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CONTEXTE

Les anticoagulants oraux sont utilisés depuis de nombreuses années et ont montré leur
bénéfice dans le traitement préventif et curatif de la maladie thromboembolique. Pendant les
soixante dernicres années, les seuls anticoagulants oraux étaient les antagonistes de la vitamine
K (AVK), qui exercent leur action anticoagulante de fagon indirecte et non spécifique, par
inhibition de la synthése hépatique des facteurs de coagulation vitamine K dépendants (facteurs
II, VII, IX, X, Protéines C et S) (Mekaj et al., 2015). Ils sont considérés comme le traitement
de référence de toutes les pathologies associées a un risque de complications
thromboemboliques relevant d’une activation préférentielle de la coagulation, comme la
maladie thromboembolique veineuse, les cardiopathies emboligénes (par exemple, prothéses
valvulaires cardiaques mécaniques) ou la fibrillation auriculaire (RCP Coumadine ; RCP
Sintrom ; RCP Previscan). D’aprés 1’étude EMIR en 2007, malgré leur efficacité les AVK
représentent la premicre cause iatrogéne d’hospitalisation en France du fait du risque
hémorragique (ANSM, Rapport "Actualisation du rapport sur les anticoagulants en France :
Etat des lieux en 2014 et recommandations de surveillance"). L’utilisation des AVK présente
de nombreuses limites comme une marge thérapeutique étroite et d’importantes sources de
variabilité intra- et interindividuelle, telles que le poids, I’age, les interactions médicamenteuses

et alimentaires, I’environnement ou encore la génétique (Mekaj et al., 2015).

Afin de limiter ces inconvénients, de nouvelles molécules présentant une variabilité plus
faible, un meilleur rapport bénéfice/risque et une utilisation simplifiée ont été développées.
Depuis une dizaine d’années, une nouvelle génération d’anticoagulants par voie orale a vu son
utilisation augmenter rapidement en pratique clinique : les anticoagulants oraux directs (AOD).
La premiére molécule de cette classe, le ximélagatran, fut retirée du marché en 2006 pour cause
de toxicité hépatique grave. C’est donc en 2008 que sera commercialisé le premier AOD, le
dabigatran étéxilate, suivi de prés par le rivaroxaban, puis 1’apixaban en 2011 et enfin
I’edoxaban en 2015. A I’inverse des AVK, ces nouvelles molécules inhibent spécifiquement et
directement certains facteurs de la coagulation comme la thrombine et le facteur X activé. Les
AOD possedent des indications plus restreintes que les AVK. Contrairement aux AVK, ils sont
contre-indiqués en cas de fibrillation auriculaire valvulaire (rétrécissement mitral significatif et
prothése valvulaire mécanique) et ne sont pas indiqués chez I’enfant. Depuis leur

commercialisation, ils sont de plus en plus prescrits en remplacement des AVK (Loo et al.,
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2017) et tendent aujourd’hui a supplanter les AVK en France (Figure 1), car ils semblent
posséder moins de variabilités intra- et interindividuelles pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques que les AVK (Eikelboom et Weitz, 2010). De plus, ils sont plus faciles
a utiliser au quotidien car ils ne nécessitent pas de suivi biologique ni d’adaptation individuelle

des doses.
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Figure 1. Evolution de la consommation des AOD et des AVK entre janvier 2012 et septembre 2018 (d’aprés
www.ameli.fr, Medic’ AM)

Malgré une pharmacocinétique et une pharmacodynamie prévisibles, une grande
variabilité interindividuelle dans les réponses plasmatiques et pharmacologiques des AOD a été
signalée (Paré et al., 2013 ; Dimatteo et al., 2016 ; Testa et al., 2019). Plusieurs facteurs tels
que D’age, le sexe, l’ethnie, le tabagisme et 1’alimentation, ainsi que [’existence de
polymorphismes génétiques et d’interactions médicamenteuses peuvent contribuer a cette
variabilité interindividuelle (Tracy et al., 2016). En effet, leur association a certains
médicaments tels que le kétoconazole ou des inhibiteurs de protéase du VIH par exemple a pu
provoquer des modifications de leur pharmacocinétique, conduisant parfois a I’apparition
d’évenements indésirables pour les patients (Lakatos et al., 2014 ; Frost et al., 2015). Les
variations d’activité des enzymes du métabolisme ne suffisent pas a expliquer I’ensemble des
variations pharmacocinétiques observées avec les AOD. Les systémes de transport présents
dans la plupart des membranes cellulaires peuvent également jouer un rdle dans ces
phénoménes de variabilité. En effet, chez I’homme certains de ces transporteurs jouent un role
important dans la pharmacocinétique des médicaments car ils sont impliqués dans les
différentes étapes d” Absorption, Distribution, Métabolisme et Elimination (ADME) (Shitara et
al., 2006 ; Shugarts et Benet, 2009). Contrairement aux AVK, les AOD sont des substrats des
protéines d’efflux telles que la P-glycoprotéine (Gschwind et al., 2013). L’implication des

transporteurs membranaires dans la pharmacocinétique des AOD est donc un élément nouveau
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comparé aux AVK, et peut étre une source importante de variabilité intra- et interindividuelle
qu’il est nécessaire de prendre en compte. L’inhibition ou I’induction de ces transporteurs
d’efflux peuvent conduire a une surexposition ou une sous-exposition plasmatique aux AOD,
responsables respectivement d’un surdosage augmentant le risque hémorragique, ou d’une
perte d’efficacité favorisant la survenue d’un événement thrombotique. L importance clinique
de ces phénomenes a favorisé le développement et le recours a des modéles d’étude adaptés.
Actuellement, de nombreux modeles in vivo et in vitro permettent d’étudier ’impact de la prise

en charge des AOD par les transporteurs membranaires sur leur pharmacocinétique.

L’objectif principal de ce travail de thése consistait a évaluer in vitro le role de deux
transporteurs d’efflux, P-gp et BCRP, dans la variabilit¢ pharmacocinétique des

anticoagulants oraux directs, particuliérement le rivaroxaban.

Ce manuscrit s’articule autour de deux grandes parties. La premiére partie est consacrée
a I’étude bibliographique du sujet. Un premier chapitre présente les caractéristiques des
anticoagulants oraux directs et les sources de variabilit¢é pouvant impacter leur
pharmacocinétique. Ensuite, un second chapitre présente les différentes familles de
transporteurs membranaires et leurs implications dans la pharmacocinétique des médicaments.
Les divers modeles in vivo et in vitro permettant d’étudier la prise en charge des médicaments
par les transporteurs sont exposés dans un troisiéme chapitre. Finalement, le dernier chapitre
aborde les techniques disponibles pour quantifier I’expression des transporteurs sur les modeles
d’études exposés précédemment. La seconde partie du manuscrit est consacrée aux trois études
expérimentales. La premicre étude est orientée sur I’étude d’interactions médicamenteuses liées
aux transporteurs d’efflux entre le riociguat et deux anticoagulants oraux directs. La deuxi¢me
¢tude est axée sur I’évaluation de certains parametres pouvant influencer in vitro le résultat des
études de transport du rivaroxaban. Enfin, la dernic¢re étude est basée sur la mise en place d’un
modele in vitro hépatique pour étudier le role des transporteurs ABC dans 1’élimination biliaire

du rivaroxaban.
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Chapitre 1 : Les anticoagulants oraux directs

1. Généralités

Les anticoagulants oraux directs (AOD) sont des molécules commercialisées depuis une
dizaine d’années, dont I’utilisation ne cesse d’augmenter, particuliérement en remplacement
des anti-vitamines (AVK) (Loo et al., 2017). En effet, les AOD possédent moins de variabilités
intra et inter-individuelles que les AVK, permettant I’utilisation de doses fixes sans nécessité
de suivi biologique, ainsi qu’un délai d’action plus rapide en raison de leur mécanisme d’action

(Eikelboom et Weitz, 2010).

Contrairement aux AVK, les AOD ont la particularité d’inhiber de fagon spécifique et
directe deux facteurs activés de la cascade de coagulation : la thrombine ou facteur Ila et le
facteur Stuart activé ou facteur Xa. Les principaux représentants de cette classe thérapeutique

sont le dabigatran, 1’apixaban, le rivaroxaban et I’edoxaban.

2. L’anti-thrombine : Dabigatran

Le dabigatran est un inhibiteur direct puissant, compétitif et réversible de la thrombine
ou facteur Ila, une sérine protéase responsable de la conversion du fibrinogéne en fibrine lors
de la coagulation. Il inhibe la thrombine libre, la thrombine liée a la fibrine et l'agrégation
plaquettaire induite par la thrombine. Il est actuellement le seul représentant de cette famille
disponible par voie orale.

Le dabigatran a la particularit¢ d’étre commercialisé sous forme de prodrogue, le
dabigatran étéxilate, qui est rapidement converti en dabigatran par hydrolyse catalysée par des

carboxylestérases (Figure 2).
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Figure 2. Structures chimiques du dabigatran et de sa prodrogue

Du point de vue pharmacocinétique, le dabigatran posseéde une biodisponibilité orale
treés faible d’environ 6,5%. Sa liaison aux protéines plasmatiques est faible (environ 35%) et ne
dépend pas de la concentration. L’hydrolyse de la prodrogue en dabigatran, la forme active
majoritairement retrouvée dans le plasma, constitue la principale réaction métabolique. Le
dabigatran n’est pas métabolisé par les CYP, mais est sujet & une conjugaison formant des
acylglucuronides pharmacologiquement actifs. Ces métabolites représentent environ 20% de
I’exposition plasmatique totale au dabigatran. L’¢élimination se fait principalement par voie
urinaire sous forme inchangée (Blech et al., 2008) (Figure 3). Le dabigatran étéxilate est aussi
un substrat de la protéine d’efflux P-gp, ce qui n’est pas le cas du dabigatran (Ishiguro et al.,
2013 ; Hodin et al., 2018). Récemment, il a également été montré in vitro que les transporteurs
MATE!I et MATE2K seraient impliqués dans la sécrétion rénale du dabigatran (Shen et al.,
2019).

Dabigatran étéxilate

Hydrolyse par les

estérases No
CYP

- Dabigatran
Biodisponibilité 3-7%

No \\
cyYP Il
Elimination ~ 20% Elimination ~ 80%

Figure 3. Représentation schématique de la pharmacocinétique du dabigatran (adapté d’apres Galgani
etal., 2018)
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Le dabigatran possede trois grandes indications : la prévention primaire des événements
thromboemboliques veineux apres une chirurgie pour prothése totale de hanche ou de genou,
la prévention de l'accident vasculaire cérébral (AVC) et de I’embolie systémique chez les
patients atteints de fibrillation atriale non valvulaire avec facteurs de risque, le traitement des
thromboses veineuses profondes (TVP) et des embolies pulmonaires (EP) et la prévention des

récidives de TVP et d’EP (RCP Pradaxa).
3. Les anti-Xa

La classe des inhibiteurs oraux directs du facteur Xa comporte plusieurs membres en
développement, mais seules trois molécules, 1’apixaban, I’edoxaban et le rivaroxaban, seront
abordées dans ce chapitre du fait de I’obtention d’une autorisation de mise sur le marché
(AMM) européenne.

3.1. Apixaban

L’apixaban (Figure 4) est un inhibiteur puissant, réversible, direct et hautement sélectif

du site actif du facteur Xa. Il inhibe le facteur Xa libre et li¢ au caillot, ainsi que l'activité de la

O—_

prothrombinase.

Figure 4. Structure chimique de I’apixaban

Au niveau pharmacocinétique, I’absorption intestinale de 1’apixaban est rapide, avec
une biodisponibilité orale d’environ 50%. Cette biodisponibilit¢ diminue pour des doses
dépassant 25mg. Dans la circulation sanguine, ’apixaban est fortement li¢ aux protéines
plasmatiques (environ 87%) (RCP Eliquis). L’¢limination de I’apixaban implique de multiples
voies. L’excrétion rénale de 1’apixaban sous forme inchangée concerne environ 27% de la

clairance totale (Figure 5). Concernant son métabolisme, les principaux sites de
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biotransformation sont une O-déméthylation et une hydroxylation du groupement 3-
oxopipéridinyle (Raghavan et al., 2008). Le principal CYP impliqué dans son métabolisme est
le CYP3A4/5, bien que les CYP1A2, 2C8, 2C9, 2C19 et 2J2 y contribuent aussi de facon
mineure (Wang et al., 2010). Il n’a pas été observé de métabolites actifs circulants dans le
plasma. L’apixaban est également connu pour étre un substrat des protéines d’efflux,
particulierement la P-gp mais aussi BCRP (Zhang et al., 2013 ; Hodin et al., 2018). Cette prise
en charge peut étre a I’origine de variations lors des étapes d’absorption et d’élimination de

’apixaban.

Apixaban

-~ Apixaban \

Biodisponibilité 50%

CYP
3A4/3A5

Elimination ~ 73% Elimination ~ 27%

Figure 5. Représentation schématique de la pharmacocinétique de I’apixaban (adapté d’aprés Galgani et
al., 2018)

L’apixaban est indiqué dans la prévention des événements thromboemboliques veineux
apres une chirurgie pour prothése totale de hanche ou de genou, la prévention de I’AVC et de
I’embolie systémique chez les patients atteints de fibrillation atriale non valvulaire avec facteurs
de risque, le traitement de la TVP et de I’EP et la prévention des récidives de TVP et d’EP (RCP
Eliquis).

3.2. Edoxaban

L’edoxaban (Figure 6) est un inhibiteur direct et réversible hautement sélectif du facteur

Xa. Il inhibe le facteur Xa libre et interrompt I’activité de la prothrombinase, diminuant ainsi

la formation de thrombine et le risque de formation de thrombus.
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Figure 6. Structure chimique de I’edoxaban

Au niveau pharmacocinétique, 1’edoxaban posséde une biodisponibilité d’environ 62%
par voie orale et est rapidement absorbé. La forme inchangée est la forme prédominante dans
le plasma et sa liaison aux protéines plasmatiques est d’environ 55% in vitro (RCP Lixiana).
L’edoxaban poss¢de trois métabolites actifs. Le métabolisme joue un rdle modeste dans
I’¢élimination de I’edoxaban (inférieur a 25%), I’hydrolyse par la carboxylestérase 1 étant la
voie principale de métabolisation. Les réactions de conjugaison ou d’oxydation par les
CYP3A4/5 participent de fagon mineure a son métabolisme (moins de 10%) (Bathala et al.,
2012 ; RCP Lixiana). L’edoxaban est principalement éliminé sous forme inchangée par voie
rénale, la clairance rénale représentant environ 50% de la clairance totale. L’excrétion biliaire
et le métabolisme contribuent a I’élimination du reste de la dose (Bathala et al., 2012) (Figure
7). L’edoxaban est également pris en charge de maniére équivalente par les transporteurs
d’efflux P-gp et BCRP et son métabolite actif est un substrat du transporteur d’influx OATP1BI1
(Mikkaichi et al., 2014 ; Hodin et al., 2018).

Edoxaban

-~ Edoxaban \

Biodisponibilité 62%
CYP
3A4/3A5

Elimination ~ 50% Elimination ~ 50%
~ 40% forme inchangée
~ 10% CYP 344/345

Figure 7. Représentation schématique de la pharmacocinétique de I’edoxaban (adapté d’apres Galgani
etal., 2018)
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L’edoxaban est indiqué dans le traitement et la prévention des récidives de la TVP et de
I’EP, ainsi que dans la prévention de ’AVC et de I’embolie systémique chez les patients atteints

de fibrillation atriale non valvulaire avec facteurs de risque (RCP Lixiana).
3.3. Rivaroxaban

Le rivaroxaban, dont la structure chimique est représentée par la Figure 8, est un
inhibiteur direct hautement sélectif du facteur Xa qui interrompt les voies intrinséque et
extrinseque de la cascade de coagulation, inhibant ainsi la formation de thrombine et le
développement du thrombus. Des études cinétiques in vitro ont montré que l'inhibition du
facteur Xa par le rivaroxaban était compétitive, avec une affinité environ dix mille fois

supérieure pour la thrombine par rapport aux autres sérine protéases (Perzborn et al., 2005).
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Figure 8. Structure chimique du rivaroxaban
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Du point de vue de sa pharmacocinétique, le rivaroxaban est presque totalement et
rapidement absorbé au niveau intestinal, avec une biodisponibilité orale élevée entre 80% et
100%. Cependant, cette absorption est dépendante de son site de libération dans le tractus
gastro-intestinal. Au niveau plasmatique, le rivaroxaban est fortement lié aux protéines,
particulierement 1’albumine sérique (environ 92% a 95%) (RCP Xarelto). Sur la dose totale
administrée, un tiers est ¢liminé sous forme inchangée par voie urinaire, principalement par
sécrétion rénale active. Les deux tiers restants subissent une dégradation par voie métabolique
(Weinz et al., 2009). Le rivaroxaban est majoritairement métabolisé par le CYP3 A4, mais aussi
par le CYP2J2 et par d’autres réactions indépendantes des CYP, comme I’oxydation de la
fraction morpholinone et I’hydrolyse des liaisons amides (Lang et al., 2009). Cette
métabolisation conduit a la formation de nombreux métabolites, mais aucun métabolite majeur
ou actif n’est présent dans le plasma. Des études in vitro ont également montré que les

transporteurs d’efflux P-gp et BCRP sont impliqués a part égale dans le transport du
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rivaroxaban et jouent donc un role dans son absorption et son élimination (Gnoth et al., 2011 ;

Hodin et al., 2018) (Figure 9).

Rivaroxaban

- Rivaroxaban \

Biodisponibilité:

CYP 66% sans aliments
3A4/2)2 >80% avec aliments

Elimination ~ 65% Elimination ~ 35%

Figure 9. Représentation schématique de la pharmacocinétique du rivaroxaban (adapté d’apres Galgani
etal., 2018)

A ce jour, le rivaroxaban possede de nombreuses indications telles que la prévention
primaire des événements thromboemboliques veineux apres une chirurgie pour prothése totale
de hanche ou de genou, le traitement de la TVP et de I’EP et la prévention des récidives de TVP
et d’EP, la prévention des AVC et des embolies systémiques chez les patients atteints de
fibrillation atriale non valvulaire avec facteurs de risque. Il est également indiqué en association
avec I’acide acétylsalicylique dans la prévention des évenements athérothrombotiques chez les
patients présentant une maladie coronarienne ou une maladie artérielle périphérique
symptomatique a haut risque d’événements ischémiques, et en association avec l’acide
acétylsalicylique + clopidogrel ou ticlopidine dans la prévention des éveénements
athérothrombotiques suite a un syndrome coronarien aigu avec élévation des biomarqueurs

cardiaques (RCP Xarelto).
4. Sources de variabilité pharmacocinétique des anticoagulants oraux directs

En fonction de leur profil pharmacocinétique, une ou plusieurs sources de variabilité
intra- ou interindividuelle peuvent affecter les étapes d’absorption et d’¢limination des

différents AOD. Les principales sources de variabilité sont les interactions médicamenteuses,

les polymorphismes génétiques et les altérations des fonctions hépatiques et rénales.
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4.1. Les interactions médicamenteuses

Les principales variabilités liées au métabolisme sont causées par des interactions au
niveau des CYP hépatiques. Le dabigatran n’étant pas métabolisé par les CYP, il a donc un
faible potentiel d’interactions médicamenteuses liées a son métabolisme. En effet, aucune
interaction n’a été démontrée in vitro ou in vivo (Blech et al., 2008 ; Stangier et Clemens, 2009).
C’est aussi le cas de I’edoxaban, les CYP jouant un réle mineur dans son métabolisme. Une
¢tude in vivo a d’ailleurs montré I’absence d’interaction significative en présence d’inhibiteurs
du CYP3A4 (Parasrampuria et al., 2016). Cependant, il semble exister une interaction avec la
rifampicine, un inducteur du CYP3A4, qui diminue I’exposition a I’edoxaban et augmente celle
de ses métabolites actif (Mendell et al., 2015).

Au contraire, 1’apixaban et le rivaroxaban sont des substrats du CYP3A4 hépatique et
sont donc plus sensibles a une modification de I’activité des CYP. L’apixaban est métabolisé
par plusieurs CYP, plus particuliérement le CYP3A4. Une diminution de la production des
métabolites de I’apixaban a été démontrée in vitro en présence de plusieurs inhibiteurs des CYP
(Wang et al., 2010). Ces résultats ont été confirmés in vivo chez des volontaires sains en
présence de deux inhibiteurs du CYP3A4, le kétoconazole et le diltiazem, conduisant a une
augmentation de 1,4 a 2 fois de I’exposition plasmatique a 1’apixaban (Frost et al., 2015) (Figure

10).
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Figure 10. Modification des concentrations plasmatiques d’apixaban en présence de kétoconazole (A) et de
diltiazem (B) (d’apres Frost et al., 2015).
(A) apixaban, (O) apixaban + inhibiteur

Quant au rivaroxaban, sa concentration plasmatique est significativement augmentée
en présence d’inhibiteurs puissants du CYP3A4 (kétoconazole ou ritonavir) et dans une
moindre mesure avec des inhibiteurs modérés comme la clarithromycine (Mueck et al., 2013).

De plus, plusieurs études de cas ont rapporté une diminution de I’effet anticoagulant du
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rivaroxaban lors d’associations avec des inducteurs du CYP3A4 comme la rifampicine (Altena

et al., 2014) ou certains épileptiques tels la carbamazépine et la phénytoine (Galgani et al.,
2018).

Les inhibiteurs et inducteurs des CYP450 sont également de puissants inhibiteurs et
inducteurs des transporteurs ABC, plus particulierement de la P-gp et de BCRP. Il est donc
difficile in vivo de conclure a une interaction liée uniquement & une modulation de ’activité
des CYP, car une régulation de I’activité des transporteurs d’efflux peut également modifier
I’exposition aux AOD. Tous les membres appartenant a la famille des AOD sont des substrats
de P-gp et/ou BCRP.

Pour le dabigatran, les interactions avec les transporteurs ABC n’ont lieu qu’au niveau
intestinal car seul le dabigatran étéxilate est un substrat de la P-gp (Ishiguro et al., 2013). Il n’y
aura donc pas de modification de son ¢limination rénale. La P-gp est a I’origine de la tres faible
biodisponibilité orale du dabigatran car elle limite fortement son absorption intestinale. Par
conséquent, I’inhibition de I’activité de la P-gp peut provoquer une surexposition et donc un
surdosage en dabigatran, ¢levant ainsi le risque de saignement. Hértter et al. ont démontré que
la coadministration de vérapamil avec le dabigatran augmentait jusqu’a 2,5 fois la
biodisponibilit¢ du dabigatran (Hértter et al., 2013). C’est également le cas avec la
clarithromycine, qui conduit a une augmentation de 49% de I’ASC et 60% de la Cmax
(Delavenne et al., 2013). A D’inverse, I’administration concomitante de rifampicine pendant
une semaine entraine une diminution d’environ 65% de la biodisponibilité du dabigatran
(Hartter et al., 2012) (Figure 11). Dans les sept jours suivant l'arrét de I'administration de la

rifampicine, la biodisponibilité¢ du dabigatran est presque revenue aux valeurs initiales.

Total dabigatran plasma concentration (ng mi™')

I , )
] 4 8 17 16 20 24 28 32 36
Time (h)

Figure 11. Concentrations plasmatiques de dabigatran aprés administration de rifampicine (d’aprés Hértter et al.,
2012).
(O) dabigatran, (@) dabigatran + rifampicine, (Il 7j apres arrét de la rifampicine, (0) 14;j apres arrét de la
rifampicine.
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L’edoxaban est aussi sujet aux interactions liées aux transporteurs. La coadministration
de vérapamil, de quinidine ou de dronédarone augmente de plus de 50% I’exposition totale a
I’edoxaban (Mendell et al., 2013). Des résultats similaires ont ét¢ retrouvés chez des volontaires
sains apres administration d’inhibiteurs puissants de P-gp et des CYP (Parasrampuria et al.,
2016). L'administration concomitante de kétoconazole, d'érythromycine ou de ciclosporine a
augmenté 1'ASC de 1'edoxaban de 87%, 85% et 73% respectivement, et 1a Crnax de 89%, 68% et
74% respectivement (Figure 12).
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Figure 12. Concentrations plasmatiques d’edoxaban seul ou aprés administration de kétoconazole (A),
érythromycine (B) et ciclosporine (C) (d’apres Parasrampuria et al., 2016).

L'exposition au principal métabolite actif de I'edoxaban était constante lorsque
'edoxaban était administré seul ou avec du kétoconazole et de 1'érythromycine, suggérant que
I’effet observé est principalement di a I’inhibition de P-gp et /ou BCRP. Toutefois, 1'exposition
totale au métabolite a été multipliée par 6,9 avec la ciclosporine, ce qui suggere une interaction
supplémentaire au niveau des CYP. Ces interactions pouvant étre cliniquement significatives,
une adaptation posologique de I’edoxaban en présence d’inhibiteurs puissants de P-gp et BCRP,
comme par exemple le kétoconazole ou la dronédarone, a été recommandée (RCP Lixiana). A

I’inverse, la coadministration de rifampicine conduit & une diminution d’environ 35% de
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I’exposition a I’edoxaban, notamment par induction de la P-gp limitant alors principalement
son absorption intestinale (Mendell et al., 2015).

Comme pour les autres AOD, I’inhibition de 1’efflux de I’apixaban par la P-gp a pour
conséquence une légere diminution de sa clairance et une augmentation de son absorption
intestinale, conduisant a une valeur d’AUC multipliée par 2 ou par 1,4 en présence de
kétoconazole ou de diltiazem, respectivement (Frost et al., 2015). Pour cette raison, il est
déconseillé d’administrer 1’apixaban en association avec des inhibiteurs puissants de la P-gp
(antifongiques azolés ou inhibiteurs de la protéase du VIH) (RCP Eliquis). La rifampicine
modifie aussi la prise en charge de I’apixaban par P-gp et BCRP. Elle diminue de 54% I’AUC
et de 24% la biodisponibilité de I’apixaban aprés une administration orale. Cette diminution de
I’exposition a I’apixaban est due a une diminution de son absorption intestinale mais également

a une augmentation de son élimination rénale (Vakkalagadda et al., 2016) (Figure 13).

1000 —8— Apixaban 10 mg PO - contral (7 = 20)
=0~ Apixaban 10 mg PO = with rifampin (p = 18)

Apixaban plasma concentration (ngmL™)

Tirme (h)
Figure 13. Concentrations plasmatiques d’apixaban seul ou en présence de rifampicine aprés administration par
voie orale (d’aprés Vakkalagadda et al., 2016)

Enfin, ’administration concomitante de rivaroxaban et d’un inhibiteur puissant de P-gp
et BCRP (kétoconazole ou ritonavir) provoque une ¢lévation significative de plus de deux fois
de I’exposition au rivaroxaban. L’association de kétoconazole ou de ritonavir diminue la
sécrétion rénale du rivaroxaban de 44% et 80% respectivement (Mueck et al., 2013) (Figure

14).
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Figure 14. Concentrations plasmatiques du rivaroxaban en absence (@) ou présence (A) d’inhibiteurs (d’apres
Mueck et al., 2013)
(A) kétoconazole, (B) ritonavir, (C) clarithromycine, (D) érythromycine.

Une augmentation similaire de I’exposition au rivaroxaban chez des rats a également été décrite
en présence de vérapamil, un inhibiteur de la P-gp (Kim et al., 2019). Récemment, Brings et al.
ont montré chez des volontaires sains que la combinaison d'un inhibiteur puissant de la P-gp et
d'un inhibiteur modéré du CYP3A peut affecter la pharmacocinétique du rivaroxaban plus
fortement que chaque médicament pris séparément (Brings et al., 2019). En effet,
I’administration concomitante de ciclosporine a augmenté I'ASC du rivaroxaban de 47% et a
doublé sa Cmax, tandis que 1’administration de ciclosporine associée au fluconazole a augmenté
I'ASC du rivaroxaban de 86% et sa Cmax de 115%. Comme pour les précédents AOD, la
rifampicine et les autres inducteurs de la P-gp et de BCRP ont pour effet de diminuer
I’exposition plasmatique au rivaroxaban, pouvant mener a une diminution de D’effet
anticoagulant (Mueck et al., 2014 ; Galgani et al., 2018). La Table 1 résume les variations des
ASC observées lors d’interactions médicamenteuses pour les quatre AOD, en fonction de la

puissance des inhibiteurs/inducteurs.
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Table 1. Variabilités pharmacocinétiques des AOD liées aux interactions médicamenteuses

Médicaments

Modifications de ’ASC des concentrations plasmatiques des

AOD

Dabigatran

Apixaban

Edoxaban

Rivaroxaban

Inhibiteurs puissants de CYP3A4/
P-gp/BCRP

Kétoconazole, ritonavir, vérapamil,

T~ 155-180%

T~ 60-143% T~ 100% T ~87%

ciclosporine (CsA), quinidine, ™ 479, (CsA)
amiodiarone
Inhibiteurs modérés de P-gp/BCRP
Erythromycine, fluconazole, . o o T~ 34-42%
clarithromycine, diltiazem T~49% T~40% T~85% 1 549,
Inducteurs de CYP3A4/P-gp/BCRP
Rifampicine, phénytoine, 1~ 65% 1 ~ 549 1 ~35% 1~ 50%
~ 0 ~ 0 ~ 0 ~ 0

carbamazépine

4.2. Les polymorphismes génétiques

L’influence des polymorphismes génétiques concerne a la fois le métabolisme des AOD
mais également leur prise en charge par les transporteurs membranaires.

Plusieurs polymorphismes génétiques interviennent dans la pharmacocinétique du
dabigatran. Deux polymorphismes du géne CESI1, codant pour la carboxylestérase 1
responsable de la formation du dabigatran au niveau hépatique et plasmatique, ont été
respectivement associés aux pics plasmatiques (rs8192935) et aux concentrations résiduelles
(rs2244613). Le polymorphisme rs2244613 est associé a une diminution de la concentration
résiduelle de dabigatran et a une diminution du risque de saignement, sans augmentation du
risque prothrombotique (Paré et al., 2013). Dans une autre étude menée chez des patients
recevant une prophylaxie au dabigatran aprés une chirurgie orthopédique, les concentrations
résiduelles étaient plus basses pour le génotype AA du polymorphisme rs2244613 (17,1 ng/ml
en moyenne) comparé au génotype CC (34,6 ng/ml en moyenne) bien que ces concentrations
ne soient pas significativement différentes (Sychev et al., 2018). Un deuxiéme polymorphisme
de CES1 (rs8192935) a ét¢ associé a la variabilité des concentrations maximales et minimales
de dabigatran, sans impact clinique sur le risque de saignement (Par¢ et al., 2013). Chez des
patients atteints de fibrillation auriculaire, le génotype CC a été associé a des concentrations

plasmatiques de dabigatran plus élevées (86,3 ng/ml) comparativement aux porteurs de 1’allele
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T (62,1 ng/ml) qui est associé¢ a des concentrations résiduelles plus basses (Dimatteo et al.,
2016). Du coté de la P-gp, le polymorphisme 3435C>T (rs1045642) a été associé de fagon
significative a une concentration maximale de dabigatran et a une incidence accrue d'épisodes
hémorragiques. Les patients porteurs du génotype TT ont présenté des concentrations
maximales de dabigatran plus élevées (Cmax = 291,8 ng/ml) ainsi qu’un risque de saignement
plus élevé (risque relatif : 1,72) que les patients présentant le génotype CC (Cmax = 124,1 ng/ml)
(Sychev et al., 2018). Gouin-Thibault et al. ont également étudié¢ chez des volontaires sains trois
polymorphismes de P-gp: 2677G>A/T (1s2032582), 3435C>T (rs1045642) et 1236C>T
(rs1128503). Les sujets hétérozygotes et homozygotes mutés présentaient une augmentation de
I’ASC de 25% et 28% respectivement, comparé aux sujets homozygotes non mutés, bien que
I’impact clinique de ces polymorphismes sur la pharmacocinétique du dabigatran semble tres
limité (Gouin-Thibault et al., 2017).

Les principaux polymorphismes étudiés dans le cas du rivaroxaban sont ceux du geéne
ABCBI codant pour la P-gp. Peu d’études ont évalu¢ le réle des polymorphismes de P-gp dans
la wvariabilit¢ pharmacocinétique du rivaroxaban. Chez des volontaires sains, les
polymorphismes 2677G>A/T (rs2032582), 3435C>T (rs1045642) et 1236C>T (rs1128503) ont
¢été associés a une augmentation de ’ASC de 24% et 15% respectivement chez les sujets
hétérozygotes et les sujets homozygotes mutés (Gouin-Thibault et al., 2017). Cependant,
I’haplotype combiné (1236-2677-3435) n’a pas d’impact cliniquement significatif sur la
pharmacocinétique du rivaroxaban. De plus, I’effet d’un inhibiteur tel que la clarithromycine
est indépendant des génotypes. Des données similaires ont été retrouvées dans une étude in
vitro évaluant I’accumulation du rivaroxaban dans des cellules HEK293 transfectées avec
différents polymorphismes (1236C>T, 2677G>A/T, 3435C>T et 1199G>A) (Sennesael et al.,
2018). Aucune différence d’accumulation intracellulaire du rivaroxaban n’a été observée entre
les protéines variantes et la protéine native.

Pour I’apixaban, une étude menée chez des patients japonais atteints de fibrillation
auriculaire a étudié I’'impact de polymorphismes de P-gp (1236C>T, 2677G>A/T et 3435C>T),
de BCRP (421C>A; rs2231142) et du CYP3AS (6986A>G; rs776746, *3) sur sa
pharmacocinétique (Ueshima et al., 2017). Aucun effet significatif des polymorphismes de P-
gp sur la pharmacocinétique de I’apixaban n’a été observé. Au contraire, le polymorphisme de
BCRP était associé a une exposition plasmatique de I’apixaban 1,55 fois plus élevée chez les
homozygotes mutés AA. De méme, le polymorphisme du CYP3AS5 était associé a une
exposition environ 1,6 fois plus importante chez les sujets hétérozygotes et homozygotes mutés

CYP3A5*3/3 (Ueshima et al., 2017). Dans leur étude, Kryukov et al. n’ont montré aucune
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association significative entre les polymorphismes de P-gp (rs1045642 et rs4148738) et du
CYP3AS et la variabilit¢ pharmacocinétique de 1’apixaban chez des patients souffrant de
fibrillation auriculaire et d’AVC (Kryukov et al., 2018).

Peu d’études se sont intéressées au role des polymorphismes génétiques dans la
pharmacocinétique de 1’edoxaban. Dans une étude menée récemment par Vandell et al. chez
des volontaires sains, le polymorphisme de P-gp 3435C>T et le polymorphisme de
OATPIBI1 521T>C (rs4149056) n’ont eu aucun effet significatif sur la pharmacocinétique de
I’edoxaban (Vandell et al., 2018). Une légeére augmentation de I’ASC du métabolite M4 de
I’edoxaban a été notée chez les porteurs de 1’allele C du polymorphisme de OATP1BI1
comparativement aux homozygotes TT. Cependant, cette augmentation a un faible risque d’étre
cliniquement significative car les concentrations du métabolite M4 représentent moins de 10%
de I’exposition totale a I’edoxaban.

La Figure 15 résume les principaux polymorphismes génétiques potentiellement impliqués dans

la variabilité pharmacocinétique des AOD.

Dabigatran Rivaroxaban Apixaban
CES1 ABCB1 ABCB1 ABCB1 Gene
rs2244613 1571647871 rs1045642  rs2032582 rs4148738 SNP
rs71647871 58192935 rs4148738  rsl045642
58192935
lTroughleveI; 1F‘e:|k|eue|5 ﬁPuak levels ﬁDrug levels ﬁ Drug levels Effect

Figure 15. Principaux polymorphismes impliqués dans la pharmacocinétique des AOD (d’apreés Kanuri et
Kreutz, 2019).

4.3. L’insuffisance hépatique

Concernant I’influence d’une modification de la fonction hépatique, seule 1’exposition
au rivaroxaban est augmentée de manicre significative lors d’une insuffisance hépatique
modérée (classe B du score Child-Pugh), avec une multiplication par 2,3 en moyenne de I’ASC
(RCP Xarelto). Pour les insuffisances hépatiques légeres a modérées, et en 1’absence de

coagulopathie, 1’apixaban, I’edoxaban et le rivaroxaban peuvent étre administrés avec
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précaution. Le dabigatran posséde un faible métabolisme hépatique. Il est principalement
métabolisé par glucuronoconjugaison, aboutissant a la formation de métabolites actifs. Une
insuffisance hépatique modérée ne modifie donc pas significativement les propriétés
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques du dabigatran (Stangier et al., 2008). Chez des
patients atteints d’insuffisance hépatique chronique et chez des patients présentant également
une fibrillation auriculaire non valvulaire, les taux de saignement observés avec les AOD sont
similaires a ceux observés avec d’autres anticoagulants tels que les AVK (8,4% pour les AOD
contre 8,8% pour les AVK) ou les héparines de bas poids moléculaire (Steuber et al., 2019 ;
Goriacho et Veltri, 2018). Actuellement, aucune donnée n’est disponible concernant la

pharmacocinétique des AOD chez les patients atteints d’insuffisance hépatique sévere.

4.4. L’insuffisance rénale

L’impact d’une modification de la fonction rénale va dépendre de I’AOD considéré. Le
dabigatran étant principalement éliminé sous forme inchangée dans les urines (~ 80%), il sera
plus sensible a une insuffisance rénale. Aprés 1’administration d’une dose unique de 150 mg
par voie orale, I’ASC du dabigatran a augmenté d’un facteur 1,5, 3,2 et 6,3 chez des patients
présentant respectivement une insuffisance légere (Cleréatinine €ntre 50 et 80 ml/min), modérée
(Clereatinine entre 30 et 50 ml/min) et sévere (Cleréatinine < 30 ml/min) par rapport aux sujets ayant
une fonction rénale normale. La demi-vie d’élimination a également été multipliée par deux
(passant de 14h a 28h) en cas d’insuffisance rénale sévere (Stangier et al., 2010).

L’¢limination rénale sous forme inchangée de I’apixaban, de I’edoxaban et du
rivaroxaban étant plus faible, 'impact d’une insuffisance rénale est beaucoup moins marqué
mais une accumulation reste possible. Aucune corrélation entre la valeur de la Cleratinine €t les
concentrations plasmatiques d’edoxaban n’a été observée chez des patients atteints de
fibrillation auriculaire non valvulaire (Testa et al, 2019). Concernant 1’apixaban, les patients
présentant une insuffisance rénale sévere (Cleratinine = 15 ml/min) ont montré une augmentation
modérée de I’ASC (44%) de I’apixaban apres I’administration orale d’une dose unique de 10
mg, mais aucune répercussion clinique n’a été observée (Chang et al., 2016). Enfin, la clairance
rénale du rivaroxaban diminue avec la sévérité de 1’insuffisance rénale, conduisant a une
¢lévation de I’exposition plasmatique et donc des effets pharmacodynamiques du rivaroxaban.
Aprées ’administration orale d’une dose unique de 10 mg, I’ASC était respectivement 1,44 a
1,64 fois plus élevée en cas d’insuffisance rénale 1égére a sévére que chez les sujets sains

(Kubitza et al., 2010).
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En conclusion, ce premier chapitre décrit les principales caractéristiques
pharmacocinétiques d’une classe d’anticoagulants assez récente, les AOD. Bien que ces
composés possédent des structures chimiques et des profils pharmacocinétiques
différents, ils partagent les principales sources de variabilité pharmacocinétique comme
Pinsuffisance rénale et les interactions médicamenteuses. Comparé aux AVK, les AOD
présentent une nouvelle source de variabilité importante a prendre en compte : la prise
en charge par les transporteurs membranaires tels que P-gp et BCRP. Afin de limiter les
effets indésirables dus a une modification de cette prise en charge, il est essentiel de
pouvoir étudier le transport des médicaments lors de leur développement. Le chapitre
suivant abordera les différents systemes disponibles pour étudier la prise en charge des
médicaments par un transporteur membranaire et évaluer sa potentielle implication in

vivo.
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Chapitre 2 : Le role des transporteurs dans la pharmacologie des
médicaments

La découverte de protéines se comportant comme des transporteurs membranaires de
médicaments est un des ¢éléments de compréhension des mécanismes de la réponse
pharmacologique a un médicament. Certains de ces transporteurs ont un réle important en
pharmacologie de par leur capacité a transporter des médicaments et peuvent expliquer
certaines variabilités pharmacocinétiques intra- et interindividuelles. La découverte des
protéines de transport d’efflux est relativement récente puisque le premier représentant a été
découvert en 1976 (Juliano et Ling, 1976). Depuis ces trente derniéres années, I’étude du role
de ces transporteurs d’efflux dans la prise en charge des médicaments et dans la résistance aux
traitements a connu un réel essor, comme I’illustre I’augmentation du nombre de publications

qui a été multiplié par dix entre 1990 et 2019 (Figure 16).
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Figure 16. Evolution du nombre de publications au cours des quarante derniéres années (Données issues de
PubMed le 16 juin 2019)
Les mots-clés utilisés étaient « ABC transporters » et « drug ».

1. Généralités sur le passage des médicaments a travers les membranes cellulaires

Le passage des médicaments a travers la membrane cellulaire peut s’effectuer par des

processus de transport passif ne nécessitant pas de dépense d’énergie, comme la diffusion
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passive et la diffusion facilitée, ou par un transport actif utilisant I’énergie de I’hydrolyse d’un

nucléotide triphosphate comme I’ATP (Figure 17).
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Figure 17. Schéma des différents types de transport a travers la membrane cellulaire

La diffusion passive d’une molécule a travers une membrane cellulaire s’effectue dans
le sens du gradient de concentration, en suivant la premiére loi de Fick (Brodin et al., 2010). La
vitesse de diffusion d’une molécule va donc dépendre de plusieurs paramétres: sa
liposolubilité, sa taille, son degré d’ionisation, le gradient de concentration et la surface
d’absorption. Ce type de transport passif a I’avantage d’étre non saturable, non spécifique et
donc non régulé, mais ce mécanisme est lent comparé a la diffusion facilitée. En effet, ce
deuxiéme processus utilise également le gradient de concentration comme moteur du transport
mais fait appel & des protéines de transport transmembranaires (canaux ioniques ou
transporteurs) pour aider la molécule a traverser la membrane cellulaire. La diffusion facilitée

est un phénomene saturable, spécifique et régulé.

