without 
modulators (2 µM cyclosporine A or 30 µM MK571). 
Cyclosporine A at the concentration of 2 µM is a 
selective P-gp inhibitor 26, and MK571 is a selective 
MRP inhibitor 27. Cells were washed twice in cold 
PBS, then fixed with CellFIX (1:10, 400 µl, 4°C) an d 
analyzed in a flow cytometer. Each experiment was 
performed on 10 different donors. 
For HBMECs, cells were washed with cold PBS. 
One well per treatment (onto 24-well plates) was 
incubated with 0.1 µM calcein-AM alone, the second 
with calcein-AM + 2 µM cyclosporine A and the last 
with calcein-AM + 30 µM MK571, for 30 min at 37°C 
in 1 ml endothelial cell medium. Cells were washed 
twice in cold PBS, scraped, fixed with CellFIX (1:10, 
400 µl, 4°C), then analyzed in a flow cytometer. 
Each experiment was performed three times in 
triplicate. 
 
Flow cytometric analysis 
Flow cytometry was conducted on a FACS Calibur 
flow cytometer (Becton Dickinson). Forward scatter 
(FSC) and side scatter (SSC) were detected on a 
linear scale dot plot and fluorescence was detected 
on a logarithmic scale histogram. Lymphocytes 
were electronically gated from the total PBMC 
population, using light scattering properties, 
collecting 10 000 events for each sample. The 
location of cell subpopulations (lymphocytes CD4, 
CD8 and monocytes) was verified by 
immunofluorescence assay using respectively 
CD4:FITC, CD8:PC5 and CD11b:FITC antibodies 
and their isotype control antibodies. 
Data acquisition from the flow cytometric traces was 
performed using the computer software WINMDI 
version 2.9 (Scripps Research Institute, California, 
USA) to determine the geometric median FL1 or 
FL2 fluorescence analysis values. 
 
Expression 
Transporter expression in the electronically gated 
lymphocyte population was detected from a 
histogram measuring FL2 fluorescence. Since there 
is a direct relationship between the level of 
expression of the transporter and the shift in 

fluorescence, transporter expression was shown as 
a mean increase in fluorescence (FL2). Results are 
expressed as normalized mean fluorescence 
intensity (MFI): MFI = [mean fluorescence intensity 
(Pgp or MRP1 stained sample) – mean 
fluorescence intensity (isotype control)] / mean 
fluorescence intensity (isotype control). 
 
Function 
Fluorescence due to calcein was followed in 
channel 1 (FL1) in an electronically gated 
lymphocyte population and plotted as a histogram of 
FL1 staining. Transporter function was quantified as 
previously described 28 by use of the following 
equation:  

 
 
 
where Gmean calcein is the geometric median 
fluorescence of calcein in tested samples and 
Gmean inhibitor is the geometric median fluorescence 
of calcein in the presence of inhibitor (cyclosporine 
A or MK571). 
 
In vitro human blood brain barrier model 
The human autologous BBB model was a coculture 
of primary human brain endothelial cells (HBEC) 
and primary human astrocytes (HA) as previously 
described 21, 22. This in vitro model, previously 
validated, offers the possibility of subtle 
discrimination between degrees of BBB permeability 
and transport mechanisms. Cells were seeded at 
5.104 cells per insert for HBEC and 2.104 cells per 
well for HA, onto 12-well Transwell plates. Cells 
were then grown on the plates for a minimum of 
14 days and used for experimentation between days 
14 and 21.  
The presence of efflux transporters on HBEC was 
assessed by flow cytometry using specific 
antibodies for P-gp, MRP1 and BCRP (data not 
shown). The integrity of the BBB monolayer was 
confirmed by measuring the flux through the 
monolayer of the paracellular reference marker, 
[14C]-sucrose. Since proteins on the luminal HBEC 
membrane are distinct from proteins on the 
abluminal membrane, the polarity of human BBB 
active efflux transporters was demonstrated by 
measuring the efflux of the P-gp substrate, [3H]-
digoxin. 
 
[14C]-Sucrose transepithelial transport studies  
For in vitro drug-transport study,  the astrocytes 
were removed from the basal compartment and the 
media from both apical and basal compartments 
were replaced by transport buffer (TB) consisted of 
150 mM NaCl, 5.2 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 0.2 mM 
MgCl2, 6 mM NaHCO3, 2.8 mM glucose, and 5 mM 
HEPES (pH 7.4). Labeled sucrose (12.95 
MBq.µmol-1) was immediately introduced into the 
donor chamber (either the apical or the basal 
compartment). At various times after the addition of 
the compounds, aliquots were removed from the 
acceptor chamber (basal or apical compartments, 
respectively) for radioactivity counting. Experiments 
were done three times in triplicate. 
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[3H]-Digoxin transepithelial transport studies  
To validate the polarity of the human BBB model the 
efflux of P-gp substrate, [3H]-digoxin was tested. 
Transport efflux was determined from the apical to 
basal and from the basal to apical compartment, in 
order to measure the directional transport. The 
medium from the apical and basal compartments 
was replaced with transport buffer (TB). [3H]-digoxin 
(3.7x103 Bq per ml) was added to the apical 
compartment or to the basal compartment. At 
various time points after addition of the compound, 
100 µl from the apical or basal compartment were 
removed and replaced with 100 µl of medium 
without marker compound. The ratio of permeability 
coefficients (basal to apical vs apical to basal 
compartment) was then calculated.  
 
ATV transepithelial transport studies  
Transepithelial transport was studied with cells 
grown on collagen-coated permeable support 
(Transwell-Clear 1-cm2 polyester membranes with 
0.4 µm pores). For transepithelial transport, BEC 
inserts were transferred into new 12-well plates. The 
culture medium for the apical compartment was 
removed by aspiration. Transport buffer (TB) 
containing 20 µM Ko-143 (as a BCRP selective 
inhibitor 29), 20 µM PSC833 (P-gp inhibitor 30 ) and 
20 µM probenecid (as a selective inhibitor of organic 
anion transporters and MRPs 25) was added to the 
apical and basolateral compartments. The 
monolayers were kept for 30 minutes at 37°C in 5% 
CO2 and were continuously agitated.  50 µM ATV 
was then added to the apical or baso-lateral 
compartment. The monolayers were kept for 1 hour 
at 37°C in 5% CO 2 and were continuously agitated 
during the transport experiments. 100 µl from each 
compartment were then taken for ATV 
quantification. Experiments were done twice in 
triplicate. 
 
ATV quantification  
ATV concentration was determined by a competitive 
enzyme immunoassay as previously described 31.   
 
Standard immunoassay procedure 
Assays were performed in 96-well microtitration 
plates coated with mouse monoclonal anti-rabbit 
IgG antibodies. After 24 h of immunoreaction at 4°C , 
the plates were washed and 200 µl of Ellman’s 
reagent were added to each well. After 2 h of gentle 
shaking in the dark at room temperature, the 
absorbance at 410 nm (reference filter at 570 nm) 
was measured in each well. Results were 

expressed as B/B0 x 100 as a function of the 
concentration (logarithmic scale), where B and B0 
represent the bound enzymatic activity in the 
presence or absence of competitor, respectively. A 
linear log-logit transformation was used to fit the 
calibration curve. All measurements for standards 
(78.125, 156.25, 312.5, 625, 1250, 2500, 5000 and 
10000 pg/ml) and samples were done in duplicate, 
and quadruplicate for B0 values. 
 
Preparation of biological sample 
100 µL samples were taken from the apical or 
basolateral chamber. Sample were extracted with 
400 µL of methanol (1/4; vol/vol), vortexed for 20 
min and then centrifuged at 12 000 g for 10 min. 
The supernatant phase was dried under vacuum 
using a Speed Vac apparatus (Savant, 
Farmingdale, NY). The dry residue was dissolved in 
1 ml of EIA buffer, containing 5% methanol to 
ensure good solubilization of lipophilic drugs, for 1 h 
and assayed for ATV content.  
 
Statistics 
Data are expressed as the mean ± SEM. GraphPad 
Prism® 3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, 
USA) was used for normality assessment (Shapiro-
Wilk test), comparison between means (two-tailed 
Student's t-test - transporter expression and activity 
studies) and variance analysis (one-way ANOVA - 
ATV transport study). Statistical significance of 
differences between group means was assessed by 
the Dunnett’s post-test (B to A transport as control 
group). Differences between means were 
considered to be significant when the P-value was 
less than 0.05.  
 
