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Abstract

Intrahepatic cholestasis represents a frequent manifestation of drug-induced liver injuries;
however, the mechanisms involved in such injuries are poorly understood. We aimed to
investigate mechanisms underlying drug-induced cholestasis and improve its early detection
using human HepaRG cells. First, we proved that bile canaliculi (BC) underwent spontaneous
contractions, which are essential for bile acid efflux and required alternations in myosin light
chain (MLC2) phosphorylation/dephosphorylation. A short exposure to cholestatic compounds
revealed that BC dynamics was altered and associated with impairment of the ROCK/MLCK
pathway. Then, in order to confirm our study, 12 cholestatic drugs and six noncholestatic drugs
were analyzed and we demonstrated that all cholestatic drugs classified on the basis of reported
clinical findings caused disturbances of both BC dynamics (dilatation or constriction), and
alteration of the ROCK/MLCK signaling pathway, whereas noncholestatic compounds had no
effect. We also proved that these changes were more specific than efflux inhibition
measurements alone as predictive nonclinical markers of drug-induced cholestasis. To confirm
and extend these conclusions, we analyzed the mechanisms involved in cytotoxic and cholestatic
effects induced by the 4 main drugs from the endothelin receptor antagonists family: two
related to clinical cases of hepatotoxicity (sitaxentan) and/or cholestasis (bosentan), and two
that have not been reported to cause elevation of liver transaminases or bilirubin (ambrisentan
and macitentan). The results showed that like bosentan, the structurally similar recently
marketed drug, macitentan, could cause in vitro major BC alterations. By contrast, ambrisentan
appeared as a safe drug and sitaxentan that has been withdrawn from the market for hepatotoxic
cases, did not impair BC dynamics.

Résumé

La cholestase intrahépatique est une manifestation fréquente des lésions hépatiques induites
par les médicaments; Cependant, les mécanismes impliqués sont peu connus. Nous avons
cherché a étudier les mécanismes de la cholestase induite par les médicaments afin d’améliorer
sa détection précoce en utilisant les cellules HepaRG humaines. Tout d'abord, nous avons prouvé
gue les canalicules biliaires (BC) subissaient des contractions spontanées, essentielles pour
I'efflux  d’acides biliaires et nécessitaient des séries d’alternance dans |la
phosphorylation/déphosphorylation de la chaine légére de myosine (MLC2). La courte exposition
a des composés cholestatiques a révélé que la modulation des BC était associée a des
perturbations de la voie de signalisation ROCK/MLCK. Afin de confirmer notre étude, 12
médicaments cholestatiques et six non cholestatiques ont été analysés et nous avons démontré
gue tous les médicaments cholestatiques classés sur la base de résultats cliniques provoquaient
des perturbations dans la dynamique des BC (dilatation ou constriction), et altéraient la voie de
signalisation ROCK/MLCK, tandis que les composés non cholestatiques n'avaient pas d'effet.
Nous avons également prouvé que ces changements étaient plus spécifiques que la mesure de
I'inhibition de I'efflux comme marqueurs prédictifs non cliniques de la cholestase induite par les
médicaments. Afin de confirmer et d’étendre ces conclusions, nous avons analysé les
mécanismes impliqués dans les effets cytotoxiques et cholestatiques induits par 4 médicaments
de la famille des antagonistes des récepteurs de I'endothéline: deux ayant un lien avec des cas
cliniques d'hépatotoxicité (sitaxentan) et/ou cholestase (bosentan), et deux n’ayant pas été
impliqués dans I'élévation de transaminases hépatiques ou de bilirubine (ambrisentan et
macitentan). Les résultats montrent que le macitentan récemment commercialisé et ayant une
structure chimique similaire a celle du bosentan, était capable de causer, comme ce dernier, des
altérations in vitro des BC. En revanche, I'ambrisentan n’était pas hépatotoxique et le sitaxentan
qui a été retiré du marché pour des cas d’hépatotoxicité, n’affectait pas la dynamique
canaliculaire.
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Liste des abréviations

AB : Acide biliaire

ABC : ATP-Binding Cassette

AINS : Anti-inflammatoire non stéroidien
ALAT : Alanine aminotransférase

ASAT : Aspartate aminotransférase

ATP : Adénosine tri-phosphate

BSEP : Bile salt export pump

CAR : Constitutive androstane receptor
Cmax : Concentration plasmatique

CPZ : Chlorpromazine

CSA : Cyclosporine A

CYPs : Cytochromes P450

DILI : Drug-induced liver injury

ERA : Antagonistes des récepteurs a I'endothéline
ET : Endothéline

ETa/s: Récepteur A, B a I’'endothéline

FDA : Food and Drug Administration

FXR : Farsenoid X receptor

HTAP : Hypertension artérielle pulmonaire
IL-1B/6/8 : Interleukine-1B/6/8

LPS : Lipopolysaccharides

LSN : Limite supérieure de la normale

MDR : Multidrug resistance protein

MLCK : Myosin light-chain kinase

MRP : Multidrug resistance-associated protein
NTCP : Na*-Taurocholate cotransporting polypeptide
OATP : Organic anions transporting polypeptide
OCT1 : Organic cation transporter

PAL : Phosphatase alcaline

PFIC : Progressive familial intrahepatic cholestasis
P-gp : P-glycoprotéine

PXR : Pregnane X receptor

RCP : Résumé des caractéristiques du produit
ROCK : Rho-associated protein kinase

ROS : Reactive oxygen species

TCA/TA : Acide taurocholique

TNFa : Tumor Necrosis Factor a

VGT : Gamma-glutamyl-transférase
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I. Stratégie de développement des médicaments

a. Données générales

La découverte et le développement d’'un médicament représentent un processus
long (en moyenne, 10 ans de R&D sont nécessaires avant de pouvoir mettre sur le marché
un médicament innovant), complexe (seulement 1/10 000 molécules testées en laboratoire
deviendra un médicament), colteux (pour une molécule a visée internationale, la recherche
et le développement coltent plus de 800 MS) et enfin risqué (les laboratoires ne peuvent
compter que sur un nombre limité de produits pour financer leur R&D future). Ce que I'on
appelle «le candidat médicament » subit une série de tests précliniques puis cliniques
obligatoires avant toute étape de test chez I’homme. Ces phases peuvent durer en moyenne
une dizaine d’années et ont pour but tout d’abord de répondre a un besoin médical, et
finalement d’obtenir une autorisation de mise sur le marché en vue de la commercialisation

du médicament.

Recherche Tests Recherche Procédures Phase de
exploratoire précliniques clinique administratives commercialisation
(AMM, prix, et pharmacovigilance
remboursement)
» oan | 2 AN » Al P +5an:
maximum
10 ans de R&D 2a3ans

Figure 1 : Développement des molécules pharmaceutiques. Source : Leem



La phase de recherche arrive en amont du développement et a lieu dans les
laboratoires de recherche publique (INSERM, CNRS) et privé. Il s’agit alors de trouver une
molécule efficace sur différents modeles in vitro, in vivo ou encore in silico... La phase de
développement permet par la suite de synthétiser la molécule avec une forme galénique
appropriée tout en adaptant les doses et en tenant compte de la sécurité d’emploi. Ainsi, le
développement pharmaceutique est depuis toujours une course contre la montre. Les
nombreux parametres économiques, la concurrence, ou encore la demande de nouveaux
traitements médicaux, conduisent les firmes pharmaceutiques a étre de plus en plus
performantes et rapides dans le développement des nouvelles molécules. Un des défis les
plus importants dans cette course est l'adéquation entre les phases précliniques et
cliniques ; il est en effet nécessaire de déceler au plus tét la moindre toxicité induite par un

médicament afin de pouvoir anticiper tout effet chez I'Homme.

b. L'importance de la toxicologie dans le développement

préclinique

La toxicologie préclinique permet lors des études de développement d’un
médicament non seulement une évaluation des effets chez I'animal et de la relevance de ces
effets pour I'Homme mais aussi une analyse d'un effet pharmacologique exagéré et
I'observation d’un effet de classe et d’'un mécanisme d’action. Le but des études de toxicité
apres administration unique ou réitérée est de mimer la prise du produit chez I'homme. Il
faut alors déterminer les organes cibles (cceur, foie,...), la DMT (dose maximale tolérable), la
réversibilité des effets ou non, les doses sans effet ainsi que le facteur de sécurité
permettant la transposition des effets a I’homme (Wagner, Zollner, and Trauner 2009). En
régle générale, les études non-cliniques réglementaires qui doivent étre réalisées avant le

passage chez ’homme sont les suivantes :

- Toxicité par administration unique (2 espeéces, voie clinique)
- Toxicité par administration réitérée (durée d’étude dépendante de la durée
d’administration du produit envisagée chez I’'Homme, 2 espéces)

- Génotoxicité (2 tests in vitro minimum et un test in vivo)



- A discuter en fonction de I'emploi: Tolérance locale (en fonction de la voie
d’administration), Pharmacologie de sécurité (cceur, systéme nerveux central,

poumons).
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Figure 2 : Eviter les probléemes liés a la toxicologie. D’aprés (Kramer, Sagartz, and Morris
2007)

Alors qu'en 1991 la principale cause d’attrition dans la découverte des médicaments
était la pharmacocinétique, en 2000, une meilleure connaissance des facteurs influengant les
propriétés ADME ainsi que des batteries d’essais in vitro et in vivo plus sophistiquées ont
considérablement réduit ce taux d'attrition. A l'inverse, le taux d’attrition pour des raisons

de toxicité a augmenté entre 1991 et 2000 (Kola and Landis 2004).
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Figure 3 : Les différentes causes d’attrition entre 1991 et 2000 (Kola and Landis 2004)
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Il. Xénobiotiques, hépatotoxicité et DILI

a. Lerisque hépatotoxique dans le développement du

médicament

La toxicité hépatique des médicaments est un probleme majeur de santé publique
qui concerne aussi bien lindustrie pharmaceutique que les agences réglementaires.
Aujourd’hui, plus de 1000 molécules disponibles sur le marché sont reconnues pour étre
potentiellement hépatotoxiques (Biour et al. 2000). Les lésions hépatiques d'origine
médicamenteuse couvrent la quasi-totalité des pathologies hépatiques et les hépatites
aigués représentent la complication la plus fréquente pour le praticien et doivent
impérativement étre reconnues précocement afin d'éviter la survenue d'une forme
fulminante ou la constitution de Iésions chroniques (Larrey 1995). Il est admis, néanmoins,
que les médicaments toxiques sont a I'origine d’environ 10 % des insuffisances hépatiques
aigués et de 5 % des icteres (Dgssing and Sonne 1993; Davies 1997). De plus, les
médicaments représentent 2 a 5% de cas d’hospitalisations pour cause de jaunisse
(Bjornsson et al. 2012). Une étude récente a ainsi recueilli sur trois ans, tous les cas
symptomatiques déclarés de toxicité hépatique dans une région francaise. Elle a retrouvé
une incidence de 14 cas par an pour 100 000 habitants, un ratio femme/homme de 0,9 avant
49 ans et 2,6 aprés 50 ans, un taux d’hospitalisation de 12 % et une |étalité de 6 % (Sgro et
al. 2002). Aux Etats-Unis, entre 2000 et 2300 cas d’insuffisance hépatique aigué sont
recensés chaque année et la cause médicamenteuse représente environ 50% d’entre eux
(39% seraient dus a la toxicité du paracétamol, 13% a d’autres médicaments) (Ichai and
Samuel 2008; McDowell Torres, Stevens, and Gurakar 2010). Par ailleurs, la premiére cause
d’insuffisance hépatique nécessitant une transplantation est d’origine médicamenteuse

(paracétamol) (Navarro and Senior 2006).

i. Les retraits pré-AMM

A partir d'une vaste étude de la littérature, il a été estimé qu'entre 38% et 51% des
composés présentant des effets hépatiques chez I'homme ne présentent pas les mémes

effets dans les études animales, y compris les rongeurs et non-rongeurs (Greek 2014). Un
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autre exemple montre que sur 28 des nouvelles entités chimiques développées par I'ancien
laboratoire Rhéne-Poulenc Rorer entre 1988 et 1994, 41% ont provoqué des perturbations
hépatiques dans les études de toxicité animale (28% une hépatomégalie, 10% une nécrose
hépatocellulaire, 3% une cholestase) (Ballet 1997). Une autre étude longitudinale sur les
différents projets de candidats médicaments (petites molécules) des laboratoires
AstraZeneca a été effectuée entre 2005 et 2010. Les projets précliniques et cliniques qui
avaient été arrétés en raison de problémes de sécurité ont été analysés afin de comprendre
les principales causes de I'échec. On retrouve dans la figure suivante les grands systémes
d'organes impliqués dans les arréts précliniques (barres rouges) et cliniques (barres brunes
clairs). Les arréts de développement dans les phases précliniques et cliniques ont été classés
comme étant liés soit a I'action du médicament sur la cible biologique primaire (barres
rouges) soit a d'autres propriétés du candidat médicament (barre brun clair). Les
pourcentages sont indiqués dans les barres et le nombre total de projets indiqués sous
chaque barre. Les arréts pour cause d’hépatotoxicité représentent environ 14% en

préclinique et 12% clinique (Cook et al. 2014).

a Organ systems involved in safety failures b Safety failures
40 100 —

w
=1

24

21 75

; mﬂﬂnmjﬁaoﬂ

Percentage
L
Percentage

=]

Cardiovascular  Liver Musculoskeletal Genetic  Respiratory Renal Gastrointestinal ~ Other Preclinical Clinical
(for example, (27) 27)
Organ system immunity)
M Preclinical [ Compound-related
| E Clinical H Target-related

Figure 4 : Les différents systemes organiques impliqués dans les échecs de
développements de médicaments (Cook et al. 2014).

Enfin, dans I'industrie pharmaceutique, 50% des molécules qui arrivent en phase
précliniqgue n’atteignent pas la phase clinique : 30% induisent des effets indésirables non

décelés auparavant (Kramer, Sagartz, and Morris 2007).
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ii. Les retraits post AMM

En dépit des nombreuses études précliniques et cliniques, la survenue de lésions
hépatiques appelées DILI (Drug-Induced Liver Injury) a été la cause la plus fréquente des
retraits de commercialisation des médicaments liés a la sécurité dans les 50 dernieres
années. Parmi les médicaments mis sur le marché entre 1975 et 2000, environ 10% ont été
mis sous surveillance (« black box warning ») et 2,9% ont été retirés (Lasser KE et al.
2002)(Watkins and Seeff 2006). Parmi les retraits de la FDA (Food and Drug Administration),
on peut citer : le bromfenac, un AINS (anti-inflammatoire non stéroidien) mis sur le marché
en 1997. Bien qu’approuvé pour une période inférieure a 10 jours, les patients I'ont utilisé
pendant une période plus longue. On a recensé 50 cas de |ésions hépatiques séveres et le
médicament a été retiré en 1998. Ensuite, la troglitazone, un agent antidiabétique a montré
en trois ans, 90 cas d’hépatotoxicité (au moins 68 morts et 10 transplantations hépatiques),
ce qui a conduit a son retrait en 2000 (Goldkind and Laine 2006). La pemoline (Cylert),
utilisée pour les troubles de I'attention et la narcolepsie n’est plus disponible aux Etats-Unis.
La FDA a conclu que le risque d’hépatotoxicité était supérieur a ses bénéfices. En mai 2005,
les laboratoires Abbott ont décidé d’arréter les ventes et le marketing de cette molécule. En
octobre 2005, toutes les compagnies fabricantes de la version générique ont également été
obligées de mettre fin a la commercialisation et au marketing (Safer, Zito, and Gardner

2001).

M Cardiotoxiques

M Torsades
Nephrotoxiques
Rhabdomyolyses

W Autres

Figure 5 : Principales causes de retraits sur le marché USA entre 1976 et 2005 (autres =
hépatique, musculaire, neurotoxique) (Wilke et al. 2007).
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H Cardiovaculaire

B Hépatotoxique

m Psychiatrique/addiction
Gastrointestinal

B Musculaire

W Autre

Figure 6 : Principales causes de retraits sur le marché (UE, USA et Asie) entre 1998 et 2008.
(MacDonald and Robertson 2009)

b. Les différentes lésions hépatotoxiques d’origine

médicamenteuse (DILI)

i. Introduction et ADME

Le foie est considéré comme I'organe cible des composés de par sa localisation dans
le corps humain le situant en premiére place dans I'exposition aux xénobiotiques. Les agents
les plus connus comme étant toxiques pour le foie sont I'alcool, les médicaments ou encore
d’autres produits chimiques, mais cette toxicité peut aussi étre due a des métaux (fer,
cuivre,...) des toxines (AFB1, gyromitrine...), des virus (hépatites B, C,...) ou encore des
parasites (échinococcose,...). La fonction principale du foie est, chez les étres vivants ne
s’alimentant pas de facon continue, de métaboliser sans cesse les nutriments ingérés de
facon intermittente de maniére a fournir a I'organisme un courant incessant de matériaux
susceptibles d’étre transformés en énergie. Les recherches physiologiques ont mis en
évidence le métabolisme du tissu hépatique : fonction glycogénique, réglant la glycémie ;
fonction de synthése des protéines (sérum albumine, fibrinogene, complexe
prothrombinique) ; fonction de synthése et de dégradation des lipides et du cholestérol ;

fonction de détoxication (métabolisme de I'urée) ; fonction d’uréogénése (élimination sous
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forme d’urée de I'azote ammoniacal produit par la dégradation des acides aminés) ; fonction
de stockage (certaines vitamines, fer et glycogéne) ; fonction biliaire enfin (formation des
sels biliaires aux dépens du cholestérol sanguin, excrétion de bilirubine conjuguée, par
transformation de la bilirubine produite a partir de ’lhémoglobine dans le systeme réticulo-
endothélial). Le métabolisme, surtout celui des glucides et des lipides, la digestion grace aux
sels biliaires, la circulation du sang, grace a la fabrication par le foie des facteurs de la
coagulation, l'immunité par lintermédiaire des immunoglobulines, dépendent d’un

fonctionnement hépatique correct.

Synthése et
stockage des
acides aminés,
protéines,
vitamines et
acides gras

P e

Régulation du
glucose sanguin

Drainage
de la bile

Détoxification

Filtration et
circulation
sanguine

Figure 7: Les différentes fonctions hépatiques

La métabolisation des xénobiotiques occupe une place trés importante et peut étre
responsable d’effets toxiques. En pharmacologie et/ou toxicologie, on peut administrer une
prodrogue qui ne sera active qu’aprés métabolisation, mais des molécules qui sont actives
avant métabolisation peuvent devenir inactives aprés métabolisation. La métabolisation est
une étape clé soit pour 'activité pharmacologique mais également pour I'activité toxique
d’un produit. L'objectif premier de la métabolisation va étre de fabriquer des dérivés
hydrosolubles, qui pourront étre éliminés dans les urines ou dans les feces. Pour qu’un
produit exerce son activité pharmacologique/toxique, il faut qu’il rentre dans I'organisme. |l
y a trois portes d’entrée possibles :

La porte digestive concerne la majorité des médicaments.

La porte cutanée concerne quelques médicaments et produits de I’environnement.
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La porte pulmonaire concerne quelques médicaments et majoritairement les produits de
I’environnement.

Le xénobiotique pénetre dans une cellule. Soit il est lipophile et est donc capable de
passer de maniere passive la membrane biologique, soit il est pris en charge par des
transporteurs (pour des dérivés plus hydrophiles). Le processus de biotransformation
s’opére au niveau hépatique et inclut plusieurs phases :

e Laphase | (ou phase de fonctionnalisation)

Elle repose principalement sur les cytochromes P450, enzymes de phase | et utilise
I'oxygene : il s’agit des réactions d’oxydation et de réduction. L’hydrolyse avec des enzymes
de type estérase permet le clivage d’un ester ou d’'un amide. On a généralement la
formation d’un dérivé hydroxylé plus hydrophile qu’au départ et qui peut étre éliminé

directement. Mais dans le cas général, il va étre pris en charge par des enzymes de phase Il.
e Laphase Il (ou phase de conjugaison)

Cette phase va permettre de générer un dérivé conjugué (par sulfo-conjugaison,
glucuronoconjugaison, conjugaison au glutathion). Le role des enzymes de phase Il est de
rendre plus polaire des métabolites de phase | afin de faciliter leur élimination mais aussi de

neutraliser (inactiver) un produit réactif avant de I’éliminer.

e La phase lll (ou phase d’excrétion)

Ensuite, le produit conjugué va étre excrété par des transporteurs ATP-dépendants dans
la bile (élimination fécale sauf si cycle entéro-hépatique), voie majoritaire, ou la circulation
sanguine (élimination urinaire). Les protéines de la famille des MDR (Multi-Drug Resistance
proteins) sont capables d’expulser les xénobiotiques hors des cellules. La P-glycoprotéine (P-
gp /ABCB1) et les multi drug resistance related proteins (MRP) sont également des protéines
importantes dans [I'excrétion des xénobiotiques. Cependant, dans certains cas, le
métabolisme des xénobiotiques conduit a la formation de métabolites réactifs, plus toxiques
gue les composés initiaux, entrainant des effets déléteres pour I'organisme dont les Iésions

hépatiques d’origine médicamenteuse.
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Figure 8 : Métabolisation des xénobiotiques

ii. Mécanismes de I’hépatotoxicité

1. Classification

Il existe au niveau du foie deux types de toxicité. La premiére dose-dépendante aussi
appelée intrinseque est prévisible (Navarro and Senior 2006) ; elle apparait généralement
aprés un court délai d’exposition au toxique (1-12 semaines) et on observe une récidive s’il y
a réadministration du médicament. On peut prédire cette toxicité lors des études
précliniques chez l'animal. Il s’agit par exemple de la toxicité du paracétamol.
L’hépatotoxicité peut étre « idiosyncratique », c’est a dire non plus dose-dépendante et
apparait avec une période de latence plus longue (jusqu’a 12 mois) chez un (tres) petit
nombre de patients traités. Le terme « réaction médicamenteuse idiosyncratique » a été
utilisé de diverses maniéres et n'a pas de définition claire. La propension d'un médicament a
provoquer une réaction idiosyncratique dépend de ses caractéristiques chimiques, mais
aussi de la sensibilité individuelle déterminée par des facteurs spécifiques au patient, en
particulier l'expression des récepteurs immunologiques ou l'expression d’enzymes de
métabolisation. Elles représentent un probleme majeur pour le développement des produits

de santé puisqu’a moins que l'incidence soit tres élevée, elles ne sont généralement pas
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détectées au cours des essais cliniques et de nombreux exemples graves ont conduit au

retrait du médicament du marché (Uetrecht 2009).

2. Mécanismes des DILI

Au cours des dernieres décennies, beaucoup d'efforts ont porté sur les mécanismes
d'hépatotoxicité liés aux médicaments afin de prédire au mieux son apparition chez
'homme. Les mécanismes sous-jacents de la toxicité induite par les médicaments sont
variables et parfois mal définis. lls peuvent étre dus a un polymorphisme génétique des
enzymes impliquées dans le métabolisme du médicament, des interactions
médicamenteuses, a la toxicité mitochondriale, ou a la production de produits
intermédiaires hautement réactifs générant un stress oxydant (McGill and Jaeschke 2013).
Le processus fondamental est la mort des hépatocytes généralement associée a une réaction

inflammatoire (Russmann, Kullak-Ublick, and Grattagliano 2009).
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Lors de la biotransformation d’'un médicament (par oxydation ou réduction) en
métabolites réactifs, ceux-ci peuvent entrainer un stress cellulaire direct, provoquer un
dysfonctionnement mitochondrial ou encore former un hapténe et activer une réponse

immunitaire adaptative.
a) Stress cellulaire direct

L'induction d’un stress cellulaire peut conduire a I'activation de différentes voies de
signalisation. L'une d’elle implique la kinase JNK (C-Jun N-terminal kinase) qui
déphosphorylée, migre dans la mitochondrie et altere la chaine respiratoire, aboutissant a la
formation d’espéces réactives de I'oxygene (ERO). Le stress oxydant amplifie I'activation de
JNK, ce qui peut provoquer une perméabilisation mitochondriale transitoire (PMT),
concourant a la mort cellulaire. Le stress cellulaire peut également activer des cytokines

capables elles mémes d’activer les récepteurs de mort de type TNFa/FasL.
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Figure 10 : Stress oxydant mitochondrial et formation de peroxynitritite pendant
I’hépatotoxicité induite par le paracétamol (Hanawa et al. 2008)
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b) Dysfonctionnements mitochondriaux

Des molécules meres ou leurs métabolites peuvent altérer les mitochondries selon différents

mécanismes :

perhexiline,...)

inhibition de la chaine respiratoire entrainant un déficit energétique (amiodarone,

- inhibition de la B-oxydation conduisant a une stéatose microvésiculaire (acide

valproique, AINS,...)
- lésions de ’ADN mitochondrial et effect découplant (fialuridine, tamoxifene,...)
- transition de la perméabilité mitochondriale (aspirine, acide valproique,...) (Le Gall

al. 1980; Pessayre et al. 1999)

et
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Figure 11 : Différents mécanismes altérant la mitochondrie(Ribeiro, Castro e Santos, and
Custddio 2015)

Certains médicaments peuvent aussi léser d’autres organites comme le réticulum

endoplasmique (tétrachlorure de carbone) ou encore le lysosome (amiodarone)

engendrer des pathologies hépatiques (Megarbane, Deye, and Baud 2007).

et
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c) Réactions immunes

Le phénotype inflammatoire lors de la toxicité hépatique peut étre attribué a la
réponse immunitaire innée générée par les cellules de Kupffer, monocytes, neutrophiles et
lymphocytes. Le systéme immunitaire adaptatif est également influencé par la réponse
immunitaire innée conduisant a des dommages du foie. Comme dans tous les mécanismes
immuns, le métabolite réactif est un hapténe qui se lie par liaison covalente aux protéines et
devient immunogene. Il y a dans ce cas production des lymphocytes-T cytotoxiques par la
cellule présentatrice d’antigéne (immunité cellulaire) et production de lymphocytes B
(immunité humorale) produisant des anticorps anti- protéine native et/ou protéine modifiée
(Jaeschke et al. 2002). Dans un contexte d’inflammation, les lymphocytes T peuvent ensuite

étre dirigés contre les hépatocytes, causant une cytolyse.

Drug
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// [ Kupffer cell

" Activated
Cytotoxins Kupffer cell
l (IL-1B, o-TNF) R
Mitochondrial uncoupling %
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hepatocyte Lipid and protein oxidation EC-GF RSO
Disturbance of Ca®* homeostasis z
TGF-B
RSO
TGF-B
Endothelial cells Ito cell
(Activation and proliferation)
Apoptotic ) .
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Figure 12 : Toxicité immunologique. EC-GF: Endothelial cell growth factor; IL1: Interleukin
1; IL1B: Interleukin 1B; RNI: Reactive nitrogen intermediates; ROS: Reactive oxygen
species; TGF-B: Transforming growth factor B; TNF: Tumor necrosis factor a. D’apreés
(Grattagliano 2009)
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d) Morts cellulaires : Apoptose, nécrose

L’activation des voies apoptotiques par les récepteurs du TNFa ou FAS entraine une
cascade intracellulaire de caspases qui conduit a une mort cellulaire programmée (Wang
2014). En effet, suite aux premiéres lésions causées par les métabolites réactifs, les trois
situations précédentes conduisent a la PMT. Lors de cette étape, les pores de la
mitochondrie s’ouvrent et laissent transitoirement sortir le cytochrome C (cyt C). En
présence d’une production d’ATP continue, le cytochrome C forme I'apoptosome en se liant
avec Apaf-1. Le complexe est ensuite capable d’activer une casacade de caspases (9 puis
3,6,7) afin d’initier le phénomeéne d’apoptose. Par exemple, le diclofenac avec I’activation de
la caspase 3 induit une apoptose dans les hépatocytes (Gomez-Lechdn et al. 2010). En cas de
déplétion massive d’ATP, la mort cellulaire s’oriente vers la nécrose. Globalement la cellule
qui se désagrege est digérée par ces propres enzymes (autodigestion). Il y a alors une
pénétration massive d'eau dans la cellule. Les cellules gonflent et les organites éclatent, ce
qui libére les enzymes lytiques, les lysosomes et les peroxysomes entrainant la digestion de

la cellule et donc sa lyse.

iii. Principales |ésions hépatiques toxiques

1. Hépatites aigués (cytolytiques, cholestatiques ou mixtes)

Par définition, une hépatite est une inflammation du foie entrainant une destruction
plus ou moins importante des hépatocytes. Lorsque cette inflammation est récente (moins
de 6 mois), on parle d’hépatite aigué. Si I'inflammation persiste plus de six mois, on parle
d’hépatite chronique. Le type de Iésion hépatique induite par une molécule hépatotoxique
est classé selon I'élévation relative des taux d'alanine aminotransférase (ALAT) et de
phosphatase alcaline (PAL) (Bénichou 1990). Généralement, le mécanisme des lésions
hépatiques n’est pas unique, mais est spécifique du toxique en cause, avec une atteinte
sélective du lobule hépatique (Pessayre et al. 1999). Elles peuvent étre classées en trois sous

classes : cytolytique, cholestatique ou mixte.
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TYPES HEPATITE CYTOLYTIQUE HEPATITE HEPATITE MIXTE
D’HEPATITE CHOLESTATIQUE
CRITERE ALAT > 2N PAL > 2N ALAT/PALde 2 a5
DIAGNOSTIQUE | ALAT/PAL>5 Bilirubine conjuguée
>2N
ALAT/PAL< 2
PRINCIPAUX Ascarbose, acide valproique Amoxicilline-acide Amitriptyline,
MEDICAMENTS

LAINS, antiviraux
nucléosidiques, allopurinol
,amiodaorone, bacloféne
bupropion, disulfiram
fluoxétine, flucytosine
furosémide, halothane,
isoflurane, enflurane,
herbes (piper methysticum
ou kava), hydralazine,
isoniazide, ketoconazole,
fluconazole, voriconazole,
lisinopril, losartan,
méthotrexate, méthyldopa,
ofloxacine, norfloxacine,
trovafloxacine, oméprazole
paracétamol, paroxétine
pentamidine, pyrazinamide,
ranitidine, rifampicine,
rispéridone, sertraline,
statines, sterptokinase,
sulfasalazine, tétracyclines,
trazodone

clavulanique, acide
fusidique,
chlorpromazine,
clopidogrel,
contraception orale,
érythromycine herbes
(larrea tidentata ou
créosotier), irbesartan,
mirtazapine,
estrogénes,
phénothiazines,
stéroides anabolisants,
terbinafine, tricycliques

azathioprine,
captopril,
carbamazépine,
clindamycine,
cloxacilline,
cyproheptadine,
diazépam,
enalapril,
flutamide,
halopéridol, herbes
(teucrium
chamaedrys),
nitrofurantoine,
phénobarbital,
phénytoine,
sulfonamides,
trazodone,
triméthoprime —
sulfamethoxazole,
vérapamil

Tableau 1: Différents médicaments impliqués dans les hépatites. D’aprés (Bénichou 1990;
Holt and Ju 2006; Navarro and Senior 2006)
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a) Hépatite cytolytique

Il s’agit des formes les plus séveres caractérisées par une nécrose hépatocytaire
intralobulaire et un infiltrat inflammatoire lobulaire ou portal d'intensité variée. Au niveau
des manifestations cliniques, on retrouve un ictére ainsi que des manifestations
d'encéphalopathie hépatique (confusion) qui témoignent d'une nécrose massive. Un arrét du
médicament est habituellement suivi d'une amélioration nette des tests hépatiques dans les
semaines qui suivent, et d'une guérison dans un délai de 3 mois (Megarbane, Deye, and

Baud 2007).
b) Hépatite cholestatique

Rarement isolées, elles sont associées a un blocage de la sécrétion biliaire au niveau
de I'hépatocyte, du canalicule biliaire ou encore des canaux biliaires (Navarro and Senior
2006). L'inhibition des protéines de transport ou les altérations de la sécrétion biliaire sont
des mécanismes propres a la cholestase induite par les médicaments et largement décrite
par la suite.

c) Hépatite mixte

Les atteintes mixtes associent les manifestations des atteintes cytolytiques et
cholestatiques. Elles représentent les hépatites les plus fréquentes et leur gravité dépend

essentiellement de I'importance de la cytolyse (Larrey 1995).

2. Maladies de surcharges (lipides, phospholipides)

Les maladies de surcharge lipidique des hépatocytes (surcharge en triglycérides,
diglycérides et cholestérol) constituent des stéatoses soit macrovésiculaires considérées
comme bénignes soit microvésiculaires potentiellement graves. La perhexiline, 'amiodarone
ou encore le tamoxifene peuvent générer des stéatoses macrovésiculaires. L'acide

valproique ainsi que |'aspirine sont eux responsables de stéatoses microvésiculaires.

La phospholipidose est une accumulation intracellulaire de phospholipides dans les
hépatocytes, caractérisée par I'accumulation de corps lamellaires intracytoplasmiques,
pouvant entrainer une inflammation et des modifications morphologiques des cellules (N.

Anderson and Borlak 2008).
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3. Autres pathologies

Il existe encore d’autres pathologies induites par les médicaments au niveau du foie
comme par exemple les Iésions vasculaires (thrombose de la veine porte induite par les
contraceptifs oraux), les hépatites chroniques (par la méthyldopa par exemple) qui peuvent
évoluer en fibrose et cirrhose (Hillaire, Cazals, and Valla 2008). Les hépatites
granulomateuses sont représentées au niveau histologique par des amas de cellules
épithéliales entourées de lymphocytes. Les granulomes sont le plus souvent diffus, non
nécrotiques, localisés a proximité des canalicules biliaires ou dans le parenchyme hépatique.
Ce sont des pathologies rares provoquées par certains médicaments comme la quinidine ou

I"allopurinol (Geri and Cacoub 2011).

9. Non-specific changes e g. 1. Interference with baliruben
Hypotensives, Vasodilators, transpent and conjugation
Anti-inflammatory  agents, ¢ g Rifampicin, Novobiocin
Oral contraceptives

2. Cyrotoxic injury eg Paracetamol,
Isoniazid, Iproniazid, Halothane.

§ Liver tumors e g. Anabelic
and Comraceptive steroids

Mechanisms of drug 3. Cholestasis e g. Steroids,
—— mduced hepatotoxicity Chlerpromazine

7 Phospholipidosis
eg Coralgil

4 Mixed cvtotoxic cholestatic
injury e g. Chlorpromazine

6 Chronic active hepatitis,
cirhosis and sub-acute necrosis
¢.g. Nitrofurantoin, Isoniazid

S Fany lLiver (steatcsis)
e g Tewacveline

Figure 13 : Les mécanismes de I’hépatotoxicité liée aux médicaments. D’aprés Kshirsagar
et al. 2008.
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iv.  Facteurs de risques de DILI

Il existe comme pour toutes pathologies, des facteurs de risques qui peuvent étre

d’origine génétique ou non (CHALASANI and BJORNSSON 2010).

1. Les facteurs non génétiques

On peut citer :

L'age: En dehors d'une exposition accidentelle, les réactions médicamenteuses
hépatiques sont rares chez les enfants. Les personnes agées ont plus de risque de
développer une lésion hépatique en raison de la diminution de la clairance, du
nombre plus important d’interactions médicamenteuses, de la réduction du flux
sanguin hépatique, de la variation de la liaison aux protéines, et de la diminution du
volume hépatique (Bell and Chalasani 2009).

Le sexe: Bien que les raisons soient inconnues, les réactions médicamenteuses
hépatiques sont plus fréquentes chez les femmes (Lucena et al. 2009).

La dose quotidienne : Bien que les manifestations idiosyncratiques des DILI ne
peuvent pas étre uniquement basées sur la dose, il existe une relation entre les doses
quotidiennes > 50 mg/jour et le risque de DILI (de Abajo et al. 2004).

L'alcool: les sujets alcooliques semblent étre plus sensibles a la toxicité des
médicaments car l'alcool induit des lésions hépatiques qui évoluent en fibrose et
cirrhose, ce qui entraine des modifications dans la capacité de métaboliser les
médicaments (“Drug-Induced Hepatotoxicity: Overview, Metabolism of Drugs,
Clinical and Pathological Manifestations of Drug-Induced Liver Disease” 2016).

Les maladies hépatiques: une maladie hépatique préexistante ne semble pas rendre
les patients plus sensibles aux Iésions hépatiques induites par les médicaments, mais
il se peut que la plus faible capacité a récupérer puisse aggraver les conséquences
des lésions.

Les cytochromes P-450 : bien que les cytochromes P-450 aient des taux réduits dans
les maladies chroniques du foie, certains peuvent étre plus affectés que d'autres. La
modification des doses chez les personnes ayant une maladie hépatique doit étre
basée sur la connaissance de I'enzyme spécifique impliquée dans le métabolisme

(Minjun Chen et al. 2015).
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e Laformulation de médicaments: les médicaments a action prolongée peuvent causer
plus de dommages que les médicaments ayant une courte durée d'action (Padda et

al. 2011).

2. Les facteurs génétiques

Les différences génétiques dans les niveaux d’expression des enzymes P-450 peuvent
entrainer des réactions anormales aux médicaments, y compris des réactions
idiosyncratiques. La débrisoquine, un médicament anti-arythmique, peut étre tres
faiblement métabolisée lors d’'une perte d’expression du CYP2D6. Une analyse par PCR
permet d’identifier les sujets prédisposés aux réactions anormales a un médicament
(Llerena, Dorado, and Pefas-Lledé 2009). Des différences dans I'expression de protéines
associées a |'élimination des médicaments ont également été détectées chez les patients
ayant une hépatotoxicité induite par un médicament. Dans ces situations, les protéines de
type MDR et BSEP qui sont responsables de |'excrétion des produits toxiques ou des acides
biliaires dans la bile ont été associées aux DILI. Dans une récente étude de 110 échantillons
de foies humains (Meier et al. 2006), une variabilité interindividuelle significative a été
retrouvée dans les niveaux de protéines canaliculaires de BSEP, MDR3, MDR2 et de MRP2.
En effet, 30% des échantillons contenaient des taux élevés de ces transporteurs alors que
32% avaient des niveaux bas voire tres bas. Le polymorphisme génétique des enzymes
intervenant dans le métabolisme des xénobiotiques peut parfois expliquer la susceptibilité

de certains individus vis-a-vis de la toxicité des médicaments.
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Ill. Méthodes de détection des DILI

a. Le cadre réglementaire

Historiquement, au niveau de |'hépatotoxicité par administration unique (comme
pour toute autre étude de la toxicité en général), deux especes sont requises pour les
médicaments, généralement le rat et souvent le chien et deux voies d’administration sont
indispensables (la voie préconisée chez I'homme, le plus souvent, voies orale et
intraveineuse) (ICH guideline M3(R2) on non-clinical safety studies for the conduct of human
clinical trials and marketing authorisation for pharmaceuticals. December 2009). Pour la
toxicité par administration réitérée, il faut une espéce « rongeur » (rat, souris,...) et une
espece « non rongeur » (chien, singe,...) mais toutes sont des souches caractérisées. Ce sont
souvent de jeunes adultes et il est nécessaire de faire des études sur les deux sexes a égalité.
Trois concentrations sont généralement utilisées : la plus faible relativement proche de la
concentration induisant I'effet pharmacologique, la plus élevée, celle provoquant un effet
toxicologique franc avec une mortalité minimale. Si I'on souhaite étudier I’'hépatotoxicité
induite par un xénobiotique au niveau des fonctions de reproduction, on ne peut s’intéresser
gu’au segment Il, c’est a dire I'embryotoxicité et la tératogenése. On veut en effet
déterminer si le produit a un impact sur le développement vasculaire embryofoetal. Le
traitement se fait de I'implantation jusqu’a la fin de I'organogenése. On utilise ici au moins

deux espéces (rongeur et non rongeur) : rat et lapin.

La toxicologie mécanistique est I'étude du mécanisme par lequel les agents
chimiques ou physiques réagissent avec les organismes vivants pour provoquer une réaction
toxique (Stellman 2000). Elle intervient dans la toxicité hépatique, notamment grace aux
modeles animaux qui permettent de comprendre en détail les mécanismes de cette toxicité.
En conclusion, I’'hépatotoxicité d’'une molécule intervient dans tout le développement du
médicament, de |la phase de recherche aux phases cliniques. C’'est une toxicologie organo-

spécifique a part entiere.
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b. Les études précliniques

Les animaux sont tous sacrifiés a la fin de I'étude a part une petite partie conservée
pendant quelques semaines afin d’étudier la réversibilité des effets. Des observations sont
réalisées de maniere systématique :

- Le poids et la consommation de nourriture

- Mortalité et signes cliniques

- Biochimie clinique (ASAT, ALAT, yGT, bilirubine, temps de prothrombine, protéines

sériques)

- Evaluation macroscopique, poids des organes et observations histopathologiques des

coupes de foie aprés coloration.

L’objectif est ainsi de déterminer le type de toxicité hépatique ainsi que la sévérité des
effets. Il faut aussi évaluer s’il y a réversibilité des effets ou non et enfin déterminer la NOEL
(No-Observable-Effect-Level). Comme vu précédemment, les DILI peuvent étre classées en
deux catégories : directe ou idiosyncratique. La question qui se pose alors pour l'industrie
pharmaceutique comme pour les agences réglementaires est de savoir comment faire pour
améliorer cette prédictibilité. Basé sur la regle fondamentale des 3R élaborée en 1959
(Richmond et al. 1959) le raffinement des études animales pourrait permettre d’améliorer
cette prédictibilité en utilisant des modeles animaux pertinents (profil métabolique, réponse
pharmacologique) ou encore des modeles animaux malades (Flecknell 1994). Une meilleure
compréhension des différences inter-especes et une génomique comparative seraient aussi
un moyen d’augmenter cette prédictibilité. Enfin, I'approche QSAR in silico, I'approche
OMICS, la détection des métabolites réactifs ou encore l'utilisation de modeéles in vitro sont

les objectifs principaux.
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Figure 14 : Développement des médicaments et évaluation ADME (Workshop: “Genetic
Toxicology: Opportunities to Integrate New Approaches”, 2012)

c. Modeles in vitro

L'approche toxicologique standard pour évaluer la toxicité d’'un médicament implique
des études complexes in vivo qui sont a la fois longues et colteuses. En raison des
préoccupations au sujet du bien-étre animal, du temps et du colt des études, du nombre
toujours croissant de xénobiotiques a tester, la mise en place de systemes de culture in vitro
est devenue une priorité pour les toxicologues. Par ailleurs, la prédictibilité d’un effet
toxique sur les rongeurs dans les essais in vivo est devenue un sujet de litige au cours des
derniéres années, en partie en raison d’'une mauvaise concordance entre les études
animales et humaines. Au fil des années, divers dérivés du foie ont été développés pour
permettre I'’étude des effets indésirables potentiels de médicaments. Les tranches de tissu,
les microsomes, les lignées cellulaires immortalisées, et les hépatocytes primaires ont été
largement utilisés. Les lignées cellulaires immortalisées et les cellules hépatiques primaires
isolées sont actuellement les plus largement utilisées pour les tests de toxicité hépatique.
Les développements récents dans le domaine de I'hépatotoxicité in vitro comprennent des

tissus (coupes de foie), des foies bioartificiels, des co-cultures de divers types cellulaires avec
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hépatocytes, et la différenciation des cellules souches en cellules hépatiques (Soldatow et al.

2013).

— A ¥

Cultureiprimairel - )
p Microsomes@

d’hépatocytesl

SOEmixE

v
Protéines® MRNAX ADNE

.l l Cellulest
AnticorpsB CONAB—— |\ ecombinantesd

Figure 15 : Modeéles in vitro d’étude de I’hépatotoxicité

i. Foieisolé perfusé

Durant des années, le foie isolé perfusé de rat a été utilisé pour étudier la physiologie
et la pathophysiologie hépatique. Ce modele permet en effet d’évaluer les Iésions cellulaires
et les fonctions hépatiques dans une conformation « isolée » (Bessems et al. 2006). Cette
méthode reste cependant adaptée uniquement aux rongeurs et ne peut servir que pour des
expérimentations de courte durée du fait de la courte viabilité des organes. Ce modele qui
se rapproche le plus de la situation in vivo présente deux avantages principaux : maintien de
I'architecture en 3D et possibilité de recueillir la bile afin de I'analyser. Il est également
largement utilisé pour les études de pharmacocinétique et de pharmacodynamie. C'est
toutefois un modele difficile a mettre en ceuvre (André Guillouzo, Marano, and Adolphe

1995).