Associé a ces mécanismes de transport passif, on observe également pour certaines
molécules un transport actif. On distingue deux types de transport actif : le transport actif
primaire qui utilise ’hydrolyse de I’ATP comme source d’énergie pour transporter les
molécules contre leur gradient de concentration, et le transport actif secondaire qui implique

I’utilisation d’un gradient électrochimique pour fonctionner en mode symport ou antiport.

La diffusion facilitée et le transport actif font appel a des protéines transmembranaires,
appelées alors transporteurs. Ces protéines ont été¢ découvertes relativement récemment et sont
classées schématiquement en deux grandes classes : les transporteurs d’influx, aidant a la

diffusion des molécules a travers les cellules, et les transporteurs d’efflux, qui par opposition
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ont pour role de limiter la pénétration des molécules dans les cellules (Saurin et al., 1999). Ces
derniers ont été¢ découverts grace aux études des cellules cancéreuses car ils sont en partie a
’origine de leur résistance aux traitements anticancéreux (Cole et Deeley, 2002). L’intérét porté
a ces protéines et a leur fonctionnement n’a cessé de croitre car elles concernent une vaste
gamme de composés comme les ions, les nutriments, les toxines mais également les
xénobiotiques (Klein et al., 1999). De plus, ces transporteurs sont principalement exprimés au
niveau des organes et tissus impliqués dans les processus d’absorption, distribution,
métabolisme et d’élimination (ADME) des médicaments, comme 1’intestin, le foie, le rein, la

barrieére hémato-encéphalique ou encore le placenta (Giacomini et al., 2010) (Figure 18).
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Figure 18. Localisation des transporteurs membranaires au niveau des différentes barricres de I’organisme
(d’aprés Giacomini et al., 2010).
Les transporteurs colorés en rouge représentent ceux a étudier en priorité lors du développement d’un
médicament.

De nombreux médicaments sont pris en charge par des transporteurs d’influx et/ou
d’efflux au niveau de leur sites d’absorption et d’¢limination. Ces transporteurs jouent donc un
réle important dans la pharmacocinétique des médicaments et leur modulation peut étre une
source de variabilité¢ importante. Schématiquement, les transporteurs d’influx sont représentés
par la superfamille des transporteurs « Solute Carrier » (SLC) et les transporteurs d’efflux par

la superfamille des transporteurs « ATP-Binding Cassette » (ABC) (Giacomini et al., 2010).
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2. La superfamille des transporteurs SLC

La superfamille des transporteurs SLC comprend 395 protéines transmembranaires
classifiées en 52 familles en fonction du nombre d’hélices a transmembranaires (entre 10 et
14) et de la similitude de séquence (Lin et al., 2015). Ces protéines contrdlent 1’absorption et le
flux de divers solutés, y compris les médicaments, en permettant leur transport par diffusion
facilitée ou par transport actif secondaire. Ces échangeurs peuvent fonctionner en mode uniport,
symport ou antiport (Hediger et al., 2013). Les principales familles de transporteurs d’influx
sont les « Organic Anion-Transporting Polypeptides » (OATP), les « Organic Anion
Transporters » (OAT), les « Organic Cation Transporters » (OCT) et les « Peptides
Transporters » (PEPT). Bien que les protéines SLC soient majoritairement des transporteurs
d’influx, il existe une famille de transporteurs d’efflux, les « Multidrug And Toxin Extrusion

proteins » (MATE).

2.1. La famille des OATP

2.1.1. Localisations et fonctions des transporteurs OATP

La famille des transporteurs OATP comprend 11 membres regroupés en six sous-
familles (OATP1 a 6), codés par les génes SLC21/SLCO (Hagenbuch et Meier, 2004). Parmi
ces membres, quatre seulement sont important pour le transport des médicaments. Tout d’abord,
le transporteur OAPT1A2, codé par le géne SLCO1A2, est exprimé a la membrane des cellules
de I’épithélium intestinal et rénal et des cellules endothéliales vasculaires cérébrales (Figure
19).
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Figure 19. Localisation des protéines OATP dans les cellules épithéliales (d’aprés Roth et al., 2012)
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Ensuite, les transporteurs OATP1B1 et OATP1B3, codés respectivement par les génes
SLCOIBI et SLCOIB3, sont fortement voire exclusivement exprimés sur les cellules
hépatiques. Enfin, le transporteur OATP2BI1, cod¢ par le géne SLCO2BI, possede une
expression ubiquitaire (Konig et al., 2013). Les transporteurs OATP partagent une gamme de
substrats commune mais qui n’est pas identique pour tous. Ils prennent en charge des composés
organiques amphiphiles incluant des substances endogenes comme les acides biliaires, les

hormones thyroidiennes et les métabolites conjugués d’hormones (Schwabedissen et al., 2011).

2.1.2. Roles des OATP dans la variabilité pharmacocinétique des médicaments

Les protéines OATP transportent une grande variét¢ de médicaments, comme les
statines, les antibiotiques, les anticancéreux, les antihistaminiques et les diurétiques (Fahrmayr
et al., 2010), expliquant leur important role dans la pharmacocinétique des médicaments.
Plusieurs sources de variabilité pharmacocinétique ont été décrites pour les transporteurs OATP
(Kalliokoski et Niemi, 2009).

Des interactions médicamenteuses ont €té mises en évidence in vitro et in vivo,
particulierement pour la classe des statines. Par exemple, I’inhibition d’OATP1B1 et OATP1B3
par la ciclosporine A a conduit a une augmentation de [’exposition plasmatique de la
pravastatine (Hedman et al., 2004) et de la rosuvastatine (Simonson et al., 2004) in vivo chez
des patients transplantés et in vitro sur des ovocytes de Xenopus transfectés. De méme, une
augmentation de plus de 600% de 1’aire sous la courbe (ASC) de ’atorvastatine a été observée
chez des volontaires sains en cas de coadministration avec un autre inhibiteur, la rifampicine
(Lau et al., 2007). C’est aussi le cas pour le bosentan, dont I’influx in vitro sur des cellules CHO
(Chinese Hamster Ovary) exprimant OATP1B1 et OATP1B3 diminue en cas d’association
avec la rifampicine, la ciclosporine A ou le sildénafil (Treiber et al., 2007), supposant un risque

d’interaction in vivo.

Outre ces interactions médicamenteuses, il existe plusieurs polymorphismes génétiques
fonctionnels pour OATP1B1 (Zair et al., 2008). Plus particulierement, la mutation ¢.521T>C
s’accompagne d’une activité réduite du transporteur in vitro. Nishizato et al. ont démontré que
le génotype 521CC homozygote conduit a des concentrations plasmatiques de pravastatine plus
¢levées que chez les hétérozygotes 521T>C, conduisant a un risque largement supérieur de

survenue d’effets indésirables de type myopathie (Nishizato et al., 2003).
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2.2. La famille des OAT / OCT

2.2.1. Localisations et fonctions

La famille des OAT/OCT comprend 23 protéines transmembranaires codées par les
genes SLC22 et est composée de transporteurs d’anions organiques (OAT), de cations
organiques (OCT) et de zwitterion (OCTN). Parmi les transporteurs OAT, les principaux
membres facilitant le transport des médicaments sont OAT1, OAT2, OAT3 et OAT4, codés
respectivement par les genes SLC2246, SLC22A47, SLC22A48 et SLC22A411 (Konig et al., 2013).
Ces protéines sont exprimées dans toutes les barriéres de 1’organisme, notamment au niveau du

foie, de I’intestin et du rein (Nigam et al., 2015) (Figure 20).

OAT2

LIVER OAT?
0ATL

KIDNEY OAT4 0AT2
URAT1 0ATS

Figure 20. Localisation des protéines OAT dans les cellules hépatiques et rénales (d’aprés Roth et al., 2012)

Les transporteurs OCT particulierement impliqués dans la prise en charge des médicaments
sont OCT1, OCT2 et OCT3, codés par les geénes SLC22A41, SLC2242 et SLC2243,
respectivement (Konig et al., 2013). Comme les OAT, ils sont exprimés dans la plupart des
tissus, particulie¢rement au niveau du rein, du foie et de I’intestin (Nishimura et Naito, 2005 ;

Nies et al., 2009) (Figure 21).
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Figure 21. Expression et localisation des protéines OCT dans ’intestin gréle par immunofluorescence (d’apres
Miiller et al., 2005)

Les différents membres de cette famille facilitent le transport de composés endogenes
tels que des neurotransmetteurs, des hormones, des seconds messagers (par exemple le cGMP),
les prostaglandines, des sels biliaires et des dérivés hormonaux (Koepsell et al., 2007 ; Nigam

et al., 2015)

2.2.2. Implications des OAT dans la pharmacocinétique des médicaments

Les protéines OAT interagissent avec de nombreux médicaments, tels que les
antihypertenseurs, les statines, les antibiotiques, les antiviraux, les anti-inflammatoires non
stéroidiens, des anticancéreux et les antagonistes des récepteurs histaminiques de type 2
(Emami Riedmaier et al., 2012). Du fait de ce large spectre de substrats, il semble logique
d’observer des interactions médicamenteuses. Actuellement, seuls OAT1 et OAT3 semblent
impliqués dans des phénomeénes d’interaction, ces deux protéines partageant une grande partie
de leurs substrats. La coadministration de probénécide, un inhibiteur des OAT, provoque une
diminution de la clairance rénale et une augmentation des concentrations plasmatiques et de la
demi-vie d’¢limination du furosémide et du méthotrexate in vivo (Konig et al., 2013). Le
gemfibrozil, un autre inhibiteur, augmente les concentrations plasmatiques de sitagliptine (Arun
et al., 2012) et inhibe in vitro la prise en charge de la pravastatine par OAT3 (Nakagomi-
Hagihara et al., 2007).

De nombreuses mutations génétiques existent pour les protéines de la famille des OAT.

Parmi les mutations d’OAT]1, le variant 1361G>A conduit a une perte totale du transport du
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méthotrexate mais n’affecte pas le transport de I’adéfovir (Fujita et al., 2005), contrairement au
variant 149G>A qui est associ¢ a une augmentation du transport de 1’adéfovir, du cidofovir et
du ténofovir (Bleasby et al., 2005). Plus de 12 mutations ont été décrits pour OAT3. Le variant
913A>T est associé¢ a une diminution du transport du substrat endogeéne estrone-3-sulfate et a
une augmentation du transport de la cimétidine. De méme, les variants 445C>A, 779T>G et

715C>T sont associés a une altération du transport de la cimétidine (Erdman et al., 2006).

2.2.3. Implications des OCT dans la pharmacocinétique des médicaments

Parmi les molécules pharmacologiques interagissant avec les transporteurs OCT,
environ vingt ont été caractérisées comme substrats, incluant les anticancéreux dérivés du
platine, la cimétidine, la metformine, la quinidine, des antiviraux et des antirétroviraux (Nies et
al., 2011). La protéine OCT?2 est particuliérement impliquée dans le transport du cisplatine du
sang vers les cellules du tubule rénal proximal, probablement a I’origine de la néphrotoxicité
du cisplatine (Yonezawa et Inui, 2011). Chez la souris, I’association avec la cimétidine a permis
de limiter la néphrotoxicité du cisplatine par inhibition du transport par OCT2. Cette association
a pour effet de diminuer I’accumulation du cisplatine dans les cellules rénales, permettant ainsi
de maintenir des doses plasmatiques élevées de cisplatine tout en limitant sa néphrotoxicité
(Ciarimboli et al., 2005).

Les transporteurs OCT1 et OCT2 partagent de nombreux substrats et inhibiteurs avec
les transporteurs MATE, comme la metformine et la cimétidine. Les interactions les concernant

seront abordées plus loin dans le paragraphe des interactions avec les protéines MATE.

Plus de 200 mutations génétiques ont été identifiées pour la protéine OCT1 (Zair et al.,
2008). Parmi elles, les variants 41C>T, 181C>T, 566C>T, 1203G>A, 1260delATG et
1393G>A sont associés a une diminution voire une perte de prise en charge de la metformine
(Shu et al., 2007). Concernant les mutations d’OCT2, I’effet du variant 808G>T sur
I’¢élimination rénale de metformine en présence de cimétidine a été¢ étudié chez I’homme par
Wang et al. Les individus possédant le génotype muté homozygote TT présentaient une
diminution de 12,5% de la clairance rénale de la metformine en présence de cimétidine, contre
une diminution de 26% et 42,4% chez les individus portant les génotypes GT et GG
respectivement (Wang et al., 2008). Les homozygotes mutés TT sont donc beaucoup moins
sensibles a I’inhibition par la cimétidine que le génotype sauvage GG. Ces observations ont

¢galement été retrouvées in vitro sur des cellules HEK transfectées (Zolk et al., 2009).
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2.3. La famille des PEPT
2.3.1. Localisations et fonctions des PEPT

La famille des PEPT est constituée de protéines transmembranaires spécialisées dans le
transport de dipeptides et tripeptides grace a un gradient de proton. Deux membres de cette
famille, PEPT1 et PEPT2, codés par les genes SLCI5A41 et SLC15A42 respectivement, ont été
identifiés au niveau intestinal (PEPT1 uniquement) et rénal (Liu et al., 1995) (Figure 22), mais

aussi au niveau pulmonaire (Groneberg et al., 2001).

PEPT2 PEPT 1
Figure 22. Expression de ’ARN de PEPT1 et PEPT2 dans I’intestin et le rein (d’aprés Liu et al., 1995). Les
puits 1 et 4 correspondent a I’intestin et les puits 2 et 5 correspondent au rein. Les puits 3 et 6 sont des contrdles
négatifs.

2.3.2. Implications des PEPT dans la pharmacocinétique des médicaments

Les PEPT permettent le transport de molécules dites « peptide-like », telles que certains
antiviraux, des inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine et des antibiotiques de
la famille des béta-lactamines (Rubio-Aliaga et Daniel, 2008). Au niveau intestinal, la protéine
PEPT1 joue un role important dans 1’absorption des béta-lactamines. Bien que des interactions
médicamenteuses n’aient pas encore ét¢ démontré in vivo, certains facteurs, comme un état
pathologique ou des molécules pharmacologiques, peuvent moduler I’expression et la
fonctionnalité de ce transporteur (Adibi, 2003). Par exemple, la clonidine, un agoniste des
récepteurs adrénergiques o2, est capable de multiplier par deux 1’absorption d’un antibiotique
de la classe des béta-lactamines par stimulation de la translocation du transporteur a la
membrane des cellules (Berlioz et al., 2000). Au contraire, des agents immunosuppresseurs tels
que le tacrolimus et la ciclosporine A diminuent 1’activité du transporteur PEPT1 (Motohashi

etal., 2001).
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A ce jour, 40 mutations génétiques ont été identifiées pour PEPT1, mais seulement deux
ont conduit a une diminution du transport du substrat glycyl-sarcosine, soit par une expression
plus faible de la protéine variante (Zhang et al., 2004), soit par une diminution de I’affinité du
transporteur pour les dipeptides (Anderle, 2006). Actuellement, aucune étude in vivo n’a montré
une implication cliniquement significative de ces variations génétiques sur la

pharmacocinétique des médicaments.

2.4. La famille des transporteurs MATE

2.4.1. Localisations et fonctions des transporteurs MATE

La famille des transporteurs MATE est composée de seulement deux membres, MATE1
et MATE2-K, codées respectivement par les génes SLC47A41 et SLC47A42 situés sur le
chromosome 17 (Otsuka et al., 2005; Masuda et al., 2006). Ces deux protéines
transmembranaires sont exprimées au pole luminal des cellules épithéliales rénales (Masuda et

al., 2006), avec une localisation également dans le muscle et au niveau du pdle canaliculaire

des hépatocytes pour MATEI1 (Otsuka et al., 2005) (Figure 23).
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Figure 23. Expression de MATE1 et MATE2-K dans les tissus humains par northern blot (d’aprés Otsuka et al.,
2005)

Bien que faisant partie de la superfamille des transporteurs SLC, les protéines MATE
constituent des transporteurs d’efflux de par leur localisation au pole apical des barriéres
impliquées dans 1’élimination des médicaments. Elles possédent toutes les deux les mémes

substrats endogeénes comme la guanidine, la thiamine et la créatinine (Damme et al., 2011).
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2.4.2. Roles des MATE dans la pharmacocinétique des médicaments

A ce jour, plus de trente médicaments ont été identifiés comme substrats ou inhibiteurs
des protéines MATE, parmi lesquels la cimétidine, la metformine, I’aciclovir, le topotécan et
I’oxaliplatine (Damme et al., 2011). La metformine représente le substrat le plus utilisé dans
les études d’interactions. En effet, ’utilisation d’inhibiteurs des protéines MATEI et MATE2-
K provoque une augmentation des concentrations de metformine par diminution de son
¢limination biliaire et de sa clairance rénale. Ces effets ont été observés in vivo avec la
cimétidine (Ito et al., 2012), les inhibiteurs de tyrosine kinase (Minematsu et Giacomini, 2011)
ou encore la pyriméthamine (Kusuhara et al., 2011).

Bien que peu étudiées, plusieurs mutations génétiques ont été identifiées pour MATE1
et MATE2-K (Kajiwara et al., 2009 ; Chen et al., 2009). Douze des treize variants étudiés in
vitro par Kajiwara et al. ont pour conséquence une diminution de 1’activité des transporteurs
MATE, notamment par diminution de leur expression membranaire (Kajiwara et al., 2009). Ces
mutations peuvent donc jouer un role important dans les étapes d’élimination des substrats des

transporteurs MATE.

3. La superfamille des transporteurs ABC

La superfamille des transporteurs ABC est constituée de sept familles (A a G) et
comprend au total 48 protéines transmembranaires identifiées chez I’homme. Ces pompes
d’efflux utilisent I’hydrolyse de ’ATP comme source d’énergie pour effluer leurs substrats
contre leur gradient de concentration, diminuant ainsi leur concentration intracellulaire. En plus
de leur implication dans la pharmacocinétique de nombreux médicaments, pouvant étre a
I’origine d’interactions médicamenteuses (IM), les transporteurs ABC participent souvent aux
phénomenes de résistance pharmacologique, notamment avec les anticancéreux (Decleves et
Legrand, 2008). A ce jour, les transporteurs ABC les plus décrits sont la Multidrug Resistance
Protein 1 (MDR1) ou P-glycoprotéine (P-gp), la Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) et
les Multidrug Resistance-associated Proteins (MRPs).
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3.1. La P-glycoprotéine

3.1.1. Structure, localisation et fonction

La P-gp est une glycoprotéine phosphorylée transmembranaire de 170 kDa, codée par
le gene ABCBI situé sur le chromosome 7. Elle a été découverte en 1976 par Juliano et Ling
sur des cellules CHO (cellules ovariennes de hamster chinois) résistantes a la colchicine
(Juliano et Ling, 1976). Elle est constituée de deux domaines intracellulaires permettant la
liaison a I’ATP (domaines NBD) et de deux domaines transmembranaires comprenant chacun
six hélices a qui s’assemblent pour former un pore pour le passage des composés (Schinkel et
Jonker, 2003) (Figure 24). Ces domaines transmembranaires contiennent aussi les résidus

responsables de la spécificité de reconnaissance des substrats.

Figure 24. Structure tridimensionnelle de la P-glycoprotéine (d’aprés Syed et al., 2017).
La P-gp est constituée de deux domaines transmembranaires (MSD) et de deux domaines intracellulaires (NBD).

La P-gp a été localisée dans de nombreux tissus sains, notamment au niveau des
barrieres physiologiques impliquées dans la pharmacocinétique des médicaments, comme par
exemple I’intestin, le foie, les reins et la barriére hémato-encéphalique (Canaparo et al., 2007 ;
Thiebaut et al., 1987). Elle est exprimée au pole apical des cellules (Figure 25) et joue un role
de protecteur cellulaire en limitant I’accumulation intracellulaire des composés exogenes. La
P-gp possede une spécificité de substrat extrémement large, avec une tendance pour les

substances lipophiles et cationiques.
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Figure 25. Expression et localisation apicale de la P-gp sur des cellules Caco-2 (d’apres Belliard et al., 2004)
P-gp est marquée en vert au niveau apical des cellules. Barre d’échelle =20 um.

3.1.2. Implications de P-gp en pharmacologie

La liste des médicaments substrats et/ou inhibiteurs de P-gp ne cesse de croitre, incluant
notamment des anticancéreux, des antibiotiques/antiviraux, des immunosuppresseurs ou encore
des antiarythmiques (Schinkel et Jonker, 2003 ; Chan et al., 2004). Une liste non exhaustive
des substrats, inhibiteurs et inducteurs identifiés et reconnus par la Food and Drug
Administration (FDA) est illustrée par la Table 2.

Cette grande variété de substrats et d’inhibiteurs est a [’origine de nombreuses
interactions médicamenteuses cliniquement pertinentes. Ceci explique le fait que la FDA
recommande depuis quelques années I’évaluation systématique de 1I’implication de la P-gp dans

la prise en charge d’une molécule lors de son développement (FDA, 2012).
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Table 2. Liste non exhaustive de substrats, inhibiteurs et inducteurs de la P-gp, d’apres la FDA (FDA, 2012).

Classes thérapeutiques Substrats Inhibiteurs Inducteurs
) ' o Amiodarone,
Antiarythmiques Digoxine -
dronédarone, propafénone
Azithromycine,
Antibiotiques - clarithromycine, Rifampicine
érythromycine
_ Topotécan,
Anticancéreux ) ' - -
vinblastine
o . Saxagliptine,
Antidiabétiques o - -
sitagliptine
Antidiarrhéique Lopéramide - -
o Carbamazépine,
Antiépileptiques - -
phénytoine
' . Itraconazole,
Antifongiques Posaconazole -
kétoconazole
Antigoutteux Colchicine - -
Antihistaminiques Fexofénadine - -
) Aliskiren, Captopril, diltiazem,
Antihypertenseurs . . ) ) -
ambrisentan félodipine, vérapamil
Antithrombotiques Dabigatran étéxilate Ticagrelor -
' . ] Lopinavir, ritonavir,
Antirétroviraux Maraviroc o ' -
saquinavir, tipranavir
Antiviraux - Télaprévir -
Bétabloquants Talinolol carvedilol -
Diurétique Tolvaptan - -
Evérolimus, . , .
Immunosuppresseurs o Ciclosporine, tacrolimus -
sirolimus
Inhibiteurs de tyrosine Imatinib, lapatinib, o
. o Lapatinib -
kinase nilotinib
Normolipémiant - - Avasimibe,
o . Zosuquidar, quercétine, . .
Autres Quinidine, ranolazine Millepertuis

quinidine, ranolazine
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Le substrat le plus connu et le plus étudi¢ dans les interactions avec la P-gp est la
digoxine car elle a I’avantage de ne pas étre métabolisée par les cytochromes P450 (Lacarelle
et al., 1991). Plusieurs études chez I’homme ont rapporté une diminution de I’exposition a la
digoxine en présence de rifampicine, un inducteur de P-gp (Greiner et al., 1999) (Figure 26),
ou au contraire une augmentation de son exposition en présence d’inhibiteurs comme la

clarithromycine (Tanaka et al., 2003) ou le ritonavir (Ding et al., 2004 ; Penzak et al., 2004).
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Figure 26. Effet d’une coadministration de rifampicine sur la concentration plasmatique de digoxine administrée
par voie orale (a) ou injectable (b) (d’apres Greiner et al., 1999)

Greiner et al. ont montré que 1’administration concomitante de rifampicine et de digoxine par
voie orale conduisait & une diminution de la biodisponibilité de la digoxine (passant de 63% a
44%). L’absence d’effet lors d’une administration par voie injectable suggere que cette
diminution est due a une augmentation de 1’expression de la P-gp au niveau intestinal. Les
répercussions cliniques de I’inhibition ou de l’induction de la P-gp sont d’autant plus
importantes que les molécules concernées ont une faible biodisponibilité¢ orale ou un index
thérapeutique étroit. Enfin, les inhibiteurs de P-gp étant également pour la plupart des
inhibiteurs des cytochromes P450, des interactions liées au métabolisme peuvent aussi étre

associées a celles liées au transport par la P-gp.

Bien que beaucoup de mutations de P-gp aient été identifiées, seul I’'impact de trois

polymorphismes génétiques, 1236C>T, 2677G>T/A et 3435C>T a été bien étudié. La
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fréquence de distribution de ces variants est hautement dépendante de 1’origine des populations

(Table 3).

Table 3. Liste et fréquence des variants de P-gp dans trois populations ethniques (d’apres Ieiri, 2012)

frequency

gene wvariant dbENPID AA subshiubion e Furopean Afom
-1517aT=C r=28381 796 0.047-0.081 0 0
-1458aG=4A r=12720464 0.186-0.329 0 0-0.027
-1132a CCATC:-del 0.037 0 HD
-1017aT=C 23746504 0.062 0.045 0.1-0.187
E24a T=C 0.0035 i ND
-42a A-G 57806198 0.106 0 ND
-145C=G rs34976457 0.032 0 ND
ABCEI -129T=C 3213619 0.047-0.081 0.031-0.062 0.043-0.167
6lA=G 21A=m=Asp 0-0.017 0.08 0.025
1199G=A 2229109 4005er=Asn 0 0.021-0.2 0
1236T=C 1128503 0312-0.333 0523-0.614 0.750-1
267TG=T =037582 803AL-Ser 0.522-0616 03390469 00077
2BTTG=A B93ALa=Thr 0.152 0.042 0.021
19564 BB et=Val 0,005 HD ND
JIT=A 11415er=Thr 0 0 0.111
3435C-T 1045642 0.375-0.523 0.468-0.625 0-0.208

Al ammo acid, NIV no data

Le variant 3435C>T a été associ¢ a une diminution de 1’expression intestinale de P-gp
chez les homozygotes TT, entrainant des concentrations plasmatiques plus élevées de digoxine
apres une administration orale comparé aux homozygotes CC (Hoffmeyer et al., 2000 ; Kurata
et al., 2002). Cependant, ces observations ne concordent pas avec d’autres études utilisant les
meémes substrats et les mémes populations. En effet, d’autres équipes ont a I’inverse rapporté
que I’ASC de la digoxine tendait a étre plus faible chez les homozygotes TT que chez les
homozygotes CC (Sakaeda et al., 2001 ; Kim et al., 2001). Bien que la ciclosporine, comme la
digoxine, soit un bon substrat pour étudier la P-gp, les résultats varient quant aux effets des
mutations 3435C>T et 2677G>T/A sur sa pharmacocinétique (Ieiri, 2012). Dans leur méta-
analyse, Jiang et al. n’ont pas réussi a définir clairement I’impact du variant 3435C>T sur la
pharmacocinétique de la ciclosporine (Jiang et al., 2008). De plus, il a été montré que les trois
principaux polymorphismes de P-gp (1236C>T, 2677G>T et 3435C>T) n’affectent pas le
transport du vérapamil par P-gp au niveau de la BHE (Takano et al., 2006). Toutes ces études
suggerent que, s’il y a une modification de I’activité de P-gp liée aux polymorphismes, celle-ci

semble tres faible.
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3.2. La Breast Cancer Resistance Protein

3.2.1. Structure, localisation et fonction

La BCRP est une protéine transmembranaire de 72 kDa codée par le gene ABCG2, situé
sur le chromosome 4. Sa structure ne comprenant qu’un seul domaine transmembranaire, elle
est qualifiée de demi-transporteur (Schinkel et Jonker, 2003). De ce fait, ce transporteur peut
fonctionner sous forme d’homodimére ou de tétramere par formation de ponts disulfures (Xu

et al., 2004) (Figure 27).

Outside cell

Membrane

Inside cell

E,S

Figure 27. Structure tridimensionnelle d’un homodimeére de la protéine BCRP (d’aprés Manolaridis et al., 2018)
La protéine BCRP est constituée d’un seul domaine transmembranaire et d’un domaine intracellulaire. Les
monomeres sont colorés en bleu et en orange.

Comme la P-gp, elle est localisée au niveau apical des epithelia et endothelia impliqués dans la
pharmacocinétique des médicaments (Maliepaard et al., 2001). BCRP est fortement exprimée
dans le placenta, I’intestin gréle, le cdlon et le foie, mais trés peu au niveau du rein (Doyle et

Ross, 2003) (Figure 28).

Figure 28. Localisation de la protéine BCRP dans le placenta (A), le foie (B), I’intestin gréle (C) et le cdlon (D)
(d’apreés Maliepaard et al., 2001).
BCRP est localisée en rouge au niveau apical des cellules du placenta (A), de I’intestin gréle (C) et du cdlon (D),
et au pole canaliculaire des hépatocytes (B).
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Elle prend en charge une large gamme de substrats, reconnaissant des molécules de charge
négative ou positive, des anions organiques et des conjugués sulfatés (Staud et Pavek, 2005).
Bien que BCRP posséde sa propre gamme de spécificité, elle est aussi impliquée dans I’efflux

de nombreux substrats de P-gp (Sharom et al., 2008).

3.2.2. Implications de BCRP en pharmacologie

La protéine BCRP posséde une large gamme de plus 200 substrats, recouvrant en partie
celle de P-gp et de MRP1. De plus, de nombreux inhibiteurs de P-gp sont aussi d’excellents
inhibiteurs de BCRP (Mao et Unadkat, 2015). Ce large spectre de substrats et d’inhibiteurs
favorise la survenue d’interactions médicamenteuses. La Table 4 présente quelques exemples

de substrats et d’inhibiteurs de BCRP.

Table 4. Liste non exhaustive de substrats et inhibiteurs de BCRP, d’apres la FDA (FDA, 2012).

Classes thérapeutiques Substrats Inhibiteurs
) Irinotécan, méthotrexate,
Anticancéreux ) -
mitoxantrone, topotécan
Antihypertenseurs Prazosine, -
Anti-inflammatoires Sulfasalazine -
Facteur de croissance
) - Eltrombopag
hématopoiétique
Immunosuppresseurs - Ciclosporine
Inhibiteurs de tyrosine kinase Imatinib, lapatinib Géfitinib
Myorelaxant Dantroléne -
Normolipémiants Rosuvastatine -
Curcumine, ¢élacridar
Autres -

(GF120918)

Malgré un intérét plus récent pour le transporteur BCRP, son implication dans les
phénomenes de résistance et les interactions médicamenteuses semble aussi importante que
pour la P-gp. Par exemple, une interaction entre le topotécan et des inhibiteurs de BCRP tels
que le géfitinib ou I’¢lacridar a abouti @ une augmentation de la biodisponibilité du topotécan
(Nakamura et al., 2005 ; Kruijtzer et al., 2002). En effet I’élacridar, un inhibiteur puissant de
BCRP et de P-gp, a augmenté la biodisponibilité orale du topotécan de 40 a 97% chez huit
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patients et I'ASC plasmatique a augmenté de facon significative, passant d’environ 32 a 78
pg.h/L (Kruijtzer et al., 2002) (Figure 29). Le topotécan étant un substrat sélectif de BCRP avec
une faible affinité pour P-gp, ces résultats suggerent que I’interaction est liée a 1’inhibition de

BCRP au niveau intestinal.

125

100

75

AUC
Topotecan 3¢
(ng.hiL)

GF  +GF
Figure 29. Augmentation de I’ASC du topotécan apres une prise orale en présence d’élacridar chez huit patients
(d’apres Kruijtzer et al., 2002)

Plus de 80 mutations ont été relevées pour la protéine BCRP (Mao et Unadkat, 2015).
Le polymorphisme 421C>A est le plus étudié en raison de sa fréquence élevée, avec une
différence ethnique notable (asiatiques : 29%-36%, européens : 4,5%-12%, africains : 0%-
2,3%) (Ieiri, 2012). Il est associé a une plus faible expression de BCRP au niveau membranaire,
exposant donc a une diminution de ’efflux (Imai et al., 2002). Chez ’homme, ce variant est
responsable d’une augmentation des concentrations plasmatiques de topotécan (Sparreboom et
al., 2005), rosuvastatine (Keskitalo et al., 2009) et sulfasalazine (Yamasaki et al., 2008),
suggérant une augmentation de la biodisponibilité de ces médicaments. Cependant, beaucoup
d’autres études basées sur ’utilisation d’autres substrats n’ont montré aucune différence
significative de la pharmacocinétique de ces médicaments (Bruhn et Cascorbi, 2014). On peut
donc supposer que I’effet de ce polymorphisme sur la pharmacocinétique des médicaments
dépend donc majoritairement du substrat. Un autre polymorphisme bien connu, le 34G>A, agit
sur la pharmacocinétique des inhibiteurs de tyrosine kinase mais semble avoir une faible

pertinence clinique (Bruhn et Cascorbi, 2014).
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3.3. Les transporteurs MRP

3.3.1. Structures, localisations et fonctions

Les transporteurs MRP sont représentés par 9 protéines transmembranaires (MRP1 a 9)
codées par les génes ABCC1-6 et ABCC10-12. En fonction de leurs isoformes, les transporteurs
MRP présentent des structures différentes avec deux ou trois domaines transmembranaires

(Schinkel et Jonker, 2003) (Figure 30).

MRP4, -5, -8, -9

Walker A

MRP1, -2, -3, -6, -7

Walker A

Figure 30. Structure des protéines MRP (d’aprés Deeley et al., 2006).
Les protéines MRP1, 2, 3, 6 et 7 sont constituées de trois domaines transmembranaires alors que MRP4, 5, 8 et 9
possédent deux domaines transmembranaires. Toutes les MRP possédent deux domaines intracellulaires.

L’expression des différents isoformes des protéines MRP dépend des tissus, de méme que leur

localisation cellulaire (Borst et al., 2000 ; Schinkel et Jonker, 2003) (Table 5).

Table 5. Localisation et distribution des MRP1 a 5 (d’aprées Schinkel et Jonker, 2003 ; Borst et al.,2007).

Protéine Localisation cellulaire Distribution tissulaire
MRP1 Basolatérale Ubiquitaire
MRP2 Apicale Foie, rein, intestin, placenta
MRP3 Basolatérale Foie, intestin, pancréas, rein, rate, glandes surrénales
] Rein, foie, poumon, glandes surrénales, BHE,
MRP4 Apicale / Basolatérale . )
intestin, pancréas / Prostate
MRP5 Basolatérale Ubiquitaire (a priori)
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Les conséquences d’une inhibition ou d’une induction de ces transporteurs va donc dépendre
de leur localisation au niveau cellulaire. En effet, les protéines MRP2 et MRP4, situées au pole
apical, vont jouer un rdle particulicrement important dans la sécrétion tubulaire des
médicaments en favorisant leur passage dans I'urine. Au niveau intestinal, ces transporteurs
auront tendance a limiter I’absorption des médicaments en les effluant dans la lumiere
intestinale. Une inhibition de MRP2 ou MRP4 engendrera donc une augmentation des
concentrations plasmatiques des médicaments pouvant mener a un surdosage. A I’'inverse, les
protéines MRP1, MRP3 et MRPS5, situées au pdle basolatéral des cellules (Figure 31), vont
faciliter le transport des médicaments de la lumiére intestinale vers le sang et limiter leur
¢limination au niveau rénal. Leur inhibition pourra conduire & une diminution des
concentrations plasmatiques des médicaments substrats, soit par diminution de I’absorption,

soit par augmentation de I’¢limination.

Figure 31. Localisation de MRP1 dans des cellules de cryptes intestinales (d’aprés Peng et al., 1999).
MRP1 est détectée en vert au niveau basolatéral des cellules et les noyaux sont colorés en rouge.
Barre d’échelle = 20 pm, ap=apical, bl=basolatéral.

Les transporteurs MRP sont principalement impliqués dans la prise en charge d’anions
organiques, ainsi que de substrats sulfoconjugués, glucuronoconjugués ou conjugués au

glutathion (Schinkel et Jonker, 2003).

3.3.2. Implications des MRP en pharmacologie
A I’'image des précédents transporteurs ABC, les protéines MRP posseédent de nombreux

substrats, plus particulierement les anticancéreux. Des exemples de substrats et inhibiteurs des

protéines MRP sont répertoriés dans la Table 6.
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Table 6. Liste non exhaustive de substrats et inhibiteurs des MRP (d’aprés Schinkel et Jonker, 2003 et
Giacomini et al., 2010).

Classes thérapeutiques Substrats Inhibiteurs
Doxorubicine, étoposide, irinotécan,
Anticancéreux méthotrexate, mitoxantrone, SN-38, -
topotécan, vinblastine, vincristine
Antihistaminiques Féxofénadine -
Antihypertenseurs Olmésartan, valsartan -
Antigoutteux - Probénécide
Anti-inflammatoires - Diclofénac
Délavirdine, éfavirenz,
Antirétroviraux Ténofovir
emtricitabine
Antiviraux Adéfovir -
Diurétique Furosémide -
Immunosuppresseur - Ciclosporine

Comme pour P-gp et BCRP, les protéines MRP sont impliquées dans la
pharmacocinétique et la toxicité des médicaments et sont donc une source potentielle
d’interactions médicamenteuses. In vitro, I'inhibition de MRP2 et MRP4 par des anti-
inflammatoires non stéroidiens a été associée a une diminution de ’efflux du méthotrexate,
suggérant une probable diminution de sa clairance rénale in vivo (El-Sheikh et al., 2007). Au
niveau intestinal, I’indométacine inhibe MRP2 et augmente par conséquent I’absorption de la
sulfasalazine in vitro et in vivo (Dahan et Amidon, 2010). Ces deux molécules étant co-
prescrites dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide, il est important de connaitre les

potentielles interactions.

De plus, des variations génétiques associées a une perte de fonction de MRP2 ont un
impact sur ’exposition des certains médicaments comme le méthotrexate. Parmi les
polymorphismes les plus étudiés, on retrouve le 24C>T qui est associ¢ in vivo a une
augmentation de I’exposition au méthotrexate (Rau et al., 2006) mais aussi a [’acide
mycophénolique (Lévesque et al., 2008). Un deuxieme polymorphisme, le 1249G>A, semble
¢galement jouer un role dans la pharmacocinétique de certains médicaments comme la
carbamazépine, en limitant son passage a travers la BHE (Kim et al., 2010). L impact clinique
des polymorphismes génétiques de MRP2 parait étre dépendant du tissu et du substrat

considérés.

58



En conclusion, ce deuxiéme chapitre décrit les différentes familles de transporteurs
membranaires impliqués dans P’influx et I’efflux des médicaments. Ces transporteurs
jouent un role clé dans les différentes étapes de la pharmacocinétique d’un médicament,
et I’existence de polymorphismes génétiques ainsi que d’interactions médicamenteuses en
font une importante source de variabilité. Afin de limiter les effets indésirables dus a une
modification de cette prise en charge, il est essentiel de pouvoir étudier le transport des
médicaments lors de leur développement. Le chapitre suivant abordera les différents
systémes disponibles pour étudier la prise en charge des médicaments par un transporteur

membranaire et évaluer sa potentielle implication in vivo.
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Chapitre 3 : Les modéles d’étude des transporteurs membranaires
des médicaments

Lors du développement d’un médicament, on peut distinguer deux étapes clés. La
premiére représente la phase préclinique, qui permet notamment d’évaluer différents
parametres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques d’un médicament sur des mode¢les in
vitro (par exemple des cultures cellulaires) et dans des mode¢les in vivo animaux. La seconde
¢tape consiste en la phase clinique, qui correspond au passage chez ’homme, afin de tester le

médicament chez des personnes saines puis des malades.
1. Les modéles d’étude in vitro des transporteurs

Les modeles d’études in vitro sont de plus en plus utilisés au cours du développement
des médicaments en complément ou comme alternative des modéles animaux. Ces modeles in
vitro sont d’autant plus intéressants qu’ils contribuent au respect du principe des 3R intégré
dans le renforcement de 1’éthique de I’expérimentation animale. En effet, ces mod¢les sont des
outils incontournables par leur facilité de mise en ceuvre, leur faible coft, I’existence de cellules
humaines, leur bonne reproductibilité due a la maitrise des conditions de culture et I’existence
d’une corrélation in vitro — in vivo pour certains (Lennernis et al., 1996 ; Mathias et al., 2002).
Chaque systeme in vitro posséde ses avantages et ses limites. De nombreux modéles cellulaires
in vitro de barriére cellulaire intestinale, hépatique, rénale ou pulmonaire, ont été développés
pour prédire ’absorption des médicaments a travers les diverses barrieres de 1’organisme
(Sarmento et al., 2012). De plus, ils comblent les limites des modeles animaux en offrant la
possibilité¢ d’étudier indépendamment les différents transporteurs et de s’affranchir des
différences inter-especes. Dans le but d’étudier en particulier le transport des médicaments, les

modeles in vitro doivent présenter certains critéres pharmacologiques de barricre épithéliale.

1.1. Les critéres d’un bon modéle pharmacologique de barriere in vitro

Un bon modele pharmacologique de barriére épithéliale in vitro doit présenter des
caractéristiques essentielles inhérentes a la nature de 1’épithélium in vivo considéré, telles que
certaines caractéristiques histologiques morpho-fonctionnelles (présence de mucus,

polarisation des cellules, microvillosités, ...) et posséder une certaine étanchéité qui peut étre
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évaluée par plusieurs techniques comme par exemple la mesure de la résistance électrique
transépithéliale. De plus, il doit exprimer les protéines de jonctions intercellulaires et les
différents transporteurs membranaires. La présence et la localisation des protéines de jonction
et des transporteurs peut étre évaluée par diverses techniques comme le western blot, le whole
cell ELISA, la microscopie a fluorescence et la spectrométrie de masse (ces techniques seront

abordées en détail dans le chapitre suivant).

1.1.1. L’étanchéité de la barriére

Pour étudier la prise en charge de molécules par des protéines de transport, les molécules
doivent diffuser au travers des cellules, il est donc important de disposer d’un mod¢le ne laissant
pas passer les molécules entre les cellules. L’étanchéité d’un modele cellulaire de barricre est
évaluée par deux techniques complémentaires: la mesure de la résistance électrique

transépithéliale et la mesure de la perméabilité paracellulaire.