RESULTS 
 
Effect of ATV on efflux transporter expression 
Following incubation with 5 µM ATV, P-gp and 
MRP1 expression was investigated by direct 
immunofluorescence.  
In PBMCs, when compared with vehicle control 
(0.2% DMSO), cell treatment with 5 µM ATV did not 
significantly change (N=9) P-gp or MRP1 
expression in total lymphocytes in vitro (fig. 1-A).  
In HBMECs, when compared with vehicle control 
(0.2% DMSO), 5 µM ATV caused a significant 
increase of 44.5 ± 14.0% in P-gp expression 
(p=0.0092, N=6), and a significant increase of 52.7 
± 26.1% in MRP1 expression (p=0.0298, N=6) (fig. 
1-B).  
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Figure 1  
Expression of P-gp and MRP1 in cells treated by 5 µM atazanavir (ATV). Data are expressed as mean increase of fluorescence 
(MFI) of P-gp or MRP1 expression, normalized by their respective isotype control. Statistical comparisons were made using two-
tailed Student’s t tests (*P < 0.05 and **P<0.01).  
(A) in lymphocytes following 72-h incubation 
(B) in human fetal brain microvascular endothelial cells (HBMECs) following 20-h incubation 
 
 
Effect of ATV on efflux transporter function 
Following incubation with 5 µM ATV, the percentage 
of MRP and P-gp activity was measured as 
described above by the effect of selective inhibitor 
on calcein-AM accumulation.  
In PBMCs, the percentage inhibition caused by 2 
µM cyclosporine A was 39.61 ± 8.30% in the DMSO 
control and 47.60 ± 10.25% in ATV-treated cells. 
The increase in P-gp activity was statistically 
significant (p=0.02, N=10). 30 µM MK 571 caused 
no statistically significant change in calcein-AM 
accumulation in ATV-treated cells (N=10) (fig. 2-A).  
In HBMECs, the percentage inhibition caused by 2 
µM cyclosporine A was 15.32 ± 3.80% in the DMSO 
control and 30.20 ± 1.30% in ATV-treated cells. The 
increase in P-gp activity was statistically significant 
(p=0.046, N=3). 30 µM MK 571 caused no 
statistically significant change in calcein-AM 
accumulation in ATV-treated cells (N=3) (fig. 2-B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2  
Functionality of P-gp and MRPs in cells treated by 5 µM 
atazanavir (ATV). Data are expressed as percentage of P-
gp or MRPs activity, measured by the effect of 2 µM 
cyclosporine A or 30 µM MK571 respectively, on calcein-
AM accumulation. Statistical comparisons were made 
using two-tailed Student’s t tests (*P < 0.05). 
(A) in lymphocytes following 72-h incubation 
(B) in human fetal brain microvascular endothelial cells 
(HBMECs) following 20-h incubation 
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In vitro human BBB atazanavir transport study 
Before the in vitro human BBB model was used to 
measure the BBB passage of ATV, the tightness of 
the brain endothelial monolayer was checked by 
assessing the permeability to [14C]-sucrose. 
 
The in vitro model shows that sucrose penetration in 
the brain parenchyma compartment was minimal 
(Pe = 2.17 ± 0.25 x 10-6 cm.s-1; P<0.05) owing to 
very restrictive transport at the BBB (Fig. 3-A). This 
integrity was associated with the expression 
between neighboring endothelial cells of claudin-5, 
a junctional protein, which regulate paracellular 
permeability 21. The experimental in vitro coculture-
based model of human BBB shows functional active 
efflux transporters. P-gp, MRP1 and BCRP have 
been demonstrated at the level of the in vitro 
coculture-based model of human BBB (data not 
shown). Passage of P-gp substrate [3H]-digoxin in 
this model was poor. The permeability coefficient 
(Pe) of in vitro digoxin transport from the basal to 
apical compartment was higher than Pe of apical to 
basal transport (5.67 ± 0.98 x 10-6 cm.s-1 vs 0.33 ± 
0.13 x 10-6 cm.s-1; mean of three independent 
experiments in triplicate). Pretreatment of the 
coculture model of human BBB with 20 µM PSC833 
decreased digoxin transport from the brain 
parenchyma compartment to the blood 
compartment by about 32.5% (P<0.05).  
 
The permeability of ATV was then measured 
between apical and basal compartments both ways. 
Fig. 3-B shows the transport of atazanavir at the 
human BBB. Basal-to-apical transport was 5-fold 
higher than the apical-to-basal transport (10.02 ± 
0.68 x 10-6 cm.s-1 vs 2.06 ± 0.41 x 10-6 cm.s-1), 
suggesting a very low permeability of brain 
endothelial monolayer to atazanavir. Pretreatment 
of cells with Ko-143, PSC833 or probenecid at a 
concentration of 20 µM significantly decreased the 
basal-to-apical transport (p=0.0003). Permeability 
coefficients (Pe) of ATV transport from the basal to 
apical compartment were 3.99 ± 0.66 x 10-6 cm.s-1 

with Ko-143, 3.35 ± 0.05 x 10-6 cm.s-1 with PSC833, 
and 3.98 ± 0.08 x 10-6 cm.s-1 with probenecid. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3  
(A) Checking integrity of the in vitro human BBB model. 
Flux of [14C]-sucrose across the filter without cells 
(triangle), and across the filter covered by a monolayer of 
human brain endothelial cells in coculture with human 
primary astrocytes (squares). Each point represents the 
mean ± S.E.M. of three independent experiments. Three 
filters were used in each experimental condition. Statistical 
analysis was made using two-tailed Student’s t tests with 
P< 0.05 as the limit of significance.  
(B) Permeability of the in vitro human BBB model to 50 µM 
atazanavir (ATV). Data are expressed as atazanavir 
permeability coefficients (Pe) across the human BBB 
model in the absence (apical to basal or basal to apical) or 
in presence of specific inhibitors (Ko-143, PSC833 or 
probenecid, 20 µM each).  Each point is the mean ± 
S.E.M. for three different filters, and the data are the mean 
of two independent experiments. Statistical analysis was 
performed using a one-way ANOVA with a Dunett’s post-
test, P < 0.05 is the limit of significance (***P < 0.001). 
 
 
DISCUSSION 
 
Efflux transporters limit the accumulation of 
antiretrovirals in the cells and in the brain 
compartment: the present work reports the potential 
of the anti-retroviral drug atazanavir to modulate P-
gp and MRP expression and function, either on total 
lymphocytes or on human fetal brain microvascular 
endothelial cells, and to cross the human BBB. 
Modulation of efflux transporter activity by a drug 
suggests its interaction with these transporters and 
possible transmembrane translocation. These 
mechanisms might explain the failure for the drug to 
cross the BBB and to accumulate at an appropriate 
concentration at the site of action in the brain.   
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Atazanavir CSF penetration is demonstrated but the 
question of transport of this compound at the level 
of human BBB remains. Drug distribution in the CSF 
reflects transport across the blood-CSF barrier, not 
drug transport across the BBB. In rats, quantitative 
whole-body autoradiography analysis following 
administration of DCP 681, a potent and selective 
inhibitor of HIV-1, with or without ritonavir showed 
very low levels of DCP 681 in the brain and higher 
concentrations in the CSF. Combination with 
ritonavir did not significantly modify concentrations 
in the brain, although CSF concentration increased 
4-fold 32. Moreover, in guinea-pigs, Anthonypillai 
and colleagues have demonstrated the ability of 
[3H]-tenofovir to cross the blood-CSF barrier, but not 
the blood-brain barrier 33. All these results indicate 
that CSF data alone should be interpreted with 
caution and cannot be used alone as a surrogate for 
CNS penetration.  
 
Major findings of this study are: (1) ATV (5 µM) does 
not modulate P-gp and MRP1 expression, in total 
lymphocytes; (2) ATV (5 µM) increases P-gp and 
MRP1 expression in HBMECs; (3) in contrast to 
MRPs, ATV (5 µM) increases P-gp function in total 
lymphocytes and HBMECs; (4) the efflux 
transporters P-gp, MRPs and BCRP play a major 
role in preventing the passage of ATV across the 
human BBB and thus its entry into the CNS. 
 
Inducing effects of ATV on P-gp and MRP 
expression have been reported in some but not all 
in vitro studies. We found no increase in P-gp/MRP1 
expression in human lymphocytes for individual 
donors (N=10) treated with ATV (Fig. 1-A). Although 
there was no effect of ATV on P-gp/MRP1 
expression in this study, there was overall change in 
P-gp but not MRP1 function, increasing intracellular 
accumulation of calcein-AM with cyclosporine A 
after exposure of human lymphocytes (N=10 
donors) to 5 µM ATV for 3 days (Fig. 2-A). 
Atazanavir inhibition of P-gp and MRP has been 
reported 20, 25, based on a direct inhibition of efflux 
transporter substrate (rhodamine 123, 
carboxyfluorescein) accumulation by ATV. 
Complementary to those results, the present study 
mainly addresses the functionality of efflux 
transporters. Cells were incubated for 72 h with 
ATV, then washed and tested for functionality. 
Perloff and colleagues have shown that extended 
exposure of LS180V cells to ATV (3-30 µM) 
increased P-gp functionality 18.  We present 
evidence of an interaction of atazanavir with the 
efflux transporter P-gp. Peak plasma concentrations 
of atazanavir are usually in the range of 2.9 to 5.9 
µg/ml (around 4-8 µM) 34;35. Considering these in 
vivo ATV concentrations, the in vitro data suggest a 
potential for ATV to cause drug interactions at the 
level of P-gp-mediated drug transport. 
Moreover, there was considerable inter-individual 
variability in P-gp and MRP activity after ATV 
treatment, possibly due to polymorphism of human 
genes which encode specifically for P-gp and MRP 
efflux transporters.  
 

In HBMECs we showed an increase in P-gp and 
MRP1 expression, and an increase in P-gp but not 
MRP function. Cell response to ATV possibly 
depends on the expression level of transporters and 
pregnane X receptor, between physiological barriers 
and peripheral cells. The variability between cell 
types in response to ATV might be caused by 
genetic variation, either in the mdr1 (encoding P-gp) 
or mrp1 genes, their regulatory partners, or in the 
other genes involved in ATV disposition (other ABC 
transporters, metabolizing enzymes or medium 
binding proteins). The pregnane X receptor (PXR in 
rodents, SXR in humans) regulates P-glycoprotein 
expression. It is expressed in endothelial cells 36 
and PBMCs 37. Up-regulation of P-gp/MRP1 
expression and P-gp function at the level of brain 
endothelial cells possibly participates in reducing 
the efficacy of ATV in brain.  
 