32



ii. Tissus (coupes de foie)

Avec une viabilité de quelques jours maximum et une utilisation du tissu humain
majoritairement, les tranches de tissus semblent étre un bon modele d’étude de la fonction
hépatique (Gandolfi, Wijeweera, and Brendel 1996). Les interactions cellules-matrice et
cellule-cellule sont conservées ce qui permet par exemple [|'étude des réactions
inflammatoires. Leur utilisation aussi bien en biochimie qu’en microscopie électronique
permet d’étudier la toxicité de différents composés en méme temps et de démontrer une

localisation intralobulaire préférentielle des toxiques.
iii.  Cellules isolées en culture

Les hépatocytes isolés en culture (majoritairement d’origine humaine) représentent
une bonne alternative aux méthodes in vivo. En effet, les perfusions de collagénases et de
pronases permettent depuis quelques années de récupérer et de mettre en culture

différents types cellulaires hépatiques (hépatocytes, cellules de Kiipffer,...).
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Figure 16 : Schéma de deux hépatocytes avec jonctions serrées

33



Les hépatocytes en culture primaire représentent a priori, le modeéle cellulaire
hépatique le plus proche de Ila situation in vivo. Fraichement isolés, ils conservent leur
structure particuliere et expriment transitoirement (pendant plusieurs jours) in vitro la
plupart des fonctions spécifiques du foie. Leur intérét réside également dans le fait que I'on
peut également induire ou inhiber les enzymes de biotransformation, ce qui en fait un bon
modele pour l'étude du métabolisme (André Guillouzo, Marano, and Adolphe 1995).
Cependant, des altérations fonctionnelles et phénotypiques sont rapidement observées. De
plus, leur disponibilité et leur survie sont limitées (A. Guillouzo 1998; Brandon et al. 2003).
Actuellement, la cryoconservation est la seule méthode disponible a long terme pour le
stockage d'hépatocytes humains primaires. Les hépatocytes primaires humains en culture
ont une survie limitée, une absence de prolifération et surtout une variabilité

interindividuelle importante au niveau de I'expression génique (Rogue et al. 2012).

iv.  Lignées cellulaires

Les lignées cellulaires d’origine tumorale ont pris une place importante dans le
développement des molécules pharmaceutiques depuis quelques années. Les lignées de
cellules hépatiques offrent un certain nombre d'avantages, parmi lesquels une quantité
illimitée de cellules (Castell et al. 2006). Cependant, ces lignées, y compris la lignée humaine
HepG2, la plus couramment utilisée dans les études de toxicologie, ont perdu une part
importante des fonctions hépatiques, en particulier I'expression des enzymes de phase | et
des transporteurs de médicaments (Castell et al. 2006; Westerink and Schoonen 2007). La
lignée HepaRG se distingue cependant de toutes les autres lignées par sa capacité a
exprimer des fonctions hépatiques différenciées et représente une alternative efficace aux

hépatocytes humains en culture primaire.
1. Les cellules HepaRG

La lignée HepaRG a été isolée en 2002 a partir d’une patiente atteinte d’'un cholangio-
hépatocarcinome et infectée par le virus de I’'hépatite C (Gripon et al. 2002). Ces cellules
capables de se (dé)différencier (Cerec et al. 2007) contiennent deux types cellulaires bien
distincts : des cellules ayant la méme morphologie que des hépatocytes matures ayant

atteint un niveau de différenciation maximale, entourées de cellules peu différenciées

34



correspondant a des cellules biliaires primitives. Lorsqu‘elles ne sont pas différenciées, elles
présentent une morphologie cellulaire allongée et sont capables d’exprimer les marqueurs
de progéniteurs hépatiques bipotents. C’'est lorsque I’'on ajoute 2% de DMSO aprés 15 jours
d’ensemencement (les cellules sont a confluence), que I'on potentialise leur différenciation

en deux types cellulaires bien distincts.

J1 J2 J15

Cellules
biliaires

High density
+DMSO

Figure 18 : Culture et différenciation des cellules HepaRG

La lignée HepaRG présente un caractere transformé modéré comparativement a des
lignées d’hépatome comme HepG2. L’analyse du profil d’expression de I'ensemble du
génome a révélé que les transcrits des cellules HepaRG sont a plusieurs niveaux bien plus
proches de ceux des hépatocytes humains primaires et des tissus hépatiques humains
comparés a ceux d'autres lignées telles que HepG2 (Hartman et al. 2010). Elles ont

également la capacité a conserver leurs caractéristiques morphologiques pendant au moins

35



un mois apres leur différenciation (Josse et al. 2008). Elles conservent également la capacité
a assurer le métabolisme oxydatif des xénobiotiques (Aninat et al. 2006; Kanebratt and
Andersson 2008) et la synthéese de glycogéne. Elles expriment les transporteurs fonctionnels
responsables de I'efflux et de I'influx des xénobiotiques et des acides biliaires, permettant
ainsi de tester simultanément I'effet d’'un composé chimique et de ses métabolites en aigu
comme en chronique. L'expression de genes caractéristiques d’hépatocytes différenciés
(Aldolase B, CYP3A4), impliqués dans le métabolisme et le transport de xénobiotiques
(CYP3A4, CYP1A2, CYP2E1, CYP2B6, GSTA1l/2, mEH, UGT1A1l) ou codant des facteurs
nucléaires (CAR, PXR), reste relativement stable pendant au moins 4 semaines apres la
différenciation des cellules HepaRG. De méme, les activités enzymatiques correspondantes
des CYPs sont maintenues et restent inductibles par des inducteurs modeles, notamment la
rifampicine, 'oméprazole et le 3- méthylcholanthréne (Kanebratt and Andersson 2008;
Rogue et al. 2012; Gerets et al. 2012). Enfin, La pertinence du modéle des cellules HepaRG
pour les études de toxicité hépatique in vitro par rapport aux modeéles cellulaires
classiquement utilisés a été également évaluée, de méme que son intérét pour des études
de toxicité chronique (Dumont et al. 2010; McGill et al. 2011; Josse et al. 2008; Jossé et al.
2012). Aujourd’hui, la plupart des laboratoires pharmaceutiques comme les laboratoires de
recherche publique utilisent la lignée HepaRG comme substitut des hépatocytes primaires
pour des études prédictives de cinétique et d’interactions médicamenteuses (McGinnity et

al. 2009).

v. Fractions subcellulaires

Une homogénéisation ou rupture des membranes des hépatocytes par traitement
chimique ou mécanique puis une séparation (par la masse, surface ou poids) permet
d’obtenir des fractions subcellulaires. Les fractions subcellulaires comme les microsomes
(qui contiennent les enzymes membranaires comme les cytochromes P450) ou la fraction S9
(qui contient les microsomes et le cytosol) sont des modeéles in vitro communs pour évaluer
la clairance hépatique (“Biologie Cellulaire et Moléculaire - Eduardo D. P. De Robertis, E. M.
F. De Robertis - Google Livres” 2016). lls sont aussi largement utilisés pour identifier les
métabolites formés par voie oxydative et pour I'étude des mécanismes de I'hépatotoxicité

induite par des xénobiotiques (André Guillouzo, Marano, and Adolphe 1995).
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vi. Cellules recombinées hépatiques

Les levures, les bactéries, les cellules d'insectes et de mammiferes non-hépatiques
peuvent étre transfectées avec des ADNc codant pour les CYP450 humains afin d'exprimer
de maniére transitoire ou stable un ou plusieurs cytochromes humains. Elle permettent en

effet d’identifier et de confirmer I'implication individuelle des cytochromes (A. Guillouzo

1998).
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VIABILITE

AVANTAGES

INCONVENIENTS

FOIE ISOLE
PERFUSE

TISSUS
HEPATIQUES

CELLULES
ISOLEES EN
CULTURE
(HEPATOCYTES
PRIMAIRES)

HEPATOCYTES
PRIMAIRES EN
CULTURE

LIGNEES
CELULAIRES :
HEPARG

LIGNEES
CELLULAIRES :
HEPG2

FRACTIONS
SUBCELLULAIRES

CELLULES
RECOMBINEES
HEPATIQUES

1-3h

1-3 jours

7-14 jours

Plusieurs jours

Plusieurs
semaines

Plusieurs
semaines

Temps courts
> 1lou 2h

Temps courts
mais longs
possible

- Organe reproduit

-Architecture du tissu
préservé

-Fonction hépatique
proche du foie

-Bonnes capacités
métaboliques

-Etudes morphologiques
possibles

- Obtention a partir de
foies humains
-Fonctions proches de
celles des hépatocytes in
vivo

-Forte ressemblance au
foie humain
-Comparaison
interespece possible
-Bonne caractérisation
-Cryopréservation
possible

- Majorité des enzymes
hépatiques exprimées

- Reproductible et
robuste

-Bonne prolifération et
différenciation

- Bien caractérisé pour les
études de toxicité

- Exprime une partie des
enzymes hépatiques

-Activité enzymatique
préservée
-Production de
métabolites
-Plusieurs enzymes
humaines exprimées
-Utile pour les CYPs
-Nombre de cellules
illimité

- Expériences de courte
durée

- Procédure difficile
-Difficile a obtenir a partir de
foies sains
-Changements
phénotypiques rapides

- Variabilité biologique
-Procédure d’obtention
difficile

-Courte variabilité

-Pas de canalicule biliaire
-Courte viabilité

-Difficile a obtenir
-Procédure difficile
-Variabilité courte
-Variabilité inter-espéces
-Perte de fonctions
hépatiques

-Cellules transformées
-Originaire d’un seul
donneur

- Faible expression des
enzymes du métabolisme
hépatique

-Composition du milieu de
culture impacte I'expression
des cytochromes

- Cellules transformées
-Etudes a court terme

-Pas de réaction de phase 2
-Besoin de cofacteurs

-Utilisable pour certaines
études seulement

-Pas de niveau enzymatique
physiologique

Tableau 2 : Modeéles cellulaires d’étude de I’hépatotoxicité. D’aprés (Faqi 2013; A.

Guillouzo 1998)



d. Modeles in silico

Appelées QSAR pour Quantitative Structure-Activity Relationships ou « systemes
experts », ces méthodes font appel a des outils informatiques. Elles représentent une
relation entre la structure d’un composé ou d’une classe de composés et un effet biologique,
et donnent une réponse de type oui/non. Les QSAR utilisent des modéles mathématiques
élaborés qui reposent sur des bases de données obtenues d’aprés les études in vivo, in vitro,
ou cliniques, et relient par des corrélations statistiques les informations structurales a la
toxicité. La qualité des QSAR dépend donc de la qualité de la base de données utilisée.
Actuellement, ces méthodes in silico jouent un role d’orientation pour I'évaluation de
produits pour lesquels aucune donnée n’est disponible. Parmi les nombreux modeéles
disponibles, I'industrie pharmaceutique privilégie ceux qui ont été validés, comme DEREK ou
MCASE, trés utilisés pour le médicament mais aussi dans I'industrie chimique, et reconnus
par les instances réglementaires. Ces bases sont enrichies en permanence par les
utilisateurs, ce qui augmente d’année en année leur prédiction (Claude, Goldfain-Blanc, and
Guillouzo 2009). Ainsi, une équipe américaine a mis au point un nouveau modele in silico
capable de prédire la survenue d'une hépatotoxicité dose-dépendante chez 'Homme avec
une précision de 80%. Le modele classe les composés comme toxiques ou non toxiques et
fournit un niveau de confiance pour indiquer les prévisions qui sont les plus susceptibles

d'étre correctes (A. Cheng and Dixon 2003).

e. Essais cliniques

Il s’agit avant d’administrer une molécule a 'homme de définir ce que I'on appelle le
FIM (« First In Human »). Généralement, on utilise toutes les données précliniques, c’est a
dire le type et l'intensité des lésions, la présence de biomarqueurs de toxicité, toutes les
données mécanistiques ou encore les données sur la réversibilité des effets pour calculer
une marge de sécurité chez I'homme. Des calculs sont ensuite effectués en prenant en

compte la surface du corps humain afin de définir une dose initiale maximale recommandée.
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Figure 19 : Arbre décisionnel de fin d’étude préclinique

Les essais cliniques peuvent ainsi débuter : Les essais de Phase | ont pour objectif
d'évaluer la tolérance d'un tout nouveau médicament, et donc la tolérance de I'organisme
au traitement, dans le but de déterminer la dose recommandée. Le traitement évalué est
administré a un petit nombre de malades (10 a 40). Les essais de Phase Il évaluent I'efficacité
d'un traitement. lls nécessitent en général l'inclusion de 40 a 80 malades. Les essais de Phase
Ill sont des essais comparatifs. Ils permettent de comparer le nouveau traitement avec le
traitement utilisé habituellement, dit « traitement de référence » ou « traitement standard »
Deux groupes de patients sont constitués par tirage au sort (randomisation), ce qui permet
de constituer des groupes homogénes et comparables (age, sexe, caractéristiques de la
maladie,...) : I'un recevra le traitement de référence, I'autre le nouveau traitement. Ce n'est
donc pas le médecin qui décide de I'attribution de I'un ou l'autre des traitements a son
patient. lls permettent ainsi d’assurer un bon profil de sécurité hépatotoxique chez

I"lhomme.
f. Le suivi post AMM et la toxicovigilance

Enfin la surveillance de I'effet hépatotoxique continue pendant toute la durée de vie du
médicament. Le systeme de pharmacovigilance s’attache notamment a évaluer les facteurs
évitables du risque médicamenteux, concernant les médicaments en développement ainsi
qgue les médicaments commercialisés. La pharmacovigilance est présente tant au niveau

cliniqgue que préclinique. Tout effet indésirable lié a un probléeme hépatotoxique doit étre
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évalué par les médecins ou par les organismes réglementaires chargés de
pharmacovigilance. Par exemple, en 2012, les données semblaient limitées sur les DILI
associées aux statines. Les rapports sur les effets indésirables suspectés d'étre dus a des
statines ont été analysés par un comité suédois entre 1988 et 2010. Seuls les cas avec >5x la
limite supérieure de la normale de transaminases et/ou > 2x la normale de phosphatases
alcalines ont été inclus. Il en a été conclu apres la récupération des données, qu’un schéma
similaire de lésion hépatique pouvait étre reproduit aprés chaque nouvelle exposition. La
plupart des patients présentaient des lésions hépatiques 3-4 mois apres le début du
traitement. Enfin, |'atorvastatine a été principalement associée a des lésions hépatiques
cholestatiques, alors que les lésions hépatocellulaires semblaient plus fréquentes avec la

simvastatine (Bjornsson, Jacobsen, and Kalaitzakis 2012).
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IV. La cholestase

a. Définition

Le terme cholestase a été introduit en 1970 par Popper et Schaffner afin d’expliquer
I’'accumulation de la bile dans les cellules et dans I'arbre biliaire (Popper and Schaffner
1970). Par définition, la cholestase est une diminution ou un arrét de la sécrétion biliaire
(défaut de transport des acides biliaires du foie vers l'intestin). Les maladies cholestatiques
constituent donc un groupe de maladies d’origine intra ou extra-hépatique. Ce phénomeéne a
pour conséquence une augmentation des concentrations sériques et tissulaires d’acides
biliaires (AB). La cholestase peut étre (i) intrahépatique lors d’'une diminution de I'excrétion
canaliculaire conduisant a une accumulation des ABs dans le cytoplasme des hépatocytes ou
encore (ii) extrahépatique quand il s’agit d’une obstruction qui empéche la progression de la
bile au niveau des conduits biliaires. Elle est associée a une augmentation des taux sériques
de la bilirubine conjuguée et peut se manifester par un ictére, un prurit et une stéatorrhée
(Arrese and Trauner 2003). Elle est souvent accompagnée d’une nécrose et/ou apoptose

(cholestase mixte) (Perez and Briz 2009).

b. Acides biliaires

i. Introduction

Le foie est I'organe glandulaire le plus important. C'est une glande digestive qui
sécréte la bile, liquide jaune et amer, destiné a faciliter la digestion intestinale. En effet,
I'organisme a deux problémes a résoudre. Le premier vient du fait que les graisses ne sont
pas solubles dans I'eau; aucun lipide ne peut étre absorbé tel quel par la muqueuse
intestinale. Les lipides doivent donc étre émulsifiés pour étre absorbés. Les AB se regroupent
en micelles, structures qui ont la capacité d’intégrer d’autres molécules lipidiques
(cholestérol, phospholipides, acides gras). Dans la lumiére intestinale, les micelles

solubilisent les lipides alimentaires et permettent leur absorption.
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Figure 20 : Schéma d’un acide biliaire

Deuxiémement, les globules rouges du sang ont une durée de vie d'environ 120 jours.
Ensuite, lors de I'hémolyse, 'hémoglobine est dégradée en une protéine plus légere, la
bilirubine. La rate et la moelle transforment cette hémoglobine en bilirubine dite "libre"
insoluble dans I'eau. C'est la qu'intervient le foie, capable de transformer cette bilirubine
libre en bilirubine "conjuguée", qui elle, est soluble dans l'eau. La bile permet ainsi
I'élimination de I'hnémoglobine qui sans cela s'accumulerait dans |'organisme et donnerait
une couleur jaune citron a notre peau et des prurits (ictére). Et en méme temps, cette bile
permet une émulsion des graisses dans l'intestin et donc leur absorption ainsi que celles
des vitamines A, D, E et K. La bile neutralise le chyme gastrique acide, grace a des ions
bicarbonates. Elle est constituée d’ABs (dont 50% d’ABs primaires), de protéines, de

cholestérol et de bilirubine (Reshetnyak 2013).

M Bilirubine m Acides biliaires m Protéines i Cholesterol B Phospholipides B Acides gras [ Autres

3%

5%

Figure 21 : Composition de la bile. D’apres (Farina et al. 2009)
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Le débit de la bile est d’environ 700 ml/jour. Trois types d’acides biliaires sont
décrits : primaires, secondaires et tertiaires selon leur lieu de synthese (foie, lumiére
digestive et foie). Un foie adulte normal produit environ 500 mg d’acides biliaires par jour

(Reshetnyak 2013).
i. Synthése des acides biliaires

Les produits finaux a partir du cholestérol sont les acides biliaires. En effet, leur
synthése est la principale voie de catabolisme du cholestérol chez les mammiféres. Bien que
plusieurs des enzymes impliquées dans la synthése des acides biliaires soient actives dans de
nombreux types cellulaires, le foie est le seul organe ou leur compléte biosynthése peut se
produire. Il s’agit de I'un des mécanismes prédominants pour l'excrétion de l'excés de
cholestérol. La synthése d'un effectif complet d’acides biliaires nécessite 17 enzymes et a
lieu dans plusieurs compartiments intracellulaires (cytosol, réticulum endoplasmique (RE),
les mitochondries et les peroxysomes) (Bjorkhem and Eggertsen 2001; Bove et al. 2004). Les
génes codant plusieurs des enzymes de la synthése d'acides biliaires sont sous stricte
régulation afin d’assurer que le niveau nécessaire de production d'acides biliaires soit
coordonné aux conditions métaboliques. Compte tenu du fait que de nombreux métabolites
d'acides biliaires sont cytotoxiques, il est compréhensible que leur synthese soit étroitement
contrblée (Chiang 1998). Synthétisés a partir du cholestérol et sous I'action de I'enzyme :
cholestérol-7-hydrolase, les acides biliaires primaires (acides cholique et
chénodéoxycholique) sont les seuls a étre synthétisés par le foie (80% des sels biliaires de la
bile). La voie neutre débute par I'"hydroxylation du cholestérol par la 7-alpha-hydroxylase
(CYP7A1) dans le réticulum endoplasmique. La voie acide (alternative) qui représente 10 a
15% de la totalité des acides biliaires synthétisés commence par I'hydroxylation du
cholestérol par la 27-hydroxylase (CYP27). Le produit issu du CYP27, le 5-cholesten-3B3-27-
diol est ensuite hydroxylé par le CYP7B1 (Russell 2003). A partir de cette étape, les deux
voies se chevauchent. Le CDCA doublement hydroxylé et le CA triplement hydroxylé sont les
principaux acides biliaires. Leur ratio dépend de l'activité de la stérol-12a-hydroxylase
(CYP8B1). Enfin la synthése d’acides biliaires est complétée dans les peroxisomes
hépatocytaires ou la coenzyme d’acides biliaires, la BAAT (Bile Acid-CoA:Amino Acid N-
Acyltransferase), conjugue soit la taurine, soit la glycine sur le CA ou le CDCA. Au moins 95%

du pool d’acides biliaires est généré via ces deux voies (Boden et al. 2007). Sous forme
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conjuguée, les sels biliaires sont sécrétés dans la bile par les hépatocytes. Parvenus dans
I'intestin, les acides biliaires sont transformés par la flore bactérienne (déshydroxylation
bactérienne) pour former les acides biliaires secondaires : acide désoxycholique et acide
lithocholique. Parvenus en zone iléale, les acides biliaires conjugués sont déconjugués par les
enzymes bactériennes (la flore intestinale devient importante en zone iléale). Tous les acides
biliaires recaptés par le foie sont reconjugués comme les acides biliaires primaires, sauf
I'acide litocholique qui est sulfoconjugué ou réoxydé en ursodésoxycholate, acide biliaire
tertiaire. Apres déconjugaison, I'acide déoxycholique est réabsorbé par l'intestin et il se
retrouve dans le foie ou il sera immédiatement réexcrété vers la bile par un effet de premier
passage ; on parle de cycle entéro-hépatique. En revanche l'acide lithocholique est peu
réabsorbé (Chiang 1998). Les acides biliaires peuvent passer dans le sang et leur

concentration augmente lors de cholestases.
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Figure 22 : Synthése des acides biliaires



ii. Cycle entéro-hépatique

De grandes quantités d'acides biliaires sont sécrétées dans l'intestin chaque jour,
mais seulement des proportions relativement faibles sont excrétées par |'organisme. En
effet, environ 95% des acides biliaires livrés au duodénum sont ré-absorbés dans le sang
avant le passage vers l'iléon (5% des ABs ne sont pas réabsorbés et sont éliminés dans les
selles) (Ridlon, Kang, and Hylemon 2006). Le sang veineux de l'iléon va directement dans la
veine porte, et donc a travers les sinusoides du foie. Les hépatocytes extraient les acides
biliaires tres efficacement a partir de sang sinusoidal et une petite quantité s’échappe du
foie vers la circulation systémique. Les acides biliaires sont ensuite transportés a travers les
hépatocytes pour étre resécrétés dans les canalicules. L'effet de ce cycle entéro-hépatique
est que chaque molécule de sel biliaire est réutilisée environ 20 fois, souvent deux ou trois
fois pendant une phase digestive unique (Gonzalez et al. 2012). Certaines maladies du foie
peuvent modifier radicalement ce modeéle de recirculation ; par exemple, les hépatocytes
|ésés peuvent diminuer la capacité d’extraction des acides biliaires a partir du sang veineux
et des dommages sur le systéme canaliculaire peuvent entrainer des échappements d’acides
biliaires vers la circulation systémique. Des dosages des taux systémiques d'acides biliaires
sont utilisés en clinique en tant qu'indicateur sensible de maladie hépatique (Sponholz et al.

2015).

Cholestérol

Veine porte

Canal biliaire

AB primaires et

\ 4
AB conjugui/
Intestin S— 5
Bactéries intestinale

5% : Elimination
dans les féces

Figure 23 : Le cycle entéro-hépatique
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iv. Transport des acides biliaires

Le transport des ABs, anions ou cations organiques, bilirubine ou encore des
médicaments, fait appel a des transporteurs spécifiques dont I'expression est régulée au
niveau génique notamment par les récepteurs nucléaires. On distingue des transporteurs

d’influx et d’efflux canaliculaires et basolatéraux.

Circulation systémique

Veine Porte

Figure 24: Les différents transporteurs hépatocytaires

1. Transporteurs sinusoidaux

Il s’agit des transporteurs d’influx et également des transporteurs d’efflux (International
Transporter Consortium et al. 2010). Les transporteurs d’influx sont de type SLC (Solute
Carrier Family) et permettent I'entrée des acides biliaires par diffusion facilitée ou transport
actif secondaire dans I’'hépatocyte. Il existe différents types de transporteurs qui se
différencient notamment par la nature et la composition des acides biliaires transportés :

- NTCP (« Na*-Taurocholate Cotransporting Polypeptide » / SLC10A1): il assure le

transport unidirectionnel et sodium-dépendant des acides biliaires conjugués et de
certains médicaments de la veine porte vers I’hépatocyte (P. A. Dawson, Lan, and Rao

2009).
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- OATP 1B1, 1B3, et 2B1 (« Organic Anion Transporting Polypeptides »/SLCO) : ils
assurent le transport d’anions organiques de poids moléculaire élevé (> 350 g/mol) et
de certains cations.

- OAT2 (« Organic Anion Transporter 2 »/SLC22A7) : il assure le transport d’anions
organiques (salicylés) d’'un poids moléculaire généralement plus faible que celui des
substrats des autres OATPs.

- OCT1 (« Organic Cation Transporter »/SLC22A1) : il assure le transport de cations.

Les transporteurs basolatéraux d’efflux sont des pompes de type ABC (ATP-Binding
Cassette) et assurent le retour vers le sang par transport actif primaire de composés ou de
leurs métabolites pour une élimination rénale secondaire (Kéck and Brouwer 2012): Ces
transporteurs appartiennent a la famille des MRPs « Multidrug Resistance-associated
Protein »/ABCC : ils prennent en charge des composés anioniques ou conjugués, notamment
au glutathion. Situés au poble basolatéral de I’hépatocyte, les transporteurs d’efflux
basolatéraux assurent le passage des ABs de I’"hépatocyte dans la circulation systémique, qui
seront ensuite éliminés dans les urines. A I'état basal, ces transporteurs sont faiblement
exprimés. lls font partie de la famille des MRP et sont dépendants de I’ATP. Les plus connus
sont MRP3 et MRP4 (Keppler and Konig 2000; Soroka et al. 2010). Leur expression augmente
lors de situations pathologiques dont la cholestase pour diminuer I'accumulation intra-

hépatique des ABs.

2. Transporteurs canaliculaires

A l'inverse des transporteurs précédemment décrits, il s’agit de transporteurs d’efflux
assurant la sécrétion d’acides biliaires et de xénobiotiques ou de leurs métabolites dans la
bile (Kock and Brouwer 2012). Lors de leur passage, le pouvoir osmotique des ABs crée un
appel d’eau interstitiel, qui traverse les jonctions serrées intercellulaires des hépatocytes. Un
courant biliaire principal est ainsi formé. Ce gradient de concentration favorise la sécrétion
des phospholipides et du cholestérol, ce qui permet la formation de micelles avec les AB, les
rendant moins toxiques pour les cholangiocytes (Nathanson and Boyer 1991). On trouve

principalement les pompes ABC :

49



- P-glycoprotéine (P-gp/ABCB1): elle transporte les cations hydrophobes
amphiphiles, notamment les médicaments anticancéreux. Cette protéine est codée par le
gene MDRI1 (« Multidrug Resistance genel »).

- MRP2 (ABCC2): prend en charge notamment les composés anioniques et des
conjugués au glutathion.

- BCRP (« Breast Cancer Resistance Protein »/ABCG2): assure notamment le
transport de médicaments anticancéreux et de statines, mais aussi de composés hormonaux
(estrone-3-sulfate).

- BSEP (« Bile Salt Export Pump »/ ABCB11) : elle assure I'efflux de I’hépatocyte vers
les canalicules biliaires des acides biliaires et de certaines statines. Son expression est
régulée par le récepteur nucléaire FXR (Farnesoid X Receptor).

- MATE1 (« Multidrug And Toxin Extrusion Protein 1 »/SLC47A1) transporteur
canaliculaire SLC d’efflux, fonctionnant comme un antiport couplé a un passage de proton,

et prenant en charge des composés cationiques souvent aussi transportés par OCT1.
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Nom Nomenclature Fonction
Basolatéraux
NTCP SLC10A1 Transport sodium-dépendant des acides biliaires du sang
portal vers les hépatocytes
OATP1A2 SLCO1A2; SLC21A3; Transport sodium-indépendant des acides biliaires, des
OATP; OATP-A; OATPA | anions organiques, des stéroides conjugués, de certains
types de cations et de nombreux médicaments
OATP2B1 SLCO2B1; OATP2B1; Role possible dans le transport des stéroides sulfatés
OATPB; SLC21A9;
OATP-B;
OATP1B1 SLCO1B1; OATP2; Transport des acides biliaires conjugués, de la bilirubine, de
OATPC ; SLC21A6; la bilirubine glucuro- conjuguée, des stéroides conjugués et
des hormones thyroidiennes
OA TP1B3 SLCO1B3; SLC21A8; | Transport des acides biliaires conjugués, des anions
OATPS; OATP-8 organiques et du 17f- glucuronosyl estradiol
OCT1 SLC22A1 Excrétion de certains types de cations
MRP3 ABCC3 Transport des acides biliaires surtout bivalents et de la
bilirubine glucuro- conjuguée
MRP4 ABCC4 Co-transport des acides biliaires avec le glutathion,
transport des stéroides
conjugués et de certains médicaments
MRP6 ABCC6 Réle possible dans le transport des conjugués au glutathion
OSTo/B SLC51 Transport des acides biliaires conjugués a la taurine et a la
glycine
Canaliculaires
BSEP ABCB11 Transport ATP-dépendant des acides biliaires monovalents
dans la bile; Activation du flux biliaire dépendent des
acides biliaires
MRP2 ABCC2 Transport ATP-dépendant des anions organiques (comme
la bilirubine diglucuronide) dans la bile et des acides
biliaires sulfatés; Contribution au flux biliaire indépendant
des acides biliaires
MDR1 ABCB1 Excrétion A TP-dépendante des divers cations organiques,
xénobiotiques et des cytotoxines dans la bile
MDR3 ABCB4 Transport ATP-dépendant des phospholipides du feuillet
interne vers le feuillet externe de la bicouche membranaire
BCRP ABCG2 Transport des médicaments. Son réle dans I'excrétion des
acides biliaires n'est pas encore confirmé
MATE 1 SLC47A1 Son réle dans I'excrétion biliaire n'est pas encore confirmé

Tableau 3: Syntheése des différents transporteurs hépatocytaires. D’apres (Trauner, Meier,
and Boyer 1998; Halilbasic, Baghdasaryan, and Trauner 2013)
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c. Etiologie

Il est habituel de distinguer la cholestase intra-hépatique de la cholestase extra-

hépatique
i. Cholestase intra-hépatique

La cholestase est dite intra-hépatique lorsqu’elle résulte d’une diminution de
I’excrétion canaliculaire des AB aboutissant a une accumulation des constituants de la bile
dans le cytoplasme des hépatocytes. La principale cause est la toxicité médicamenteuse et
une septicémie est souvent associée. Ces pathologies hépatiques sont souvent associées a
un nombre réduit de conduits biliaires. On retrouve la cirrhose biliaire primitive qui est une
maladie chronique d'origine autoimmune, responsable d'une cholestase lente et
progressive, touchant les canalicules biliaires, et qui est susceptible de provoquer une
insuffisance hépatique terminale. La cholangite sclérosante primitive est également une
maladie intra-hépatique cholestatique chronique caractérisée par une inflammation et une
fibrose des voies biliaires. Il existe d’autres atteintes qui détruisent les voies biliaires : les
réactions médicamenteuses chroniques, le rejet chronique apres transplantation de foie, la

réaction du greffon ou encore la cholangite septique chronique.
i. Lacholestase extrahépatique

Les obstructions des voies biliaires sont généralement dues a une lithiase biliaire
(formation de dép6ts (calculs, ou sédiments) dans une partie de I'organisme, un tissu, un
conduit ou une cavité), a des sténoses (rétrécissement des conduits) ou des tumeurs. Parmi
les tumeurs malignes qui causent une obstruction biliaire, les plus fréguentes sont le

cholangiocarcinome et I'adénocarcinome du pancréas.

d. Physiopathologie

L'exposition prolongée des hépatocytes aux acides biliaires, dans le cas d’une
cholestase intrahépatique ou extrahépatique, est a l'‘origine d’une toxicité cellulaire
entrainant une nécrose et une apoptose cellulaires impliquant divers mécanismes dont la

génération de ROS et un dysfonctionnement mitochondrial (Perez and Briz 2009). A une
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concentration physiologique, cet effet toxique est contré par la formation de micelles avec
les phospholipides et par leur excrétion rapide dans la bile, réduisant |'exposition des
membranes plasmiques a ces choléphiles (Trauner, Meier, and Boyer 1998). Cependant,
dans un contexte cholestatique et lorsque le flux biliaire est interrompu, les membranes
plasmiques sont exposées a des concentrations élevées d’acides biliaires et pour une durée
prolongée, subissant alors leurs effets toxiques. Les transporteurs hépatiques ainsi que leur
régulation transcriptionelle, sont capables de gérer cette accumulation d’acides biliaires
mais plusieurs facteurs peuvent altérer leur fonctionnement et induire une cholestase
comme des mutations, un état inflammatoire, une altération de la polarité cellulaire ou des
jonctions serrées, une modification du cytosquelette ou encore de la dynamique des

canalicules biliaires (Wagner, Zollner, and Trauner 2009).

i. Maladies cholestatiques héréditaires

Les polymorphismes génétiques et les mutations affectant les genes des
transporteurs hépatobiliaires sont habituellement la cause de I'altération de I'expression et
la fonction des protéines codées par ces genes. Les cholestases dues a des mutations
génétiques sont dites « cholestases intra-hépatiques progressives familiales » (PFIC). C'est
un groupe hétérogene de maladies autosomiques récessives rares de I'enfant affectant les
genes des transporteurs des ABs. La PFIC-1 correspond a la mutation du géne ATP8B1 codant
pour la protéine FIC1 qui est présente dans les membranes des cholangiocytes, du pancréas
et de lintestin. La mutation de FIC1 correspond a une perte de l'asymétrie des
phospholipides de la membrane canaliculaire, ce qui la rend vulnérable aux propriétés
détergentes des ABs hydrophobes et entraine la perte des fonctions de transports des
canalicules. Le tableau est caractérisé par une cholestase ictérique a yGT (gamma-glutamyl-
transférase) normales, pouvant évoluer en cirrhose et nécessitant une transplantation
hépatique. La PFIC-2 correspond a la mutation du géne ABCB11 codant pour le transporteur
BSEP. Au niveau biologique, les yGT sont normales. Il peut par la suite y avoir une
insuffisance hépatique, mais sans manifestations extra-hépatiques (Bull et al. 1998). La PFIC-
3 correspond a la mutation du géne ABCB4 codant pour le transporteur MDR3. La protéine
peut étre absente ou faiblement exprimée dans le foie. Par conséquent, les phospholipides

ne sont plus sécrétés dans la bile alors que ceux-ci sont essentiels pour la formation des
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micelles des ABs et pour la solubilisation du cholestérol. Les AB deviennent toxiques et le
cholestérol précipite, entrainant une inflammation et une altération des canalicules biliaires.
(G. Zollner et al. 2001; Wagner, Zollner, and Trauner 2009). Enfin, ces mutations du géne
MRP2 sont associées au syndrome de Dubin-Johnson caractérisé par un déficit de I'excrétion
biliaire de la bilirubine conjuguée et donc une augmentation de sa concentration sérique

sans qu’il y ait une élévation des taux de transaminases (Trauner 1997).
ii. Cholestase acquise

Les troubles cholestatiques peuvent provenir soit de plusieurs mutations génétiques
comme vu précédemment, soit de maladies acquises. Les formes acquises de lésions
hépatiques cholestatiques comprennent des troubles tels que la cirrhose biliaire primitive, la
cholangite sclérosante primitive, la cholestase secondaire a une septicémie, la cholestase
induite par I'inflammation, la cholestase induite par un médicament ou encore la cholestase
gravidique. lls sont responsables, entre autres, des principaux effets cliniques en
comparaison des conditions héréditaires telles que les défauts dans le métabolisme des

acides biliaires ou encore la PFIC (J. Lee and Boyer 2000).

1. Cholestase induite par I'inflammation

La cholestase induite par l'inflammation est une complication fréquente chez les
patients atteints d'infections extra-hépatiques ou de processus inflammatoires, de type
cholestase associée au sepsis. Les produits microbiens, comme I'endotoxine, activent des
voies de signalisation au sein des hépatocytes, soit directement, soit par l'activation de
cytokines pro-inflammatoires, notamment le facteur de nécrose tumorale (TNF-a),
I'interleukine-1B (IL-1B), l'interleukine-6 (IL-6), et les interférons (Teng and Piquette-Miller
2008), menant a des réductions du flux biliaire. Par exemple, I'administration du
lipopolysaccharide (LPS), de TNFa ou d’IL- 1B inhibe significativement I'expression de Ntcp
chez le rat et chez la souris (Green, Beier, and Gollan 1996). Ces cascades de signalisation
pro-inflammatoires conduisent également a une diminution de I'expression et de l'activité
d'un grand nombre de régulateurs de transcription nucléaires, dont beaucoup sont
essentiels pour le maintien de l'expression hépatobiliaire des genes des transporteurs

(Kosters and Karpen 2010). Les cytokines pro-inflammatoires, sécrétées par les cellules de
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Kupffer mais aussi par les hépatocytes (Luster et al. 1994) sont considérées comme des
inhibiteurs de I'expression et de I'activité des récepteurs nucléaires (Geier et al. 2007).
L’activation de NFkB par le LPS antagonise l'activité FXR et suggere ainsi un role anti-
inflammatoire. Ceci a été remarqué dans un modéle murin KO en FXR ou son expression a
été augmentée en cas de traitement par LPS (Y.-D. Wang et al. 2008; Zhou et al. 2006). Fait
intéressant, il a récemment été découvert une relation entre I'activité des récepteurs
nucléaires induite par les ABs et les médiateurs nucléaires pro-inflammatoires pouvant
fournir de nouveaux moyens de comprendre les processus d'adaptation au sein du foie

(Allen, Jaeschke, and Copple 2011).
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Figure 25 : Mécanisme de la cholestase induite par I'inflammation. D’apreés (Allen,
Jaeschke, and Copple 2011)
2. Lacholestase intrahépatique de grossesse

A la fin de la grossesse, certaines femmes présentent des prurits trés graves
commencant souvent au niveau de la paume des mains et de la plante des pieds et pouvant

devenir généralisés. Les démangeaisons graves et intenses sont dues aux sels biliaires qui
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sont déposés dans la peau. Dans ce cas, le débit normal de la bile dans la vésicule biliaire est
perturbé par des quantités élevées d’hormones de la grossesse. Ces changements
hormonaux induisent en effet des modifications dans I'expression des génes de
transporteurs. Par exemple, I’expression des ARNm et des protéines de OATP2 sont inhibées
et une réduction de moitié de I'expression de la protéine de Mrp2 (Cao et al. 2001) est
observée dans le foie de rat pendant la grossesse ou suite a une exposition a
I’éthinylestradiol (Trauner 1997). Contrairement a Mrp2, |'expression de Bsep reste
relativement constante apres une administration d’ethinylestradiol chez le rat (W. M. Lee
2003). En particulier, des mutations touchant certains génes de transporteurs hépatocytaires
(MRD3, par exemple) semblent étre impliquées dans 15 % des cholestases gravidiques

(Jacquemin 2001).
3. La cholestase induite par les médicaments
a) Implication du stress oxydant

Des études ont démontré que le stress oxydant est un des mécanismes de
cholestase impliqué dans le foie humain. Des études in vitro ont prouvé que les acides
biliaires sont capables de lyser les hépatocytes par un mécanisme qui dépend des ROS.
D'autres études ont toutefois montré que ce mécanisme semble étre limité in vivo (Copple,
Jaeschke, and Klaassen 2010). Le stress oxydant est parmi les diverses hypothéses suggérées,
comme étant impliqué dans le mécanisme d’hépatotoxicité notamment par Ia
chlorpromazine (CPZ). Ce pouvoir pro-oxydant peut étre di au fait que la CPZ s’oxyde
facilement par les peroxydases générant ainsi un radical pro-oxydant, la chlorpromazine
cationique (CPZe+). Ce dernier réagit avec des nucléophiles pour donner le SO-CPZ ou des
dérivés hydroxylés. Ce type de cytotoxicité peut intervenir in vivo et contribuer a la
cholestase intrahépatique causée par la CPZ. (H. Y. Cheng, Sackett, and McCreery 1978;
Anthérieu et al. 2013). Plus récemment sur des prélevements sanguins de patients atteints
de cholestase, les niveaux de ROS (ainsi que les niveaux d’ABs) se sont avérés étre de trés

bons marqueurs de la pathologie (Masubuchi et al. 2015).
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b) Cholestase médicamenteuse aggravée par

I'inflammation

Il est intéressant de signaler que la plupart des réactions hépatiques dues aux
médicaments présentent une composante inflammatoire et partagent donc des points
communs avec la cholestase induite par I'inflammation (Wagner, Zollner, and Trauner 2009).
Notre équipe a montré que les cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et IL-1B), sont capables
d’induire un stress inflammatoire ainsi que des caractéristiques cholestatiques dans les
cellules HepaRG, et qu’elles sont également capables d’augmenter la cytotoxicité et
d’aggraver certaines caractéristiques en combinaison avec la CPZ, molécule idiosyncratique

(Bachour-El Azzi et al. 2014).

c) Altération de la dynamique des canalicules, du

cytosquelette et de la polarité cellulaire

En plus des défauts dans l'activité des transporteurs d’ABs, la modification de la
polarité cellulaire ou des jonctions serrées canaliculaires, la perturbation du trafic
intracellulaire et les modifications du cytosquelette peuvent également représenter des
mécanismes importants de cholestase (Wagner, Zollner, and Trauner 2009). Les hépatocytes
sont des cellules épithéliales polarisées dont la fonction dépend de leur capacité a distinguer
les surfaces apicales des surfaces basolatérales intercellulaires. La surface apicale des
hépatocytes est définie comme étant la zone cellulaire générant des canalicules biliaires. La
membrane basale des hépatocytes fait face a I'endothélium sinusoidal et participe
activement a [I'échange d'éléments nutritifs, de toxines, de métabolites et de
I'approvisionnement en sang. Des études ont démontré que I'obstruction des voies biliaires
pouvait provoquer une inversion du pole sécrétoire d’ABs dans les hépatocytes de rat
(Fricker, Landmann, and Meier 1989). En plus des changements dans la polarité cellulaire,
des altérations importantes des différents composants du cytosquelette des hépatocytes ont
été notées au cours d’une cholestase. La plupart des troubles hépatiques cholestatiques
humains et animaux sont associés a des changements profonds dans le cytosquelette des
hépatocytes, y compris la perturbation des microtubules, I'augmentation des filaments
intermédiaires et I'accumulation de faisceaux désorganisés de microfilaments d'actine dans

le domaine pericanaliculaire (Phillips, Poucell, and Oda 1986). Ceux-ci peuvent interférer
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avec les processus de transport transcellulaire des constituants biliaires et altérer la
contraction des canalicules biliaires (Trauner, Meier, and Boyer 1998). Ces changements
peuvent aussi entrainer une perte des microvillosités apicales et ainsi diminuer la
contractilité de la membrane canaliculaire; ils contribuent a une modification de la
perméabilité des jonctions serrées entre les cellules (J. M. Anderson 1996) entrainant une
augmentation de la perméabilité paracellulaire, une fuite des constituants biliaires dans le
plasma et une réduction des gradients osmotiques dans les canalicules biliaires qui
entrainent normalement la sécrétion de la bile (Trauner, Meier, and Boyer 1998). Outre les
processus actifs de transport au niveau des membranes plasmiques des canalicules, la
formation et la composition finale de la bile canaliculaire dépendent de plusieurs autres
mécanismes moins bien définis, comme I'exocytose canaliculaire des vésicules
transcytotiques et des vésicules canaliculaires. Leurs perturbations entrainent une rétention
des transporteurs canaliculaires sur la surface basolatérale des hépatocytes et un retard
dans le transport vésiculaire vers les canalicules biliaires. On trouve également une
modification de I'activité de nombreuses nucléotidases et peptidases, des contractions
périodiques des canalicules biliaires et diverses activités des transporteurs d’électrolytes et
de canaux ioniques hépatocytaires (Phillips, Poucell, and Oda 1986). Enfin, la signalisation
calcique a l'intérieur et entre les hépatocytes peut aussi étre altérée dans la cholestase, ce
qui entraine une modification dans les contractions des canalicules biliaires (Beuers et al.
1993). Les protéines impliquées dans les jonctions serrées (connexines 32 et 26)
disparaissent dans les 24 heures apreés la ligature du canal cholédoque chez les rats, ce qui se
traduit par une diminution des vagues de calcium entre les différents hépatocytes. Cette
baisse peut diminuer les contractions ordonnées des canalicules biliaires et altérer le
processus de micro- péristaltisme qui facilite le mouvement de la bile du canalicules biliaire

vers les voies biliaires (Nathanson and Schlosser 1996).
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Figure 26 : Modification du cytosquelette des hépatocytes en cas de cholestase. D’aprés
(Trauner 1997)

d) Altération des transporteurs hépatiques

Au niveau clinique, la cholestase provoquée par les médicaments est le plus souvent
due, soit a une inhibition du transport des acides biliaires aboutissant a une cholestase
intrahépatique, soit a une ductopénie (vanishing bile duct syndrome) pouvant progresser
vers une cirrhose biliaire. L'altération des transporteurs d’acides biliaires représente la cause
la plus fréquente. L'inhibition de I'efflux canaliculaire de la bile par un médicament peut
avoir lieu directement par une inhibition cis (CsA, rifampicine ou glibenclamide) ou
indirectement par une inhibition trans (estradiol- 17B-glucuronide) du transporteur BSEP
(Stieger et al. 2000) et/ou via une inhibition de MRP2 (fusidate) (Bode et al. 2002). Les
altérations de I'expression des génes observées également au cours d’une cholestase
peuvent étre classées en pro-cholestatiques considérées comme des facteurs contributeurs
et/ou aggravant de la pathologie et en anti-cholestatiques représentant des mécanismes de
compensation, de défense et de protection vis a vis des complications cholestatiques