La mesure de la résistance électrique transépithéliale (TEER) permet d’estimer
I’intégrité d’un modele in vitro de barriere de maniere non-invasive. La TEER mesurée de part
et d’autre de la couche cellulaire est le reflet de la perméabilité des ions au niveau des espaces
intercellulaires (Srinivasan et al., 2015). Les barriéres développent ainsi une résistance d’autant
plus forte que la perméabilité aux ions est faible. Plusieurs techniques de mesure de la TEER
existent, comme par exemple 1’utilisation de deux ¢électrodes disposées de part et d’autre de la
couche cellulaire et reliées a un ohmmetre. La résistance est déterminée en appliquant une
tension aux ¢€lectrodes et en mesurant le courant résultant, puis en soustrayant la résistance due
au support sans cellules. Cette résistance doit étre multipliée par la surface de la couche
cellulaire pour obtenir la résistance effective de la barricre.

Cependant, les valeurs de TEER mesurées peuvent fortement varier d’une étude a 1’autre
sur un méme modele. En effet, la TEER est sensible a de nombreux facteurs comme la
composition du milieu de culture, la température, la technique de mesure ou encore la position
des ¢électrodes (Srinivasan et al., 2015). Afin de s’assurer de la bonne étanchéité d’un modéle il
est nécessaire de compléter cette mesure de la TEER par une mesure de la perméabilité

paracellulaire.

La perméabilité paracellulaire permet ¢galement d’évaluer 1’étanchéité d’un modele et

notamment la présence des complexes de jonctions serrées. Elle repose sur la diffusion passive
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d’une molécule d’un compartiment apical vers un compartiment basal suivant son gradient de
concentration (Figure 32). Il en résulte une perméabilité apparente qui est calculée selon

I’équation suivante :
CexXV
Papp = —L—
pp Atx SXCq

(Equation 1)
ou Crest la concentration finale du composé dans le compartiment basal, V" est le volume du
compartiment basal, At est le temps d’incubation, S est la surface de la couche cellulaire et Co

est la concentration initiale du composé dans le compartiment apical.
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Figure 32. Représentation schématique d’une étude de la perméabilité paracellulaire d’une molécule hydrophile
sur un modele cellulaire de barricre

La quantification de cette perméabilité paracellulaire s’effectue grace a des petites
molécules hydrophiles de référence, qui ne sont substrats ni de transporteurs, ni de récepteurs,
ni d’enzymes. Les principaux représentants sont le jaune lucifer, la sodium fluorescéine (NaF),
le sucrose, le mannitol et I’aténolol (Irvine et al., 1999 ; Lacombe et al., 2004). Toutes ces
molécules ont des poids moléculaires compris entre 182 et 457 Da. Pour le NaF ou le mannitol,
cette perméabilité paracellulaire est généralement de ’ordre de 1 4 5x10° cm/s dans plusieurs
modeles cellulaires de barriére (van Breemen et Li, 2005 ; Mercier et al., 2018 ; Puech et al.,
2018). Des marqueurs de poids moléculaires plus élevés, comme le dextran-FITC, peuvent étre
utiles pour évaluer la capacité d’un modele a discriminer des composés hydrophiles selon leur

poids moléculaire. Les perméabilités sont alors logiquement plus faibles.

1.1.2. L’expression des jonctions intercellulaires

Un bon mod¢le de barriére doit obligatoirement exprimer un ensemble de protéines de
jonctions intercellulaires, garantissant ainsi une bonne étanchéité afin d’étudier le transport des
médicaments. Les complexes de jonctions permettent aux cellules épithéliales adjacentes de

former des contacts adhésifs importants. Ils sont également impliqués dans la prolifération et la
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différenciation cellulaire (Koch et Nusrat, 2009). Ces complexes sont définis comme
’association de différentes protéines transmembranaires entre deux cellules adjacentes et sont
formés de deux types de jonctions, les jonctions dites adhérentes et les jonctions dites serrées.
Les jonctions adhérentes possédent plusieurs roles tels que la formation des jonctions serrées
et I’adhésion cellule-cellule, tandis que les jonctions serrées contrdlent la sélectivité et la

perméabilité paracellulaire des ions et des solutés entre les cellules (Hartsock et Nelson, 2008).

Les jonctions adhérentes participent a de nombreuses fonctions cellulaires telles que
la formation et la stabilisation de 1’adhésion intercellulaire, la régulation de I’actine du
cytosquelette ou encore la régulation de la transcription (Hartsock et Nelson, 2008). Les
jonctions adhérentes impliquent des interactions entre des glycoprotéines transmembranaires
de la superfamille des cadhérines, comme I’E-cadhérine retrouvée principalement au sein des
tissus épithéliaux tes que I’intestin (Escaffit et al., 2005), et des protéines cytoplasmiques de la
famille des caténines permettant une connexion au cytosquelette d’actine ainsi que le transport

et la stabilisation des cadhérines a la membrane cellulaire (Perez-Moreno et Fuchs, 2006).

Les jonctions serrées, exprimées au podle apical des cellules épithéliales, sont
constituées de protéines transmembranaires telles que 1’occludine ou les claudines, conférant
les propriétés de régulation du passage des ions, associées a des protéines cytoplasmiques
représentées majoritairement par les zonula occludens (ZOs) assurant la liaison au cytosquelette
d’actine et aux jonctions adhérentes (Shin et al., 2006 ; Niessen, 2007). L’occludine représente
un marqueur fiable de I’expression des jonctions serrées. En effet, une diminution de
I’expression membranaire de 1’occludine a été corrélée a une diminution de la TEER et donc
de I’étanchéité dans un modéle Madin-Darby canine kidney (MDCK) de barriere épithéliale
(Chen et al., 2002). Les différentes claudines ont des profils d’expression variables selon les
tissus et les cellules considérés (Furuse et al., 1998 ; Chiba et al., 2008). Les claudines ont un
role déterminant dans la fonction de barriére des jonctions serrées en régulant sélectivement le
flux paracellulaire des ions. Par exemple, une surexpression de la claudine-1 dans les cellules
MDCK conduit a une augmentation de la TEER et une diminution de la perméabilité au
dextran-FITC (Inai et al., 1999). Enfin, les protéines ZOs interagissent avec les protéines
transmembranaires, permettant la formation et le maintien des différents complexes de

jonctions (Hartsock et Nelson, 2008).
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1.1.3. L’expression de transporteurs membranaires fonctionnels

La derniere caractéristique importante pour un bon mode¢le in vitro d’étude du transport
des médicaments est bien évidemment ’expression des transporteurs a la membrane des
cellules polarisées. Pour les transporteurs ABC, une localisation apicale ou basolatérale sera
attendue selon le modele cellulaire et le transporteur considérés, bien que la majorité soit
exprimée au pdle apical des cellules en raison de leur role de détoxification. L’expression de
ces transporteurs sera détaillée ultérieurement, plus particulierement dans le paragraphe

concernant les lignées cellulaires.

1.2. Les différents systémes cellulaires

De nombreux modéles cellulaires ont été développés pour étudier les mécanismes
moléculaires a I’origine du fonctionnement des transporteurs et les interactions qui peuvent en
découler. Ils sont désormais incontournables puisque I’évaluation in vitro de I’implication des
transporteurs d’efflux P-gp et BCRP est devenue une étape obligatoire dans le développement
des médicaments (FDA, 2017). On distingue trois grands systémes utilisés actuellement pour
I’¢tude du transport des médicaments : les cellules primaires, les lignées cellulaires et les
vésicules membranaires. Les cellules ont 1’avantage de pouvoir étre cultivées sur des inserts
possédant une membrane semi-perméable, mis en suspension dans un puits (Figure 33). Ce
mode de culture est propice a 1’établissement d’un modele de barriére car il crée deux

compartiments, un apical et un basal, favorisant ainsi la polarisation des cellules.

Compartiment apical .
Monocouche cellulaire

/ Support microporeux

Compartiment basal

Figure 33. Représentation schématique de la culture cellulaire sur insert (d’apres Le Guellec et Benz, 2011).
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1.2.1. La culture de cellules primaires

Les mode¢les cellulaires primaires sont basés sur des cellules épithéliales isolées a partir
de biopsies puis mise en culture in vitro et peuvent étre d’origine animale ou humaine. Des
modeles cérébraux, intestinaux, hépatiques et rénaux ont été développés.

Parmi les mode¢les primaires de BHE, un modele murin de tri-culture a été développé
par Nakagawa et al. pour étudier le passage des médicaments au niveau cérébral. Ce modele a
démontré une bonne étanchéité, ainsi que la présence de transporteurs d’efflux fonctionnels. De
plus, les perméabilités de 19 composés obtenues sur ce modele sont comparables a celles
observées in vivo (Nakagawa et al., 2009). Mizutani et al. ont développé un mod¢le primaire
d’¢épithélium intestinal murin cultivé en trois dimensions a partir de cryptes intestinales. Les
cellules formant les organoides conservent une bonne étanchéité ainsi que I’expression et la
fonctionnalité¢ de la P-gp, faisant de ce systtme un mod¢le adapté aux études de transport
(Mizutani et al., 2012). Ensuite, la culture en sandwich d’hépatocytes primaires issus de rat a
notamment permis d’étudier 1’implication des transporteurs ABC dans 1’efflux biliaire de la
rosuvastatine (Jemnitz et al., 2010). Enfin, des mode¢les primaires utilisant des cellules de tubule
proximal rénal d’origine murine (Terlouw et al., 2001) ou humaine (Huls et al., 2008) peuvent

servir pour étudier le réle des transporteurs d’efflux dans I’¢limination rénale des médicaments.

Les modeles cellulaires primaires ont pour principal avantage de conserver en grande
partie I’histologie de la muqueuse ou de 1’épithélium d’origine. Les différents types cellulaires
sont représentés et leur répartition est similaire a celle observée in vivo. Méme si les cellules
primaires se rapprochent des conditions in vivo d’une barriere, leur usage pour des études de
transport reste limité. En effet, leur disponibilité est variable, la culture est longue et compliquée
et leur colit reste élevé. De plus, ’hétérogénéité et la durée de vie limitée de ce type de cellules
sont un frein majeur dans 1’évaluation du réle des transporteurs dans la pharmacocinétique des

médicaments qui nécessite une bonne reproductibilité des données expérimentales.

1.2.2. Les vésicules membranaires

Les vésicules membranaires représentent un systéme simple d’étude du transport des
médicaments. Deux approches, validées par la Food and Drug Administration (FDA) (FDA,

2017) permettent d’étudier I’implication des protéines ABC dans le transport des composés.
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Tout d’abord, lorsque les membranes sont préparées dans des conditions appropriées
(Steck et al., 1970), elles produisent des vésicules orientées de l'intérieur vers l'extérieur,
appelées « inside-out », le site de liaison a I’ATP et le site de liaison du substrat du transporteur
ABC ¢étant orientés vers l'extérieur (Figure 34). Les substrats sont transportés dans les vésicules
par hydrolyse de I’ATP présent dans le tampon. Une filtration rapide peut étre utilisée pour

séparer les vésicules membranaires de la solution d'incubation.

Extracellular

*
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Intracellular

® ATP ¥ Substrate

Figure 34. Schéma du principe d’une étude de transport avec vésicules membranaires (d’aprés Glavinas et al.,
2008)
Les préparations membranaires contiennent une fraction de vésicules dites « inside-out ». Le transporteur
d'efflux transporte les composés du tampon a I’intérieur des vésicules grace a I'ATP. Les composés piégés a
l'intérieur peuvent étre quantifiés par différentes méthodes.

Les vésicules membranaires sont issues de différentes sources telles que des cellules
d’insectes transfectées ou non, des lignées cellulaires ou peuvent étre synthétisées (Sharom et
al., 1999 ; Ozvegy et al., 2001 ; Elsby et al., 2011). Les membranes cellulaires d’insecte sont
différentes de celles des mammiféres sur au moins deux propriétés : la glycosylation des
protéines et la composition lipidique de la membrane. Plus particulierement, les membranes
d’insecte contiennent beaucoup moins de cholestérol que les membranes des cellules
mammiferes. Cette différence peut avoir un impact sur la diffusion passive des composés ainsi
que sur la fonctionnalité des certains transporteurs comme BCRP (Pal et al., 2007).

Ce type de systéme a l'avantage de mesurer la disposition réelle du substrat a travers la
membrane cellulaire. Son inconvénient est que les composés ayant une perméabilité passive
¢levée ne sont pas retenus a l'intérieur des vésicules, ce qui rend difficile les mesures de
transport direct avec cette classe de composés (Glavinas et al., 2008). Les systémes de vésicules
membranaires sont performants pour déterminer si un composé¢ est un substrat de transporteurs
ABC (Hemauer et al., 2010) mais aussi pour détecter des interactions médicamenteuses

potentielles liées aux transporteurs (Glavinas et al., 2008).
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La deuxiéme approche possible consiste a mesurer la quantité de phosphate inorganique
libéré par I’ATPase, reflétant ainsi 1’activité du transporteur ABC. Il est généralement admis
que le clivage de I'ATP est étroitement li¢ a la translocation du substrat car 1'absorption des
substrats dans les vésicules membranaires est un processus dépendant de ' ATP. Cette technique
est surtout utilisée pour 1’étude de P-gp et BCRP, mais est également disponible pour 1’étude
des MRPs. Bien que cette approche soit un excellent outil pour détecter les interactions d’un
composé avec un transporteur, les résultats de ce seul test ne peuvent étre utilisés pour prédire
les conséquences sur la pharmacocinétique du composé a 1’échelle de la barriére (Shirasaka et

al., 2000).

1.2.3. Les lignées cellulaires

Les lignées cellulaires sont dites « immortalisées » car ce sont soit des cellules
cancéreuses ayant un potentiel de prolifération illimité, soit des cellules modifiées
génétiquement afin de prolonger leur temps de culture. Différentes techniques
d’immortalisation existent, plus particuliecrement par transfection d’oncogenes via des
adénovirus ou rétrovirus. Une technique utilisant la surexpression de la sous-unité catalytique
de la télomérase a permis d’immortaliser récemment des cellules humaines provenant du tubule
rénal proximal, sans changer leur phénotype (Wieser et al., 2008). Ces lignées immortalisées
sont conservées dans des banques cellulaires telles que I’American Type Culture collection
(ATCC) ou I’European Collection of Animal Cell Culture (ECACC).

De nombreuses lignées ont été développées, mais seules les lignées recommandées par
la FDA (FDA, 2017) seront abordées dans ce chapitre : la lignée Caco-2, la lignée Lewis-Lung
Cancer Porcine Kidney (LLC-PK1), la lignée Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) et la
lignée Human Embryonic Kidney (HEK293).

1.2.3.1. Caco-2

Les cellules Caco-2 sont des cellules épithéliales intestinales issues d’un
adénocarcinome colorectal. Ce modéle est devenu un standard pour prédire ’absorption
intestinale et étudier le transport des médicaments chez ’homme.

Lors de leur mise en culture, les cellules Caco-2 subissent une différenciation
entérocytaire spontanée pour ressembler aux cellules épithéliales de l'intestin gréle.

Typiquement, les cellules Caco-2 sont cultivées sur insert pendant environ 21 jours. Une fois

67



arrivées a confluence, les cellules se polarisent (Figure 35) et expriment les différents
marqueurs essentiels pour un modele de barriere tels que les jonctions serrées et adhérentes et
plusieurs systémes de transport actifs (Olander et al., 2016), comme dans les cellules de

l'intestin gréle humain.

Figure 35. Microscopie électronique a transmission des cellules Caco-2 (d’aprés ECACC, https://www.phe-
culturecollections.org.uk/products/celllines/generalcell/detail.jsp?refld =09042001&collection=ecacc_gc)
MYV = microvilli, TJ = jonctions serrées, LM = membrane latérale

L’intérét majeur de ce modele cellulaire est I’existence d’une bonne corrélation entre
les perméabilités de composés de référence mesurées in vitro et celles observées in vivo
(Artursson et Karlsson, 1991). Ce modele est un excellent outil pour étudier le transport des
médicaments car les cellules Caco-2 expriment a leur pdle apical I’ensemble des transporteurs
ABC et SLC pouvant intervenir dans I’influx ou I’efflux des médicaments (Olander et al., 2016)

(Figure 36).
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Figure 36. Quantification de transporteurs SLC et ABC dans les cellules Caco-2 (d’aprés Olander et al., 2016)
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De plus, le profil d’expression de ces transporteurs dans les cellules Caco-2 est similaire
a celui-ci des cellules de I'intestin gréle. C’est pourquoi de nombreuses études de transport et
d’interactions médicamenteuses liées aux transporteurs ABC ont été réalisées sur le modele
Caco-2, bien que I’expression de OATPB, BCRP et MRP2 différe (Englund et al., 2006). BCRP
est moins exprimée dans les cellules Caco-2 comparé aux cellules de I’intestin gréle (jusqu’a
vingt fois moins), tandis que OATPB et MRP2 ont une expression plus importante dans les
cellules Caco-2.

Cependant, il est nécessaire d’utiliser des combinaisons d’inhibiteurs spécifiques pour
¢tudier le role de chaque transporteur individuellement. Or, 1’évaluation de la part relative de
chacun des transporteurs dans I’efflux des médicaments est délicate, la spécificité des

inhibiteurs disponibles, notamment pour P-gp et BCRP, étant relative.

1.2.3.2.  LLC-PKI

La lignée cellulaire LLC-PK1 est issue d’un tubule proximal rénal porcin sain. Ces
cellules possédent des propriétés caractéristiques des cellules de 1’épithélium tubulaire
proximal in vivo (Hull et al., 1976). D’un point de vue morphologique, elles présentent des

microvillosités au pdle apical (Figure 37) ainsi que de nombreux complexes jonctionnels.

Figure 37. Microscopie électronique a transmission sur les cellules LLC-PK1 (d’apres Nielsen et al., 1998)
La pointe de fléche indique un complexe jonctionnel, BB = bordure en brosse

Effectivement, les cellules LLC-PK 1 expriment les principales protéines des complexes
de jonctions telles que 1’occludine, ZO-1, la claudine 7 et I’E-cadhérine (Prozialeck et al., 2006)
(Figure 38). Elles expriment aussi faiblement la protéine d’efflux P-gp (Kuteykin-Teplyakov et
al., 2010) et les ARN messagers de MRP1 et MRP2 ont été détectés (Goh et al., 2002).
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Occludin

Figure 38. Expression de I’occludine et de ZO-1 par immunofluorescence sur les cellules LLC-PK1 (d’apres
Clarke et al., 2000)

Bien que le modéle LLC-PK1 présente toutes les caractéristiques d’une bonne barricre
cellulaire, les études de transport font surtout appel a la version transfectée de ce modele. La
faible expression endogene des protéines d’efflux rend le modele LLC-PK1 d’autant plus
intéressant pour la transfection, car elles n’interférerons pas dans les mécanismes d’efflux. En
effet, il existe des cellules LLC-PK1 transfectées avec la P-gp, BCRP ou la protéine MRP1
humaine (Tanigawara et al., 1992 ; Flanagan et al., 2002 ; Takada et al., 2005) qui permettent
d’étudier le réle d’un transporteur en particulier dans 1’efflux des médicaments. Cependant, le
phénoméne de transfection peut moduler I’expression des transporteurs endogeénes porcins. En
effet, la transfection de la P-gp humaine dans les cellules LLC-PK1 provoque une augmentation

de I’expression protéique de la protéine MRP2 porcine (Kuteykin-Teplyakov et al., 2010).

1.2.3.3.  MDCK

Les cellules MDCK sont des cellules épithéliales issues d’un tubule rénal distal
d’origine canine. Les cellules MDCK expriment de nombreuses protéines de jonctions, comme
Z0-1, I’occludine et plusieurs claudines (Furuse et al., 2001 ; Lipschutz et al., 2005) (Figure

39). Elles sont donc capables de former une barricre cellulaire étanche.
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Figure 39. Localisation par immunofluorescence de ZO-1, de I’occludine et des claudines 1, 2 et 4 sur les
cellules MDCK I et MDCK 1I cultivées sur insert (d’apres Furuse et al., 2001).

La claudine-2 n’est pas détectée sur les MDCK I et le signal pour la claudine-4 est plus faible sur les MDCK 1.
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Il existe plusieurs souches de cellules MDCK avec des caractéristiques différentes
(Dukes et al., 2011), dont les MDCK I et les MDCK 1II qui sont utilisées pour les études de
transport. Les MDCK I sont dérivées de la lignée parentale a faible passage alors que les MDCK
I1 sont issues de passages plus élevés. Les MDCK 1 ont des TEER supérieures a 1000 ohm.cm?
tandis que les MDCK II ont des TEER aux alentours de 100 ohm.cm?. Ces différences de TEER
sont liées a I’expression de la claudine-2 dans les MDCK 1II (Furuse et al., 2001) (Figure 39).
Les cellules MDCK I peuvent présenter un phénotype épithélial instable, c’est pourquoi il est
recommandé d’utiliser préférentiellement les cellules MDCK II (Dukes et al., 2011).

Comme pour les cellules LLC-PK1, les études de transport et d’interactions
médicamenteuses sont majoritairement réalisées sur des modéles MDCK 11 transfectés avec les
genes des transporteurs ABC humains, comme MDCK-MDR 1, MDCK-BCRP, MDCK-MRP1
et MDCK-MRP2 (Margelidon-Cozzolino et al., 2018 ; Luo et al., 2002). Ces modé¢les sont tres
utilisés car leur culture est facile et rapide, aboutissant & un modéele fonctionnel au bout de

seulement 4-5 jours de culture sur insert (Figure 40).
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Figure 40. Expression et localisation apicale de P-gp sur les cellules MDCK-MDRI par microscopie confocale

P-gp est colorée en vert et les noyaux sont colorés en bleu. Les sections a droite et en bas de ’image représentent
des projections en xz et yz, respectivement.

En revanche, contrairement aux cellules LLC-PK1, le niveau d’expression de la P-gp
canine n’est pas négligeable et doit étre pris en compte lors des études de transport (Figure

41A). De plus, la transfection avec le géne humain codant pour MRPS5 induit une augmentation

apres quatre jours de culture sur insert (d’aprés Hammerle et al., 2000).

de I’expression de la P-gp canine (Kuteykin-Teplyakov et al., 2010) (Figure 41B).
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Figure 41. Expression de la P-gp dans les MDCK II natives et transfectées avec le géne MDR1 (A) et avec les
genes des MRPs (B) (d’apres Kuteykin-Teplyakov et al., 2010).
L’expression est évaluée par western blot avec I’anticorps anti-P-gp C219 et normalisée par 1’actine pour

Les cellules HEK293 sont des cellules épithéliales qui ont été isolées a partir de rein
embryonnaire humain normal. Cette lignée est trés populaire car elle possede des conditions de

culture faciles et est facilement transfectable. Elle est trés utilisée pour la production de

Pgp exprassion
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1.2.3.4. HEK293

protéines recombinantes (Thomas et Smart, 2005).




Seules les cellules HEK293 transfectées sont utilisées dans les études de transport. De
plus, sa haute capacité de transfection rend cette lignée intéressante pour étudier I’impact des
polymorphismes sur la fonctionnalité des transporteurs d’influx ou d’efflux. Plusieurs études
ont évalué¢ I’implication de différents transporteurs d’influx SLC et de leurs variants dans
I’absorption des composés. Par exemple, un mod¢le transfecté avec le géne humain de la
protéine OCT2 a permis de démontrer la prise en charge de la metformine par ce transporteur
au niveau rénal (Kimura et al., 2005). Grace a des cellules HEK293 transfectées avec plusieurs
protéines de la famille des OATP, Taub et al. ont montré que la digoxine n’est pas un substrat
de ces transporteurs mais peut inhiber le transport de substrats spécifiques pour OATP1B1 et
OATP2BI1 (Taub et al., 2011). Des études ont ¢galement évalué I’impact de différents variants
des transporteurs ABC sur leur fonctionnalité et sur la prise en charge des médicaments. La
lignée HEK293 a servi a évaluer les conséquences de polymorphismes de BCRP sur le transport
de plusieurs médicaments comme le méthotrexate (Mitomo et al., 2003) ou I’imatinib (Burger
et al., 2004). Une étude similaire a aussi permis d’évaluer I’impact d’un polymorphisme de P-

gp sur ’accumulation intracellulaire du tacrolimus et de la ciclosporine A (Dessilly et al., 2014).

1.3. Les méthodes d’évaluation du transport des médicaments

Différentes méthodes d’évaluation de la prise en charge des médicaments par les
transporteurs ABC peuvent étre utilisées sur les différents modeles in vitro. Deux techniques
principales permettent d’évaluer la fonctionnalit¢é des transporteurs: 1’accumulation

intracellulaire et la perméabilité bidirectionnelle.

1.3.1. Evaluation de ’accumulation intracellulaire

Les études d’accumulation permettent de vérifier assez simplement la fonctionnalité des
transporteurs ABC. Schématiquement, un substrat spécifique du transporteur d’intérét est
incubé en présence des cellules pendant une durée variable, généralement 30min a 2h. En
parallele, la méme expérience est réalisée en présence d’un inhibiteur spécifique ou non du

transporteur (Figure 42).
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Figure 42. Représentation schématique du principe d’une étude d’accumulation intracellulaire

A la fin de I’incubation, la quantité de substrat accumulée a I’intérieur des cellules est mesurée

et un ratio d’accumulation est alors déterminé selon la formule :

Accumulation du substrat seul

Ratio d'accumulation = , —— (Equation 2)
Accumulation du substrat avec inhibiteur

L’un des inconvénients de cette approche est I’absence de recommandations officielles quant a
la réalisation et I’interprétation des données des études d’accumulation intracellulaires, bien
que ces études soient tres utiles pour évaluer rapidement la fonctionnalité d’un transporteur
d’efflux au niveau cellulaire. En revanche, cette méthodologie ne prend pas en compte ’aspect
de barriere cellulaire et ne reflete pas le transport d’un médicament a 1’échelle de la barriére in
vivo. En effet, bien que la fonctionnalité¢ des transporteurs ABC ait été¢ vérifiée au niveau
cellulaire par des études d’accumulation in vitro sur le modele RPMI 2650, la réelle implication
des transporteurs dans le transport des molécules étudiées n’a pas été¢ confirmée a 1’échelle de

la barriere lors des études de perméabilités bidirectionnelles (Mercier et al., 2018).

1.3.2. Les perméabilités bidirectionnelles et I’efflux ratio

En complément des études d’accumulation intracellulaire, 1’é¢tude du transport
bidirectionnel permet d’évaluer la fonctionnalité des transporteurs ABC a I’échelle de la
barricre cellulaire.

Les ¢études de transport bidirectionnel sont basées sur I’évaluation des perméabilités
bidirectionnelles d’un composé, d’un compartiment apical vers un compartiment basal et

inversement, en présence ou non d’un inhibiteur du transporteur ciblé (Figure 43). Le temps
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d’incubation sur les cellules peut varier en fonction des modéles cellulaires mais est
généralement de 2h. Ces études sont validées et recommandées par la FDA pour évaluer le
transport des médicaments et déterminer si une molécule est un substrat et/ou un inhibiteur des

transporteurs (FDA, 2017)

Papp A->B

Substrat seul

Compartiment apical

Compartiment basal ~——

©  Substrat spécifique

Transporteur ABC
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A |
IRLINL * '

X Inhibiteur

Figure 43. Représentation schématique du principe d’une étude de transport bidirectionnel

A la fin de I’incubation, les perméabilités du compartiment apical vers le basal (Papp a>B) et du
compartiment basal vers 1’apical (Papp B>a) sont calculées grace a I’équation 1. Ces

perméabilités permettent de déterminer un ratio d’efflux (RE) selon 1’équation :

Papp B-A
RE = BB~
Papp A-B

(Equation 3)

D’aprés les recommandations de la FDA, une valeur de RE supérieure ou égale a deux
pour un substrat seul et une diminution de ce RE d’au moins 50% ou a une valeur égale a 1 en
présence d’un inhibiteur spécifique signifie que le transporteur considéré est impliqué dans

I’efflux actif de ce substrat (FDA, 2017).
1.3.3. Détermination des paramétres pharmacocinétiques
Afin de caractériser les interactions entre les médicaments et les transporteurs, plusieurs

parametres pharmacocinétiques doivent étre déterminés in vitro sur les modeles cellulaires,

parmi lesquels on retrouve la concentration efficace médiane (EC50) et la concentration
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inhibitrice médiane (IC50). Ces paramétres peuvent étre estimés a ’aide des études de
perméabilités bidirectionnelles décrites précédemment.

Sur une courbe concentration-effet, ’EC50 correspond a la concentration d’un composé
produisant 50% de I’effet maximal (Neubig et al. 2003). Elle refléte 1’affinité d’un substrat pour
un transporteur : plus la valeur de ’EC50 est basse, plus I’affinité est élevée. En modélisant les
résultats d’ER obtenus in vitro avec différentes concentrations de substrat, il est possible

d’estimer I’EC50 avec la formule suivante (Goutelle et al., 2008) :

h
ER = [%] (Equation 4)

ou Enqx est I’effet maximal, /S] est la concentration du substrat et / est le coefficient de Hill.

Le deuxiéme paramétre, I’IC50, correspond a la concentration d’un composé inhibant
50% du transport d’un substrat. Elle permet de déterminer la puissance d’un inhibiteur pour un
transporteur donné : plus la valeur de I’'IC50 est faible, plus I’inhibiteur est puissant. En
modélisant les résultats d’ER obtenus in vitro en présence de concentrations croissantes

d’inhibiteur, il est possible d’estimer I’IC50 avec la formule suivante (FDA, 2017) :

(10_ Imax)

ER = Lpax + D
1+(1z55)

(Equation 5)

ou Inax est D’inhibition maximale, Iy est D’effet sans inhibiteur, /I] est la concentration
d’inhibiteur et / est le coefficient de Hill. Lors de la détermination de I’IC50 d’un inhibiteur in
vitro, il est recommandé d’utiliser des concentrations de substrats inférieures au K, afin de se
rapprocher le plus possible de la valeur de sa constante d’inhibition, appelée K; (FDA, 2017).
Bien que I’IC50 ne soit pas un indicateur direct d’affinité, il permet de calculer le K,

grace a I’équation de Cheng-Prusoff (Cheng et Prusoft, 1973) :

K;i = —Fr (Equation 6)

ou /§] est la concentration du substrat et K, est la constante de Michaelis-Menten du substrat

qui correspond a la concentration de substrat nécessaire pour obtenir 50% de I’effet maximal.
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Lors du développement d’un médicament, il est demandé par la FDA et 1’agence
européenne du médicament de mener des études afin de déterminer si ce médicament inhibe
I’efflux d'un substrat connu de P-gp ou BCRP sur des mode¢les cellulaires in vitro, et pour
¢valuer le pouvoir inhibiteur de ce médicament (c’est-a-dire son IC50 ou Kj). On considére que
le médicament testé, administré par voie orale, posséde le potentiel d'inhiber in vivo la P-gp ou
BCREP intestinale si le rapport [Lgu]/IC50 est supérieur ou égal a 10, avec [Igu] correspondant a
la concentration maximale du médicament pouvant étre présente au niveau intestinal ([Igu] =
dose d'inhibiteur/250 mL) (FDA, 2017). Pour I’étude des transporteurs présents au niveau
hépatique ou rénal, il est préférable d’utiliser respectivement la concentration plasmatique
maximale estimée a I’entrée du foie ou la concentration plasmatique maximale non liée a la
place de [Izu]. Ces données obtenues in vitro sont importantes car elles nous renseignent sur la
probabilité d’avoir des interactions cliniquement significatives et la nécessité de les étudier in

Vvivo.

1.4. La corrélation in vitro — in vivo

Les modeles d’étude in vitro du transport des médicaments sont des outils essentiels
pour déterminer le ou les transporteurs impliqués dans la pharmacocinétique d’un médicament,
et par conséquent pouvant étre a 1’origine d’interactions médicamenteuses. Les cellules Caco-
2 représentent un excellent modele pour prédire la biodisponibilité orale des molécules chez
I’homme, car il existe une bonne corrélation entre ’absorption orale et la perméabilité
apparente in vitro pour les molécules ayant un transport passif transcellulaire (Artursson et

Karlsson, 1991 ; Lennernis et al., 1996) (Figure 44).
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Figure 44. Corrélation entre 1’absorption chez ’homme aprés administration orale et les perméabilités
apparentes obtenues sur le modele Caco-2 (d’aprés Artursson et Karlsson, 1991).
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Cette corrélation a également été retrouvée avec les cellules MDCK, dont les
perméabilités apparentes sont corrélées a celles observées sur les Caco-2 (Figure 45),

principalement pour les composés ayant une diffusion passive (Irvine et al., 1999).
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Figure 45. Corrélation des perméabilités apparentes entre Caco-2 et MDCK (d’aprés Irvine et al., 1999).
(@) composé avec diffusion passive, (A) composé avec transport actif, (O) composé efflué

Cependant, cette corrélation ne concerne pas le transport actif des médicaments, et en
particulier I’'impact de la prise en charge par les transporteurs d’efflux sur 1’absorption
intestinale des médicaments et les interactions qui peuvent en découler. Les modéles cellulaires
sont capables de prédire qualitativement la prise en charge par un transporteur d’efflux, mais il
reste difficile de prédire quantitativement I’impact de cette prise en charge sur I’absorption
intestinale in vivo. Afin de décider s’il est nécessaire de mener une étude clinique pour étudier
des interactions liées aux transporteurs, la FDA propose d’utiliser des ratios tels que [I]/IC50
ou [Lgu]/IC50 avec les valeurs d’IC50 obtenues a partir des études in vitro (FDA, 2017). Fenner
et al. ont pris ’exemple de la digoxine pour étudier la corrélation entre les ratios calculés a
partir des IC50 de dix-neuf inhibiteurs obtenus sur le modele Caco-2 et les interactions
cliniquement significatives observées in vivo (Fenner et al., 2009). Leur analyse a révélé que le
paramétre [I]/IC50 > 0,1 semble étre un bon indicateur prédictif positif des interactions
cliniques de la digoxine liées a P-gp, tandis que [Igu]/IC50 < 10 semble étre, dans une moindre
mesure, un indicateur prédictif négatif. Cependant, le nombre de faux négatifs observés avec
[I)/IC50 (~40%), et de faux positifs avec [Igu]/IC50 (~40%), reste préoccupant. Il est donc
important d’améliorer I’estimation des paramétres in vitro afin d’établir de meilleures

corrélations in vitro — in vivo pour les études d’interactions liées aux transporteurs.
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En effet, de nombreux facteurs, tels que la perméabilité passive et le niveau d'expression
des transporteurs doivent étre pris en compte. Pour P-gp, Shirasaka et al. ont démontré qu’il
existe une trés bonne corrélation entre les valeurs des Km apparents obtenus sur différents
modeles cellulaires et le niveau d’expression de P-gp dans ces modeles (Shirasaka et al., 2008)
(Figure 46). Cependant, comme le niveau d'expression de la P-gp et des autres transporteurs
varie le long du tractus intestinal, un modé¢le cellulaire in vifro ne pourra jamais ressembler

complétement au modele d'expression du transporteur de l'intestin entier (del Amo et al., 2009).
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Figure 46. Corrélation entre le niveau d’expression de P-gp et les Km apparents in vitro (d’apres Shirasaka et al.,
2008).
(A) quinidine, () vérapamil (@) vinblastine.

Les modéles pharmacocinétiques physiologiques (PBPK) permettent d’inclure
I’ensemble des processus ADME liés aux transporteurs et a la diffusion passive mais aussi au
métabolisme. Contrairement aux modeles développés pour prédire les interactions liées aux
CYP450, la performance prédictive de la modélisation PBPK pour les interactions liées aux
transporteurs n'a pas encore été établie (Wagner et al., 2015). Ceci peut s’expliquer en grande
partie par un manque de connaissance en biologie des transporteurs et une expérience limitée

sur la détermination et la modélisation de la cinétique des transporteurs (Pan et al., 2016).
2. Les modé¢les in vivo animaux

Les modéles animaux in vivo sont des outils intéressants pour ¢étudier la
pharmacocinétique des médicaments dans son ensemble avant le passage a I’homme. Ils sont

importants notamment pour étudier I’interaction entre les enzymes du métabolisme (par

exemple les cytochromes P450) et les différents transporteurs, ainsi que pour évaluer
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I’importance relative de chaque enzyme ou transporteur en tenant compte du chevauchement
des spécificités de substrat (Cummins et al., 2003 ; Kivisto et al., 2004).

Les modeles rongeurs sont les plus couramment utilisés pour évaluer le transport des
médicaments, particulierement I’impact des transporteurs d’efflux, au niveau des barrieres
intestinales, hépatiques et hémato-encéphalique (Doran et al., 2005 ; Glaeser et Fromm, 2008).
Concernant le passage de composés au sein de la barriére hémato-encéphalique et le role de P-
gp, les modeles murins (rat et souris) semblent étre équivalents (Bundgaard et al., 2012).
Cependant, contrairement a 1’homme, les rongeurs possédent deux genes codant pour la
protéine d’efflux P-gp. Ces deux genes Mdria et Mdrib codent en réalit¢ deux protéines
homologues a P-gp ayant la capacité d’effluer les médicaments.

De nombreux modeles murins modifiés génétiquement ont été développés, plus
particulicrement des modeles knock-out, permettant d’étudier I’impact d’un transporteur
particulier, comme P-gp (Schinkel et al., 1994), BCRP (Jonker et al., 2002) ou MRP2 (Chu et
al., 2006 ; Johnson et al., 2006). Plus récemment, des modéles murins humanisés ont été
développés pour étudier entre autres le métabolisme et le transport des médicaments (Scheer et
Wolf, 2014). Particuliérement, Scheer et al. ont caractérisé le premier modele de souris
humanisée exprimant le transport MRP2 humain (Scheer et al., 2012). Bien que les espéces de
rongeurs telles que la souris et le rat soient les plus développées pour étudier I’'implication des
transporteurs d’efflux, d’autres espéces comme le chien, le singe, le lapin ou le cobaye peuvent
¢galement étre utilisées (Xia et al., 2007).

L’utilisation de ces modeles animaux tend a diminuer dans les années a venir au profit
des modeles cellulaires. En effet, ce sont des modeles qui colitent relativement cher et qui
présentent tout de méme quelques différences notables avec ’homme. Par exemple, la prise en
charge des médicaments par des transporteurs pour leur €élimination peut différer entre les
modeles animaux et I’homme (Scheer et Wolf, 2014). Enfin, le renforcement et I’intégration du
principe des 3R (Reduce, Refine, Replace) dans la législation relative a 1’éthique dans
I’expérimentation animale limite 1’utilisation des mod¢les animaux in vivo. Cependant, les
modeles animaux utilisés en combinaison avec des lignées cellulaires exprimant le transporteur
restent un outil précieux pour améliorer notre compréhension des processus du transport des

médicaments.
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3. Les modéles humains

L’homme représente le modele idéal d’étude du transport des médicaments et surtout
des interactions médicamenteuses potentielles liées aux transporteurs ABC. L’étude du
transport d’un médicament chez ’homme correspond a la phase 1 des études cliniques. Elle
consiste a administrer le ou les médicaments d’intérét a des volontaires sains, afin d’en
déterminer les principaux parameétres pharmacocinétiques, comme la prise en charge par des
transporteurs membranaires.

Les interactions les plus étudiées chez I’homme concernant les transporteurs sont celles
liées a la P-gp et les substrats principalement retrouvés dans ces études sont par exemple la
digoxine, le dabigatran étéxilate, la féxofénadine ou le talinolol (Oswald et al., 2011). Ces
médicaments ont 1’avantage de ne pas €tre métabolisés par les CYP450, donc I’interaction
observée en présence d’un inducteur ou d’un inhibiteur ne sera pas liée a une modification de
I’activité¢ des CYP450. Une coadministration de digoxine avec la rifampicine, un inducteur
connu de la P-gp, a diminué la biodisponibilité orale de la digoxine de 30% chez des volontaires
sains (Greiner et al., 1999). L analyse des biopsies duodénales avant et apres 'administration
de rifampicine a révélé une augmentation de 3,5 fois de la quantité de P-gp intestinale apres
exposition a la rifampicine, en lien avec la diminution de 'ASC. Comme observé avec la
digoxine, ’association de la rifampicine avec d’autres substrats de P-gp comme la féxofénadine
ou le talinolol a également menée a une diminution significative des concentrations
plasmatiques de ces deux médicaments, due a une biodisponibilité réduite causée par une

induction de la P-gp intestinale (Hamman et al., 2001 ; Whestphal et al., 2000) (Figure 47).
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Figure 47. Concentrations plasmatiques de talinolol avant et aprés administration de rifampicine (d’apres
Whestphal et al., 2000)
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A D’inverse, I’administration d’inhibiteurs de P-gp tels que la quinidine, I’amiodarone
ou la dronédarone conduit a une augmentation de I’exposition plasmatique a la digoxine
(Doering, 1979 ; Robinson et al., 1989 ; Vallakati et al., 2013). L’amiodarone a entrainé une
augmentation d'environ 70% de la Cmax et de I'ASC de la digoxine, tandis qu’aucune
diminution significative de la clairance rénale n’a été observée chez les patients. Les auteurs
expliquent I’absence d’effet sur la clairance rénale par une augmentation de l'absorption
intestinale et une diminution de la clairance extrarénale impliquant l'inhibition préférentielle de
P-gp dans les intestins et le foie (Robinson et al., 1989). La dronédarone a provoqué a une
interaction plus forte qu’avec I’amiodarone, conduisant a une ASC de la digoxine presque deux
fois plus élevée et a une diminution de sa clairance rénale de 60% chez une patiente présentant
une intoxication a la digoxine (Vallakati et al., 2013). Des résultats similaires ont été observés
avec d’autres substrats et inhibiteurs de P-gp. Par exemple, Terwogt et al. ont étudié 1’impact
de la ciclosporine, un inhibiteur des transporteurs ABC, sur I’absorption du paclitaxel
administré par voie orale chez des patients présentant des tumeurs solides (Terwogt et al.,
1998). L’importante prise en charge du paclitaxel par P-gp limite fortement sa biodisponibilité
et empéche une administration par voie orale. Son association a la ciclosporine a multiplié par
neuf son absorption orale, permettant ainsi d’atteindre des concentrations plasmatiques

supérieures a la concentration seuil d’efficacité de 0,1 pmol/L (Figure 48).
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Figure 48. Effet de la ciclosporine A sur les concentrations plasmatiques du paclitaxel (d’aprés Terwogt et al.,
1998).