To further demonstrate that this interaction could 
influence penetration of ATV from the blood 
circulation into the brain, we employed an in vitro 
human BBB model, previously described 21. The 
coculture human BBB model used here consists of 
primary cultures of human brain capillary endothelial 
cells cocultivated with primary cultures of human 
astrocytes. The advantage of this system is that it is 
made of primary culture cells; it avoids species, age 
and inter-individual differences because the two cell 
types are obtained from the same donor. This model 
has been shown to express functional efflux 
transporters such as P-gp, MRP1 and BCRP (data 
not shown) 22. Furthermore, the in vitro model 
shows that sucrose penetration in the brain 
parenchyma compartment (basal compartment) was 
minimal owing to very restrictive transport at the 
BBB (Fig. 3-A). This integrity was associated with 
the expression between neighboring endothelial 
cells of claudin-5 21, a junctional protein which 
regulates paracellular endothelial permeability. 
Limited apical to basal transport of ATV across the 
in vitro coculture model of the human BBB was 
observed, despite the highly lipophilic nature of this 
compound. Flux of ATV in the basal to apical 
direction was higher (9-fold). This may be due to 
active transport by P-gp or other efflux transporters 
at the level of human BBB. 
In the presence of PSC833 (valsopodar), a P-gp 
inhibitor, a significant decrease in ATV BBB 
transport efflux was observed from the basolateral 
to apical compartment. This suggests that the P-gp 
transporter is involved in ATV transport (Fig 3-B). 
However, most P-gp inhibitors also inhibit other 
efflux proteins: PSC833 at the concentration of 20 
µM also inhibits MRP1 and MRP2. Pretreatment of 
cells with probenecid (a non-selective inhibitor of 
organic anion transporters and MRPs), as well as 
with KO143 (a selective inhibitor of BCRP) at a 
concentration of 20 µM significantly decreased the 
efflux clearance of atazanavir. Although the 
inhibitors used to investigate ATV as substrate of P-
gp and MRPs are less specific, our findings suggest 
a broad overlapping ATV substrate specificity of 
efflux pumps (P-gp, MRPs and BCRP) which plays 
a pivotal role in the low permeability of the brain to 
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ATV, limiting the efficacy of this anti-HIV-1 agent 
within the cell layers and in the CNS.  
 
In summary, the findings from the present study 
indicate that atazanavir exposure up-regulates P-gp 
and MRP1 expression in human brain microvascular 
endothelial cells, and up-regulates P-gp function in 
lymphocytes and HBMECs. These data suggest 
different mechanisms of transporter regulation (P-gp 
and MRPs), in circulating T CD4+ cells and in brain 
endothelial cells. We report for the first time that, in 
addition to the interaction with P-gp, ATV interacts 
with MRPs and BCRP at the BBB level; this 
interaction limits its entry into brain parenchyma.  
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2- Résultats complémentaires sur l’expression en AR Nm des transporteurs ABC 

 

Afin de pouvoir comparer l’expression en ARNm des transporteurs ABC présents dans nos différents 

modèles cellulaires, nous avons réalisé une expérience de RT-PCR semi-quantitative (normalisation 

par rapport au gène HPRT).  

Les CMSPs expriment la Pgp, le MRP1, la MRP5 et la MRP6.  

Les cellules endothéliales cérébrales humaines fœtales et les capillaires endothéliaux humains adultes 

ont des niveaux d’expression des transporteurs assez similaires, mis à part pour la Pgp où le niveau 

d’expression semble plus faible chez l’adulte.  

En ce qui concerne la Pgp, les niveaux d’expression semblent du même ordre de grandeur pour les 

CMSPs et les cellules endothéliales cérébrales fœtales. Pour les MRP1, MRP5 et MRP6, les niveaux 

d’expression semblent plus élevés dans les CMSPs. Quant à la MRP2, la MRP4 et la BCRP, elles sont 

indétectables dans nos conditions expérimentales dans les CMSPs et présentes dans les cellules 

endothéliales fœtales ou adultes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50 :   Etude de l’expression des transporteurs d’efflux dans les CMSPs (en orange), les cellules 

endothéliales cérébrales humaines fœtales (en rose), les capillaires endothéliaux humains 

adultes (en vert), par RT-PCR en temps réel  

 ABCB1 : gène codant pour la Pgp 

 ABCC1-6 : gène codant pour les MRPs 1 à 6 

ABCG2 : gène codant pour la BCRP 
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3- Discussion 

 

Le travail présenté dans ce chapitre rapporte la capacité de l’atazanavir, un inhibiteur de la protéase 

utilisé dans le traitement des patients infectés par le VIH, à réguler l’expression et la fonctionnalité de 

la Pgp et des MRPs, à la fois sur les lymphocytes et sur les cellules endothéliales cérébrales humaines. 

Il présente également la capacité de ce médicament à traverser la barrière hémato-encéphalique.  

 

Cette étude a démontré qu’il n’y avait pas d’augmentation de l’expression de la Pgp et de la MRP1 

dans les lymphocytes traités avec 5 µM d’ATV pendant 72 h (N=10). Bien qu’il n’ait aucun effet sur 

l’expression, l’ATV augmente la fonctionnalité de la Pgp, mais pas de la MRP1 dans les mêmes 

cellules.  

De précédentes études ont montré que l’ATV pouvait interagir avec la Pgp et les MRPs, par inhibition 

directe de l’efflux d’un substrat spécifique (Rhodamine 123, carboxyfluorescéine) (Lucia et al., 2005 ; 

Storch et al., 2007). L’étude présentée ici, est complémentaire, elle renseigne sur la fonctionnalité des 

transporteurs après 72 ou 24 h de traitement. Perloff et ses collaborateurs ont démontré qu’un 

traitement prolongé des cellules LS180V avec de l’ATV (3-30 µM) peut augmenter la fonctionnalité 

de la Pgp.  

Dans les cellules endothéliales cérébrales, nous avons montré à la fois une augmentation de 

l’expression de la Pgp et de la MRP1, et une augmentation de la fonctionnalité de la Pgp mais pas de 

des MRPs. 

Les résultats sur l’expression des transporteurs au niveau de la BHE et au niveau de la circulation 

systémique sont donc différents. Différents modes de régulation des transporteurs pourraient intervenir 

à ces deux niveaux. La réponse cellulaire à l’ATV dépend peut-être du niveau d’expression des 

facteurs de transcription, tels que les récepteurs nucléaires « pregnane X receptor », qui peut être 

différent entre les barrières physiologiques et les cellules périphériques. La variabilité entre les types 

cellulaires peut être causée par des variations génétiques, à la fois sur le gène mdr1 (codant pour la 

Pgp), sur leur partenaires régulateurs, ou bien sur d’autres gènes impliqués dans la biodistribution de 

l’ATV (autres transporteurs ABC ou SLC, enzymes du métabolisme, protéine du milieu…).  

Nous n’avons remarqué aucune différence dans l’expression du gène mdr1 au niveau des CMSPs et 

des cellules endothéliales cérébrales fœtales. Cependant la régulation de ce gène pourrait être 

différente en réponse au traitement dans les deux types cellulaires. Le récepteur nucléaire type PXR 

(PXR chez les rongeurs, SXR chez l’homme) est connu pour réguler l’expression de la Pgp (Rosenfeld 

et al., 2003). Il est exprimé dans les cellules endothéliales (Bauer et al., 2004) et dans les cellules 

mononucléées du sang périphérique (Siest et al., 2008 ; Albermann et al., 2005). Aucune donnée 

n’existe sur la différence d’expression du gène codant pour PXR entre les CMSPs et la BHE, mais par 



Résultats 
 

 164 

exemple dans le foie, le gène pxr est deux fois plus exprimé que dans les CMSPs (Albermann et al., 

2005).  

 

L’induction de l’expression de la Pgp et de la MRP1, ainsi que de la fonctionnalité de la Pgp, au 

niveau des cellules endothéliales cérébrales pourrait participer à réduire l’efficacité de l’ATV dans le 

cerveau.  

 

Afin de démontrer plus précisément que cette interaction peut influencer le passage de l’ATV de la 

circulation sanguine vers le SNC, nous avons utilisé un modèle in vitro de BHE humaine disponible au 

laboratoire. Ce modèle consiste en l’utilisation de co-cultures primaires de cellules endothéliales de 

capillaires cérébraux humains adultes, avec des cellules gliales provenant du même donneur. 

L’avantage de ce système est de s’affranchir des différences inter-espèces, inter-âges, et 

interindividuelles.  

Un passage limité de l’ATV à travers le modèle de BHE (du compartiment apical, représentant le 

sang, vers le compartiment basal, représentant le SNC) est observé, en dépit de la nature hautement 

lipophile de la molécule. En effet, le flux d’ATV de B vers A est neuf fois plus élevé que celui de A 

vers B. Ce faible passage peut être dû au transport actif de l’ATV par la Pgp ou d’autres protéines 

d’efflux présents au niveau de la BHE.  

En présence de PSC833 [valsopodar, un inhibiteur de la Pgp (Sadanand et al., 2003)], une diminution 

du transport de B vers A, de l’ATV, est observée. Ceci suggère que la Pgp est impliquée dans le 

transport de l’ATV. Cependant, beaucoup d’inhibiteurs de la Pgp inhibent également d’autres 

protéines d’efflux : le PSC833 à la concentration de 20 µM inhibe également les MRP1 et 2. Un 

prétraitement des cellules avec du probénécide [un inhibiteur des transporteurs d’anions organiques et 

des MRPs (Storch et al, 2007)] ou de KO-143 [un inhibiteur de la BCRP (Allen et al., 2002)] à la 

concentration de 20 µM, diminue la clairance de l’ATV. Bien que les inhibiteurs utilisés ne soient pas 

toujours spécifiques d’un seul transporteur, nos résultats suggèrent un recouvrement des propriétés de 

substrat de l’ATV vis-à-vis des transporteurs d’efflux (Pgp, MRPs, BCRP). Ces transporteurs 

pourraient jouer un rôle clé dans le passage de l’ATV dans le SNC, limitant son efficacité dans ce 

compartiment.  