(Zollner and Trauner, 2008, Wagner et al., 2009).
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a. BSEP

En plus des ABs toxiques qui sont les substrats physiologiques majeurs de BSEP, ce
transporteur canaliculaire est capable de transporter certains médicaments comme par
exemple la pravastatine (Hirano et al. 2005). Beaucoup de xénobiotiques ont été reconnus
comme étant des inhibiteurs de l'activité de BSEP. Un exemple de cette toxicité est la
troglitazone, retirée du marché : le métabolite de phase Il de la troglitazone, la troglitazone
sulfate, est excrété par le foie via le transporteur MRP2. Si MRP2 n’est plus capable
d’éliminer le métabolite, il s'Taccumule dans le foie ou il peut atteindre des concentrations
capables d’inhiber BSEP et d’engendrer I'hépatotoxicité qui en résulte (Funk et al. 2001;
Kostrubsky 2005). Le bosentan un anti-hypertenseur pulmonaire, inhibe également le
transport de I'acide taurocholique dans des vésicules membranaires exprimant BSEP
(Fattinger et al. 2001; Funk et al. 2001). L'expression des transcrits de BSEP est également

inhibée par de nombreux composés (troglitazone, glimepiride,... ) (Garzel et al. 2014).
b. NTCP

NTCP représente I'influx d’environ 80% des ABs allant du sang vers les hépatocytes et
transporte les ABs conjugués et non-conjugués. L'obstruction biliaire chez les rongeurs
entraine des changements importants dans I'expression de ce transporteur. Le transporteur
NTCP qui extrait la plus grande partie des acides biliaires est tres souvent inhibé (activité ou
expression) pour empécher |'absorption des acides biliaires dans les hépatocytes (Van Mil et
al. 2007). I a méme été démontré que I'accumulation des ABs entraine une activation du
récepteur FXR qui lui-méme induit SHP-1 entrainant une répression de NTCP (Denson et al.
2001). Par exemple, la troglitazone et le bosentan alterent I'absorption de taurocholate par
inhibition de NTCP, ce qui représente un mécanisme compensatoire a 'inhibition de BSEP

(Kemp, Zamek-Gliszczynski, and Brouwer 2005).
c. OATP

Les transporteurs de type OATPs impliqués dans le transport des anions et cations
organiques principalement sont également impliqués dans l'absorption des sels biliaires et
xénobiotiques par I'hépatocyte. De nombreux composés se sont révélés étre des inhibiteurs
des isoformes d’OATPs ; toutefois, |I'effet de l'inhibition sur 'homéostase des acides biliaires

reste non élucidé (Cattori et al. 2001; Arrese and Trauner 2003). (Alexander Treiber et al.
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2004) ont rapporté que la digoxine, la quinidine, et la cholécystokinine, inhibiteurs des trois
principaux isoformes d’OATP chez le rongeur ont altéré I'absorption du bosentan dans les
hépatocytes de rats, ce qui suggere que le bosentan, en tant que substrat d’OATP, peut
rivaliser avec les acides biliaires dans I'absorption hépatique médiée par OATP. Toutefois,
étant donnée la contribution mineure d’OATP dans l'absorption hépatique des acides
biliaires, une inhibition compétitive des OATPs seules ne devrait pas affecter de maniere
significative I'homéostasie globale des ABs (Kemp, Zamek-Gliszczynski, and Brouwer 2005).
Méme si NTCP est responsable majoritairement de I'absorption de I'acide taurocholique
dans les hépatocytes de rat en culture (conformation sandwich), la quantité de taurocholate
absorbée par OATP ne peut étre négligée (Xingrong Liu et al., n.d.). L'élévation du niveau
d’acides biliaires intra-hépatique et systémique dans des conditions cholestatiques orchestre
une réponse adaptative, qui est principalement coordonnée par une interaction complexe
entre acides biliaires et récepteurs nucléaires activés par la bilirubine (principalement FXR,
PXR et CAR), dans le but de contrer I'effet cholestatique. A la suite de ce programme
transcriptionnel, les systemes d'absorption basolatéraux des acides biliaires sont nettement
réduits (NTCP, OATPs), alors que les pompes basolatérales exportatrices d’acides biliaires
sont augmentées simultanément (MRP3, MRP4), ce qui est considéré comme un mécanisme
de défense majeur hépatocellulaire pour contrecarrer la toxicité des ABs intracellulaires
(Gernot Zollner and Trauner 2008). Keitel et al., ont également montré qu’au cours d’une
cholestase hépatique, I'influx dépendant et non dépendant de sodium est inhibé suite a une

réduction de I'expression de NTCP et de OATP1B1 chez I’'Homme (Keitel et al. 2005).
d. MRP2

Il est principalement chargé de transporter les acides biliaires bivalents comme ceux
qui sont conjugués aux sulfates, a I'acide glucuronique, et au glutathion réduit (Gernot
Zollner and Trauner 2008) ainsi que d’autres composés amphiphatiques conjugués au
glutathion alors que les acides biliaires monovalents ne sont pas des substrats de ce
transporteur (Keppler and Konig 2000). (Kostrubsky 2005) ont rapporté que MRP2 était le
transporteur majeur de I'excrétion des métabolites de la troglitazone (dont le sulfate de
troglitazone, métabolite toxique) chez le rat. De méme, (Fouassier et al. 2002) ont étudié
I’effet cholestatique du bosentan qui peut étre associé a des altérations de la formation de la

bile canaliculaire par modulation de MRP2. Par contre, la régulation de I'expression de MRP2
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par les acides biliaires est plus compliquée et fait appel a plusieurs autres récepteurs
nucléaires comme PXR et CAR dont les ligands possédent également un effet inducteur de

Mrp2 dans les hépatocytes de rat et de souris (Kast et al. 2002).

e. MRP3-4

MRP3 et MRP4 sont les transporteurs basolatéraux les plus connus en plus du
transporteur OSTa/OSTB. MRP4 (ABCC4) transporte principalement les dérivés sulfatés et se
charge du cotransport des acides biliaires avec le glutathion alors que MRP3 (ABCC3) prend
en charge les dérivés glucuronidés, les acides biliaires bivalents, ainsi que le glutathion,
permettant ainsi |"évacuation des acides biliaires dans la circulation sanguine afin qu’ils
soient éliminés dans I'urine (Keppler and Kénig 2000; Soroka et al. 2010). Alors que dans des
conditions physiologiques normales, les acides biliaires sont excrétés dans la bile, leur
excrétion dans la circulation systémique constitue une voie alternative en cas de cholestase.
Les transporteurs basolatéraux (MRP3, MRP4 et OSTa/OSTB) qui sont normalement
faiblement exprimés, se trouvent fortement induits chez les rongeurs aprées une
alimentation riche en acides biliaires et chez ’'homme en cas de maladies cholestatiques
(Donner and Keppler 2001; Soroka et al. 2010; G. Zollner et al. 2001). En effet, une induction
de l'expression de la protéine MRP3 et une augmentation de sa localisation au pole
basolatéral ont été notées sur les foies des patients souffrant d’une cirrhose biliaire primitive
(Gernot Zollner et al. 2003). De méme, chez les patients souffrant de PFIC, I'expression des
ARNm et de la protéine MRP4 est significativement induite (Keitel et al. 2005). Des
recherches récentes ont aussi montré que le bosentan a le potentiel d’inhiber MRP4
(Morgan et al. 2013). Le mécanisme d’induction de MRP3 et MRP4 dans la cholestase
obstructive n'a pas encore été complétement élucidé. PXR et CAR, récepteurs nucléaires
pouvant étre activés par une accumulation de choléphiles ou encore le facteur de
transcription Nrf2, un régulateur commun de I'expression des transporteurs basolatéraux

MRP2 et MRP3, peuvent étre impliqués (Maher et al. 2007).
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e. Diagnostic
i. Clinique

Les syndromes de la cholestase sont variables : au niveau clinique, on observe un
prurit d0 a I'accumulation d’AB en sous cutané, ainsi qu’un ictere a urines foncées, une
stéatorrhée due a l'incapacité de I'organisme a assimiler les graisses sans I’action des ABs et
une asthénie avec parfois des fievres, des douleurs abdominales, des frissons et des signes
d’hypersensibilité. A plus long terme, on voit apparaitre des signes de carences en vitamines
A, D, E et K, un amaigrissement, une pigmentation cutanée ainsi qu’une évolution en
cirrhose biliaire secondaire. Les symptomes sont le plus souvent réversibles en deux

semaines a 3 mois.
ii. Biologique

Au niveau biologique, les phosphatases alcalines (non exclusivement hépatiques)
sont augmentées jusqu’a 1,5 fois la normale. Leur augmentation est progressive et leur
diminution lors de la guérison est lente (Valla et al. 2013). Les yGT sont supérieures a 3 fois
la normale, en I'absence d’élévation importante des transaminases. L'augmentation des yGT
est non spécifique et peut se retrouver dans I'éthylisme chronique ou dans le syndrome
métabolique. Il s’agit cependant du test le plus sensible de cholestase (mais il existe
également des cholestases a yGT normales). La 5'-nucléotidase est une forme circulante
d'origine hépatique (membrane plasmique hépatocytaire, effet détergent des acides
biliaires). Elle est plus spécifique mais moins sensible que les PAL. Lors de la cholestase, la
bilirubine conjuguée est également augmentée et est tres utilisée comme biomarqueur. Au
niveau hépatique, les mécanismes de conjugaison ne sont généralement pas affectés, mais
elle n’est plus déversée dans la bile et est refoulée dans le sang. Lorsque la concentration en
bilirubine conjuguée dépasse 40 pumol/mL, il se forme une coloration de la peau et des
téguments en jaune: syndrome ictérique. Les urines deviennent également foncées.
Cependant, la cholestase peut étre anictérique dans le cas ol le métabolisme de la bilirubine
n’est pas touché (Valla et al. 2013). Les ALAT, la PAL ainsi que la bilirubine totale sont dosées
en routine. Ces marqueurs permettent d’apprécier I'état général du foie, mais ils demeurent

peu sensibles et spécifiques. On retrouve enfin une hyper-cholestérolémie.
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- s ALT, ,, PA

Type de Iésion hépatique Rapport (ﬁ)/(ﬁ
Hépatocellulaire >5
Cholestatique <2
Mixte 2-5

Le type de lésion hépatique induite par une molécule hépatotoxique est classé selon I'élévation relative des
taux d'alanine aminotransférase (ALT) et de phosphatase alcaline (PA). Les Iésions hépatiques peuvent étre i)
hépatocellulaires avec I'élévation des ALT> 2 x la limite supérieure a la normale (LSN) et un rapport
(ALT/LSN)/(PA/LSN) > 5, ii) cholestatiques avec une augmentation PA> 2 x ULN ou un ratio (ALT/LSN)/(PA/LSN)
<2, ou iii) mixtes avec une élévation des ALT>2 x LSN et PA>2 x LSN avec un rapport (ALT/LSN)/(PA/LSN) entre 2
et 5.

Tableau 4 : Classification des lésions hépatiques (Benichou et al. 1990)

f. Méthode de détection de la cholestase

Bien que rare, la cholestase induite par les médicaments est un sujet important qui
intéresse les industries pharmaceutiques ainsi que les centres de recherche. L'idiosyncrasie
de la cholestase en fait une pathologie impossible a prévoir chez ’lhomme mais pouvant étre
anticipée avec des modeles in vitro. Largement utilisée, la modulation des transporteurs
(BSEP principalement) est la méthode de référence actuelle. Cependant, avec les modeles
cellulaires présentant des caractéristiques fonctionnelles hépatocytaires, de nouvelles
méthodes sont en cours de développement et seront largement décrites tout au long de ce

manuscrit.
i. Modulation des transporteurs (BSEP et autres)

Beaucoup de médicaments ont montré leur potentiel a inhiber l'activité du
transporteur canaliculaire BSEP, et cette inhibition est maintenant considérée comme étant
un des principaux mécanismes par lequel les iDILI peuvent étre initiées chez les patients.
Plusieurs instances réglementaires ont reconnu I'importance de ce transporteur. L'European
Medicines Agency et le International Transporter Consortium ont recommandé qu’elles
soient étudiées en cas de doute dans les études sur I'animal ou méme a postériori aprés les
études cliniques. L'inhibition de BSEP est un facteur de risque chez certaines personnes,
capable d’initier des Iésions cholestatiques de type idiosyncratique (Kenna 2014). Ainsi, on

peut différencier les modeéles acellulaires des modeéles cellulaires. L'étude d’autres
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transporteurs (moins utilisés) comme MRP2, NTCP ou OATP est également un moyen de
détection de la cholestase, mais ces modeéles moins décrits ne sont pas encore validés par les

instances réglementaires.

3. Modeéles acellulaires

On retrouve dans ces modeéles, les vésicules membranaires plasmatiques de foie qui
correspondent a des membranes inversées exprimant BSEP a leur surface. On peut citer
également des vésicules membranaires de lignées cellulaires d’insecte transfectées (comme
par exemple les lignées Sf9, dérivées de I'insecte Spodoptera frugiperda), qui expriment un
seul transporteur (par exemple BSEP). Ces modeles permettent de démontrer un effet direct

de la molécule sur le transporteur.
4. Modéeles cellulaires

Les modeles cellulaires permettent une étude de la cholestase en prenant en compte
I'intégralité de la cellule ou encore la fonctionnalité du canalicule biliaire et le métabolisme
du composé. On retrouve des lignées cellulaires polarisées transfectées, des hépatocytes
isolés en culture (souvent en conformation sandwich), ou encore des lignées cellulaires
exprimant BSEP ou un autre transporteur d’intérét, ou des fonctions proches des

hépatocytes primaires (cellules HepaRG).

ii. Etude des fonctions biliaires et de I'activité globale

Hormis le transporteur BSEP qui a été largement utilisé dans la détection de la
cholestase sur les modeles cellulaires ou acellulaires, les acides biliaires et la bilirubine
représentent également de bons biomarqueurs de cholestase in vivo (J. Chen et al. 2013). En
effet, la fonctionnalité des canalicules biliaires a permis depuis quelques années d’étudier de
facon plus précise la cholestase en utilisant des modéles de foie perfusé isolé ou de canaux
biliaires in vivo. De facon plus historique, les hépatocytes de rat isolés en couplets ont été
utilisés a la fin des années 80 dans I'étude de la sécrétion biliaire et de la cholestase (Graf,
Gautam, and Boyer 1984; Thibault, Claude, and Ballet 1992). En 2014, une équipe a tenté de

mettre en place une méthode sur des hépatocytes humains en conformation sandwich. Elle
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consistait a évaluer le potentiel d’une molécule a altérer ’lhoméostasie des ABs en se basant
sur la capacité a réduire la formation de l'urée (Chatterjee et al. 2014), mais cette méthode
ne semble pas étre d’'une grande prédiction dans la cholestase mais plutot étre un test

fonctionnel cellulaire.

iii. Autres méthodes de détection de la cholestase

Ces dernieres années, des données ont suggéré que le miR- 122 sérique, un micro
ARN circulant possédait un fort potentiel comme biomarqueur spécifique et non invasif pour
le diagnostic des lésions hépatiques induites par la cholestase mais aussi comme un bon
biomarqueur d’hépatotoxicité seule (par exemple induite par I'alcool) (Shifeng et al. 2013).
Les méthodes in silico sont plus rares dans I'étude de la cholestase. Cependant une étude
récente a réussi a démontrer, a développer et a valider un modele de pharmacophore qui
décrit les caractéristiques moléculaires trouvées dans les inhibiteurs de BSEP. Ce modéle
peut étre utilisé comme un outil de dépistage in silico dans l'identification de médicaments

potentiellement cholestatiques (Greupink et al. 2012).
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METHODE PRINCIPE AVANTAGES LIMITES
Membrane -Données reproductibles et robustes  -Préparation des vésicules
VESICULES inversée -Présence de BSEP mais également  -Co(t
MEMBRANAIRES | exprimant d’autres transporteurs -Besoin d’un substrat bien caractérisé
PLASMATIQUES | BSEP a leur -Quantification directe de I'effet des  -Pas de capacité métabolique
DE FOIE surface. composeés
-Données générées rapidement
VESICULES Méme -Disponibles dans le commerce - Pas de capacité métabolique
MEMBRANAIRES principe -Robuste, rapide et reproductible - Seul BSEP est exprimé
TRANSFECTEES :322:225222222:1;%ment
DE LIGNEES fy )
-Permet I’étude d’un seul
CEI"LULAIRES transporteur sans étre géné par les
D’INSECTE autres
Cellules -Permet I'accumulation - Difficulté technique
épithéliales intracellulaire de substrats - Co(t et manque de rapidité
LIGNEES transfectées  -Plusieurs transporteurs peuvent - Plusieurs jours pour générer les
CELLULAIRES capables étre exprimés données
POLARISEES d’exprimer -Les substrats doivent étre bien
TRANSFECTES BSEP caractérisés »
-Peu de capacité de
biotransformation
Rapidement -Permet d’avoir les transporteurs -Niveau technique et co(t
isolés a d’influx et d’efflux -Expression des transporteurs
partir de - Bien pour étudier les mécanismes différents.
HEPATOCYTES | foie humain  complexes de I'excrétion biliaire -Plusieurs jours pour générer les
ISOLES EN -Permet de calculer un indice données
CULTURE d’excrétion biliaire -Besoin de substrats bien
(SANDWICH) caractérisés
-Capacité de biotransformation
limitée dus a la régulation de
différentes enzymes du métabolisme
Les lignées -Permet d’avoir les transporteurs -Expression des transporteurs
cellulaires d’influx et d’efflux différents
LIGNES d’origine -Bien pour étudier les mécanismes -Cellules transformées
CELLULAIRES tumorale complexes de I'excrétion biliaire -Originaire d’un seul donneur
-Permet de calculer un indice
d’excrétion biliaire
-Modele ex-vivo qui reproduit les -Technique et colit
FOIE PERFUSE effets i'n vivo o -Non ra.p.ide
-Données quantitatives sur le flux -Non utilisable chez I’'homme
ISOLE e . .
biliaire et la composition biliaire
-Etude possible des métabolites
Etude -Modele in vivo -Technique et colt
CANAUX directe des  -Données quantitatives sur le flux -Procédure chirurgicale invasive
BILIAIRES IN canaux biliaire et la composition biliaire -Non utilisable chez ’lhomme
VIVO biliaires chez -Etude possible des métabolites -Circulation entéro-hépatique altérée

ACIDES BILIAIRES
PLASMATIQUES
IN VIVO

I"animal
Dosage
analytique
par prise de
sang

-Permet d’avoir les effets indirects
des composés a tester

-Non invasif

-Peut étre incluse dans les études
non cliniques de toxicité

-Méthode lente
-Non spécifique de BSEP

Tableau 5 : Modeéles in vitro d’étude de la cholestase. D’aprés (Kenna 2014)
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V. Bosentan et autres ERAs

a. La famille des Antagonistes des récepteurs a I’endothéline

(ERA)
i. Endothéline et récepteurs

Ce n'est qu'en 1988 que (Yanagisawa et al. 1988) ont décrit la structure en acides
aminés d’un puissant vasoconstricteur libéré par I'endothélium qu'ils ont nommé
endothéline (ET). Il s'agit d'un peptide de 21 acides aminés qui posséde trois isoformes,
nommés ET-1, ET-2, ET-3.Elles sont synthétisées sous la forme de trois précurseurs

beaucoup plus gros : les préproendothélines 1,2 et 3 (polypeptides d'environ 200 acides

aminés).
Endothelin-1 mMRNA 5 Coding region |-AUUUA-3 UTR}- 3
Furin and PC7
Prepro Endothelin-1 NH, — —K--R— —R--R— +—COOH

Big Endothelin-1

ECE 1adl7 i CE-1b- d
(atpH 7) (at pH 5.5)

Neutral Degraded
endopeptidase, ET-1
Deamidase

Figure 27 : Synthése de I’endothéline. D’aprés (Kohan et al. 2011)

Les récepteurs a I'endothéline sont au nombre de trois : les récepteurs A, B et C. Le
récepteur A conduit généralement a une vasoconstriction tandis que le récepteur B va
conduire a une vasodilatation indirecte par libération de monoxyde d'azote et de
prostaglandine. ETg est généralement classé en 2 sous-unités nommées ETg1 et ETsz, qui
résultent d’un épissage alternatif (Frommer and Miiller-Ladner 2008). Enfin le récepteur C
conduit a une inhibition de la sécrétion de prolactine au niveau de I'hypophyse. La liaison de

I'endothéline a ses récepteurs active une protéine G couplée a la phospholipase C qui
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conduit a I’hydrolyse des phospholipides membranaires, donnant ainsi naissance a l'inositol
triphosphate d'une part, et au 1-2 diacylglycérol d'autre part. Ces deux messagers
intracellulaires entrainent une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium

responsable de la contraction du muscle lisse vasculaire (Huggins, Pelton, and Miller 1993).

MNE
AllL
ET-1
R |G
x_q.-f';-_ \
CLA r
ATy PL-C
ETa /"—_"‘\‘
PIP2 IP; + DAG
\\\-+
.
&t

Contraction <= Ca*"«
N =/

R, receptor; Gqg, phospholipase C-coupled Gg-protein;
PL-C, phopholipase C; PIP2, phosphatidylinositol
biphosphate; IP3, inositol triphosphate; DAG,
diacylglycerol, SR, sarcoplasmic reticulum; ME,
norepinephrine; All, angiotensin II; ET-1, endothelin-1;
ul, alphat-adrenoceptor; AT4, type 1 angictensin
receptor; ETa, type A endothelin receptor.

Figure 28 : Voie d’activation calcique du récepteur A a I’endothéline. D’apreés Klabunde et
al. 2014.

De plus, I'ET peut induire une vasodilatation en se liant au récepteur B et en activant
la libération de NO (oxyde nitrique) et/ou du facteur hyperpolarisant dérivé de
I'endothélium (Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor, EDHF), aussi bien au niveau de
la circulation pulmonaire (Zellers, McCormick, and Wu 1994) que dans d'autres territoires

vasculaires.
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Figure 29 : Voie d’activation de la NO par activation du récepteur ETg. D’apres (Zellers,
McCormick, and Wu 1994)

La répartition des récepteurs des cellules endothéliales et des muscles lisses permet
d'expliquer le phénomene de vasodilatation transitoire induite par I'ET (activation initiale de
I'ETs) et de I'hypotension, suivi par une vasoconstriction prolongée et une hypertension
(activation de ETa et ETs musculaires). Les effets directs de I'ET-1 sur le coeur sont modifiés
par des réflexes de barorécepteurs en réponse aux changements de pression artérielle apres
administration systémique de I'ET- 1 (Seo et al. 1994). L'endothéline a été impliquée dans la
pathogenese de I'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) lors de sa liaison aux deux
récepteurs ETa et ETg (Dupuis and Hoeper 2008). En effet (Giaid et al. 1993) ont mis en
évidence une augmentation de I'expression de I'ET1 dans les cellules endothéliales
vasculaires et dans les concentrations plasmatiques de patients atteints d’hypertension
pulmonaire. Avec la reconnaissance de son réle important dans les maladies vasculaires
cardiovasculaires et pulmonaires, I'attention a été portée vers l'application thérapeutique

des agents qui inhibent ce systeme.

i. Propriétés pharmacologiques

Actuellement, trois stratégies peuvent étre utilisées : inhibition des enzymes de
conversion de I'endothéline (ECE), antagonisme duel des récepteurs a I'endothéline (ETa et

ETg), et antagonisme sélectif de I'ETa.
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Figure 30 : Stratégie thérapeutiques de ’'HTAP

Le développement thérapeutique des antagonistes des récepteurs a I'endothéline a
précédé celui des inhibiteurs de I'ECE. De fagon générale, les substances les plus utilisées
sont des antagonistes sélectifs des récepteurs ETa, ou des antagonistes mixtes ETa-ETs, bien
gue quelques antagonistes sélectifs ETg aient été développés récemment. En 1992, quatre
ans seulement apres la découverte de I'ET-1, un premier antagoniste des récepteurs de I'ET-
1 a été synthétisé. Des dizaines d’expériences sur des modeles animaux ont suivi, avec des

résultats trés encourageants.
e Antagonistes ETa

Il s’agit des premiers antagonistes peptidiques spécifiques développés. Spécifique du
récepteur A, le BQ-123 développé chez le rat ou encore le FR 139317 développé chez le
cochon d’inde ont été décrits dans de nombreuses études (Cardell, Uddman, and Edvinsson

1993; Eguchi et al. 1992).
e Antagonistes ETg

Plusieurs antagonistes ETg ont été décrits, en particulier des antagonistes
peptidiques, comme le BQ-788, mais aussi un antagoniste ETg non peptidique, le Ro 46-8443,
qui provogue une baisse de pression artérielle chez le rat normotendu, et une augmentation

de cette pression chez le rat hypertendu (M. Clozel and Breu 1996).
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e Antagonistes mixtes ETa/ETs

Il s’agit d’un progres important dans le développement thérapeutique de cette
famille thérapeutique. Actifs par voie orale, on peut citer le Ro 46-2005 ou le bosentan (M.

Clozel and Breu 1996).

b. Le Bosentan

i. Introduction

La découverte de I'ET- 1 en 1988, a conduit au développement des ERA basé sur la
classe des sulfamides pyrimidiques, dont la molécule Ro 46-2005, un antagoniste des
récepteurs ETao et ETs (Martine Clozel et al. 1993). Afin d'améliorer les propriétés
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques, une optimisation structurelle a été réalisée
conduisant a une nouvelle molécule en 1991: Ro 47-0203, le bosentan (M. Clozel et al.
1994). Commercialisé sous le nom de Tracleer® par les laboratoires Actelion (Suisse) dans un
peu plus de 60 pays, le bosentan a été mis sur le marché aux USA en, 2001, dans I'UE en

2002 et au Japon en 2005.

Premiére Premiére 351 études Etude Mise sur le Mise sur le Mise sur le

Découverte de ik 2 B
PETL publication preuve de mise sur le BREATHE-1 marché au marché au

sur le I'efficacité marché aux Mise sur le canada Japon
bosentan dans la PAH USA et au marché en
canada Europe

marché en
Chine

Figure 31 : Chronologie du développement et de la mise sur le marché du bosentan.
D’apreés Actélion
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ii. Meécanisme d’action

Le bosentan est un antagoniste mixte des récepteurs de I'endothéline (ERA) qui
présente une affinité pour les deux récepteurs ETa et ETg avec une affinité légérement plus
élevée pour le récepteur A. Il diminue les résistances vasculaires pulmonaires et
systémiques, et augmente ainsi le débit cardiaque sans accélérer la fréquence cardiaque (M.
Clozel et al. 1994). En l'absence d'antagoniste des récepteurs de lI'endothéline, les
concentrations d'ET-1 sont fortement corrélées a la sévérité et au pronostic de

I'hypertension artérielle pulmonaire et de l'insuffisance cardiaque.

& wk hypoxia
6 wk hypoxia + 4wk bosentan
+ "'1 1|'l+': D|EGE‘bD 1E||:| n'lgﬂ.:g.l'd

Figure 32 : Modeéle de rat hypertendu. D’apreés (S. J. Chen et al. 1995)

iii. Données cliniques

1. Indications thérapeutiques

Aux USA, le bosentan est indiqué pour le traitement de I'hypertension artérielle
pulmonaire (Groupe | de I'OMS) chez les patients présentant des symptomes de classe OMS
Il a IV, afin d’améliorer la capacité d'exercice et de diminuer le taux d'aggravation clinique.
En Europe, le Tracleer a été approuvé pour le traitement de I'HTAP de classe fonctionnelle llI
pour améliorer la capacité d'exercice et les symptdémes liés a la pathologie, ainsi que pour
I'HTAP de classe Il, ou il a également montré quelques améliorations. Dans I'UE, Tracleer est
également indiqué depuis 2007 pour réduire le nombre de nouveaux ulcéres digitaux chez

les patients atteints de sclérose systémique et d'ulcéres digitaux persistants.
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2. Posologie et mode d’administration

Le bosentan se présente sous forme de comprimés a prendre par voie orale le matin
et le soir avec de I'’eau pendant ou en dehors du repas. La dose utilisée pour une initiation de
traitement est souvent de 62,5 mg deux fois par jour pendant 4 semaines. La dose est
ensuite augmentée pour une posologie d’entretien de 125mg deux fois par jour. Si I'arrét de
Tracleer est envisagé, cet arrét devra étre progressif, parallelement a l'initiation d’un

nouveau traitement.

3. Contre-indication, mise en garde, précaution d’emploi et

interactions médicamenteuses

Le bosentan est contre-indiqué en cas :
- Insuffisance hépatique modérée a sévére
- Taux sériques des aminotransférases hépatiques, supérieurs a 3 fois la limite
supérieure de la normale avant la mise en route du traitement

- Association a la cyclosporine A

Concernant les fonctions hépatiques, des anomalies du bilan hépatique apparaissent
généralement au cours des 26 premieres semaines de traitement. Il s’agit de 'augmentation
des taux sériques d’aminotransférases hépatiques, aspartate et alanine aminotransférases
(ASAT et/ou ALAT). Il est expliqué dans les RCP (résumé des caractéristiques du produit) que
cette augmentation de I'activité sérique des transaminases pourrait étre en partie liée a une
inhibition compétitive de I’élimination des sels biliaires par les hépatocytes. Par ailleurs il est
également dit que « d’autres mécanismes qui n’ont pas encore été clairement déterminés,
pourraient également étre impliqués quand apparait une perturbation des fonctions
hépatiques. ». Ainsi, les aminotransférases hépatiques sériques seront dosées avant le début
du traitement puis tous les mois pendant toute la durée du traitement par le bosentan. De
plus, un dosage sérique des aminotransférases hépatiques doit étre réalisé 2 semaines aprés
toute augmentation de posologie (résumé des caractéristiques du produit, TRACLEER ©
bosentan. date d’approbation/Révision : ao(it 2006 .V06). Le bosentan est un inducteur des
isoenzymes du cytochrome P450, CYP2C9 et CYP3A4. Les données in vitro suggerent
également une induction du CYP2C19. Les concentrations plasmatiques des substances

métabolisées par ces isoenzymes peuvent étre diminuées quand le bosentan est associé. Il

74



est également métabolisé par les isoenzymes CYP2C9 et CYP3A4. Llinhibition de ces
isoenzymes peut augmenter la concentration plasmatique du bosentan (Dingemanse et al.
2014). L’association de cyclosporine A (inhibiteur de la calcineurine) et du bosentan est
contre- indiquée puisque cette association a révélé des taux plasmatiques résiduels de
bosentan environ 30 fois supérieurs a ceux mesurés aprés administration du bosentan seul.
A I'état d’équilibre, ces taux étaient 3 a 4 fois supérieurs a ceux mesurés avec le bosentan
administré seul. Cette interaction s’explique trés probablement par une inhibition des
protéines de transport du bosentan dans les hépatocytes par la cyclosporine. Par ailleurs, les
concentrations plasmatiques de cyclosporine A (un substrat du CYP3A4) étaient diminuées
d’environ 50%, observation tres probablement liée a I'effet inducteur par le bosentan du

CYP3A4 (A. Treiber et al. 2007; Jemnitz et al. 2012).
4. Effets indésirables

Les résultats des études cliniques, y compris de deux études pivots randomisées,
['étude 351 et I'’étude BREATHE-1, ont démontré |'efficacité du bosentan dans le traitement
des patients atteints d'HTAP idiopathique ou HTAP secondaire a des maladies du tissu
conjonctif telles que la sclérodermie (Channick et al. 2001; Barst et al. 2003). Dans une
analyse groupée de 100 patients atteints d'HTAP inclus dans les études pédiatriques non-
contrblées FUTURE 1/2 et FUTURE 3/Extension, des élévations des aminotransférases
hépatiques supérieures a trois fois la normale ont été observées chez 2% des patients.
FUTURE-4, une étude randomisée et controlée par placebo, a étudié la pharmacocinétique,
I'innocuité et I'efficacité du bosentan en thérapie adjuvante a l'inhalation d'oxyde nitrique
(NO) dans le traitement de I'hypertension pulmonaire persistante du nouveau-né. La
pharmacocinétique, la sécurité et la tolérance du bosentan oral ont également été étudiées
chez des volontaires sains de sexe masculin. Le médicament a été trés bien toléré, ne
montrant aucun effet sur la fréquence du pouls, I’électrocardiogramme ou d’autres tests de
laboratoire cliniques (Weber et al. 1999). Cependant, I'effet indésirable le plus fréquent est
une hépatotoxicité qui résulte de l'inhibition d'une pompe d'exportation d'acides biliaires
par le bosentan et ses métabolites (Roberts and Preston 2009). Les effets indésirables sont
définis comme des événements se produisant chez au moins 1% des patients traités par le
bosentan et a une fréquence d’au moins 0,5 % supérieure a celle observée sous placebo. Les

effets indésirables les plus fréquents sont des céphalées (11,5%), des oedémes/rétentions
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anémie/diminution de I’'hémoglobinémie (9,9 %).

hydrosodées (13,2 %), des anomalies des tests de la fonction hépatique (10,9 %) et une

Classe organe/événement indésirable Placebo Tracleer
(toutes les
posologies)

N =80 N =165
N°. % N°. %

Troubles respiratoires, thoraciques et
médiastinaux

Infection respiratoire haute 9 11 % 20 12 %

Rhinopharyngite 6 8% 18 11 %

Pneumonie 1 1% 5 3%
Troubles cardiaques

CEdémes des membres inférieurs 4 5% 13 8%

Palpitations 1 1% 8 5%

CEdémes 2 3% 7 4 %
Troubles gastro-intestinaux

Dyspepsie - 7 4 %

Secheresse buccale 1 1% 5 3%
Troubles du systéme nerveux

Céphalges 16 20% 36 22 %
Troubles d’origine vasculaire

Bouffées de chaleur 4 5% 15 9 %

Hypotension 3 4% 11 7%
Atteintes cutanées

Prurit - 6 4 %
Troubles généraux et au site d’administration

Asthénie 1 1% 6 4 %
Troubles hépato-biliaires

Anomalies de la fonction hépatique 2 3% 14 8%

Tableau 6 : Effets indésirables du bosentan. D’apreés les RCP

iv. Propriétés pharmacologiques
1. Pharmacodynamie

Le bosentan agit par compétition avec la liaison d'ET-1 a la fois sur les récepteurs
ETa et ETg avec une affinité légerement plus élevée pour les récepteurs ETa (Ki= 4,1-43

nanomolaires) que pour les récepteurs ETg (Ki = 38-730 nanomolaires).
2. Pharmacocinétique

La pharmacocinétique du bosentan est dose et temps—dépendante. La clairance et le
volume de distribution diminuent avec les doses intraveineuses croissantes et augmentent
en fonction du temps. Aprés administration par voie orale, I'exposition systémique est

proportionnelle a la dose jusqu’a 500 mg. A des doses supérieures par voie orale, la Cpax

(concentration plasmatique) et le SSC (surfaces sous la courbe) augmentent
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proportionnellement moins vite que la dose. Au niveau de I'absorption, la biodisponibilité du
bosentan est d’environ 50% et ne semble pas étre modifiée par la prise de nourriture. Les
concentrations plasmatiques sont atteintes en 3 a 5 heures. Concernant la distribution, il y a
une forte liaison aux protéines plasmatiques (> 98%) et le volume de distribution est
d’environ 18 litres aprés administration intraveineuse de 250 mg. Enfin la clairance est de
8,2 L/h aprés administration par voie intraveineuse de 250 mg et la demi-vie d’élimination
est de 5,4h (résume des caractéristiques du produit, TRACLEER ® bosentan. date

d’approbation/Révision : ao(t 2006 .V06).

3. Métabolisme

Le bosentan est métabolisé au niveau du foie par les CYP3A4 et CYP2C9, puis éliminé
par excrétion biliaire. Moins de 3% de la dose orale administrée sont retrouvés dans les
urines. De plus, il posséde trois métabolites dont un seul est pharmacologiqguement actif. Ro
48-5033, le métabolite majeur dans le plasma, les urines et les feces sont le résultat d’'une
hydroxylation au niveau du groupement t-butyl du bosentan. Les deux autres métabolites,
Ro 47-8634 et Ro 64-1056, représentent des métabolites mineurs (Lausecker et al. 2000). Ro
47-8634 est le résultat de la O-demethylation de I'ester méthyl phénolique et Ro 64-1056 est
généré par déméthylation et hydroxylation (Weber et al. 1999). Le métabolite majeur est
principalement excrété sous forme inchangée par la bile. Chez les patients adultes,
I’exposition au métabolite actif est supérieure a celle observée chez les sujets sains. Chez les
patients présentant des signes évocateurs de cholestase, I'exposition au métabolite actif

peut étre augmentée.
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Figure 33 : Différents métabolites du bosentan. D’apreés (A. Treiber et al. 2007)

In vitro, le bosentan n’a pas d’effet inhibiteur significatif sur les isoenzymes CYP

testés (CYP1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2D6, 2E1, 3A4). En conséquence, il est vraisemblable

gue le bosentan n’augmente pas les concentrations plasmatiques des médicaments

métabolisés par ces isoenzymes. Le bosentan est un inducteur des isoenzymes CYP2C9 et

CYP3A4 et probablement aussi du CYP2C19 et de la P-glycoprotéine. Des données in vitro

ont indiqué que le bosentan était un substrat de UGT1A1 (Fahrmayr et al. 2013). In vitro, le

bosentan inhibe BSEP dans des cultures d’hépatocytes. Enfin, comme ses métabolites il

rentre dans les hépatocytes par les transporteurs membranaires OATP1B1 et OATP1B3 (A.

Treiber et al. 2007).
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Figure 1 Simplified representation of the pathways involved in hepatobiliary elimination of bosentan
and bile acid (BA). The red dashed arrows represent inhibition. The black dashed arrow represents

the complex and partly unknown effects of bosentan on multidrug resistance-associated protein 2
(MRP2) (see text for details). BSEP, bile salt export pump; CYP, cytochrome P450; NTCP, Na*-taurocholate
cotransporting polypeptide; OATP, organic anion-transporting polypeptides.

Figure 34: Représentation de I’élimination hépatobiliaire du bosentan et des acides

biliaires. D’aprés (Roustit et al. 2014)
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c. Bosentan et hépatotoxicité

Données cliniques d’hépatotoxicité

En 2002, Actelion Pharmaceuticals met sur le marché le bosentan dans le traitement

de I'hypertension artérielle pulmonaire. Les études cliniques révelent que 11% des patients

dans les études de pré-commercialisation sont atteints d’une triple augmentation de la

concentration sérique de I'une ou des deux transaminases hépatiques. Sur I'ensemble des

études controlées contre placebo, des augmentations des aminotransférases hépatiques > 3

fois la limite supérieure de la normale (LSN) ont été observées chez 11,6% des patients

traités par le bosentan contre 0 % des patients traités par placebo. Des élévations jusqu’a 2

8xLSN ont été observées chez 4,6% des patients contre 0,4% des patients sous placebo. Les

élévations des aminotransférases hépatiques étaient associées avec des augmentations de la

bilirubine (= 2xLSN) sans preuve d’obstruction biliaire chez 0,2% (5 patients) traités par le

bosentan et 0,3% (6 patients) sous placebo.

Placebo (n=69)

Bos. 125 mg (n=74) Bos. 250mg (n=70)

Fonction hépatique
anormale
ALT/AST > 3xULN

ALT/AST > 8xULN

2 (3%)

0 (0%)
0 (0%)

3 (4.2%) 10 (14.3%)
11 (11.6%) 10 (14.3%)
2 (2.1%) 5(7.1%)

Tableau 7 : Elévation des transaminases aprés traitment par le bosentan. D’apreés Actelion:
Bosentan Therapy for Pulmonary Arterial Hypertension. Isaac Kobrin, MD. Head of Clinical
Development. Actelion Pharmaceuticals. 9001.01. 2.

Troubles hépato-
biliaires

Treés fréquent

Peu fréquent

Rare

Anomalie du bilan hépatique

Elévation des aminotransférases hépatiques associée
a une hépatite et/ou un ictere

Cirrhose hépatique, insuffisance hépatique

Tableau 8 : Fréquence des troubles hépato-biliaires apres traitement par le bosentan.

D’apres les RCP
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Encore en 2002, la FDA, en approuvant la commercialisation du bosentan, exige
gue la société mette en place un systeme de distribution restreint afin de suivre chaque
patient ayant pris le médicament. Par ailleurs 'augmentation sérique d’ALAT ou d’ASAT
n’étant pas rare pendant le traitement, toute augmentation supérieure a 8 fois la normale
doit engendrer I'arrét définitif du médicament. Une élévation de 5 a 8 fois la normale doit
étre confirmée par des tests répétés et le médicament arrété si les valeurs des
transaminases persistent ou augmentent avec un redémarrage possible si les valeurs
retombent dans la gamme normale. Les élévations d'ALAT sont généralement transitoires et
asymptomatiques et peuvent disparaitre malgré la poursuite du médicament sans
ajustement de la dose. La plupart des cas d'atteinte hépatique aigué due au bosentan ont
été auto-limitées et n'ont pas donné lieu a une insuffisance hépatique aigué (Eriksson et al.
2011). Cependant, des cas isolés d'insuffisance hépatique aigué ont été notifiés, et ont
abouti a un programme de surveillance stricte pour son utilisation. Fait intéressant, plusieurs
cas d'atteinte hépatique aigué attribués aux antagonistes des récepteurs de I'endothéline
ont eu une réponse bénéfique apparemment rapide a la corticothérapie, malgré I'absence

de caractéristiques immunoallergiques ou auto-immunes (Hartman et al. 2010).

ii. Cholestase

Aprés sa mise sur le marché, des rapports concernant de rares cas de lésions
hépatiques cliniqguement apparentes avec la jaunisse ont été associés a l'utilisation du
bosentan. L'apparition de la maladie arrivait habituellement dans les 6 mois apres l'initiation
du traitement et des cas survenus au cours de thérapie chronique ont également été décrits
(Eriksson et al. 2011). Une étude (Fattinger et al. 2001) a examiné si l'inhibition de BSEP
(rongeurs et humains) pourrait représenter une lésion hépatique induite par le bosentan. La
base de données sur les essais cliniques a été ré-analysée afin de trouver les cas de
cholestases induites par le bosentan et d’évaluer le potentiel cholestatique chez le rat ainsi
qgue I'effet de la molécule et de ses métabolites sur le transport de I'acide taurocholique in
vitro. lls ont pu mettre en évidence une augmentation significative d’acides biliaires sériques
chez les patients. L'induction de cholestase a été confirmée chez le rat ainsi que sur des

modeéles in vitro (vésicules membranaires exprimant BSEP).
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1. Cholestase in vivo

Dans une étude de toxicité orale de 12 mois, le bosentan a induit une élévation
moyenne de PAL sériques chez les chiens ayant recu des doses élevées. L’augmentation
enzymatique hépatique observée avec le bosentan a suggéré une obstruction biliaire
primitive avec une nécrose hépatocytaire secondaire ainsi qu’une hépatotoxicité de type
cholestatique. Les augmentations de PAL et de yGT sont indicatives de la lésion des voies
biliaires, et ne sont pas élevées dans les cas de nécrose hépatocytaire primaire. La
pigmentation des canalicules biliaires et de la vésicule biliaire observée par histopathologie
chez les chiens ayant recu la dose la plus élevée est également un signe de cholestase. De
plus, la sécrétion biliaire a semblé étre inhibée par le bosentan, puisque le cholestérol
biliaire a été réduit par des doses élevées (18 et 50 fois la dose recommandée chez I'humain)

et les phospholipides biliaires ainsi que les acides biliaires ont également été diminués.