Du fait d’une découverte plus récente, peu d’études se focalisent sur les interactions
li¢es a BCRP. De plus, BCRP partage de nombreux substrats et inhibiteurs avec les autres
transporteurs ABC, particulierement P-gp, et il est difficile d’étudier in vivo la part de chacun
dans la prise en charge d’un médicament. Toutefois, une équipe a étudié I’impact de

I’administration d’un inhibiteur de P-gp et BCRP, I’¢lacridar, sur la pharmacocinétique du
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topotécan, un substrat sélectif de BCRP ayant une faible affinité pour P-gp, chez des patients
atteints de tumeurs solides (Kruijtzer et al., 2002). Les auteurs ont montré que 1'¢lacridar
modifiait la biodisponibilité orale du topotécan de 40% sans élacridar a 97% en présence
d’¢lacridar, suggérant une augmentation de I’absorption du topotécan, préférentiellement par

inhibition de la BCRP intestinale (Figure 49).
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Figure 49. Pharmacocinétique du topotécan en absence ou présence d’¢lacridar chez un patient (d’apres
Kruijtzer et al., 2002)

4. Avantages et inconvénients des différents modeles

Chacun des modeles abordés précédemment possédent ses propres avantages et limites.
Les modeles cellulaires in vitro sont des modeéles simples et faciles a utiliser au sein d’un
laboratoire. Ce sont de trés bons outils qualitatifs car ils permettent de faire du screening pour
¢tudier 1’absorption de nombreuses molécules en développement, et 1’existence de modéeles
transfectés avec le géne d’un transporteur en particulier permet d’identifier précisément le ou
les transporteurs impliqués dans le transport d’un médicament. Toutefois, I'utilisation des
modeles in vitro reste limitée dans les prédictions quantitatives, particulierement a cause de leur
variabilité. Effectivement, 1’expression des protéines, notamment des transporteurs
membranaires, dépend de trés nombreux facteurs comme les conditions de culture (composition
du milieu, nature de la surface de culture, densité cellulaire, ...), le temps de culture ou encore
le nombre de passage (plus le passage est élevé plus I’expression des transporteurs augmente)
(Anderle et al., 1998 ; Behrens et Kissel, 2003 ; Sun et al., 2008 ; Ganga Senarathna et Crowe,
2015).

Les modeles in vivo animaux sont d’excellent modéles pour étudier la
pharmacocinétique d’un médicament dans son ensemble, avant le passage a I’homme. De plus,

I’existence de modeles knock-out permet d’étudier le role d’un transporteur précis dans la
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pharmacocinétique et dans les interactions médicamenteuses. Cependant, 1’interprétation des
résultats issus des études chez 1’animal reste limitée par la variabilité interespece. Par exemple,
le méthotrexate est principalement éliminé par sécrétion biliaire chez le rat ou la souris alors
que I’¢élimination par voie rénale prédomine chez I’homme (Fuksa et al., 2010). De plus, non
seulement différents profils d’expression des transporteurs ont été observés entre les espéces
animales précliniques et ’homme, que ce soit au niveau hépatique, rénal ou de la BHE (Bleasby
et al., 2006 ; Chu et al., 2013 ; Wang et al., 2015 ; Basit et al., 2019), mais leurs fonctions de
transport peuvent ¢galement varier : bien que le transport des substrats de OAT1 sont similaires
chez le rat, singe et ’homme, certains substrats d’OAT3, comme la famotidine, sont en
revanche moins bien excrétés chez le rat que chez I’homme (Shitara et al., 2006). Ces
différences interespéces expliquent 1’absence d’inhibition de 1’élimination rénale de la
famotidine par le probénécide chez le rat, alors que I’interaction existe chez ’homme (Figure

50).
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Figure 50. Variabilité d’identification d’une interaction médicamenteuse selon I’espéce (d’aprés Le Guellec et
Benz, 2011)

Le modéle in vivo humain représente le modele le plus complet et le plus proche de la
réalité, permettant notamment d’étudier la pertinence clinique de potentielles interactions
médicamenteuses. En effet, le modele humain rend possible 1’étude des processus ADME dans
leur ensemble, en prenant en compte de nombreux parameétres tels que le transport d’influx, le
transport d’efflux ou encore le métabolisme. Cependant, I’important recouvrement de
substrats/inhibiteurs entre les différents transporteurs d’une part, et entre les transporteurs et les
enzymes du métabolisme d’autre part, ne permet pas d’évaluer la contribution précise d’un
transporteur donné ni d’identifier la part d’une interaction liée aux transporteurs et celle liée au

métabolisme chez ’homme.
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En conclusion, ce troisi¢tme chapitre décrit les différents modéeles in vitro et in vivo
permettant I’étude du transport des médicaments. Chaque modéle apporte des
informations complémentaires pour étudier les différents acteurs de la
pharmacocinétique des médicaments. Bien qu’ils possédent certaines limites, les modeles
in vitro occupent une place indispensable dans I’évaluation de la prise en charge des
médicaments par les transporteurs membranaires. Il est donc important de bien les
caractériser au niveau pharmacologique. Le chapitre suivant développera les différentes
techniques qui permettent d’évaluer I’expression et/ou de quantifier les transporteurs

ABC dans ces modéles d’étude.
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Chapitre 4 : Les méthodes de quantification des transporteurs
ABC

De nombreux modeles in vitro d’origines diverses sont disponibles pour étudier le role
des transporteurs ABC. Quel que soit le modele cellulaire utilisé, il est essentiel de pouvoir
vérifier 1’expression des transporteurs voire de les quantifier précisément pour interpréter les
données issues des études de transport. De nombreuses techniques, plus ou moins récentes, ont
été développées pour évaluer I’expression des protéines de maniere directe ou indirecte, comme

le western blot, les techniques immuno-enzymatiques, la PCR et la spectrométrie de masse.

1. Le western blot

1.1. Principe de la technique et applications aux modeles cellulaires

Le western blot, également appelé immunoblot, est la technique de référence largement
utilisée pour détecter et analyser des protéines dans un échantillon. Bien qu’il posséde de
nombreuses étapes (Figure 51), le western blot comporte schématiquement trois principales

¢étapes.

La premiére étape consiste en une séparation des protéines par électrophorese sur gel de
polyacrylamide en fonction de leur poids moléculaire et de leur charge. La concentration
optimale de polyacrylamide dans le gel est un parameétre critique pour obtenir une bonne
séparation des protéines et dépend de la gamme de poids moléculaires a détecter. Par exemple,
un gel a 10% d’acrylamide permet de séparer des protéines ayant une taille de 20 a 300 kDa
tandis qu’un gel a 15% permet de détecter des protéines de taille comprise entre 3 et 100 kDa

(Kurien et Scofield, 2006).
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Figure 51. Représentation schématique des différentes étapes d’un western blot (d’aprés Jeong et al., 2018)

La deuxiéme étape représente le transfert des protéines a partir du gel d’électrophorese
sur une membrane en nitrocellulose ou en polyvinylideéne difluoride (PVDF). Les membranes
en nitrocellulose ont 1’avantage d’étre moins colteuses et ne nécessite pas d’activation
préalable au méthanol contrairement aux membranes PVDF. Cependant, les membranes PVDF
sont plus hydrophobes que les membranes en nitrocellulose ce qui leur confére une affinité de
liaison plus importante. De plus, la composition du tampon de transfert joue un rdéle important
dans I’efficacité¢ de transfert (Bolt et Mahoney, 1997 ; Mozdzanowski et al., 1992). Par
exemple, I’ajout de SDS dans ce tampon facilite le transfert des protéines, particulierement
celles de haut poids moléculaire, mais diminue parallélement la liaison des protéines a la
membrane. Il est d’ailleurs déconseillé de I'utiliser avec les membranes en nitrocellulose (Jeong
et al., 2018). De méme, le méthanol augmente la capacité de liaison de la nitrocellulose, mais
il peut diminuer I'efficacité d'¢lution des protéines de haut poids moléculaire en les fixant

partiellement dans le gel (Gershoni et Palade, 1983).
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Finalement, la dernicre étape est la détection et la révélation des protéines d’intérét par
’utilisation d’anticorps spécifiques. Les anticorps primaires peuvent étre polyclonaux ou
monoclonaux. Dans ce cas, ils sont dirigés spécifiquement contre un épitope particulier de la
protéine d’intérét. Les complexes anticorps primaire/protéine formés ne sont généralement pas
détectable et leur révélation nécessite I’ajout d’un deuxiéme anticorps, appelé anticorps
secondaire, dirigé contre I’anticorps primaire. Les anticorps secondaires couramment utilisés
pour 'analyse par Western blot sont conjugués a des enzymes, comme la peroxydase de raifort
(HRP) et 'alcaline phosphatase (AP). Ces anticorps secondaires permettent de visualiser les
complexes anticorps primaires-protéines cibles grace a des réactions enzymatiques qui
produisent des composés luminescents ou colorimétriques (Blake et al., 1984).

Le western blot est largement utilisé pour la détection de protéines telles que les
transporteurs membranaires dans des extraits cellulaires ou tissulaires. Cette technique a
notamment permis de démontrer I’expression de transporteurs d’efflux comme Pgp, BCRP et
les MRPs mais aussi d’influx comme OCT2 sur des cellules épithéliales humaines de cornée
(Vellonen et al., 2010) (Figure 52), sur les cellules Caco-2 (Gutmann et al., 1999), sur les
cellules MDCK native ou transfectées (Luo et al., 2002) (Figure 53) ainsi que sur les cellules
¢épithéliales rénales humaines (Huls et al., 2008 ; Wilmer et al., 2010). Le western blot permet
aussi d’étudier des variations d’expression des transporteurs. Par exemple, Poller et al. ont
montré une régulation de I’expression de Pgp et BCRP par des cytokines inflammatoires sur un
mode¢le in vitro de BHE humaine (Poller et al., 2010).
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Figure 52. Exemple de détection de BCRP et des MRPs par western blot sur des cellules épithéliales cornéennes
(d’apres Vellonen et al., 2010).
Puits 1 et 2 : tissu épithélial cornéen humain, Puits 3 et 4 : cellules HCEpiC, Puits 5 et 6 : cellules HCE non
confluentes cultivées en flasques, Puits 7 et 8 : cellules HCE stratifiées cultivées sur inserts.
La B-actine sert de contr6le pour la normalisation.
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Figure 53. Détection de P-gp et MRP1 par western blot sur les cellules Caco-2 et MDCKs (d’aprés Luo
et al., 2002).

1.2. Avantages et limites de la technique

Le western blot a ’avantage de séparer le mélange protéique par taille, charge et/ou
conformation. Cette méthode permet de détecter simultanément plusieurs cibles par 1’utilisation
d’anticorps spécifiques de chaque protéine d’intérét et d’une échelle de poids moléculaires
connus. La taille de la protéine cible est déterminée grace a la séparation des protéines en bandes
lors de I’¢lectrophorese sur gel. Il est aussi possible de semi-quantifier la protéine d’intérét
grace a une étape de normalisation par la charge protéique. Pour cela, une protéine dont
I’expression est relativement constante et abondante dans les échantillons étudiés est utilisée
comme étalon interne de la charge. Les deux contrdles internes les plus couramment utilisés
sont la B-actine et la glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (GAPDH). Cependant, cette
méthode de normalisation pose plusieurs problémes. En effet, I’expression de la protéine de
contrdle peut différer entre les échantillons, elle ne permet pas de détecter efficacement les
variations d’efficacité de transfert et elle nécessite une étape additionnelle longue et coliteuse
(Dittmer et Dittmer, 2006). Pour pallier ces probleémes, des méthodes de normalisation par la
quantité de protéines totales transférées sur la membrane ont été proposées et semblent plus
adaptées. Pour cela, différentes colorations servant habituellement a vérifier I’efficacité du
transfert comme le rouge Ponceau (Romero-Calvo et al., 2010) ou le Coomassie (Welinder et
Ekblad, 2011) peuvent étre utilisées. Récemment, Taylor et al. ont proposé une méthodologie
de validation des différentes étapes du western blot afin d’obtenir des données quantitatives

fiables et de bonne qualité (Taylor et al., 2013).
Un des principaux inconvénients du Western blot réside dans 1’évaluation semi-

quantitative de I’expression des protéines. Il permet de comparer relativement la quantité d’une

protéine entre différents échantillons mais pas de quantifier de fagon absolue son expression.
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De plus, c’est une technique cotiteuse en temps et qui exige de I’expérimentateur une solide
expérience. En outre, il requiert une optimisation des nombreuses conditions expérimentales
telles que I’extraction des protéines, la composition des tampons, le type de séparation, la
composition du gel d’électrophorese, le type de membrane et le choix des anticorps primaires

et secondaires.

2. La technique immuno-enzymatique

2.1. Principe général de PELISA

La technique « Enzyme-Linked ImunnoSorbent Assay » (ELISA) est une technique
immuno-enzymatique qualitative et quantitative permettant de mettre en évidence une protéine
particuliere présente dans un échantillon biologique. Elle permet de détecter des antigénes ou
des anticorps en utilisant leur relation complémentaire. Comme pour le western blot, la
technique ELISA utilise schématiquement deux anticorps. L’anticorps primaire est spécifique
de I’antigéne étudié et I’anticorps secondaire, dirigé contre I’anticorps primaire, est couplé a
une enzyme qui produira un signal par métabolisation d’un substrat chromogéne. Les enzymes
le plus souvent couplées aux anticorps secondaires sont I’HRP, I’AP, la glucose oxydase ou la
B-galactosidase (Aydin, 2015 ; Liu et al., 2000). Il existe de nombreuses variations de la
technique ELISA.

L’ELISA sur cellules entic¢res est une adaptation de la technique ELISA directe, dont le
principe général est la détection d’un antigéne cible réalisée directement sur I’ensemble du tapis
cellulaire (Figure 54). En fonction de la protéine cible, elle permet de détecter des épitopes
externes ou internes lorsque les cellules sont perméabilisées. Pour cette technique, il est
important de normaliser les résultats obtenus par la quantité totale de protéines présente dans
chaque puits de culture, afin de s’assurer que la différence d’expression observée n’est pas liée

a une variation de la quantité de cellules entre les différents puits.
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Figure 54. Schéma du principe de I’ELISA sur cellules entieres.
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C’est cette technique ELISA sur cellules entiéres qui est utilisée pour déterminer
I’expression des ABC transporteurs sur des modeles cellulaires in vitro. L’expression de Pgp,
BCRP, MRP1 et MRP2 a été évaluée lors de la caractérisation pharmacologique d’un mod¢le
in vitro de BHE sur des cellules Hbec51 (Puech et al., 2018), ainsi que lors de la caractérisation
d’un modele pharmacologique de barriere nasale (Mercier et al., 2018). Mercier et al. ont
notamment comparé I’expression de ces transporteurs dans le modele nasal RPMI2650 a celle

observée dans les cellules Caco-2 (Figure 55).
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Figure 55. Expression des transporteurs Pgp, BCRP, MRP1 et MRP2 par ELISA sur cellules entieres dans les
modeles RPMI2650 (A) et Caco-2 (B) (d’apres Mercier et al., 2018).
Les ratios d’expression sont calculés en divisant les valeurs expérimentales par la valeur du contrdle négatif,
correspondant au signal di a la fixation non spécifique de I’anticorps secondaire seul.

2.2. Avantages et limites des techniques ELISA

La technique ELISA a I’avantage de comporter moins d’étapes que le western blot et
d’étre plus rapide a réaliser. L'utilisation d'anticorps monoclonaux rend la détection spécifique.
L’ELISA permet de quantifier les antigénes dosés grace a la réalisation d'une gamme de
calibration en paralléle. Elle offre la possibilité d'analyser des échantillons multiples en peu de
temps et a faible colt. C’est une technique reproductible qui permet de détecter de faibles

quantités d’antigeénes (Aydin, 2015).

Chaque technique ELISA possede ses propres avantages et inconvénients. L’ELISA sur
cellules enti¢res est une technique rapide qui diminue le risque de réactivité croisée liée a
I’utilisation d’anticorps secondaires lorsqu’elle utilise un anticorps primaire marqué. Cependant

elle posséde une faible sensibilité et peut générer des faux positifs. Le principal inconvénient
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de cette approche est une possible fixation non spécifique de 1’anticorps sur le support (Gan et

Patel, 2013).
3. LaRT-PCR

La RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction) est une technique qui
associe une transcription inverse suivie d'une amplification génétique in vitro basée sur le
mécanisme de réplication de I'ADN in vivo : I'ADN bicaténaire est sépar¢é en ADN
monocaténaire, puis dupliqué et ré-enroulé, selon des cycles répétitifs comprenant chacun trois
étapes principales (Figure 56).
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[ Elongation ] m

722C

Figure 56. Principe général d’un cycle de PCR.

La RT-PCR permet de synthétiser le brin complémentaire d’un ARN avec des
désoxyribonucléotides en utilisant une ADN polymérase ARN dépendante appelée
transcriptase inverse. Cet ADN complémentaire est ensuite amplifié¢ par la technique PCR. La
premicre étape de PCR est une dénaturation de 'ADN a haute température (entre 94 et 98°C)
pour convertir I'ADN bicaténaire en ADN monocaténaire. Ensuite, deux oligonucléotides
utilisés comme amorces sont hybridés a I’ADN cible a une température d’hybridation variant
généralement de 55°C a 65°C. Enfin, la chaine d'ADN est étendue par addition de nucléotides
a partir des amorces en utilisant une ADN polymérase, la Taq polymérase, comme catalyseur.
La température optimale de travail de la Taq polymérase est de 72°C (Hue-Roye et Vege, 2008).

Lorsque la transcription inverse est couplée a une technique de PCR en temps réel, elle

permet de quantifier des ARN messagers (ARNm) (Gibson et al., 1996), grace a des techniques
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de quantification compétitive ou non-compétitive (Bustin, 2000). La RT-PCR quantitative est
une méthode de quantification sensible qui peut étre utilisée pour comparer les niveaux
d’expression d'ARNm dans différentes populations d'échantillons. Elle est d’ailleurs largement
utilisée pour évaluer 1’expression des transporteurs ABC dans diverses populations cellulaires
telles que des cellules épithéliales intestinales, des cellules rénales ou encore des lignées
cellulaires pulmonaires (Albermann et al., 2005 ; Huls et al., 2008 ; Endter et al., 2009), ou pour
¢tudier la régulation de cette expression selon différents facteurs comme par exemple la
transfection (Kuteykin-Teplyakov et al., 2010). Par exemple, Maubon et al. ont comparé
I’expression relative de I’ARNm de plusieurs transporteurs d’efflux et d’influx entre deux
clones Caco-2 et des cellules épithéliales intestinales humaines par RT-PCR quantitative
(Maubon et al., 2007). Ils ont notamment observé une différence d’expression d’un facteur au
moins deux de I’ARNm de Pgp, MRP1, MRP2, OATP-B ou PEPT1 entre deux clones Caco-2
d’origine différente (Figure 57).
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Figure 57. Expression de I’ARNm des transporteurs ABC (A) et SLC (B) dans les cellules Caco-2 et dans les
cellules de I’intestin gréle par RT-qPCR (d’apres Maubon et al., 2007).
Les données représentent la moyenne =+ 1’écart-type des quantifications réalisées sur deux cultures
indépendantes, chacune analysée en triplicat. Elles sont exprimées en unités arbitraires, une unité arbitraire
correspondant pour chaque transporteur au niveau d'ARNm trouvé dans I'ARN total humain de référence.
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Cette technique est généralement utilisée en association a d’autres techniques

protéomiques comme le western blot ou la spectrométrie de masse.

4. La spectrométrie de masse

4.1. Principe de la spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technique d'analyse permettant de détecter et
d'identifier des molécules d’intérét par mesure de leur rapport masse/charge, et de caractériser
leur structure chimique. Schématiquement, le spectrométre de masse comporte une source
d'ionisation suivie d'un ou plusieurs analyseurs qui séparent les ions produits selon leur rapport
m/z et les fragmentent éventuellement, d'un détecteur qui compte les ions et amplifie le signal,
et enfin d'un systeme informatique qui traite le signal (Figure 58). Le résultat obtenu est un
spectre de masse représentant les rapports m/z des ions détectés selon 1'axe des abscisses et

I'abondance relative de ces ions selon 1'axe de ordonnées.
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Figure 58. Représentation schématique du principe général d’un spectrométre de masse.

Plusieurs technologies sont aujourd’hui disponibles en fonction de la source d’ionisation
et du type d’analyseur. L’ionisation des molécules est une étape cruciale de la spectrométrie de
masse. Cette étape consiste a vaporiser les molécules d’un échantillon et a les ioniser. Une
source d'ionisation peut étre utilisée soit en mode positif pour étudier les ions positifs, soit en
mode négatif pour étudier les ions négatifs. Plusieurs types de sources existent et sont utilisés
en fonction du résultat recherché et des molécules analysées, les plus utilisées étant
I’¢lectrospray (ESI) (Kebarle, 2000) et la désorption-ionisation laser assistée par matrice
(MALDI) (Karas et al., 1987 ; Strupat et al., 1991). En plus d’identifier les protéines, la source
MALDI a I’avantage de permettre une localisation de la protéine au sein d’un tissu et devient

donc aussi une technique d’imagerie (Walch et al., 2008).
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Les analyseurs permettent de séparer et/ou fragmenter les ions produits. Ils se
différencient par leur principe de mesure du rapport m/z des ions. Ce principe de mesure peut
s’appuyer sur la transmission des ions traversant un champ ¢électrodynamique (le quadripoéle),
la séparation des ions dans le temps selon leur vitesse (le temps de vol) ou encore le mouvement
périodique des ions dans un champ magnétique ou électrodynamique (trappe ionique) (Figure

59).

Détecteur

Quadripole

X Fente de sortie
ons

-
Ton détecté

Source Ton non détecté

Zone d’accélération
des ions L %
C s Détecteur Réflectron

—
l f
J

Zone de champ libre

Figure 59. Représentations schématiques des analyseurs en spectrométrie de masse.
(A) Quadripodle, (B) Orbitrap, (C) Analyseur a temps de vol (ToF).

L’analyseur de masse de type quadripdle est constitué de quatre électrodes paralleles a
section circulaire ou hyperbolique (Figure 59A). L'opération de filtrage de masse est obtenue
par l'application d'un potentiel de courant continu et de courant alternatif combinés, appliqué
entre les deux tiges opposées reliées électriquement (Miller et Denton, 1986). En pénétrant dans
le quadripdle, les ions conservent leur vitesse longitudinale et progressent alors dans
I’analyseur. La différence de potentiel entre 1’entrée et la sortie du quadripdle guide les ions
dans la direction voulue, et seuls les ions de valeur m/z définie auront une trajectoire stable
jusqu’au détecteur et seront détectés.

L'analyseur a temps de vol (ToF pour Time-of-Flight) consiste & mesurer le temps que
met un ion, accéléré préalablement par une tension, a parcourir une distance donnée. Le rapport
m/z est directement mesurable a partir du temps de vol. Un analyseur ToF se compose d'une

zone d'accélération ou est appliquée une tension accélératrice, et d'une zone appelée tube de vol
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ou zone de champ libre (Figure 59C). La séparation des ions ne va donc dépendre que de la
vitesse acquise lors de la phase d'accélération.

Enfin, ’Orbitrap est un analyseur de masse de type trappe ionique, composé d'une

électrode interne centrale en forme de broche et d'une électrode externe en forme de barillet
pour générer un champ ¢lectrostatique (Scigelova et Makarov, 2006) (Figure 59B). La
fréquence d'oscillation harmonique d'un ion le long de I'axe des z (autour de 1'¢lectrode interne)
dépend de son rapport m/z et du potentiel entre les électrodes. La fréquence des ions est mesurée
en enregistrant le courant généré entre deux électrodes de détection placées le long de l'axe z,
suivi par une transformation du signal mesuré par une transformée de Fourier (Scigelova et
Makarov, 20006).
Différents modes d’acquisition ont été développés pour la quantification en spectrométrie de
masse. Parmi eux, on distingue les modes « Data Independent Acquisition » (DIA) et « Data
Dependent Acquisition » (DDA), offrant une approche non ciblée, et les modes « Multiple
Reaction Monitoring » (MRM) et « Parallel Reaction Monitoring » (PRM) proposant une
approche ciblée (Figure 60).
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Figure 60. Représentation schématique des principaux modes d’acquisition des données pour la quantification
(d’apres Hu et al., 2016)

4.2. Application a la quantification des transporteurs membranaires

La spectrométrie de masse est trés développée dans le domaine de la quantification de
petites molécules, comme les médicaments, et prend une place de plus en plus importante dans
la détection et la quantification de macromolécules comme les protéines. Pour pouvoir étre

analysées en spectrométriec de masse, les protéines doivent au préalable subir plusieurs
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traitements aboutissant au final a la production de peptides qui pourront étre ionisés puis

quantifiés.

4.2.1. Préparation des échantillons

De nombreuses préparations d’échantillons a partir d’extraits cellulaires ou tissulaires
ont été décrites dans la littérature (Gundry et al., 2010). Dans le cas des transporteurs
membranaires, il est tout d’abord intéressant d’enrichir notre échantillon, en isolant la fraction
protéique membranaire de la fraction cytosolique. Pour cela, plusieurs protocoles et kits
commerciaux sont disponibles. Ensuite, il est possible soit de réaliser le protocole de digestion
des protéines directement sur la solution protéique, c’est ce qu’on appelle la digestion en
solution, soit de séparer préalablement les protéines par une électrophorese en gel, on parle
alors de digestion en gel (Granvogl et al., 2007). Cette étape d’¢électrophorése permet d’isoler
la ou les protéines d’intérét et de diminuer la complexité de 1’échantillon, mais elle rajoute des
étapes pouvant biaiser la quantité de protéines (Leon et al., 2013). Le protocole de digestion
protéique comporte plusieurs étapes communes a toutes les méthodes de préparation. La
premicre étape consiste a dénaturer les protéines et a réduire les ponts disulfures a I’aide d’un
agent réducteur qui convertit la liaison disulfure des cystéines en groupes sulthydryle libres,
comme par exemple le dithiothréitol. Ensuite, la deuxieme étape consiste a bloquer les résidus
cystéines grace a un agent alkylant, tel que l'iodoacétamide, qui réagit avec les groupes
sulthydryles libres des résidus cystéine pour former la S-carboxyamidométhyl-cystéine, qui ne
peut étre réoxydée pour former des liaisons disulfures (Gundry et al., 2010 ; Aitken et
Learmonth, 2002). Cette étape est essentielle pour permettre a I’enzyme un accés maximal aux
sites de clivage au sein de la protéine. Enfin, la derniére étape est celle de la digestion
enzymatique a I’aide de diverses protéases, la plus utilisée étant la trypsine. Une deuxi¢me
enzyme comme la Lys-C peut étre utilisée en complément afin de renforcer I’action de la
trypsine. Il est également possible d’ajouter une étape de dessalage aprés la digestion afin
d’enlever les éventuelles traces de sels et détergents. Toutes ces étapes aboutissent a la
formation de peptides de différentes longueurs, préts a étre quantifiés de maniere relative ou

absolue en spectrométrie de masse.
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4.2.2. La quantification relative

La quantification relative est possible avec tous les modes d’acquisition existant. Dans
la quantification relative, la quantité d'une protéine est exprimée comme une variation de
l'abondance entre deux états différents, par exemple résultant d’une exposition différente a un
traitement médicamenteux. Plusieurs techniques de quantification relative ont été développées
(Ong et Mann, 2005 ; Bantscheff et al., 2007). Schématiquement, les deux principales
approches reposent soit sur la quantification sans marqueur ou « label-free », soit sur

I’utilisation d’isotopes stables des protéines et /ou des peptides.

La quantification label-free est la méthode la plus simple a mettre en ceuvre. Cette
approche consiste a mesurer et comparer l'intensité du signal de spectrométrie de masse des
ions précurseurs ou des ions fragments de peptides appartenant a une protéine particulicre
(Neilson et al., 2011). Bien qu’elle soit peu utilisée pour la quantification des transporteurs,
Mercier et al. ont opté pour la quantification label-free afin de comparer le niveau d’expression
des transporteurs ABC entre le modele Caco-2 et un modele de culture primaire de barriere

nasale (Mercier et al., 2019) (Figure 61).
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Figure 61. Quantification relative des transporteurs ABC dans les cellules Caco-2 et le modéle MucilAir™
(d’apres Mercier et al., 2019).

Le principal inconvénient de cette approche est une précision relativement faible, due aux
variations entre les échantillons a tous les niveaux du processus expérimental qui impacte

significativement les données obtenues (Bantscheff et al., 2007).

98



Les stratégies de marquages avec des isotopes stables sont trés utilisées. Elles se
distinguent principalement par la fagon dont les marqueurs isotopiques stables sont introduits
comme ¢étalon interne dans les acides aminés par voie métabolique, chimique, ou enzymatique,
ou alternativement comme étalon externe en utilisant des peptides synthétiques marqués (Ong
et Mann, 2005). Une premiere approche consiste a modifier chimiquement les deux protéomes
a 'é¢tude, 1'un avec un réactif léger et l'autre avec un réactif marqué. Plusieurs méthodes de
marquage ont été développées, comme par exemple I’'ICPL (isotope-coded protein label)
(Schmidt et al., 2005), les tags isobariques pour quantification relative et absolue (iTRAQ)
(Ross et al., 2004 ; Wiese et al., 2007) et les tags pour spectrométrie en tandem (TMT)
(Thompson et al., 2003). Cette approche présente 1’avantage de pouvoir analyser plusieurs
¢chantillons en une seule analyse, chaque échantillon étant li¢ & un tag spécifique. Une
deuxiéme stratégie utilisée est 1’incorporation d’isotopes par voie métabolique, par apport
d’acides aminés marqués avec des isotopes stables dans le milieu de culture cellulaire (méthode
SILAC) (Ong et al., 2002). Grace a la croissance cellulaire et au renouvellement des protéines,
ces acides aminés marqués sont incorporés au fur et & mesure dans toutes les protéines
cellulaires. L'un des principaux avantages de l'incorporation métabolique par rapport au
marquage chimique est que ’isotope est présent dans les cellules vivantes. Ainsi, les deux
populations cellulaires peuvent étre mélangées avant les différentes étapes de préparation
d’échantillon, excluant les sources d'erreur de quantification liées aux étapes pré-analytiques et
analytiques.

Bien que la quantification relative soit simple a mettre en ceuvre, la quantification des

transporteurs membranaires est surtout réalisée de maniére absolue.

4.2.3. La quantification absolue

La quantification absolue est la détermination de la quantité précise d’une protéine, par
exemple en ng/ml pour un biomarqueur ou en fmol/pug pour les protéines d’une cellule. Elle
repose sur la méthode AQUA (pour Absolute Quantification) qui utilise des étalons internes
synthétiques marqués isotopiquement (Gerber et al., 2003 ; Bronstrup, 2004). Cette méthode
est analogue a la technique de quantification des petites molécules en spectrométrie de masse.
Un peptide marqué par un isotope stable, chimiquement identique a son homologue natif, est
ajouté en quantité connue dans I’échantillon peptidique. La quantification se fait alors sur la
base du rapport du signal du peptide léger sur le signal du peptide lourd. La méthode de

quantification absolue est la plus répandue pour la quantification des transporteurs ABC.
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Bien que les modes DDA et DIA soient plus appropriés a la quantification relative et au
screening, ils représentent également des approches intéressantes pour étudier le protéome de
cellules in vitro. Par exemple, Olander et al. ont étudié ’expression de protéines impliquées
dans la pharmacocinétique des médicaments dans des cellules Caco-2 cultivées sur inserts en
utilisant le mode DDA (Olander et al., 2016). Ils ont réussi a quantifier de nombreuses protéines
pouvant étre impliquées dans le processus ADME des médicaments, notamment les

transporteurs SLC et ABC (Figure 62).
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Figure 62. Quantification et localisation subcellulaire des transporteurs ABC et SLC dans les cellules Caco-2
(d’aprés Olander et al., 2016)
Seuls les transporteurs ayant une concentration supérieure a 0,1 fmol/pug de protéines sont représentés.

\

Nakamura et al. ont récemment réussi a quantifier simultanément vingt-sept enzymes du
métabolisme et cinquante-quatre transporteurs dans des microsomes humains de rein, de foie

et d’intestin par une approche DIA (Nakamura et al., 2016) (Figure 63).
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Figure 63. Quantification des transporteurs ABC (A) et SLC (B) dans des microsomes hépatiques, rénaux et
intestinaux humains par une approche DIA (d’apres Nakamura et al., 2016).
HLM=microsomes hépatiques, HK M=microsomes rénaux, HIM=microsomes intestinaux

Un autre mode d’acquisition, la méthode SIM peut étre utilisée pour quantifier les
protéines. Il s’agit d’'un mode de détection dans lequel seule une plage de rapport m/z limitée
et définie est transmise puis détectée par le spectrometre, sans fragmentation du précurseur
(Gallien et al., 2012). Plus la plage de masse est étroite, plus la détection est spécifique. Lorsque
cette plage de masse est treés réduite, voire correspond au rapport m/z souhaité, on parle de
targeted-SIM (t-SIM). Cette technique est peu répandue actuellement pour la quantification des
transporteurs car elle n’est disponible que sur les spectrométres de masse a haute résolution.
Récemment, Weiss et al. ont développé une méthode de quantification des cytochromes et
transporteurs présents au niveau de tissus hépatiques associant une technique d’immunodosage

et la spectrométrie de masse en mode t-SIM. (Weiss et al., 2018) (Figure 64).
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Figure 64. Quantification des cytochromes P450 et des transporteurs a partir de tissus hépatiques (d’aprés Weiss
etal., 2018)
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Cependant, la technique de quantification absolue la plus répandue reste celle basée sur
le mode MRM. La quantification des transporteurs ABC et SLC est trés largement développée
avec cette méthode. Par exemple, Uchida et al. ont réussi a quantifier jusqu’a vingt-huit
transporteurs membranaires sur du tissu rénal murin (Uchida et al., 2016) et sur des cellules

Caco-2 a 14, 21 et 28 jours de culture sur insert (Uchida et al., 2014) (Table 7).

Table 7. Niveau d’expression de 10 transporteurs membranaires dans les cellules Caco-2 en fonction de leur
temps de culture sur insert (d’apres Uchida et al., 2014).

Classification Molecular names Protein expression level (fmol/ug protein)

2 weeks 3 weeks 4 weeks
High MDR1/ABCB1 414+ 024 415+033 5.08+0.34
expression OSTB/SLC51B 1.86 + 0.11 216+ 017 208 + 021
BCRP/ABCG2 232 + 0.15 1.79 + 0.15 1.74 + 0.14
OSTa/SLC51A 156 + 0.12 151+ 006 151+0.10

PEPT1/SLC15A1 167+ 023 148+021 155+0.17
Moderate MCT1/SLC16A1 0.707 + 0.031 0.871 + 0.029 0.838 + 0.047
expression OATP2B1/SLC21A9 0.672 + 0.087 0.771 + 0.139 0.820 + 0.149

MRP2/ABCC2 0.704 + 0.044 0.649 + 0.064 0.696 + 0.058
MRP4/ABCC4 0.390 + 0.011 0.328 + 0.023 0.367 + 0.027
Membrane  Na*[K"-ATPase 36.7 + 2.5 454427 398+ 23
marker
protein

Certaines études se sont concentrées sur la validation d’une méthode de quantification
précise d’un seul transporteur, comme MRP2 (Li et al., 2008) ou P-gp (Zhang et al., 2011) sur
les lignées cellulaires MDCK natives et transfectées, ou sur du tissu mammaire sain et
cancéreux (Yang et al., 2014). A I’inverse, d’autres études ont quantifié plusieurs transporteurs
et/ou enzymes afin d’établir un profil d’expression de ces protéines dans divers types
d’échantillons cellulaires ou tissulaires. De nombreuses études rapportent la quantification de
transporteurs et/ou récepteurs au niveau de la BHE (Gomez-Zepeda et al., 2019 ; Uchida et al.,
2011 ; Ohtsuki et al., 2013). Par exemple, Ohtsuki et al. ont utilisé la spectrométrie de masse
afin de caractériser un modele cellulaire de BHE in vitro, en quantifiant des transporteurs et des
récepteurs exprimés sur les cellules hCMEC/D3 et en les comparant a la quantité retrouvée au
niveau de la BHE in vivo (Ohtsuki et al., 2013) (Figure 65). Ils en ont conclu que le mod¢le
hCMEC/D3 possede un profil d’expression des transporteurs similaire a celui de la BHE, a
I’exception de MRP1, ce qui en fait un bon modeéle pour étudier le transport des médicaments

a travers la BHE.
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Figure 65. Comparaison de la quantité de transporteurs et récepteurs entre les cellules hCMEC/D3 et des
microvaisseaux cérébraux humains (d’apres Ohtsuki et al., 2013)

D’autres équipes se sont intéressées a la quantification des transporteurs ABC et SLC
impliqués dans I’absorption intestinale des médicaments (Groer et al., 2013) (Figure 66). Ils
ont ainsi démontré des différences d’expression en fonction de la partie de I’intestin considérée,

avec une expression globalement plus importante des transporteurs SLC au niveau de I’iléum.
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Figure 66. Quantification des transporteurs ABC et SLC dans le jéjunum et 1’iléum humains (d’aprés Groer et
al., 2013)

Des études semblables ont été conduites sur des échantillons de tissus hépatiques
humains ou des cultures primaires d’hépatocytes humains (Ohtsuki et al., 2012 ; Schaefer et al.,
2012). Dans les deux cas, les quantités de cytochromes P450 et de transporteurs ont été
déterminées a partir de la fraction microsomale et de la fraction membranaire des hépatocytes,
respectivement. Enfin, le rein étant un site d’élimination important des médicaments, plusieurs
¢tudes se sont concentrées sur la quantification des transporteurs membranaires au niveau du
cortex rénal (Prasad et al., 2016 ; Basit et al., 2019). Basit et al. ont compar¢ la quantité de dix-
neuf transporteurs ABC et SLC présents au niveau du cortex rénal chez I’homme et quatre

especes animales utilisées dans les études précliniques, dont la souris, le rat, le chien et le singe
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(Basit et al., 2019) (Figure 67). Ils ont démontré que les quantités de transporteurs peuvent
fortement varier selon I’espéce considérée, ce qui peut biaiser les études de toxicité rénale ou

de pharmacocinétique chez certaines espéces et leur extrapolation a I’homme.
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Figure 67. Quantification de six transporteurs ABC dans le cortex rénal de cinq espéces (d’apres Basit et al.,
2019)

En conclusion, ce dernier chapitre décrit les principales techniques de
quantification disponibles pour évaluer D’expression des transporteurs dans des
échantillons variés. A c6té des techniques plus anciennes, la spectrométrie de masse prend
une place de plus en plus importante dans la quantification relative mais surtout précise
des protéines et devient un outil incontournable. Elle est capable de quantifier les
transporteurs ABC dans différents types cellulaires ainsi que dans une grande variété de
tissus animaux et humains. L’ensemble de mes travaux personnels s’intéressera
particulierement aux roles de la P-gp et de BCRP dans la pharmacocinétique du

rivaroxaban, ainsi qu’aux modeles permettant de I’étudier in vitro.
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PARTIE 2 : TRAVAUX PERSONNELS
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Chapitre 1 : Etude d’interaction médicamenteuse liée aux
transporteurs ABC entre le riociguat et les anticoagulants oraux
directs

1. Contexte et objectifs de I’étude

Avec le développement récent de nouvelles thérapies ciblées (Humbert et al., 2004), les
patients atteints d’hypertension pulmonaire (HTP) peuvent maintenant recevoir simultanément
plusieurs thérapies ciblées en plus d’autres traitements, parmi lesquels on retrouve
principalement des diurétiques et des anticoagulants. L'utilisation des AOD en remplacement
des AVK est souvent discutée chez les patients atteints d’hypertension pulmonaire
thromboembolique chronique (HTP-TEC), méme si les AOD n'ont jamais été évalués dans ce
contexte, car ils possédent une variabilité pharmacocinétique moindre, une utilisation moins
contraignante et un meilleur profil de tolérance que les AVK (Gémez-Outes et al., 2015 ;
Bertoletti et al., 2017). Cependant, contrairement aux AVK, les AOD sont des substrats bien
connus des transporteurs d’efflux tels que P-gp et BCRP (Hodin et al., 2018 ; Gong et al., 2013),
qui sont particulierement impliqués dans leur absorption intestinale et leur élimination rénale
et/ou biliaire. Récemment, une IAM potentiellement significative in vivo a été mise en évidence
in vitro sur des modeles cellulaires entre les AOD et les inhibiteurs de phosphodiestérase de
type 5 (IPDES) qui sont indiqués dans le traitement de I’HTP (Margelidon-Cozzolino et al.,
2018). Cette interaction est notamment liée a I’inhibition du transport par P-gp des AOD par
les IPDES.

Actuellement, le riociguat est la seule thérapie ciblée indiquée dans le traitement de
I’HTP-TEC, et il a également été décrit comme substrat des transporteurs P-gp et BCRP dans
des modeles in vitro et des études pharmacocinétiques cliniques (Rickert et al., 2014 ; Becker
et al., 2016). A ce jour, aucune étude n’a évalué le risque d’IAM entre les AOD et le riociguat,
que ce soit in vitro ou in vivo. L'inhibition de P-gp et/ou BCRP par le riociguat pourrait mener
a une exposition accrue aux AOD entrainant un risque excessif de saignement, particuli¢rement
avec l'apixaban et le rivaroxaban (actuellement les AOD les plus fréquemment prescrits (Loo
et al., 2017)) dont la pharmacocinétique peut étre fortement modifiée par l'inhibition de leur

transport (Frost et al., 2015 ; Brings et al., 2019).
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Cette étude avait donc pour objectifs d’évaluer in vitro la prise en charge du riociguat
par deux transporteurs ABC, P-gp et BCRP, puis d’évaluer une potentielle IAM par inhibition
de P’efflux de deux AOD, I’apixaban et le rivaroxaban, par le riociguat sur des modéeles

cellulaires MDCK transfectés.