 

Les résultats de cette étude indiquent qu’un traitement avec de l’ATV induit l’expression de la Pgp et 

de la MRP1 dans les cellules endothéliales cérébrales, et augmente la fonctionnalité de la Pgp dans les 

lymphocytes et les cellules endothéliales cérébrales. Ces données suggèrent que différents mécanismes 

de régulation des transporteurs d’efflux pourraient être impliqués au niveau central (dans les cellules 

endothéliales cérébrales) et au niveau périphérique (dans les lymphocytes circulants). Il est montré, ici, 
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qu’en plus de son interaction avec la Pgp, l’ATV interagirait avec les MRPs et la BCRP au niveau de 

la BHE humaine, limitant ainsi son entrée dans le parenchyme cérébral. 
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L’objectif de ce travail, portant sur l’étude comparative in vitro des multi-thérapies anti-VIH, a été de 

fournir des arguments sur l’intérêt de prendre en compte les transporteurs ABC dans les études 

pharmacologiques des antirétroviraux. De nombreuses études laissent en effet penser que la Pgp, les 

MRPs, la BCRP sont à la fois des acteurs et des cibles thérapeutiques, pouvant limiter ou améliorer 

l’efficacité des multi-thérapies antirétrovirales. Cependant, ces transporteurs sont loin d’être les seuls à 

participer à l’échappement thérapeutique touchant les patients infectés par le VIH et leur implication 

reste controversée.  

 

Le succès thérapeutique dépend en grande partie d’une bonne convergence entre trois facteurs : la 

maîtrise de la charge virale, la bonne adhésion du patient au traitement et une pharmacologie adéquate 

(Bartlett et al., 2001). Le suivi thérapeutique pharmacologique est donc l’une des conditions 

essentielles d’une prise en charge thérapeutique satisfaisante (Aarnoutse et al., 2003 ; Clevenbergh et 

al., 2004). Les procédures mises en place à ce jour, se concentrent sur le dosage des concentrations 

plasmatiques. Cependant, la cellule étant le siège de la réplication virale, seules pourraient être 

pertinentes les mesures des concentrations intracellulaires, d’autant que de nombreux travaux ont 

montré l’absence de corrélations entre les concentrations plasmatiques des antirétroviraux et leurs 

concentrations intracellulaires (Akeb et al., 2002 ; Azoulay et al., 2004-a ; Azoulay et al., 2004-b ; 

Almond et al., 2005).  

Ainsi, les transporteurs d’efflux de xénobiotiques, tels que la Pgp, les MRPs, la BCRP, pouvant 

résulter en de faibles concentrations intracellulaires, peuvent être des variables biologiques pertinentes 

à prendre en compte dans les études pharmacologiques. L’efficacité d’une combinaison thérapeutique 

dépend du niveau d’activation des cellules cibles et des interactions médicamenteuses qui pourraient 

limiter leur accès à ce niveau. La compréhension des régulations génique et fonctionnelle des 

transporteurs d’efflux dans le cadre de multi-thérapies antirétrovirales pourrait aider à une 

optimisation de la biodisponibilité cellulaire et/ou tissulaire des ARV. 

 

Dans ce contexte, ce travail de thèse s’est articulé autour de trois axes majeurs que nous allons discuter 

par la suite :  

1. Définir le caractère substrat et/ou inhibiteur de molécules clés des thérapies antirétrovirales 

actuelles : l’emtricitabine (FTC), le ténofovir (TFV), l’efavirenz (EFV) et l’atazanavir (ATV), 

vis-à-vis des transporteurs Pgp, MRPs et BCRP 

2. Etudier l’impact des multi-thérapies anti-VIH sur l’expression et la fonctionnalité de ces 

transporteurs  

3. Définir l’impact de cette régulation sur l’accumulation intracellulaire des médicaments 

associés 



Discussion générale 
 

 168 

Choix des modèles cellulaires et des conditions exp érimentales  

 

Nous avons recherché des réponses à ces interrogations en nous plaçant dans des conditions 

expérimentales in vitro les plus proches possibles des conditions physiologiques. Tout d’abord, nous 

avons choisi des modèles cellulaires proches de ceux présents in vivo :  

- les cellules mononucléées du sang périphérique issu de donneurs sains. Ces cellules ne sont 

pas activées, ce qui est le cas chez des patients dont la charge virale est contrôlée 

- un modèle de barrière hémato-encéphalique constitué de cultures primaires de cellules 

endothéliales cérébrales et de cellules gliales, toutes deux d’origine humaine.  

Ces deux modèles ont déjà montré leur pertinence dans de nombreuses études (Meaden et al., 2002 ; 

Megard et al., 2002 ; Josserand et al., 2006 ; Roucairol et al., 2007). Leur utilisation est également 

appropriée dans l’étude du VIH, les CMSPs étant les cellules cibles du VIH, et la BHE participant, de 

par ses propriétés, à l’installation d’une infection latente et persistante dans le SNC.  

 

Nous avons également utilisé des concentrations d’antirétroviraux proches des concentrations 

plasmatiques retrouvées chez les patients. Pour l’atazanavir, les concentrations plasmatiques 

maximales sont généralement de l’ordre de 2,9 à 5,9 µg/ml, ce qui correspond à 4-8 µM (Goldsmith et 

Perry, 2003 ; Taburet et al., 2003). Pour le lopinavir, elles sont de 3 à 8 µg/ml (4,8 à 12,7 µM) 

(Azoulay et al., 2005). Pour l’emtricitabine, elles sont autour de 1,8 µg/ml (7,2 µM) [Emtriva 

(emtricitabine) Product Information, Gilead Sciences, Inc., 2003] (Molina et al., 2004). Pour 

l’efavirenz, elles sont d’environ 2,5 µg/ml (7,9 µM) (Molina et al., 2004). Pour le tenofovir, elles sont 

d’environ 296 ng/ml et d’environ 326 ng/ml lorsqu’il est pris lors d’un repas, soit environ 1 µM 

[Viread (Tenofovir disoproxyl fumarate) Product Information, Gilead Sciences]. Lors de nos 

expériences, nous avons généralement utilisé des concentrations de 5 µM, ce qui correspond en 

moyenne aux concentrations maximales observées chez les patients, mis à part pour le ténofovir, pour 

lequel nous avons légèrement surestimé la concentration.  

Nous avons également utilisé pour nos expériences des milieux supplémentés avec du sérum de veau 

fœtal (SVF). La concentration en albumine dans le sérum est de 40 mg/ml (0,6 mM) (Quinlan et al., 

2005). 10% de SVF contiennent donc 60 µM d’albumine, ce qui est largement supérieur à nos 

concentrations d’antirétroviraux et donc suffisant pour palier aux différences dues aux liaisons 

protéiques, notamment pour les IPs et l’EFV.  
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Caractère substrat et/ou inhibiteur des ARV vis-à-v is des transporteurs Pgp, MRPs et BCRP 

 

La Pgp, les MRPs, la BCRP, appartenant à la famille des transporteurs ABC (Higgins, 1992 ; Klein et 

al., 1999), sont présents dans les lymphocytes et les monocytes (Albermann et al., 2005 ; Laupèze et 

al., 2001), ainsi qu’au niveau des barrières physiologiques [e.g. la barrière hémato-encéphalique 

(Löscher et Potschka, 2005 a et b)].  

Les substrats de la Pgp et de la BCRP sont majoritairement hydrophobes, tandis que ceux des MRPs 

sont des anions amphiphiles, comme des conjugués avec le glutathion, l’acide glucuronique, ou le 

sulfate (Krishna et Mayer, 2000).  

 

Nous nous sommes tout d’abord intéressés à l’emtricitabine (Chapitre 1 Résultats), montrant qu’il 

pouvait être substrat des MRPs dans les CMSPs (majoritairement MRP1 et MRP5 dans notre système 

expérimental). Les données sur les INTIs sont rares. Seule une étude récente montre que l’AZT serait 

pris en charge par les MRPs au niveau des cellules endothéliales (cérébrales et aortiques) (Eilers et al., 

2008). Les métabolites monophosphorylés et le ténofovir semblent être transportés par la MRP4 

(Schuetz et al., 1999 ; Ray, 2005 ; Ray et al., 2006). Le FTC, lui, entrerait dans la cellule par des 

transporteurs (Paff et al., 1994). En effet, l’influx du FTC est saturable, et largement inhibé par le 

nitrobenzylthioinosine (NBMPR), un profil de transport caractéristique des nucléosides endogènes et 

de quelques analogues (Paterson et Cass, 1986 ; Paterson et al., 1991). Il peut alors être soit efflué par 

les MRPs, soit phosphorylé par des enzymes cytosoliques ou mitochondriales. 
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Figure 51 :  Schéma générique du métabolisme des INTIs. Après entrée dans les cellules par diffusion 

passive ou par un transporteur d’influx (représenté en orange), les INTIs sont sujet à des voies 

anaboliques et cataboliques. Des études ont montré que les analogues monophosphorylés 

pouvaient être efflués de la cellule par la MRP4 (représentée en rose). Les réactions de 

phosphorylation peuvent être catalysées par des enzymes cytosoliques ou mitochondriales. Les 

formes triphosphorylées peuvent alors être incorporées par les polymérases virales ou de la 

cellule hôte, ce qui peut provoquer activité antivirale ou toxicité, respectivement. Les INTIs sont 

catabolisés et excrétés par divers mécanismes dont l’oxydation, la conjugaison, et les 

transporteurs d’efflux (Ray, 2005). 