Effets secondaires observés Dose orale Durée de
avec le bosentan mg/kg/jour  Multiple de la I’étude
dose humaine
recommandé*
PAL élevée 400 40 X 6 mois
Hypertrophie des acini 400 40 X
Hypertrophie du foie 60 5X
Chien - .
Augmentation des ALAT, PAL et 1000 100 X 4 semaines
du poids du foie
Prolifération des canaux biliaires,
nécrose cellulaire
Rat Augmentation du poids du foie 1000 33X 6 mois

Tableau 9 : Etude des effets hépatiques indésirables du bosentan chez I’animal. D’aprés
(John E. Koerner 2001)

Comme vu précédemment, le bosentan a augmenté le niveau d’acides biliaires
sériques aprés un traitement chez le rat (Fattinger et al. 2001). Peu aprés, (Fouassier et al.
2002) ont également voulu savoir si le bosentan ou ses métabolites, tous deux éliminés par

la bile, induisaient des altérations de la sécrétion biliaire. Pour ce faire, des rats KO aux

82



récepteurs mrp2 (TR-) ont recu des injections de bosentan. Ils ont pu observer une
augmentation dose-dépendante de I'excrétion de la bilirubine. Chez les rats recevant le
bosentan (210 mg/kg), a la fois dans des conditions basales et sous perfusion intraveineuse
de taurocholate (2umol / min / kg), les sécrétions de phospholipides et de cholestérol ont
été profondément inhibées et découplées de la sécrétion des sels biliaires. Chez les rats TR-,
I'effet cholérétique du bosentan a été réduit a des niveaux non significatifs. La stimulation de
la sécrétion de la bilirubine n’a montré aucun changement, alors que celle du cholestérol a
été maintenue. En conclusion, le bosentan a modifié la formation de la bile en majeure
partie par I'implication de MRP2. La molécule s’est révélée étre un inhibiteur plus puissant
de I'absorption de Na* dépendant de taurocholate chez le rat (IC50 5,4 M) que sur des
hépatocytes humains en suspension (IC50 de 30 uM). Ainsi, le transporteur NTCP de rat
serait plus sensible que NTCP humain (Leslie et al. 2007). Dans une autre étude, des souris
NOG exprimant un transgene de la thymidine kinase (TK-NOG) avec des foies humanisés ont
montré un profil humanisé d'excrétion biliaire apres administration du médicament. Cette
étude a aussi constaté que les lésions hépatiques cholestatiques facilement détectables se
développent chez les souris TK-NOG avec foies humanisés aprées 1 semaine de traitement par
le bosentan (160, 32, ou 6 mg / kg par jour par voie orale), alors que la toxicité hépatique ne
s’est pas développée chez les souris témoins apres 1 mois de traitement. Les caractéristiques
de toxicité hépatique et histologiques induites par le bosentan chez la souris humanisée en

laboratoire refletent le mécanisme chez les sujets humains (Xu et al. 2015).
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2. Cholestase in vitro
a) Etudes sur les transporteurs

Bien que les mécanismes de cholestases soient nombreux, le bosentan est connu
principalement pour ses fonctions sur les transporteurs hépatiques. En effet, de nombreuses
études in vitro ont été menées sur différents modeles cellulaires ou acellulaires afin de

démontrer le potentiel cholestatique de cette molécule depuis sa mise sur le marché.

e Vésicules membranaires de lignées cellulaires d’insecte

transfectées

Pour élucider la pathogenése moléculaire de la cholestase induite par les
médicaments, (Stieger et al. 2000) ont étudié I'effet de différentes molécules sur des
vésicules de cellules Sf9 et ont démontré I'effet inhibiteur du bosentan sur le transporteur
canaliculaire BSEP. En 2001 (Fattinger et al. 2001), a montré également la capacité du
bosentan a inhiber le transport du taurocholate via BSEP, sur les mémes vésicules. Dans une
étude japonaise la méme année (Mano, Usui, and Kamimura 2007), les effets du bosentan
sur BSEP/Bsep et MRP2/Mrp2 ont été évalués en utilisant encore des vésicules
membranaires dérivées de cellules de Spodoptera frugiperda (Sf9). Les résultats suggéerent
gue le bosentan inhibe BSEP chez ’lhomme avec une puissance similaire chez le rat, et que
I"'augmentation du flux d’acides biliaires chez le rat est au moins partiellement attribuable a
I'activation de Mrp2. Enfin, sur plusieurs études de screening depuis ces derniéres années
utilisant encore un modeéle de vésicules membranaires plasmatiques issues de cellules (5f21
ou Sf9) le bosentan a encore confirmé son fort pouvoir inhibiteur de BSEP (Morgan et al.

2010; S. Dawson et al. 2012; Pedersen et al. 2013; Schadt et al. 2015).

e Hépatocytes isolés en culture (sandwich)

Il s’agit d’un modele trés prisé dans I’étude du potentiel cholestatique des molécules
et particulierement du bosentan. En régle générale, les études ont majoritairement utilisé
des hépatocytes de rats pour montrer une diminution de I'accumulation d’acide
taurocholique (Leslie et al. 2007; Ansede et al. 2010). De plus, en utilisant des hépatocytes

humains cultivés en configuration sandwich, le bosentan a également montré une
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atténuation de transport de NTCP a des concentrations élevées et a également diminué
I'activité de BSEP (Hartman et al. 2010; Jemnitz et al. 2012; Lepist et al. 2014; Susukida et al.
2015). En 2014, de fagon plus originale, une étude de (Garzel et al. 2014) s’est intéressée a
I’expression des transcrits des transporteurs impliqués dans la cholestase, étude rare en
comparaison des autres études portant sur l'activité des transporteurs. Le bosentan a
montré un effet négligeable sur I'activité FXR mais a inhibé I'expression mRNA de BSEP

d’environ 50%.
e Lignés cellulaires

La lignée cellulaire HepaRG a été moins utilisée pour démontrer I'effet inhibiteur du
bosentan sur I'activité des transporteurs hépatiques (Szabo et al. 2013; Susukida et al. 2016).
Tres récemment en 2016, une équipe a caractérisé in vitro la biosynthese et I'élimination des
acides biliaires dans des cellules HepaRG KO en ABCB11 (BSEP). Ils ont montré une
accumulation intracellulaire de BAs augmentée dans les cellules HepaRG-KO exposées au

bosentan et a la troglitazone, mais pas a la dipyridamole (Qiu et al. 2016) .

b) Autre mécanisme de cholestase

A l'inverse d’autres molécules cholestatiques, le bosentan n’est pas un inducteur de
stress oxydant. En effet, il a méme démontré des propriétés anti-oxydantes sur des cellules
cardiaques et pulmonaires de rats (Gupta et al. 2005; Rafikova et al. 2013). De plus, son
action anti-inflammatoire a également été étudiée : (Serafim et al. 2015) ont montré qu’un
traitement par le bosentan sur un modele de souris en situation inflammatoire a réduit
I'inflammation par inhibition de I'anion superoxyde. L'ET-1 peut également agir par un
mécanisme autocrine/paracrine via les récepteurs ETa sur les cellules chémosensorielles et
immunitaires en entrainant une réponse inflammatoire. Le traitement par le bosentan sur
des carotides de rats a démontré cette théorie en bloquant I’hypoxie induite par un
mécanisme inflammatoire (Xuemei Liu et al. 2012). A I'heure actuelle, peut-étre en raison du
peu d’études sur son potentiel cholestatique, il apparait que le bosentan exerce son effet
cholestatique seulement par son action inhibitrice des transporteurs hépatiques et

majoritairement BSEP. En revanche, nous démontrerons dans cette thése qu’il est possible
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de mettre en évidence le potentiel cholestatique du bosentan par une autre méthode basée

sur la fonctionnalité des canalicules biliaires.
3. lIdiosyncrasie

Comme vu précédemment, les lésions hépatiques idiosyncrasiques (iDILI) conduisent
le plus souvent au retrait du médicament ou a des avertissements (Watkins and Seeff 2006).
On présume que ceci est di au fait que le foie est le site principal du métabolisme des
médicaments, ce qui conduit souvent a la formation de métabolites réactifs. Les deux types

les plus courants d’iDILI sont hépatocellulaires et cholestatiques.

Les iDILI sont considérées comme indépendantes de la dose; cependant, la plupart
des cas se produisent a dose thérapeutique chez un individu en dépit d’une habituelle bonne
tolérance. Cependant, dans les essais précliniques, I'hépatotoxicité est souvent prédite aprés
une exposition médicamenteuse a des doses élevées conduisant au stress hépatocytaire.
Toutefois, le concept classique de l'indépendance de la dose est contestée (Senior 2008).
Uetrecht a tout d'abord suggéré que les iDILI étaient rarement observées avec des
médicaments administrés a des doses quotidiennes de <10 mg (Knowles, Uetrecht, and
Shear 2000; Stepan et al. 2011) et de nombreux médicaments retirés du marché ou avec
avertissement comme le bosentan avaient été prescrits a des doses quotidiennes > 50 ou

100 mg (Walgren, Mitchell, and Thompson 2005).

De plus, les médicaments et/ou métabolites ayant la capacité a inhiber BSEP in vitro
ont le potentiel de causer des DILI comme cela a été montré par (Morgan et al. 2010) a I'aide
de vésicules BSEP inversées. Bien que cette approche permettant de tester des médicaments
au stade préclinique a révélé que certains comme le bosentan, ont un puissant pouvoir sur
I'inhibition de BSEP et ont été soit retirés du marché (troglitazone) soit ont recu des
avertissements (imatinib) pour hépatotoxicité, d'autres ont un faible potentiel de risque DILI.
Par conséquent, 'utilisation de I'inhibition de BSEP seul est insuffisante pour déterminer le
risque DILI et d'autres facteurs doivent étre pris en considération dans les mécanismes de la

cholestase induite par le bosentan.

Récemment, (Aleo et al. 2014) ont démontré que les médicaments qui ont un risque
de DILI plus important, influencent a la fois I'activité de BSEP et les activités mitochondriales.

Le dysfonctionnement mitochondrial altérerait la production d'ATP, et en conjonction avec
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I'inhibition de la BSEP, pourrait expliquer le lien synergique entre les mitochondries et les
transporteurs dépendant de I'ATP tels que BSEP dans les DILI. (Woodhead et al. 2014) ont
ainsi émis I’hypothése que la toxicité du bosentan serait vraisemblablement due a un

mécanisme de toxicité combiné : mitochondrie /acide biliaire.

Au niveau du polymorphisme génétique, une équipe chinoise a criblé l'activité
enzymatique de 38 variants du CYP2C9 dans le métabolisme du bosentan. Bien que les
fréquences alléliques de ces alleles soient rares dans la population chinoise (0,1-1,8%),
I'obtention de données relativement précises sur cette distribution semble étre précieuse
dans la pratique clinique puisque plus de 1,3 milliard de personnes vivent maintenant dans la
partie continentale de la Chine. Des microsomes d'insectes exprimant les 38 alléles de
CYP2C9 ont été incubés avec 10 a 625 uM de la molécule. Le bosentan et son principal
métabolite, ont été analysés par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse. Trente-huit alléles défectueux ont été classés en trois catégories en fonction de leur
valeur par rapport au type sauvage : neuf alléles présentaient une augmentation significative
dans les valeurs de clairance intrinséque (Vmax/Km) par rapport au type sauvage (1,5 fois
~4.9 fois par rapport au contrdle); neuf alléles présentaient une réduction dans les valeurs
de clairance intrinséque par rapport au type sauvage (0,6 a 28,9% de la clairance relative).
Enfin, les 20 alléles restants ne présentaient pas de différence significative par rapport au
type sauvage. Ces données ont non seulement fourni de nouvelles informations sur les
polymorphismes génétiques du CYP2C9 et sur leurs impacts biologiques mais montrent
encore une fois que le mécanisme d’hépatotoxicité idiosyncratiqgue du bosentan peut
également mettre en jeu le polymorphisme génétique lié au cytochrome P450 (Mengchun

Chen et al. 2014).

En se basant sur tout ce qui précéde, nous pouvons déduire que le bosentan peut
induire une toxicité hépatique idiosyncratique de type cholestase par des mécanismes qui ne
sont pas encore bien connus. Bien qu’un lien ait été établi entre la dose utilisée de bosentan
pendant le traitement et les réactions de type idiosyncrasique observées (Kenyon and Nappi

2003), ceci ne semble pas étre la seule preuve.
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d. Autres membres de la famille des ERAs

i. Introduction

Les antagonistes des récepteurs a I'endothéline aujourd’hui sur le marché sont au
nombre de 4, grace notamment a une optimisation chimique ou pharmacologique des
molécules permettant un gain d’efficacité ou une atténuation des effets indésirables. Outre,
le bosentan, un autre inhibiteur est actuellement sur le marché aux USA et en Europe ; il
s’agit de I'ambrisentan (2007). Un autre agent, le sitaxentan a été approuvé en 2006 en
Europe mais pas aux USA; il a été retiré du marché en 2010 a cause de problemes
d’hépatotoxicité. Finalement en 2013, un nouveau traitement de I’"HTAP par voie orale est
arrivé sous le nom de macitentan. Les 4 molécules different par plusieurs parametres qui
seront décrits par la suite mais le point important a noter est leur différence dans les
affinités aux récepteurs A et B a I'endothéline. (Davenport and Battistini 2002; Hynynen and
Khalil 2006). Plus intéressant, cette famille a été associée a un taux non négligeable
d’élévation d’enzymes hépatiques sériques pendant le traitement. A linverse de
I’'ambrisentan qui ne semble pas montrer d’hépatotoxicité avec un traitement a long terme,
(Ben-Yehuda et al. 2012), le macitentan qui a une structure similaire au bosentan ne semble
pas inhiber BSEP chez ’'homme (Alexander Treiber et al. 2014; Raja 2010; Bolli et al. 2012)
mais possede la capacité d’inhiber les transporteurs hépatiques in vitro (Hartman et al. 2010;

Lepist et al. 2014; Gillies et al. 2012).
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ii. Comparaison des différents ERA

1. Formule chimique

o N
Ambrisentan —o e |
| o N
QL
P T Ly g
Bosentan -\T_,ﬂ\,ff e 4
S
R o
h N _Aon
Macitentan [ o
V\N‘é's‘N\“ = c‘««/“‘--o’i“‘:n
H © N__N

Sitaxentan

Tableau 10 : Structures chimiques des différents ERA. D’aprés (Chaumais et al. 2015; Erve
et al. 2013)

Contrairement aux deux autres ERAs, 'ambrisentan et le sitaxentan, qui présentent
des structures chimiques différentes et spécifiques pour les récepteurs ETa, le macitentan et
le bosentan partagent une structure chimique similaire et la méme réactivité avec les deux
récepteurs ETa et ETs. En effet, les structures du macitentan et du bosentan ne différent que

par l'addition d'un groupe alkyle-sulfamide sur la structure principale (Chaumais et al. 2015).
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2. Données pharmacologiques, pharmacodynamiques et

pharmacocinétiques

Indi Demi-
Médicaments ndication Affinité vie Références
thérapeutique (t1/2) Métabolisme
Traitement de I'HTAP - Sélectif 15h 5 mgou - UGT (UGT1AS9S, UGT2B7S et RCP (Ben-Yehuda
chez les patients pour ETa 10 mg UGT1A3S) sous forme de et al. 2012)
adultes en classes ; quotidien glucuronoconjugué (Takatsuki et al.
. fonctionnelles Il et IlI (ki 0,016 d’ambrisentan (13 %) 2013) (Chaumais
Ambrisentan o\ c) nm) 2-3.2 _sypstrat pour OATP et al. 2015)
- CYP3A4, et dans une
moindre mesure par le
CYP3AS et le CYP2C19 forme
un métabolite non actif
Traitement de I'HTAP - Double 5h 62.5 mg -Inducteur CYP2C9 et RCP (Fattinger et
dans le but d’améliorer antagoniste puis 125 CYP3AA4. al. 2001) (Mano,
la tolérance a I'effort et mg deux -Métabolisé par CYP2C9 et  Usui, and
les symptémes chezles ° SOXETa fois par CYP3A4 Kamimura 2007)
patients en classe (rjon ) jour -Eliminé par excrétion (A. Treiber et al.
e ED fon'ctionnelle OMS\III. selectif) 6.75 biliaife. ' 2007) Livertox
Traitement des ulceres -3 métabolites dont un seul  (Dhillon and
digitaux chez les actif Keating 2009)
patients souffrant de (Chaumais et al.
sclérodermie 2015)
systémique et d’ulceres
digitaux évolutifs
Traitement au long - Double 16h 10 mg - CYP3A4, CYP2C8, CYP2C9 et RCP. (Lepist et al.
cours des patients antagoniste guotidien CYP2C19 2014) Livertox ;
Macitentan adultes atteint; d’HTAP P 0.13- - IForr.nation d’un métabolite (Kholdani, Fares,
en classe fonctionnelle 2 0.75 réactif and Trow 2014)
OMS Il ou lIl. (non - Excrétion urinaire (Chaumais et al.
sélectif) 2015)
Traitement de I'HTAP - Sélectif 10h 100 mg - CYP2C9 et CYP3A4/5 (Stavros,
dans le but d'améliorer pour ETa quotidien - Effet inhibiteur sur le Kramer, and
la capacité a I'exercice CYP2(9 et, dans une Wilkins 2010)
chez les patients en (6500xETx) moindre mesure, sur les (Dhaun et al.
Sitaxentan classe fonctionnelle IlI Ki = 0.43nM - SE;E;& CYP3A4/5 et 2007)
- Formation d’un métabolite
réactif

-50-60 % de la dose
administrée par voie orale
est excrétée dans les urines

Tableau 11 : Données pharmacologiques, pharmacodynamiques, pharmacocinétiques des
différents ERAs
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L'ambrisentan et le sitaxentan sont tous deux des antagonistes sélectifs de I'ETa a
I'inverse du macitentan et du bosentan qui eux sont des doubles antagonistes des
récepteurs ETa et ETs. Hormis I'ambrisentan qui semble étre métabolisé principalement par
les UGTS, les trois autres molécules sont cytochromes-dépendantes et capables d’étre
métabolisées en un ou plusieurs métabolites réactifs participant a I’hépatotoxicité de type
idiosyncratique. Enfin, I'ambrisentan qui semble étre moins toxique posseéde la dose

administrable la moins élevée a I'inverse du sitaxentan qui présente la dose la plus élevée.
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3. Effets indésirables et hépatotoxicité in vivo et in vitro

Hépatotoxicité Hépatotoxicité
Médicaments Effets indésirables Références

In vivo In vitro

Fréquents: Résultats anormaux des Bon profil Pas d’effet RCP (Ben-Yehuda
analyses de sang destinées a controler  hépatique en inhibiteur sur les et al. 2012)
la fonction hépatique comparaison aux  transporteurs (Takatsuki et al.
. R —— autres ERA. humains. 2013)(Chaumais
. eu fréquents: atteinte du foie,
Ambrisentan hépatite auto-immune Aucune Pas d’induction de etal- 2015)
d’évidence MRP2, PgP ou

d’hépatotoxicité BSEP dans les
hépatocytes de

rats
Fréquents : réactions d’hypersensibilité ASAT et ALAT Inhibition de BSEP,  RCP, (Fattinger
sériques NTCP et al. 2001)
Peu fréquents: augmentés chez (Mano, Usui, and
Résultats anormaux des analyses de le rat Substrat pour Kamimura 2007)
Bosentan sang destinées a controler la fonction (I\)/I?R.II;PZ’ NTCP et (A. Treiber et al.
hépatique avec des hépatites incluant 2007)Livertox ;(D
une possible aggravation d'une hillon and
hépatite sous-jacente et/ou un ictére Keating 2009)
(Chaumais et al.
2015)
Peu fréquents: réactions Augmentation Inhibition de BSEP  RCP. (Lepist et al.
d’hypersensibilité du poids du foie et NTCP dans des 2014) Livertox ;
cellules en culture  (Kholdani, Fares,
Macitentan Hypertrophie and Trow 2014)
centrolobulaire Pénetre dans le (Chaumais et al.
foie Par diffusion 2015)
passive.
Fréquents: Insomnie, étourdissements, Elévation des Inhibition de NTCP (Stavros,
congestion nasale, nausée, aminotransférases dans les Kramer, and
constipation, douleur épigastrique Augmentation hépatocytes Wilkins 2010)
. vomissements, dyspepsie et diarrhée, dose-dépendante humains en (Dhaun et al.
Sitaxentan 5 gmentation des transaminases du poids du foie culture 2007) (Lavelle
hépatiques (ALAT et ASAT), (hypertrophie et al. 2009)

Diminution du
transport via
OATP-B

augmentation de la bilirubine (associée centrolobulaire et
a l'augmentation des ALAT et des ASAT nécrose)
hépatiques)

Tableau 12 : Effets indésirables et hépatotoxicité in vivo et in vitro des différents ERA

92



Au niveau des effets indésirables de type hépatique, le sitaxentan retiré du marché
présente un profil toxique important en comparaison avec les trois autres molécules. Le
bosentan lui-méme hépatotoxique est également reconnu comme étant un agent
cholestatique puissant. Par ailleurs, le macitentan, molécule plus récemment mise sur le
marché, semble présenter un potentiel hépatotoxique proche de celui rencontré avec le
bosentan mais sans de rares associations avec une cholestase. Enfin I'ambrisentan montre

une absence de toxicité dans les conditions de traitement utilisées.

93



94



Contexte et cadre du

projet



96



Les DILI représentent non seulement la cause principale d’insuffisance hépatique et
de transplantation du foie mais sont un probléme majeur de santé publique pour les agences
réglementaires comme pour les firmes pharmaceutiques qui souhaitent développer de
nouveaux médicaments. Il reste difficile de prédire le potentiel hépatotoxique d’une
molécule au cours de la période de R&D, les modéles animaux n’étant pas fiables pour
prédire une hépatotoxicité notamment de type idiosyncratique. Il y a donc un besoin urgent
de nouveaux tests plus pertinents et reproductibles, qui permettent non seulement de
détecter trés tot au cours de leur développement les molécules potentiellement
hépatotoxiques mais également de caractériser les mécanismes de toxicité. Des essais chez
I’'homme n’étant pas possibles, seuls des tests in vitro sur cellules hépatiques humaines

peuvent étre envisagés.

L’objectif de notre travail a été de rechercher une nouvelle méthode de détection des
molécules cholestatiques basée sur leurs mécanismes d’action et d’en évaluer la robustesse
par rapport aux méthodes existantes en utilisant les cellules HepaRG et a titre de

comparaison, les hépatocytes humains en culture primaire, comme modéles expérimentaux.

Notre travail s’est inscrit dans le cadre du programme européen MIP DILI:
Mechanism-based integrated systems for the prediction of drug-induced liver injury (2012-
2017), co-financé par I'Union Européenne et par les firmes pharmaceutiques, et regroupant
des laboratoires académiques, des PMEs et des laboratoires pharmaceutiques dont les
objectifs principaux étaient d’identifier et de valider un panel de tests in vitro afin de mieux
prédire le risque de DILI chez I'homme et d’explorer et comprendre les mécanismes de
toxicité in vivo.

Nos résultats sont présentés en 2 chapitres :

Le premier chapitre porte sur la démonstration que I'altération de la dynamique des
canalicules biliaires associée a celle de la voie de signalisation ROCK/MLCK est une
caractéristique des effets de molécules chimiques/pharmaceutiques reconnues comme

pouvant étre cholestatiques in vivo. Les résultats obtenus ont fait I'objet de 2 publications :

e Ahmad Sharanek*, Audrey Burban*, Matthew Burbank, Rémy Le Guevel, Ruoya Li,

André Guillouzo, and Christiane Guguen-Guillouzo. 2016. “Rho-Kinase/myosin Light
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Chain Kinase Pathway Plays a Key Role in the Impairment of Bile Canaliculi Dynamics
Induced by Cholestatic Drugs.” Scientific Reports 6 (May): 24709.

e Matthew G. Burbank, Audrey Burban, Ahmad Sharanek, Richard J. Weaver,
Christiane Guguen-Guillouzo, André Guillouzo. 2016. “Early alterations of bile
canaliculi dynamics and the ROCK/MLCK pathway are characteristics of drug-induced
intrahepatic cholestasis” Drug Metab Dispos. 2016 Aug 18. pii: dmd.116.071373

Le deuxieme chapitre porte sur I'étude du potentiel hépatotoxique et cholestatique des
antagonistes des récepteurs a I’endothéline. Le bosentan, molécule cholestatique reconnue,
est comparé aux 3 autres ERAs. Ce travail fait I'objet d’une publication actuellement en cours

de soumission :

e Matthew G. Burbank, Ahmad Sharanek, Audrey Burban, Hervé Mialanne, Héléne
Aerts, Christiane Guguen-Guillouzo, Richard J. Weaver, André Guillouzo. 2016.

“Differential cytotoxic and cholestatic potential of endothelin receptor antagonists”
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La déformation des canalicules biliaires et la voie
ROCK/MLCK : marqueurs fonctionnels de la cholestase intra-
hépatique

Une cholestase intra-hépatique d’origine médicamenteuse se développe
habituellement aprés administration chronique d’'un médicament et se caractérise par une
accumulation intracellulaire et sérique associée généralement a une dilatation des
canalicules biliaires (Imanari et al. 1981; Watanabe et al. 1991; Chung et al. 2002). De
nombreux auteurs ont démontré la possibilité de contraction des BC in vitro. Déja en 1982,
(Phillips et al. 1982) observaient, en culture d’hépatocytes, que les BC se contractaient
fréqguemment lorsqu’'on les observait par la technique de time-lapse
cinéphotomicrographique. Un peu plus tard, en 1985, Smith et al. démontraient que des
hépatocytes de rat, maintenus en culture primaire aprés isolement, étaient capables de
produire également des contractions de leurs canalicules biliaires reformés. Par ailleurs,
dans une étude publiée en 1993, Arias et al. établissaient aussi un lien entre I'ultrastructure,
la contraction et la fonction de transport des BC dans les hépatocytes humains. La motilité
des BC a été principalement mise en évidence dans des couplets d'hépatocytes isolés
(Adelstein et al. 2006) et a été signalée comme ayant un réle dans le flux de bile dans les
hépatocytes de rat a la fois dans des modeéles in vitro et in vivo (Watanabe et al. 2007). Par
exemple, il a été démontré que des interférences dans les interactions actine-myosine
provoquées par la phalloidine, la cytochalasine ou encore I'acide lithocholique, diminuaient
le taux de contractions spontanées des BC et réduisaient le flux biliaire (Adelstein et al.
2006 ; Arikawa et al. 1990). Dans le modéle HepaRG, la déformation des canalicules biliaires
a d’abord été observée apres un traitement de 2h par 50uM de chlorpromazine. La
distribution de la F-actine a révélé un BC rétracté aprés 30min de traitement en lien avec un
stress oxydant (Anthérieux et al. 2013). Le méme phénomeéne a été observé I'année suivante
avec 50 uM de cyclosporine A qui a entrainé une perturbation de la distribution canaliculaire
de la F-actine et a causé la constriction des canalicules biliaires aprés 2h d’exposition
(Sharanek et al. 2014). En 2015, Bachour-El Azzi et al. ont été les premiers a étudier la
dynamique des BC évaluée par imagerie time-lapse qui permet d’analyser les cellules

vivantes directement au fil du temps. Certains BC montraient des mouvements de
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contractions et de relaxations dans les cellules HepaRG, ce qui indiquait un état actif
permettant d’évacuer périodiquement les produits accumulés.

Dans notre premier article, nous avons d’abord de démontré la capacité des cellules
HepaRG a évacuer leur contenu intracellulaire grace a la dynamique des BC.Puis, nous avons
montré que ce mouvement dynamique est altéré par des molécules ou médicaments
cholestatiques résultant en une constriction ou une dilatation. Enfin, nous avons mis en

évidence I'implication de la voie ROCK/MLCK dans cette dynamique canaliculaire.

Dans un deuxiéme article, nous avons cherché a étudier plus précisément les
mécanismes de la cholestase d’origine médicamenteuse a partir d’'un nombre plus élevé de
de médicaments. Un groupe de 18 molécules comprenant 12 médicaments cholestatiques et
6 non cholestatiques, définis d’aprés les données cliniques, a été analysé en considérant
plusieurs parameétres : la dynamique des BC, I'implication de la voie ROCK/MLCK, I'inhibition
de I'efflux de taurocholate et I'expression des ARNs des principaux transporteurs hépatiques.
Nos résultats ont montré que les tous médicaments cholestatiques étaient capables de
provoquer une altération précoce de la dynamique des canalicules biliaires associée a une
modulation de la voie ROCK/MLCK et ces changements semblaient étre plus spécifiques que
I'analyse de l'inhibition de I'efflux seul comme marqueurs non cliniques prédictifs de la

cholestase induite par les médicaments.
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SCIENTIFIC REPLIRTS

Rho-kinase/myosin light chain
kinase pathway plays a key role in
‘the impairment of bile canaliculi
oo dynamics induced by cholestatic
e drugs

Ahmad Sharanek®2*, Audrey Burban?>*, Matthew Burbank'?, Rémy Le Guevel®, Ruoya Li*,
- André Guillouzo*? & Christiane Guguen-Guillouzo***

. Intrahepatic cholestasis represents a frequent manifestation of drug-induced liver injury; however,

. the mechanisms underlying such injuries are poorly understood. In this study of human HepaRG

. and primary hepatocytes, we found that bile canaliculi (BC) underwent spontaneous contractions,

which are essential for bile acid (BA) efflux and require alternations in myosin light chain (MLC2)
phosphorylation/dephosphorylation. Short exposure to 6 cholestatic compounds revealed that BC
constriction and dilation were associated with disruptions in the ROCK/MLCK/myosin pathway. At the
studied concentrations, cyclosporine A and chlorpromazine induced early ROCK activity, resulting
in permanent MLC2 phosphorylation and BC constriction. However, fasudil reduced ROCK activity
and caused rapid, substantial and permanent MLC2 dephosphorylation, leading to BC dilation. The

' remaining compounds (1-naphthyl isothiocyanate, deoxycholic acid and bosentan) caused BC dilation

: without modulating ROCK activity, although they were associated with a steady decrease in MLC2

. phosphorylation via MLCK. These changes were associated with a common loss of BC contractions
and failure of BA clearance. These results provide the first demonstration that cholestatic drugs alter
BC dynamics by targeting the ROCK/MLCK pathway; in addition, they highlight new insights into the
mechanisms underlying bile flow failure and can be used to identify new predictive biomarkers of drug-
induced cholestasis.

Intrahepatic cholestasis represents a frequent manifestation of drug-induced liver injury (DILI) in humans'. In
several population-based studies of DILI, a cholestatic pattern and a mixed pattern were observed in 20-40%
and 12-20% of the patients, respectively. The mortality rate in patients has been estimated as 7.8% in certain
: studies, although it can be lower (2.5%) in groups of patients with mixed hepatocellular and cholestatic dysfunc-
© tion% However, the primary problem associated with cholestasis is that accurately predicting its risk is extremely
difficult’.

A frequently reported causal mechanism underlying cholestatic disease is hepatobiliary transporter system
alterations, in particular alterations to the bile salt export pump (BSEP/ABC11), which is the most physiologi-
cally important canalicular bile transporter?. Bile acid (BA) transport and secretion can also be impaired by the

. inhibition of BA uptake and efflux across the sinusoidal membrane. Although many cholestatic drugs are known

© to inhibit BSEP, several others are ineffective®. Therefore, the low prediction rate of the disease suggests that

. drug-induced cholestasis is linked to prior intracellular events involving one or more signalling pathway(s) that
remain to be identified.

: Membrane transporter efficiency, intracellular trafficking and efflux dynamics are necessarily interconnected

© via complex mechanisms that converge in dynamic movements that control bile clearance and involve signalling
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Figure 1. Schematic representation of MLC phosphorylation regulation by Rho-kinase and myosin light
chain kinase. ROCK, Rho-kinase; Ca?*, calcium; CaM, calmodulin; MLCK, myosin light chain kinase; MLCP,
myosin light chain phosphatase; MYPT-1, myosin phosphatase target subunit 1; MLC, myosin light chain, ET-1,
endothelin-1; ETR, endothelin receptor; IP3, inositol 1,4,5-triphosphate; GPCR, G-protein coupled receptor;
PKGC, protein kinase C; PLC3, phospholipase C 3; DAG, diacylglycerol; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinases ;
ERK, extracellular signal-regulated kinases; MAPK, mitogen-activated protein kinases ; GF , growth factor.

mechanisms that interfere with acto-myosin interactions. Rho GTPases play a critical role in actin distribution,
which affects cytoskeleton organization and cell motility®. The RhoA/Rho-kinase (ROCK) pathway plays a major
role in vasocontraction and vascular tone regulation’. Activation of the RhoA/ROCK pathway is also essential for
the contraction of vascular smooth muscle®.

The first step for activating the RhoA/ROCK pathway involves G protein-coupled vasopressor receptors and con-
tractile agonists. These receptors activate the small monomeric GTPase RhoA, which activates ROCK and leads to
MYPT]1 phosphorylation and myosin light chain phosphatase (MLCP) inhibition, thereby resulting in the enhanced
phosphorylation of myosin light chain (MLC). This phosphorylation catalyses interactions between the myosin head
and actin and subsequently allows myosin ATPase to produce a sliding force that results in acto-myosin contraction’
(Fig. 1). Myosin II contractile activity in smooth muscle and non-muscle cells is also stimulated through the phos-
phorylation of MLC by Ca**/calmodulin (CaM)-dependent myosin light-chain kinase (MLCK)'°.

Signalling pathways have been identified as fundamental mechanisms that control bile canaliculi (BC) forma-
tion. Previous studies have shown that the ROCK pathway plays a major role in establishing bile ductular polarity
in hepatic cells", whereas other studies have demonstrated that BAs stimulate canalicular network formation and
maintenance via the cAMP-liver kinase-B1 and AMP kinase-dependent pathways by affecting the actin cytoskel-
eton via phosphorylation of MLC2 and tight junction assembly. This process occurs directly or indirectly through
small GTPases, which alter the cellular energy status'?%. ROCK was also found to mediate the regulation of
intrahepatic vascular tone in humans with cirrhotic livers and in rats with bile ductular ligation'>. However, a
direct contribution of the ROCK/MLCK pathway to intrahepatic BC disorders has not been described.

Polarized hepatocytes are essential for bile flow; and a loss of polarity causes bile secretory failure and cholestasis!.
Primary human hepatocyte cultures, particularly in a collagen sandwich configuration (SCHH), form a multicellular
canalicular network as existing in vivo'’. The differentiated human HepaRG cell line, which expresses phase 1 and 2
drug metabolizing enzymes and transporters and forms polarized structures with functional BC, was successfully used
in the in vitro production of BAs that mimicked features of intrahepatic cholestasis induced by chlorpromazine (CPZ)
and cyclosporine A (CsA) treatment and the characterization of mechanisms involved in the initiation of lesions'®-%.

In this study, 6 compounds with diverse chemical structures were selected, and they all have the ability to
induce BC deformations (Supplementary Table 1). These compounds include the cholestatic drugs CPZ, CsA
and bosentan; the hepatotoxicant a—naphthyl isothiocyanate (ANIT), which is largely used in rodent mod-
els of human intrahepatic cholestasis and biliary function disruption, although the underlying mechanism
remains unclear?'; the Y-27632 ROCK inhibitor analogue fasudil, which is used in combination with bosentan
for the treatment of pulmonary arterial hypertension; and the secondary BA deoxycholate (DCA). A previous
study showed that DCA infusion in rats resulted in canalicular membrane structural alterations accompa-
nied by reduced excretory functions in the liver??. Using these cholestatic agents and taking advantage of the
well-polarized HepaRG and human hepatocytes, we investigated whether the ROCK/MLCK pathway has a criti-
cal role in cytoskeleton rearrangement and the BC deformations that accompany cholestatic insults.

Results

Morphological alterations of BC induced by the tested compounds. Phase-contrast examinations
and rhodamine-phalloidin fluoroprobe labelling of cytoskeletal F-actin showed that untreated differentiated
HepaRG cells as well as conventional cultured human hepatocytes (CCHH) have large biliary pockets (saccular
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lumen: S-BC) that branch out to smaller ductules (tubular lumen; T-BC) that usually occur in one extremity. In
SCHH, however, most ductules are in a tubular form (T-BC) and form a network of connections. BC integrity
was visualized by immunolocalization of the junctional zona occludens-1 protein (ZO-1), which co-localized
with pericanalicular F-actin (Fig. 2A). Canalicular transporters, multidrug resistance protein 1 (MDR1/ABCBI)
and multidrug-resistance-related protein 2 (MRP2/ABCC2), were correctly distributed on across the canalicular
membranes. The accumulation of 5 (and 6)-carboxy-2’,7’-dichlorofluorescein (CDF) into the BC lumen con-
firmed the integrity as well as the activity up to the canalicular poles (Fig. 2A). Typical BC of different sizes closed
by tight junctions were also observed under an electron microscope (Fig. 2B). These characteristics were similar
in the three cell models (HepaRG cells, CCHH and SCHH).

A short exposure to the 6 cholestatic compounds was used to investigate the early events that led to BC defor-
mations in the three cell models. The toxicity of the 6 compounds was evaluated in HepaRG cells using the MTT
test after a 4h exposure (Fig. 3A). Non-toxic concentrations (50 uM each) of CPZ, CsA, fasudil and ANIT; 200 uM
DCA; and 100 M bosentan deformed most S-BC structures (Figs 3 and 4). Therefore, these concentrations were
selected for further analysis. Phase-contrast imaging showed that exposure to CPZ or CsA resulted in the progres-
sive constriction of S-BC, whereas exposure to the other 4 compounds (i.e., fasudil, ANIT, DCA and bosentan)
resulted in spectacular dilation of S-BC in both human HepaRG and primary hepatocytes. S-BC deformations
were confirmed by rhodamine-phalloidin staining of pericanalicular F-actin (Figs 3B and 4) and localization of
the junctional ZO-1 protein in HepaRG cells (Fig. 3B).

Associated dysfunctions of BC dynamics. Using time-lapse microscopy, the BC of untreated HepaRG
hepatocytes revealed spontaneous rhythmic motility characterized by repeated opening and closing spikes every
20-30 min (Fig. 5A; Supplementary video 1). These spikes allowed for the dynamic evacuation of products from
the S-BC into the T-BC, which led to reductions in the S-BC lumen size (Fig. 5B). Comparisons with normal
CCHH showed similar rhythmic movements (Fig. 5A-C). T-BC underwent contraction/relaxation cycles with
no detectable spikes, which may have been related to the tubular nature of BC and the scarcity of S-BC in SCHH
(Fig. 5A-D; Supplementary videos 2 and 3).

We further analysed the spike rhythms in the presence of the different compounds. For instance, within 1h
of the HepaRG cell treatment, CPZ induced permanent constriction of the S-BC, whereas fasudil had induced
strong dilation (Fig. 6A,B). However, both treatments led to a static state of S-BC that was characterized by the
total disappearance of spikes and a loss of connections between the S-BC and T-BC (Fig. 6A-D, Supplementary
videos 4 and 5). The ZO-1 protein distribution was used to measure the BC areas. For example, 73% of the S-BC
from the cell layers exposed to CPZ had lumen with a size <50 um? compared with 41% of the S-BC in untreated
cells. However, in the presence of fasudil, up to 46% of the S-BC were >100 um? compared with only 13% in
untreated cultures (Fig. 6E). These results indicated that alterations occurred in the majority of BC in HepaRG
hepatocytes treated with cholestatic drugs.

Alteration of bile flow as a consequence of BC dynamic disorders. To demonstrate that contractile
dynamic movements have serious consequences on bile flow activity, we used two labelled BAs, 3a.-hydroxy-7-n
itrobenzoxadiazolyl-ursodeoxycholic acid (NBD-UDCA) fluorescent analogue and [*H]-TA, as well as CDFDA.
When the control and treated HepaRG cells were exposed to NBD-UDCA or CDFDA, the effects of the com-
pounds on BA intracellular trafficking and efflux at the canalicular lumen could be detected. After incubation,
fluorescent NBD-UDCA and CDF were found in the BC of untreated cells, whereas they were barely detected in
the constricted BC of CPZ- and CsA-treated cells or in the large isolated BC cisternae induced by ANIT, DCA
and bosentan. However, both fluorescent substrates accumulated in the isolated BC cisternae of fasudil-treated
cells, although the clearance of BC was delayed compared with that of untreated cells (Fig. 7A). Indeed, a 2.7-fold
higher number of CDF-positive BC were observed within 3 h in the fasudil-treated cells compared with that in
the corresponding control cells (Fig. 7A,B). These results indicate a major failure in bile flow that was correlated
with an abnormal morphology of BC and a loss of their dynamic movement induced by all of the cholestatic
compounds.

All of the tested compounds induced an accumulation of [*H]-TA in the cell layers. A reduction in BA
clearance to 43% (p < 0.0001), 13% (p < 0.0001), 49% (p = 0.0002), 32% (p < 0.0001) and 57% (p = 0.001) was
observed with CPZ, CsA, fasudil, DCA and bosentan, respectively. Importantly, accumulations were not detected
after the ANIT treatment (Fig. 7C).

A previous study? showed that the addition of TA accelerated the frequency of BC contractions compared
with that of untreated cells. Consistent with the increased dynamics of BC, TA loading increased the clearance
of [*H]-TA in a dose-dependent manner to 157% (p = 0.02), 207% (p < 0.0001) and 216% (p < 0.0001) at 10, 50
and 100 pM, respectively (Fig. 7D). Interestingly, the treatment with 50 uM CPZ and 50 uM fasudil lowered the
TA-induced increase in [*H]-TA clearance to 55% (p = 0.0004) and 103% (p = 0.01), respectively, whereas the
50 uM TA treatment presented a clearance of 215% (Fig. 7E).

Drug-induced bile flow failure is associated with the modulation of the ROCK pathway. ROCK
has pleiotropic functions and primarily regulates cellular contraction, motility, morphology and polarity. We
examined potential links between disorders of BC dynamics induced by the tested compounds and the ROCK
pathway. Interestingly, BC dilation was observed in the presence of Y-27632 (20 uM), a specific ROCK inhibitor,
indicating a role of ROCK in controlling the morphology of BC (Fig. 8A). Next, we analysed the effects of the
tested compounds on ROCK activity after 1h of treatment. At low concentrations, CPZ and CsA did not sig-
nificantly modify ROCK activity, whereas both compounds induced up to 2-fold increases of ROCK activity at
doses that caused a constriction of BC. However, fasudil inhibited ROCK activity by 50% (p=0.01) and caused a
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Figure 2. Polarity of human HepaRG and primary hepatocytes. (A) Phase-contrast microscopy examination
of the BC in HepaRG hepatocytes, CCHH and SCHH. Rhodamine-phalloidin fluoroprobe staining of
pericanalicular F-actin (red); immunolocalization of the junctional ZO-1 protein (green). Merged images
showing that the junctional ZO-1 protein (green) co-localizes with the pericanalicular F-actin (red) in HepaRG
cells CCHH and SCHH. Immunolocalization of the hepatobiliary transporters MDR1 and MRP2 (green).