2. Meéthodes

Les modeles cellulaires transfectés MDCK-MDR1 et MDCK-BCRP ont été cultivés sur
inserts pendant cinq jours. La TEER a ét¢ mesurée pour vérifier ’intégrité de la barriere
cellulaire avant la réalisation d’études de perméabilités bidirectionnelles. La prise en charge du
riociguat par les transporteurs ABC a été évaluée par des études de transport bidirectionnel sur
des mod¢les transfectés MDCK-MDRI1 et MDCK-BCRP. Ces études ont permis de déterminer
le Km apparent du riociguat sur ces modeles. Ensuite, le potentiel inhibiteur du riociguat sur
I’efflux de I’apixaban et du rivaroxaban a été évalué. Pour cela, les concentrations inhibitrices
médianes (IC50) du riociguat ont été déterminées sur chaque modele cellulaire pour les deux
AOD. Enfin, les pourcentages d’inhibition de I’efflux des AOD ont été calculés pour chaque

condition.

3. Résultats
3.1. Evaluation de la prise en charge du riociguat par P-gp et BCRP

Le premier objectif était d’évaluer le role des transporteurs P-gp et BCRP dans la prise
en charge du riociguat, dans des modéeles MDCK exprimant le transporteur humain d’intérét.
Des concentrations de riociguat allant de 0,5 a 100 uM ont été testées. Les valeurs d’efflux du
riociguat sur les cellules MDCK-MDRI1 variaient entre 12,7 et 35,3, confirmant que le riociguat
est un substrat de P-gp (Figure 68A). Sur les cellules MDCK-BCRP, les valeurs d’efflux du
riociguat variaient entre 13,6 et 55, ce qui confirme que le riociguat est également un substrat
de BCRP (Figure 68B). Les ratios d’efflux obtenus ont été modélisés pour comparer les
caractéristiques du transport du riociguat par P-gp et BCRP. La valeur du Km apparent était
environ dix-sept fois plus faible sur le modele MDCK-MDRI1 (3,3 uM) (Figure 68A) que sur
le modele MDCK-BCRP (56,9 uM) (Figure 68B), suggérant une plus grande affinit¢ du

riociguat pour la P-gp.
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Figure 68. Km apparent du riociguat sur le modele MDCK-MDRI1 (A) et MDCK-BCRP (B).
3.2. Inhibition de I’efflux de I’apixaban et du rivaroxaban par le riociguat

Les ratios d’efflux du rivaroxaban et de 'apixaban en 1'absence de riociguat étaient
respectivement de 22,8 et 28,4 sur les cellules MDCK-MDRI (figures 69A et 69B), et de 8 et
22,7 dans les cellules MDCK-BCRP (figures 69C et 69D), confirmant une prise en charge par

P-gp et BCRP pour les deux AOD.

Dans I'ensemble, I’efflux de I'apixaban et du rivaroxaban n'a pas ét¢ affecté par 1'ajout
de riociguat a une concentration croissante jusqu'a 100 pM sur les cellules MDCK-MDR1
(figures 69A et 69B). Toutefois, cette observation doit étre nuancée dans le cas du rivaroxaban
dont I’efflux semble commencer a diminuer a une concentration élevée de riociguat (100 uM)
(figure 69A). En revanche, I’efflux de l'apixaban et du rivaroxaban sur les cellules MDCK-

BCRP a été significativement diminué¢ par l'augmentation des concentrations de riociguat

(figures 69C et 69D), particulierement a partir de 50 pM.
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Figure 69. Détermination des IC50 du riociguat sur le modéle MDCK-MDRI1 (A et B) et MDCK-BCRP (C et
D) pour le rivaroxaban (A et C) et I’apixaban (B et D).

La valeur d’IC50 la plus faible a été obtenue avec le rivaroxaban sur les deux modeles MDCK-
MDRI1 et MDCK-BCRP (113,4 uM et 46,5 uM pour le rivaroxaban contre 215,2 pM et 114,4
uM pour I’apixaban, respectivement). Pour évaluer la pertinence clinique de 1’inhibition de
I’efflux de I’apixaban et du rivaroxaban, les rapport [Izu]/IC50 ont été calculés. Les valeurs
obtenues pour 1’apixaban et le rivaroxaban étaient de 0,11 et 0,21 sur le modéle MDCK-MDR1
et 0,21 et 0,51 sur le modele MDCK-BCRP, respectivement.

L'absence d'effet du riociguat sur I’efflux de I’apixaban par P-gp a été confirmée par le
calcul des pourcentages d'inhibition obtenus avec le riociguat. L’efflux du rivaroxaban par P-
gp n'a pas été affecté par le riociguat a des concentrations allant jusqu'a 50 uM, mais une faible
inhibition (21 %) semble avoir été¢ induite par 100 uM de riociguat (figure 70). L'inhibition de
I’efflux de l'apixaban et du rivaroxaban par BCRP a augmenté considérablement avec
l'augmentation des concentrations de riociguat, atteignant environ 36 % et 77 % pour ’apixaban

et le rivaroxaban respectivement.
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Figure 70. Pourcentage d’inhibition de I’efflux du rivaroxaban et de 1’apixaban par le riociguat sur les modeles
MDCK-MDRI1 et MDCK-BCRP.

En conclusion, ce travail présente la premiere étude d’interaction médicamenteuse
entre le riociguat et deux AOD, liée aux transporteurs ABC P-gp et BCRP, sur deux
modéles cellulaires MDCK transfectés. Les études de perméabilité bidirectionnelle ont
confirmé que le riociguat est un substrat de P-gp et de BCRP. Un risque d’interaction
semble exister entre le riociguat et les AOD inhibiteurs du facteur Xa pour des
concentrations élevées de riociguat, bien que les valeurs des IC50 et des rapports
[Igue]/IC50 ne suggérent pas d’interaction cliniquement significative. Cependant, il faut
garder a I’esprit que les patients atteints d’hypertension pulmonaire présentent plusieurs
facteurs de risque de bioaccumulation pouvant augmenter le risque de survenue d’une
interaction. De plus, cette étude a été réalisée sur des modeles MDCK transfectés dont les
caractéristiques phénotypiques et D’expression des transporteurs différent

comparativement aux autres modeles cellulaires tels que les Caco-2.
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ABSTRACT

As an alternative to vitamin K antagonists (VKAs), direct oral anticoagulants
(DOACs) are increasingly prescribed in combination with riociguat in the treat-
ment of chronic thromboembolic pulmonary hypertension (CTEPH). Pharmacoki-
netics of riociguat and DOACs are influenced by efflux transporters, such as P-
glycoprotein (P-gp) and Breast Cancer Resistance Protein (BCRP). This work aimed
to assess P-gp and BCRP-mediated drug-drug interactions of riociguat with DOACs
using in vitro models. Bidirectional permeabilities of apixaban and rivaroxaban
were investigated across MDCK-MDR1 and MDCK-BCRP models, in the absence
and in the presence of increasing concentrations of riociguat (0.5-100 pwm). Calcu-
lated efflux ratios were subsequently used to determine riociguat inhibition per-
centages and half maximal inhibitory concentration (IC50). P-gp—mediated efflux
of apixaban and rivaroxaban was inhibited by 8% and 21%, respectively, in the
presence of 100 uwm riociguat. BCRP-mediated transport of apixaban and rivaroxa-
ban was inhibited by 36% and 77%, respectively. IC50s of riociguat on MDCK-
MDR1 and MDCK-BCRP models were higher than 100 uwm for apixaban and higher
than 100 pm and 46.5 pum for rivaroxaban, respectively. This work showed an
in vitro inhibition of BCRP-mediated DOACs transport by riociguat. In vivo studies
may be required to determine the clinical relevance of these transporter-mediated
interactions.

INTRODUCTION

anticoagulants) [1]. Numerous DDIs have been
reported during coadministration of several targeted

Drug-drug interactions (DDIs) in patients with pul-
monary hypertension (PH) are a challenging issue [1].
With the recent development of novel therapies target-
ing three pathophysiological pathways involved in PH
(NO, endothelin, and prostaglandin pathways) [2],
patients can now receive concomitantly several tar-
geted therapies, added to treatments considered as
“supportive  therapy”  (mainly  diuretics and

© 2019 Société Francaise de Pharmacologie et de Thérapeutique
Fundamental & Clinical Pharmacology

therapies and/or their combination with other related
treatments given to PH patients [3-7].

Anticoagulant therapy is considered as a cornerstone
of the treatment of chronic thromboembolic pulmonary
hypertension (CTEPH) [1], a particular type of PH in
which thrombosis and venous thromboembolic disease
(VTE) play a central role [8]. DDIs concerning anticoag-
ulants with targeted therapies are currently a burning

111



topic, especially since the rise of a new generation of
oral anticoagulants, direct oral anticoagulants (DOACs)
[9,10]. DOACs are direct specific activated factor X (ri-
varoxaban, apixaban, edoxaban) and thrombin (dabiga-
tran) inhibitors [11], which are characterized by a lower
pharmacokinetic variability, a less constraining use (no
need for biological monitoring of anticoagulant effect),
and a better safety profile than vitamin K antagonists
(VKAs) [11-13]. Due to all these advantages, the use of
DOACs instead of VKAs is often discussed in patients
with CTEPH [9,14,15], even though DOACs have never
been assessed in the context of CTEPH. This is a major
concern, as DOAC-associated bleeding risk is related to
bioaccumulation risk factors, such as low weight, renal
or hepatic impairment and DDIs, which are found in
one in two patients with PH [16].

DOACs are well-known substrates of efflux trans-
porters, such as P-glycoprotein (P-gp) and Breast Can-
cer Resistance Protein (BCRP) [17-19], which are
particularly involved in their intestinal absorption and
their elimination. Significant in vivo pharmacokinetic
DDIs have been reported when cytochromes P450
(CYP), particularly CYP3A4, and efflux transporters
were inhibited by other drugs (such as verapamil, keto-
conazole, or ritonavir), leading to an increased expo-
These DDIs have exposed patients to
bioaccumulation risk leading to a higher bleeding risk
[13,20]. P-gp—mediated DDIs of DOACs with targeted
therapies used in PH treatment has recently been high-
lighted with Type-5 phosphodiesterase inhibitors (in-
volved in NO pathway), in an in vitro model of drug
transport [21].

Riociguat is currently the only targeted therapy which
has been approved in the field of CTEPH treatment [1].
Riociguat is a stimulator of soluble guanylate cyclase,
belonging to the family of drugs acting on NO pathway,
which allows to improve vasoreactivity and to decrease
vascular remodeling in CTEPH patients [22,23]. This
drug has already been characterized as a P-gp and BCRP
substrate in vitro models and clinical pharmacokinetic
studies [5,24,25], but never tested with DOACs. As pre-
viously described for other drugs [26], inhibition of P-gp
and/or BCRP by riociguat in patients with CTEPH
receiving DOACs could lead to increased exposure lead-
ing to an excessive bleeding risk. Among DOACs, these
issues represent a particular concern for apixaban and
rivaroxaban, as it has been shown that their pharma-
cokinetics can be highly altered by drug transport inhi-
bition [17], and as they are currently the most
frequently prescribed DOACs [27].

sure.
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To our knowledge, the risk of efflux transporter-
mediated DDIs for DOACs with riociguat has never
been assessed in vitro. The aim of this work was to
assess the potential transporter-mediated DDIs of rio-
ciguat with apixaban and rivaroxaban (the two most
frequently prescribed DOACs) with different efflux trans-
port profiles [17]. First, the involvement of P-gp and
BCRP in riociguat transport was assessed. In a second
part, the inhibitory properties of riociguat on apixaban
and rivaroxaban efflux transport were compared.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

Apixaban, [*H,'’CJ-apixaban, rivaroxaban, ['*Cq]-ri-
varoxaban, and riociguat were purchased from Alsa-
chim (Ilkirch, France). Verapamil, Ko143, dimethyl
sulfoxide (DMSO), formic acid, Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) high glucose, Hank’s balanced
salt solution (HBSS), HEPES solution, fetal bovine
serum (FBS), trypsin-EDTA, nonessential amino acids
(NEAA), penicillin G, amphotericin B, and streptomycin
were purchased from Sigma Aldrich (Saint-Quentin-
Fallavier, France). Water and acetonitrile were pur-
chased from Carlo Erba Reagents (Milan, Italy). All sol-
vents were LC-MS grade.

Cell culture

Madin-Darby Canine Kidney (MDCK)-MDR1 and
MDCK-BCRP cells were a generous gift from Dr Piet
Borst (Netherland’s Cancer Institute, Netherlands). Cells
were routinely cultured in DMEM high-glucose supple-
mented with 10% FBS, 1% NEAA, 100 U/mL penicillin
G, 250 ng/mL amphotericin B, and 100 pg/mL strep-
tomycin at 37 °C and 5% CO,. Culture medium was
changed every 2 days. Once 80% confluence was
reached in flasks, cells were seeded onto porous culture
inserts for drug transport studies.

MDCK-MDR1 were seeded at a density of
125 000 cells/insert on Falcon® translucent PET
inserts (high density, pore size 0.4 pum, surface area
0.3 cm?) while MDCK-BCRP was seeded at a density of
250 000 cells/insert on BRAND® translucent PET
inserts (high density, pore size 0.4 um, surface area
0.6 cm?). Cells were cultured in inserts for 5 days with
a daily medium replacement until confluence. To moni-
tor cell monolayer confluence, transepithelial electrical
resistance (TEER) was evaluated using an EVOM resis-
tance meter coupled with STX 2 electrodes (World Pre-
cision Instruments, Sarasota, USA). TEER was
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calculated according to the following equation:

TEER = (Ri — Rb) x § (1)

where Ri is the resistance in the insert, Rb is the resis-
tance in the blank insert (without cells), and S is the
area of the cell monolayer. Transport studies were only
performed on inserts with a TEER > 35 Q cm?2

Drug transport studies

Bidirectional drug transport studies were performed
across MDCK-MDR1 or MDCK-BCRP cell monolayer
cultured on a porous membrane separating an apical
and a basal compartment. Tested drugs were spiked in
the donor compartment (either apical or basolateral)
and quantified in the receiver compartment following a
2-h incubation. Apical-to-basolateral apparent perme-
ability (P,p,, A—B) and basolateral-to-apical apparent
permeability (P,,, B—A) were then computed accord-
ing to the following equation:

where V is the volume of the receiver compartment,
[Ci] is the initial concentration of the compound, § is
the area of the cell monolayer, [Cf] is the final concen-
tration of the compound in the receiver compartment,
and t is the incubation time. Each condition was

assessed in triplicate.

To investigate the active efflux of tested drugs by
ABC transporters P-gp or BCRP, efflux ratios (ER) were
computed according to the following equation:

B Papp(B — A)

FR=——"7——=
Papp(A — B)

((3)

The assays were conducted in HBSS transport buffer
supplemented with 10 mM HEPES. Apical and basolat-
eral compartment volumes were 0.7 and 0.8 mL for
MDCK-MDR1 and 0.5 and 1 mL for MDCK-BCRP mod-
els, respectively. The assay plates were then incubated
for 2 h at 37 °C. Following incubation, the amount of
drug permeating through the model in both directions
was quantified by liquid chromatography-mass spec-
trometry (LC-MS).

Transport of riociguat

We initially investigated the involvement of P-gp and
BCRP in the transport of riociguat with bidirectional
drug transport studies through MDCK-MDR1 and
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MDCK-BCRP models, respectively. The transport of
riociguat was assessed over a range of six concentra-
tions from 0.5 to 100 pm to determine apparent
Michaelis-Menten constants (Km,,). Efflux ratios were
calculated for each concentration according to Equa-
tion 3. The Km,,, of riociguat on MDCK-MDR1 and
MDCK-BCRP models was calculated by fitting a maxi-
mum effect model to the plots of efflux ratio vs. riociguat
concentration, according to the following formula.

ER = ((4))
h
C+ Kmy

ER 0y X C”]

where ER . is the maximal effect, C is the concentra-
tion of riociguat, h is the hill coefficient of the sigmoid
model.

Drug—drug interaction studies

MDCK-MDR1 and MDCK-BCRP cell lines are both refer-
ence models for the in vitro investigation of P-gp and
BCRP-related DDIs, respectively [28]. We investigated
the riociguat as a potential inhibitor of rivaroxaban
and apixaban efflux, two known substrates of P-gp
and/or BCRP. Drug transport studies therefore con-
sisted in studying the bidirectional permeability and
the subsequent efflux of apixaban and rivaroxaban in
the presence of an increasing range of riociguat (0,
0.5, 1, 5, 10, 50, and 100 pm). Verapamil (100 pm)
and Ko143 (10 um) were used as positive control inhi-
bitors of P-gp and BCRP, respectively. Inhibitory prop-
erties of riociguat on DOACs efflux were assessed as
previously described [21]. Inhibition percentage was
calculated according to the formula:

ER; - 1
ER, — 1

% inhibition = (1 — > x 100 ((5))

where ER; is the efflux ratio obtained with riociguat, ER,
is the efflux ratio obtained without riociguat. The IC50
was determined from unweighted nonlinear least squares
regression modeling of efflux ratio with the nls() function
in R software, according to the following equation:

(IO - Imax)

1+ (%) '

where [I] is the riociguat concentration, h is the hill
coefficient of the sigmoid model, I, is the initial effect

ER = Lnax + ((6))
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without riociguat, and I, is the maximal effect of the
model. When I,,,, could not be estimated, it was fixed
at the value of the maximal inhibition observed with
specific and potent P-gp and BCRP inhibitors, vera-
pamil, and kol43, respectively. The [I4.]/ICs ratio
was calculated from the following formula according to
FDA recommendations [28]:

lga| D 1

1C50 250 < 1C50 (7)

where [Iy,] represents the expected riociguat in vivo
concentration at apical side of enterocytes, D the maxi-
mal oral riociguat dose given in once, and 250 mL the
mean intestinal fluid volume.

Liquid chromatography-Mass spectrometry
analysis

Quantification of apixaban (m/z 460.19793), rivaroxa-
ban (m/z 436.07285), and riociguat (m/z 423.16878)
was performed using an Ultimate U3000 liquid chro-
matography system (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) cou-
pled with a Q-Exactive Plus mass spectrometer
(ThermoFisher, Bremen, Germany).

LC separations were achieved using an Hypersil
Gold C18 (3 um, 50 x 2.1 mm) analytical column
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) at a
flow rate of 0.6 mL/min. The mobile phase A was
water with 0.1% formic acid (FA), and the mobile
phase B was acetonitrile with 0.1% FA. For rivaroxa-
ban, the gradient was: 0-0.3 min, 10%B; 0.3—1 min,
linear from 10% to 70%B; 1-1.5 min, 70%B;
1.51 min return to starting conditions until 3 min.
For apixaban, the gradient was: 0-0.3 min, 10%B;
0.3-0.7 min, linear from 10% to 90%B; 0.7-1.5,
90%B; 1.51 min return to starting conditions until
3 min. For riociguat, the gradient was: 0-0.3 min,
5%B; 0.3-2 min, linear from 5% to 90%B; 2-
2.5 min, 90%B; 2.6 min return to starting conditions
until 4 min.

Detection was performed in electrospray positive-Par-
allel reaction monitoring (PRM) mode, at a resolution
of 35 000 (at m/z 200). The internal standards (IS)
were ['3C, *H,]-apixaban (m/z 468.2452) for apixaban
and ["Cg]-rivaroxaban (m/z 442.09297) for rivaroxa-
ban and riociguat. For each drug and their respective
IS, a target ion (for quantification) and a confirming
ion were monitored. For rivaroxaban and its IS, target
ion was m/z 144.95125 and confirming ions were m/z
231.11280 and m/z 237.13298, respectively. For apix-
aban and its IS, target ion was m/z 199.08656 and
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confirming ions were m/z 282.12387 and m/z
241.06062, respectively. For riociguat, target ion was
m/z 109.04510 and confirming ion was m/z
391.14218.

Data analysis

LC-MS/MS data were collected and processed using
TraceFinder Clinical 4.1 software (Thermofisher Scien-
tific). The peak area ratios of the drugs and their
respective IS were used in the permeability calculation.
R software was used for statistical analysis and graphic
outputs (R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria, URL https://www.R-project.org/).
Data are expressed as the mean + standard deviation.

RESULTS

Assessment of riociguat transport by P-gp and
BCRP

Bidirectional permeabilities of riociguat across MDCK-
MDR1 and MDCK-BCRP cells are summarized in
Table 1. Efflux ratios of riociguat across MDCK-MDR 1
cells range between 12.7 and 35.3, confirming that
riociguat is a P-gp substrate. Efflux ratios of riociguat
across MDCK-BCRP cells range between 13.6 and 55,
confirming that riociguat is also a BCRP substrate.
Efflux ratios have been modelized to compare charac-
teristics of riociguat transport by P-gp and BCRP (Fig-
ure 1). Km,,, of riociguat was lower with MDCK-
MDR1 cells (3.33 pm, standard error (SE) = 5.11) than
with MDCK-BCRP cells (15.8 pm, SE = 8.6).

Drug transport assay of rivaroxaban and
apixaban with riociguat

Bidirectional transport assays were performed to study
the transport of two DOACs, rivaroxaban and apixa-
ban, incubated at apical or basolateral side of the cell
monolayer at a constant concentration of 10 p, in
the presence of increasing concentrations (0-100 pm)
of riociguat. Permeabilities values of apixaban and
rivaroxaban across MDCK-MDR1 and MDCK-BCRP
cells are summarized in Tables II and III, respectively.

Efflux ratios of apixaban and rivaroxaban across
MDCK-MDR1 and MDCK-BCRP cells

Efflux ratios of rivaroxaban and apixaban in the
absence of riociguat were 28.4 and 22.8 across
MDCK-MDR1 cells, confirming the existence of a P-
gp—mediated efflux for both of these drugs (Figure 2a
and b). Efflux ratios of rivaroxaban and apixaban in
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Table I Riociguat permeabilities across MDCK-MDR1 and MDCK-BCRP cells.

Cell line Concentration (jum) Papp A-B (1076 cm/s) Papp B-A (107 cm/s)
MDCK-MDR1 0.5 3.30 £ 0.15 52.39 £ 6.16
MDCK-MDR1 1 1.59 £+ 0.09 56.24 + 1.48
MDCK-MDR1 5 3.72 £ 0.71 78.78 + 4.03
MDCK-MDR1 10 3.33 £ 0.01 55.93 + 3.39
MDCK-MDR1 50 3.48 +£0.10 66.18 + 2.51
MDCK-MDR1 100 4.29 + 0.35 54,59 + 2.02
MDCK-BCRP 0.5 0.58 + 0.04 31.76 + 3.67
MDCK-BCRP 1 0.74 £ 0.13 39.48 + 1.33
MDCK-BCRP 5 1.03 £ 0.17 39.41 £ 0.72
MDCK-BCRP 10 1.16 £ 0.10 47.64 + 1.50
MDCK-BCRP 50 1.65 £+ 0.27 29.77 £ 5.73
MDCK-BCRP 100 1.61 +£ 0.36 2192 +2.77

Each data are presented with the mean value + standard deviation. Bidirectional permeabilities (apical-to-basolateral: Py, a-.g, basolateral-to-apical: Ppp g-

A expressed in cm/s, n = 3 for both) of riociguat are presented with increasing concentrations (0.5, 1, 5, 10, 50, 100 pm).

(a) Riociguat - MDCK-MDR1
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Figure 1 Km,,, and efflux ratios at 0.5, 1, 5, 10, 50, and 100 pum of riociguat across MDCK-MDR1 (a) and MDCK-BCRP (b) cell
monolayers after 2 h incubation. Experimental data (n = 3) are represented with a dot and its standard deviation.

the absence of riociguat were 22.7 and 8 across
MDCK-BCRP cells, confirming the existence of a
BCRP-mediated efflux for both of these drugs (Fig-
ure 2¢ and d).

Overall, bidirectional permeabilities and efflux ratios
of apixaban and rivaroxaban were not affected by
the addition of riociguat at increasing concentration
until 100 um across MDCK-MDR1 cells (Figure 2a
and b). However, this observation must be nuanced

for rivaroxaban efflux which seems to start to

© 2019 Société Francaise de Pharmacologie et de Thérapeutique
Fundamental & Clinical Pharmacology

decrease at high concentration of riociguat (100 p)
(Figure 2a).

Bidirectional permeabilities values of apixaban and
rivaroxaban across MDCK-BCRP cells were significantly
modified by increasing concentrations of riociguat
(Table III). From 50 pm riociguat, apical-to-basolateral
permeabilities started to decrease when basolateral-to-
apical permeabilities started to increase, resulting in
decreased efflux ratios for both rivaroxaban and apixa-
ban (Figure 2c¢ and d).
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Table II Apixaban and rivaroxaban permeabilities across MDCK-MDR1 cells.

Substrate Riociguat concentration (um) Papp A-B (1078 cmis) Papp B-A (1078 cmis)
Apixaban - 1.85 + 0.23 52.51 £2.77
Apixaban 0.5 1.77 £ 0.33 52.74 £ 11.23
Apixaban 1 2.28 £ 0.49 64.83 £+ 5.26
Apixaban 5 2.80 £0.18 75.05 + 7.73
Apixaban 10 2.52 + 0.27 72.54 +2.31
Apixaban 50 232 +£0.34 65.24 + 10.62
Apixaban 100 1.95 +£ 0.20 50.98 £ 6.07
Rivaroxaban - 3.11 £ 043 70.82 + 3.71
Rivaroxaban 0.5 3.52 £ 0.24 53.78 £ 5.14
Rivaroxaban 1 3.30 £ 0.10 74.46 + 4.03
Rivaroxaban 5 2.63 £0.19 61.31 +2.87
Rivaroxaban 10 2.86 + 0.27 64.34 + 2.84
Rivaroxaban 50 2.14 £ 0.13 48.80 + 0.87
Rivaroxaban 100 2.40 £ 0.03 43.87 £+ 3.02

Each data are presented with the mean value £ standard deviation. For each DOAC, bidirectional permeabilities (apical-to-basolateral: P,y, 4.5, basolateral-

to-apical: P.gp -4, expressed in cm/s, n = 3 for both) are presented without riociguat (DOAC concentration = 10 uwv) and with increasing riociguat concen-

trations (0.5, 1, 5, 10, 50, 100 pm).

Table III Apixaban and rivaroxaban permeabilities across MDCK-BCRP cells

Substrate Riociguat concentration (um) Papp A-B (1078 cm/s) Papp B-A (107® cm/s)
Apixaban - 0.57 £ 0.47 17.34 £0.73
Apixaban 0.5 0.63 + 0.03 16.29 + 0.46
Apixaban 1 0.76 £+ 0.01 18.27 £ 0.29
Apixaban 5 0.74 £+ 0.02 18.25 £ 4.50
Apixaban 10 0.70 £ 0.05 16.97 £ 1.36
Apixaban 50 0.75 £ 0.06 16.48 + 1.88
Apixaban 100 0.92 £+ 0.06 13.66 + 3.24
Rivaroxaban - 3.11 £ 0.27 25.01 £ 4.53
Rivaroxaban 0.5 2.82 £ 0.09 28.88 +£1.53
Rivaroxaban 1 291 +£0.34 30.32 £ 0.08
Rivaroxaban 5 3.19 £ 0.18 29.59 + 1.33
Rivaroxaban 10 3.21 £0.07 27.42 £ 0.62
Rivaroxaban 50 3.25 £ 0.25 16.66 + 1.73
Rivaroxaban 100 4.26 + 0.08 11.28 £ 1.51

Each data are presented with the mean value + standard deviation. For each DOAC, bidirectional permeabilities (apical-to-basolateral: P,pp a-e, basolateral-
to-apical: Papp g.a, €xpressed in cm/s, n = 3 for both) are presented without riociguat (DOAC concentration = 10 um) and with increasing riociguat concen-

trations (0.5, 1, 5, 10, 50, 100 pm).

Maximal inhibition assessment

The absence of effect of riociguat on P-gp-mediated
apixaban efflux was confirmed with calculation of inhi-
bition percentages obtained with riociguat. The P-gp—
mediated rivaroxaban efflux was not affected by rio-
ciguat for concentrations up to 50 um; however, some
inhibition (21%) appeared to be induced from 100 pm
of riociguat (Figure 3). Inhibition of BCRP-mediated
apixaban and rivaroxaban efflux dramatically increased

with increasing concentrations of riociguat, reaching
around 36% and 77%, respectively (Figure 3).

IC50 and /,,,+/1C50 ratios

Modeling of efflux ratios were performed for IC50 deter-
minations for rivaroxaban and apixaban P-gp-medi-
ated transport (Figure 2a and b) and BCRP-mediated
transport (Figure 2¢ and d). The lowest IC50 was
obtained for rivaroxaban across the MDCK-BCRP cell
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Figure 2 Efflux ratios of rivaroxaban (10 pm) and apixaban (10 pm) across MDCK-MDR1 (a and b) and MDCK-BCRP cells (¢ and d),
without and with increasing riociguat concentrations (0.5, 1, 5, 10, 50, 100 pwm) after 2 h incubation. Experimental data (n = 3) are
represented with a dot and its standard deviation. The lines represent the corresponding sigmoid models obtained with a nonlinear
regression algorithm. IC50 determined from these models are shown for each model.

model (46.5 pm (SE = 12.7) vs. higher than 100 pm of 0.51 for rivaroxaban and less than 0.24 for apixa-
for other conditions). In order to assess clinical rele- ban.

vance of the inhibition of apixaban and rivaroxaban

transporter-mediated efflux, [I,]/IC50 ratios were cal-

culated. The values obtained across MDCK-MDR1 cells DISCUSSION

were less than 0.24 for both apixaban and rivaroxa-  DOACs are increasingly replacing VKAs in CTEPH
ban, whereas the values across MDCK-BCRP cells were patients, due to their simplicity of use and a lower
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Figure 3 Inhibitory effect of riociguat (expressed in inhibition %)
on rivaroxaban and apixaban efflux after 2 h incubation. Each
DOAC/cell model combination is represented according to the
legend on the figure. All values are normalized to the DOAC
efflux ratio at 10 pum without riociguat.

bleeding risk. Although CTEPH is not an approved
label for DOACs, some patients may already receive
DOACs in other approved labels, such as acute VTE
and AF [29,30]. DOACs are efflux transporter sub-
strates [17,18,31] and it has been previously reported
that riociguat, the only approved targeted therapy in
CTEPH treatment, is also a P-gp and BCRP substrate
[5,25]. However, only limited information demonstrat-
ing the involvement of efflux transporters in the phar-
macokinetics of riociguat is available in vitro [24]. To
the best of our knowledge, this work is the first to pro-
vide data on P-gp and BCRP-mediated DDIs of riociguat
with DOACs.

Our main results confirm that riociguat is a P-gp
and BCRP substrate. We found that riociguat inhibits
BCRP more strongly than P-gp. At the maximal con-
centration of riociguat (100 pwm), inhibition of efflux
transport by P-gp and BCRP was maximal and higher
with rivaroxaban (21% and 77%, respectively) than
apixaban (8% and 36%, respectively). Riociguat inhibi-
tion of BCRP-mediated DOACs transport was more
powerful for rivaroxaban (IC50 values of 46.5 um
(SE =12.7) and higher than 100 um for rivaroxaban
and apixaban, respectively).

E. Jacqueroux et al.

First, our study confirmed that riociguat is a
substrate of P-gp and BCRP in vitro. The results of
transport assays and the determination of Km,,, sug-
gest a concentration-dependent efflux of riociguat by
P-gp and BCRP at concentrations ranging from 0.5 to
100 um. Riociguat concentrations higher than 100 pm
were not tested due to limited solubility. The involve-
ment of efflux transporters in riociguat disposition has
already been described [5,24,25]. Rickert et al. per-
formed growth inhibition assays in different cell lines
(such as native MDCKs, transfected-MDCKs, and
L-MDR1) to assess the involvement of P-gp and BCRP
in riociguat transport. They demonstrated that rio-
ciguat is transported by P-gp, but they found no differ-
ence in sensitivity between MDCKs and MDCK-BCRP,
suggesting that riociguat is not a substrate of BCRP
in vitro. The differences between Rickert’s results and
ours can be explained by the use of cell monolayers
grown on semi-porous filters to determine bidirectional
permeabilities while Rickert et al. used growth inhibi-
tion assays and the intracellular accumulation of fluo-
rescent substrates.

Then, we highlighted a potential transporter-medi-
ated DDI between riociguat and DOACs. To our knowl-
edge, this drug combination has never been assessed
either in vitro or in vivo. Some of in vivo studies have
focused on potential DDIs between riociguat and other
medications [5,32,33]. In particular, Becker et al. [5]
have described an increase in riociguat mean C.. by
approximately 46% and mean AUCy_.. by 150%
when combined with a P-gp inhibitor (such as keto-
conazole) in healthy volunteers. These results are con-
sistent with our in vitro results and confirm a possible
transporter-mediated DDI. DOACs are well-known P-gp
and BCRP substrates and transporter-mediated DDIs
with several drug classes have been reported
[21,34,35]. Among the DOACs, we decided to study
two activated factor X inhibitors, apixaban and
rivaroxaban, because they have different efflux trans-
port profiles. Hodin et al. have demonstrated that BCRP
is the main transporter involved in apixaban efflux
whereas both P-gp and BCRP play an equivalent role
in rivaroxaban efflux. The lowest Km,,, value of rio-
ciguat was obtained with the MDCK-MDR1 model, sug-
gesting a higher affinity for P-gp than BCRP. Despite
this, inhibition percentages of DOACs efflux surprisingly
suggest that riociguat is not a P-gp inhibitor and is a
moderate BCRP inhibitor while a previous in vitro
study showed that riociguat is a moderate P-gp and
BCRP inhibitor [24]. At the maximal concentration of
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riociguat (100 pm), maximal inhibition was higher for
rivaroxaban than apixaban in both MDCK-MDR1 and
MDCK-BCRP transfected cell models. This suggests a
more likely DDI of riociguat with rivaroxaban than
with apixaban. The data of this study did not allow an
accurate estimation of the IC50s, but this does not
affect the findings on clinical implications. The rela-
tively high IC50 values and [I,,]/IC50 ratios (a vali-
dated negative predictor to detect a potential clinically
relevant DDI [36]) inferior to 10 suggest a low proba-
bility of clinically relevant in vivo DDIs, in the absence
of other risk factor of bioaccumulation.

Our study has some limitations. Although trans-
fected-MDCK cell models are FDA-validated systems for
the study of drug transport and transporter-mediated
DDIs, they remain in vitro models and they do not
exempt from performing in vivo studies to validate or
invalidate our in vitro results. Indeed, our study only
focused on the effect of riociguat on P-gp and BCRP-me-
diated transport of DOACs, whereas in vivo comprehen-
sive drug transport is more complex with a potential
involvement of other drug transporters. We did not
assess the potential metabolism-mediated DDIs. How-
ever, riociguat and its main metabolite and DOACs are
also known to be substrates of cytochromes P450 (CYP)
[5,13,25]. Furthermore, the main metabolite of rio-
ciguat, which is pharmacologically active, seems to be a
P-gp and BCRP substrate [25]. Further information on a
potential interaction of this metabolite on DOACs trans-
port may be interesting. Additional in vitro data on
potential metabolism-mediated DDIs between riociguat
and DOACs are needed to perform an integrated predic-
tion of the in vivo effects of riociguat on DOACs pharma-
cokinetics. Moreover, [Iy,]/IC50 ratio is a validated
predictor to detect a potential clinically relevant DDI for
orally administrated drugs, according to FDA recom-
mendations [28] (values inferior to 10 indicate a low
probability of in vivo DDIs [36]). However, this is a sim-
plified method and other approaches can be used to
make such predictions, like integrative PBPK models,
even though the predictive performance of PBPK model-
ing for transporter-based DDIs has not been established
[37]. This is particularly true as phenomena that occur
in vivo like protein binding are not considered in this
model (whereas in vivo riociguat showed a high plasma
protein binding, at approximately 95%) [25]. We did
not make any assumptions regarding the type of inter-
action. For that, several DOAC concentrations should
have been tested. In competitive inhibition, the IC50
estimation depends on the substrate concentration. The
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main risk is to not be able to estimate IC50 using a too
high substrate concentration. However, other strong
inhibitor of P-gp and BCRP induced strong effect at these
substrate concentrations [21]. Moreover, substrate con-
centrations were close to the Km of each drugs, there is
a little evidence to miss the existence of competitive inhi-
bition. In the case of noncompetitive inhibition, the
IC50 is not or slightly influenced by the substrate con-
centration. For these reasons, the clinical implications of
this study are not affected by the type of inhibition.

CONCLUSION

In conclusion, our in vitro study is the first to assess
potential transporter-mediated DDIs of riociguat with
DOACs. We confirmed that riociguat is a P-gp and
BCRP substrate and also a moderate inhibitor of BCRP
transporter. A risk of DDIs seems to exist between rio-
ciguat and activated factor X inhibitors, but it is unli-
kely that a clinically significant DDI will occur in vivo
considering the IC50 and [I,,J/IC50 values. However,
PH patients may present several bioaccumulation risk
factors. So, if the use of a DOAC is required, it seems
preferable to choose apixaban rather than rivaroxaban
due to a lower risk to lead to DDIs. This suggestion
must be confirmed in further clinical research.
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Chapitre 2 : Impact de la quantité de transporteurs ABC sur la
prédiction des modéles cellulaires in vitro dans la
pharmacocinétique du rivaroxaban

1. Contexte et objectifs de I’étude

Le rivaroxaban est un substrat bien connu des transporteurs d’efflux ABC, plus
particulierement de P-gp et BCRP (Gnoth et al., 2011 ; Gong et al., 2013 ; Hodin et al., 2018).
Cette prise en charge par des transporteurs d’efflux est a 1’origine d’interactions
médicamenteuses observées in vivo, particulierement lorsqu’il est co-administré avec des
inhibiteurs ou inducteurs puissants des CYP3A4 et de P-gp et/ou BCRP, comme le
kétoconazole ou le ritonavir (Mueck et al., 2013), conduisant a une surexposition au
rivaroxaban. Afin d’étudier I'implication des transporteurs ABC dans la pharmacocinétique des
médicaments, la FDA recommande différents systémes in vitro, notamment les modeles
cellulaires (FDA, 2017). Les lignées cellulaires Caco-2 et MDCK, plus particuliérement les
lignées MDCK transfectées, sont trés souvent utilisées pour étudier in vitro 1’absorption et
I’¢limination des médicaments (Artursson et al., 1996 ; Irvine et al., 1999), notamment leur
prise en charge par les transporteurs d’efflux. Cependant, les modéles Caco-2 et MDCK ont des
caractéristiques différentes en termes d'expression des protéines (Tang et al., 2002a ; Tang et
al., 2002b). Les cellules MDCK transfectées surexpriment les transporteurs comparativement
aux cellules Caco-2. De plus, le profil d’expression des transporteurs dépend également de la
provenance des cellules. En effet, le niveau d’expression des ARN messagers de divers
transporteurs différe selon que les cellules Caco-2 proviennent de la banque cellulaire ATCC
ou ECACC (Maubon et al., 2007). Ces variations d’expression des protéines impliquées dans
la pharmacocinétique des médicaments rendent les corrélations in vitro-in vivo délicates. En
effet, le rapport [Igu]/IC50 est communément utilisé pour prédire la survenue d’TAM in vivo a
partir des IC50 obtenues in vitro. Or, les études de transport in vitro des médicaments peuvent
étre affectées par la quantité de transporteurs membranaires présents sur les cellules. Ainsi, une
information quantitative précise de l'expression des transporteurs ABC dans ces mod¢les
cellulaires est nécessaire pour améliorer la prédiction des IAM in vivo liées aux transporteurs

d’efflux a partir des modeles in vitro.
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Cette étude était composée de trois axes :
- Evaluer les caractéristiques de barriére de cing modéles recommandés par la FDA
- Développer et valider une méthode de quantification précise et robuste des
transporteurs ABC, particuliérement P-gp et BCRP, en spectrométrie de masse
- FEtudier I’influence de la quantité de P-gp et BCRP sur I’interprétation des études de

transport bidirectionnel du rivaroxaban dans quatre de ces modeles.

2. Meéthodes

Une approche multi techniques a été choisie pour étudier I’impact de la quantité des
transporteurs sur les résultats des études de transport du rivaroxaban. Tout d’abord, nous avons
réalisé une quantification relative des protéines de jonctions et des transporteurs ABC dans les
modeles Caco-2atcc, Caco-2ecacc, MDCK I, MDCK-BCRP et MDCK-MDRI1 grace a une
¢tude protéomique en spectrométriec de masse. L’expression relative de deux marqueurs
phénotypiques a également été¢ évaluée et a servi de contrdle positif afin de valider notre
approche. Nous avons confirmé 1’expression de la protéine de jonction serrée ZO-1 et des
transporteurs P-gp et BCRP au moyen de techniques complémentaires telles que la microscopie
a épifluorescence et le western blot. Une méthode de quantification absolue en spectrométrie
de masse a ensuite été¢ développée puis validée selon les recommandations de la FDA afin
d’évaluer plus précisément la quantité des transporteurs P-gp et BCRP présente sur chacun des
modeles cellulaires. Enfin, la prise en charge du rivaroxaban par les transporteurs P-gp et BCRP
a été évaluée grace a des études de perméabilité bidirectionnelle et & la détermination des IC50
de deux inhibiteurs de référence de P-gp et BCRP (vérapamil et ko143 respectivement) sur les

modeles Caco-2atcc, Caco-2gcacc, MDCK-BCRP et MDCK-MDRI.

3. Résultats

3.1. Expression des protéines de jonction et des marqueurs phénotypiques

La premiére partie de ce travail consistait a examiner les propriétés de barriére des divers
modeles cellulaires en termes d’expression des protéines de jonctions et de marqueurs
phénotypiques. Les études d’immunofluorescence ont révélé une expression plus forte et plus
distincte de ZO-1 dans les modéles Caco-2 par rapport aux modeles MDCK, en lien avec la
différence de TEER observée entre les deux types cellulaires (Figure 71). Plus précisément, la

protéine ZO-1 présentait une localisation membranaire, a la jonction entre les cellules.
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Figure 71. Expression de ZO-1 par microscopie a épifluorescence sur les cellules MDCK II (A), MDCK-MDR1

(B), MDCK-BCRP (C), Caco-2at1cc (D) et Caco-2ecacc (E).