 

 

Lors de ce travail, nous avons également montré l’inhibition par le FTC, le TFV et l’EFV du transport 

médié par les MRPs (Chapitre 1 et 2 Résultats). Ces résultats sont en accord avec ceux de l’équipe de 

Weiss sur des lignées MDCKII surexprimant les transporteurs MRP1, MRP2 et MRP3 (Weiss et al., 

2007-b). Cette inhibition directe des transporteurs par les molécules étudiées, laissent envisager une 

éventuelle interaction entre les MRPs et ces mêmes molécules.  

 

Même si les IPs ont été largement étudiés en tant que substrats des transporteurs d’efflux, les données 

au niveau du système nerveux central sont rares. Aucune étude ne fait part du rôle de la BCRP dans 

leur transport. Nous avons montré que l’atazanavir pouvait être pris en charge par la Pgp, les MRPs et 

la BCRP au niveau de la BHE (Chapitre 3 Résultats). Ces transporteurs pourraient jouer un rôle clé 

dans le passage de l’ATV dans le SNC, limitant son efficacité dans ce compartiment, réservoir viral 

important.  

 

 

 



Discussion générale 
 

 171 

Impact des multi-thérapies anti-VIH sur l’expressio n et la fonctionnalité des transporteurs ABC 

 

Les niveaux d’expression et de fonctionnalité de la Pgp et de la MRP1, ainsi que de l’expression des 

gènes mdr1, mrp1, mrp5 et mrp6, sont très variables suivant les individus. Cette variabilité peut 

s’expliquer par le polymorphisme des gènes humains codant pour la Pgp et les MRPs 1, 5 et 6. Le 

polymorphisme dans l’exon 26 du gène mdr1 semble corrélé avec son expression, pouvant expliquer 

la variabilité observée pour la Pgp (Cascorbi et al., 2001 ; Hoffmeyer et al., 2000). La répétition GCC 

dans la partie 5’UTR du gène mrp1 a récemment été décrite comme étant polymorphe. Cette répétition 

pourrait être liée à d’autres séquences impliquées dans la régulation de l’expression constitutive ou 

induite de la MRP1 (Nicolis et al., 2006). Peu de données sont disponibles sur la variabilité des gènes 

codant pour la MRP5 et la MRP6.  

En ce qui concerne l’expression des protéines, la variabilité est plus importante dans les cellules fixées 

et perméabilisées que dans les cellules seulement fixées ; ceci pourrait être dû à un niveau de 

régulation supplémentaire pour l’adressage des transporteurs à la membrane, permettant de minimiser 

cette variabilité interindividuelle.   

Il paraît néanmoins important de comprendre comment les variants génétiques des transporteurs 

d’efflux pourraient influer sur les variations interindividuelles au niveau de l’absorption, de la 

biodistribution, du métabolisme et de l’élimination des médicaments. 

 

Régulation de l’expression en  ARNm des transporteurs ABC  

 

En ce qui concerne la régulation en ARNm des transporteurs d’efflux dans les CMSPs, nous avons 

montré que le FTC induit l’expression du gène mrp5 et que l’EFV induit l’expression des gènes mrp1 

et mrp6. Le TFV, lui, tend à réduire l’expression de tous les transporteurs présents, mdr1, mrp1, mrp5 

et mrp6. Ces résultats suggèrent un mécanisme de régulation différent entre les gènes des différents 

transporteurs (Chapitre 2 Résultats).  

En effet, les récepteurs nucléaires, tels que le « constitutive androstane receptor » (CAR) et le 

« pregnane X receptor » (PXR), jouent un rôle important dans la régulation et l’induction des gènes 

mdr1 et mrp2 (Synold et al., 2001 ; Kast et al., 2002 ; Burk et al., 2005). Les données concernant le 

gène mrp1 sont rares et parfois contradictoires (Kauffmann et al., 2002 ; Magnarin et al., 2004). Les 

promoteurs des gènes mrp1 et mrp6 contiennent un site de liaison à Sp1 qui est impliqué dans la 

régulation de leur transcription (Jiang et al., 2006 ; Muredda et al., 2003). Le récepteur nucléaire Nfr-

2, un facteur de transcription de réponse au stress oxydant, pourrait être requis pour l’expression 

constitutive et inductible du gène mrp1 (Hayashi et al., 2003).  
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Dans les CMSPs, l’expression des transporteurs ABC est corrélé à l’expression de PXR (Albermann et 

al., 2005). Les facteurs de transcription Sp-1 et Nrf-2 sont exprimés de façon ubiquitaire dans les 

cellules de mammifères.  

Il serait intéressant de voir l’effet des traitements sur ces différents facteurs de transcription et ainsi de 

découvrir les voies de régulation mises en place pour l’induction des différents gènes.  

 

Régulation de l’expression protéique des transporteurs ABC  

 

Nous nous sommes également intéressés à la régulation de l’expression protéique des transporteurs 

d’efflux. Nous avons ainsi pu démontrer que dans les CMSPs, quelque soit le traitement, il n’y avait 

aucun changement de l’expression protéique de le Pgp et de la MRP1, et ce, même si l’expression en 

ARNm variait (Chapitre 2 Résultats). Il n’y aurait pas de corrélation directe entre expression 

transcriptionnelle et expression protéique (Bergrenn et al., 2007). D’autres niveaux de régulation 

pourraient intervenir au niveau post-transcriptionnel et traductionnel.  

 

Nous avons observé une augmentation de l’expression de la Pgp et de la MRP1 en réponse au 

traitement par de l’ATV, au niveau des cellules endothéliales cérébrales mais pas au niveau des 

CMSPs (Chapitre 3 Résultats). Il y aurait donc un mode de régulation des transporteurs différent entre 

le SNC et la circulation systémique. Il serait intéressant de compléter ce travail par une étude 

comparative des niveaux d’expression des facteurs cellulaires (cytosoliques ou nucléaires) impliqués 

dans la régulation des transporteurs d’efflux, aux niveaux cérébral et sanguin.  

 

Régulation de la fonctionnalité des transporteurs ABC  

 

Nous avons pu observer que le FTC, le TFV et l’EFV pouvaient diminuer la fonctionnalité des MRPs 

(Chapitre 1 et 2 Résultats), tandis que l’ATV pouvait augmenter celle de la Pgp, dans les CMSPs 

(Chapitre 3 Résultats).  

L’interaction des IPs avec la Pgp et les MRPs a été largement étudiée. Certaines études montrent 

qu’ils pourraient augmenter la fonctionnalité de la Pgp et de la MRP1 (Dupuis et al., 2003 ; Perloff et 

al., 2004). Cependant peu d’études concernent l’ATV. Nous nous y sommes donc intéressés, montrant 

qu’il pouvait augmenter la fonctionnalité de la Pgp à la fois au niveau des CMSPs et au niveau des 

cellules endothéliales cérébrales. Ces résultats sont intéressants et pourraient notamment expliquer et 

amplifier la faible biodisponibilité de l’ATV dans le SNC.  

Les donnés concernant les interactions des INNTIs et des INTIs avec les transporteurs d’efflux sont 

peu nombreuses et parfois contradictoires. Nous avons montré que le FTC, le TFV, l’EFV, seuls ou 

associés en multi-thérapies ne modulaient pas la fonctionnalité de la Pgp. Ces résultats sont en accord 
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avec ceux de l’équipe de Berruet, qui montrent que les INNTIs ne sont ni inhibiteur ni inducteur de la 

Pgp (Berruet et al., 2005). Par contre, une publication récente sur des lignées LS180 démontre qu’un 

traitement prolongé avec de fortes doses de FTC et d’EFV, mais pas de TFV, pouvait augmenter 

l’expression du gène mdr1 et la fonctionnalité de la Pgp (Weiss et al., 2008). Dans ce dernier cas, les 

cellules sont traitées de 3 à 7 jours avec des doses de l’ordre du millimolaire, soit 200 fois plus élevées 

que les nôtres (pour le FTC) (Weiss et al., 2008).  

 

 

Impact de la régulation des transporteurs ABC sur l ’accumulation intracellulaire des ARV 

 

Le travail présenté a permis de mettre en évidence une inhibition de l’activité des MRPs par le FTC, le 

TFV et l’EFV. Nous avons alors souhaité connaître les conséquences de cette modulation en termes de 

concentrations intracellulaires, à la fois des molécules elles-mêmes en association, mais aussi d’autres 

molécules associées, tels que les IPs (RTV, LPV, ATV).  

 

Nous avons pu ainsi mettre en évidence une augmentation des concentrations intracellulaires de FTC 

et de TFV lorsqu’ils sont associés entre eux, et à l’EFV. Dans ce dernier cas, aucun changement n’est 

observé dans les concentrations d’EFV.  

L’accumulation des ARV dans une cellule dépend de l’équilibre entre leurs propriétés physiologiques, 

leur transport par des protéines d’efflux, et leur affinité pour les protéines cytoplasmiques.  

Le FTC et le TFV semblent être substrats des MRPs. Cette observation a été vérifiée dans le cas du 

FTC. Dans le cas du TFV, il a été préalablement montré qu’il pouvait être substrat de la MRP4 (Ray et 

al., 2006) ; il pourrait donc être substrat de la MRP5 dans les CMSPs. En ce qui concerne l’EFV, il 

pourrait ne pas être substrat des transporteurs d’efflux, comme cela a déjà été montré pour la Pgp 

(Stormer et al., 2002 ; Dirson et al., 2006), et donc son transport pourrait être indépendant de la 

régulation de ces transporteurs. 