CDF accumulation in BC (green). Hoechst-labelled nuclei (blue). Fluorescence images were obtained with

a Cellomics ArrayScan VTTHCS Reader (bar = 30 pm). (B) Electron microscopy examination of the tight
junctions surrounding BC in HepaRG cells (arrows) (bar = 10 um).
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Figure 3. Cytotoxicity evaluation and alteration of the BC morphology by the tested compounds in
HepaRG cells. (A) Cells were incubated for 4 h with different concentrations of CPZ (0-200 uM), CsA

(0-200 uM), fasudil (0-200 uM), ANIT (0-200 uM), DCA (0-800 uM) and bosentan (0-400 uM). Cytotoxicity
was measured by the MTT colorimetric assay. Data were expressed relative to the untreated cells, which

were arbitrarily set at a value of 100%. Data represent the means + SEM of three independent experiments.

(B) Untreated cells and cells treated with 50 uM CPZ, 50 uM CsA, 50 uM fasudil, 50 uM ANIT, 200 uM DCA

or 100 uM bosentan. Phase-contrast images were captured after 3h; BC (arrows); F-actin localized using
rhodamine-phalloidin fluoroprobe (red). Immunolabelling of the junctional ZO-1 protein (green) in HepaRG
cells treated with the tested compounds compared with that of the control cells. Nuclei stained in blue (Hoechst
dye). The images were obtained with a Cellomics ArrayScan VTI HCS Reader (bar = 30 um).

SCIENTIFICREPORTS | 6:24709 | DOI: 10.1038/srep24709

(9]



www.nature.com/scientificreports/

CCHH SCHH

Phase-contrast F-actin

Vot

F-actin

Control

CPzZ

CsA

Fasudil

~ s L 2y . Cr - v i, - < : - n &) 3= e
\ - S X e ) X ~ : .
v . " ’ S s & - N e ' ” v - 4
4 - S By 4 i \
® 3 s > . ) < L N A \ ’ 4 \ R -
- . D ' ’ s
q b " ’ " 3 by ¥ . ’ ’ \
Y » o . . o . - W ¥ L "
= . -y N . . ® 3 » ’ ) » L
-“ o 5 . - 3% Q . . . ~
i A1 X ~d s o~ o 4 X B - y 53 -
. » 4% L i ) s S Vo = . 4 2 t P ) e »r .}
- g NS . n ¢ it - v . {
A ) e 4 . P s . 24 - 3 Y
- " < e o Bes I - & - . Fyr A Y
t 3 « * T @) v < .' \ <) « A § > L K 5
™ . ~ 2 » o ‘, y . » » o « . R - - Y '

Figure 4. Alteration of the BC morphology by the tested compounds in CCHH and SCHH. Untreated cells
and cells treated with 50 uM CPZ, 50 uM CsA, 50 uM fasudil, 50 uM ANIT, 200 uM DCA, or 100 uM bosentan.
Phase-contrast images were captured after 3 h. F-actin was localized using a rhodamine-phalloidin fluoroprobe
(red). Nuclei stained in blue (Hoechst dye). (bar = 30 um).
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Figure 5. Dynamics of BC in human HepaRG and primary hepatocytes. (A) Time-lapse imaging showing
unidirectional rhythmic opening (green arrows) and closing (red arrows) spikes associated with contraction/
relaxation of S-BC (white arrows). (B-D) Quantification of S-BC area in arbitrary units (A.U.) and graphic
representation of spikes. Imaging was performed using an inverted microscope (bar = 10 um), and video
analysis was performed using a modelling tool (Tracker 4.87).
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Figure 6. Disruption of BC rhythmic movements in CPZ- and fasudil-treated HepaRG hepatocytes.

(A,B) Representative time-lapse imaging of HepaRG cells treated with 50 uM CPZ or 50 uM fasudil for 4h

(bar = 10 um). (C,D) Quantification of the S-BC area and spikes showing the early disappearance of rhythmic
spikes (green/red arrows) with both drugs. Occurrence of permanent constriction of S-BC with CPZ and
dilation with fasudil (white arrows). (E) Quantification of the BC area based on ZO-1 protein distribution (as
in Fig. 3) using Cellomics ArrayScan VTT HCS Reader software as described in the Materials and Methods. The
BC were grouped into 3 categories according to their area.
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Figure 7. Effects of the tested compounds on BA clearance. (A) NBD-UDCA and CDF efflux. White arrows
indicate fluorescence in the BC (bar = 30 um). (B) Quantification of CDF accumulation in the BC after fasudil
treatment. (C,D) [°H]-TA clearance in the HepaRG cells treated for 2 h with either the tested compounds or
different concentrations of unlabelled TA. (E) [*H]-TA clearance in the cells treated with either CPZ or fasudil
or co-treated with unlabelled TA. The data were expressed relative to that of the untreated cells arbitrarily set at
100%. The data represent the means + SEM of 3 independent experiments. *p < 0.05 compared with that of the
untreated cells, p < 0.05 compared with that of TA (50 pM) alone.
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Figure 8. Alteration of ROCK activity by the tested compounds. (A) Untreated and 20 pM Y-27632-treated
cells. Phase-contrast images were captured after 3h. F-actin was localized using a rhodamine-phalloidin
fluoroprobe (red). Hoechst-labelled nuclei are shown in blue (bar = 30 um). Note the BC dilation in the
presence of Y-27632 cells. (B) ROCK activity after a 1-h treatment of HepaRG cells using a ROCK activity
assay Kit (Millipore, catalogue CSA001). The data were expressed relative to that of the untreated cells and are
represented as the means + SEM of 3 independent experiments. *p < 0.05 compared with that of the untreated
cells, *p < 0.05 compared with that of either CPZ (50 uM) or CsA (50 uM) alone.

strong dilation of BC, which was expected. No significant ROCK inhibition was observed with ANIT, DCA and
bosentan (Fig. 8B).

Drug-induced bile flow failure is associated with altered myosin Il activation. Non-muscle myo-
sin II is an actin-based motor protein that is controlled by ROCK. Phosphorylation of MLC2, the regulatory
subunit of myosin I1, at serine-19 results in increased myosin ATPase activity and acto-myosin contractility*.
We postulated that the dynamic movements of BC could be controlled by pericanalicular myosin activity. First,
we used the myosin heavy chain ATPase inhibitor BDM (20 mM) and observed alterations of BC that led to
their dilation, which was also observed with fasudil, ANIT, DCA, and bosentan (Fig. 9A). Further analysis of the
phosphorylation state of MLC2 in the untreated cells demonstrated alternating regular phases of phosphorylation
and dephosphorylation of MLC2 every 30-45 min, which were coordinated with BC spikes, indicating a role for
myosin II in controlling BC dynamics (Fig. 9B,C). Treatment with the 6 tested compounds resulted in an impor-
tant disruption of the MLC2 phosphorylation/dephosphorylation rhythm. Treatment with CPZ and CsA induced
permanent MLC2 phosphorylation and led to permanent constriction of the S-BC. However, fasudil drastically
and permanently inhibited MLC2 phosphorylation and caused strong dilation of the BC. This phosphorylation/
dephosphorylation rhythm was also inhibited (although to a lesser extent) by ANIT, DCA and bosentan (Fig. 9C).
A 2-fold increase in the MLC2 phosphorylation/dephosphorylation frequency was observed in the presence of
TA, which was correlated with the increased S-BC contraction/relaxation frequency described above (Fig. 9B).

Both ROCK and MLCK are signalling targets of cholestatic compounds. Because MLCK is cou-
pled to ROCK and shares MLC2 as a common substrate, we evaluated whether MLCK also contributed to BC
lumen alterations. In the presence of ML-9 (20 uM), a specific MLCK inhibitor, S-BC dilation was observed
(Fig. 10A). Therefore, we hypothesized that although ANIT, DCA and bosentan do not have an effect on ROCK
activity, they could act through MLCK inhibition. ANIT, DCA and bosentan alone increased the BC mean area
by 1.9 (p < 0.0001), 1.56 (p=0.0001) and 1.48 fold (p=0.002) after 3 h of exposure, respectively. Co-treatment
with calmodulin (CaM), a primary MLCK activator, counteracted the BC dilation induced by the 3 compounds,
and CaM completely prevented the inhibition of [*’H]-TA clearance induced by bosentan and DCA (Fig. 10D).
Moreover, co-treatment with bosentan and ML-9 did not present an additive effect on BC dilation, indicating
that the two compounds exerted their effect via the same MLCK enzyme target. However, CaM did not exert a
protective effect against fasudil-induced dilation, indicating that fasudil did not act via MLCK, whereas bosentan
combined with fasudil had an additive effect on BC dilation and resulted in a 1.89-fold (p = 0.01) increase in the
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Figure 9. Alteration of MLC2 phosphorylation/dephosphorylation rhythms by the tested compounds.

(A) Untreated and 20 mM BDM-treated HepaRG cells. Phase-contrast images were captured after 3h. F-actin was
localized using a rhodamine-phalloidin fluoroprobe (red). Hoechst-labelled nuclei are shown in blue (bar = 30 um).
(B) Representative western blots of the p-MLC2/total MLC2 forms at various time points. (C) Graphic representation
of MLC2 phosphorylation/dephosphorylation quantified using Image] 1.48 software. The data were expressed in
arbitrary units (A.U.) and represented as the means + SEM of 3 independent experiments.
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Figure 10. Alteration of the MLCK pathway with the tested compounds. (A) HepaRG cells exposed to 20 uM
ML-9 for 3 h and the controls: phase-contrast microscopy and F-actin localization (bar = 30 um). Note the BC
dilation in the presence of ML-9 cells. (B) Time-lapse imaging of HepaRG cells treated with ANIT, DCA, fasudil
or bosentan alone, co-treated with 5 uM CaM; or treated with bosentan + ML-9 or fasudil (bar = 30 um); BC:
green arrows. (C) Quantification of the BC area using Image] 1.48 software as described in the Materials and
Methods. The data were expressed as the fold change in the BC mean area after 3 h relative to the mean area at
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TO (means + SEM of 3 independent experiments). *p < 0.05 compared with that of the untreated cells, *p < 0.05
compared with that of the cultures treated with either ANIT, DCA or bosentan alone. ¥p < 0.05 compared with
that of the cultures treated with both bosentan and fasudil. (D) [*H]-TA clearance in HepaRG cells treated

with bosentan and DCA alone or co-treated with CaM for 2 h. The data were expressed relative to that of the
untreated cells arbitrarily set at 100% and are presented as the means = SEM of 3 independent experiments.

*p < 0.05 compared with that of the untreated cells, *p < 0.05 compared with that of the cultures treated with
either bosentan or DCA alone.

mean area compared with the 1.48-fold and 1.47-fold increases with bosentan and fasudil alone, respectively.
These results indicate that these compounds acted via distinct MLCK and ROCK enzymatic targets (Fig. 10B,C).

Discussion

Cholestasis is a complex multifactorial disease with distinct characteristics. However, its main feature is its fre-
quent association with abnormal BA elimination. Many authors have attempted to predict drug-induced cholesta-
sis based on direct inhibition of the major canalicular BA transporters. Unfortunately, this approach is poorly
predictive because many cholestatic drugs do not directly interfere with BA canalicular efflux transporters®*-2. In
the current work, we took advantage of metabolically competent human HepaRG and primary hepatocyte cells
to demonstrate that drug-induced cholestasis was strongly associated with the deformation and motility failure
of BC. In addition, we provided the first demonstration that the ROCK/MLCK pathway plays a critical role in
disrupting BC dynamic movements via cholestatic agents.

As observed in the liver in vivo?, we found that the biliary saccular lumen and tubular canaliculi structures
were reformed in normal cultured hepatocyte monolayers, with biliary saccular lumen primarily occurring at
bifurcations in the bile canalicular structures of HepaRG cells and CCHH and tubular BC occurring more fre-
quently in the primary hepatocytes maintained in a sandwich configuration. Moreover, the accumulation of
F-actin fibres and specific localization of transporters and junctional proteins contributed to qualifying these
characteristically polarized BC in both in vitro liver cell models®**!.

Biliary secretion is a complex process involving several steps, which include translocating BA across the baso-
lateral membrane and then trafficking through the cytoplasm, transporting across the canalicular membrane, and
effluxing out of the canalicular lumen. The motility of BC was mainly demonstrated in isolated hepatocyte cou-
plets® and has been reported to play a role in bile flow in rat hepatocytes both in vitro and in vivo®. For instance,
it has been shown that interference in acto-myosin interactions by phalloidin, cytochalasin or lithocholic acid
decreases the rate of spontaneous contractions of BC and reduces the flow of bile**~*. Herein, time-lapse micros-
copy was used to study human HepaRG and primary hepatocytes, and we observed contractions of BC charac-
terized by repeated opening and closing processes as well as the unidirectional expulsion of what appeared to be
bile products from the S-BC to a proximal small T-BC. Importantly, the contractions appeared to be essential
for the clearance of BAs. TA loading resulted in an increased frequency of BC contractions accompanied by the
increased efflux activity of TA, which is a strong evidence that these contractions have a role in bile flow?. The
electron microscopy observations of neighbouring BC with different sizes also supported the occurrence of BC
contractions.

One important observation of the present work was that BC motile activity was rapidly inhibited by exposure
to various cholestatic compounds. By performing a comparative analysis of the 6 compounds, our study showed
that BC could be deformed early depending on the tested compounds. Thus, for the first time, two main classes
of cholestatic drugs could be distinguished, one that includes CPZ and CsA and induces canalicular lumen con-
striction and another that includes fasudil, ANIT, DCA and bosentan and induces canalicular lumen dilation.
Interestingly, both classes of cholestatic drugs were associated with strong impairments of contractile movements.
Under similar experimental conditions, the two non-cholestatic hepatotoxic drugs paracetamol and amiodarone
did not cause obvious BC alterations (not shown). Noticeably, BC constriction as observed with CPZ and CsA
might represent severe effects related to the induction of oxidative and endoplasmic reticulum stress at high drug
concentrations, which ultimately lead to cell death as previously reported'®'*. Further investigations of a large
series of cholestatic and non-cholestatic drugs are needed to identify the mechanisms underlying these irrevers-
ible effects.

A failure of bile secretion fundamentally defines cholestatic disease and is associated with morphological and
contractile disorders. Three main observations support the occurrence of bile secretion failure. i) Abnormal intra-
cellular accumulation of [*H]-TA in the presence of CPZ and CsA as well as with fasudil, DCA and bosentan. This
accumulation was dose-dependent regardless of whether these drugs constricted or dilated the canalicular lumen,
and similar results have been reported with CPZ and CsA'-%, while this is the first description of the adverse
outcome induced by the widely-used drug fasudil. ii) Concomitant markedly diminishment of BA clearance as
indicated by the efflux of fluorescent NBD-UDCA in the presence of CPZ and fasudil. However, these deformed
BC (constricted or dilated) appeared as inert cisternae without the ability to undergo dynamic contractions and
opening in a rhythmic manner to discharge their contents, which was observed in the control BC. This result
supports the hypothesis that impaired contractile movements of canalicular lumens are critical for clearance
deficiencies. iii) Impairment of the compensatory feedback control of BA clearance in the presence of cholestatic
drugs, which was shown with TA loading.

Because the functional basis of BC contraction/relaxation dynamics is mediated by actin filaments, cholestatic
drugs would be expected to alter contractile movements, and this led us to identify the molecular mechanisms
controlling myosin ATPase activity, which is a key step in the development of acto-myosin-based contractile
forces. Motor myosin II activity is mainly controlled by phosphorylation of its light chain. Therefore, we investi-
gated the two classes of enzymes, MLC kinases and Rho-kinases, which are known to be the major kinases that
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Figure 11. Schematic representation of the main molecular targets of the tested cholestatic compounds

in the ROCK/MLCK pathway. (1) CsA and CPZ induced the activation of ROCK activity and maintained
abnormally high MLC2, thereby leading to BC constriction. However, (2) fasudil and Y-27632 inhibited ROCK
activity and caused MLC2 dephosphorylation, thereby leading to BC dilation. (3) DCA, ANIT, bosentan and
ML-9 inhibited Ca?"/CaM-dependent MLCK instead of ROCK and led to BC dilation. (4) BDM inhibited
myosin IT heavy chain ATPase activity and disrupted acto-myosin interaction causing BC dilation. ROCK,
Rho-kinase; Ca?*, calcium; CaM, calmodulin; MLCK, myosin light chain kinase; MLCP, myosin light chain
phosphatase; MLC, myosin light chain; BC, bile canaliculi.

phosphorylate MLC in vitro and in vivo®8. This work provides the first evidence that the ROCK/MLCK pathway
and its associated enzymes are major targets of the cholestatic compounds that lead to deformation of the apical
lumen and impairment of contractile movements. This conclusion is supported by the following evidence: (i)
time-dependent alternations of MLC2 phosphorylation/dephosphorylation states in untreated cells were coor-
dinated with the contraction frequency of BC; (ii) TA treatment increased the frequency of BC contractions
and MLC2 phosphorylation/dephosphorylation and also increased the clearance of radiolabelled [*H]-TA; (iii)
activation of ROCK activity was observed as early as 1 h after exposure to either CsA or CPZ and maintained an
abnormally high MLC2 phosphorylation level; (iv) prevention of CsA- and CPZ-induced activation of ROCK
by fasudil; (v) rapid, drastic and permanent MLC2 dephosphorylation leading to BC dilation by the stable and
potent ROCK inhibitor fasudil; (vi) reduction of MLC2 phosphorylation by DCA, ANIT and bosentan, which
was similar to that of fasudil although to a lower extent, and abrogation of the phosphorylation/dephosphoryla-
tion dynamics by targeting Ca?*/CaM-dependent MLCK instead of ROCK; and (vii) regulation of BC by actin via
a contribution of the myosin IT heavy chain ATPase as indicated by the effect of BDM, an inhibitor of this enzyme,
which clearly mimicked MLCK and ROCK inhibitors by inducing BC dilation, thereby making this enzyme
another potential signalling target for cholestatic compounds.

In summary, our work demonstrates that spontaneous rhythmic contractions of BC are essential for bile flow.
These contractions are correlated with the rhythm of MLC2 phosphorylation/dephosphorylation. By targeting
distinct regulators of the ROCK/MLCK/myosin pathway, cholestatic compounds with diverse chemical struc-
tures and therapeutic properties can induce alterations in the contractile movements of BC and impairments in
the secretion of BA (Fig. 11). This study highlights new insights into the mechanisms underlying the disruption
of BA secretion and identifies new potential predictive biomarkers for drug-induced cholestasis.

Materials and Methods

Reagents. Cyclosporine A (CsA), chlorpromazine (CPZ), deoxycholic acid (DCA), 2,3-butan-
edione monoxime (BDM), la-naphthyl isothiocyanate (ANIT), methylthiazoletetrazolium (MTT),
4-(1-Aminoethyl)-N-(4-Pyridyl) cyclohexanecarboxamide dihydrochloride (Y-27632), 1-(5-Chloronaphthalene-
1-sulfonyl)-1H-hexahydro-1,4-diazepine hydrochloride (ML-9), taurocholic acid (TA) and 5 (and 6)-car-
boxy-2,7-dichlorofluorescein diacetate (CDFDA) were purchased from Sigma (St. Quentin Fallavier, France).
Rho-associated kinase (ROCK) activity assay Kit was from Merck Millipore (Fontenay sous Bois, France).
3a-hydroxy-7-nitrobenzoxadiazolyl-ursodeoxycholic acid (NBD-UDCA) fluorescent analogue was a gift from
Pr A. F Hoffmann (San Diego, USA). Fasudil (HA-1077) was purchased from BPS Bioscience (Le Perray En
Yvelines, France). Bosentan was obtained from Sequoia Research Products (Pangbourne, U.K.). Calmodulin
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(CaM) was from Merck Chemicals (Fontenay sous Bois, France). Phalloidin fluoprobe was purchased from
Interchim (Montlugon, France). [*H]-Taurocholic acid ([*H]-TA) was from Perkin Elmer (Boston, MA, USA).
Specific antibodies against Phospho-Myosin Light Chain 2 (Ser19) (diluted 1:1000, catalog 3675), total MLC2
(diluted 1:1000, catalog 8505) were purchased from Cell Signalling Technology (Schuttersveld, Netherlands).
Anti-multidrug-resistance-protein 1 (MDR1) (diluted 1:50, catalog 517310) was obtained from Calbiochem
(Saint Aubin, France). Anti-zona occludens protein 1 (ZO-1) (diluted 1:500, catalog 610966) antibody was
obtained from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France). Anti-MRP2 (1:200, catalog 3373) antibody was from
Abcam (Cambridge, UK). Secondary antibodies (diluted 1:500) were purchased from Invitrogen (Saint Aubin,
France). Hoechst dye was from Promega (Madison, WI, USA). Other chemicals were of reagent grade.

Cell cultures. HepaRG cells were seeded at a density of 2.6 x 10*cells/cm? in Williams’ E medium supple-
mented with 2 mM glutamax, 100 U/mL penicillin, 100 ug/mL streptomycin, 10% HyClone foetal calf serum,
5 ug/mL insulin, and 50 uM hydrocortisone hemisuccinate. At confluence (after 2 weeks), the HepaRG cells were
shifted to the same medium supplemented with 1.7% dimethyl sulfoxide for 2 additional weeks to obtain conflu-
ent differentiated cultures containing equal proportions of hepatocyte-like and progenitor/primitive biliary-like
cells***. These differentiated hepatic cell cultures were used for the analytical assays.

Human hepatocytes were obtained from Biopredic International (St Gregoire, France), who holds all permits
required for the acquisition and transformation of human biological materials to be used in research (AC-2007-43/
law CSP L1245-2/IE-2011-566). Informed consents were obtained from all subjects (Center of Biological Resources,
Rennes, France, BB-0033-00,056). Research protocols were performed in accordance with French legal guidelines
(French Ministery of Health). All the experimental protocols with human hepatocytes were approved by the local
institutional committee (Pontchaillou Hospital, Rennes, France). The hepatocytes were isolated by collagenase per-
fusion of histologically normal liver fragments from 4 adult donors undergoing resection for primary and second-
ary tumours. The primary cultures were obtained by hepatocyte seeding at a density of 1.5 x 10°cells/cm? onto
collagen-precoated plates in Williams’ E medium supplemented as detailed above except for the addition of 10%
foetal calf serum and 1 pg/ml bovine serum albumin. The medium was discarded 12h after cell seeding, and the
cultures were then maintained in the same medium as for the HepaRG cells and designated as conventional cultured
HH (CCHH), or maintained for 24 to 48 h and then washed with cold medium and overlaid with matrigel at a con-
centration of 0.25mg/mL in ice-cold Williams’ E medium for the preparation of sandwich cultured HH (SCHH).
The medium of both the CCHH and SCHH preparations was renewed daily. The CCHH and SCHH were prepared
from the same donors and analysed in parallel. The SCHH cultures were used after at least a 3 day-matrigel overlay.

Immunolabelling.  The cells were washed with warm phosphate buffered saline (PBS), fixed with either meth-
anol for 15 min at —20°C or with 4% paraformaldehyde for 20 min, and then washed three times with cold PBS.
After paraformaldehyde fixation, the cells were permeabilized for 20 min with 0.3% Triton X-100 in PBS followed
by a 1h incubation in PBS containing 1% bovine serum albumin and 5% normal donkey serum. The cells were
then incubated overnight with primary antibodies directed against MDR1, MRP2 and ZO-1 and diluted in PBS
containing 1% bovine serum albumin and 5% normal donkey serum. After washing with cold PBS, the cells were
incubated for 2 h with mouse or rabbit Cy®5 -labelled secondary antibodies (excitation/emission: 649/670 nm).
Finally, the cells were again washed with cold PBS and incubated with a rhodamine-phalloidin fluoroprobe SR101
(200 U/ml) (excitation/emission: 540/565 nm) diluted at 1/100 for F-actin labelling for 20 min*!. The nuclei were
labelled with 5 ng/ml Hoechst dye (excitation/emission: 346/460 nm). Immunofluorescence images were captured
using a Cellomics ArrayScan VTT HCS Reader (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

BC area quantification. The BC area quantification was based on ZO-1 protein immunolabelling and
phase-contrast images.

Z0-1 immunolabelling. ~ After capturing the ZO-1 protein immunofluorescence images, the BC were quantified
using the Cell Health Profiling V4 bio application of the ArrayScan software (Thermo Scientific). Segmentation
was performed by adjusting the shape, area and brightness parameters to eliminate non-corresponding objects.
Based on their areas (labelled objects), the BC were classified into 3 categories: 20-50, 50-100 and > 100 pm?
(Supplementary Fig. 1). An analysis was performed on 10 images per condition.

Phase-contrast images. 'The mean BC areas were determined from 3 zones per condition using Image] 1.48
software at TO and after 3 h of compound exposure. Briefly, after capturing the time-lapse images, bright objects
corresponding to BC were segmented by adjusting the shape and area parameters to exclude non-corresponding
objects. The data are presented as the fold change in the BC mean area after 3 h relative to their mean area at TO.

Electron microscopy. HepaRG cells were fixed by the addition of 2.5% glutaraldehyde for 30 min. After fix-
ation, the specimens were rinsed with 0.2M Na cacodylate buffer and post-fixed with 2% osmium tetroxide for
30min. After further rinsing, the samples were dehydrated, infiltrated with a mixture of acetone-eponate (50/50)
and embedded in DMP30-Eponate. Ultrathin sections were examined with a JEOL 100CX II electron microscope®2.

Western blotting analysis of MLC2 phosphorylation. The HepaRG cells were treated with the 6 tested
compounds for different time points (0-225min), washed with cold PBS, and finally suspended in cell lysis buffer
supplemented with protease and phosphatase inhibitors (Roche, Mannheim, Germany). Aliquots containing an
equivalent total protein content as determined by the Bradford procedure with bovine serum albumin as the
standard were subjected to sodium dodecyl sulfate/12% polyacrylamide gel electrophoresis, electrotransferred to
Immobilon-P membranes, and incubated overnight with primary antibodies directed against p-MLC2 and total
MLC2 (dilution: 1/1000). After exposure to a horseradish peroxidase conjugated anti-mouse/rabbit antibody
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(dilution: 1/5000) (Dako, Les Ulis, France), the membranes were incubated with a chemiluminescence reagent
(Millipore, Billerica, MA, USA) and the bands were then visualized with Fusion-Capt software (Vilber Lourmat,
Marne La Vallée, France) and quantified using Image]J 1.48.

CDF clearance. The cells were washed with warm Williams’ E medium without phenol red and incubated in
3 uM CDFDA for 30 min at 37 °C in the same medium used for passive intracellular accumulation. Upon hydrol-
ysis by the intracellular esterases, CDFDA was converted to fluorescent CDF (excitation/emission: 488/509 nm)
and directed towards the biliary pole by membrane transporters, particularly MRP2. Then, after washing, the cells
were treated with the 6 compounds for 2 and 3 h and imaging was performed using a Cellomics ArrayScan VTI
HCS Reader (Thermo Scientific).

NBD-UDCA clearance. The cells were washed with warm Williams’ E medium without phenol red and
incubated in 5uM NBD-UDCA (excitation/emission: 488/509 nm) for 30 min at 37 °C in Williams’ E medium
without phenol red. NBD-UDCA is secreted into BC by membrane transporters, mainly BSEP*. Then, after
washing, the cells were treated with the 6 compounds for 2h and imaging was performed using an inverted
microscope (Zeiss Axiovert 200M and AxioCam MRm).

Taurocholate acid clearance. To investigate the effect of the compounds on TA clearance from the cell
layer, the cells were first exposed to 43.3nM [*H]-TA for 30 min to induce its intracellular accumulation, washed
with standard buffer and then incubated with the tested compounds for 2h in a standard buffer containing Ca?*
and Mg”>". After incubation, the cells were washed and scraped in 0.1 N NaOH, and the remaining radiolabelled
substrate was measured through scintillation. [*H]-TA clearance was determined based on its accumulation in
the cell layers (cells + BC) and calculated relative to the control using the following formula: [*H]-TA clear-
ance = [*H]-TA accumulation in (cells + BC) cro/ [PH]-TA accumulation in cell layerzyzed compound * 100.

Time-lapse cell imaging. Phase-contrast images of the HepaRG cells, CCHH and SCHH were captured
every minute using time-lapse phase-contrast videomicroscopy. An inverted microscope (Zeiss Axiovert 200 M)
was equipped with a thermostatic chamber (37°C and 5% CO,) to maintain the cells under normal culture con-
ditions. The images were captured with an AxioCam MRm camera.

BCdynamics analysis. Contraction/relaxation activity and the opening/closing rhythm of BC (spikes) were
evaluated by time-lapse cell imaging and quantified by a software video analysis and a modelling tool (Tracker
4.87). Briefly, circular frames delimiting S-BC and the connections S-BC/T-BC were manually designed using the
free hand selection tool of Tracker 4.87 to track and record brightness variations. These records reflected the area
of S-BC and spikes at the connections between S-BC and T-BC (Supplementary Fig. 2).

ROCK activity. ROCK activity was measured with a Rho-associated kinase activity assay Kit (Millipore,
catalogue CSA001) according to the manufacturer’s protocol with certain modifications. Briefly, HepaRG cells
were treated with the tested compounds. After 1h, the cells were lysed with a lysis buffer supplemented with
anti-protease, and then 50 uL of the lysate was deposited in 96-well multi-strip plates pre-coated with MYPT1
supplied with 10mM DTT, 2mM MgCI2 and 10 mM ATP for 60 min at 30 °C. An anti-phospho-MYPT1 (Thr696)
antibody was added for 1h, and then goat anti-rabbit IgG HRP secondary antibody was added for another 1h,
and chromogenic substrate tetra-methylbenzidine (TMB) was added for 15 min. Absorbance at 450 nm reflected
the relative amount of ROCK activity in the sample, which was evaluated relative to the total protein content of
each sample.

Cell viability. Cytotoxicity was evaluated by the MTT colorimetric assay. Briefly, the cells were seeded in
96-well plates and treated with various concentrations of the compounds in triplicate for 4h. After removing the
medium, 100 pl of serum-free medium containing MTT (0.5 mg/ml) was added to each well and incubated for 2h
at 37 °C. The water-insoluble formazan was dissolved in 100 ul dimethyl sulfoxide, and absorbance was measured
at 550 nm.

Statistical analysis. A one-way ANOVA with a multiple comparison test (GraphPad Prism 5.00) was per-
formed to compare the data. Each value corresponded to the mean 4= SEM of three independent experiments.
Data were considered significantly different at p < 0.05.
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Supplementary Table 1. Characteristics of the 6 tested compounds

Molecules Therapeutic Cmax In vivo hepatotoxicity In vitro hepatotoxicity | References
use (pM)
Chlorpromazine | Antipsychotic 0.1-0.2 e Intrahepatic e Oxidative stress 18
(CP2) cholestasis Bile flow inhibition
e Bile duct vanishing Alteration of
syndrome mitochondrial
e Hepatocellular membrane
Necrosis potential
e Phospholipidosis e Bile canaliculi
constriction
Cyclosporine A Immunosup- 1.15 e Cholestatic jaundice ¢ Oxidative stress 49
8, | (CsA) pressant hyperbilirubinemia BSEP, MRP2,
g Elevated MDR1 inhibition
transaminases ¢ Inhibition of bile
secretion
e Bile canaliculi
constriction
Bosentan Antipulmonary 6.75 e Elevated ASAT/ALAT e BSEP inhibition 10
artery (3 x/20x)
hypertension e Increased serum bile
acids
Fasudil Antipulmonary 0.820
artery - - -
hypertension
ANIT Cholestatic - Cholestasis e Increased serum 11-14
(Alpha- model o Hyperbilirubinemia bilirubin,  ASAT
naphthylisothio compound e Necrosis of bile duct and ALAT
3 | cyanate) epithelial cells
c L e
3 . Chola_qglolltlc
=1 hepatitis
g Deoxycholic acid | Secondary bile | 3-7 e Increased serum e Celllysis 15-20
© | (DCA) acid transaminases e Intracellular ROS
2 activities generation
o e Increased total bile increase
acids and bilirubin e Mitochondrial
concentrations in instability in
serum hepatocytes
Therapeutic use, Cmax, and known hepatotoxicity of the tested compounds.
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Supplementary Fig. 1. BC area quantification. The BC area quantification was based on

Z0O-1 protein immunolabelling using the Cell Health Profiling V4 bio application of the
ArrayScan software (Thermo Scientific). A) Hoechst-labelled nuclei. B) ZO-1 protein
immunofluorescence images. C) Segmentation was performed by adjusting the shape, area
and brightness parameters to eliminate non-corresponding objects. An analysis was performed

on 10 images per condition.
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Supplementary Fig. 2. BC dynamics analysis. Contraction/relaxation activity and the

opening/closing rhythm of BC (spikes) were evaluated by time-lapse cell imaging and
quantified by a software video analysis and a modelling tool (Tracker 4.87). A, B) Circular
frames (red) delimiting the connections between S-BC and T-BC to track brightness variations
and record the rhythm of spikes (red graph). C, D) Circular frames (blue) delimiting S-BC to

record changes in the area of S-BC (blue graph).



Supplementary Video legends

Supplementary Video 1. Rhythmic dynamic movements of BC in HepaRG cells. Images
were captured each minute during 4 h under time-lapse phase-contrast videomicroscopy
equipped with a thermostatic chamber (37°C and COz) to maintain the cells under physiological
conditions. Video is accelerated 600x.

Supplementary Video 2. Rhythmic dynamic movements of BC in CCHH. Images
were captured each minute during 4 h under time-lapse phase-contrast
videomicroscopy equipped with a thermostatic chamber (37°C and COz) to maintain
the cells under physiological conditions. Video is accelerated 600x.

Supplementary Video 3. Rhythmic dynamic movements of BC in SCHH. Images
were captured each minute during 4 h under time-lapse phase-contrast
videomicroscopy equipped with a thermostatic chamber (37°C and COz) to maintain
the cells under physiological conditions. Video is accelerated 600x.

Supplementary Video 4. Constriction of BC and loss of their rhythmic dynamics
in CPZ-treated HepaRG cells. Images of 50uM CPZ-treated cells were captured
each minute during 4 h under time-lapse phase-contrast videomicroscopy equipped
with a thermostatic chamber (37°C and CO3). Video is accelerated 600x.
Supplementary Video 5. Dilation of BC and loss of their rhythmic dynamics in
fasudil-treated HepaRG cells. Images of 50uM fasudil-treated cells were captured
each minute during 4 h under time-lapse phase-contrast videomicroscopy equipped

with a thermostatic chamber (37°C and COz2). Video is accelerated 600x.
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ABSTRACT

Intrahepatic cholestasis represents 20%-40% of drug-induced injuries
from which a large proportion remains unpredictable. We aimed to
investigate mechanisms underlying drug-induced cholestasis and
improve its early detection using human HepaRG cells and a set of
12 cholestatic drugs and six noncholestatic drugs. In this study, we
analyzed bile canaliculi dynamics, Rho kinase (ROCK)/myosin light
chain kinase (MLCK) pathway implication, efflux inhibition of taurocho-
late [a predominant bile salt export pump (BSEP) substrate], and
expression of the major canalicular and basolateral bile acid trans-
porters. We demonstrated that 12 cholestatic drugs classified on the
basis of reported clinical findings caused disturbances of both bile
canaliculi dynamics, characterized by either dilatation or constriction,
and alteration of the ROCK/MLCK signaling pathway, whereas
noncholestatic compounds, by contrast, had no effect. Cotreatment
with ROCK inhibitor Y-27632 [4-(1-aminoethyl)-N-(4-pyridyl) cyclohex-
anecarboxamide dihydrochloride] and MLCK activator calmodulin

reduced bile canaliculi constriction and dilatation, respectively, con-
firming the role of these pathways in drug-induced intrahepatic
cholestasis. By contrast, inhibition of taurocholate efflux and/or human
BSEP overexpressed in membrane vesicles was not observed with all
cholestatic drugs; moreover, examples of noncholestatic compounds
were reportedly found to inhibit BSEP. Transcripts levels of major bile
acid transporters were determined after 24-hour treatment. BSEP,
Na*-taurocholate cotransporting polypeptide, and organic anion
transporting polypeptide B were downregulated with most cholestatic
and some noncholestatic drugs, whereas deregulation of multidrug
resistance-associated proteins was more variable, probably mainly
reflecting secondary effects. Together, our results show that chole-
static drugs consistently cause an early alteration of bile canaliculi
dynamics associated with modulation of ROCK/MLCK and these
changes are more specific than efflux inhibition measurements alone
as predictive nonclinical markers of drug-induced cholestasis.

Introduction

Many drugs have been reported to induce liver injury in a dose-
dependent or dose-independent manner in humans. During the last
decades, many drugs have been removed from the market or received a

This research was supported by the European Union Mechanism-Based Integrated
Systems for the Prediction of Drug Induced Liver Injury (MIP-DILI) project [Contract MIP-
DILI-115336]. The MIP-DILI project has received support from the Innovative Medicines
Initiative Joint Undertaking, resources of which are composed of financial contributions
from the European Union’s Seventh Framework Programme (FP7/2007-2013) and
in-kind contributions from members of the European Federation of Pharmaceutical
Industries and Associations. M.G.B. was financially supported by a CIFRE (Convention
Industrielle de Formation par la Recherche) PhD contract with Servier. AB. and A.S.
were supported by the MIP-DILI project.
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black box warning as a result of their hepatotoxicity and idiosyncrasy. A
frequent manifestation of drug-induced liver injury (DILI) is represented
by intrahepatic cholestasis, which is characterized by impaired hepato-
cellular secretion of bile, resulting in accumulation of bile acids (BAs),
bilirubin, and cholesterol (Padda et al., 2011). In several population-
based studies on DILI, a cholestatic pattern has been found in 20%—-40%
and a mixed cholestatic and hepatocellular injury pattern was seen in
12%-20% of patients (Lee, 2003), with a large proportion of the drug-
induced cholestatic cases reportedly unpredictable.

Early detection of DILI (particularly, cholestasis) remains a challenge
for pharmaceutical industries and regulatory agencies. According to the
International Transporter Consortium and guidelines on the investiga-
tion of drug interactions from the European Medicines Agency (Zamek-
Gliszczynski et al., 2012), inhibition of the bile salt export pump
(BSEP), which plays a major role in BA canalicular transport (Jansen
etal., 1999; Stieger, 2010), should be evaluated during drug development

ABBREVIATIONS: ALB, albumin; ALDOB, aldolase B; AMI, amiodarone; APAP, acetaminophen; BA, bile acid; BOS, bosentan; BSEP, bile salt
export pump; BUS, buspirone; CaM, calmodulin; CIM, cimetidine; CPZ, chlorpromazine; CsA, cyclosporine A; DIC, diclofenac; DILI, drug-induced
liver injury; DMSO, dimethylsulfoxide; ENT, entacapone; FIA, fialuridine; HSC 70, Heat Shock 70kDa Protein; MET, metformin; MLC, myosin light
chain; MLCK, myosin light chain kinase; MRP, multidrug resistance-associated protein; MTT, methylthiazoletetrazolium; NEF, nefazodone; NTCP,
Na*-taurocholate cotransporting polypeptide; OATP, organic anion transporting polypeptide; PER, perhexiline; PHH, primary human hepatocyte;
PIO, pioglitazone; ROCK, Rho kinase; SCHH, sandwich-cultured human hepatocyte; SOD, superoxide dismutase; TAC, tacrolimus; TCA,
taurocholic acid; TOL, tolcapone; TRO, troglitazone; XIM, ximelagatran; Y-27632, 4-(1-aminoethyl)-N-(4-pyridyl) cyclohexanecarboxamide
dihydrochloride.
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when evidence of cholestatic liver injury has been observed in nonclinical
safety studies or in human clinical trials (Kenna, 2014). Indeed, many drugs
reported to cause DILI have been identified as efflux transporter inhibitors
(Morgan et al., 2010; Stieger, 2010; Dawson et al., 2012; Pedersen et al.,
2013), but a significant number of false positives has been found (Pedersen
et al., 2013). Moreover, compounds known to interfere with BSEP function
are often not associated with significant liver cell injury in preclinical animal
models although they have been related to liver damage when administered
to humans (Morgan et al., 2010; Dawson et al., 2012), and many cholestatic
drugs are not BSEP inhibitors (Pedersen et al., 2013).

Currently, various in vivo and in vitro biologic approaches are used for
studying BA transporters. Detection of cholestatic drugs can depend on the
choice of method and/or the model and its species origin. Animal models
including knockout models, mutant models, and whole tissues can be
employed but in vitro systems are more frequently used, based on membrane
and cell assays (Brouwer et al., 2013). Inverted vesicles derived from
various nontransfected or transfected cell lines are widely used to analyze
interactions between substrates and inhibitors with target transporters.
However, a number of probe substrates and inhibitors are recommended
for evaluation of human ATP-dependent transport into membrane vesicles.
Polarized cells are standard models for evaluating drug transport. Primary
hepatocytes appear to be the most appropriate cell model to mimic hepatic
uptake and efflux functions. However, freshly isolated and cryopreserved
hepatocytes are not polarized, and they rapidly lose their functional activities
and functional bile canaliculi in standard culture conditions (Guguen-
Guillouzo and Guillouzo, 2010). Rat hepatocyte couplets (Graf et al., 1984;
Thibault et al.1992) and primary rat and human hepatocytes in a sandwich
configuration (Swift et al., 2010; Ellis et al., 2014) have been the most widely
used in vitro cell models to analyze hepatic transport processes. Sandwich-
cultured human hepatocytes (SCHHs) recapitulate the polarized architecture
but they frequently exhibit large interdonor and in vitro time-dependent
functional variations. An alternative to SCHHs is the human HepaRG cell
line, which expresses features characteristic of mature hepatocytes, exhibits
typical functional bile canaliculi and correctly polarized distribution of
transport proteins, and produces BAs at levels comparable to those measured
in primary human hepatocyte (PHH) cultures (Guguen-Guillouzo and
Guillouzo, 2010; Bachour-El Azzi et al., 2015; Sharanek et al., 2015).

The mechanisms underlying drug-induced intrahepatic cholestasis remain
poorly understood. Besides the role of hepatobiliary transporter changes,
other mechanisms (e.g., altered cell polarity, disruption of cell-to-cell
junctions, and cytoskeletal modifications), are believed to participate to
the development of intrahepatic cholestasis. In normal hepatocytes, bile
canaliculi undergo spontaneous contractions, which are essential for BA
efflux (Arias et al., 1993) and alternations in myosin light chain (MLC)
subunit 2 phosphorylation and dephosphorylation are required for these
contractions (Sharanek et al., 2016). We recently reported that cholestatic
drugs can cause in vitro early constriction or dilatation of bile canaliculi
associated with deregulation of the Rho kinase (ROCK)/myosin light chain
kinase (MLCK) pathway (Sharanek et al., 2016).

In this study, we aimed to determine whether changes in bile canaliculi
dynamics and the ROCK/MLCK pathway are more representative targets of
cholestatic drugs than efflux transporter inhibition and whether these
alterations could better discriminate cholestatic from noncholestatic com-
pounds using human differentiated HepaRG cells. Our results showed that
the 12 tested cholestatic drugs could cause bile canaliculi constriction and
dilatation associated with different disturbances of the ROCK/MLCK
pathway.

Materials and Methods

Reagents. Cyclosporine A (CsA), chlorpromazine (CPZ), nefazodone (NEF),
tolcapone (TOL), diclofenac (DIC), perhexiline (PER), troglitazone (TRO), tacrolimus
(TAC) or amiodarone (AMI), acetaminophen (APAP), ximelagatran (XIM), metformin

(MET), entacapone (ENT), buspirone (BUS), pioglitazone (PIO), cimetidine (CIM),
Y-27632 [4-(1-aminoethyl)-N-(4-pyridyl) cyclohexanecarboxamide dihydrochloride],
insulin, and methylthiazoletetrazolium (MTT) were purchased from Sigma (St. Quentin
Fallavier, France). Fialuridine (FIA) was supplied by Carbosynth (Compton, UK).
Bosentan (BOS) was obtained from Sequoia Research Products (Pangbourne, UK).
Calmodulin (CaM) was provided by Merck Chemicals (Fontenay sous Bois, France).
[*H]-Taurocholic acid (TCA) was supplied by PerkinElmer (Boston, MA). Specific
antibodies against phospho-MLC2 (Ser19) and HSC70 (Heat Shock 70 kDa Protein)
were provided by Cell Signaling Technology (Schuttersveld, The Netherlands).
Secondary antibodies were obtained from Invitrogen (Saint Aubin, France).
GlutaMAX, Hyclone bovine fetal calf serum, penicillin, streptomycin and
Williams® E medium were purchased from Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA). Hydrocortisone hemisuccinate was purchased from Serb Laboratoires (Paris,
France). Other chemicals were of the highest reagent grade.