L’analyse protéomique en spectrométriec de masse a permis d’évaluer 1’expression

relative des protéines de jonctions adhérentes cadhérine-1 et cadhérine-17 ainsi que des

protéines de jonctions serrées occludine, ZO-1, ZO-2 et ZO-3 dans les cinq modeles cellulaires

(Figure 72).
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Figure 72. Quantification relative des protéines de jonction dans les modeles Caco-2atcc (CA), Caco-2ecacc

(CE), MDCK 1T (M), MDCK-BCRP (MB) et MDCK-MDRI1 (MP) par spectrométrie de masse.
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Les cadhérines 1 et 17 présentaient une abondance cinqg a dix fois plus élevée dans les
cellules Caco-2 que dans les cellules MDCK II et MDCK-BCRP, tandis que dans les cellules
MDCK-MDRI1 elles ont été détectées a un niveau légerement inférieur a celui des Caco-2.
L’occludine présentait une abondance dix a cent fois plus ¢élevée dans les cellules Caco-2, en
lien avec une TEER supérieure. Parmi les modeles MDCK, la plus forte abondance d'occludine
a été observée dans les cellules MDCK-BCRP. L'abondance des protéines ZO-1 et ZO-2 était
plus élevée dans les modeles MDCK que dans les modéles Caco-2, tandis que celle des

protéines ZO-3 était tres similaire dans tous les modéles.

Finalement, 1’analyse protéomique des marqueurs phénotypiques a permis de valider
I’approche de quantification relative en spectrométrie de masse. La dipeptidyl peptidase 4, un
marqueur des cellules intestinales, a révélé une expression dix a cent fois plus importante dans
les modeles Caco-2, en rapport avec son expression préférentielle dans la muqueuse intestinale
(Figure 73). La pompe a protons dépendante de ’ATP (V-type proton ATPase), sélectionnée
comme marqueur des cellules rénales du tubule distal, était plus abondante dans les trois

modeles MDCK par rapport aux modeles Caco-2.
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Figure 73. Quantification relative de deux marqueurs phénotypiques dans les modeéles Caco-2atcc (CA), Caco-
2ecacc (CE), MDCK IT (M), MDCK-BCRP (MB) et MDCK-MDRI1 (MP) par spectrométrie de masse.

3.2. Evaluation de I’expression et quantification des transporteurs ABC

La seconde partie de ce travail était axée sur les transporteurs ABC dont I’expression a
été évaluée initialement par spectrométrie de masse dans les modeles Caco-2arcc, Caco-2kcacc,

MDCK II, MDCK-BCRP et MDCK-MDRI1 (Figure 74). P-gp présentait une faible abondance
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dans les MDCK 1II et MDCK-BCRP, tandis qu’elle présentait une abondance dix fois plus
importante dans les cellules MDCK-MDRI1 par rapport aux cellules Caco-2. Il est intéressant
de noter qu'une différence d'abondance de P-gp a été observée entre les deux modeles Caco-2,
avec une plus grande abondance dans les cellules Caco-2ecacc. BCRP présentait une abondance
plus élevée dans le modele MDCK-BCRP que dans les autres modeles et la plus faible
abondance a été observée dans le modele MDCK-MDRI1. L’abondance de BCRP était similaire
entre les deux modeles Caco-2 et le modele MDCK II. MRP1 présentait une abondance plus
faible dans les cellules MDCK 1II que dans les quatre autres modéles qui possédaient une
abondance similaire. L.’abondance de MRP2 ¢tait dix fois plus importante dans les modéles
Caco-2 que dans les modeles MDCK, avec une plus grande abondance dans les Caco-2gcacc
comparé aux Caco-2atcc. A I'inverse, I'abondance des transporteurs MRP3 et MRP4 était dix

fois plus élevée dans les modeles MDCK que dans les modeles Caco-2.
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Figure 74. Quantification relative des transporteurs ABC dans les modéles Caco-2arcc (rouge), Caco-2ecacc
(orange), MDCK II (bleu clair), MDCK-BCRP (bleu) et MDCK-MDRI1 (bleu foncé) par spectrométrie de masse.

L’imagerie par immunofluorescence a permis de confirmer I’expression des

transporteurs P-gp et BCRP dans les différents modeles. L’expression de P-gp était définie par
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un marquage membranaire clair et intense dans les modeles Caco-2 et MDCK-MDRI1 (Figure
75). P-gp présentait une distribution apicale homogéne caractérisée par de multiples
ponctuations recouvrant I’ensemble de la membrane cellulaire sur les MDCK-MDRI1, tandis
que sur les Caco-2 elle présentait une distribution apicale plus hétérogéne, principalement
caractérisée par un signal fin et continu localisé au niveau des jonctions intercellulaires. Aucun

signal spécifique n’a été observé sur les cellules MDCK II et MDCK-BCRP.

Figure 75. Expression de P-gp par microscopie a épifluorescence sur les cellules MDCK II (A), MDCK-MDR1
(B), MDCK-BCRP (C), Caco-2at1cc (D) et Caco-2ecacc (E).

L’immunofluorescence a également révélé une localisation membranaire de BCRP dans
I’ensemble des modeles (Figure 76). La distribution de BCRP ¢était homogene sur 1I’ensemble
du tapis cellulaire et définie par un marquage apico-latéral fin et continu localisé au niveau des
jonctions intercellulaires. Le signal était trés faible et moins clair pour les MDCK 1I et il était

trés intense pour les MDCK-BCRP.

Figure 76. Expression de BCRP par microscopie a épifluorescence sur les cellules MDCK 1II (A), MDCK-
MDRI1 (B), MDCK-BCRP (C), Caco-2atcc (D) et Caco-2ecacc (E).
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Enfin, I’analyse protéomique par western blot a confirmé les profils d’expression de P-
gp et BCRP précédemment observés en spectrométrie de masse, avec une expression plus

importante dans les modeles MDCK transfectés respectifs (Figure 77).

-
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Figure 77. Expression de P-gp (A) et BCRP (B) par western blot.
Actine : protéine de contrdle.

Ensuite, une méthode de quantification absolue en spectrométrie de masse ciblant les
transporteurs P-gp et BCRP a été développée et validée afin d’évaluer plus précisément la
quantité de ces transporteurs dans les différents modeles étudiés. Concernant la méthode, deux
peptides de quantification ont été retenus pour chaque protéine, avec a chaque fois un peptide
spécifique de la protéine humaine et un peptide commun a la protéine humaine et canine. Lors
de sa validation, toutes les courbes d'étalonnage présentaient un coefficient de détermination
(R?) supérieur a 0,98. Les peptides FYDPLAGK et VIQELGLDK avaient la limite de
quantification (LLOQ) la plus basse (74,25 pM) et SSLLDVLAAR la LLOQ la plus élevée
(247,5 pM). La valeur de LLOQ pour FDTLVGER était de 148,5 pM. Comme attendu, les deux
peptides spécifiques de la P-gp et BCRP humaine n'ont pas été observés dans les modéeles
MDCK, sauf dans les modé¢les transfectés MDCK-MDR1 et MDCK-BCRP, respectivement
(Table 8). La quantification absolue a conduit a des résultats semblables a ceux de la
quantification relative. Les cellules MDCK-MDRI1 présentaient une quantité de P-gp environ
cinq fois supérieure a celle des modeles Caco-2 et la quantité de P-gp était une fois et demie
plus élevée dans les Caco-2gcacc que dans les Caco-2atcc. De méme, les cellules MDCK-

BCRP présentaient une quantit¢é de BCRP deux fois plus importante que les deux modeles
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Caco-2 qui exprimaient une quantité similaire de BCRP. Le niveau d'expression de BCRP dans

les cellules MDCK II et MDCK-MDRI1 était inférieur a la LLOQ.

Table 8. Quantification absolue des transporteurs P-gp et BCRP dans les fractions membranaires des cellules
Caco-2atcc, Caco-2ecacc, MDCK II, MDCK-BCRP et MDCK-MDRI.

Concentrations (fmol/ng de protéine)
Protéine Peptide

Caco-24rcc Caco-2gcacc MDCK II MDCK-BCRP | MDCK-MDR1

FDTLVGER 0,340+ 0,013 | 0,639+0,019 | 0,321£0,003 0,241 £ 0,019 2,847 £ 0,081

P-gp
FYDPLAGK* | 0359+0,002 | 0,552+ 0,009 <LLOQ <LLOQ 2,394 + 0,023
SSLLDVLAAR | 1,046+0,020 | 1,082 +0,011 <LLOQ 2,302 + 0,030 <LLOQ
BCRP
VIQELGLDK* | 0,553+ 0,036 | 0,604 + 0,054 <LLOQ 1,317+ 0,013 <LLOQ

*Peptide spécifique du transporteur humain

3.3. Evaluation de la fonctionnalité des transporteurs P-gp et BCRP dans I’efflux du

rivaroxaban

La dernicre partie de ce travail visait a évaluer la prise en charge du rivaroxaban par les
transporteurs P-gp et BCRP sur les modeéles Caco-2arcc, Caco-2ecacc, MDCK-BCRP et
MDCK-MDRI1 a I’aide d’études de transport bidirectionnel menées avec deux inhibiteurs de
référence de P-gp et BCRP (vérapamil et kol43, respectivement). Les ratios d’efflux du
rivaroxaban en absence d’inhibiteur étaient de 3,13, 5,75, 11,5 et 7,22 dans les modéles Caco-
2a1cc, Caco-2gcacc, MDCK-MDRI1 et MDCK-BCRP respectivement. L’augmentation des
concentrations d’inhibiteur a provoqué une diminution des Payp (a>B) et une augmentation
paralléle des Papp (8>a), entrainant une diminution de ’efflux du rivaroxaban en présence de
vérapamil (Figure 78) et de kol43 (Figure 79) dans les quatre modeles cellulaires. La
modélisation des ratios d’efflux a permis d’estimer les valeurs d’IC50 de I’efflux du
rivaroxaban pour le vérapamil et le ko143 sur chaque modele. Pour le vérapamil, I’'IC50 la plus
faible a été obtenue dans le modéle MDCK-MDRI (6,94 uM contre 21,2, 24,8 et 137,8 uM
pour Caco-2atcc, Caco-2ecacc et MDCK-BCRP, respectivement) (Figure 78). Les deux
modeles Caco-2 présentaient des IC50 similaires malgré un ratio d’efflux sans inhibiteur plus

¢élevé dans les Caco-2gcacc.
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Figure 78. Ratios d’efflux du rivaroxaban (10 uM) dans les cellules Caco-2arcc (A), Caco-2ecacc (B), MDCK-
MDRI1 (C) et MDCK-BCRP (D), en absence et en présence de concentrations croissantes de vérapamil (0,1, 1,
10, 100, 500 et 1000 uM).

Concernant le ko143, ’IC50 la plus faible a été obtenue dans le modele MDCK-BCRP
(0,026 uM contre 0,52, 0,18 et 7,44 pour Caco-2atcc, Caco-2ecacc et MDCK-MDRI,
respectivement) (Figure 79). Aux plus fortes concentrations d’inhibiteur ’inhibition de I’efflux
était compléte, excepté pour le ko143 dans le modele Caco-2ecacc. Dans I'ensemble, les valeurs
d’IC50 étaient considérablement plus faibles pour le ko143 que pour le vérapamil, suggérant

que le ko143 est un inhibiteur plus puissant des transporteurs P-gp et BCRP.
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Figure 79. Ratios d’efflux du rivaroxaban (10 uM) dans les cellules Caco-2artcc (A), Caco-2ecacc (B), MDCK-
MDRI (C) et MDCK-BCRP (D), en absence et en présence de concentrations croissantes de ko143 (0,001, 0,01,
0,1, 1, 10, 25 uM).

En conclusion, cette étude a mis en évidence la relation entre I’expression des
transporteurs ABC dans les modéles cellulaires et le transport d’efflux du rivaroxaban.
Elle a permis de montrer que le choix du modéle a une réelle influence sur les valeurs
d’IC50 et donc sur I’'interprétation des résultats. En effet, si ’on s’intéresse aux IAM liées
au transport du rivaroxaban par P-gp, 'IC50 sur le modele MDCK-MDRI1 suggere que
des IAM cliniquement significatives sont possibles ce qui nécessite des études in vivo, ce
qui n’est pas le cas pour les IC50 estimées sur les modeles Caco-2. Cette variabilité des
ICS50 est en partie due a une différence d’expression des transporteurs ABC dans ces
modeles cellulaires. La spectrométrie de masse a permis de quantifier avec précision les

transporteurs P-gp et BCRP et a révélé un niveau d'expression plus élevé dans les modeles
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cellulaires qui présentaient un transport d'efflux du rivaroxaban plus important. Cette
technique apparait donc comme un outil intéressant pour interpréter plus précisément les
ICS50 obtenues sur différents modeles et améliorer la prédiction des modéles in vitro en ce

qui concerne les risques d’IAM liées aux transporteurs d’efflux.
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Abstract

ABC transporters, such as P-gp and BCRP, are highly involved in rivaroxaban
pharmacokinetics and can lead to drug-drug interactions (DDIs). Transport of rivaroxaban and
transporter-mediated DDIs are commonly assessed using in vifro models. However,
interpretation of rivaroxaban efflux transport and DDI studies in cell models may be influenced
by P-gp and BCRP transporter abundance. This study aimed to develop an LC-MS/MS
quantification method for assessing the relationship between transporter expression and
functionality in Caco-2atcc, Caco-2gcacc, MDCK-MDR1, MDCK-BCRP cell models. First,
the relative and absolute quantities of the transporters were determined by LC-MS/MS. P-gp
and BCRP expression was then confirmed by western blotting and immunofluorescence
staining. Finally, P-gp and BCRP functional activities and half-inhibitory concentrations
(IC50s) of two specific inhibitors (verapamil and ko143) were determined by bidirectional
transport experiments. P-gp and BCRP protein expression was detected at the cell membrane
and was greater in the respective transfected models. Efflux ratios were correlated with P-gp
and BCRP quantities. The lowest IC50s were obtained in the MDCK-MDR1 and MDCK-
BCRP models for verapamil and ko143, respectively. In conclusion, this study demonstrated
that LC-MS/MS can accurately quantify P-gp and BCRP efflux transporters and thereby

improve the interpretation of transport data and in vitro-in vivo correlations.

Keywords: ABC transporters, quantitative LC-MS/MS, P-glycoprotein, Breast Cancer
Resistance Protein, Caco-2, MDCK, bidirectional transport

1. Introduction

Rivaroxaban, a direct oral anticoagulant (DOAC), is a well-known substrate of efflux

transporters, such as P-glycoprotein (P-gp) and Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) [1-
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3], which are particularly involved in its intestinal absorption and biliary and renal elimination.
Significant in vivo pharmacokinetic DDIs have been reported when cytochromes P450 (CYP),
particularly CYP3A4, and efflux transporters are strongly inhibited by other drugs (such as
verapamil, ketoconazole or ritonavir), leading to increased exposure to rivaroxaban [4—6]. ATP-
Binding Cassette (ABC) transporters, such as P-gp and BCRP, are well known to be involved
in drug pharmacokinetics [7]. These proteins are located on the cell membrane at various tissue
interfaces, such as the intestinal, hepatic, renal, placental and brain barriers, and act as efflux
transporters, thereby limiting the intestinal absorption and promoting the urinary or biliary
elimination of many drugs [7]. Thus, co-administration of substrates and inhibitors or inducers

of these transporters may result in clinically relevant drug-drug interactions (DDIs) [8,9].

To study the involvement of the P-gp and BCRP transporters in drug pharmacokinetics,
the US Food and Drug Administration (FDA) recommends the use of various in vitro systems,
including cell models [10]. The Caco-2 cell model has been widely used as an in vitro model
of the human intestinal mucosa [11]. As the permeation of drugs across Caco-2 cell monolayers
correlates with their human intestinal permeation, this cell line has been used as a reference for
drug intestinal absorption studies. Use of the Madin-Darby canine kidney (MDCK) cell line has
also been reported in drug absorption studies. This cell line is increasingly employed as it grows
faster than the Caco-2 cell line, and MDCK and Caco-2 cells have been reported to share
common epithelial cell characteristics [12]. Modified MDCK cell lines, such as MDCK-MDR 1
and MDCK-BCRP, have been generated by transfecting the human ABCB1 or ABCG2 gene
into MDCK cells. These transfected cell models, specifically overexpressing a single
transporter, facilitate the design of studies to elucidate the involvement of individual
transporters in drug disposition. However, the Caco-2 and MDCK models display different
barrier properties, as illustrated by their transepithelial electrical resistance (TEER) values:

about 600 ohm.cm? for Caco-2 cells compared to only 100 ohm.cm? for MDCK cells.
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Moreover, these models have different characteristics in terms of protein expression [13,14].
Transfected-MDCK cells overexpress transporters compared to native and Caco-2 cells and the
expression and localization of transporters depend on the source of the cell lines used. Caco-2
cells can be obtained either from the American Type Culture Collection (ATCC) or from the
European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC), and expression of the mRNA
of proteins such as ABC and SLC transporters differs depending on source selected [15]. An in
vitro-in vivo correlation (IVIVC) has been established for absorption studies using Caco-2 and
MDCK cells, particularly for passive drug absorption, but there is no well-established IVIVC
for predicting in vivo transporter-mediated DDIs from the results obtained in in vitro models
[16—18]. Further investigative analyses concerning the experimental protocols used in in vitro
assays are therefore needed to establish better IVIVCs for transporter-mediated DDIs.
According to FDA [10], the [1]/IC50>0.1 or [I,]/IC50>10 ratio (based on IC50s derived from
in vitro studies) can be used as a metric for establishing the IVIVC for DDIs. However, analysis
of published IC50s for several P-gp inhibitors revealed large interlaboratory variations for the
same substrate that limit clear establishment of an IVIVC [19-21]. This could be partly
explained by a variability in the expression of membrane transporters depending on many
factors, such as culture conditions (composition of the medium, nature of the culture surface,
cell seeding density, etc.), culture time or passage number (the higher the number of passages,

the greater the expression of transporter) [22,23].

Accurate quantitative information on expression of ABC transporters in these cell
models would therefore be of value for correctly interpreting the experimental data generated
in drug permeability and drug-drug interaction studies. Several techniques can be used to
evaluate protein expression at the cell level. Recently, liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) has been increasingly used for the evaluation and

quantification of membrane transporters in various samples [24-26]. This technology is
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becoming more and more accessible for laboratories and enables quantification of many

proteins on a routine basis.

The aim of this study was to assess the influence of P-gp and BCRP expression levels
on the capacity of in vitro cell models to predict rivaroxaban pharmacokinetics and transporter-
mediated DDIs, by developing and validating a reliable quantification method by LC-MS/MS

in accordance with FDA guidelines.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals and reagents

Methanol, water, acetonitrile (ACN), trifluoroacetic acid (TFA) and formic acid were
purchased from Carlo Erba Reagents (Milan, Italy). All solvents were LC-MS grade.
Rivaroxaban and [!3C¢]-rivaroxaban were obtained from Alsachim (Illkirch, France). Bovine
serum albumin (BSA), AQUA peptides, Micro BCA assay kit, Mem-PER Plus membrane
protein extraction kit, Mass Spec sample prep kit and Pierce Peptide desalting spin column were
purchased from ThermoFisher Scientific (Massachusetts, USA). Crude heavy-labeled standard
peptides were obtained from JPT Peptides Technologies (Berlin, Germany). Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM), Hank’s balanced salt solution (HBSS), Dulbecco's
phosphate buffered saline without sodium and magnesium (DPBS), HEPES buffer, heat-
inactivated fetal bovine serum (FBS), trypsin, nonessential amino acids, penicillin,
amphotericin B, streptomycin, dimethyl sulfoxide (DMSO), verapamil, ko143 and cyclosporine
A were purchased from Sigma (Saint-Quentin-Fallavier, France). Eagle's Minimum Essential
Medium (EMEM) was purchased from the American Type Culture Collection (ATCC)

(Rockville, MD, USA).
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2.2. Cell culture

MDCK II, MDCK-MDR1 and MDCK-BCRP cells were gifts from Prof. Piet Borst (The
Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, The Netherlands). Caco-2x1cc cells (HTB-37) were
purchased from the ATCC (Rockville, MD, USA) and Caco-2gcacc cells (ECACC 86010202)
were purchased from the European Collection of Authenticated Cell Cultures (Salisbury, UK).
The cells were maintained in culture medium consisting of DMEM or EMEM for Caco-2gcacc,
supplemented with 10% FBS, 1% nonessential amino acids, 100 U/mL penicillin G, 100 pg/mL
streptomycin and 250 ng/mL amphotericin B at 37°C, 95% relative humidity and 5% CO,. For
the transport assays, cells were seeded onto insert filters (Falcon®, translucent PET membrane,
surface area of 0.3 cm? 0.4 pum pore size, high-density) in 24-well companion plates
(Dominique Dutscher, Strasbourg, France). MDCK II, MDCK-MDR1 and MDCK-BCRP cells
were seeded at a density of 1x103 to 1.5x10° cells/insert and cultured for 5 days. The culture
medium was changed once every day. Caco-2 cells were seeded at a density of 1x10*to 1.5x104

cells/insert and cultured for 21 days. The culture medium was changed once every 2-3 days.

To confirm cell monolayer confluence, TEER was measured in each well before and
after transport assay using an EVOM resistance meter (World Precision Instruments, Sarasota,
USA). The permeability assay was performed only on inserts with TEER values above 150
ohm.cm? for Caco-2 cells and above 40 ohm.cm? for MDCK 1I, MDCK-MDR1 and MDCK-

BCRP cells.

2.3. Expression and quantification of ABC transporters
2.3.1. Western blotting
Confluent cell monolayers were collected and lysed in freshly prepared RIPA lysis

buffer. The total cell protein content was quantified using the BCA assay kit. Aliquots of 50 pg

6
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of protein were size-fractionated in a 4-12% Tris glycine acrylamide gel in MOPS buffer.
Proteins were then transferred onto 0.45 um nitrocellulose membranes. The membranes were
incubated with primary antibodies diluted 1/100 for P-gp (monoclonal antibody sc-55510;
Santa Cruz Biotechnology), 1/250 for BCRP (monoclonal antibody BXP-21; Santa Cruz
Biotechnology) and 1/400 for [-actin (monoclonal antibody sc-47778; Santa Cruz
Biotechnology) in the blocking buffer overnight at 4°C, and then probed for 1.5 h with
horseradish peroxidase (HRP)- conjugated secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology)
diluted 1/5000 in the blocking buffer. Proteins were detected using the

electrochemiluminescence method according to the manufacturer’s protocol.

2.3.2. Immunofluorescence

Z0-1, P-gp and BCRP were localized by immunofluorescence studies in all cell models.
Briefly, cells were fixed in 3.7% paraformaldehyde (PAF) or methanol for 30 min and
permeabilized with 0.2% Triton-X100. Non-specific binding sites were blocked by incubating
the cells in complete medium containing 10% FBS for 30 min. The inserts membranes were
then cut up and incubated with the primary antibodies (sc-55510 for P-gp and BXP-21 for
BCRP) diluted 1/100 in the blocking buffer for 1 h. The secondary antibodies were diluted
1/200 in the blocking buffer and incubated for 1 h, the nuclei then being counterstained with
DAPI diluted 1/1000 in the blocking buffer. All biomarkers were imaged using an inverted
epifluorescence microscope IX81 (Olympus, Tokyo, Japan) equipped with CellSens imaging

software (Olympus, Munster, Germany).

2.3.3. Quantification by liquid chromatography — high resolution mass spectrometry

2.3.3.1. Sample preparation
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Samples were prepared as previously described [27]. Briefly, the membrane protein
fraction was extracted using the Mem-PER Plus membrane protein extraction kit according to
the manufacturer’s protocol. Protein concentration was measured using the Micro BCA protein
assay kit. In-solution tryptic digestion was performed using the Pierce Mass Spec sample prep
kit. Briefly, 100 pg of membrane protein fraction were reduced with 10 mM dithiothreitol
(DTT) for 45 min at 50°C, then alkylated with 50 mM iodoacetamide (IAA) for 20 min at room
temperature. The proteins were digested with Lys-C (1:100) at 37°C for 2 h then with trypsin
(1:50) for 16 h at 37°C. Each sample was desalted using the Pierce Peptide desalting spin

column according to the manufacturer’s protocol.

2.3.3.2. Relative quantification

Relative quantification was performed as previously described [27]. Briefly,
chromatography was performed on an Easy-spray C18 column 2 pm, 0.075 mm ID x 500 mm
(ThermoFisher Scientific, USA) with a 150 min gradient. Mobile phase A comprised water
with 0.1% formic acid, and mobile phase B was 80% acetonitrile with 0.08% formic acid.
Peptides were eluted by a gradient from 2.5% to 40% of mobile phase B over 123 min, followed
by a short wash in 90% mobile phase B before return to the starting conditions. A precursor
scan of intact peptides was recorded in the orbitrap by scanning from m/z 375-1500 (with a
resolution of 70,000) and the 10 most intense multi-charged precursors were selected for

higher-energy collision dissociation (HCD) analysis in the C-trap.

2.3.3.3. Absolute quantification

Chromatography was performed using an Ultimate U3000 liquid chromatography

system (Dionex, California, USA) at a flow rate of 300 nL/min. Peptides were first loaded onto
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an Acclaim PepMap 100 C18 trap column (100 pumx*2 cm, C18, 5 um, 100A) at 20 uL/min with
water containing 2% acetonitrile and 0.1% TFA. They were then separated on an Easy-spray
C18 column 2 pm, 0.075 mm ID x 150 mm (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA)
with a 45 min gradient. Mobile phase A comprised water with 0.1% formic acid (FA), and
mobile phase B was 80% acetonitrile with 0.08% FA. Peptides were eluted by the following
gradient: 0-30 min: linear from 5% to 45% B; 30-31 min: linear from 45% to 90% B; 31-38

min: 90% B; 38.5 min return to the initial conditions up to 45 min.

Peptides were quantified by parallel reaction monitoring (PRM)-based targeted mass
spectrometry in electrospray positive mode. For each peptide, the three most intense fragments
were retained. The acquisition method combined a full-scan method with a time-scheduled
multiplexed PRM method. The full-scan method was performed with a resolution of 17 500, an
AGC target value of 3x10°, a maximum injection time of 200 ms and a scan range from 400 to
1200 m/z. The PRM method parameters were: a resolution of 35 000 (at m/z 200), an AGC
target value of 2x10°, a maximum injection time of 200 ms and an isolation window of 0.7 m/z.

HCD fragmentation was performed with a normalized collision energy of 27.

The method was validated according to the FDA recommendations for bioanalytical
method validation [28]. For each protein, three proteotypic peptides were selected. The two
most intense were selected as quantification peptides, the third peptide serving as a
confirmation peptide. The quantification peptides for P-gp and BCRP were FDTLVGER
(shared by canine and human P-gp) and FYDPLAGK (specific to human P-gp), and
SSLLDVLAAR (shared by canine and human BCRP) and VIQELGLDK (specific to human
BCRP), respectively. For each peptide, the three most intense fragments were selected and used
for quantification. Calibration standards and QC levels for each peptide are summarized in
Table 1. Additional information on method validation is available in the Supplementary

information.
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2.4. Bidirectional transport assay

Four cell models were used to investigate the bidirectional permeabilities of
rivaroxaban. The transport studies were performed on inserts consisting of two compartments
(apical and basolateral), separated by a cell monolayer cultured on a porous filter, as described
previously [1]. Bidirectional apparent permeabilities were computed according to the following

equation:

|74 [Ca]
Papp = ([co] x 5) x () (1)

where V' is the volume of the receiver compartment, [Cy] is the initial concentration of the
compound, § is the area of the cell monolayer, [C,] is the final concentration of the compound

in the receiver compartment, and 7 is the incubation time.

Efflux ratios (ER = Py, -4) / Papp (o)) Were then computed to assess the activity of
transporters on drug kinetics across the model, the standard deviation of the efflux ratio being
calculated according to the formula proposed by Gnoth et al. [2]. According to FDA guidelines
[29], an ER above 2 indicates that the drug is an efflux transporter substrate. All the available

samples in the receiver compartments were analyzed by LC-MS/MS as previously described

[1].

2.4.1. Determination of half-maximal inhibitory concentration

The half-maximal inhibitory concentration (IC50) is used as a measure of inhibitory
drug potency. The IC50 was determined using concentrations ranging from 0.1 to 1000 uM and

0.001 to 25 uM for verapamil and ko143, respectively. The concentration of rivaroxaban was
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10 pM. To calculate IC50 values, curves were fitted to data by unweighted, nonlinear, least-
squares regression modelling of the Efflux Ratio with the nls() function in R software.

Calculation was performed by a sigmoid model using the following equation:

(1 0~ I max)
] )

ER =14y + [ W
n
1+ (ﬁ)
where ER is the observed efflux ratio, /1] is the inhibitor concentration, 4 is the Hill coefficient
of the sigmoid model, /, is the initial effect without inhibitor and 7, is the maximal effect of

the model.

2.5. Data analysis

Data acquisition and analysis were performed using TraceFinder® Clinical software 4.1
(ThermoFisher Scientific) for precise quantification and ProteomeDiscoverer® 2.2
(ThermoFisher Scientific) software for relative quantification. R software was used for
statistical analysis and graphic outputs (R Foundation for Statistical Computing, Vienna,

Austria, URL https://www.R-project.org/).

3. Results

3.1. Expression of junction proteins and phenotypic markers

Expression of the tight junction protein zonula occludens 1 (ZO-1) was investigated by
immunofluorescence staining (Fig. 1) to check the tightness of the monolayer. A bright and
homogeneous signal of ZO-1 was localized at the cell membrane at the junction between cells
in all models. Protein mass spectrometry analysis was used to assess the relative expression of

six junction proteins (Fig. 2) in Caco-2atcc, Caco-2gcace, MDCK I, MDCK-MDRI1 and

11
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MDCK-BCRP cells. Occludin showed a 10 to 100-fold greater abundance in Caco-2 models
compared to MDCK cells, in relation to a higher TEER. The abundance of ZO-1 and ZO-2
proteins was higher in MDCK models than in Caco-2 cells while ZO-3 showed a closely similar
abundance in all models. Among MDCK models, the highest abundance for occludin was
observed in MDCK-BCRP cells. Cadherin-1 and 17 exhibited a 5 to 10-fold greater abundance
in Caco-2 cells compared to MDCK 11 and MDCK-BCRP cells, being detected to a slightly

lower extent in MDCK-MDRI1 cells.

A phenotypic marker was used for each cell model. Dipeptidyl peptidase-4 was selected
as a specific intestinal marker for Caco-2 cells [30] and V-type proton ATPase was selected as
a specific renal marker for MDCK cells [31]. The abundance of dipeptidyl peptidase-4 was 10-
fold greater in Caco-2 models than in MDCK models while V-type proton ATPase showed a
higher abundance in MDCK cells (Fig. 3). These positive controls confirmed the relevance of

the label-free proteomic analysis used for relative quantification.

3.2. Expression and quantification of P-gp and BCRP efflux transporters

Expression of ABC transporters was first investigated by mass spectrometry. Absolute
quantification by LC-MS/MS was performed to assess the precise amount of P-gp and BCRP
in the five models, using two quantification peptides for each protein. For method validation,
linearity, accuracy and precision were proven by analysing calibration curves for each of the
four peptides (Fig. S1). All calibration curves gave R? values above 0.98. The FYDPLAGK
and VIQELGLDK peptides had the lowest LLOQ (74.25 pM), SSLLDVLAAR having the
highest LLOQ (247.5 pM). The LLOQ value for FDTLVGER was 148.5 pM. Precision was
always better than 15% and accuracy was always + 15% of the nominal concentration (Table
S1). As expected, the two peptides specific to human P-gp and BCRP were not observed in

MDCK models, except in the transfected models MDCK-MDR1 and MDCK-BCRP,
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respectively (Table 2). Transfected MDCK-MDRI1 cells showed a P-gp expression about 5-fold
higher than that observed in the Caco-2 models. The expression level of BCRP was under the
LLOQ for MDCK II and MDCK-MDR1 cells. Both Caco-2 models showed a 2-fold lower
amount of BCRP than that determined in transfected MDCK-BCRP cells. Interestingly, Caco-
2gcacc cells exhibited a 1.5-fold greater amount of P-gp than that seen Caco-2arcc cells,

whereas the amount of BCRP was closely similar in the two Caco-2 models.

These results were confirmed by LC-MS/MS relative quantification. P-gp, BCRP,
MRP1, MRP2, MRP3 and MRP4 were detected in proteomic analyses with differing abundance
levels (Fig. 4). P-gp exhibited a 10-fold higher abundance in MDCK-MDRI cells compared to
Caco-2 cells, whereas MDCK II and MDCK-BCRP cells showed a low abundance of P-gp. A
difference in the abundance of P-gp was also observed between the two Caco-2 models, with a
greater abundance in Caco-2gcacc cells. BCRP showed a closely similar abundance in Caco-2
and MDCK II cells. The greatest BCRP abundance was observed in MDCK-BCRP cells, while
the lowest abundance was found in MDCK-MDRI1 cells. The lowest abundance for MRP1 was
observed in MDCK 1II cells. MRP1 showed a similar abundance in Caco-2gcacc, MDCK-
MDR1 and MDCK-BCRP models. MRP1 was detected to a slightly greater extent in Caco-
2atcc cells. The greatest abundance of MRP2 was detected in the two Caco-2 models (more
than 10-fold higher than in the MDCKs models). Caco-2gcacc cells showed a greater abundance
of MRP2 than Caco-2a1cc cells. The abundance of MRP3 and MRP4 was 10-fold higher in

MDCK models than in Caco-2 models.

The expression of P-gp and BCRP was then confirmed by western blotting (Fig. 5).
Regarding P-gp expression, the western blot data showed a more intense signal in MDCK-
MDRI1 cells than in Caco-2 cells at a molecular weight of approximately 170 kDa (Fig. 5A).
No bands were detected in the MDCK-BCRP and MDCK II models. The band detected in

Caco-2gcacce cells was slightly more intense than that seen in Caco-2arcc cells. BCRP
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expression was observed on MDCK-BCRP and Caco-2 cells (Fig. 5B). The bands were detected
at a high molecular weight, suggesting that we detected the BCRP dimer as the assay was not
conducted under reducing conditions. The most intense signal was detected in the MDCK-

BCRP cells, whereas the signal intensity was similar in both Caco-2cc and Caco-2gcacc cells.

Finally, immunofluorescence staining showed a membrane localization for P-gp in the
two Caco-2 models and in the MDCK-MDRI1 model (Fig. 6). In MDCK-MDRI1 cells (Fig. 6B),
P-gp was stained strongly and homogeneously over the whole surface, with an expression
characterized by bright multiple fluorescents spots covering the whole apical membrane of most
cells. Caco-2 cells showed a more heterogeneous signal localized at the cell membrane at the
junction between cells and an apical expression characterized by bright multiple fluorescent
spots over some cells (Fig. 6D and 6E). No specific signal was observed at the cell membrane
of MDCK II and MDCK-BCRP cells (Fig. 6A and 6C). BCRP was also localized at the cell
membrane in all the cell models (Fig. 7). BCRP exhibited a homogeneous expression
characterized by thin and continuous apicolateral membrane staining, with a greater

immunofluorescence in the MDCK-BCRP model than in the other models.

3.3. Functionality of P-gp and BCRP efflux transporters

Bidirectional transport assays were performed to study the transport of rivaroxaban,
incubated at the apical or basolateral side of the cell monolayer at a constant concentration of
10 uM, in the presence of increasing concentrations of two specific inhibitors of P-gp and
BCRP (verapamil and ko143, respectively). Permeability values of rivaroxaban across all cell
models are summarized in Table S2. Efflux ratios of rivaroxaban without an inhibitor were
3.13,5.75, 11.5 and 7.22 across Caco-21cc, Caco-2gcacc, MDCK-MDR1 and MDCK-BCRP
cells respectively (Fig. 8 and 9). Bidirectional permeability values of rivaroxaban were

significantly modified by increasing concentrations of verapamil or ko143 across all models.
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Apparent apical-to-basolateral permeabilities started to decrease when apparent basolateral-to-

apical permeabilities began to increase, resulting in decreased efflux ratios (Fig. 8 and 9).

Modelling of efflux ratios was performed for determination of IC50 values of verapamil
(Fig. 8) and ko143 (Fig. 9) for P-gp and BCRP-mediated transport of rivaroxaban respectively,
across the four cell models. For verapamil, the lowest IC50 was obtained across the MDCK-
MDR1 model (6.94 uM for MDCK-MDRI1 versus 21.2, 24.8 and 137.8 uM for Caco-2atcc,
Caco-2gcacc and MDCK-BCRP, respectively). The IC50 values were similar in the two Caco-2
models despite the higher efflux ratio without inhibitor observed in Caco-2gcacc cells. At the
highest concentrations of verapamil, the inhibition of efflux was complete across all models.
With regard to the kol43 inhibitor, the inhibition of efflux was complete at the highest
concentrations except in the Caco-2gcacc model (Fig. 9). The lowest IC50 was obtained in the
MDCK-BCRP cells (0.026 uM for MDCK-BCRP versus 0.52, 0.18 and 7.44 for Caco-2atcc,
Caco-2gcacc and MDCK-MDRI, respectively). Overall, the IC50 values were considerably
lower for ko143 than verapamil, suggesting that ko143 is a more powerful inhibitor of the ABC

transporters P-gp and BCRP.

4. Discussion

The ABC transporters P-gp and BCRP are well known to be involved in the
pharmacokinetics of rivaroxaban [1-3]. Their inhibition results in increased absorption and
decreased elimination of rivaroxaban, exposing patients to a potential bioaccumulation and
consequently a higher risk of bleeding [32]. Several in vitro systems, including the Caco-2 and
MDCK cell models, have been widely used to assess the role of ABC transporters in the
pharmacokinetics of rivaroxaban [1,2,8]. However, these models display different
characteristics and the interpretation of the results of transport studies may vary depending on

the type of cells used. Our study focused on the impact of ABC transporter expression levels
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on the assessment of in vitro rivaroxaban DDIs related to P-gp and BCRP in FDA-approved
cell models, such as Caco-2gcacc, Caco-2atcc, MDCK II, MDCK-MDR1 and MDCK-BCRP.
The originality of this work consists in the use of complementary techniques, such as proteomic
mass spectrometry for absolute and relative quantification, western blotting,
immunofluorescence staining and bidirectional transport experiments, to illustrate the value of
quantifying ABC transporters to explain the variability of in vitro study results. Previous studies
have evaluated the quantity of transporters in different cell models by mass spectrometry
[24,33,34], but no other study has investigated the correlation between the variability in

transporter expression and the variability in their functionality between cell models.

As rivaroxaban is a substrate for both P-gp and BCRP, we determined the IC50s of
verapamil and ko143, P-gp and BCRP inhibitors respectively, on four cell models commonly
used for bidirectional transport studies. The efflux ratios of 10 uM rivaroxaban in MDCK-
MDRI1 and MDCK-BCRP cells were higher than those determined in Caco-2 cells (11.5 uM
and 7.22 uM versus 3.13 uM and 5.75 uM, respectively). The IC50 of verapamil was 20-fold
lower in MDCK-MDRI1 cells than in MDCK-BCRP cells (6.94 uM vs 137.8 uM, respectively),
suggesting that verapamil predominantly inhibits P-gp at concentrations under 100 uM. The
IC50s of verapamil in Caco-2 models were slightly higher than those determined in MDCK-
MDRI1 cells (21.2 uM and 24.8 uM for Caco-2arcc and Caco-2gcacc, respectively), partly
because Caco-2 cells express other ABC transporters involved in rivaroxaban disposition, such
as BCRP, which can take over from P-gp [1]. The IC50 of ko143 was 286-fold lower in MDCK-
BCRP cells than in MDCK-MDRI cells (0.026 uM vs 7.44 uM). As regards Caco-2 cells, the
IC50s were respectively 7-fold and 20-fold higher in Caco-2gcacc and Caco-2a1cc cells than in
MDCK-BCRP cells. This low IC50 value determined in MDCK-BCRP cells confirms that
ko143 is a highly potent BCRP inhibitor [35]. Furthermore, its IC50 in MDCK-MDRI1 cells

was comparable to that of verapamil, indicating that although ko143 effectively inhibits BCRP
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at nanomolar concentrations, it also has an effect on P-gp at higher micromolar concentrations,
as reported in a few studies [36—38]. The adjustment of inhibitor concentrations based on the
cell model appears to be an important parameter when determining whether a drug is a substrate
of ABC transporters. Depending on the cell model used, the results of in vitro rivaroxaban DDI
studies related to ABC transporters could give rise to different interpretations and

extrapolations to the in vivo context.

To detect a potential clinically relevant DDI for orally administered drugs, such as
rivaroxaban, FDA recommends the use of a validated predictor, the [I;]/IC50 ratio (based on
the IC50 derived from in vitro studies) [29]. Fenner et al. [17] assessed the relevance of this
ratio by considering the case of digoxin. To avoid the bias of interlaboratory variations, 19
compounds that could modify the P-gp-mediated transport of digoxin were evaluated in Caco-
2 cells in the same laboratory. An [I,]/IC50 ratio < 10 seemed to be predictive of negative
clinical DDIs. However, the percentage of false-positives observed (~ 40%) was of concern and
limited the establishment of a good IVIVC [17]. Since IC50s are derived from in vitro data, this
problem is of a particular concern when considering inter- and intralaboratory variability partly
due to differences in cell model characteristics. Regarding rivaroxaban, our study revealed very
different IC50 values for specific inhibitors, depending on the cell model used. For verapamil,
the [I,]/IC50 ratio was < 10 when IC50 was determined in Caco-2 models (8.7 and 7.4 in Caco-
2atcc and Caco-2gcace cells respectively), suggesting no need for further in vivo studies,
whereas the [I,]/IC50 ratio was > 10 (26.5) in MDCK-MDRI cells, suggesting that it would be
worth conducting clinical studies. These results illustrate the heterogeneity of the cell models
used in drug transport studies. This heterogeneity was expected since the cell lines were of
different origins (intestinal for Caco-2 and renal for MDCK) and displayed different
phenotypes, as illustrated by the relative quantification of the phenotypic markers. The barrier

properties of these models also differed. Expression of the tight junction protein occludin and
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the adherens proteins cadherin-1 and cadherin-17 was respectively 10 to 100-fold lower and 5
to 10-fold lower in MDCK cells than in Caco-2 cells. The expression pattern of the junction
proteins was consistent with the lower TEER values observed for MDCK cells (approximately
80 ohm.cm? versus 600 ohm.cm? for Caco-2 cells). In addition to their different barrier
properties, these cell models are also characterized by differing expression of ABC transporters
which could interfere with determination of IC50s. Ability to precisely quantify the expression

levels of transporters in each cell type is therefore essential.