 

Dans le cas de l’association du FTC avec les IPs (RTV, LPV, ATV), nous n’avons observé aucun 

changement des concentrations intracellulaires que les molécules soient seules ou bien associées entre 

elles. Pour expliquer cela, deux hypothèses peuvent être envisagées.  

Les ratios concentration intracellulaire/concentration extracellulaire pour l’ATV, le LPV, le RTV 

indiquent qu’ils s’accumulent fortement dans la cellule. Une hiérarchie dans l’accumulation des IPs est 

observée (LPV > RTV > ATV), probablement liée à leurs caractéristiques physico-chimiques, telles 

que leur lipophilie ou leur liaison aux protéines plasmatiques et cytoplasmiques (Owen et Khoo, 

2004). Le RTV et le LPV se lient à 99% aux protéines, l’ATV à 86% (Azoulay et al., 2005). Les 
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concentrations intracellulaires de ces molécules sont très élevées, elles pourraient donc saturer les 

transporteurs d’efflux.  

Les IPs pourraient au contraire être substrats de plusieurs transporteurs (Lee et al., 1998 ; Seelig et al., 

2000 ; Huisman et al., 2001), des phénomènes de compensation entre les différentes pompes 

pourraient donc intervenir.  

 

 

Conclusion et perspectives 

 

En conclusion, ce travail a révélé la pertinence et l’importance de l’étude de la Pgp, des MRPs et de la 

BCRP dans la pharmacologie cellulaire et la biodistribution des antirétroviraux.  

Il a permis de mettre en évidence une différence d’expression et de fonctionnalité des transporteurs 

entre les cellules circulantes et les cellules endothéliales cérébrales. Il a apporté des informations sur 

certains paramètres pharmacologiques, tels que l’entrée, la liaison protéique, l’accumulation dans une 

cellule, l’efflux de certains antirétroviraux. 

 

Le modèle in vitro de BHE humaine a permis de mettre en évidence le passage de l’ATV dans le SNC 

et sa prise en charge par les transporteurs d’efflux. Au niveau cérébral, l’ATV augmente à la fois 

l’expression et la fonctionnalité de la Pgp. Il serait intéressant de connaître les conséquences d’une 

association avec d’autres antirétroviraux à la fois sur cette expression et cette fonctionnalité.  

Au niveau périphérique, nous avons montré le bénéfice d’une association FTC+TFV+EFV en termes 

de concentrations intracellulaires dans les CMSPs. Il serait également pertinent de regarder les 

conséquences d’une telle association sur le passage des molécules à travers la BHE. 

Ce modèle de BHE in vitro pourrait également permettre d’évaluer la perméabilité d’autres molécules 

et de cribler les molécules les plus intéressantes pouvant agir au niveau cérébral. Certaines molécules 

étant inhibitrices des transporteurs d’efflux, elles pourraient permettre en association avec d’autres, 

d’augmenter leur passage dans le compartiment cérébral. Il faut, cependant, rester prudent, car ces 

transporteurs jouent un rôle physiologique de protection du SNC. Par exemple, dans le cadre de la 

maladie d’Alzheimer, la Pgp limiterait l’accumulation des plaques β-amyloïdes (Cirrito et al., 2005). 

Elle limite également l’entrée dans le SNC de toxines, comme des pesticides, des toxines urémiques 

(chez des patients insuffisants rénaux) (Ohtsuki et al., 2002)… 
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Figure 52 :  Rôle physiologique hypothétique du système de transport d’efflux de la BHE (Terasaki and 

Ohtsuki, 2005) 

 

 

Il pourrait être intéressant de réaliser ces mêmes expériences in vitro dans un contexte 

physiopathologique d’infection par le VIH. En effet, l’expression des transporteurs semble être 

augmentée chez les patients VIH-positifs (Turriziani et al., 2008). Il serait donc également pertinent 

d’évaluer l’influence des transporteurs ABC chez ces mêmes patients sous multi-thérapies anti-VIH. 

Pour l’instant, il n’a pas été observé de différence d’expression ou de fonctionnalité de la Pgp chez les 

patients sous thérapie hautement active (Lucia et al., 2002 ; Bossi et al., 2003 ; Ford et al., 2003). 

Seule une équipe a montré une diminution de la fonctionnalité de la Pgp chez des patients traités avec 

du LPV boosté par du RTV (Wyen et al., 2008). Aucune étude n’a été réalisée sur les MRPs ainsi que 

sur l’association FTC-TFV-EFV.  

Il serait pertinent de suivre l’expression et la fonctionnalité des transporteurs sur le long court, chez 

des patients infectés par le VIH sous multi-thérapie. Il n’existe à ce jour, aucune étude longitudinale de 

ce type. C’est dans ce but que nous avons débuté une étude, en collaboration avec le service du Pr. 

Girard à l’hôpital Saint-Antoine, sur des patients préalablement traités avec du 3TC, du TFV et de 

l’EFV ou du RTV/LPV, ayant changé à J0 le 3TC par le FTC. Ces patients ont été suivis au mois 1, 3 

et 6. Des expériences sont en cours de réalisation sur l’expression des transporteurs en RT-PCR, et sur 

l’accumulation des antirétroviraux dans les CMSPs.  
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INHIBITOR and SUBSTRATE PROPERTIES of EMTRICITABINE 

in favor of INTERACTIONS with MRP1

L. BOUSQUET 1, A. PRUVOST 1, N.DIDIER 1, R. FARINOTTI 2, A. MABONDZO 1

INTRODUCTION 

Efflux proteins (P-glycoprotein, multidrug resistance-associated proteins) have been shown to greatly affect the uptake of antiretroviral drugs by cells and to hamper their 
access to the HIV-1 replication site. The active efflux of these drug might produce subtherapeutic drug level and favor both resistant viral strains and the emergence of 
sanctuary sites.

This study was performed to investigate whether emtricitabine (FTC) is substrate and/or inhibitor of MRP-1. 
Moreover, we report the impact of FTC combined with protease inhibitors (PIs : ritonavir, lopinavir, atazanavir) on Pgp and MRP expression and function in peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) from healthy donors.

CONCLUSION

Q-RT PCR show that PBMCs express high levels of both Pgp and MRP1 mRNA 
with interindividual variation.
Our results show that emtricitabine (FTC) has both inhibitor and substrate 
characteristics with MRP1 in PBMCs in vitro. These properties are not correlated 
with efflux protein expression, which suggests a direct interaction between MRP1 
and FTC.
Drug accumulation in the case of FTC combination with tenofovir (TFV) or other 
NRTIs remains to be determined. This may highlight some reported observations in 
the use of FTC and TFV drugs as a dual NRTI backbone in combination therapy3.
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Quantitative real time PCR (Q-RT PCR) was performed in order to determine the efflux transporter mRNA level in PBMCs.

Following 72-h incubation with FTC (5 µM)  alone or combined with PIs (RTV 1 µM, LPV 5 µM, ATV 5 µM) : 
→ Pgp and MRP1 expression was determined by direct immunofluorescence (UIC2:rPE antibody specific for Pgp; QCRL:rPE antibody specific for MRP1)
→ Pgp and MRP1 functionality was assessed by measuring fluorescent dye efflux1 (calcein-AM 100 nM) either with or without inhibitors (verapamil 30 µM: non 
specific inhibitor, cyclosporine A 2 µM: Pgp specific inhibitor, MK571 30 µM: MRP specific inhibitor)

FTC substrate properties was determined by quantification in PBMCs (LC-MS/MS2) following 1-h incubation with or without specific efflux proteins inhibitors (cyclosporine A 2 µM or MK571 50 µM)

MRP1 inhibition by FTC was assessed using calcein fluorescence (100 nM) and [3H]-vincristine radioactivity (3.7 Bq/ml) accumulations

The significance of differences between groups and controls was evaluated by using Student’s t-test: * p < 0.05
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MDR1 and MRP1 mRNA levels on PBMCs from healthy volunteers

(N=12) by real-time RT-PCR 

PBMCs express high levels of both MDR1 (encoding for Pgp) and MRP1 mRNA copy number, 
whereas MRP2 and MRP3 are not detectable.

mRNA level of MRP1 is 5-fold higher than MDR1 one (p=0.0265)

Since MRP2 and MRP3 are not detectable in our experimental system, we talk about 
MRP1 expression instead of MRP family member

72-h treatment on lymphocyte multidrug transporter function 

The decrease in Pgp and MRP1 activity (with verapamil) was statistically significant (p=0.038)

The decrease in MRP1 activity (with MK571) was statistically significant (p=0.025)

72-h treatment on lymphocyte multidrug transporter expression (N=9)

In comparison with the vehicle control (0.22% DMSO), cell treatment with FTC alone or in 
combination with PIs (rtv/LPV or rtv/ATV) did not show statistically significant change in Pgp or 
MRP1 expression.