Cell Cultures and Treatments. HepaRG cells were seeded at a density of
2.6 x 10* cells/cm? in Williams’ E medium supplemented with 2 mm GlutaMAX,
100 U/ml penicillin, 100 wg/ml streptomycin, 10% HyClone bovine fetal calf
serum, 5 pg/ml insulin, and 50 uM hydrocortisone hemisuccinate. At confluence
after a 2-week cell proliferation phase, HepaRG cells were shifted to the same
medium supplemented with 1.7% dimethylsulfoxide (DMSO) for 2 additional
weeks to obtain confluent differentiated cultures containing equal proportions of
hepatocyte-like and progenitors/primitive biliary-like cells (Cerec et al., 2007).
These differentiated hepatic cell cultures were used for analytical assays.

PHHSs were obtained from Biopredic International (St. Grégoire, France). They
were isolated by collagenase perfusion of histologically normal liver fragments
from three adult donors undergoing resection for primary and secondary tumors
(Guguen-Guillouzo et al., 1982). Donors 1, 2, and 3 were Caucasian men aged 74,
65, and 71 years, respectively. Primary cultures were obtained by seeding 1.5 x
10° hepatocytes/cm? onto plates in Williams’ E medium supplemented with 10%
HyClone bovine fetal calf serum, 100 U/ml penicillin, 100 wg/ml streptomycin,
1 pg/ml insulin, and 2 mM glutamine. The medium was discarded 12 hours after
cell seeding, and cultures were maintained thereafter in serum-free medium. PHH
cultures were used 3 to 4 days after cell seeding. For drug treatments,
differentiated HepaRG cells and PHHs were incubated in a medium containing
2% serum and 1% DMSO. Table 1 provides a list and characteristics of the tested
drugs. The drugs were divided into three groups according to their clinical effects:
well recognized as cholestatic (group 1), rarely cholestatic (group 2), and
noncholestatic (group 3). The compounds were dissolved in DMSO or water
and the final concentration of the solvent did not exceed 1%.

Cell Viability. Cytotoxicity of the tested drugs was evaluated using the MTT
colorimetric assay. Briefly, cells were seeded in 96- or 24-well plates and exposed
to various concentrations of each compound in triplicate for 24 hours. After
medium removal, 100 ul serum- and DMSO-free medium containing MTT
(0.5 mg/ml) was added to each well and incubated for 2 hours at 37°C. Water-
insoluble formazan was dissolved in 100 ul DMSO and absorbance was measured
at 550 nm (Aninat et al., 2006). IC,, values (the concentrations causing 20%
cytotoxicity) were calculated from the concentration-response curves.

Time-Lapse Cell Imaging. Phase-contrast images of HepaRG cells and PHHs
were captured every 10 minutes using time-lapse, phase-contrast videomicroscopy.
The Zeiss Axiovert 200M inverted microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany) was
equipped with a thermostatic chamber (37°C and 5% CO,) to maintain the cells
under normal culture conditions and with an Axiocam MRm camera with a x 10
objective.

Determination of Canalicular Lumen Surfaces. Canalicular lumen surfaces
appeared bright (white) and the hepatocytes/biliary cells were denser (black) using
a Zeiss Axiovert 200M phase-contrast microscope. Brightness parameters were
adjusted to better distinguish between white and black densities and analysis was
performed on at least four images per condition per well. The white canalicular
lumen was then quantified using ImageJ software (National Institutes of Health,
Bethesda, MD) every 10 minutes for 24 hours. Data obtained during the first
4 hours with all tested compounds are presented and bile canaliculi quantification
is expressed as the percent of the control (Supplemental Fig. 1).

MLCK and ROCK Modulation. MLCK and ROCK implication in bile
canaliculi deformations was determined by the use of CaM and Y-27632, two
specific modulators. HepaRG cells were treated with CaM, a MLCK- specific
activator, and Y-27632, a ROCK-selective inhibitor, in the presence or absence of
dilatators and constrictors, respectively (Sharanek et al., 2016). Bile canaliculi


http://dmd.aspetjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1124/dmd.116.071373/-/DC1

Bile Canaliculi Deformation by Cholestatic Drugs

TABLE 1

Characteristics of the 18 tested drugs

These compounds include the 14 training compounds of the MIP-DILI project plus CPZ, CsA, TAC, and CIM. Compounds were classified into three groups based on their reported clinical
cholestatic potential. The list of compounds, their therapeutic use, clinical hepatic effects, and some results obtained in vitro with either vesicles overexpressing human BA transporters or liver cells are

displayed.

Drug

Therapeutic Use

Clinical Hepatic Effects

In Vitro Hepatic Effects

Main References

Group 1: drugs involved in
clinical cholestasis
BOS

Cpz

CsA

NEF

TRO

Group 2: drugs involved in
rare cases of clinical
cholestasis
CIM

DIC

ENT

MET

PER

TAC

TOL

Group 3: drugs not involved
in clinical cholestasis
AMI
APAP

BUS

FIA

PIO

XIM

Antihypertensive

Antipsychotic

Immunosuppressant

Antidepressant

Antidiabetic

Histamine 2-receptor
antagonist

NSAID

Antiparkinsonian

Antidiabetic

Prophylactic
antianginal
Immunosuppressant

Antiparkinsonian

Antiarrhythmic

Analgesic and
antipyretic
Hypnotic

Antiviral

Antidiabetic (PPAR-y
agonist)
Anticoagulant

Aminotransferase elevation;
increase in serum BAs

Intrahepatic cholestasis;
hepatocellular necrosis;
phospholipidosis

Cholestasis;
hyperbilirubinemia;
aminotransferase elevation

Cholestasis hepatitis;
hepatocellular necrosis

Serious idiosyncratic liver
injury; hepatocyte necrosis;
cholestatic hepatitis

Hepatocellular/cholestatic
injury

Cholestasis; aminotransferase
elevation

Mild jaundice and cholestatic
pattern; aminotransferase
elevation

Cholestatic hepatitis; mixed
hepatocellular and cholestatic

injury

Steatohepatitis; rare cases of
cholestasis

Cholestasis after transplantation
(Infant); moderate
aminotransferase elevation

Aminotransferase elevation;
intrahepatic cholestasis

Steatosis; phospholipidosis;
aminotransferase elevation

Acute liver failure;
aminotransferase elevation

Rare aminotransferase elevation
with no link to clinically
apparent liver injury

Liver failure associated with
lactic acidosis; mitochondrial
toxicity

No aminotransferase elevation

Immune toxicity:
aminotransferase elevation

BSEP inhibition®; substrate for
OATP, NTCP, and MRP2?

Oxidative stress; mitochondrial
membrane potential loss;
pericanalicular F-actin
disorganization

Oxidative stress; BSEP, MRP2, and
MDRI inhibition”; BA transport
alteration; pericanalicular F-actin
disorganization

Inhibition of mitochondrial
respiration; BSEP inhibition”

BA transporter inhibition;
mitochondrial dysfunction;
BSEP inhibition”

BSEP inhibition?

BSEP inhibition’; BSEP and MRP2
inhibition”

BSEP and NTCP inhibition;
mitochondrial dysfunction

BA accumulation; liver
mitochondria injury; BSEP
inhibition”

ROS formation; lipid peroxidation;
BSEP and NTCP inhibition”

BSEP inhibition“; BSEP and NTCP
inhibition”; BSEP
internalization”

ROS formation; mitochondrial
toxicity; NTCP, BSEP, MRP2,
MRP3, and MRP4 inhibition®;
reactive metabolite

Phospholipidosis; steatosis

Lactate dehydrogenase increase;
mitochondrial damage

No inhibition of mitochondrial
respiration

Mitochondrial and cellular toxicity

MRP2 stimulation; BSEP and
MRP4 inhibition®

No formation of reactive
metabolites

Fattinger et al. (2001), Mano et al.
(2007), Treiber et al. (2007),
LiverTox website (http:/livertox.
nih.gov/)

Velayudham and Farrell (2003),
Padda et al. (2011), Anthérieu
et al. (2013), LiverTox website
(http://livertox.nih.gov/)

Mihatsch et al. (1998), Sharanek
et al. (2015)

Spigset et al. (2003), Kostrubsky
et al. (2006), Dykens et al.
(2008), Morgan et al. (2010),
LiverTox website (http:/livertox.
nih.gov/)

Watkins and Whitcomb (1998),
Morgan et al. (2010), LiverTox
website (http:/livertox.nih.gov/)

Mohi-ud-din and Lewis (2004),
Pedersen et al. (2013), LiverTox
website (http://livertox.nih.gov/)

Banks et al. (1995), Pedersen et al.
(2013), LiverTox website (http://
livertox.nih.gov/), P. Krajcsi
(unpublished data)

Fisher et al. (2002), Longo et al.
(2016), LiverTox website (http://
livertox.nih.gov/), P. Krajcsi
(unpublished data)

Nammour et al. (2003), Saadi et al.
(2013), LiverTox website (http://
livertox.nih.gov/), P. Krajcsi
(unpublished data)

Feuer and Di Fonzo (1992),

P. Krajcsi (unpublished data)

Mihatsch et al. (1998), Sharanek
et al. (2014), LiverTox website
(http://livertox.nih.gov/)

Smith et al. (2003), Morgan et al.
(2013), Longo et al. (2016),

P. Krajcsi (unpublished data)

Fromenty and Pessayre (1995),
Anthérieu et al. (2011)

McGill et al. (2012), Toyoda et al.
(2012)

Kostrubsky et al. (2006), Dykens
et al. (2008), LiverTox website
(http://livertox.nih.gov/)

Tujios and Fontana (2011)

Morgan et al. (2010), LiverTox
website (http://livertox.nih.gov/)

Kenne et al. (2008), Keisu and
Andersson (2010)

NSAID, nonsteroidal anti-inflammatory drug; MDR, multidrug resistance; PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; ROS, reactive oxygen species.
“Vesicles overexpressing human BA transporters.

’Liver cells.
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alterations after cotreatment were quantified and compared with treatment with
the modulator alone as described above.

TCA Clearance. Cells were first exposed to 43.3 nM [3H]—TCA for 30 minutes
to induce its intracellular accumulation and were then washed with standard buffer
and incubated with the tested compounds for 2 hours in a standard buffer with Ca®*
and Mg?*. After the incubation time, cells were washed and scraped in 0.5 N
NaOH and the remaining radiolabeled substrate was measured through scintil-
lation counting to determine [PH]-TCA clearance. ["H]-TCA clearance was
determined based on its accumulation in the cell layers (cells + bile canaliculi) and
was calculated relative to the control using the following formula: [*H]-TCA
clearance = ([*H]-TCA accumulation in (cells + bile canaliculi)congor X 100)/
([*H]-TCA accumulation in cell layerstegied compouna) (Sharanek et al., 2016).

Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction Analysis. Total RNA
was extracted from 10® HepaRG cells with the SV Total RNA Isolation System
(Promega). RNAs were reverse transcribed into cDNA and real-time quantitative
polymerase chain reaction was performed using a SYBR Green mix. Primer pair
sequences were as follows: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
(ID 2597; forward: 50-ttcaccaccatggagaaggc-30; reverse: 50-ggcatggactgtggtcatga-
30), BSEP (ID 8647; forward: 50-tgatcctgatcaagggaagg-30; reverse:
50-tggttectgggaaacaattc-30), Na*-taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP)
(ID 6554; forward: 50-gggacatgaacctcagatt-30; reverse: 5S0-cgttggatttgaggacgat-30),
organic anion transporting polypeptide (OATP)-B (ID 6579; forward:
50-tgattggtatggggctatc-30; reverse: 50- catatcctagggetggtgt-30), multidrug
resistance-associated protein (MRP2) (ID 1244; forward: 50-tgagcaagtttgaaacgcacat-
30; reverse: 50-agctcttctectgecgtetet-30), (MRP3) (ID 8714; forward:
50-gtccgcagaatggacttgat-30; reverse: 50-tcaccacttggggatcatt-30), (MRP4)
(ID 10257; forward: 50-gctcaggttgcctatgtget-30; reverse: 50-cggttacaatttccteeteca-
30), albumin (ALB) (ID 213; forward: 50-gctgtcatctcttgtgggetgt-30; reverse:
50-actcatgggagctgetggttc-30), aldolase B (ALDOB) (ID 229; forward:
50-tgcgececagtacaagaaggacggttg-30; reverse: 50-ctcaagatctcggacggetg-30), CYP3A4
(ID 1576; forward: 50-tcagcctggtgctectetatctat-30; reverse: S0-tccagggeccacacetetgect-
30), and superoxide dismutase (SOD2) (ID 6648; forward: 50-acaggccttattccactget-30;
reverse: S0-cagcataacgatcgtggttt-30).

Western Blotting Analysis of p-MLC2. HepaRG cells were treated with the
tested compounds for 1, 2, and 3 hours at a concentration causing bile canaliculi
alteration, then washed with cold phosphate-buffered saline, and finally
resuspended in cell lysis buffer supplemented with protease and phosphatase
inhibitors (Roche, Mannheim, Germany). Aliquots containing equivalent total
protein content, as determined by the Bradford procedure with bovine serum
albumin as the standard, were subjected to SDS/12% PAGE, electrotransferred to
Immobilon-P membranes, and incubated overnight with primary antibodies
directed against p-MLC2 and HSC70 (Heat Shock 70 kDa Protein). After
incubation with a horseradish peroxidase—conjugated anti-mouse/rabbit antibody
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), membranes were incubated with a
chemiluminescence reagent (Millipore, Billerica, MA) and bands were visualized
and quantified by densitometry with fusion-CAPT software (Vilber Lourmat,
Collégien, France).

Statistical Analysis. One-way analysis of variance with a multiple-
comparisons test (GraphPad Prism software, version 6.00; GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA) was performed to compare time-dependent MLC2 phosphor-
ylation in different samples. Data were considered significantly different when
P < 0.05. The t test was applied to compare values of bile canaliculi quantification
between treated and corresponding cotreated cultures (with CaM or Y-27632).
Data were considered significantly different when P < 0.001. The 7 test was also
applied to compare values of BA clearance and mRNA levels between treated and
corresponding control cultures. Data were considered significantly different when
P <0.05, P <0.01, and P < 0.001. Each value corresponded to the mean = S.E.M.
of three independent experiments.

Results

Cytotoxicity Determination. Experiments were performed to first
calculate IC,, values for each compound after 24-hour treatment of
HepaRG cells using the MTT assay (Table 2). Three concentrations were
then tested for further experiments, the highest corresponding to the IC5
value. IC, or IC, values are commonly selected for use in early in vitro
toxicology studies (Liguori et al., 2008; Pomponio et al., 2015). When
IC,p values could not be determined because of absence of toxicity,

higher concentrations were tested. Table 2 displays the IC, values and/or
final selected maximum concentrations tested.

Bile Canaliculi Dynamics. Bile canaliculi contractions are essential
for clearance of BAs; they are characterized by repeated opening and
closing processes (Sharanek et al., 2016). We examined bile canaliculi
dynamics in living cells by time-lapse imaging during at least 12 hours
after the addition of the tested compounds. Depending on the drug, bile
canaliculi showed constriction, dilatation, or no change. The five
compounds from group 1 caused early alterations of bile canaliculi,
usually starting after 1-hour exposure of HepaRG cells (Fig. 1). As
previously reported (Sharanek et al., 2016), CPZ (50 uM) and CsA
(50 uM) induced constriction, whereas BOS (100 uM) caused dilatation
of bile canaliculi. The two other cholestatic compounds from group
1 (NEF and TRO) and four rarely cholestatic compounds from group
2 (DIC, ENT, PER, and TAC) also caused morphologic alterations of
bile canaliculi at the same range of concentrations, either constriction
with NEF (75 uM), PER (20 uM), and TRO (50 uM) (Supplemental
Video 1) or dilatation with ENT (100 uM) (Supplemental Video 2), DIC
(200 uM), and TAC (50 uM) (Fig. 1, A and B). Two other compounds
from group 2 (MET and CIM) also caused alterations of bile canaliculi
dynamics but at much higher although noncytotoxic concentrations (i.e.,
constriction and dilatation at 3 and 4 mM, respectively) (Fig. 1B).

To note, differential time- or concentration-dependent bile canaliculi
alterations were evident with some cholestatic compounds. Thus, among
the five constrictors from group 1, only CsA caused dilatation of bile
canaliculi at low concentrations (10 uM) (Fig. 1C). Interestingly, one
group 2 compound (100 uM TOL) showed dilatation during the first
hour followed by constriction of bile canaliculi during the following
hours of treatment (Fig. 1D). By contrast, ENT, a dilatator from the same
therapeutic family as TOL, caused strong dilatation starting within the

TABLE 2
Chax Values, IC,q values, and maximum tested concentrations of the 18 tested drugs

Cinax Values are from the literature and refer to the maximum serum concentration of the drug
(Regenthal et al., 1999; Chu et al., 2007; Xu et al., 2008; Dhillon and Keating, 2009; Keisu and
Andersson, 2010; Dawson et al., 2012; Sharanek et al., 2014; Schadt et al., 2015). Cells were
incubated for 24 hours with different concentrations of each drug. For cytotoxicity testing, the
cells were treated with varying concentrations of each drug for 24 hours and then assayed with the
MTT colorimetric test and IC,, values were calculated.

Maximum In Vitro

Drug Crmax 1Cz0 (24 1) Concentration Tested
uM
Group 1: drugs involved
in clinical cholestasis
BOS 74 120 100
CPZ 0.2 50 50
CsA 1.15 >300 50
NEF 4.26 50 75
TRO 6.39 65 50
Group 2: drugs involved
in rare cases of clinical
cholestasis
CIM 4.9 4000 4000
DIC 8 375 200
ENT 39 250 100
MET 7.74 3000 3000
PER 2 25 20
TAC 0.09 60 50
TOL 23 70 100
Group 3: drugs not involved
in clinical cholestasis
AMI 0.8 20 20
APAP 139 20,000 25,000
BUS 0.01 >300 100
FIA 0.64 >300 100
PIO 4.2 200 100
XIM 0.3 >300 100
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Fig. 1. Effects of cholestatic and noncholestatic drugs on bile canaliculi (BC) dynamics in HepaRG cells. (A and B) Phase-contrast images after 2-hour treatment showing
dilatation (red arrows), constriction (green arrows), or no change (yellow arrows). (C) Effects of 10 uM CsA after 3 hours. (D) Effects of TOL after 1 and 6 hours. (E) Effects
of negative compounds (XIM and AMI) after 2 hours. (F-I) BC surfaces of HepaRG cells exposed to dilatators (F), constrictors (G), TOL/ENT (H), and control compounds
(I) were quantified. Briefly, BC surface quantification was based on brightness parameters that were adjusted to eliminate noncorresponding objects and analysis was
performed on at least three different experiments. The white canalicular lumen was then quantified using ImageJ software every 10 minutes for 24 hours. Splices seen on
some photographs are due to the software used for time-lapse imaging analysis. Data are expressed relative to untreated cells, arbitrarily set at a value of 100%. Data represent
the means *= S.E.M. of three independent experiments. All dilatators showed at least transiently enlarged BC > 125%. Bar, 50 um.
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first hour without any constriction during the following hours (Fig. 1B).
All other tested compounds—namely, XIM, AMI, APAP, FIA, BUS,
and PIO (group 3)—did not alter bile canaliculi dynamics at non-
cytotoxic concentrations (Fig. 1E; Supplemental Video 3).

Morphologic canalicular alterations induced by the tested compounds
were quantified by measuring the canalicular surface using ImagelJ
software every 10 minutes for 24 hours. Data obtained during the first
3 hours with all tested compounds are displayed in Fig. 1, F-I1. When
observed, several altered bile canaliculi were detected in each selected
culture area as with each cholestatic drug. Interestingly, the results were
comparable to those previously obtained using the canalicular distribu-
tion of zona occludens-1 protein to measure bile canaliculi areas
(Sharanek et al., 2016); for example, BOS caused a 1.5-fold increase
in bile canaliculi surfaces using either method.

Interestingly, constrictions appeared to be irreversible, whereas
dilatations were only transient, as seen with TOL. Noticeably, AMI
showed an unspecific increase in bile canaliculi surface quantification

Cholestatic drugs

PER 20uM NEF 75uM TRO 50uM BOS 100uM

MET 3mM

starting after 1 hour due to the appearance of intracytoplasmic vesicles
corresponding to the induction of phospholipidosis (Fig. 1E). Drug
effects on bile canaliculi structures are summarized in Supplemental
Table 1.

ROCK and MLCK Alterations with Cholestatic Drugs. MLC2
(the regulatory subunit of myosin 2, which is predominantly distributed
in the pericanalicular region of hepatocytes) is known as a target of
ROCK; its phosphorylation/dephosphorylation reflects the dynamic
rhythm of bile canaliculi and was found to be impaired by CPZ, CsA,
and BOS (Sharanek et al., 2016). On the basis of our previous study, we
analyzed the 18 compounds at three critical time points (1, 2, and
3 hours) by Western blotting. However, we first verified with six
compounds that similar alterations of MLC2 phosphorylation occurred
after 30 minutes whatever the tested compound (Supplemental Fig. 2).
Western blot analysis of MLC2 showed an increased phosphorylation
tendency between 1 and 3 hours with constrictors (CPZ, CsA, PER,
NEF, TRO, and MET) and inversely dephosphorylation tendency with

TAC 50uM
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i 5 cells. (A) Representative Western blots of p-MLC2
compared with HSC70 (Heat Shock 70 kDa
Protein), a loading control, using anti-S19 phospho-
0 MLC2 and anti-HSC70 antibodies at various time
points (1, 2, and 3 hours) in cells treated with
Time (hours) group 1 and group 2 cholestatic drugs. (B and D)
Graphical representation of MLC2 phosphorylation/
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software. (C) Western blots of p-MLC2 obtained
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dilatators (TAC, BOS, CIM, and DIC) (Fig. 2A). Depending on the
compound, either a constrictor or a dilatator, large individual quantita-
tive differences were observed in their effects on bile canaliculi
measurements of dilatation and constriction (Fig. 2B). The potent
constrictors (PER, TRO, and NEF) showed a much higher rate of
phosphorylation than MET after 3-hour treatment (Fig. 2, A and B).
Interestingly, ENT showed a decrease in MLC2 phosphorylation during
bile canaliculi dilatation, whereas TOL did not show any significant
change, likely due to rapid morphologic changes of bile canaliculi from
dilatation to constriction after 1-hour treatment (Fig. 2B). All non-
cholestatic drugs did not significantly affect MLC2 phosphorylation/
dephosphorylation (Fig. 2, C and D).

To further analyze alterations of bile canaliculi dynamics by
cholestatic compounds, involvement of ROCK and MLCK was in-
vestigated using Y-27632, a ROCK-specific inhibitor, and CaM, a
MLCK-specific activator. Y-27632 (10 uM) caused bile canaliculi
dilatation, whereas CaM (5 uM) alone caused no bile canaliculi
alteration (Fig. 3A). Alteration of bile canaliculi size after cotreatment
with a drug and CaM or Y-27632 was quantified and compared with the
drug treatment alone. As expected, cotreatment with CaM reduced bile
canaliculi dilatation induced by the dilatators (BOS, DIC, CIM, and
TAC) (Fig. 3, B and F). By contrast, cotreatment with Y-27632 partly
counteracted the early phase of constriction induced by the constrictors
(TRO, NEF, PER, and MET) (Fig. 3, C and D). TOL showed a lower
dilatation during the first hour when cotreated with CaM and less
constriction after 1 hour when cotreated with Y-27632, whereas ENT
showed a much lower dilatation in the presence of CaM (Fig. 3E).
Interestingly, cotreatment with BOS and Y-27632 showed an increase in
the extent of dilatation compared with BOS or Y-27632 alone (Fig. 3G).

TCA Clearance. The influence of all of the tested drugs on the efflux
of [*H]-TCA, a predominant BSEP substrate, was assessed in HepaRG
cells maintained in a standard buffer. Cells were first incubated with
[3H]—TCA for 30 minutes and then treated for 2 hours with all drugs at
three different concentrations, the highest causing bile canaliculi
alterations. [°H]-TCA clearance, reflecting BA accumulation in HepaRG
hepatocytes and thus the cholestatic potential, was determined by
quantification of the intracellular accumulation of radiolabeled TCA.
The results are displayed in Fig. 4. Two categories of compounds could
be distinguished. The first was composed of eight compounds that
caused a dose-dependent decrease in TCA clearance after 2-hour
treatment and included the five group 1 cholestatic drugs (NEF, TRO,
BOS, CPZ, and CsA) as well as three group 2 drugs (PER, TOL, and
TAC). The second category was composed of the other 10 drugs that did
not inhibit TCA efflux at the concentrations used and included four
group 2 drugs (DIC, ENT, MET, and CIM) and the six drugs that are
classified as noncholestatic in vivo (XIM, AMI, APAP, FIA, BUS, and
PIO). Noticeably, DIC caused a concentration-dependent increase in
TCA clearance, reaching 4-fold at 200 uM.

Modulation of BA Transporter Expression. Genes encoding the
major BA transporters can also be deregulated by cholestatic drugs
(Pauli-Magnus and Meier, 2006) and the deregulation of their mRNA
expression is usually linked to their activity (Bramow et al., 2001). Six
major genes encoding either efflux (BSEP, MRP2, MRP3, and MRP4) or
uptake (NTCP and OATP-B) transporters were analyzed by real-time
quantitative polymerase chain reaction after a 24-hour treatment with
three concentrations of each tested drug. Different patterns, depending
on the compound and the tested concentration, were evident and are
shown in Table 3 and Supplemental Figs. 3-8. Both BSEP and NTCP
were strongly repressed by all group 1 cholestatic compounds. In
addition, OATP-B was repressed by CsA, BOS, and NEF, whereas
MRP2, MRP3, and MRP4 were overexpressed only by CsA. Most
compounds in group 2 (TOL, DIC, PER, MET, CIM, and TAC) also

repressed BSEP, NTCP, and OATP-B. Moreover, MRP2, MRP3, and
MRP4 were upregulated by TAC. In addition, MRP2 was upregulated by
DIC and MRP3 was downregulated by PER. Noticeably, none of the
tested transporters was significantly deregulated by ENT. Some BA
transporters were also deregulated by noncholestatic compounds. Thus,
BUS downregulated BSEP and NTCP, whereas PIO and AMI inhibited
BSEP and NTCP expression. In addition, transcripts of four other genes
(ALB, ALDOB, CYP3A4, and SOD2) were also measured (Supplemental
Table 2). A slight or significant decrease in expression of the liver-
specific genes (ALB and ALDOB) was also observed with most drugs,
which likely reflected cell adaptation or some cytotoxicity after a
24-hour treatment and not a direct drug-induced cholestatic effect.
Induction of CYP3A4 mRNAs with CPZ and their inhibition by CsA,
TAC, and BOS were in agreement with previous reports. SOD2 mRNA
expression was increased with CsA and CPZ and was not altered with
control compounds.

Comparative Analysis of Bile Canaliculi Dynamics in PHHs.
Hepatocytes from three different donors were analyzed by phase-
contrast cell imaging. Similar results as those described with HepaRG
hepatocytes were obtained within the first hours of drug exposure (i.e.,
bile canaliculi constriction with CPZ, CsA, NEF, and TRO; Fig. 5A) as
well as with TOL after 2 hours, and bile canaliculi dilatation with TOL
(between 1 and 2 hours), ENT, DIC, and BOS (Fig. 5B); however, these
effects were not observed in cells from all donors with DIC, ENT, and
TAC. Moreover, the rarely cholestatic drug PER that caused bile
canaliculi constriction in HepaRG cells did not alter bile canaliculi
structures in any of the three PHH populations (Fig. 5C). As expected,
the noncholestatic drug FIA was ineffective. The time course of
appearance of bile canaliculi alterations was approximately the same
for all of the cholestatic compounds but the extent of dilatation appeared
to be reduced compared with that observed in HepaRG cells.

Discussion

Both bile canaliculi dynamics and ROCK/MLCK activities can be
impaired by cholestatic drugs (Sharanek et al., 2016). In this study, we
demonstrated by using a set of 18 cholestatic and noncholestatic
compounds that the 12 drugs that were classified cholestatic on the
basis of reported clinical findings caused disturbances in both bile
canaliculi dynamics and the ROCK/MLCK pathway. By contrast,
noncholestatic compounds exhibited no effect on these pathways.
Comparison of these data with TCA efflux showed that some cholestatic
drugs were ineffective or enhanced TCA clearance, whereas some
noncholestatic drugs exerted an inhibitory effect.

Drug-induced impairment of bile canaliculi dynamics can result in
either early constriction or dilatation of the canalicular lumen. These
morphologic changes were observed with the two groups of cholestatic
drugs (i.e., well recognized as either causing clinical cholestasis or being
responsible for rare cases of clinical cholestasis) (Table 1). Bile
canaliculi constriction was irreversible, representing a terminal step
leading to cell death; however, dilatation could be reversible and did not
impede (at least within 24 hours) cell survival. Interestingly, the two
types of bile canaliculi alterations could be observed with some drugs,
showing either time or concentration dependence. TOL first caused
dilatation and later constriction, whereas CsA caused dilatation at low
concentrations and constriction at high concentrations. However, other
bile canaliculi constrictors (CPZ, NEF, PER, and TRO) did not show
clear evidence of dilatation prior to constriction or differences in the
effects on bile canaliculi dynamics at lower concentrations or shorter
times. Since a cholestatic liver usually develops after chronic drug
administration in patients and is characterized by dilatated bile canaliculi
(Imanari et al.,, 1981; Watanabe et al., 1991; Chung et al., 2002),
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Fig. 3. Alterations of the ROCK/MLCK pathway by cholestatic drugs in HepaRG cells. (A) Bile canaliculi (BC) surface quantification after Y-27632 (10 uM) and CaM
(5 uM) treatments for 4 hours. (B) Phase-contrast images of cells treated with 200 uM DIC with or without the MLCK activator CaM (5 uM) for 2 hours. (C) Phase-contrast
images of cells treated with 75 uM NEF with or without the ROCK inhibitor Y-27632 (10 uM) for 2 hours. (D-F) BC surface quantification with constrictors as described
above (D), TOL and ENT (E), and dilatators (F). (G) Phase-contrast images of cells treated with 100 uM BOS with or without Y-27632 (10 uM) or with Y-27632
(10 uM) alone for 2 hours. Data are expressed relative to untreated cells, arbitrarily set at a value of 100%. Data represent the means * S.E.M. of three independent

experiments. #P < 0.001. Bar, 50 wm.
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Fig. 4. Effects of tested drugs on BA clearance activity in HepaRG cells. (A—C) [*H]-TCA clearance in HepaRG cells treated with group 1 (A), group 2 (B), and group 3 (C) drugs
for 2 hours. [3H]—TCA clearance was determined based on its accumulation in cell layers (Ctlr indicates control). Data are expressed relative to the levels found in untreated cells,
arbitrarily set at a value of 100%. Data represent the means = S.E.M. of three independent experiments. *P<<0.05; **P<<0.01; ***P<<0.001 (compared with untreated cells).

experiments are ongoing to determine whether dilatation of bile canaliculi was observed with the six noncholestatic drugs. Noticeably,
canaliculi could occur after prolonged repeated treatments with  additional noncholestatic drugs have been tested, including ambrisentan
constricting drugs at lower concentrations. No alteration in bile (a member of the same endothelin receptor antagonist family as BOS)
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TABLE 3

Effects of tested drugs on transcript levels of different hepatic transporters.

HepaRG cells were exposed to the three groups of compounds at the indicated concentration for 24 hours. mRNA levels were measured by real-time quantitative polymerase chain reaction analysis.

All results are expressed relative to the levels found in control cells, arbitrarily set at a value of 1.

BA Transporters

Drug
BSEP NTCP OATB-B MRP2 MRP3 MRP4

Group 1: drugs involved in clinical

cholestasis

BOS (100 uM) 0.10 £ 0.01%** 0.23 £ 0.06%** 0.40 = 0.02* 0.99 = 0.16 0.62 £ 0.08 1.08 £ 0.16

CPZ (50 uM) 0,5 £ 0.2* 0.5 £ 0.1* 1.1 £0.1 12 £02 0.8 £0.2 1.7 £ 0.2*

CsA (50 uM) 0.54 £ 0.15%* 0.05 £ 0.01%** 0.17 £ 0.02%%* 1.8 £ 0.15%%* 1.79 £ 0.08*** 2.68 £ 0.12%**

NEF (75 uM) 0.28 £ 0.08* 0.16 £ 0.06%** 0.32 £ 0.07%** 1.00 = 0.1 0.90 = 0.12 1.40 = 0.2

TRO (50 uM) 0.58 £ 0.11* 0.51 £ 0.06% 0.89 = 0.14 0.88 = 0.08 1.11 £ 0.10 0.86 = 0.09
Group 2: drugs involved in rare

cases of clinical cholestasis

CIM (4 mM) 0.33 = 0.04%%* 0.21 £ 0.05%* 0.63 = 0.09 1.00 £ 0.31 0.89 * 0.07 0.99 £ 0.26

DIC (200 uM) 0.66 £ 0.1* 0.56 £ 0.1%* 0.7 £ 0.06%* 1.67 £ 0.09%** 0.75 £ 0.06 0.74 £ 0.02%*

ENT (100 uM) 0.83 £0.18 1.48 £ 0.12 1.13 £ 0.18 0.93 = 0.11 0.98 £ 0.18 1.28 £ 0.08

MET (3 mM) 0.30 % 0.06%** 0.15 = 0.04** 0.37 = 0.14* 1.11 = 0.16 1,00 = 0.15 1.05 + 0.26

PER (20 uM) 0.45 £ 0.09* 0.38 £ 0.07*** 0.63 = 0.11 0.96 = 0.13 0.52 £ 0.06%* 143 £ 0.15

TAC (50 uM) 0.44 £ 0.11%* 0.23 £ 0.08*** 043 £ 0.19% 2.04 £ 0.41* 1.64 £ 0.32* 2.60 £ 0.51*

TOL (100 uM) 0.20 £ 0.04%** 0.25 £ 0.11%** 0.27 £ 0.13%%* 0.56 = 0.06** 0.48 + 0.05* 1.19 £ 0.28
Group 3: drugs not involved in

clinical cholestasis

AMI (20 uM) 1.34 £ 0.19 0.44 = 0.09* 0.82 = 0.05 0.90 £ 0.07 0.66 = 0.07 1.35 £ 024

APAP (25 mM) 0.63 = 0.14 0.53 * 0.17 0.73 = 0.03 0.69 = 0.32 0.82 = 0.20 1.31 = 0.27

BUS (100 uM) 0.32 £ 0.03** 0.35 £ 0.12% 0.52 £ 0.15 1.20 £ 0.07 1.02 £ 0.06 1.67 £ 0.33

FIA (100 uM) 0.66 £ 0.08 0.86 £ 0.1 0.97 £ 0.11 1.00 £ 0.06 0.97 £ 0.09 0.94 = 0.07

PIO (100 uM) 0.66 * 0.08* 0.31 * 0.12% 0.59 = 0.24 1.27 = 0.29 1.03 = 0.09 1.03 £ 0.10

XIM (100 uM) 1.19 £ 0.16 1.21 = 0.20 1.14 = 0.28 0.72 = 0.09 0.92 = 0.14 0.76 = 0.10

*P<0.05; **P<0.01; ***P<<0.001 (compared with untreated cells).

and ibuprofen, and were found to be similarly ineffective on the
dilatation and constriction of bile canaliculi (data not shown).
Noteworthy, bile canaliculi constriction and dilatation was associated
with different alterations of the ROCK/MLCK pathway. Activation of
the ROCK pathway and inhibition of the MLCK pathway associated
with increased phosphorylation and dephosphorylation of MLC2 were
observed with constrictors and dilatators, respectively (Fig. 6). Impor-
tantly, differential quantitative effects were observed, supporting the
conclusion that cholestatic drugs can act by different mechanisms,
involving different targets on the ROCK/MLCK pathway (Sharanek
et al.,, 2016). The involvement of MLC2 in the occurrence of bile
canaliculi constriction or dilatation was also demonstrated by using
Y-27632, a ROCK-specific inhibitor, and CaM, a MLCK-specific
activator, which caused inhibition of bile canaliculi constriction and
dilatation respectively, giving support to the conclusion that distur-
bances of the ROCK/MLCK pathway preceded alterations of bile
canaliculi dynamics. Interestingly, BOS combined with Y-27632 had an
additive effect on bile canaliculi dilatation, showing that both drugs
acted via distinct MLCK and ROCK enzymatic targets (Fig. 3G).
Drug inhibition studies of BSEP have mostly been performed using
membrane vesicles overexpressing BSEP (Morgan et al., 2010).
Although PHHs represent a more relevant physiologic in vitro model,
they have been only rarely used (Kostrubsky et al., 2006; Swift et al.,
2010; Pedersen et al., 2013). A large proportion of cholestatic drugs have
been identified as BSEP inhibitors (Morgan et al., 2010; Stieger, 2010;
Dawson et al., 2012; Pedersen et al., 2013), but a significant number of
false positives has been found, using either vesicle assays or SCHHs
(Pedersen et al., 2013). Using the TCA clearance assay, we also found
that not all cholestatic drugs are inhibitors of TCA clearance. Indeed,
compared with deformation of bile canaliculi associated with disruption
of the ROCK/MLCK pathway induced by the 12 cholestatic drugs and
not by the six noncholestatic drugs, alteration of TCA clearance was
observed only with four of seven drugs known to rarely cause cholestasis

in patients (DIC, ENT, MET, and CIM). Noticeably, if DIC and ENT
inhibit BSEP using transfected vesicles, MET and CIM are not classified
or only weakly shown to be inhibitors of BSEP (Morgan et al., 2010).
Moreover, the potent cholestatic drug CPZ was not detected as a BSEP
inhibitor using transfected vesicles (Pedersen et al., 2013), whereas it
appeared as a bile canaliculi constrictor and an inhibitor of TCA efflux in
this study. This discrepancy could be attributed to CPZ-induced
generation of reactive oxygen species that cannot be observed with
transfected vesicles (Anthérieu et al.,, 2013). Two additional major
differences were evident between transfected cells and TCA clearance
assays: we observed inhibition of TCA clearance and bile canaliculi
deformation with TOL and no change with PIO, whereas opposite data
were reported with transfected vesicles (Morgan et al., 2010; Pedersen
et al., 2013). Noticeably, PIO has been classified as either rarely
cholestatic (May et al., 2002) or noncholestatic (Pedersen et al., 2013)
and as a potent BSEP inhibitor (Morgan et al., 2010; Dawson et al.,
2012) or not (Kaimal et al., 2009; Pedersen et al., 2013) using transfected
vesicles. However, in the study by Pedersen et al. (2013), PIO at 50 uM
did not significantly inhibit TCA efflux in SCHHs. Our results were in
agreement with this finding; at 100 uM, PIO had no effect on TCA
efflux or bile canaliculi dynamics. Together, these data clearly
emphasize the importance of both cell model-based systems and assays
to estimate BSEP inhibition. In our experimental whole-cell system,
TCA eftlux could not be considered as reflecting only BSEP activity.
Indeed, TCA clearance was reduced by CsA to approximately 20% of
control values. This strong inhibition could be due not only to an
inhibition of canalicular efflux but also to an inhibition of basolateral
efflux. By contrast, a dose-dependent increase in TCA efflux was
obtained with DIC, likely reflecting an enhanced basolateral efflux and/
or a reduced influx activity. Moreover, with some drugs (whether
cholestatic or not, such as BUS), only a slight increase in TCA efflux
was observed at low concentrations, whereas efflux levels at higher
concentrations were comparable to those measured in control HepaRG
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Donor 1 Donor 2 Donor 3
NEF constriction constriction constriction
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PER nc nc nc
TRO constriction constriction constriction
ENT dilatation nc dilatation
TOL dilatation- constriction  dilatation- constriction  dilatation- constriction
FIA nc nc nc
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Fig. 5. Disruption of bile canaliculi (BC) rhythmic movements in 4-day PHH cultures. (A and B) Phase-contrast images after 2-hour treatment showing untreated cells
(control) and cells treated with constrictors (50 uM CPZ, 50 uM CsA, 75 uM NEF, and 100 uM TRO), with 100 uM TOL, or with dilatators (100 uM ENT, 200 uM DIC,
and 100 uM BOS). (C) Results obtained with hepatocytes from the three donors treated with different drugs. nc indicates no change. Bar, 50 wm.

cell cultures, confirming previously reported concentration-dependent
effects of drugs on TCA efflux using SCHHs (Kostrubsky et al., 2006).
With the two compounds MET and CIM, high noncytotoxic
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concentrations were required to observe changes in bile canaliculi
dynamics, whereas TCA efflux levels were comparable to those
measured in controls but significantly decreased with low drug

Fig. 6. Schematic representation of the molecular
targets of cholestatic drugs. Dilatators and TOL (within
the first hour) inhibit Ca®*/CaM-dependent MLCK
leading to dilatation. Constrictors and TOL (after
1 hour) activate ROCK activity and maintain abnormal
high MLC2 phosphorylation, thereby leading to bile
canaliculi (BC) constriction (Actin - Myosin interac-
tion). Y-27632 inhibits ROCK activity and causes
MLC?2 dephosphorylation, thereby leading to BC
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TABLE 4

Summary of the results on the 18 tested drugs

Bile canaliculi deformation (i.e., constriction or dilatation), BSEP inhibition from the literature (vesicles), [3HJ»TCA clearance (control = 100%), BSEP mRNA expression (control = 1), MLC2
phosphorylation state, and MLCK/ROCK implication are summarized. Human BSEP inhibition levels in transfected vesicles are taken from the literature and expressed as high, medium, and low or

absent.
Drug Bile Canaliculi BSEP Inhibition, [*H]-TCA Clearance BSEP mRNA Expression MLC?2 Phosphorylation MLCK/ROCK
Deformation Vesicles (Control = 100%) (Control = 1) State Implication
Group 1: drugs involved
in clinical cholestasis
BOS Dilatation + abed 64.24 *+ 4.13%* 0.10 = 0.01%%* Dephosphorylation MLCK
CPZ Constriction fa-ed 49.96 *+ 5.14* 0.5 = 0.2* Phosphorylation ROCK
CsA Constriction + abed 13.16 = 1.48%* 0.54 = 0.15%* Phosphorylation ROCK
NEF Constriction +fabed 5246 + 3.87%%x 0.28 + 0.08* Phosphorylation ROCK
TRO Constriction +abied 21.97 =+ 3.72%%x 0.58 * 0.11% Phosphorylation ROCK
Group 2: drugs involved
in rare cases of
clinical cholestasis
CIM Dilatation +“ 86.25 + 12.12 0.33 £ 0.04%** Dephosphorylation MLCK
DIC Dilatation 4ad 384.8 £ 57.96%* 0.66 = 0.1* Dephosphorylation MLCK
ENT Dilatation —bd 109.2 + 16.94 0.83 + 0.18 Dephosphorylation MLCK
MET Constriction —ad 99.41 + 845 0.30 = 0.06%** Phosphorylation ROCK
PER Constriction — 41.43 £ 8.22%* 0.45 = 0.09* Phosphorylation ROCK
TAC Dilatation -t 56.14 x 2.71%** 0.44 = 0.11%* Dephosphorylation MLCK
TOL Dilatation then +bed 48.36 + 8.14%* 0.20 % 0.04%%* No change MLCK - ROCK
constriction
Group 3: drugs not involved
in clinical cholestasis
AMI No change fabd 115.6 = 15.62 1.34 £ 0.19 No change —
APAP No change —ed 137.2 = 24.33 0.63 = 0.14 No change —
BUS No change —aed 86.07 * 13.39 0.32 = 0.03** No change —
FIA No change —4 91.34 £ 9.14 0.66 = 0.08 No change —
PIO No change fabed 86.15 = 3.34 0.66 + 0.08 No change —
XIM No change -4 96.71 = 1091 1.19 = 0.16 No change —

“Pedersen et al. (2013).

"Morgan et al. (2010).

‘Dawson et al. (2012).

9P, Krajcsi (unpublished data).