To this end, mass spectrometry could be used as a reference technique. A wide range of
new mass spectrometry—based analytical platforms and experimental strategies have emerged
in recent years and have made this technology increasingly accessible for routine protein
quantification. Mass spectrometry can simultaneously and accurately quantify several
transporters of interest in various biological samples, such as cells, membrane vesicles and
animal or human tissues [39-41]. First, we developed and validated a LC-MS/MS method for
absolute quantification of P-gp and BCRP, in accordance with FDA guidelines [28]. As
expected, P-gp and BCRP were more highly expressed in their respective transfected-MDCK
models than in the Caco-2 models. P-gp expression was up to 7.5-fold higher in MDCK-MDRI1
cells and BCRP expression was ~2.3-fold higher in MDCK-BCRP cells, related to higher efflux
ratios of rivaroxaban in these models. Interestingly, a 1.7-fold higher expression of P-gp was
observed in Caco-2gcacc compared to Caco-2a7cc cells, perfectly correlated with a 1.8-fold
higher efflux ratio of rivaroxaban in Caco-2gcacc cells than in Caco-21cc cells. The P-gp level
determined in Caco-2gcacc cells was 10-fold lower than that reported by Uchida et al.[24]. This
may be related to our use of two peptides to quantify the protein whereas Uchida et al. quantified
only one peptide, as reported in most studies [24,26,33]. As observed for BCRP in our study,
the concentrations of the different peptides of a protein are not equal. In particular, we detected

a 1.8-fold higher level of the SSLLDVLAAR peptide compared to that of the VIQELGLDK
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peptide. Conversely, we found a greater amount of P-gp than that reported by Zhang et al.[33]
in MDCK-MDRI cells, with quantification of the same peptide as in the study by Uchida et al.
Differing selection of the quantification peptides is not sufficient to explain these differences
in quantification. Other parameters, such as cell culture conditions, different sample
preparations and mass spectrometry techniques may affect the quantification of transporters in
these cell models [42—44]. FDA provides guidance only on acceptance criteria for the
quantification of either small molecules by LC-MS/MS or proteins by ligand-binding assays
[28]. Currently, no official guidance is available for the quantification of proteins by LC—
MS/MS, but some good practice recommendations according to the type of analysis to be
performed have been proposed by Carr et al. [45]. However, these recommendations do not

specify the minimum conditions required to obtain a reliable protein quantification.

To confirm our results obtained by absolute quantification, we performed a relative
quantification of various ABC transporters by mass spectrometry. The results for P-gp and
BCRP were consistent with those of absolute quantification. The expression of MRP1 was
similar in all cell models, except for MDCK II which showed a 5 to 10-fold lower expression.
Caco-2 cells exhibited a 10-fold higher expression of MRP2 than MDCK cells. The expression
of MRP3 and MRP4 was 10-fold lower in Caco-2 cells than in MDCK cells. Our results
concerning the relative quantification of ABC transporters are consistent with those of Maubon
et al.[15]. These authors reported a 5-fold higher quantity of P-gp mRNA in Caco-2gcacc cells
than in Caco-2tcc cells. They also reported a 4.5-fold higher amount of MRP2 mRNA in Caco-
2gcacc cells and a similar expression of BCRP and MRP4 mRNA in both Caco-2 models. A
confirmation technique, specifically western blotting, highlighted the presence of P-gp and
BCRP in the two Caco-2 models and in MDCK-MDR1 and MDCK-BCRP cells, respectively.
Moreover, immunofluorescence staining revealed the expression and localization of a tight

junction protein ZO-1, and two ABC transporters, P-gp and BCRP. Concerning ABC
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transporters, BCRP was detected at the apicolateral side in all cell models as previously reported
[46], with a more intense signal in the Caco-2 and MDCK-BCRP models. P-gp was highly
expressed in MDCK-MDR1 and Caco-2 cells with an apical localization as previously reported
[47,48]. Taken together, all these results matched and clearly demonstrated a significant

variability in transporter expression between the different cell models.

5. Conclusion

This original work highlighted the relationship between the abundance of ABC
transporters in the cell models employed and the extent of rivaroxaban efflux transport. We
showed that the choice of cell model for conducting transport studies had an influence on the
IC50s values for well-known P-gp and BCRP inhibitors, and that this variability in IC50s was
partly due to a difference in the expression pattern of ABC transporters within these models.
Proteomic analysis by mass spectrometry provided accurate quantification of P-gp and BCRP
transporters, in accordance with FDA guidelines, and revealed that a higher level of ABC
transporter expression in the cell models was correlated with correspondingly greater
rivaroxaban efflux transport. These data on membrane transporter expression in in vitro cell
models should facilitate the interpretation of pharmacokinetic results and their extrapolation
from preclinical to clinical studies, and proteomic mass spectrometry therefore appears to be a

promising tool.
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Table 1. Calibration standards and QC levels for quantification of P-gp and BCRP.

Peptide Concentrations (pM)

FYDPLAGK FDTLVGER VIQELGLDK SSLLDVLAAR
Calibration standards
Cal 1 (LLOQ) 74.25 148.5 74.25 247.5
Cal 2 148.5 247.5 148.5 371.3
Cal 3 247.5 495.0 247.5 495.0
Cal 4 495.0 742.6 495.0 742.6
Cal 5 990.0 990.0 990.0 990.0
Cal 6 2475.0 2475.0 2475.0 2475.0
QC samples
QC 1 (LLOQ) 74.25 148.5 74.25 247.5
QC2 222.8 445.5 222.8 445.5
QC3 742.6 643.6 742.6 792.0
QC4 1485.0 1485.0 1485.0 1485.0
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Table 2. Absolute expression levels of P-gp and BCRP in plasma membrane fractions of Caco-

2 and MDCK cells. Absolute amounts (fmol) were calculated from the calibration curves for

each peptide. Protein expression levels (fmol/pug protein) were calculated by dividing the

absolute amounts of the targeted peptides by the total quantity of protein (in pg) in the

membrane protein fractions analyzed. Each value represents the mean + standard deviation

(n=3).
Protein expression level (fmol/pg protein)
Protein Peptide Caco-2 Caco-2
MDCK I MDCK-BCRP  MDCK-MDRI1
ATCC ECACC
FDTLVGER 0,340 £ 0,013 0,639 £ 0,019 0,321 £ 0,003 0,241 +£0,019 2,847 £ 0,081
P-gp
FYDPLAGK 0,359 £ 0,002 0,552 £ 0,009 <LLOQ <LLOQ 2,394 £ 0,023
SSLLDVLAAR 1,046 £ 0,020 1,082 £0,011 <LLOQ 2,302 +£ 0,030 <LLOQ
BCRP
VIQELGLDK 0,553 £ 0,036 0,604 £ 0,054 <LLOQ 1,317 £ 0,013 <LLOQ
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2

Figure 1. Expression of ZO-1 by epifluorescence microscopy in MDCK II (A), MDCK-MDRI1

(B), MDCK-BCRP (C), Caco-2s1cc (D) and Caco-2gcacc (E) cells. Scale bar=20um.
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Figure 2. Label-free relative quantification of junction proteins in the Caco-2gcacc (CE), Caco-

2atce (CA), MDCK II (M), MDCK-BCRP (MB) and MDCK-MDR1 (MP) models. Whiskers

indicate the first and third quartiles of the data, the horizontal bar within each box indicating

the median value. Three biological replicates were examined for each model, each biological

replicate being analyzed three times.
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Figure 3. Label-free relative quantification of phenotypic markers in the Caco-2gcacc (CE),

Caco-2x1cc (CA), MDCK 1I (M), MDCK-BCRP (MB) and MDCK-MDR1 (MP) models.

Whiskers indicate the first and third quartiles of the data, the horizontal bar within each box

indicating the median value. Three biological replicates were examined for each model, each

biological replicate being analyzed three times.
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Figure 4. Label-free relative quantification of ABC transporters in the Caco-2gcacc (CE),

Caco-2xtcc (CA), MDCK 1T (M), MDCK-BCRP (MB) and MDCK-MDR1 (MP) models.

Whiskers indicate the first and third quartiles of the data, the horizontal bar within each box

indicating the median value. Three biological replicates were examined for each model, each

biological replicate being analyzed three times.
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Figure 5. Expression of P-gp (A) and BCRP (B) by western blotting in the Caco-2stcc, Caco-

2kcace, MDCK-MDR 1, MDCK-BCRP and MDCK 1T models.
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Figure 6. Expression of P-gp by epifluorescence microscopy in MDCK 1II (A), MDCK-MDR1

(B), MDCK-BCRP (C), Caco-2a1cc (D) and Caco-2gcacc (E) cells. Scale bar=20pm.
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Figure 7. Expression of BCRP by epifluorescence microscopy in MDCK II (A), MDCK-

MDRI1 (B), MDCK-BCRP (C), Caco-2atcc (D) and Caco-2gcacc (E) cells. Scale bar=20pum.

35
169



2101

2102
2103
2104
2105
2106
2107
2108
2109
2110
2111

2112
2113
2114
2115
2116
2117
2118
2119
2120
2121

2122
21283
2124
2125
2126
2127
2128
2129
2130
2131

2132
2133
2134
2135
2136
2137
2138
2139
2140
2141

2142
2143
2144
2145
2146
2147
2148
2149
2150
2151
2152
2153
2154
2155
2156
2157
2158
2159
2160

Figure 8. Efflux ratios of rivaroxaban (10 pM) across Caco-2x7cc (A), Caco-2gcacc (B),

MDCK-MDRI1 (C) and MDCK-BCRP (D) cells, without and with verapamil at increasing

concentrations (0.1, 1, 10, 100, 500, 1000 uM) after 2 h incubation. Experimental data (n=3)

are represented by circles indicating mean values with their standard deviations. Lines represent

the corresponding sigmoid models obtained with an unweighted nonlinear least squares

regression algorithm. IC50s are shown for each cell model.
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Figure 9. Efflux ratios of rivaroxaban (10 uM) across Caco-2atcc (A), Caco-2gcacc (B),
MDCK-MDRI1 (C) and MDCK-BCRP (D) cells, without and with Kol143 at increasing
concentrations (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 25 uM) after 2 h incubation. Experimental data (n=3)
are represented by circles representing mean values with their standard deviations. Lines
represent the corresponding sigmoid models obtained with an unweighted nonlinear least

squares regression algorithm. IC50s are shown for each cell model.
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Supplementary information

Title: Value of quantifying ABC transporters by mass spectrometry and impact on in vitro-to-in vivo
prediction of transporter-mediated drug-drug interactions of rivaroxaban.

Jacqueroux E.**, Hodin S.2, Saib S.2, He Z.%, Bin V.2, Delézay O.?, Delavenne X.2¢

2 INSERM U1059, Laboratoire Sainbiose, Equipe Dysfonctions Vasculaires et Hémostase, Université
de Lyon, Saint-Etienne, France

b aboratoire de biologie, ingénierie et imagerie de la greffe de cornée, BiiGC, EA2521, Saint-Etienne,
France

¢ Laboratoire de Pharmacologie Toxicologie, CHU de Saint-Etienne, Saint-Etienne, France

Supplementary Materials and Methods

1. Sample preparation for LC-MS/MS analysis

Samples were prepared as previously described [27]. The membrane protein fraction was
extracted using the Mem-PER Plus membrane protein extraction kit according to the manufacturer’s
protocol. Briefly, cell pellets were washed in the cell wash solution and re-suspended in the
permeabilization buffer. After 10 min incubation, the cell lysates were centrifuged for 15 min at 16,000
g. Supernatant containing cytosolic proteins was removed and cell pellets were re-suspended in the
solubilization buffer. The homogenate was incubated for 30 min and then centrifuged for 15 min at
16,000 g. Supernatant containing the membrane protein fraction was collected. Protein concentration
was measured using the Micro BCA protein assay kit. The in-solution tryptic digestion was performed
using the Pierce Mass Spec sample prep kit. Briefly, 100 pg of membrane protein fraction were reduced

with 10 mM dithiothreitol (DTT) for 45 min at 50°C, then alkylated with 50 mM iodoacetamide (IAA)
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for 20 min at room temperature. Proteins were precipitated with acetone and re-suspended in digestion
buffer. Digestion was performed with Lys-C (1:100) at 37°C for 2 h, then with trypsin (1:50) for 16 h
at 37°C. Each sample was desalted using the Pierce Peptide desalting spin column according to the

manufacturer’s protocol.

2. Method validation

2.1 Calibration standards and quality control samples

Calibration curve standards and quality control (QC) samples were prepared in digested BSA.
Calibration and QC samples were prepared from separated working solutions. Crude heavy-labeled
peptides were used as internal standards (IS) and added at a final concentration of 500 pM in each

sample.

2.2. Limit of detection and quantification

Lower limit of detection (LLOD) and lower limit of quantification (LLOQ) were determined by
injection of decreasing quantities of each peptide in digested BSA and were calculated as the
concentration giving a signal-to-noise ratio of 3 and 10, respectively. Regarding LLOQ), precision should

be better than 20% and accuracy should be + 20% of the nominal concentration.

2.3. Determination of linearity, accuracy and precision

Linearity, accuracy and precision were determined using calibration standards and QC levels.

The calibration curves were generated by plotting the sum of peak area ratios of the three fragments of
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each peptide and IS versus the concentration of peptide. Accuracy and precision of the calibration curves
were determined by analysing in duplicate the six non-zero calibrator levels. Within-run accuracy and
precision were assessed by analysing five replicates of the four levels of QC samples. Between-run
accuracy and precision were assessed by analyzing three runs on three different days of calibration and

QC samples. Accuracy was calculated using the following formula:

DEV (%) = ((theoretical concentration — calculated concentration) / theoretical concentration)*100.

2.4. Carry over

The impact of carry over on the accuracy was assessed by analyzing a blank sample injected

after calibration standards. The carry over value should not exceed 20% of LLOQ.
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Supplementary data

Figure S1. Calibration curves for the two P-gp peptides FYDPLAGK and FDTLVGER and the two

BCRP peptides VIQELGLDK and SSLLDVLAAR. (n=2 for each calibration level)
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across MDCK-MDR1, MDCK-BCRP, Caco-24rcc and Caco-2gcacc cells.

Test conditions Papp A-B Papp B-A
106 cm/s 106 cm/s
MDCK-MDR1
Rivaroxaban 10pM 4.89 + 0.444 56.4+3.32
Rivaroxaban 10uM + verapamil 1uM 5.13£0.441 56.5+2.08
Rivaroxaban 10uM + verapamil 10uM 6.28 £0.489 42.5+3.47
Rivaroxaban 10uM + verapamil 100pM 10.9 £ 0.957 32.2+£0.291
Rivaroxaban 10uM + verapamil 500pM 19.2 £0.529 20.4 £ 0.749
Rivaroxaban 10uM + verapamil 1mM 23.4+1.30 17.6 £0.919
Rivaroxaban 10uM + ko143 0.5uM 4.69 £ 0.478 58.2+2.54
Rivaroxaban 10uM + ko143 1uM 4.82+£0.272 50.8 £2.05
Rivaroxaban 10uM + ko143 5uM 5.87£0.160 454+ 1.94
Rivaroxaban 10uM + ko143 10uM 7.81 £0.266 38.0+1.84
Rivaroxaban 10uM + ko143 25uM 12.2 £ 0.847 26.7+0.771
MDCK-BCRP

Rivaroxaban 10pM 5.51£0.437 39.8+1.29
Rivaroxaban 10uM + verapamil 1pM 5.53 £ 0.806 29.5+ 1.67
Rivaroxaban 10uM + verapamil 10uM 6.11 £0.287 303+1.11
Rivaroxaban 10uM + verapamil 100pM 7.61 £0.350 25.1+£1.95
Rivaroxaban 10uM + verapamil 500pM 11.5+1.19 18.1 £0.683
Rivaroxaban 10uM + ko143 0.001uM 6.61 £0.012 44.6 £ 0.128
Rivaroxaban 10uM + ko143 0.01pM 7.63 £0.680 41.9+£0.963

Table S2. Rivaroxaban permeabilities across MDCK-MDR1, MDCK-BCRP, Caco-2,1cc and Caco-
2gcacc models. Each data is presented with the mean value + standard deviation. Bidirectional
permeabilities of rivaroxaban (apical-to-basolateral: P,,, A-B, basolateral-to-apical: P,,, B-A, expressed
in cm/s, n=3) are presented without an inhibitor (DOAC concentration = 10uM) and with increasing

concentrations of verapamil (0.1, 1, 10, 100, 500,1000 uM) and ko143 (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 25 uM)
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Rivaroxaban 10uM + ko143 0.1uM 12.8 £0.284 20+1.17

Rivaroxaban 10uM + ko143 1uM 11.4+£0.274 20.9 £ 0.877
Rivaroxaban 10uM + ko143 10uM 21.6 £0.588 225+ 2.96

Caco-21cc

Rivaroxaban 10uM 14.4£1.09 45+3.70

Rivaroxaban 10uM + verapamil 0.1uM 16.8 £1.11 48.1+£2.14
Rivaroxaban 10uM + verapamil 1uM 149+0.115 43.4+£595
Rivaroxaban 10uM + verapamil 10uM 17.6 £ 0.330 36.8 £ 1.86
Rivaroxaban 10uM + verapamil 100uM 18.6 +1.41 28.8+2.78
Rivaroxaban 10uM + verapamil 500pM 19.9 £ 1.68 22 £0.253

Rivaroxaban 10uM + ko143 0.001uM 13£1.19 42.8+3.01

Rivaroxaban 10uM + ko143 0.01puM 15.6£0.619 47.1+£3.20
Rivaroxaban 10uM + ko143 0.1uM 18.9 £ 0.569 46.3 £4.01

Rivaroxaban 10uM + ko143 1uM 20.5+£0.899 39.8+1.79
Rivaroxaban 10uM + ko143 10uM 24.7+1.92 31.5+2.57

Caco-2gcacc

Rivaroxaban 10uM 10.0+0.173 57.5+3.55
Rivaroxaban 10uM + verapamil 0.1pM 9.79£0.510 45.1 £ 6.41

Rivaroxaban 10uM + verapamil 1pM 9.17 +0.883 35.4+£4.06
Rivaroxaban 10uM + verapamil 10uM 11.7 £ 0.968 37.6 £0.831
Rivaroxaban 10uM + verapamil 100pM 15.6 £1.57 29.6 £ 0.360
Rivaroxaban 10uM + verapamil 500pM 2.22+1.04 20.9 £3.25
Rivaroxaban 10uM + ko143 0.001uM 6.50 £ 1.36 37.6 £4.02
Rivaroxaban 10uM + ko143 0.01uM 7.10 £ 0.902 40.1 £0.585
Rivaroxaban 10uM + ko143 0.1uM 9.37+0.771 45.4+4.65
Rivaroxaban 10uM + ko143 1uM 11.6 £ 1.07 41.5+6.03
Rivaroxaban 10uM + ko143 10uM 12.1 £0.294 39.2+2.80
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Chapitre 3 : Mise en place d’un modele cellulaire pour étudier le
transport du rivaroxaban au niveau hépatique

1. Contexte et objectifs de I’étude

Le foie est un organe indispensable jouant un rdle clé dans la pharmacocinétique d’une
grande majorité de médicaments, car il est impliqué a la fois dans le métabolisme et/ou
I’¢limination biliaire de ces médicaments. C’est particuliérement le cas pour le rivaroxaban, un
AOD, dont les deux tiers de la dose absorbée sont ¢éliminés par voie hépatique, avec une
métabolisation principalement par les CYP3A4 et CYP2J2 (Weinz et al., 2009 ; Lang et al.,
2009). Le rivaroxaban est €galement connu pour étre un substrat a part égale de deux
transporteurs d’efflux, P-gp et BCRP (Gnoth et al., 2011 ; Hodin et al., 2018). Au niveau
hépatocytaire, ces transporteurs sont exprimés au pole canaliculaire afin de faciliter 1’excrétion
biliaire et participent donc certainement a 1’élimination biliaire du rivaroxaban (Giacomini et
al., 2010). Les CYP et les transporteurs tels que P-gp et BCRP partagent de nombreux
inhibiteurs/inducteurs, et des interactions synergiques au niveau des CYP et des transporteurs
d’efflux hépatiques peuvent affecter la pharmacocinétique du rivaroxaban. Il est donc essentiel
de pouvoir étudier in vitro la prise en charge hépatique des médicaments par les transporteurs
membranaires et les interactions médicamenteuses qui y sont liées.

De nombreux systémes in vitro ont été développés et validés pour prédire le
métabolisme hépatique des médicaments et ¢étudier les potentielles interactions
médicamenteuses liées aux CYP450. C’est le cas des microsomes, des cultures primaires
d’hépatocytes humains ou animaux, et des lignées HepG2 et HepaRG. A I’exception des
microsomes, ces modeles cellulaires permettent aussi d’étudier le transport hépatocytaire et
I’efflux biliaire des médicaments. C’est particulierement vrai pour le modele HepaRG, dont
I’expression des transporteurs SLC et ABC a été mise en évidence par différentes techniques
comme I’immunofluorescence ou la RT-PCR (Bachour-El Azzi et al., 2015 ; Le Vee et al.,
2006 ; Le Vee et al.,, 2013). De plus, les cellules HepaRG semblent posséder un profil
d’expression des transporteurs d’influx et d’efflux similaire aux hépatocytes in vivo (Le Vee et
al., 2006), ce qui en fait un outil trés intéressant pour 1’étude du transport des médicaments au

niveau hépatique. Cependant, a notre connaissance, la quantité de transporteur n’a jamais été
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évaluée précisément, notamment par spectrométrie de masse et le transport du rivaroxaban n’a
jamais été étudié sur ce modele cellulaire hépatique.
Cette étude était centrée sur deux objectifs :
- Quantifier ’expression des transporteurs ABC canaliculaires dans le modéle
HepaRG pour 1’étude de 1’excrétion biliaire des médicaments
- Ftudier la fonctionnalité de ces transporteurs ABC dans 1’efflux de substrats

spécifiques, notamment le rivaroxaban.

2. Méthodes

2.1. Culture cellulaire

Les cellules HepaRG ont été cultivées pendant deux semaines dans du milieu
Williams’E supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal, 100 UIl/ml de pénicilline, 100 pg/ml
de streptomycine, 5 pg/ml d'insuline, 2 mM de L-glutamine et 50 uM d'hydrocortisone
hémisuccinate. Afin d’obtenir une différenciation hépatocytaire compléte, les cellules ont été
cultivées pendant deux semaines supplémentaires avec le méme milieu complété par 2% de
DMSO. Pour les études d’accumulation intracellulaire, les cellules ont été ensemencées dans
des plaques 24 puits, avec une densité d’ensemencement de 45000 cellules par puits. Le milieu

a été changg tous les 2-3 jours pendant 4 semaines.

2.2. Expression et quantification des transporteurs ABC par spectrométrie de masse

Une analyse protéomique en spectrométrie de masse a été réalisée afin d’évaluer
I’expression et I’abondance relative des transporteurs ABC présents dans le modéle HepaRG.
Les lignées Caco-2atcc et Caco-2rcacc ont servi de contrdle positif d’expression des
transporteurs. L’extraction des membranes et la préparation des échantillons a été effectuée
comme décrit précédemment (Mercier et al., 2019). L’analyse en spectrométrie de masse a été
effectuée selon le mode DDA. Bri¢vement, la chromatographie a été réalisée sur une colonne
Easy-spray C18 (2 um, 0,075 mm de diametre interne x 500 mm) avec un gradient de 150
minutes. La phase mobile A était de 1'eau avec 0,1 % d'acide formique et la phase mobile B
comprenait 80% d'acétonitrile et 0,08% d'acide formique. Les peptides ont été élués par un
gradient de 150 min allant de 2,5 % a 40 % de phase B en 123 min et comprenant un court
lavage a 90% de phase B avant de revenir aux conditions de départ. Une analyse des ions

précurseurs a été réalisées dans 'Orbitrap® avec une plage de balayage de 375 a 1500 m/z (avec
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une résolution de 70 000) et les 10 précurseurs multichargés les plus intenses ont été
sélectionnés pour une fragmentation.

Pour la quantification absolue de P-gp et BCRP, la chromatographie a été réalisée a
l'aide d'un systéme de chromatographie liquide Ultimate U3000 (2 un débit de 300 nl/min). Les
peptides ont d'abord été chargés dans une colonne de pré-concentration Acclaim PepMap 100
C18 (100um*2cm, Spm, 100A) a 20uL/min avec de l'eau contenant 2% d'acétonitrile et 0,1%
de TFA. La séparation a ensuite été effectuée sur une colonne Easy-spray C18 (2 um, 0,075
mm de diameétre interne x 150 mm) avec un gradient de 45 minutes. La quantification des
peptides a été réalisée par spectrométrie de masse ciblée en mode PRM. Pour chaque peptide,
les 3 fragments les plus intenses ont été retenus. La méthode d'acquisition combinait un full
scan et une méthode PRM multiplexée. Le full scan a été réalisé avec une résolution de 17 500
et une plage de balayage de 400 a 1200 m/z. Les parametres de la méthode PRM étaient : une
résolution de 35 000, une fenétre d'isolation de 0,7 m/z et une énergie de collision normalisée
de 27 pour la fragmentation. La méthode a été validée conformément aux recommandations de
la FDA pour la validation des méthodes bioanalytiques (FDA, 2018). Pour chaque protéine, 3
peptides protéotypiques ont été sélectionnés. Les deux plus intenses ont été retenus comme
peptides de quantification et le troisiéme peptide a servi de peptide de confirmation. Les
peptides de quantification étaient FDTLVGER et FYDPLAGK pour P-gp et SSLLDVLAAR
et VIQELGLDK pour BCRP. Pour chaque peptide, les 3 fragments les plus intenses ont été
sélectionnés et utilisés pour la quantification. Les peptides de confirmation étaient

TVIAFGGQK pour P-gp et ENLQFSAALR pour BCRP.

2.3. Fonctionnalité des transporteurs ABC

2.3.1. Etude fonctionnelle par immunofluorescence

La fonctionnalit¢ du transporteur canaliculaire MRP2 a été évaluée par imagerie
fonctionnelle a 1’aide de la sonde 5(6)-Carboxy-2’,7'-dichlorofluorescein diacetate (CDFDA).
Celle-ci est clivée par des estérases hépatocytaires, produisant ainsi le métabolite CDF
fluorescent qui est un substrat de MRP2. Les cellules ont été pré-incubées pendant 30 min a
37°C en présence ou en absence de ciclosporine (50uM), un inhibiteur a large spectre des
transporteurs ABC. Puis les cellules ont été rincées avec du tampon PBS a 4°C avant d’étre
incubées avec la solution de CDFDA (3 uM) pendant 30 min a 37°C. Les noyaux cellulaires

ont été marqués a 1’aide d’une solution d’Hoescht a Spug/ml. Enfin, les cellules ont été rincées
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avec du PBS a 4°C. Les images ont été obtenues a 1’aide d’un microscope a épifluorescence,

avec contraste de phase.

2.3.2. Etudes d’accumulation intracellulaire

La fonctionnalité des transporteurs P-gp et BCRP a été évaluée par des études
d’accumulation intracellulaire a I’aide de trois substrats tels que la rhodamine 123 (10 uM), le
docétaxel (1 uM) et le rivaroxaban (10 uM). Les cellules ont d’abord été prétraitées pendant 30
min & 37°C avec les solutions d’inhibiteurs comprenant le vérapamil (100 uM), le ko143
(10uM), la ciclosporine (50uM), I’itraconazole (2,1 uM) et le dipyridamole (10 uM). Les
cellules ont ensuite été rincées par du tampon PBS a 4°C, puis incubées pendant 30 min (pour
la rhodamine 123) ou 1h a 37°C avec les solutions de substrat préparées dans le tampon HBSS
comprenant 10mM d’Hepes. Enfin, les cellules ont été lysées a température ambiante pendant
15 min dans une solution de triton X-100 a 0,2% (pour la rhodamine 123) ou pendant 45 min
dans une solution d’acide formique a 2%. La quantité de rhodamine 123 accumulée a I’intérieur
des cellules a été déterminée par spectrofluorimétrie a une longueur d’onde d’excitation de 435
mn et une longueur d’onde d’émission de 538 nm. Les quantités de docétaxel et de rivaroxaban
ont ét¢ déterminées par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse.
L’accumulation de chaque substrat a été exprimée en pourcentage de cellules non traitées et les

données ont été normalisées par la teneur en protéines des cellules pour chaque puits.

3. Résultats

3.1. Expression et quantification des transporteurs ABC

L’analyse protéomique en spectrométrie de masse a permis d’évaluer 1’expression
relative des transporteurs ABC dans le modele HepaRG, et de la comparer a celle retrouvée
dans les modeles Caco-2atcc et Caco-2ecacc (Figure 80). Le transporteur le plus abondant dans
les cellules HepaRG est la P-gp, qui présente une abondance similaire a celle retrouvée dans
les modeles Caco-2. Le niveau d’expression de BCRP est inférieur au niveau d’expression des
autres transporteurs ABC (environ vingt-cinq fois plus faible que celui de P-gp). Comparé au
modele Caco-2, les cellules HepaRG présentent une abondance de BCRP vingt fois plus faible.
Les abondances des transporteurs MRP1, MRP2 et MRP3 sont semblables au sein du modele

HepaRG. L’expression de MRP1 et MRP3 est 1égeérement supérieure a celle observée dans les
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modeles Caco-2, tandis que I’expression de MRP2 est environ cinq fois inférieure a celle des
cellules Caco-2.

ABC transporters

BCRP MRP1 MRP2
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1e+06 -

MRP3 P-gp
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Figure 80. Quantification relative des transporteurs ABC dans les modeles HepaRG, Caco-2atcc et Caco-
2gcacc.

Ensuite, une méthode de quantification absolue en spectrométrie de masse a permis
d’évaluer précisément la quantité des transporteurs P-gp et BCRP au sein des membranes des
cellules HepaRG. Comme observé lors de la quantification relative, la quantit¢ de P-gp est
supérieure a celle de BCRP (Figure 81). La quantité de P-gp est en moyenne de 0,456 fmol/ug
de protéine, avec une concentration de 0,536 fmol/pug pour le peptide FDTLVGER et 0,376
fmol/pg pour le peptide FYDPLAGK. Concernant BCRP, seul le peptide VIQELGLDK a pu
étre quantifié, avec une concentration de 0,175 fmol/pg de protéine. Le peptide SSLLDVLAAR
n’a pas été détecté. Les ions de confirmation TVIAFGGQK pour P-gp et ENLQFSAALR pour

BCRP ont bien été détectés, confirmant la présence de ces deux transporteurs.
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Figure 81. Quantification absolue de P-gp (bleus) et BCRP (rose) dans la fraction membranaire des cellules
HepaRG.

3.2. Fonctionnalité des transporteurs ABC

La fonctionnalité du transporteur MRP2 a été évaluée par imagerie fonctionnelle a I’aide
de la sonde CDFDA, en I’absence et en présence de ciclosporine, un inhibiteur de MRP2
(Figure 82). Apres une incubation de 30 minutes avec la sonde CDFDA, le composé¢ CDF
fluorescent a été localisé uniquement dans les canalicules biliaires des cellules HepaRG,
confirmant une expression fonctionnelle du transporteur MRP2 au pdle canaliculaire des
cellules hépatocytaires. Au contraire, une fluorescence diffuse localisée au niveau des
hépatocytes a été observée lors de l'incubation en présence de ciclosporine. Cette absence de
marquage canaliculaire bien défini en présence de ciclosporine confirme I’inhibition du

transport canaliculaire du CDF par MRP2.
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Figure 82. Imagerie fonctionnelle du transporteur MRP2 a I’aide de la sonde CDFDA avec ou sans inhibiteur
(ciclosporine) en microscopie a épifluorescence.

Ensuite, la fonctionnalité des transporteurs P-gp et BCRP a été évaluée par des études
d’accumulation intracellulaire a ’aide de trois substrats (rhodamine 123, docétaxel et
rivaroxaban) et d’inhibiteurs spécifiques (Figure 83). La rhodamine 123, un substrat de P-gp, a
montré une augmentation de 38% de son accumulation intracellulaire en présence de
ciclosporine 50uM (Figure 83A). L’accumulation intracellulaire du docétaxel, un autre substrat
de P-gp, a augmentée de 52% et 84% en présence d’itraconazole (2uM) et de dipyridamole
(10uM) respectivement, deux inhibiteurs de P-gp (Figure 83B). L’association de ces deux
inhibiteurs a conduit & une accumulation plus de quatre fois supérieure a celle observée sans
inhibiteur. Enfin le rivaroxaban, un substrat de P-gp et BCRP, présentait une accumulation
intracellulaire augmentée de 15% en présence de ko143 (10uM) (Figure 83C). Le traitement
des cellules par le vérapamil (100uM) a augmenté de 59% son accumulation intracellulaire. La
modification plus importante de I’accumulation du rivaroxaban en présence de 1’inhibiteur
spécifique de P-gp qu’en présence de I’inhibiteur de BCRP est en lien avec une expression
supérieure de P-gp dans le modele. L ensemble de ces résultats démontre la fonctionnalité des

transporteurs P-gp et BCRP dans les cellules HepaRG.
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Figure 83. Taux d’accumulation intracellulaire de rhodamine 123 (A), docétaxel (B) et rivaroxaban (C) en
présence de différents inhibiteurs sur les cellules HepaRG.
Les résultats ont été normalisés par la quantité de protéines.

4. Discussion

Le rivaroxaban est un substrat connu des transporteurs d’efflux, particuliérement P-gp
et BCRP (Gnoth et al., 2011 ; Hodin et al., 2018). Les transporteurs ABC sont impliqués dans
toutes les étapes ADME, telles que 1’absorption intestinale et I’élimination rénale et biliaire.
Or, pres de 65% de la dose administrée de rivaroxaban est éliminée par voie biliaire, sous forme
inchangée ou métabolisée (Weinz et al., 2009 ; Galgani et al., 2018). Il est donc important de
pouvoir évaluer in vitro la prise en charge du rivaroxaban par les transporteurs ABC hépatiques,
afin de prédire les IAM qui pourraient perturber son ¢limination. A notre connaissance, cette
¢tude est la premicre a évaluer in vitro I’excrétion biliaire du rivaroxaban dans le modele
cellulaire HepaRG.

L’analyse protéomique en spectrométrie de masse a permis de confirmer 1’expression

des principaux transporteurs canaliculaires impliqués dans 1’excrétion biliaire des
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médicaments, tels que P-gp, BCRP et MRP2. Deux transporteurs ABC situés au pole sinusoidal
des hépatocytes, MRP1 et MRP3, ont également été détectés. P-gp posseéde la plus forte
abondance, suivi par MRP1 et MRP3, puis MRP2 et enfin BCRP qui posséde I’abondance la
plus faible. Ce profil d’abondance des transporteurs est cohérent avec les niveaux d’expression
d’ARNm reportés par Le Vee et al. (Le Vee et al., 2006). Habituellement, I’expression des
transporteurs dans les cellules HepaRG est comparé a celle des hépatocytes fraichement isolés
ou cryopréservés (Le Vee et al., 2006 ; Le Vee et al., 2013 ; Bachour-El Azzi et al., 2015). Ici,
les cellules Caco-2 ont été choisies comme contrdle positif de I’expression des transporteurs
car il s’agit du modele de référence pour les études de transport (FDA, 2017). Le niveau
d’expression de P-gp dans les cellules HepaRG est similaire a celui des cellules Caco-2, avec
une concentration de 0,456 fmol/pg de protéine contre une concentration respectivement de
0,350 fmol/pg et 0,595 fmol/ug pour les Caco-2atcc et les Caco-2ecacc. Les cellules HepaRG
présentent une expression plus faible de MRP2 et beaucoup plus faible de BCRP. L’efflux du
rivaroxaban dans les cellules HepaRG sera donc majoritairement di a 1’activité de la P-gp.
Cependant, le probléme de détection d’un des peptides de quantification de BCRP est
probablement a 1’origine d’une sous-estimation de 1’expression de BCRP dans ce mod¢le.

Les ¢études d’immunofluorescence et d’accumulation intracellulaire ont démontré la
fonctionnalit¢ des transporteurs canaliculaires. La sonde CDFDA s’accumule dans les
structures canaliculaires, excepté en présence de ciclosporine, un inhibiteur large des
transporteurs ABC, qui empéche 1’excrétion de la sonde dans les canalicules et la retient dans
les hépatocytes. Ces résultats sont similaires a ceux reportés précédemment (Le Vee et al.,
2013 ; Bachour-El Azzi et al., 2015), confirmant la fonctionnalité du transporteur MRP2 dans
notre modele HepaRG. L augmentation de I’accumulation intracellulaire de plusieurs substrats
de P-gp et BCRP en présence d’inhibiteurs a confirmé la fonctionnalité des transporteurs ABC
exprimés au pdle canaliculaire. Les études d’accumulation intracellulaire du rivaroxaban ont
mis en évidence son excrétion biliaire par les transporteurs ABC. La présence de kol43 a
conduit & une légere augmentation de I’accumulation intracellulaire du rivaroxaban, tandis que
I’inhibition spécifique de P-gp par le vérapamil a augmenté de presque 60% son accumulation,
confirmant I’implication de P-gp dans I’excrétion biliaire du rivaroxaban. L’accumulation
intracellulaire plus importante du rivaroxaban avec le vérapamil est probablement liée a une
expression plus importante de la P-gp et a la tres faible expression de BCRP.

Contrairement a d’autres études d’accumulation intracellulaire réalisée avec le méme
substrat, par exemple la rhodamine 123, les pourcentages d’accumulation en présence

d’inhibiteurs sont plus faibles que ceux reportés précédemment dans d’autres lignées cellulaires

187



(Mercier et al., 2018 ; Puech et al., 2018). Ceci peut s’expliquer par la faible proportion et la
faible surface des structures canaliculaires présentes sur 1’ensemble du tapis cellulaire,
engendrant une variation plus faible de I’accumulation intracellulaire.

Le modele HepaRG est un modele plus complexe que les modeles habituellement
utilisés dans les études de transport, tels que Caco-2 ou MDCK, car il associe métabolisme et
transport. En effet, les cellules HepaRG possede un profil d’expression des CYP similaire a
celui des hépatocytes humains et sont un outil pertinent pour I’étude du métabolisme (Guillouzo
et al., 2007 ; Kanebratt et Andersson, 2008 ; Zanelli et al., 2012). Il faut donc tenir compte de
la part du métabolisme lors des études d’accumulation. Afin de compléter cette étude, il serait
intéressant d’étudier également la prise en charge des métabolites principaux du rivaroxaban
par les différents transporteurs présents au poOle canaliculaire des hépatocytes. Enfin,
I’utilisation d’un inhibiteur sélectif de P-gp et d’un inhibiteur mixte de P-gp et du CYP3A4
permettrait d’étudier, lors d’une IAM, la part liée au métabolisme et celle liée a I’excrétion

biliaire par les transporteurs.

En conclusion, cette étude a mis en évidence I’expression et la fonctionnalité de
plusieurs transporteurs ABC dans le modé¢le cellulaire HepaRG. Les principaux
transporteurs canaliculaires présents in vivo, comme P-gp, BCRP et MRP2 ont été
retrouvés dans ce modele. Les études d’accumulation intracellulaire ont démontré la
capacité du modéle a étudier ’efflux biliaire de substrats des transporteurs ABC et ont
mis en évidence pour la premiére fois le réle de P-gp dans D’excrétion biliaire du
rivaroxaban. Des études complémentaires comme la détermination des IC50 d’inhibiteurs
spécifiques de ces transporteurs sont nécessaires afin de déterminer si le modéle HepaRG

est également un bon outil pour prédire les IAM au niveau hépatique.
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DISCUSSION GENERALE

Depuis la mise sur le marché des AOD en 2008, leur prescription ne cesse d’augmenter
en remplacement des AVK. Aujourd’hui, seulement dix ans aprés leur commercialisation,
I’utilisation clinique des AOD rejoint celle des AVK et devrait la dépasser dans les prochaines
années pour devenir I’anticoagulation majoritaire par voie orale. Ce tournant devrait améliorer
la prise en charge de la maladie thromboembolique car, a I’'inverse des AVK qui possédent une
forte variabilité pharmacocinétique et nécessitent un suivi biologique contraignant, les AOD
ont ’avantage de présenter une variabilité intra- et interindividuelle plus faible, un meilleur
rapport bénéfice/risque et une utilisation simplifiée. Il devient donc nécessaire de maitriser la
pharmacocinétique et la pharmacodynamie de ces molécules relativement récentes,
particulierement en identifiant les potentiels facteurs de variabilité pharmacocinétique dont
certains peuvent étre communs aux AVK, tels que 1’age, le sexe, I’ethnie, I’alimentation,
I’existence de polymorphismes génétiques ou d’interactions médicamenteuses. Contrairement
aux AVK, les AOD sont des substrats des protéines d’efflux telles que la P-glycoprotéine
(Gschwind et al., 2013) et BCRP, et I'implication de ces transporteurs membranaires dans la
pharmacocinétique des AOD représente donc une source de variabilité a prendre en compte. Ce
travail a permis d’étudier in vitro I’implication des transporteurs ABC tels que P-gp et BCRP

dans la variabilité pharmacocinétique des AOD, plus particulierement du rivaroxaban.