Calcein accumulation with verapamil 30 µM Calcein accumulation with MK571 30 µM

Effects of drug efflux inhibitors on FTC accumulation (N=7)

MK571 50µM, but not cyclosporine A 2 µM, causes a statistically significant increase in 
intracellular FTC accumulation (p=0.0005)

FTC alone decreases MRP1 function following 72-h treatment
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Inhibition of calcein-AM and  [3H]-vincristine transport (N=5)

FTC causes a statistically significant and concentration-dependant increase of calcein
and [3H]-vincristine accumulations in PBMCs

FTC is substrate of MRP1

0.01 0.1 1 10 100
0

10

20

30

40 MK571
FTC

Inhibitor concentration (µM)

%
 o

f c
al

ce
in

 fl
uo

re
sc

en
ce

 /
co

nt
ro

l

0.01 0.1 1 10 100
0

20

40

60

80
MK571
FTC

Inhibitor concentration (µM)

%
 o

f [
3 H

]v
in

cr
is

tin
e

ra
di

oa
ct

iv
ity

 / 
co

nt
ro

l

FTC inhibits efflux of two MRP1 substrates

0

10

20

30

40

50

DMSO 0.
22

%
FTC

RTV+LPV+F
TC

RTV+ATV+F
TC

M
R

P1
 a

ct
iv

ity
 (%

) 

*

0

10

20

30

40

50

60

DMSO 0.
22

%
FTC

RTV+LPV+F
TC

RTV+ATV+F
TC

Pg
p 

an
d 

M
R

P1
 a

ct
iv

ity
 (%

) *

Acknowledgments:

We would like to thank the “Agence Nationale de Recherche sur le SIDA” for financial 
support

24-27th October 2007

FTC 

RTV+LP
V+FTC

RTV+ATV+FTC
0

40

80

120

160

200

%
 o

f r
el

at
iv

e 
Pg

p
ex

pr
es

si
on

 / 
ve

hi
cl

e

FTC 

RTV+LP
V+FTC

RTV+A
TV+FTC

0

40

80

120

160

200

%
 o

f r
el

at
iv

e 
M

R
P1

ex
pr

es
si

on
 / 

ve
hi

cl
e

Expression of both transporters (Pgp and MRP1) showed 
inter-individual variation
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P-glycoprotein (Loo et al., 2003)

1- CEA, iBiTec-S, Service de pharmacologie et d’Immunoanalyse, Gif sur Yvette, France
2- Département de pharmacie clinique - Faculté de pharmacie Paris XI, Châtenay-Malabry, France



MODULATION of ABC TRANSPORTER FUNCTION by ATAZANAVIR 
in LYMPHOCYTES and its TRANSPORT across a  HUMAN in vitro

BLOOD-BRAIN BARRIER

L. BOUSQUET 1, C. ROUCAIROL2, M.C. NEVERS1, C. CREMINON1, R. FARINOTTI 3, A. MABONDZO 1

INTRODUCTION 

Efflux proteins (P-glycoprotein Pgp, multidrug resistance-associated proteins MRPs, breast cancer resistance protein BCRP) situated on the plasma membrane, have 
been shown to extrude HIV protease inhibitors (PIs) from the cell. These transporters are present on many barrier sites throughout the body, such as the blood-brain 
barrier (BBB), and on many circulating cells, such as CD4 cells; and they could reduce PI concentration in sanctuary sites or target sites for HIV-1 replication.

This study aims at analyzing the potential of the anti-retroviral drug atazanavir (ATV) to modulate Pgp and MRP expression and function on lymphocytes. Moreover, 
we report the interaction of ATV with Pgp, MRPs and BCRP on an in vitro BBB model

METHODS

RESULTS

CONCLUSION

In summary, we have demonstrated that atazanavir does not modulate Pgp expression 
on human lymphocytes but induces Pgp function, suggesting it interacts with Pgp.
Our findings suggest the broad overlapping ATV substrate specificity of efflux pumps 
(Pgp, MRPs and BCRP) which play a pivotal role in the low permeability of the brain to 
ATV , limiting the efficacy of this anti-HIV-1 agent within the cell layers and in the CNS. 
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Following 72-h incubation with ATV (5 µM)  alone or combined with ritonavir 1 µM (RTV) : 
→ Pgp and MRP1 expression was determined by direct immunofluorescence using specific mAb (UIC2:rPE antibody specific for Pgp; QCRL:rPE antibody specific
for MRP1)
→ Pgp and MRP1 functionality was assessed by measuring fluorescent dye efflux (calcein-AM 100 nM) either with or without inhibitors (verapamil 30 µM: non 
specific inhibitor, cyclosporine A 2 µM: Pgp specific inhibitor, MK571 30 µM: MRP specific inhibitor)

Validation of the in vitro BBB model1, 2:

Barrier integrity : → [14C]-Sucrose (12.95 MBq/µmol) paracellular transport studies 
→ Efflux transporter expression (Pgp, MRP1, BCRP) on endothelial cells
→ [3H]-Digoxine transepithelial transport studies: Digoxine is a Pgp substrate, its transport A→B increases with the Pgp inhibitor PSC833

ATV transport quantification was determined by competitive ELISA assay3 through the BBB model, with or without specific efflux protein inhibitor (20 µM PSC833: Pgp inhibitor, 20 µM 
probenecid: MRP inhibitor, 20 µM Ko143: BCRP inhibitor)

The significance of differences between groups and controls was evaluated by using Student’s t-test; *:  p < 0.05

72-h treatment on lymphocyte multidrug transporter expression (N=10)

In comparison with the vehicle control (0.22% DMSO), cell treatment with ATV did not show 
statistically significant change in Pgp or MRP1 expression.

Expression of both transporters (Pgp and MRP1) showed inter-individual variation.

ATV increase Pgp function following 72-h treatment
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72-h treatment on lymphocyte multidrug transporter function (N=10)

ATV 5 µM increased Pgp function (p=0.02) represented by the effect of cyclosporine A 2 µM on 
calcein-AM accumulation.

MK571 30 µM caused no statistically significant change in calcein-AM upatke : ATV did not 
change MRP1 function.

In vitro human BBB atazanavir transport study (N=3)

Basal-to-apical transport was 19-fold higher than the apical to-basal transport, suggesting a 
very low permeability of brain endothelial monolayer to atazanavir.

Pretreatment of cells with PSC833, Ko-143 or probenecid at a concentration of 20 µM 
significantly decreased the efflux clearance of atazanavir (P < 0.05), suggesting that 
atazanavir is substrate of Pgp, MRPs and BCRP at the level of in vitro coculture-based 
model of human BBB. 
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Combination of Tenofovir and Emtricitabine plus Efavirenz: 
In Vitro Modulation of MRP transporter and Intracellular Drug Accumulation.

L. BOUSQUET 1, A. PRUVOST 1, R. FARINOTTI 2, A. MABONDZO 1
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Abstract M-169

ABSTRACT

This study was performed to investigate if emtricitabine (FTC), tenofovir (TFV) and efavirenz (EFV), alone or combined, have an effect on P-glycoprotein 

(Pgp) and multidrug-resistance associated proteins (MRP) function in lymphocytes from healthy donors; and whether drug interaction with these 

transporters results in their intracellular accumulation. 

Following 20-h incubation with FTC, TFV, EFV, FTC+TFV, TFV+EFV or FTC+TFV+EFV (drug concentrations were 5 µM), functional ability was assessed 

by measuring fluorescent dye efflux with or without specific inhibitors. Intracellular drug concentrations were measured by liquid chromatography with 

mass spectrometry detection.

Our results showed that FTC, TFV, EFV, alone or combined, decreased MRP but not Pgp function, in lymphocytes in vitro. This effect was most 

pronounced for the combinations TFV+EFV (2.5-fold decrease) and FTC+TFV+EFV (1.9-fold decrease). Intracellular concentrations of FTC and TFV 

were increased in combination, especially with EFV. 

INTRODUCTION

The combined administration of at least 3 anti-HIV drugs from different drug classes as highly active antiretroviral therapy (HAART) has been shown to 

slow the progression of disease, improve survival, and result in better virologic and immunologic responses. 

ATRIPLA (Bristol-Myers Squibb and Gilead Sciences) which contains efavirenz, emtricitabine and tenofovir disoproxil fumarate (an oral prodrug of 

tenofovir), is the first once daily single-tablet regimen for the treatment of HIV-infected patients. The efficacy of this treatment depend on drug interactions 

which may limit their access to the target sites. In particular, drug absorption, distribution and elimination may be modified by active efflux transporters, 

like Pgp and MRPs. 

METHODS

Isolation of peripheral 
blood mononuclear cells

(PBMCs)

20h

Treatment with 
5 µM FTC
5 µM TFV
5 µM EFV

Alone or combined

37°C, 5% CO2

Intracellular FTC, TFV and EFV quantification 
by LC-MS/MS 2

Chromatographic separation on a Phenomenex
Synergi Polar-RP 4µm, 50 x 2 mm column 
thermostated at 40°C with a mobile phase comprising 
0.5% formic acid and a methanol gradient delivered at 
a flow rate of 0.3 ml/min from 2 to 80%.  

The mass spectrometry detection was performed with 
a triple quadrupole tandem mass spectrometer 
Quantum Discovery with an ESI source. 
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Chromatogram of  tenofovir (70 ng/ml), emtricitabine 
(70 ng/ml) and 2CADO (internal standard, 50 ng/ml) 

Pgp and MRP functionality by flow 
cytometry 1

Measured by fluorescent dye efflux (calcein-AM 
100 nM) either with or without inhibitors 
(cyclosporin A 2 µM: specific Pgp inhibitor or 
MK571 30 µM: specific MRP inhibitor)
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100
Gmean 
Gmean  - 100  (%)activity  Percentage

inhibitor

calcein ×=

Gmean calcein = geometric median fluorescence of calcein in tested samples 

Gmean inhibitor = geometric median fluorescence of calcein in the presence of inhibitor

RESULTS

20-h treatment on lymphocyte multidrug transporter function 
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Pgp activity
Calcein-AM accumulation with cyclosporin A 2 µM

MRP activity
Calcein-AM accumulation with MK571 30 µM

Data are represented as mean ± SEM (N=7). The significance of differences between treated groups and vehicle control was evaluated by using Student’s t-test. A p-value < 0.05 was considered significant. 
* P < 0.05, ** P < 0.01; *** P < 0.001

(1) Legrand O., Simonin G., Perrot J.Y., Zittoun R., Marie J.P. Pgp and MRP activities using calcein-AM are prognostic factors in adult acute myeloid
leukemia patients. Blood. 1998 Jun 15;91(12):4480-8. 