#*P < 0.01; #*P < 0.05; **+P < 0.001.
—, no implication for the six drugs.

concentrations. By contrast, ENT did not inhibit TCA efflux at any of the
concentrations tested. Together, these data support the conclusion that
not all cholestatic drugs induce accumulation of TCA in HepaRG cells
and that its clearance can be modulated by different mechanisms other
than direct alteration of BSEP activity.

Most studies have focused on interactions between drugs and BSEP
without considering perturbation of expression of this transporter.
Recently, one group (Garzel et al., 2014) analyzed 30 drugs for their
ability to perturb BSEP expression in PHH cultures after 24-hour
treatment and classified them into three categories according to their
capacity to strongly (>60%), moderately (20%—60%), or not repress the
transporter. In this study, we analyzed four of these compounds.
Similarly, we found a strong repression of BSEP expression with TRO
and BOS, which were tested at comparable concentrations, but we
demonstrated a strong repression with NEF and CsA, which were tested
at higher concentrations. As shown here, the effects of cholestatic and
noncholestatic drugs on BA transporter expression depended on the drug
concentration and the transporter tested (Supplemental Fig. 3A). To
note, most cholestatic drugs repressed BSEP, NTCP, and OATP-B at
concentrations that caused bile canaliculi deformations, suggesting that
in vitro experimental conditions (drug concentrations, in vitro models,
etc.) are critical for obtaining correct results. The three BA transporters
were also repressed by some noncholestatic drugs. Interestingly, it has
been found that downregulation of transporters also occurs at the mRNA
level in the human cholestatic liver, as observed for BSEP, NTCP, and
OATP (Zollner et al., 2001). More variable results were obtained with
MRPs (Table 3). The most important changes were induction of
MRP2-MRP4 with CsA and TAC and of MRP2 with DIC. MRP3

upregulation has been described as a compensatory mechanism to BA
accumulation in the cholestatic rat liver (Donner and Keppler 2001).
Since transcript levels were measured 24 hours after drug addition, their
changes more likely reflected secondary effects rather than direct and
specific drug effects.

Interestingly, different responses were obtained with drugs of the
same family as observed with TOL and ENT (as described above) as
well as CsA and TAC, which caused bile canaliculi constriction and
dilatation, respectively. TAC has been reported to cause rare cases of
cholestasis in infants. Accordingly, TAC induced dilatation at only
50 uM in this study. Since TAC is used at 10- to 100-fold lower
therapeutic doses than CsA, the absence of hepatotoxic and cholestatic
effects at concentrations up to 25 wm was in full agreement with reports
of its clinical safety (Mihatsch et al., 1998). Accordingly, considering the
Chnax Values measured in patients (1.15 and 0.09 uM for CsA and TAC,
respectively), cholestatic concentrations are expected to be reached
normally only in patients treated with CsA. However, considering the
12 tested cholestatic drugs, no direct correlation could be established
between C,, values (Table 2) and their in vitro concentrations inducing
bile canaliculi deformation, confirming data reported with BSEP
inhibition assays on a large set of compounds (Dawson et al., 2012;
Kock et al., 2014).

Bile canaliculi deformation was also investigated in PHH cultures
from three donors treated with some of the tested compounds. If bile
canaliculi constriction and dilatation was induced by all cholestatic
drugs except PER, donor—donor differences were observed. Only four of
eight tested cholestatic compounds were found to cause alterations or no
changes of bile canaliculi structures in the three hepatocyte populations.
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Among the factors that could explain donor differences were variations
in drug metabolism and detoxification capacity and/or BA transporter
levels. Nevertheless, these data with PHHs confirm those obtained with
HepaRG cells and support the suitability of this model as a reproducible,
easy-to-use liver cell model for screening and mechanistic studies for the
identification of drug-induced cholestasis.

In summary, early bile canaliculi deformations resulting in constric-
tion or dilatation of the canalicular lumen associated with alterations of
the ROCK/MLCK pathway were observed with all tested cholestatic
drugs, including those that are not BSEP inhibitors (Table 4). Together,
our results favor the conclusion that alterations of bile canaliculi
dynamics with the involvement of the ROCK/MLCK pathway are more
specific predictive markers than TCA clearance and direct BSEP
inhibition to screen the cholestatic potential of new chemical entities.
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Supplemental figure. 1.

A
CsA 50uM (CONSTRICTION)
Integrated density 8629394 6856399
% white surface 100% 79.4%
ENT 100aM (DILATATION)
Integrated density 29518021 41731151
% white surface 100% 141.3%
B

Phase contrast picture Density adjustement

Supplemental Figure. 1. Method for BC constriction/dilatation quantification

(A), Cells were treated with 50uM CsA (constriction) or 100uM ENT (dilatation) for 2h. Canalicular lumen surfaces appeared
bright (white) and hepatocytes/biliary cells denser (black) using a phase-contrast microscope Zeiss Axiovert 200M. Brightness
parameters were adjusted to eliminate non corresponding objects and analysis was performed on at least 4 images per each
condition (well). White canalicular lumen was then quantified using the image J software every 10min for 24h. The integrated
density was determined and then expressed as percent of the control (T0). (B), differences between a phase contrast picture
and the same picture after density adjustement.



DMD #71373

BOS, DIC, ENT, TAC, CIM

Supplemental table 1.

CPZ, CsA, NEF, TRO, PER, MET
TOL

AMI, APAP, BUS, FIA, PIO, XIM

Supplemental Table 1. Drug-induced BC modulations

AMI, amiodarone; APAP, acetaminophen; BOS, bosentan; BUS, buspirone; CIM, cimetidine; CPZ, chlorpromazine; CsA,
cyclosporine A; DIC, diclofenac; ENT, entacapone; FIA, fialuridine; MET, metformin; NEF, nefazodone; PER, perhexiline; PIO,
pioglitazone; TAC, tacrolimus; TOL, tolcapone; TRO troglitazone; XIM, ximelagatran.



Supplemental figure. 2. DMD #71373
A BOS CsA CPz NEF
1.5 2.0+ 2.0-
2.0- o o
<) =) S
) g £ 1.5- £
£ 15 g S T 8
% o -I_ * o g
z =) lal ° °
LE * e e * L
<L S—— <L <L < -I-
2 i Z Z z I =—
£ s IO - E E
e — e
1 I 1 T 1 L) ]
10uM 50uM 100puM Ctrl 10pM 25uM 50uM ctrl 20pMm 35 uM 50pM ctrl 10uM 30pM 75uM
TRO
1.5
[+]
g
g 1
s oo T .
LE —
<
z
e
£
ctrl  10pM  25uM  50pM
1.5 154 1.59 207
-I- ®
3 °g= % 2 s
& ~ .
5 : 1 : T 5
T i) 3 3
e - (=]
LE Fkk uo- uo' L
< T e S < =
[ x o o ok Fedek
T T T T L) L]
ctrl 0.5mM ImM AmM ctrl 50uM 100uM  200uM ctrl 10uM 50uM 100uM ctrl 1mM 2mM 3mM
PER TAC TOL
9 0- 1.59 2.0-
Q
o =) g
2 15 _f:c" g8
= 3] 5
o - * T
'c —
3 T S == . 5 e
L R L —_—
<
< <L
E E il ¢ mifin
ctrl 5uM  10uM  20pM ctrl 5uM 10uM  50uM ctrl 100M  25pM  50pM
AMI APAP BUS FIA
2.0+ 1.5+ 1.5- 1.51
% % Q Q
g 151 g 2 g 1
S S .@ .@ 1.0 e
- — - S o 1T
S S —T 2 3
L L e - e -
< < < 1T w059
o o
£ £ ox [
£ | | £
' ! ' ' z ¥ - T T 0.0- — T
ctrl SuM  10pM  20uM ctrl smM 10mM  25mM ctrl 10uM  50uM  100uM ctrl 10uM  50uM  100uM
PIO XM
20- 2.0-
g g T
S 151 T g 1957
S -. S T
o T
° ©
(I i * (T8
=t =
o o
£ £
ctl  10pM  50uM  100uM ctrl 10uM  50pM  100pM

Supplemental figure. 2. Effects of the tested drugs on BSEP transcript levels

HepaRG cells were exposed to the 3 groups of compounds at 3 different concentrations for 24h : group 1 (A), group 2 (B)
and group 3 (C). mRNA levels of BSEP were measured by RT-PCR analysis. All results are expressed relative to the levels
found in control cells (ctrl), arbitrarily set at a value of 1. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 compared with untreated cells.
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Supplemental figure. 3. Effects of the tested drugs on NTCP transcript levels

HepaRG cells were exposed to the 3 groups of compounds at 3 different concentrations for 24h : group 1 (A), group 2 (B)
and group 3 (C). mRNA levels of NTCP were measured by RT-PCR analysis. All results are expressed relative to the levels

found in control cells (ctrl), arbitrarily set at a value of 1. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 compared with untreated cells.
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Supplemental figure. 4. Effects of the tested drugs on OATP-B transcript levels

HepaRG cells were exposed to the 3 groups of compounds at 3 different concentrations for 24h : group 1 (A), group 2 (B)
and group 3 (C). mRNA levels of OATP-B were measured by RT-PCR analysis. All results are expressed relative to the
levels found in control cells (ctrl), arbitrarily set at a value of 1. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 compared with untreated
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Supplemental figure. 5. Effects of the tested drugs on MRP2 transcript levels

HepaRG cells were exposed to the 3 groups of compounds at 3 different concentrations for 24h : group 1 (A), group 2 (B)
and group 3 (C). mRNA levels of MRP2 were measured by RT-PCR analysis. All results are expressed relative to the levels
found in control cells (ctrl), arbitrarily set at a value of 1. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 compared with untreated cells.
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Supplemental figure. 6. Effects of the tested drugs on MRP3 transcript levels

HepaRG cells were exposed to the 3 groups of compounds at 3 different concentrations for 24h : group 1 (A), group 2 (B)
and group 3 (C). mRNA levels of MRP3 were measured by RT-PCR analysis. All results are expressed relative to the levels
found in control cells (ctrl), arbitrarily set at a value of 1. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 compared with untreated cells.
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Supplemental figure. 7. Effects of the tested drugs on MRP4 transcript levels

HepaRG cells were exposed to the 3 groups of compounds at 3 different concentrations for 24h : group 1 (A), group 2 (B)
and group 3 (C). mRNA levels of MRP4 were measured by RT-PCR analysis. All results are expressed relative to the levels
found in control cells (ctrl), arbitrarily set at a value of 1. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 compared with untreated cells.
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ALB

ALDOB CYP3A4 SOD2

Group 1

Group 2

Group 3

Bosentan (100uM)
Chlorpromazine (50uM)
Cyclosporine (50uM)
Nefazodone (75uM)
Troglitazone (50uM)

Cimetidine (4mM)
Diclofenac (2001M)
Entacapone (100uM)
Metformin (3mM)
Perhexiline (20uM)
Tacrolimus (50uM)
Tolcapone (100uM)

Amiodarone (20uM)
APAP (25mM)
Buspirone (10uM)
Fialuridine (100uM)
Pioglitazone (100uM)
Ximelagatran (100uM)

)

Gene expression (Fold change)

2.5

Increase

No change

Decrease

Supplemental Table. 2. Heat map showing the effects of the tested drugs on transcript levels of non transporters genes

HepaRG cells were exposed to the 3 groups of compounds at 3 different concentrations for 24h : group 1, group 2 and group 3.
MRNA levels of ALB, ALDOB, CYP3A4, SOD2 were measured by RT-PCR analysis. All results are expressed relative to the levels
found in control cells, arbitrarily set at a value of 1. two colors are used : Red when there is an increase in the fold change of gene
expression and green when there is a decrease in the fold change of gene expression
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Supplemental video 1. Constriction of BC in troglitazone-treated HepaRG cells

Constriction of BC and loss of their rhythmic dynamics in TRO-treated HepaRG cells. Images of 50uM TRO-treated cells were
captured each 10 minutes during 24h under time-lapse phase-contrast videomicroscopy equipped with a thermostatic
chamber (37°C and CO,).

Supplemental video 2. Dilatation of BC in entacapone-treated HepaRG cells

Dilatation of BC and loss of their rhythmic dynamics in ENT-treated HepaRG cells. Images of 100uM ENT-treated cells were
captured each 10 minutes during 24h under time-lapse phase-contrast videomicroscopy equipped with a thermostatic
chamber (37°C and CO,).

Supplemental video 3. BC rhythmic dynamics movements in acetaminophen-treated HepaRG cells
Rhythmic dynamics movements in APAP-treated HepaRG cells. Images of 25mM APAP-treated cells were captured each 10
minutes during 24h under time-lapse phase-contrast videomicroscopy equipped with a thermostatic chamber (37°C and CO,).
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Etude du potentiel cholestatique et cytotoxique des
antagonistes aux récepteurs a I’endothéline

Historiquement, le bosentan, un antagoniste aux récepteurs a I’endothéline, a été la
premiere molécule étudiée par le laboratoire a présenter une dilatation des canalicules
biliaires aprés un traitement aigu de quelques heures. Présentant un caractére novateur sur
la dynamique des BC et étant reconnu comme une molécule cholestatique puissante, il a été
largement étudié depuis quelques années pour ses propriétés inhibitrices de BSEP (Fattinger
et al. 2001). Afin de mieux comprendre son mécanisme dans I'induction d’une cholestase,
son étude a été élargie a I'’ensemble de sa famille thérapeutique (ambrisentan, macitentan,
sitaxentan). En effet, plusieurs antagonistes des récepteurs de I'endothéline ont été
développés pour le traitement de I'hypertension artérielle pulmonaire. Certains d'entre eux
ont été rendus responsables de cas cliniques d'hépatotoxicité (sitaxentan) et/ou de
cholestase (bosentan) et d’autres n’ont montré aucune toxicité chez ’lhomme (macitentan et
ambrisentan). A partir de I'étude de la déformation des canalicules biliaires avec encore une
fois I'implication de la voie MLCK dans la dilatation, nous avons tenté de comparer les
différentes molécules. D’autres caractéristiques spécifiques a la cholestase ont également
permis de comprendre le potentiel cholestatique in vitro de cette famille thérapeutique.
Nous nous sommes d’abord intéressé a I'accumulation intracellulaire d’acides biliaires
individuels et totaux, puis a I'activité de transporteurs reflétant I'influx ou la clairance de ces
acides biliaires. Enfin nous avons analysé la distribution de transporteurs basolatéraux et la
modulation de I'expression des mRNA des principaux transporteurs hépatiques. Nos
résultats ont montré que certains antagonistes des récepteurs de I'endothéline pouvaient
étre hépatotoxiques ou cholestatiques (et/ou cytotoxiques) par différents mécanismes et
gue le macitentan récemment commercialisé, structurellement similaire au bosentan, était
capable de causer des altérations in vitro des canalicules biliaires, ce qui suggére un
potentiel cholestatique qui pourrait se révéler dans certaines conditions cliniques et justifie

donc une surveillance des fonctions hépatiques (mesure des transaminases et bilirubine).
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Article 3

Differential cytotoxic and cholestatic
potential of endothelin receptor
antagonists in human HepaRG cells

M. Burbank, A. Sharanek, A. Burban, H. Mialanne, H. Aerts, C. Guguen-
Guillouzo, R. J. Weaver, A. Guillouzo
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Abstract

Several endothelin receptor antagonists (ERAs) have been developed for the
treatment of pulmonary arterial hypertension. Some of them have been related to
clinical cases of hepatocellular injury (sitaxentan) and/or cholestasis (bosentan).
Recently, we showed that, like other cholestatic drugs, bosentan impaired in vitro
bile canaliculi dynamics typified by loss of spontaneous contractions and
occurrence of dilatations of bile canaliculi (BC) associated with deregulation of the
ROCK/MLCK signaling pathway. We aimed to determine whether other ERAs, i.e.
ambrisentan, macitentan and sitaxentan, could cause similar BC alterations, using
differentiated HepaRG cells. Our results showed that like bosentan, macitentan
induced cytotoxicity and cholestatic disorders typified by BC dilatation and
impairment of ROCK/MLCK signaling. This drug also strongly inhibited taurocholic
acid efflux after 2h, compared to a limited effect of bosentan and sitaxentan;
however, macitentan had a much lower inhibitory effect than these two drugs on
influx activity after either 2 or 24h. Moreover, these three drugs caused decreased
intracellular accumulation and parallel increased levels in culture media of total bile
acids. In addition, after 24h macitentan and bosentan down-regulated BSEP and
together with sitaxentan, NTCP expression. Only bosentan down-regulated OATP-B
and slightly MRP3. By contrast, sitaxentan was hepatotoxic without causing
cholestatic damage, likely via the formation of reactive metabolites and ambrisentan
appeared to be nonhepatotoxic. Together, our results show that some ERAs can be
hepatotoxic and/or cholestatic and that the recently marketed macitentan, structurally
similar to bosentan, can cause in vitro major BC alterations. The absence of in vivo
reported hepatotoxicity could be at least partly explained by the use of much lower
doses compared to bosentan for the treatment of pulmonary arterial hypertension.

116



Abbreviations:

ABT, 1-Aminobenzotriazole; ALB, albumin; ALDOB, aldolase B; AMB, ambrisentan;
BA, bile acid; BC, bile canaliculi; BOS, bosentan; BSEP, bile salt export pump; CA,
cholic acid; CaM, calmodulin; CDCA, chenodeoxycholic acid; CYP3A4, cytochrome
P450 3A4; DCA, deoxycholic acid; DILI, drug-induced liver injury; DMSO, dimethyl
sulfoxide; ETa, endothelin A receptor; ETs, endothelin B receptor; GAPDH,
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GCA, glycocholic acid; GCDCA,
glycochenodeoxycholic acid; GDCA, glycodeoxycholic acid; LCA, lithocholic acid;
MAC, macitentan; MDR1, multidrug resistance 1; MLC, myosin-light-chain; MLC2,
myosin light chain subunit-2; MLCK, myosin light chain kinase; MRP 2,3,4, multidrug
resistance-associated protein 2,3,4; MTT, methylthiazoletetrazolium; NTCP, Na*-
taurocholate co-transporting polypeptide; OATP-B, organic anion transporting
polypeptide; PHH, primary human hepatocytes; ROCK, Rho-kinase; RT-qPCR, real-
time quantitative polymerase chain reaction; SCCH, sandwich-cultured hepatocytes;
SIT, sitaxentan; SOD2, manganese superoxide dismutase ; T-AlphaMCA, tauro-a-

muricholic acid ; TCA, taurocholic acid; [3H]-TCA, [3H]-taurocholic acid;

Acknowledgments

Financial Support: This work was supported by the European Community [Contract
MIP-DILI-115336]. The MIP-DILI project has received support from the Innovative
Medicines Initiative Joint Undertaking, resources of which are composed of financial
contribution from the European Union's Seventh Framework Programme
[FP7/20072013] and EFPIA companies’ in kind contribution.
http://www.imi.europa.eu/.

Matthew Burbank was financially supported ANRT [n°2013/0112], and Ahmad
Sharanek and Audrey Burban by the MIP-DILI project.

We are grateful to Remy Le Guevel from the ImPACcell platform for imaging

analysis.

117



Introduction

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a rare, progressive disorder characterized
by hypertension in pulmonary arteries with an estimated prevalence of 15-50 cases
per million annually (Peacock et al. 2007). The median survival for an untreated PAH
patient with supportive care is 2.8 years after diagnosis (D’Alonzo et al. 1991).
Although several classes of specific medications are available PAH remains
relatively incurable and the overall prognosis remains guarded (Velayati et al. 2016).
Since the pathogenesis of this disease is marked by enhanced synthesis of
endothelin 1 (ET-1) and progressive proliferation and hypertrophy of smooth muscle
cells in the pulmonary vasculature (Dupuis and Hoeper 2008), the endothelin
receptor antagonists (ERAs) are thought to represent potent interesting therapeutics.
ERAs have the capacity to inhibit the binding of endothelin, the most powerful
vasoconstrictive peptide, to its receptors on smooth muscle cells which results in a
vasodilation in order to decrease the pulmonary vascular pressure (Humbert, Sitbon,
and Simonneau 2004). ERAs have been shown to improve exercise tolerance and
slow progression of disease in PAH patients (McLaughlin, Davis, and Cornwell
2011). Two ERAs are currently approved in the USA under the name of bosentan
(BOS) in 2001 and ambrisentan (AMB) in 2007. Another agent, sitaxentan (SIT), was
approved in 2006 in Europe but not in the USA. Finally, a new ERA, macitentan
(MAC), received approval in 2013. This ERAs family has been differently associated
with liver injury. In 2010 SIT was removed from the market due to concerns about its
liver toxicity (Galie et al. 2011) and BOS was found to cause at least 3-fold upper
limit of normal elevation of liver aminotransferases in about 11% of patients
accompanied by elevated bilirubin in a small number of cases during clinical studies
(Fattinger et al. 2001). By contrast, AMB did not appear to cause hepatotoxicity with
long-term treatment (Ben-Yehuda et al. 2012); Although it is structurally similar to
BOS, to date MAC has not been reported to cause elevation of liver transaminases
or bilirubin. There is no data indicating that it has superior therapeutic potency to
AMB (Sood 2014). The four ERAs differ on their level actions on the 2 different ET-1
receptors ETa and ETs which are G protein-coupled receptors whose activation
results in elevation of intracellular free calcium (Davenport and Battistini 2002).
While MAC and BOS are dual antagonists, AMB and SIT are selective of ETa
(Dupuis and Hoeper 2008). AMB is a propionic acid and the three others are
sulfonamides. BOS as well as MAC and SIT are direct inhibitors of BSEP as shown
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by using cells expressing human BSEP (Fattinger et al. 2001; Dawson et al. 2012;
Lepist et al. 2014). By contrast, MAC and its active metabolite, ACT-132577
(Sidharta et al. 2011) were reported to have no significant inhibitory effects on bile
salt transport in vivo (Raja 2010; Bolli et al. 2012). In vitro studies suggest that
hepatic disposition of MAC is mainly driven by passive diffusion rather than OATP-
mediated uptake (Bruderer et al. 2012). Mechanisms of ERAs hepatotoxicity remain
poorly understood. Recently, we demonstrated that BOS and other cholestatic drugs
cause alterations of bile canaliculi dynamics coupled with impairment of the
ROCK/MLCK signaling pathway (Sharanek et al. 2016; Burbank et al. 2016).
Interestingly, ERAs act by reducing myosin-actin interactions and myosin I
contractile activity in smooth muscle and non-muscle cells is stimulated through
phosphorylation of the myosin-light-chain (MLC) by both ROCK and
Ca2+/calmodulin-dependent myosin light chain kinase (MLCK) (Miao, Dai, and
Zhang 2002; Dupuis and Hoeper 2008).

In the present work, we aimed to analyze the mechanisms involved in cytotoxic
and cholestatic effects induced by the 4 principal drugs from the ERA family
using human HepaRG cells. Our results showed that BOS and MAC shared in
vitro similar (comparable) cytotoxic and cholestatic properties while SIT was

only cytotoxic and AMB was not hepatotoxic.
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Materials and methods
Reagents

Macitentan (MAC) and sitaxentan (SIT) were purchased from Alsachim (St. lllkirch-
Graffenstaden, France). Bosentan (BOS) was obtained from Sequoia Research
Products (Pangbourne, U.K). Ambrisentan was a gift from MSN Laboratories (Sanath
Nagar, India). 1-Aminobenzotriazole (ABT) and methylthiazoletetrazolium (MTT)
were purchased from Sigma (St. Quentin Fallavier, France). Calmodulin (CaM) was
from Merck Chemicals (Fontenay sous Bois, France). Phalloidin fluoprobe was
obtained from Interchim (Montlugon, France). [3H]-Taurocholic acid ([*H]-TCA) was
from Perkin Elmer (Boston, MA). Specific antibodies against phospho-myosin light
chain 2 (ser19) and HSC70 were provided by Cell Signaling Technology
(Schuttersveld, The Netherlands). Anti-zona occludens protein 1 (ZO-1) antibody was
obtained from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France). Anti-MRP2 and anti-MRP3
antibodies were from Abcam (Cambridge, UK) and secondary antibodies from
Invitrogen (Saint Aubin, France). Hoechst dye was from Promega (Madison, WI).
Other chemicals were of the highest reagent grade.

Cell cultures and treatments

HepaRG cells were seeded at a density of 2.6x10% cells/cm? in Williams’ E medium
supplemented with 2mm glutaMAX, 100U/ml penicillin, 100ug/ml streptomycin, 10%
Hyclone bovine fetal calf serum, 5upg/ml insulin, and 50uM hydrocortisone
hemisuccinate. At confluence, after 2 weeks, HepaRG cells were transferred to the
same medium supplemented with 1.7% dimethyl sulfoxide (DMSQO) for 2 additional
weeks in order to obtain confluent differentiated cultures containing nearly equal
proportions of hepatocyte-like and progenitors/primitive biliary-like cells (Cerec et al.,
2007). These differentiated hepatic cell cultures were used for analytical assays. For
drug treatments, differentiated HepaRG cells were incubated in a medium containing
2% serum and 1% DMSO. The list and characteristics of the 4 tested compounds are
displayed in Table 1.

Cell viability

Cytotoxicity of the tested compounds was evaluated using the MTT colorimetric

120



assay. Briefly, cells were seeded in 24-well plates and exposed to various
concentrations of each compound in triplicate for 24h. After medium removal, 100pl
of serum-free medium containing MTT (0.5 mg/ml) was added to each well and
incubated for 2 h at 37°C. The water-insoluble formazan was dissolved in 100pl
DMSO and absorbance was measured at 550 nm (Aninat et al. 2006). IC20 values
(the concentrations causing 20% cytotoxicity) were calculated from the
concentration-responses curves. IC10 or IC20 values are widely used in toxicology
studies (Pomponio et al. 2015; Liguori, et al. 2008).

Time-lapse cell imaging

Phase-contrast images of HepaRG cells were captured every 10 min, using time-
lapse phase-contrast videomicroscopy. The inverted microscope Zeiss Axiovert
200M was equipped with a thermostatic chamber (37°C and 5% COz) to maintain the
cells under normal culture conditions and an Axiocam MRm camera with a 10x

objective.
Determination of bile canalicular lumen surfaces

Bile canalicular lumen surfaces appeared bright (white) and the hepatocytes/biliary
cells denser (black) using a phase-contrast microscope Zeiss Axiovert 200M.
Brightness parameters were adjusted to eliminate non corresponding objects and
analysis was performed on at least 4 images per each condition (well). White
canalicular lumen was then quantified using the image J software every 10min for
24h. Data obtained during the first 4h with all tested compounds are presented and

BC quantification is expressed as percent of the control (Burbank et al. 2016).
MLCK activity

MLCK implication was estimated using calmodulin (CaM), a specific MLCK activator,
at a 5uM final concentration either alone (control) or in co-treatment with the
dilatators (i.e. BOS and MAC). BC alteration was quantified after both drug treatment
and drug/CaM co-treatment as described above.

Immunolabelling

Cells were washed with warm phosphate buffered saline (PBS), fixed with 4% paraformaldehyde for
20 minutes at room temperature and then washed three times with cold PBS. After paraformaldehyde

fixation, cells were permeabilized for 20 minutes with 0.3% Triton in PBS followed by 1-hour incubation
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in PBS containing 1% bovine serum albumin and 5% normal donkey serum. Cells were then incubated
overnight with primary antibodies directed against ZO-1, MRP2 and MRP3, and washed with cold PBS
before 2-hour incubation with mouse or rabbit Alexa fluor 488 labeled secondary antibodies in the
same buffer as described above. Cells were washed with cold PBS and incubated with rhodamine-
phalloidin fluoprobe SR101 (200 U/ml) diluted at 1/100 for F-actin labeling for 20min (Pernelle et al.
2011). After washing with cold PBS, cells were incubated with Hoechst in PBS for 20 min for nuclei
labeling. Immunofluorescence images were detected by Cellomics ArrayScan VTl HCS Reader
(Thermo Scientific, New Hampshire, U.S.A) (Bachour-El Azzi et al., 2015).

CDF excretion

After 2h of exposure to the drugs in serum-free medium, cells were incubated for 20
min at 37°C with 3 yM CDFDA, which is hydrolyzed by intracellular esterases to
CDF, a substrate of multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2). After washing,
imaging was done using inverted microscope Zeiss Axiovert 200M and AxioCam
MRm (Sharanek et al., 2014).

Taurocholic acid clearance

To evaluate TCA clearance activity, cells were first exposed to 43.3nM [3H]-TCA for
30min to induce its intracellular accumulation, then washed with standard buffer and
incubated with the tested compounds for 2h in a standard buffer with Ca®* and Mg?*.
After the incubation time, cells were washed and scraped in 0.5N NaOH and the
remaining radiolabeled substrate was measured through scintillation counting to
determine [3H]-TCA clearance (Anthérieu et al. 2013). TCA influx was estimated by
determination of sodium-dependent intracellular accumulation of the radiolabeled
[®H]-TCA substrate. Cells were treated with the 4 drugs for 2 or 24h followed by
incubation with radiolabeled TCA for 30min. Then, they were washed with PBS and
lysed with 0.1N NaOH. Accumulation of radiolabeled substrate was determined
through scintillation counting (Anthérieu et al. 2013). [*H]-TCA clearance was
determined based on its accumulation in the cell layers (cells + BC) and calculated
relative to the control using the following formula: [®H]-TCA clearance = ([°*H]-TCA
accumulation in (cells + BC)control * 100) / ([*H]-TCA accumulation in cell layers)Tested
compound (Sharanek et al. 2016).

Real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) analysis.

Total RNA was extracted from 106 HepaRG cells with the SV total RNA isolation
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system (Promega, Charbonnieres-les-Bains, France). RNAs were reverse-
transcribed into cDNA and RT-gPCR was performed using a SYBR Green mix.
Primer pairs sequences are listed in supplemental Table 1.

Western blotting analysis of p-MLC2

HepaRG cells were treated with the tested compounds for 1, 2 and 3h at 100uM
where BC alteration occurred, then washed with cold PBS and finally re-suspended
in cell lysis buffer supplemented with protease and phosphatase inhibitors (Roche,
Mannheim, Germany). Aliquots containing equivalent total protein content, as
determined by the Bradford procedure with bovine serum albumin as the standard,
were subjected to sodium dodecyl sulfate/12% polyacrylamide gel electrophoresis,
electrotransferred to immobilon-p membranes, and incubated overnight with primary
antibodies directed against p-MLC2 and HSC70. After using a horseradish
peroxidase conjugated anti-mouse/rabbit antibody (Thermo-Fisher Scientific,
Waltham, MA), membranes were incubated with a chemiluminescence reagent
(Millipore, Billerica, MA) and bands were visualized and quantified by densitometry
with fusion-CAPT software (Vilber Lourmat, Collégien, France).

Measurement of endogenous bile acid content

In order to avoid any bile acids (BA) contamination with the serum, all treatments and
washings were done in serum-free media. Both dried cell pellets and 1 ml medium
samples were collected for BA analysis from HepaRG cell cultures exposed to
different drug concentrations at various time points. BA content was measured using
Ultra high pressure liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry
(UPLC-MS/MS). An Acquity UPLC BEH Waters column (Waters Corporation,
Milford, MA.), thermostated at 65 °C, was used for chromatographic separation of
BA. Mobile phases consisted of (A) (0.1% HCOOH in purified water) and (B) (0.05%
triethylamine in acetonitrile) at 95:5 (v/v). BAs were eluted by increasing B/A ratio
from 5 to 95 (v/v) for 14.5 min. Separation was achieved at a flow rate of 0.35 ml/min
for 18 min. Mass spectra were obtained using an API4000 sciex (AB-Sciex,
Framingham, MA). Data were acquired by Software Analyst (ABSCIEX) V 1.6.1;
Software Masslynx (Waters) V 4.1 and Software Watson (Thermo-Fisher scientific) V
7.3.0.01. The amount of individual BAs in each medium sample was calculated as
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pmol/ml (nM) and in cell lysate samples as pmol and scaled per mg of proteins. Since
basal primitive biliary cells do not express BAs metabolizing enzymes as well as BA
transporters (Sharanek et al., 2014) they were neglected for calculation of BA
synthesis. Only HepaRG hepatocytes were considered and estimated to represent
50% of total cells in HepaRG cell cultures (Cerec et al. 2007). Total CA represented
the sum of (unconjugated CA + TCA + GCA) whereas total CDCA represented the
sum of (unconjugated CDCA + TCDCA +GCDCA).

Statistical analysis

One-way Anova with multiple comparison test (graphpad prism 6.00) was performed
to compare time-dependent MLC2 phosphorylation in different samples. Data were
considered significantly different when *P < 0.05. One-way ANOVA with Bonferroni's
multiple comparison test (GraphPad Prism 6.00) was performed to compare BAs
data. Each value corresponded to the mean + standard error of mean (SEM) of at
least three independent experiments. Data were considered significantly different
when *P < 0.05. The student t test was also applied to compare values of cytotoxicity,
TCA clearance and mRNA levels between treated and corresponding control
cultures. Data were considered as significantly different when *P < 0.05. For the
mRNA levels, data were also considered as significantly different with the 4h
treatment when #P< 0.05. Each value corresponded to the mean + standard error

(SEM) of three independent experiments.
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Results

We first checked whether HepaRG cells expressed both sub-types A and B of
endothelin receptors (ETa and ETs). mMRNA expression was quantified and for
comparison, in PHH, by PCR. Both transcripts were detected, with 10-fold higher
levels of ETg in both cell models (Supplemental Fig.1).

Cytotoxicity assay

Preliminary experiments were performed to calculate 1C20 values (the concentration
causing 20% cytotoxicity) for the 4 drugs after a 24h treatment of HepaRG cells with
a range of drug concentrations from 0 to 800uM using the MTT assay (Figure 1A).
The most cytotoxic compound was BOS with an 1C20 value of 120uM followed by
MAC (230 uM) and SIT (580uM). AMB was not cytotoxic in the range of tested
concentrations. The 1C20 values and final selected concentrations of all tested
compounds are displayed in Table 1B. In order to determine whether cytotoxicity was
related to cytochrome P450-mediated formation of toxic metabolites a set of cultures
was co-treated with ERAs and 300uM 1-aminobenzotriazole (ABT), a non-selective
inhibitor for human P450s for 24h. Co-treatment with ABT markedly reduced SIT and
BOS cytotoxicity at high concentration with greater effects with BOS (i.e. at 400uM
and 800uM respectively) (Figure 1B) while it did modulate MAC effects.

Morphological examination of BC

We have previously shown that cholestatic drugs could cause constriction or
dilatation of BC after a short treatment of HepaRG cells. In the present study, we
analyzed effects of ERAs at a 100uM concentration on BC dynamics over at least a
12h period using time-lapse videomicroscopy imaging. Treatment with MAC and BOS
caused dilatation of many BC, starting within the first hour whereas SIT and AMB
were ineffective (Figure 2A) (Supplemental videos). Interestingly, even at 400uM,
that corresponded to a cytotoxic concentration for both BOS and MAC, the two other
ERAs, SIT and AMB, did not affect BC dynamics (Figure 2D). At 600uM (i.e. around
IC20 value), SIT caused some morphological alterations without any change in BC
structures (Figure 2D). BC alterations caused by the tested compounds were
quantified by measuring the canalicular surface using the image J software every
10min for 24h. BC dilatation was greater with MAC than with BOS (Figure 2B).
Immunolocalization of the junctional zona occludens protein 1 (ZO-1) and

125



pericanalicular F-actin did not evidence any disruption of BC integrity associated with
dilatation of the canalicular lumen after 2h or longer treatments (Figure 2C).

MLC2 and MLCK alterations with cholestatic drugs

It has been postulated that dynamic movements of BC could be controlled by
pericanalicular myosin activity (Sharanek et al. 2016). Treatment with BOS and MAC,
the two drugs that induce BC dilatation, showed a decrease with time in MLC2
phosphorylation while AMB and SIT were ineffective (Figure 3A, B). Since MLCK is
coupled to ROCK and shares MLC2 as a common substrate, we evaluated whether
MLCK also contributed to BC Ilumen alterations. MLCK implication in BC
deformations was determined by the use of calmodulin (CaM), a specific MLCK
activator. HepaRG cells were treated with CaM in the presence of dilatators
(Sharanek et al. 2016; Burbank et al. 2016) and BC alterations were quantified and
compared to treatment with the modulator alone as described above. Co-treatment
with CaM (5uM) partly counteracted dilatation induced by BOS and MAC. (Figure 3C,
D).

Bile acids profiles

BA profiles were analyzed after treatment of HepaRG cells with 10, 50 and 100 pM of
each drug for 4 or 24h in serum-free medium. Overall, GCDCA, GDCA, TCA, CA,
TCDCA, DCA and TDCA were detected in cellular layers and GCA, GCDCA, GDCA,
TCA, TCDCA, TDCA and DCA in supernatants. Interestingly, a dose-dependent
intracellular decrease and parallel accumulation in supernatants of total BAs were
observed with MAC, BOS and SIT at both time points (Figure 4). By contrast, AMB
did not cause any effect. At 100 uM MAC showed a decrease in BA intracellular
accumulation dropping from 15.7 (control value) to 5 and 2 pmol/mg proteins
respectively while BA content increased in the supernatant from 25 to 64 nM and 34
to 78 nM after 4 and 24h treatment, respectively (Figure 4C). BOS exhibited
approximately the same pattern, i.e. a decrease from 22 to 6 pmol/mg proteins in
cellular layers and from 24 to 3 pmol/mg proteins after 4 and 24h respectively. In the
supernatants, values oscillated between 31 and 46 nM at 4h and 51 to 67 nM at 24h
(Figure 4B). At 100 uM SIT showed a more important decrease in total BAs in cellular
layers ranging from 15 (control value) to 4 pmol/mg proteins and 15 to 2 pmol/mg
proteins after 4 and 24h, respectively. Concomitantly, BAs concentrations in the
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supernatant increased from 39 to 69 nM and 54 to 78 nM at 4 and 24h of treatment
with this drug (Figure 4D). Finally, AMB had no effect on BAs intracellular
accumulation (around 19 pmol/mg proteins) and supernatant levels (between 33 and
70 nM) at all tested concentrations and at the two treatment time points (Figure 4A).
When changes were estimated as percentages in comparison with controls, 100uM
MAC caused an intracellular accumulation of BAs (32% at 4h and 15% at 24h),
followed by 100uM BOS (25% at 4h and 15% at 24h) and 100uM SIT (23% at 4h and
11% at 24h) (Table 2). CA and CDCA represented approximately 16 and 75% of total
BAs in untreated HepaRG cell layers after 24h whereas tauro- and glyco-conjugates
represented approximately 90 and 10% respectively. Secondary BAs did not exceed
5% of total BAs at 24h (data not shown). CA did not show significant decrease in
cellular layers at 4h while a decrease was observed with BOS (50uM and 100uM)
and MAC (100uM), dropping to 26.2%, 16.1% and 36.0% respectively at 24h. Due to
their very low concentration BA fold changes in supernatants were too variable to
estimate any treatment effect. After 4h treatment, CDCA content in cell layers
dropped to 23.1% with BOS (100uM), 22.5% with MAC (100uM) and 16.7% with SIT
(100uM) with a parallel increase in supernatants. At 24h the decrease in cellular
layers was even more pronounced, dropping to 12.1, 5.4 and 26.6% with MAC, SIT
and BOS, respectively (Table 2). After 4h, total primary BAs dropped to 38.8, 36.1
and 28.1% with 100uM BOS, MAC and SIT, respectively; these values were divided
by 2 at 24h (Table 3). Secondary BAs were barely detectable with values just over
the limit of detection (data not shown). Finally, a 4h treatment with 100uM AMB,
BOS, MAC and SIT reduced tauro-conjugates content to 87.0%, 29.5%, 27.1% and
30.3% respectively of control values and to around 50% with the four drugs after 24h.
Glyco-conjugates were barely detectable at both time-points (Table 3).

Taurocholic acid influx and canalicular efflux

To confirm whether ERA-induced BC deformations were associated with
alterations of BA transport, influx and efflux activities were measured using [3H]-
TCA as a substrate. As shown in Figure 5A, C and D, AMB had no significant
effect on either influx or efflux activities. MAC and BOS inhibited TCA efflux,
starting at 10uM for MAC and 50uM for BOS whereas SIT activated efflux activity
at low concentration (10uM) and was ineffective at 50uM and higher
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concentrations (Figure 5A). To confirm its greater activity at 10uM, SIT was also
tested at 1, 5 and 20uM. Intermediate increased values were obtained confirming
the concentration-dependent induction of TCA efflux by SIT, peaking at around
20uM (Figure 5B). TCA influx was inhibited by BOS and SIT; activity started to
decrease with both drugs at 10uM after 2h treatment (Figure 5C). After 24h SIT
and BOS still exerted an inhibitory effect starting at 10 and 50uM, respectively.
MAC and AMB did not influence TCA influx. (Figure 5D). To determine whether
inhibition of BC dilatation by CaM was associated with alteration of TCA efflux
and/or influx, HepaRG cells were treated with the 4 drugs in the presence or
absence of 5uM CaM. As shown in Figure 5E and F, only BOS significantly
increased TCA clearance (3-fold) after 2h treatment. MAC and the two other drugs

were ineffective.
MRP3 and MRP2 immunolabeling

After 2h treatment, distribution of MRP3 protein was analyzed using
immunolabeling as shown in Figure 6. Compared to untreated cells,
immunostaining intensity of MRP3 to the basolateral membrane of HepaRG cells
was increased with the four 4 ERAs, being much higher with MAC, SIT and BOS
than with AMB. Distribution of MRP2 protein was also analyzed after 2h treatment
with the 4 drugs using a specific antibody. Compared to untreated cells,
immunostaining of MRP2 to the apical membrane of HepaRG cells was decreased
with BOS, MAC and SIT.

CDF distribution

Fluorescent CDF, mainly excreted by MRP2, was also visualized in BC of
untreated and treated HepaRG cells. While AMB did not show any significant
effect compared to control cells SIT exerted a strong inhibition that was also
observed with MAC and BOS although to a lower extent (Figure 6).

Modulation of BA transporters expression

Genes encoding the major BA transporters are also deregulated by cholestatic
drugs (Pauli-Magnus and Meier 2006). Six major genes encoding either efflux
(BSEP, MRP2, MRP3, MRP4) or uptake (NTCP, OATP-B) transporters were
analyzed by RT-gPCR after 4, 8 or 24h treatment with 3 concentrations of each
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tested drug (i.e. 10, 50 and 100uM). Different patterns depending on the
compound and the tested concentration were evidenced and are shown in Figures
7, 8 and 9 and supplemental Table 2. AMB did not deregulate any of the
transporters at the 3 concentrations used whatever the duration of treatment (4, 8
and 24h). By contrast, variable effects were observed with the 3 other drugs.
BSEP was strongly repressed by BOS starting at 8h and by MAC only at high
concentrations after 24h (Figure 7A). NTCP was downregulated starting at 24h for
the two high concentrations (i.e. 50 and 100uM) of BOS, MAC and SIT. MRP2 was
upregulated with MAC and SIT at the two highest concentrations (Figure 7B).
OATP-B and MRP3 were decreased only with BOS starting after 8h at the highest
concentrations (Figure 8B and 9A) and MRP4 was not modulated by any of the
drugs (Figure 9B).
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Discussion

To-date, four ERAs have been developed for the treatment of advanced pulmonary
arterial hypertension (Ghofrani et al. 2011). While SIT has been withdrawn from the
market for hepatotoxicity, two other compounds, AMB and BOS, are currently in use.
The last one, MAC has been recently put on the market, being considered as safe
on the basis of preclinical and clinical studies. In the current work, we showed using
human HepaRG cells that, although up-to now MAC has not been found to be
responsible of cases of hepatocellular injury and/or cholestasis, it shared major
cholestatic features with BOS and that SIT exhibited only cytotoxic effects.

SIT as well as BOS in addition to its cholestatic properties, can induce
hepatocellular injury in treated patients (Fattinger et al. 2001; Lavelle et al. 2009;
Galié et al. 2011). SIT has been found to induce hypertrophy and necrosis of
centrilobular hepatocytes in dogs (Lin et al. 2012), and to cause severe liver injury
with 8 deaths during clinical trials (Owen et al. 2012). SIT undergoes several
enzymatic reactions with the involvement of various CYPs, including CYP2C9 and
CYP3A4, that lead to a reactive ortho-quinone metabolite which is able to form
adducts with glutathione (Erve et al. 2013). Our data agree with the implication of
reactive metabolites in the induction of hepatocellular injury. Indeed when CYP
activities were inhibited by addition of the non-specific CYP inhibitor ABT, toxicity
was reduced. Importantly, SIT was approved for a daily 100mg and 300mg/day
has been used in clinical studies, and it is admitted that idiosyncratic hepatotoxicity

is more frequent with drugs administered at > 50mg/ day (de Abajo et al. 2004).

In the 5-year EARLY study of PAH patients 16.8 % treated with BOS showed
elevations of transaminases superior to 3-fold the upper limit of normal, mostly
within the first 6 months of treatment (Simonneau et al. 2014). BOS is metabolized
into 4 metabolites and some of them have been found to cause toxicity in primary
human hepatocytes. Addition of ABT, a CYP 450 inhibitor, reduced its toxicity
(Matsunaga et al. 2016). Our data with HepaRG cells treated with ABT fully agrees
with this study concluding that at least one BOS CYP-mediated metabolite is

potentially hepatotoxic.

By contrast, AMB and MAC are not known as inducing hepatocellular injury in
vivo. In agreement with clinical data (Barst 2007; Takatsuki et al. 2013), AMB was
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not toxic to HepaRG cells. It is mainly metabolized by UGTs; only 20% undergoes
oxidative metabolism via CYP3A4 and to a lesser extent CYP3A5 and CYP2C19
(Croxtall and Keam 2008). Noteworthy, AMB is used at 5mg/day, a very low
concentration in comparison with other ERAs (Takatsuki et al. 2013; Chaumais et
al. 2015). By contrast MAC was toxic to HepaRG cells. If it is mainly metabolized
by CYP3A4 and to a small extent by CYP2C8, 2C9 and 2C19 (Chaumais et al.
2015) it well established that at a clinical relevant concentration, it does not affect
drugs that are substrates of CYP3A4 (Sidharta, Krahenblhl, and Dingemanse
2015). Noticeably, if liver transaminases showed no higher incidence in MAC-
treated patients versus placebo, when present they tended to be greater in the
former. MAC toxicity was not reduced by a co-treatment with ABT in HepaRG

cells.

Importantly, MAC and BOS caused deformation of BC and impairment of MLC2
phosphorylation that have previously been found to be characteristics of
cholestatic drugs (Sharanek et al. 2016; Burbank et al. 2016) (Table 4). Contrary
to the two other ERAs, AMB and SIT, which exhibit different chemical structures
and are specific for ETa receptors, MAC and BOS share a similar chemical
structure and reactivity with both ETa and ETs receptors. Indeed, MAC and BOS
structures differ only by addition of a smaller alkyl-sulfamide group to the former
(Chaumais et al. 2015).

MAC showed greater effects on BC dilatation and efflux inhibition in comparison
with BOS. Moreover, a co-treatment of MAC with CaM showed slightly less effects
on BC dynamics than a co-treatment between BOS and CaM. However, TCA
efflux with MAC and CaM co-treatment was not modified in comparison with MAC
alone whereas co-treatment between BOS and CaM exhibited a sharp increase
compared to BOS alone. The lower effect of CaM on BC dilatation and TCA efflux
induced by MAC could be explained by the fact that at the concentration used,
MAC exhibited a much higher effect on hepatic dysfunction that consequently, was

more difficult to counteract.

ETs receptors are predominant in the liver and their antagonism could contribute
to the hepatotoxicity observed with the nonselective ERAs (Davenport, O'Reilly,
and Kuc 1995; Ling et al. 2012). While ET receptors are detectable on all cell
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types in rat liver, they are far more numerous on hepatic stellate cells than on
other hepatic cells such as sinusoidal endothelial cells, Kupffer cells, and
hepatocytes (Housset, Rockey, and Bissell 1993; Stephenson et al. 1995). ETs is
usually classified into two subtypes, termed ETsi1 and ETs2, which most likely
result from alternative splicing, (Frommer and Miiller-Ladner 2008). Noticeably,
infusion of ETs agonists elicits an hypertensive response in most species
(Highsmith 2013). Studies have also shown that ETsz receptors located on
smooth muscle cells mediated their constriction (McCulloch, Docherty, and
MacLean 1998; Jones et al. 1999). It has been speculated that a dynamic
relationship exists between ETa and ETs2 receptor-mediated constriction; ET-1-
induced ETg2 receptor-mediated constriction of the basilar artery is dependent on
activation of the ETs1 receptor and that in its absence, constriction completely
reverts to an ETa receptor mediated effect (Zuccarello, Boccaletti, and Rapoport
1999). Although in vitro data on ETa versus ETe potency suggest a higher affinity
of MAC for ETa, these tests were performed in the presence of plasma proteins
(Iglarz et al. 2008), suggesting that dilatation was induced by an ETs antagonism
with BOS and MAC.

Intrahepatic cholestasis is characterized by an inhibition of biliary efflux of BAs
leading to their accumulation mostly in hepatocytes. No BA accumulation was
observed with either of the 4 drugs; on the contrary a decrease in total BAs content
was evidenced in cellular layers after 4 and 24h treatment. Interestingly, it was
previously found that CsA caused accumulation of endogenous secondary BAs in
HepaRG cells after a 4h treatment (Sharanek et al. 2015). However, no similar BAs
accumulation in the cell layers was obtained with BOS which is also a potent BSEP
inhibitor (Fattinger et al. 2001; Morgan et al. 2010) after 4 or 24h treatment.
Moreover, MAC which had the more important inhibitory effect on TCA efflux activity
did not direct BAs accumulation. A similar observation has been made by using
sandwich-cultured human hepatocytes treated with the 4 drugs (Lepist et al. 2014).
Both BOS and MAC inhibited TCA efflux and NTCP activities; 1C50 values of TCA
efflux and NTCP inhibition being around 4-fold higher with MAC than with BOS.
However, such inhibitions are not specific of cholestatic drugs (Pedersen et al.
2013; Kock et al. 2014). In agreement, as confirmed in the present study, SIT also
inhibits TCA efflux and NTCP activities (Lepist et al. 2014).

132



TCA efflux inhibition could have been expected to lead to BAs accumulation in
cellular layers but a dose-dependent decrease was observed after 4h treatment.
MRP3 is well expressed on canalicular membranes in HepaRG cells (Bachour-El
Azzi et al. 2015) and (Qiu et al. 2016) have shown that in HepaRG cells KO in
BSEP, MRP3 expression was upregulated. In the current study, after a 2h
treatment, MRP3 was overexpressed with BOS, MAC and SIT in comparison with
AMB and controls. MRP3 has been reported to be upregulated as a result of an
adaptive mechanism to the inhibition of MRP2 and TCA efflux (Donner and
Keppler 2001; Qiu et al. 2016). Interestingly, TCA influx was inhibited by both SIT
and BOS after 2 or 24h treatments, likely representing a compensatory
mechanism to avoid accumulation of cytotoxic BAs (Halilbasic, Claudel, and
Trauner 2013). MAC had no effect on TCA influx but it was also the drug with the
lower effect on BAs accumulation after AMB.

Immunolocalization of MRP2 was also altered by BOS, MAC and AMB after 2h.
Another interesting observation was the 2.5 fold activation of TCA efflux after 2h
with a low concentration of SIT (i.e. 10uM) which has already been described for
troglitazone, entacapone or diclofenac (Al-Attrache et al. 2016; Burbank et al.
2016). In agreement, CDF accumulation which reflects MRP2 activity was also
inhibited. Noticeably, an uncoupling effect between lipids and bile salt independent
efflux at the MRP2 level has been reported in BOS-treated rats (Fouassier et al.
2002). Whether a similar effect can occur in treated patients and in cultured

human hepatocytes remained presently unknown.

Only BOS has been reported to cause some cases of cholestasis in clinic. Several
explanations can be advanced to support the absence of reported clinical cases of
cholestasis with MAC: in particular the approval of this drug received only in 2013
and consequently the too small number of patients treated to-date and more likely
the different physico-chemical properties, pharmacokinetics and metabolism
profiles and conditions of administration to patients. BOS is mainly metabolized by
CYP3A4 and 2C9 (Dingemanse and van Giersbergen 2004) and is a strong PXR
activator, (Weiss et al. 2013). It is dosed at 62.5mg twice a day for 4 weeks before
using a dose of 125mg/day. MAC is active at 10mg/day (Pulido et al. 2013); it is a
2-fold more potent ERA than BOS and has a marked lower Cmax in comparison
with BOS. Noticeably, cholestatic features were obtained in vitro with BOS and
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MAC at the same concentration (100uM). Experiments conducted at lower
concentrations (i.e. 10 or 100 times less than the Cmax) showed that MAC had no
effect on BC deformation. MAC has a pKa value of 6.2 compared with values of
5.1 for BOS and may have a greater affinity for the lipid phase compared with
other ERAs (lglarz et al. 2008). It also displays a 15-fold increased receptor
residence time (t12) compared to BOS (Gatfield et al. 2012).

In addition, importantly, ERAs are combined to phosphodiesterase 5 inhibitors for
the treatment of PAH (Ghofrani et al. 2011). Clinical relevant drug-drug
interactions have been described with some of these combinations (Venitz et al.
2012). Consequently, different interactions between BOS or MAC and other drugs
could be expected. However, at a clinical relevant concentration, MAC was not
found to affect drugs that are substrates of CYP3A4 (Sidharta, Krdhenb(hl, and
Dingemanse 2015).

Among the combination of drugs the association of BOS and the direct ROCK
inhibitor fasudil has been evoked. Indeed, fasudil has been successfully used to
reverse PAH findings in animal models (Liu et al. 2011). However, no
improvement of exercise capacity and pulmonary hemodynamics was evidenced
after a 3-month treatment of PAH patients with fasudil (Fukumoto et al. 2013).
Moreover, our in vitro data showed that BOS-induced BC dilatation was strongly
enhanced by co-addition of fasudil in HepaRG cells, suggesting that the
combination of the two drugs could result in enhanced cholestatic effects

(Supplemental fig. 2).

In summary, our data demonstrate that the two ERAs, BOS and MAC, share some
typical cholestatic features which could be attributed to their similar chemical
structures. However, these two drugs differ by several properties, in particular
daily therapeutic dosages that could explain the absence of MAC toxicity presently
reported in vivo. In addition, our results support a relationship between SIT and
BOS hepatotoxicity and the formation of CYP-mediated reactive metabolites. They
also support the current recommendation to monitor liver enzymes at the initiation
of MAC treatment and then in the presence of clinical findings, and to discontinue
therapy if patients develop sustained aminotransferase and bilirubin elevations,
elevations (Monaco and Davila 2016) and further, the suitability of HepaRG cells
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as an in vitro cell model for the prediction drug-induced cholestasis and

hepatotoxicity.
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Legends to figures

Fig. 1. Cytotoxicity of the 4 ERAs in HepaRG cells

Cells were treated with different concentrations of AMB, BOS, MAC, SIT in the absence (A)
or presence of ABT (300uM) (B) for 24h. Cytotoxicity was measured by the MTT colorimetric
assay. Each point is the mean +/- SEM of three independent experiments. Data were

considered as significantly different when *P < 0.05.

Fig. 2. Effect of drugs on bile canaliculi dynamics in HepaRG cells

(A) Phase-contrast micrographs of HepaRG cells at 0, 60, 120 and 180min. Cells were
exposed to 100uM of each drug (i.e. AMB, BOS, MAC, SIT) for 24 hours. Red arrows show
dilatation. (B) BC surfaces of HepaRG cells exposed to drugs were quantified on the basis of
brightness parameters that were adjusted to eliminate non corresponding objects and
analysis was performed on at least 3 different experiments. White canalicular lumen was
then quantified using image J software every 10min for 24h. Control: untreated cells. Data
were expressed relative to untreated cells, arbitrarily set at a value of 100%. Data represent
the means + SEM of three independent experiments. Dilatators showed at least transiently
enlarged BC >125%. (C) F-actin localized using rhodamine-phalloidin fluoroprobe (red).
Immunolabelling of the junctional ZO-1 protein (green) in HepaRG cells treated with the 4
ERAs compared with that of the control cells. Nuclei stained in blue (Hoechst dye). The
images were obtained with a Cellomics ArrayScan VTl HCS Reader. (D) Phase-contrast
micrographs of HepaRG cells at 0 and 120min. Cells were exposed to different

concentrations of each drug for 24 hours. Red arrows are showing dilatation.

141



Fig. 3. Alterations of MLC2 phosphorylation/dephosphorylation and involvement of the
MLCK pathway in HepaRG cells.

(A) Representative western blots of p-MLC2 in comparison with HSC70 using anti-S19
phospho MLC2 and anti-HSC70 antibodies, at various time points (1, 2 and 3h) in ERA-
treated cells. (B) Graphical representation of MLC2 phosphorylation/dephosphorylation
quantified using fusion-CAPT software. Data are expressed in arbitrary units (A.U) and
represent means + SEM of 3 independent experiments. One hour treatment was arbitrarily
set at a fixed value of 2.5 for all drugs. Data were considered significantly different when *P <
0.05. (C) Cells treated with 100uM BOS or 100uM MAC +/- the MLCK activator CaM (5uM)
for 2h. Phase-contrast images. (D) BC surface quantification with the drugs +/- CaM (5uM)
as described above. Data are expressed relative to untreated cells, arbitrarily set at a value

of 100%. Data represent the means + SEM of three independent experiments.

Fig. 4. Drugs effects on total BA disposition and profiles in HepaRG cell cultures
incubated in serum-free medium.

BAs were measured in supernatant (nM) and cells (pmol/mg of proteins) from cultures
treated with 10, 50 or 100uM of each drug for 4 and 24h and in corresponding untreated
HepaRG cells (Control). Data were normalized relative to the amount of proteins in each
condition. Values represent the sum of mean + SEM of duplicate measurements in 3
independent experiments; *P <0.05 compared with values in supernatant/cells of untreated

cultures.

Fig. 5. Effects of tested drugs on bile acid influx and clearance activity in HepaRG
cells

(A) [®H]-TCA clearance in HepaRG cells treated with 3 different concentrations of each drug
after 2h. (B) [*H]-TCA clearance of different concentrations of SIT 100uM after 2h. (C), (D)

[*H]-TCA influx in HepaRG cells treated with 3 different concentrations of each drug at 2 and
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24h respectively. (E) [®H]-TCA clearance after a co-treatment with CaM (5uM) and 100uM of
each drug after 2h. (F) [*H]-TCA influx after a co-treatment with CaM (5uM) and 100uM of
each drug after 2h. [®H]-TCA clearance was determined based on its accumulation in cell
layers (ctlr = control). Data were expressed relative to the levels found in untreated cells,
arbitrarily set at a value of 100%. Data represent the means + SEM of three independent
experiments *P<0.05 compared with untreated cells (ctrl). #P<0.05 compared with cells

unexposed to CaM.

Fig. 6. MRP3 and MRP2 distribution and MRP2 functional activity in HepaRG cells

Differentiated HepaRG cells were fixed after 2h treatment and incubated with primary
antibodies against MRP3 and MRP2 (green fluorescence). MRP2 activity was estimated
using CDFDA. Efflux of fluorescent CDF, a substrate of MRP2, characterized by
accumulation of green fluorescence into bile canaliculi, was evaluated in standard free buffer.
Immunofluorescence images were obtained with a Cellomics ArrayScan VTI HCS Reader

(Thermo Scientific).

Fig. 7. Effects of the 4 drugs on transcript levels of the canalicular transporters BSEP
and MRP2.

HepaRG cells were exposed to the 4 drugs at the indicated concentration (i.e. 10, 50 or
100uM) for 4, 8 and 24h. mRNA levels were measured by RT-PCR analysis. All results are
expressed relative to the levels found in control cells, arbitrarily set at a value of 1. *P<0.05

compared with untreated cells. #P<0.05 compared with the 4h treatment.
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Fig. 8. Effects of the 4 drugs on transcript levels of the influx transporters NTCP and
OATP-B.

HepaRG cells were exposed to the 4 drugs at the indicated concentration (i.e. 10, 50 or
100uM) for 4, 8 and 24h. mRNA levels were measured by RT-PCR analysis. All results are
expressed relative to the levels found in control cells, arbitrarily set at a value of 1. *P<0.05

compared with untreated cells. #P<0.05 compared with the 4h treatment.

Fig. 9. Effects of the 4 drugs on transcript levels of the basolateral transporters MRP3
and MRP4.

HepaRG cells were exposed to the 4 drugs at the indicated concentration (i.e. 10, 50 or
100uM) for 4, 8 and 24h. mRNA levels were measured by RT-PCR analysis. All results are
expressed relative to the levels found in control cells, arbitrarily set at a value of 1. *P<0.05

compared with untreated cells. #P<0.05 compared with the 4h treatment.
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Legends to tables

Table 1. Characteristics of the 4 ERAs.

(A) The list of compounds, their affinity to the 2 endothelin receptors, Cmax (refers to the
maximum serum concentration of the drug (uM), half lives, dosing, clinical hepatic effects
and some results obtained i in vitro with either vesicles overexpressing human BA
transporters (*) or liver cells (**) are displayed. Cmax values are from the literature (see
references). (B) Cells were incubated for 24h. For cytotoxicity testing the cells were treated
with varying concentrations of each drug for 24h, then assayed with the MTT colorimetric test

and IC20s values were calculated. (C) Chemical structures of the 4 ERAs.

Table 2. Drugs effects on BA disposition and profiles in HepaRG cell cultures
incubated in serum-free medium.

Total BAs, CDCA and CA were measured in supernatants (nM) and cells (pmol/mg ef
proteins) from cultures treated with 10, 50 or 100uM of each drug for 4 and 24h and in
corresponding untreated HepaRG cells (Control). Values are presented as fold change
compared to the control (Control=100%). Data were normalized relative to the amount of
proteins in each condition. Values represent the sum of mean = SEM of duplicate
measurements in 3 independent experiments, *P<0.05 compared with values in

supernatants/cells of untreated cultures.

Table 3. Drugs effects on BA disposition and profiles in HepaRG cell cultures
incubated in serum-free medium.
Primary and secondary BAs, tauro- and glyco-conjugates were measured in supernatants

(nM) and cells (pmol/mg proteins) from cultures treated with 10, 50 or 100uM of each drug
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for 4 and 24h and in corresponding untreated HepaRG cells (Control). Values are presented
as fold change compared to the control (Control=100%). Data were normalized relative to the
amount of proteins in each condition. Values represent the sum of mean + SEM of duplicate
measurements in 3 independent experiments, *P<0.05 compared with values in

supernatant/cells of untreated cultures.

Table 4. Summary of the results on the 4 ERAs

IC20 (uM), BC deformation (i.e. constriction or dilatation), [*H]-TCA Clearance
(control=100%), BSEP mRNA expression (control=1), MLC2 phosphorylation state and
MLCK implication are summarized. BC, bile canaliculi; ROCK, Rho-kinase; MLCK, myosin

light chain kinase; nc: no change.
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Fig.3
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Fig. 4
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Fig. 8
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Fig. 9
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Table. 1

A
IIIHHHIHHHHHHII'III:I:II:IIII

Half life
(t1/2)
- Selective 2-32 15h
for ET,
Ambrisentan
- Dual 6.75 Sh
antagonist
Bosentan +ORIRER,
- Dual 0.13- 16h
antagonist 0.75
- 100=ET
Macitentan G
-Selective for 22 10h
ET,
(BODOET,)
Sitaxentan
o

B
L

Ambrisentan =800
Bosentan 120
Macitentan 230

Sitaxentan 580

Daosing

5 mgor
10 mg
once a
day

62.5 mg
then
125 mg
twice a
day

10 mg
once a
day

100 mg
once a
day

Clinical hepatic

effects

Mo evidence of
hepatotoxicity ;
better hepatic
safiety profile
than for other
ERAs.

Elevated
transaminases ;
increase in serum
bile acids

Increased liver
wieight ;
centrilobular
hypertrophy

Elevated
transaminases ;
dose-related
increase in lver
wieight
{centrilobular
hypertrophy and
necrosis)

Ambrisentan

Bosentan

Macitentan

Sitaxentan

In vitro
hepatic effects

Mo modulation
of MRP2, Pep
or BSEP**

BSEP and NTCP
inhibition*** ;
substrate for
OATP. NTCP and
MRP2**

BSEP and NTCP
inhibition® :
hepatic
disposition
mainky driven
by passive
diffusion

NTCF and
QATFP transport
Inhibition** ;
CYP3Ag
inhibition

References

Qri ben-yehuda et
al. 2012 ; Galie et al.
2005 ; Barst et al.
2007 : Takatsuki et
al.. 2013

Fattimger et al. 2001
; Manmo et al. 2007 ;
Treiber et al. 2007 ;
Livertox

Hartman. et al..
2010 ; Dhillon and
Keating. 2003

EMA RCP.

Lepist. et al. 2014 ;
Ahn LY etal. 2014

livertox

Chaumais et al.
2015

Lavelle et al. 200%
Erve et al.. 2013
Hartman. et al..
2010

Galié et al.. 2005 ;
Stavros et al..
2010; Meeraj
Dhaun et al.. 2007

| compound | Chemical |
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Table. 2

4H

Cellular accumulation Supernatant Cellular accumulation Supernatant
(% control) acourmnulation (% control) (% control) accumulation (% control)

10 1146+7.1 1176 162 103.3+151 939 +28

AMB 50 1209+ 298 1wa3z9 1339 +117 100081

100 1403 +19.9 1178 +54 103573 135911135

10 1032+328 1195266 9L E+13.7 11527

:':'1_) BOS 50 a0 E+7.9% 1309+ 2 4* 33 B+135° 1198+438
E 100 255+1.7* 1245229 147+3.7* 1238 +108
8 10 BE1+12.0 1419233 7B1+1432 137.1+19.9
2 MAC 50 512+154 183.329.1 549£175 170.1+ 316
100 322+83* 1943 +12.7 153 +538" 1641+ 355

10 4T R+ 4.4 1866 296 E01+E5 176 7+532

SIT 50 264+53 1719238 145+1.13 1904 + 157

100 22 B+49* 200.0 253 10.7 + 2.0* 1827 + 229

10 101772 1355 + 246 1138 +243 106147

AME 50 1564 + 157 1234 + 196 1740 +516 1035+38

100 1307 +26.4 1143 +37.2 436 +244 79.3+£132

10 413+313 73.2+189* 301+247 B3T+1732

BOS 50 E0.4+53.4 1341241 262+112* 951732

< 100 E05 a4 1381 +10.3 161+16" c41+E9°
L= 10 7E1+188 99 6 +139* 4 7+121 E95+19.7
MAC 50 1277 +3281 166 8%125* 461+198 1011 +35.1

100 1080 +205% 136.1%12.8* I60+9.7% B4E+BE

10 B01+05 149 6238 4 0.0 79019

ST &0 BE3t+ 161 1177+ 187 130+ 126 BlE+35*

100 1276 +17.1 143099 £9.0+ 252 210+7.1*

10 1196+51 TEE + 5.9 1034 + 163 BE3+7.1

AMEB 50 1076+£513 105.3+5.3 1054 272 1010938

100 BOS+425 1001297 321+399 1449+ 291

10 79.7 £ 36.0 E2E+35 751174 109.2 + 10.3

BOS 50 3gB+03* 2066+ 15.1* 412+19.9* 207.2 + 14 9*

5 100 23.1+35* 1733 #1532* 6 EEEEY 1921+ 322 7%
B 10 718+18% 229+ 108 790167 903 £ 454
MAC 50 495t 8.1 2278+185* 204251 197.1+ 366

100 225+E5" 2147+ 15 5* 121+7.7* 2140+ 549

10 429+1.4* B40+123* 44 4 + 66" 1340+ 133

ST 50 183+16* 1809+ 11.7* 144 +132% J534 +49.9
100 16.7+0.1* 2269+ 156" 5.4+0.8* 1559 +£ 1350
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Table. 3

Cellular accumulation Supernatant accumulation

Cellular accumulation Supernatant accumulation

(%% comtrol) (%% control) % control} (% control)

10 113.2 £ 104 1169 £ 18.0 1037+11.2 101651

AMEB 50 1089 £ 484 1047 £ 118 1197 +14.7 1009 15

100 845 +44. 105.0 + 208 3832578 12742 75"

% 10 TEE*I35 795+ 7.3* 27 +214 B27+221

(an] BOS 50 55.9+11.0* 183.2+2.7* 43.3+19.9* 3553 +2.4
e 100 3JR.8+3.39* 152.2+4.3* 18 8+5.0* 703 +15.3
E 10 E7.1t198 1442 +51 745 £1432 1202 332
= MAC 50 G50 +144 1765+ 19.1* 515237 1556t 546
(T 100 35.1+103* 187.7+17.9* 15.4 #+5.8* 163.2 +43.1
10 30.5+45* 83.1+20.8* 54 0+6.1* 184.0%3.4*

SIT S0 B9 t7.3* 373+18.5* 140+1.9* 1589+ 207

100 ZB.1+7.5% 186.6+ 14 .4° 112+1.9* 1142 + 52 8

10 126.0+1.2 753t 168 1343 +43.1 FTEE11

AMEB 50 120.0 £ 455 5.7 +241 1606 + 40.5 105.7 6.7

W 100 103.1 + 44.2 70.3+16.1 B32+13 3232+ 5883
g 10 7552234 910+*65 350=15% 2008+ 513
> BOS 50 S42+75 1776 +3386 3772155 358.8+123%
o 100 Z55+13* 1813 + 287 13,6 +15.6* 4311 #1022
'E 10 £15+1473 Bl1+241 55 +135 211.7+28
o MAC 50 409 210 1697 + 44 8 354 =145 3987 + 585
H 100 79.0+11.4* 1657 £ 30.1 324+6.5" 4339+ 1085"*
v 10 415+4.4% TSE+53E 3I30+36 ¥37.0+ 465
SIT 50 20.8+7.5* 1333 +£28.4 79.0 £13.2 417.0 £ 1674
20.9+8.3* 187.8+26.4° 61.0 427 613.0+80.23*

10 113.3+5.1 1149 137 033+ 133 1015 *+51

AME =D 111.1+51% 1059 +145 1201+ 149 1229+ 165

E 100 §70+453 103.0+13.0 334 +375 1243 +10.8
M 10 379 +265 G5.1+1332 630 %205 25 +133
%ﬂ BOS 50 G456+ 10.2* 154.0+58 357 #1456 1225+33
= 100 F9.5+7.6" 1450+ 65 160+ 3.8* 1336+ 216
8 10 E5.1+155% 575+ 87" 746 +1432 305+139.1
;5 MAC 50 ESE+167T Z110+8.1* S5O0 2453 143.5 + 402
‘5 100 27.1+13.3* 1852 + 10.5* 124+1.4* 1504+ 296
ﬂ 10 458+4.1° 1280+ 15.7° 940 £ 245 158054
SIT S0 31.0x7.7* 123.7+150° 280+9.2* 1755+ 265

100 30.3+82% 200.6 + 10.8* 142+1. 2% 1235+ 582

_ _

10 111418 1188+ 85 1343+ 386 1085138

" AMB S0 1118+ 318 95.0+15.1 1477+ 525 111.4 + 0.8
E 100 146.2 +17.4 1097 + 18 4 1130+ 413 190.7 + 522
% 10 105.3 + 234 1193 +35% 134.6 +339.7 112.5+35%5
3 BOS S0 66.1+12.5% 136.3+ 12.3* 744 %215 1185 +9.3
= 100 32.4+4.0" 131.2+9.3* 47.1+12.3* 1198+ 251
$ 10 TRE+11.2* 1114+ 7.6* £5.3 £ 244 1108+ 516
o MAC 50 67.4£0.5" 129.1+13.8* 437 204 100.9 + 18 6*
g 100 33.0x0.2* 1189+ 11.39° 301+ 3.4* 99.1+31.7*
G 10 41.0 £15.2 1710+359 530 £ 163 2360122
SIT 50 33.0+3.3 1533 +165 23.0+142 235.0%29*

100 345 +10.1 185 8+12.1* 530185 164.0 +73.7
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Supplemental Table 1

Gene Name Forward primer Reverse primer

CYP3A4 Cytochrome P450 3A4 CTTCATCCAATGGACTGCATAAAT TCCCAAGTATAACACTCTACACA

BSEP Bile salt export pump TGATCCTGATCAAGGGAAGG TEGETTCCTGGGAAACAATTC

MRP2 Multidrug resistance- TEAGCAAGTTITGAAACGCACAT AGCTCTTCTCCTGCOGTCTCET
associated protein 2

MRP4 Multidrug resistance- GCTCAGGTTGCCTATGTGLCT COGTTACAATTTCCTCCTCCA
associated protein 4

ALB Albumin GCTGTCATCTCTTGTGGGECTGT ACTCATGGGAGCTGCTGGTTC

ETA Endothelin A receptor TGCCCTCAGTGAACATCTTAAG CATCGGTTCTTGTCCATCTCG

Supplemental Table. 1. Primer pairs sequences
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Supplemental Table 2

Drugs Mon transporters genes expression
ALB ALDOB CYP3A4 SOD2
Bosentan 0,37 % 0.09* 0.29 =+ 0.08* 0,56 + 0,18 0,21 % 0.06*
(100pM) ’ " : T . "
Macitenta
acrifemian | ps7+003 | 061+01 171 + 0,28 1.08 + 0.17
(100puM)
Ambrisentan | 1,09 + 0,12 1,11 + 028 0.99 + 0,2 0.85 % 0.13
(100pM) e T e
Sitaxentan
+ + . +
(100uM) 0,84 = 0.1 0,86 % 0,09 2,54 %+ 0.75 1.10 + 0.26

Supplemantal Table. 2. Effecis of the tested druge on tranacript levals of non transporters genes

HepaRG cells were exposed to the 4 compounds (100pM) for 24h. mRHA levels of ALB, ALDOE, CYP3A4, S0D2 were
measured by RT-PCR analysis. All results are expressed redative to the leveis found In comrol cells, arbimanly st at 3 vales of 1.
Data were considenad significantly different when “F < 0U0S
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Supplemental Figure 1

ETAIETE expression
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Supplemantal Figure. 1. Relative expreaslons of ET, and ET, receptors In both HepaRG cella and PHH

MRNA levels were measured by RT-PCR analysis In both HepaRi= and PHH untreated cells. All results are expressad ralafve to
the levels of ET, found In control calls, arbirarly s&t at a value of 1. "P<0.05 comparad with ET, recapiors.

162



Supplemental Video 1. BC rhythmic dynamics movernants In ambrissntan-treated HepaRG calla

RNythmic dynamikcs movements In ambrsentan-treated HepaRG c2iis. IMages of 100 UM ambasentan-treated cells wers
capiwred 2ach 10 min duing 240 under time-lapse phase-conirast videomizroscopy equipped Wit a themostatic chamber
{(3TC and CO,).

Supplemental Video 2. Dllatation of BC in bosentan-reated HepaRG cells

Dilatation of BC and loss of thelr rhythmic gynamics In bosentan-freated HepaRG cels. Images of 100uM bosentan-
treated celis were captured each 10 min during 24h under fime-lapse phase-confrast videomicroscopy equipped wim a
thermestatic chamber (37°C and CO.).

Supplemental Video 3. Dllatation of BC In maclisntan-ireated HepaRG cella

Dilatation of BC and loss of thair rythmic dynamics In machentan-treated HepaRG cells. Images of 100pM machentan-
treated cels were captured each 10 min during 24h under imedapse phase-contrast videomicroscopy equipped Wil a
themmostatic chamber (37°C and CO.).

Supplemental Video £. BC rhythmic dynamics movernants In slifaxentan-ireated HepaRG cella

RNythmic gynamics movements In siaxerian-treated HepaRG oslls. Images of 100UM sitaxentan-reated cells were
capiwred 2aczh 10 min dwing 24h under fime-lapse phase-conirast videomisroscopy equipped Wit a themostatie chamber
{3TC and CO).
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Supplemental Figure 2

Supplemantal Figure. 2. Effect of a combination betwsen bosentan 100pM and fasudll S0uM on bils canalicuil
dynamics In HepaRG cells

Time-lapse imaging of HepaRG celis co-treated with 100pM bosentan and SOpM fasuail for 3.
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La cholestase, maladie hépatique caractérisée par une accumulation intrahépatique
d’acides biliaires toxiques résultant d’une altération de leur sécrétion, représente un
obstacle majeur au développement des médicaments. En effet, on estime qu’elle est
responsable de plus de 50 % des cas d'insuffisance hépatique. Par ailleurs, environ 40 % des
DILI conduisent a des maladies cholestatiques intrahépatiques pouvant mener a des lésions
graves voire la mort. Les mécanismes de la cholestase induite par les médicaments restent
mal compris ; environ 40 % des cas de cholestase restent imprévisibles. En raison de cette
hépatotoxicité idiosyncratique, de nombreux médicaments ont été retirés du marché ou mis

sous “warning box” au cours des dernieres décennies.

La détection précoce des DILI, et plus particulierement d’'une cholestase, demeure un
véritable défi pour les industries pharmaceutiques et les organismes de réglementation.
Plusieurs mécanismes ont été évoqués pour expliquer la cholestase intrahépatique mais son
étude est rendue difficile par le fait que les modeles animaux ne permettent pas de
reproduire de maniére satisfaisante les lésions observées chez I'Homme. Au cours des
dernieres années, de plus en plus d’études ont fait appel aux cultures primaires
d’hépatocytes humains en sandwich. Cependant ce modéle a de nombreuses limitations, en
particulier la difficulté d’obtention des cellules ainsi que leur qualité fonctionnelle variable
d’un donneur a l'autre, I'utilisation pour la réalisation du sandwich de protéines matricielles
qui peuvent fixer des molécules chimiques et I'instabilité fonctionnelle des hépatocytes en
fonction du temps de culture. Selon I'Agence européenne du médicament et I'International
Transporter Consortium, il a été recommandé que l'inhibition du transporteur BSEP soit
évaluée au cours du développement, lorsque des preuves d'atteinte hépatique cholestatique
ont été observées dans les études de sécurité non cliniques ou durant les essais cliniques
(Kenna 2014). Plusieurs médicaments rapportés comme étant responsables de DILI ont été
identifiés comme étant des inhibiteurs de BSEP (Morgan et al. 2010; Stieger 2010; Dawson et
al. 2012; Pedersen et al. 2013), mais un nombre important de faux positifs a été trouvé sur
des modeles de vésicules exprimant BSEP ou sur des hépatocytes humains en conformation

sandwich (Pedersen et al. 2013).

Aussi, il existe actuellement un besoin de nouveaux modeles d’étude in vitro et de
méthodes de détection de la cholestase. Le modele cellulaire HepaRG représente une

alternative intéressante a ce besoin. En effet, capable d’exprimer les transporteurs
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hépatiques, il possede également la majeure partie des enzymes de biotransformation
permettant ainsi I'étude des molécules meres tout comme des métabolites. Grace a ce
modeéle cellulaire, nous avons réussi a développer une méthode de détection de la
cholestase reposant sur des caractéristiques fonctionnelles, tout a fait différente de ce qui a
été proposé jusqu’a maintenant. En effet, la sécrétion biliaire est un processus complexe
comportant plusieurs étapes comprenant la translocation des acides biliaires a travers la
membrane basolatérale, le trafic a travers le cytoplasme et enfin I'efflux vers la lumiere
canaliculaire. La motilité des canalicules biliaires démontrée principalement dans des
couplets d'hépatocytes (Phillips et al. 1974; Phillips et al. 1975; Oshio and Phillips 1981), a
été signalée comme jouant un role dans le flux biliaire dans les hépatocytes de rat, in vitro et
in vivo (Watanabe et al . 1991b). Dans notre étude, en utilisant la microscopie de type time-
lapse sur des monocouches organisées d'hépatocytes HepaRG, nous avons réussi a
caractériser les contractions des canalicules biliaires qui semblent étre associées a un
processus dynamique d'ouverture et de fermeture répété qui témoigne d’une expulsion
unidirectionnelle de ce que nous pouvons supposer étre des acides biliaires. De plus, aprés
un traitement par une molécule cholestatique in vitro, nous avons également démontré que
cette dynamique canaliculaire pouvait étre inhibée, conduisant a une constriction ou une
dilatation des canalicules biliaires, bloquant ainsi I'’écoulement de la bile. Nous avons aussi
montré que les effets cholestatiques induits par les médicaments pouvaient étre médiés par
une séquence d'événements hiérarchiques initiés par la modulation de [|activité
ROCK/MLCK, suivis par un changement d'état de phosphorylation de MLC2 (Myosin Light
Chain) et par conséquent, une modification de la chaine lourde de myosine Il altérant ainsi la

contractilité des canalicules biliaires et la clairance de [*H] —TCA.

Ce schéma a été confirmé par la suite avec I'étude de 18 molécules cholestatiques
ou non. L’altération de la voie ROCK/MLCK a été observée avec tous les médicaments
cholestatiques testés, y compris ceux qui n’étaient pas des inhibiteurs de BSEP. Au total, les
résultats sont favorables a la conclusion que les modifications de la dynamique des
canalicules biliaires avec la participation de la voie ROCK/MLCK sont des marqueurs plus
prédictifs et spécifiques que la clairance de TCA ou I'inhibition directe de BSEP, pour évaluer

(« screener ») le potentiel cholestatique de nouvelles entités chimiques.
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Pour confirmer et étendre ces conclusions, nous avons cherché a analyser les
mécanismes impliqués dans les effets cytotoxiques et cholestatiques induits par les 4
principaux médicaments de la famille des antagonistes des récepteurs a I'endothéline
toujours en utilisant les cellules HepaRG comme modele expérimental. In vivo, le sitaxentan
et le bosentan sont tous les deux connus pour leurs propriétés hépatotoxiques (Eriksson et
al. 2011; Galié et al. 2011; Lavelle et al. 2009), ce qui a du reste conduit au retrait du
sitaxentan en 2010. Par ailleurs, des cas de cholestase ont été observés avec le bosentan
(Fattinger et al. 2001). En revanche I'ambrisentan et le macitentan n’ont jusqu’a maintenant
montré aucun signe d’hépatotoxicité ou de cholestase (Barst 2007; Takatsuki et al. 2013).
Nos résultats ont montré qu’en plus d’avoir des structures chimiques identiques, le bosentan
et le macitentan possédaient les mémes propriétés cholestatiques in vitro (déformation des
canalicules biliaires, inhibition de la clairance de TCA). Le sitaxentan a lui confirmé son
potentiel hépatotoxique avec I'implication d’au moins un métabolite toxique, cytochrome
P450-dépendant et 'ambrisentan n’a pas présenté d’hépatotoxicité majeure sur les cellules
HepaRG. Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer I’effet cholestatique du
macitentan in vitro. Tout d’abord, la dose utilisée en clinique ainsi que la Cmax sont bien
inférieures a celles des autres ERA. Les différences dans les propriétés physico-chimiques,
pharmacocinétiques et dans le profil métabolique des patients peut aussi expliquer cette
différence dans le mécanisme de toxicité. Enfin, le nombre d’études sur I’"hépatotoxicité liée
au macitentan est plut6t faible en raison du manque de recul sur la molécule (mise sur le
marché en 2013) et le nombre de patients traités reste peu élevé pour le moment. A titre
d’exemple qui souligne I'aspect novateur de cette famille thérapeutique, seuls le bosentan
et I'ambrisentan sont disponibles en France et ils le sont uniqguement en milieu hospitalier.
D’aprés la pharmacie du CHU de Rennes, 87 patients sont suivis sous bosentan et 19 patients
sous ambrisentan en rétrocession. Concernant le nombre de prescriptions de patients
hospitalisés en 2015, il y en a eu 92 sous bosentan et 22 sous ambrisentan, ce qui en fait des
médicaments trés peu prescrits.

Dans le contexte actuel ou I'on dénombre de plus en plus de cas de toxicité apres la
mise sur le marché des médicaments, la pharmacovigilance est donc tout a fait de rigueur
dans la surveillance de leurs effets toxiques. Surtout dans les maladies orphelines comme la
PAH, les médicaments sont souvent approuvés a un stade ou il n'y a pas suffisamment

d'informations sur la sécurité a long terme, en particulier en ce qui concerne les effets
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secondaires rares. Les autorités doivent peser les avantages des nouveaux médicaments
dans les maladies mortelles et rares contre les dommages potentiels causés par la toxicité de
ces médicaments. Dans le cas des trois ERA sur le marché, les autorités européennes ont
demandé la mise en ceuvre de systemes de surveillance post-marketing afin d'obtenir de
plus amples informations sur la sécurité de ces médicaments aprées approbation. Le systeme
de surveillance post-marketing pour le bosentan a été fermé comme prévu apres avoir été
mis en place pendant 30 mois afin de collecter des données aupres de 5000 patients, mais
les bases de données respectives sont encore ouvertes pour le sitaxentan et 'ambrisentan.
Pour le moment, les cas rapportés par Lavelle et al. 2009 nous rappellent que la surveillance
hépatique doit rester partie intégrante de la thérapie des ERA (Hoeper 2009). D’autres ERA
sont actuellement en cours d’essais de phases Il et lll en particulier dans les pathologies a
composante vasculaire. La plupart sont des ERA dits sélectifs vis-a-vis du récepteur ETA :
atrasentan, avosentan, clazosentan, darusentan, avec un ERA mixte : le tezosentan (Battistini
et al. 2006) et seront tres certainement soumis a une surveillance étroite au regard du
potentiel hépatotoxique des molécules déja sur le marché.

En conclusion, c’est la premiére fois, qu’un test basé sur les mécanismes impliqués
dans la dynamique des canalicules biliaires est décrit, permettant de déceler au plus t6t le
caractere cholestatique d’une molécule. Pour le moment, un panel de 20 molécules
pharmaceutiques, cholestatiques, hépatotoxiques ou inertes sur le foie ainsi que quelques
composés chimiques non médicamenteux ont été étudiés et la concordance semble étre de
100 %. Des études sont en cours afin de tester un plus grand nombre de molécules dans le
but d’augmenter la robustesse de ce test. Cette approche semble par ailleurs étre plus
pertinente que le test d’inhibition du transporteur BSEP exprimé sur des vésicules d’insectes
qui non seulement ne tient pas compte du métabolisme du composé testé mais présente
également une grande variété de faux positifs et de faux négatifs. De méme, une autre
méthode consistant a évaluer le potentiel d’'une molécule a altérer I’'homéostasie des ABs en
se basant sur la capacité a réduire la formation de I'urée dans des hépatocytes humains en
conformation sandwich, a été récemment proposée (Chatterjee et al. 2014). Il s’agit d’un
test fonctionnel des hépatocytes qui ne semble pas étre d’une grande prédiction. Ces
nouveaux marqueurs robustes (déformation des canalicules associée a des altérations de la
voie de signalisation ROCK/MLCK), utilisés comme critéres de base moléculaire et cellulaire

dans la prédiction du potentiel cholestatique, pourraient servir a la définition d’'un nouvel
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AOP (Adverse Outcome Pathway) qui ne s’appuierait plus uniguement sur le stress oxydant
ou sur la modulation des transporteurs hépatiques (Vinken et al. 2013) mais serait basé sur

la dynamique des canalicules biliaires.

Si ce test devrait permettre de mieux identifier des molécules potentiellement
cholestatiques, il ne peut pour autant prédire ou détecter une hépatotoxicité de type
idiosyncratique qui reste un challenge pour les instances de santé. Néanmoins, il est possible
d’évaluer l'influence d'une inflammation ou du métabolisme (interactions
médicamenteuses) sur la réponse toxique. En revanche, l'influence du polymorphisme
génétique, de pathologies hépatiques préexistantes ou encore de I'expression des genes de
type HLA, restent difficiles a considérer in vitro. Des réactions immunes sont souvent
associées a une hépatotoxicité idiosyncratique. La co-culture de cellules HepaRG avec des
cellules immunitaires ou inflammatoires devrait représenter une approche intéressante pour
estimer l'influence de ces cellules sur I'induction d’une hépatotoxicité idiosyncratique par
certains médicaments. Si de telles co-cultures sont difficiles a mette en place en
configuration 2D, elles devraient pouvoir I'étre beaucoup plus aisément en 3D (sous forme
de sphéroides ou préparées par bioprinting,...), comme l'indiquent certains résultats récents

(Soldatow et al. 2013; Rose et al. 2016; Zeilinger et al. 2016; Nguyen et al. 2016).
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