(2) Levi M., Pruvost A. Sensitive HPLC-ESI-MS/MS method for the simultaneous quantitative determination of Abacavir, Lamivudine and Tenofovir in 
human plasma. 7th international Workshop on clinical pharmacology of HIV Therapy. 20-22 April 2006. Lisbon, Portugal. Abstract 69.

FTC, TFV, EFV, alone or combined, decreased MRP but not Pgp function, in lymphocytes in vitro. This effect was most pronounced for the combinations 

TFV+EFV (2.5-fold decrease, p=0.0001) and FTC+TFV+EFV (1.9-fold decrease, p<0.0001).

Intracellular accumulation of antiretroviral in PBMCs treated for 20 h  

A- FTC accumulation B- TFV accumulation C- EFV accumulation 

CONCLUSION

Percent accumulation of emtricitabine (A), tenofovir (B) or efavirenz (C) in the presence of the other drugs compared with that of the control (drug alone). Data are expressed as an increase or decrease (%) in the 
level of drug accumulation in PBMCs, and are presented as means ± S.E.M. (n=12). Statistical comparisons were made using two-tailed Student’s t tests (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ns=nonsignificant).

A significant increase was demonstrated in the levels of FTC and TFV, following 20-h incubation with the combinations FTC+TFV, TFV+EFV or 

FTC+TFV+EFV compared with the levels seen with the individual drugs. Dose-response curves were generated for each drug in the presence of fixed 

concentrations of the other drugs. We show a concentration-dependent increase in FTC and TFV concentration with fixed dose of EFV, a concentration-

dependent increase in FTC concentration with fixed dose of TFV and a concentration-dependent increase in TFV concentration with fixed dose of FTC.

This in vitro study reveals a graded decrease in MRP functionality comparing TFV, FTC and EFV, an effect correlated with the intracellular concentrations 

of TFV and FTC. Our findings emphasize the effectiveness of the combination therapy (TDF-FTC-EFV) currently used for the treatment of HIV-1-infected 

patients. The paradigm for defining a good combination therapy is the balance between efficacy and toxicity/adverse effects, and may require drug 

monitoring of patients during HAART. 
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ABSTRACTABSTRACTABSTRACTABSTRACT

This study was performed to investigate if emtricitabine (FTC), tenofovir (TFV) 

and efavirenz (EFV), alone or combined, have an effect on P-glycoprotein (Pgp) 

and multidrug-resistance associated proteins (MRP) function in lymphocytes from 

healthy donors; and whether drug interaction with these transporters results in 

their intracellular accumulation. 

Following 20-h incubation with FTC, TFV, EFV, FTC+TFV, TFV+EFV or 

FTC+TFV+EFV (drug concentrations were 5 µM), functional ability was assessed 

by measuring fluorescent dye efflux with or without specific inhibitors. Intracellular 

drug concentrations were measured by liquid chromatography with mass 

spectrometry detection.

Our results showed that FTC, TFV, EFV, alone or combined, decreased MRP but 

not Pgp function, in lymphocytes in vitro. This effect was most pronounced for the 

combinations TFV+EFV (2.5-fold decrease) and FTC+TFV+EFV (1.9-fold 

decrease). Intracellular concentrations of FTC and TFV were increased in 

combination, especially with EFV. 

INTRODUCTIONINTRODUCTIONINTRODUCTIONINTRODUCTION

The combined administration of at least 3 anti-HIV drugs from different drug 

classes as highly active antiretroviral therapy (HAART) has been shown to slow 

the progression of disease, improve survival, and result in better virologic and 

immunologic responses. 

ATRIPLA (Bristol-Myers Squibb and Gilead Sciences) which contains efavirenz, 

emtricitabine and tenofovir disoproxil fumarate (an oral prodrug of tenofovir), is 

the first once daily single-tablet regimen for the treatment of HIV-infected patients. 

The efficacy of this treatment depend on drug interactions which may limit their 

access to the target sites. In particular, drug absorption, distribution and 

elimination may be modified by active efflux transporters, like Pgp and MRPs. 

METHODSMETHODSMETHODSMETHODS

Isolation of PBMCs

20h20h20h20h

Treatment with Treatment with Treatment with Treatment with 

5 5 5 5 µµµµM FTCM FTCM FTCM FTC

5 5 5 5 µµµµM TFVM TFVM TFVM TFV

5 5 5 5 µµµµM EFVM EFVM EFVM EFV

Alone or combinedAlone or combinedAlone or combinedAlone or combined

37373737°°°°C, 5% COC, 5% COC, 5% COC, 5% CO2222

Intracellular FTC, TFV and EFV Intracellular FTC, TFV and EFV Intracellular FTC, TFV and EFV Intracellular FTC, TFV and EFV 

quantification by LCquantification by LCquantification by LCquantification by LC----MS/MS MS/MS MS/MS MS/MS 2222

Chromatographic separation on 

a Phenomenex Synergi Polar-RP 

4µm, 50 x 2 mm column 

thermostated at 40°C with a 

mobile phase comprising 0.5% 

formic acid and a methanol 

gradient delivered at a flow rate 

of 0.3 ml/min from 2 to 80%.  

The mass spectrometry detection 

was performed with a triple 

quadrupole tandem mass 

spectrometer Quantum 

Discovery with an ESI source. 

Chromatograms of  

tenofovirtenofovirtenofovirtenofovir (70 ng/ml),

emtricitabineemtricitabineemtricitabineemtricitabine (70 ng/ml) 

and  2CADO2CADO2CADO2CADO (IS, 50 ng/ml) 

Pgp and MRP Pgp and MRP Pgp and MRP Pgp and MRP 

functionalityfunctionalityfunctionalityfunctionality by flow by flow by flow by flow 

cytometry cytometry cytometry cytometry 1111

Measured by fluorescent 

dye efflux (calcein-AM 

100 nM) either with or 

without inhibitors 

(cyclosporin A 2 µM: 

specific Pgp inhibitor or 

MK571 30 µM: specific 

MRP inhibitor)

RESULTSRESULTSRESULTSRESULTS

20202020----h treatment on lymphocyte multidrug transporter function h treatment on lymphocyte multidrug transporter function h treatment on lymphocyte multidrug transporter function h treatment on lymphocyte multidrug transporter function 

Pgp activityPgp activityPgp activityPgp activity
Calcein-AM accumulation with 

cyclosporin A 2 µM

MRP activityMRP activityMRP activityMRP activity
Calcein-AM accumulation with MK571 

30 µM

Data are represented as mean ± SEM (N=7). The significance of differences between treated groups and 
vehicle control was evaluated by using Student’s t-test. P value < 0.05 was considered significant. 
*: P < 0.05, **:  P < 0.01, ***: P < 0.001

FTC, TFV, EFV, alone or combined, decreased MRP but not Pgp function, in 

lymphocytes in vitro. This effect was most pronounced for the combinations 

TFV+EFV (2.5-fold decrease, P=0.0001) and FTC+TFV+EFV (1.9-fold decrease, 

P<0.0001).

Intracellular accumulation of antiretroviral in PBMCs treated foIntracellular accumulation of antiretroviral in PBMCs treated foIntracellular accumulation of antiretroviral in PBMCs treated foIntracellular accumulation of antiretroviral in PBMCs treated for 20 h  r 20 h  r 20 h  r 20 h  

(A) FTC (A) FTC (A) FTC (A) FTC 

accumulation (%)accumulation (%)accumulation (%)accumulation (%)
(B) TFV (B) TFV (B) TFV (B) TFV 

accumulation (%)accumulation (%)accumulation (%)accumulation (%)

(C) EFV (C) EFV (C) EFV (C) EFV 

accumulation (%) accumulation (%) accumulation (%) accumulation (%) 

CONCLUSIONCONCLUSIONCONCLUSIONCONCLUSION

Percent accumulation of emtricitabine (A), tenofovir (B) or efavirenz (C) in the presence of the other drugs 
compared with that of the control (drug alone). Data are expressed as an increase or decrease (%) in the level of 
drug accumulation in PBMCs, and are presented as means ± S.E.M. (n=12). Statistical comparisons were made 
using two-tailed Student’s t tests (*: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, ns=nonsignificant).

A significant increase was demonstrated in FTC and TFV levels, following 20-h 

incubation with either FTC+TFV, TFV+EFV or FTC+TFV+EFV combination, 

compared with the levels seen with each individual drugs. 

Furthermore, dose-response curves were generated for each drug in the 

presence of other drugs growing concentrations. We show an intracellular TFV 

and FTC concentration increase with growing doses of EFV. FTC concentration 

increased with growing doses of TFV and vice versa. In all the cases, intracellular 

nucleosides concentration reached a plateau starting at 1µM of EFV or 5µM of the 

other nucleoside.

This in vitro study reveals a graded decrease in MRP functionality comparing TFV, 

FTC and EFV, an effect correlated with the intracellular concentrations of TFV and 

FTC. Our findings emphasize the effectiveness of the combination therapy (TDF-

FTC-EFV) currently used for the treatment of HIV-1-infected patients. The 

paradigm for defining a good combination therapy is the balance between efficacy 

and toxicity/adverse effects, and may require drug monitoring of patients during 

HAART. 

Combination of Tenofovir and EmtricitabineEmtricitabineEmtricitabineEmtricitabine plus Efavirenz: 

In Vitro Modulation of MRP Transporter and Intracellular Dru g Accumulation.

P21P21P21P21
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