Dans ce travail, nous avons évalué les conséquences de la prise en charge des AOD par
les transporteurs ABC, en montrant in vitro 1’existence potentielle d’une IAM liée aux
transporteurs P-gp et BCRP entre le riociguat, un vasodilatateur utilisé dans le traitement de
I’HTAP et de 'HTP-TEC, et deux AOD, I’apixaban et le rivaroxaban, qui possédent des profils
différents de prise en charge par les transporteurs ABC (Hodin et al., 2018). Le riociguat a
inhibé plus fortement 1’efflux du rivaroxaban que de 1’apixaban, particulierement par BCRP,
suggérant une probabilité d’interaction plus importante avec le rivaroxaban. La valeur du
rapport [Lg]/IC50 étant inférieure a 10, il semble peu probable d’observer cette interaction in
vivo en I’absence d’autres facteurs de risque de bioaccumulation. Cependant, il faut garder a
I’esprit que les patients atteints d’HTP-TEC présentent souvent plusieurs facteurs de risque de
bioaccumulation (Gabriel et al., 2016), pouvant potentialiser la survenue de cette IAM liée aux

transporteurs ABC. Cette étude a montré que les modeles cellulaires in vitro MDCK transfectés
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sont de bons outils pour déterminer quels sont les transporteurs impliqués dans la prise en
charge d’un médicament et évaluer les IAM liées a ces transporteurs, mais la surexpression
d’un seul transporteur limite I’intérét de ces modeles dans I’extrapolation des données de /’in
vitro a ’in vivo. Effectivement, les modeles cellulaires utilisés sont extrémement simplifiés et
donc différents de I’histologie de la muqueuse in vivo. Les barriéres physiologiques in vivo
représentent des systémes hétérogeénes, constitués par exemple de plusieurs types cellulaires
interagissant entre eux, tandis que les modeles recommandés pour les études de transport sont
des systemes plutdt homogenes, constitués généralement d’un seul type cellulaire. De plus, les
modeles transfectés avec le géne humain d’un transporteur sont des modeles biaisés car ils
surexpriment un seul transporteur. En effet, dans notre premiére étude les modeles MDCK
transfectés ont permis d’évaluer uniquement l'effet du riociguat sur I’efflux des AOD par P-gp
et BCRP séparément, alors que le transport complet de médicaments in vivo est plus complexe
et peut impliquer d'autres transporteurs membranaires. Enfin, les modéles cellulaires possedent
une grande variabilité interlaboratoire, liée en partie a une expression des protéines dépendante
de trés nombreux facteurs parmi lesquels on retrouve, par exemple, les conditions de culture

(composition du milieu, nombre de passages, surface de culture, ...).

Nous nous sommes donc intéressés, dans un second temps, aux parametres cellulaires qui
pouvaient influencer les résultats des études de transport in vitro du rivaroxaban. Notre intérét
s’est porté en particulier sur I’expression des transporteurs ABC dans les différents modéles
recommandés par la FDA (Caco-2, MDCK, MDCK-MDR1 et MDCK-BCRP). Une méthode
de quantification absolue fiable et robuste de P-gp et BCRP en spectrométrie de masse a été
développée et validée selon les recommandations de la FDA (FDA, 2018), et a permis de
quantifier les transporteurs ABC exprimés sur les cellules. La différence d’expression des
transporteurs observée entre les différents modeles cellulaires était en lien direct avec la
fonctionnalité. La prise en charge du rivaroxaban était plus importante dans les mod¢les
exprimant davantage de transporteurs, conduisant pour un méme inhibiteur a des IC50 variables
selon le modele cellulaire. Or, le rapport [Igu]/IC50 étant dépendant des valeurs d’IC50
déterminées in vitro, les conclusions sur I’importance clinique des IAM mises en évidence in
vitro pour le rivaroxaban peuvent dépendre, par conséquent, du choix du modele cellulaire. Le
rivaroxaban étant principalement éliminé par voie biliaire, il semble peu adapté de prédire sa

pharmacocinétique d’¢élimination avec un mode¢le d’absorption tel que le modele Caco-2.
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Apres avoir montré ’influence de la quantité des transporteurs, nous avons évalué la
variabilité inter-modele. Pour compléter I’étude du transport du rivaroxaban au niveau intestinal
(Caco-2) et rénal (MDCK), nous avons, pour la premicre fois, étudié in vitro le role des
transporteurs P-gp et BCRP dans I’excrétion biliaire du rivaroxaban grace au modele cellulaire
hépatique HepaRG. Ce modéle a surtout été développé pour 1’étude du métabolisme hépatique
des médicaments, et est trés peu caractérisé pour des études pharmacologiques de transport des
médicaments. La spectrométrie de masse a, de nouveau, permis de quantifier 1I’expression des
transporteurs ABC qui a été comparée a celle retrouvée dans les cellules Caco-2, modele de
référence des études de transport (FDA, 2017). Les cellules HepaRG expriment autant de P-gp,
moins de MRP2 et BCRP, et un peu plus de MRP1 et MRP3 que les cellules Caco-2.
L’expression de BCRP étant faible dans les cellules HepaRG, I’efflux du rivaroxaban est donc
majoritairement le reflet de I’activité de P-gp. L’augmentation de I’accumulation intracellulaire
des substrats des transporteurs ABC, dont le rivaroxaban, en présence d’inhibiteurs de
référence, démontre la bonne localisation et la fonctionnalité de ces transporteurs d’efflux dans
le modéle HepaRG. Cette étude a mis en évidence le réle de P-gp dans I’élimination biliaire du
rivaroxaban, et a également confirmé 1’existence d’une variabilité entre les différents modeles,

notamment une variabilité de 1’expression des transporteurs ABC.

Ce travail a également montré que I’extrapolation des données des études de transport in
vitro a in vivo présentait certaines limites. Le calcul du rapport [Igu]/IC50 pour déterminer
I’impact clinique d’une IAM détectée in vitro est une méthode simplifiée et [Igu] est une
estimation trés approximative de la concentration du médicament dans le liquide intestinal.
D'autres approches plus complexes, comme les modéles pharmacologiques physiologiques
(PBPK) intégratifs, peuvent étre utilisées pour faire de telles prédictions. Ceci est d'autant plus
vrai que les phénoménes qui se produisent in vivo, comme la liaison aux protéines ou le
métabolisme ne sont pas considérés dans ces modeles. Il serait également intéressant d’intégrer
la quantité de transporteurs présents sur les cellules dans ces modeles prédictifs. En effet, nous
avons démontré grace a la spectrométrie de masse que la variabilit¢ de 1’expression des
transporteurs in vitro est corrélée a la variabilité¢ de leur fonction entre les différents modéles
cellulaires, et que cette expression est également variable au sein des modeles. De ce fait, on
peut également supposer qu’une variation de la quantité de transporteurs exprimée in vivo par
les tissus soit en partie & 1’origine de variabilités pharmacocinétiques. Il est connu que
I’expression des transporteurs peut étre modulée par un traitement médicamenteux, par exemple

la rifampicine, ou un état pathologique comme par exemple une inflammation (Greiner et al.,
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1999 ; Adibi, 2003 ; Hartmann et al., 2001 ; Mosaffa et al., 2012), ce qui peut expliquer
certaines variabilités intra- et interindividuelles. En outre, 1’intégration de ce parameétre
permettrait également de pouvoir utiliser des données provenant de différents laboratoires et
limiter ainsi les variations interlaboratoires. Le niveau d’expression des transporteurs apparait
donc comme un parameétre important & prendre en compte dans 1’évaluation in vitro, mais
¢galement in vivo, des IAM liées aux transporteurs et permettrait d’améliorer la corrélation in

Vitro-in vivo.

Pour conclure, ce travail a permis de mettre en évidence une prise en charge des AOD
par les transporteurs ABC, particulierement P-gp et BCRP, ainsi que ’existence d’IAM liées a
ces transporteurs a I’échelle in vitro. Aujourd’hui, les modeles in vitro souffrent d’un manque
de prédictibilité quant a I’implication clinique de ces IAM observées in vitro avec les AOD.
Une des pistes d’amélioration envisagée lors de ce travail est I’intégration de la quantité de
transporteurs exprimée par les modeles cellulaires. La spectrométrie de masse est une technique
innovante qui apporte de nombreux avantages tels qu’une quantification relative et surtout
absolue des transporteurs, ainsi que la détection de trés faibles quantités (de I’ordre de
I’attomole). Bien qu’onéreuse, cette technologie est de plus en plus accessible aux laboratoires
de recherche et participera certainement a 1’établissement d’une meilleure corrélation in vitro -

in vivo pour 1’étude des interactions pharmacocinétiques liées aux transporteurs ABC.
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The preclinical evaluation of nasally administered drug candidates requires screening studies based on in vitro
models of the nasal mucosa. The aim of this study was to evaluate the morpho-functional characteristics of the
3D MucilAir™ nasal model with a pharmacological focus on [ATP]-binding cassette (ABC) efflux transporters. We
initially performed a phenotypic characterization of the MucilAir™ model and assessed its barrier properties by
immunofluorescence (IF), protein mass spectrometry and examination of histological sections. We then focused
on the functional expression of the ABC transporters P-glycoprotein (P-gp), multidrug resistance associated
protein (MRP)1, MRP2 and breast cancer resistance protein (BCRP) in bidirectional transport experiments. The
MucilAir™ model comprises a tight, polarized, pseudo-stratified nasal epithelium composed of fully differ-
entiated ciliated, goblet and basal cells. These ABC transporters were all expressed by the cell membranes. P-gp
and BCRP were both functional and capable of actively effluxing substrates. The MucilAir™ model could con-
sequently represent a potent tool for evaluating the interaction of nasally administered drugs with ABC trans-

porters.

1. Introduction

Nasal delivery represents a highly effective route of administration
for drugs requiring a quick onset of action. Nasal drug delivery offers
several advantages over systemic administration, including reduced
side-effects, avoidance of hepatic first-pass metabolism and rapid local
absorption of drugs owing to the abundant vascularization and high
permeability of the sizeable nasal mucosa [1].

The introduction of intranasal drug candidates requires the devel-
opment of pre-clinical screening experiments to evaluate their perme-
ability through the nasal mucosa [2]. Currently, Caco-2 intestinal cell
line is the only FDA-approved predictive in vitro model to evaluate the
absorption of drugs [3]. Considering the morphological and physiolo-
gical differences with the nasal barrier, new models of nasal mucosa
must be developed and characterized to evaluate the absorption of
nasal drugs. In this context, several in vitro cellular models have been
developed with the aim of closely mimicking the biology of the nasal

barrier. The use of immortalized nasal cell lines, such as the bovine
turbinate (BT) [4], rat nasal squamous carcinoma (NAS 2BL) [5] and
human nasal squamous carcinoma RPMI 2650 cell lines [6,7] represents
a widespread approach. Despite some advantages, including high pro-
liferation capacity and genetic homogeneity, immortalized cell lines are
far from the human nasal epithelium in terms of biophysiology due to
their weak differentiation ability [8]. To overcome these limitations,
various in vitro models have evolved over the years, becoming in-
creasingly complex and developing from submerged monocultures to
three-dimensional epithelia cultured at the air-liquid interface. These
latest models, available under the brand names EpiAirway™ (MatTek
Corporation) and MucilAir™ (Epithelix), are constituted from primary
human epithelial cells freshly isolated from nasal or bronchial biopsies
[9]. These models accurately reproduce the biophysiology of human
airway epithelia including the presence of a functional mucociliary
system and the secretion of mucus in a homeostatic state [10].
Nasally administered drugs permeate through the nasal epithelium
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ABSTRACT

Because of their lower bleeding risk and simplicity of use, direct
oral anticoagulants (DOACs) could represent an interesting
alternative to conventional anticoagulant treatment with
vitamin K antagonists for patients with pulmonary arterial
hypertension (PAH). P-glycoprotein (P-gp) plays a key role in
DOAC pharmacokinetics. Type 5-phosphodiesterase inhibitors
(PDES5is), a drug class commonly used in the treatment of PAH,
have been shown to strongly inhibit P-gp. This work aimed to
assess potential P-gp—-mediated drug-drug interactions be-
tween PDES5is and DOACs using in vitro methods. A cellular
model of drug transport assay, using P-gp-overexpressing
Madin-Darby canine kidney cells (transfected with the human
P-gp gene), was used to determine the bidirectional permeabil-
ities of two DOACs (rivaroxaban and apixaban) in the absence

and presence of increasing concentrations (0.5-100 uM) of three
PDES5is (sildenafil, tadalafil, and vardenafil). Permeabilities and
efflux ratios were calculated from DOAC concentrations, were
measured with liquid chromatography coupled with mass
spectrometry, and were subsequently used to determine the
PDE5i percentage of inhibition and half maximal inhibitory
concentration (ICsq ). Rivaroxaban efflux was inhibited by 99%,
66%, and 100% with 100 uM sildenafil, tadalafil, and vardenafil,
respectively. Similarly, apixaban efflux was inhibited by 97%,
74%, and 100%, respectively. The ICsy values of the three
PDE5is were 8, 28, and 5 uM for rivaroxaban and 23, 15, and
3 uM for apixaban, respectively. This study showed strong
in vitro inhibition of DOAC efflux by PDES5is. In vivo studies are
required to determine the clinical relevance of these interactions.

Introduction

Anticoagulant therapy remains a challenging issue in the
field of pulmonary hypertension treatment. Pulmonary arte-
rial hypertension (PAH) is a vascular pulmonary disease
characterized by elevated mean pulmonary arterial pressure
that leads to right heart failure and death (Galie et al., 2016).
Oral anticoagulants, particularly vitamin K antagonists
(VKAs), are widely used in PAH as a supportive therapy
(e.g., in 60% of participants in a recent French cohort; Gabriel
et al., 2016). The risk/benefit ratio of VKAs seems to be
associated with a significant bleeding risk in these patients
(Henkens et al., 2013).

This work was supported by La Fondation du Souffle and Le Fonds de
Recherche en Santé Respiratoire.
https://doi.org/10.1124/jpet.117.245993.

In addition to anticoagulants, patients with PAH receive
specific drugs called “targeted therapies,” which include
prostanoid analogs, endothelin receptor antagonists, and type
5-phosphodiesterase inhibitors (PDE5is) (Galie et al., 2016).
These targeted therapies are noticeably involved in drug-drug
interactions (DDIs), especially with VKAs (Ferndndez and
Roma4, 2003; Ciraci et al., 2014; Said, 2014). Indeed, some of
these drugs are P-glycoprotein (P-gp) and/or CYP3A4 sub-
strates and can act as P-gp and CYP3A4 competitive inhibi-
tors toward other drugs prescribed simultaneously.
Interestingly, PDE5is were shown to be in vitro P-gp inhibi-
tors when tested with chemotherapy in P-gp—overexpressing
neoplastic cells (Ding et al., 2011; Shi et al., 2011). However,
these studies only monitored intracellular accumulation of
P-gp substrates and did not specifically study drug transport.

Direct oral anticoagulants (DOACs) are direct specific
activated factor X (anti-Xa) or thrombin (Anti-ITa) inhibitors,
which are increasingly prescribed for approved indications

ABBREVIATIONS: AF, atrial fibrillation; DDI, drug-drug interaction; DMSO, dimethylsulfoxide; DOAC, direct oral anticoagulation; ER, efflux ratio;
FA, formic acid; FDA, U.S. Food and Drug Administration; MDCK, Madin-Darby canine kidney; m/z, mass-to-charge ratio; P-gp, P-glycoprotein;
PAH, pulmonary arterial hypertension; P,,,A—B, apical-to-basolateral permeability; P,,,B—A, basolateral-to-apical permeability; PDESI, type
5-phosphodiesterase inhibitor; RER, relative efflux ratio; TEER, transepithelial electric resistance; VKA, vitamin K antagonist; VTE, venous

thromboembolism.
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Abstract

Background Pharmacokinetics of direct oral anticoagu-
lants (DOACs) are influenced by ATP-binding cassette
(ABC) transporters such as P-glycoprotein (P-gp) and
Breast Cancer Resistance Protein (BCRP).

Objectives To better understand the role of transporters in
DOAC disposition, we evaluated and compared the per-
meabilities and transport properties of these drugs.
Methods Bidirectional permeabilities of DOACs were
investigated across Caco-2 cells monolayer. Transport
assays were performed using different concentrations of
DOAC and specific inhibitors of ABC transporters. Cell
model functionality was evaluated by transport assay of
two positive control substrates.

Results The results of transport assays suggest a concen-
tration-dependent efflux of apixaban, dabigatran etexilate
and edoxaban, whereas the efflux transport of rivaroxaban
did not seem to depend on concentration. Verapamil, a
strong inhibitor of P-gp, decreased DOAC efflux in the
Caco-2 cell model by 12-87%, depending on the drug
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tested. Kol143 reduced BCRP-mediated DOAC efflux in
Caco-2 cells by 46-76%.

Conclusion This study allowed identification of three dif-
ferent profiles of ABC carrier-mediated transport: pre-
dominantly  P-gp-dependent  transport (dabigatran),
preferential BCRP-dependent transport (apixaban) and
approximately equivalent P-gp and BCRP-mediated trans-
port (edoxaban and rivaroxaban).

Key Points

Pharmacokinetics of DOACs are influenced by ATP-
binding cassette (ABC) transporters.

This study indicates that both P-gp and BCRP were
involved in all DOACs’ disposition.

Three different profiles of DOACs were determined
regarding their modulation by P-gp or BCRP.

1 Introduction

Direct oral anticoagulants (DOACs) represent a major
improvement in the prevention and treatment of stroke
and thromboembolism. These drugs, apixaban, dabigatran
etexilate, edoxaban, and rivaroxaban constitute attractive
alternatives to warfarin and other vitamin-K antagonists
in view of their limited requirement for monitoring and
more predictable pharmacokinetics and pharmacody-
namics. All DOACs are known to be substrates of ATP-
binding cassette (ABC) transporters such as

A\ Adis
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0-GlcNAcase inhibition by Thiamet G opposes acute cardiac
decompensation in rats with chronic heart failure

M Soulié?, O Beseme®, L Nicole?, JP Henry?, F Pinet®, V Richard®,

P Mulder® “Normandie Univ, UNIROUEN, Inserm U1096, EnVI & FHU-REMOD-
VHF - Rouen (France); YINSERM, U1167, FHU-REMOD-HF, Institut Pasteur de
Lille, University Lille, Nord de France - Lille (France)

Introduction: Exacerbation of heart failure (HF), better known as acute decom-
pensated HF, is characterized by dyspnea, edema and fatigue, which is associated
with a high morbi-mortality. O-linked B-N-acetylglucosamine (O-GlcNAc) is a key
regulator of the cellular stress response and augmented O-GlcNAc levels exerts
protective effects in models of acute vascular injury and ischemia-reperfusion
injury. However, whether increasing O-GlcNAc exerts similar protective effects in
acute decompensation of HF is unknown. Thus we evaluated the cardiac effects
of increasing O-GlcNAc levels by inhibiting O-GlcNAcase with Thiamet G (TG) in
a rat model of acute decompensated HF.

Material and methods: Three months after coronary artery ligation resulting
in established HF, rats received 2.5 mL water (control) or 1.8 g/kg NaCl (dis-
solved in 2.5 mlL water) provoking acute decompensation. Left ventricular (LV)
fractional shortening and cardiac output (echography) as well as LV tissue perfu-
sion (MRI) were assessed 1 and 14 days after NaCl-loading, and TG was adminis-
tered 12 h after NaCl (25 mg/kg IP).

Results: NaCl provoked acute decompensation in rats with HF. Indeed, 1 day
after NaCl, the HF-related impairments of LV fractional shortening, cardiac out-
put and myocardial tissue perfusion were aggravated. Fourteen days after NaCl,
cardiac output partially recovered, but fractional shortening and myocardial per-
fusion remained impaired. As soon as 12 h after administration, TG improved
fractional shortening, cardiac output and tended to increase myocardial perfu-
sion. Moreover, 14 days after TG, cardiac output and myocardial perfusion were
still improved.

Discussion/Conclusion: These data show that in an experimental model salt-
induced acute decompensation of HF, a curative treatment with TG improves
both cardiac output as well as myocardial perfusion. The cellular mechanisms,
i.e. post-translational protein O-GlcNaCylation, implicated in the effects of TG, are
currently under investigation.

LV Function
Myocardial Perfusion (ml/
LV FS (%) CO (ml/min) min/g) Pulmonary weight (g)
Group Day1l  Dayl14 Dayl Day 14 Day 1 Day 14 Day 1 Day 14
HF 15+1 1741 121+ 6 121+6 3.45 4012 345 £0.12 117 £0.04 1.20 £0.02
HF+NaCl 12 £ 1% 12+ 1% 104 £3*% 114 £ 2% 2,06 £ 0.10%* 241 £ 0.16* 112+ 0.03 1.52 £0.18*
HF+NaCHTG 16 £ 17 18 £ 17 129 £ 4% 125+ 4% 263 £ 0441 3.02£0.22f 122+007 1.18 £ 0.03

LV FS; left ventricular fractional shortening; CO: cardiac output. *:P < 0.05 vs. HF; : P < 0.05 vs. HF+NaCl.
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Pre-clinical evaluation of vectorized therapies combined with an anti-
CTLA4 antlbody in murine xenografted-models of melanoma

S Topin-Ruiz®, A Mellmgerh C Bourreau ] Fouillet®, E Lepeltier®, G Jaouen®,

C Passirani’, L Martin, N Clere® “MINT, Umv Angerv INSERM, CNRS, Université
Bretagne Loire, 1BS- CHU 4 rue Larrey, F-49933 Angers, France; Centre Hospitalier
Universitaire, Service de Demmtoloqle Université Bretagne Loire, 4 rue Larrey,
F-49933 — Angers (France); "MINT, Univ Angers, INSERM, CNRS, Umvevsxte
Bretagne Loire, IBS-CHU, 4 rue Larrey, F-49933 — Angers (France); ‘PSL, Chimie
ParisTech, ParisCedex05; Sorbonne Université, CNRS, Institut Parisien de Chimie
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4 rue Larrey, F-49933 — Angers (France)

Introduction: The treatment of advanced melanoma with poor prognosis has
been revolutionized by targeted therapy and immune checkpoint blockade. How-
ever, only a small proportion of patients respond to these treatments, particularly
in the case of metastatic melanoma. In this latter case, the combination of sev-
eral treatments may be of therapeutic value. Among the strategies that can be
combined to immunotherapy, chemotherapy using new molecules that induce
senescence of cancer cells such as ferrocifens or gene therapy by inhibition of
gene transcription through RNA interference constitute a promising innovation.
In order to allow systemic administration and to improve the distribution of these
drugs, our laboratory has formulated lipid nanoparticles (LNC) which are able to
encapsulate various lipophilic or hydrophilic molecules. Our project aims (i) to
demonstrate the therapeutic efficacy of LNC encapsulated with ferrocifens and (ii)
to evaluate the benefits of a combination of this vectorized therapy with anti-
CTLA4 antibodies in two murine models of melanoma.

Material and methods: Thus, BF16F10 cells have been Xenografted on the
flank of C57BL6 male mice. As soon as tumor volume was 100 mm’ (d0), mice
have been treated daily between d1 and d5 by LNC ferrocifen (0.45 mg/kg) asso-
ciated (or not) with anti-CTLA4 antibody (10 mg/kg). This randomized, double-
bind study involved 8 groups of animals.

Results: Tumor growth following B16F10 cells injection in C57BL/6 mice was
significantly reduced when mice were treated with an association of LNC ferro-
cifen and ipilimumab. Moreover, flow cytometry described an enhancement of
the cytotoxicity activity of T lymphocytes from mice treated with the association
of both treatments. Taken together, these results suggest a benefit of the treat-
ment combining ipilimumab with new pro-apoptotic drugs to treat aggressive
melanoma.

AM and STP contributed equally.

The authors thank the “comité départemental du Maine et Loire de la Ligue contre le
Cancer” for its financial support for the realization of this project.
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ISCR-induced chlordecone dechlorination leads to derivatives with lower
pro-angiogenic properties in vitro and in vivo on a prostate cancer
model

S Legeay E Alabed Alibrahim?, PA Billat®, N Clere?, S Bristeau®, F Nesslany®,

S Faure®, C Mouvet® “MINT, UNIV Angers, INSERM 1()66 LNR? 6021,

Umversue Bretagne Loire, IRIS-IBS-CHU, 4 rue Larrey — Angers (France); YBRGM,
Laboratory Division, 3 Av Claude Guillemin — Orléans (France); “Istitut Pasteur Lille
(IPL) — Lille (France); “BRGM, Water, Environment and Ecotechnologies Division, 3
Av. Claude Guillemin — Orléans (France)

Introduction: Chlordecone (CLD) is an organochlorine pesticide intensively used
during the 1970s in French West Indies (Guadeloupe and Martinique) to combat
weevils in banana plantations. Prohibited from 1993 because of its carcinogenic-
ity notably for prostate cancer [1], CLD still remains in soils and contributes to
the local population exposure [2].In Situ Chemical Reduction (ISCR) has been
identified as a possible way for the remediation of soils contaminated by CLD and
leads to dechlorinated CLD derivatives [3].The aim of this work was to evaluate
the in vitro and in vivo influence of CLD and three of its dechlorinated derivatives
in mutagenicity, genotoxicity and the control of neovascularization in a model of
prostate cancer.

Material and methods: The mutagenicity and genotoxicity were investigated
using the Ame’s technique on Salmonella typhimurium and the in vitro micronu-
cleus with TK6 human lymphoblastoid cells. The proangiogenic effect of CLD and
three of its dechlorinated derivatives, CLD-1Cl, CLD-3Cl and CLD-4Cl, was evalu-
ated in vitro on human primary endothelial cell at three concentrations: 10—
11 M, 10-9 M, 5.10-8 M and in vivo on a murine model of human prostate
tumor (PC-3) treated at two exposure levels: 33 pg/kg and 1.7 pg/kg respectively
reflecting acute and chronic toxic exposure in human.

Results: Like CLD, the dechlorinated derivatives of CLD studied were devoid of
genotoxicity and mutagenicity. The two main dechlorinated CLD derivatives CLD-
1Cl and CLD-3Cl, have lower cytotoxicity and proangiogenic properties in vitro
than CLD itself. The serum measurements show that, for the same ingested dose,
the three metabolites concentrations were significantly lower than that of CLD.
Prostate tumor growth was lower in the groups treated by the three metabolites
compared to the one treated by CLD. The vascularization measured on the tumor
sections was inversely proportional to the rate of dechlorination, the treatment
with CLD-4Cl showing no difference with control animals treated with only the
vehicle oil used for all substances tested.

Discussion/Conclusion: We can therefore conclude that the pro-angiogenic
effect of CLD is significantly decreased following the ISCR-resulting dechlorina-
tion. Further investigations are needed to elucidate the molecular mechanisms by
which dechlorination of CLD reduces its carcinogenic and proangiogenic effects
in prostate tumor.

References

[1] Multigner L. et al. J. Clin.Oncol. (2010) 28 3457-3462.

[2] Cabidoche Y.M. et al. Environ. Pollut. (2009) 157 1697-1705.

[3] Clostre F. et al. (2010) Cah PRAM 9-10.
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The parallel reaction monitoring-based high resolution mass
spectrometry: a new validated method for the quantification of proteins
E Jacqueroux, S Hodin, P Mismetti, X Delavenne INSERM UMR 1059, Université
Jean Monnet, Université de Lyon, F42023 — Saint-Etienne (France)

Introduction: ATP-binding cassette (ABC) transporters, such as P-glycoprotein
(P-gp), Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) or Multidrug Resistance-asso-
ciated Proteins (MRPs), are well-known to be involved in the absorption of drugs.
The FDA recommends several in vitro cell models to study the involvement of
ABC transporters in the pharmacokinetics of drugs; however, these models have
different characteristics in terms of protein expression. So, it is important to be
able to accurately evaluate the expression of ABC transporters in these cell mod-
els. The objectives of this study were to develop and validate a multiplexed quan-
tification method of 4 ABC transporters (P-gp, BCRP, MRP1, MRP2) by LC-MS/
MS and to apply it to some cell models recommended by the FDA for transport
studies.

Material and methods: Quantification of ABC transporters was performed by
Parallel Reaction Monitoring (PRM)-based targeted mass spectrometry using a Q-
Exactive Plus mass spectrometer. For each protein of interest, 3 proteotypic pep-
tides were selected. For each peptide, the 3 most intense fragments were retained.
Regarding cell application, Caco-2 and transfected MDCK cells were recovered
from cell culture inserts and the membrane protein fraction was isolated using a
commercial kit (Mem-PER Plus®, Thermo Fisher). Then, the membrane proteins
were digested by trypsin for analysis by LC-MS/MS.

Results: Regarding the method validation, linearity, accuracy and precision were
proven by analyzing calibration curves for each of the 8 peptides, according to
the recommendations of the FDA guidance [1]. All calibration curves gave R2
values above 0.97. LOD and LLOQ were in the range of pmol/L. 5 peptides had a
LLOQ of 50 pmol/L, 1 peptide had a LLOQ of 150 pmol/L and 2 peptides had a
LLOQ of 250 pmol/L. Quantification on cell models showed a lower expression of
P-gp and BCRP transporters in Caco-2 cells than in transfected MDCK cells.
Discussion/Conclusion: This LC-MS/MS-based quantification method was vali-
dated according to the recommendations of the FDA guidance. This method was
suitable to assess simultaneously the expression of 4 ABC transporters involved
in drug kinetics in in vitro cell models. These experiments demonstrated that the
expression of ABC transporters varied according to the cell model, which could
explain the differences in efflux ratios observed for a molecule in the literature.
To our knowledge, this is the first PRM method validation for the quantification
of ABC transporters.

Reference

[1] FDA. Bioanalytical method validation Guidance (2018).
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Simultaneous cocktail phenotyping of CYP450-mediated drug
metabolism in patients with inappropriate response to psychotropic
drugs
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Introduction: Cytochrome P450 (CYP) enzymes and efflux transporters such as
the P-glycoprotein (P-gp) are major proteins in humans whose individual vari-
ability affects pharmacokinetics and drug response. It is therefore important to
assess their in vivo activity. Phenotyping for drug metabolizing enzymes or trans-
porters is defined as measuring its actual in vivo activity in an individual. This is
performed by administration of a selective substrate for CYP enzymes or trans-
porter and subsequent determination of an appropriate pharmacokinetic parame-
ter, or a ratio between the drug and its metabolite (metabolic ratio).
Simultaneous phenotyping is performed by the administration of a cocktail of
probe drugs, each of which is metabolized by one specific cytochrome or trans-
ported by P-gp. Due to the low dose of the probe drugs and subsequent plasma
concentrations, a sensible bioanalytical method must be used for the quantifica-
tion of all analytes. Thus, a new method for the quantitative analysis by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) of P-glycoprotein (P-gp)
and cytochrome P450 (CYP) probe substrates and their metabolites was devel-
oped and validated in human plasma.

Material and methods: CYP-specific substrates (caffeine for CYP1A2, bupropion
for CYP2B6, flurbiprofen for CYP2C9, omeprazole for CYP2C19, dextromethorphan
for CYP2D6 and midazolam for CYP3A4), their respective metabolites and P-gp
substrate (fexofenadine) were used as cocktail probe drugs. The 13 analytes were
simultaneously detected and quantified in human plasma using the selected reac-
tion monitoring mode of a triple quadrupole mass spectrometer after positive ioniza-
tion with heated electrospray interface. The method was used in a cohort of 22
patients included in Lariboisiere Hospital (Department of Internal Medicine).
Results: This method presented satisfactory results in terms of sensitivity, speci-
ficity, precision, recovery and matrix effects. The lower limit of quantification and
the linearity of all analytes are suitable with the expected concentrations in clini-
cal practice. Patients were phenotyped because of major issue in achieving thera-
peutic response and severe adverse effects (mainly for analgesics and
psychotropic drugs). Phenotyping and clinical results will be presented during the
congress.

Discussion/Conclusion: This bioanalytical method can be used to assess the
metabolic activities of the most relevant CYPs and P-gp that play a key role in
pharmacokinetics interindividual variability and drug response.

PM1 - 056

Comparison of validated Caco-2 and MDCKs in vitro cell models for drug
transport studies

E Jacqueroux, S Hodin, P Mismetti, N Perek, X Delavenne INSERM UMR 1059,
Université Jean Monnet, Université de Lyon — Saint-Etienne (France)

Introduction: FDA recommendations suggested that two in vitro cell models,
Caco-2 and MDCKs, can be used in the same way as reference models for drug
transport studies. However, Caco-2 and MDCKs cells have different characteris-
tics, both in terms of protein expression and culture conditions. To evaluate these
models, we used a direct oral anticoagulant (DOAC), rivaroxaban, which is a
well-known substrate of ATP-binding cassette (ABC) transporters, such as P-gly-
coprotein (P-gp) or Breast Cancer Resistance Protein (BCRP). The objectives of
this study were to compare these two in vitro models validated by the FDA and
evaluate their indications/specificities in rivaroxaban transport studies.

Material and methods: Caco-2, MDCK-II natives and transfected MDCK
(MDCK-mdr1 and MDCK-berp) cells were seeded on cell culture inserts and cul-
tured until confluence. Bidirectional permeabilities experiments were performed
on each cell line for rivaroxaban, with specific inhibitors of P-gp (verapamil) and
BCRP (ko143) and a non-specific inhibitor (cyclosporine) to determine efflux
ratios. Then, IC50 values were calculated for both specific inhibitors on each cell
model. Relative quantification by Western blotting and liquid chromatography-
high resolution mass spectrometry (LC-MS) were used to assess ABC transporters
expression on each cell line.

Results: IC50 values for verapamil reflected a lower inhibitory power for MDCK-
mdrl compared to Caco-2 and MDCK-berp respectively. For ko143, IC50 values
indicated a lower inhibitory power for MDCK-berp than for Caco-2 and MDCK-
mdrl respectively. Western blotting experiments showed a higher expression of
P-gp and BCRP in transfected MDCK cells compared with Caco-2 cells. This differ-
ence was confirmed with LC-MS quantification. ABC transporters expressions
were consistent with efflux ratios and IC50 values for each cell model.
Discussion/Conclusion: These experiments demonstrated that these two models
can prov1de different and complementary information. The MDCK models produce
results in 5 days vs. 21 days for Caco-2 model. Overexpression of only one
human ABC transporter makes the MDCK models more suitable for screening
and determining which ABC transporter is more specifically involved in the
transport of a drug. However, the Caco-2 model is more appropriate to reveal a
possible impact in vivo due to a well-known correlation between in vitro perme-
ation of drug across Caco-2 and in vivo intestinal permeation.
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Evaluation of a strategy to enhance the brain distribution of erlotinib: a
[11C]erlotinib PET imaging study in nonhuman primates

S Goutal®, S Auv1ty I Buvat®, F Caillé®, O Langer®, N Tournier® “CEA/IMIV —
Orsay (France); "AIT — Vienna (Austria)

Introduction: Efflux transport by P-glycoprotein (P-gp) and breast cancer resis-
tance protein (BCRP) at the blood-brain barrier (BBB) is assumed to limit the
brain exposure and clinical efficacy of most tyrosine kinase inhibitors such as
erlotinib against brain malignancies. Invasive experiments in rodents suggest that
elacridar, a multi-drug resistance inhibitor drug, may inhibit this BBB efflux. We
non-invasively evaluated the P-gp/BCRP-inhibition potency of elacridar in non-
human primates which BBB more closely resembles to human'’s.

Material and methods: [11Clerlotinib PET experiments were performed in
baboons under baseline conditions (n = 4) and during i.v infusion of elacridar
(12 mg/kg/h, n = 3) which started 30 min before PET. During PET acquisition,
arterial blood (facing the BBB) sampling was performed to measure the plasma
kinetics of [11Clerlotinib and elacridar using HPLC. Pharmacokinetic modeling of
the PET data was performed to estimate the brain distribution of [11C]erlot1n1b
from plasma to the brain, expressed as total volume of distribution (VT; mL/cm’
— Logan plot analysis).

Results: Baseline condltlons showed the low brain uptake of [11C]erlotinib
(VT = 0.23 + 0.015 mL/cm?), which was markedly lower (P < 0.001) than 1ts
distribution to muscle tissue surrounding the skull (VT = 0.86 + 0.10 mL/cm®).
Plasma concentration of elacridar increased rapidly to reach a plateau at
9.5 £ 0.6 pg/mL within 20 min. Elacridar infusion resulted in a 3. 7fold
increase in [11CJerlotinib distribution to the brain (VT = 0.81 + 0.21 mL/cm’,
P < 0.01), reaching comparable levels as in muscle tissue, without chdngmg
[11C]erlotinib plasma pharmacokinetics.

Discussion/Conclusion: Baseline condmons showed the low brain uptake of
[11CJerlotinib (VT = 0.23 £ 0.015 mL/cm’), which was markedly lower
(P <0.001) than its distribution to muscle tissue surrounding the skull
(VT = 0.86 + 0.10 mL/cm”). Plasma concentration of elacridar increased rapidly
to reach a plateau at 9.5 + 0.6 pg/mL within 20 min. Elacridar infusion
resulted in a 3.7-fold mcrease in [11Clerlotinib distribution to the brain
(VT = 0.81 + 0.21 mL/cm®, P < 0.01), reaching comparable levels as in muscle
tissue, without changing [11C]erlot1n1b plasma pharmacokinetics. Infusion of ela-
cridar allows for controlled plasma concentrations and successfully inhibited P-
gp/BCRP at the BBB of nonhuman primates. PET imaging offers a non-invasive
and clinically feasible method to evaluate strategies to improve the brain delivery
of drugs.
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Cirrhotic patients, especially those with neurological symptoms, display
dramatically increased levels of several xenobiotics in plasma, a
metabolomic study

N Weiss®, P Barbier Saint-Hilaire®, B Colschb S Attala®, A Schaefer®, M Rudler?,
C BOlleIb F Lamarl F Sedel®, c Junot®, D Thabut® "Hopztal Pztw-S'alpetne)e -
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Introduction: Encephalopathy is a classical complication of liver disease and/or
portosystemic shunts. Its pathophysiology is not completely elucidated; mecha-
nisms include the role of elevated ammonia levels in association with systemic
inflammation. An impairment of blood-brain barrier (BBB) permeability is also
hypothetized. In a recent metabolomic study including patients who underwent
cerebrospinal fluid (CSF) collection, our group outlined that xenobiotics/drugs
that usually don’t cross BBB were retrieved in the CSF, suggesting a potential
neurological toxicity of drugs.

Material and methods: We conducted a retrospective study of plasma samples
in the Hepatological ICU. Plasma samples from cirrhotic patients displaying
encephalopathy were compared to plasma from cirrhotic patients without neuro-
logical symptoms, and to plasma from healthy controls. Liquid chromatography
coupled to high-resolution mass spectrometry was performed and then after the
metabolic fingerprints were compared to database and between the different
groups.

Results: Plasma samples were obtained from 12 cirrhotic patients with
encephalopathy (age 59 [40-68], MELD 20 [16-31], alcohol 58%), 13 cirrhotic
patients without encephalopathy (age 56 [55-64], MELD 17 [14-29], alcohol
38%) and 9 healthy controls. Among 495 identified metabolites, 25 corresponded
to xenobiotics or its derivatives. Fluoxetine was detected with a more than 200
fold increase, aminosalicylic acid with a more than 10fold increase and benzyl
alcohol (present in cough pills and antiseptics) with a 3 fold increase in cirrhotic
patients with encephalopathy as compared to cirrhotic patients. In cirrhotic
patients with or without encephalopathy, propranolol was detected with a more
than 8500 fold increase, acetaminophen with a 40fold increase, penicillamine
and ampicillin both with a 2fold increase as compared to healthy controls. Inter-
estingly, several substances which were not expected to have systemic diffusion
were detected in cirrhotic patients and in healthy controls: eugenol, isoeugenol
(used in mouth bathing solution), triethanolamine (trolamin, used in cutaneous
creams) and resorcinol monoacetate (used in mouth bathing solution and in
cutaneous creams).

Discussion/Conclusion: Cirrhotic patients, especially those with neurological
symptoms, display dramatically increased levels of several xenobiotics in plasma.
These results confirm that PK/PD parameters of commonly used drugs are highly
modified in those patients.

36 © 2018 The Authors. Fundamental and Clinical Pharmacology © 2018 Société Frangaise de Pharmacologie et de Thérapeutique, 32 (Suppﬁ 252 22-56



Résumé : La prescription des AOD en remplacement des AVK est de plus en plus importante, du
fait d’une utilisation moins contraignante pour le patient et d’une plus faible variabilité intra- et
interindividuelle. Contrairement aux AVK, les AOD sont des substrats des pompes d’efflux
intestinales, hépatiques et rénales. Ces transporteurs sont donc impliqués dans la pharmacocinétique
des AOD, particulierement dans leur absorption et dans leur élimination biliaire et rénale. L’objectif
de ce travail de these a été d’évaluer in vitro le rdle des transporteurs P-gp et BCRP dans la
variabilité pharmacocinétique du rivaroxaban, un inhibiteur direct du facteur X activé. La premiere
¢tude a été axée sur I’é¢tude d’une interaction entre le riociguat et deux AOD, I’apixaban et le
rivaroxaban. L’estimation des IC50 a révél¢ la capacité des modeles cellulaires MDCK transfectés
a détecter une inhibition de I’efflux 1ié 8 BCRP des deux AOD par le riociguat, bien que cette
inhibition ne soit pas assez puissante pour étre cliniquement pertinente. La seconde étude était
centrée sur I’étude des facteurs pouvant faire varier les résultats des études de transport du
rivaroxaban obtenus in vitro, en particulier la quantité des transporteurs ABC. Une analyse en
spectrométrie de masse a révélé une expression plus ¢élevée de P-gp et BCRP dans les cellules
MDCK transfectées mais aussi une différence d’expression des transporteurs entre deux lignées
Caco-2 issues d’une banque cellulaire différente. Les ratios d’efflux du rivaroxaban et les IC50 des
inhibiteurs spécifiques €taient corrélés a la quantité de transporteurs mesurée dans les différents
modeles. La troisiéme étude était basée sur la mise en place d’un mod¢ele d’étude in vitro du
transport hépatique, grace a la lignée HepaRG. Les cellules HepaRG présentent des caractéristiques
semblables aux hépatocytes in vivo, en particulier I’expression de transporteurs d’efflux
fonctionnels au poéle canaliculaire, impliqués dans 1’efflux biliaire du rivaroxaban. Des ¢études
d’accumulation ont démontré une prise en charge du rivaroxaban par les transporteurs d’efflux
hépatiques, ainsi qu’une diminution de D’efflux dans les canalicules biliaires en présence
d’inhibiteurs de P-gp et BCRP. Finalement, les modeles cellulaires in vitro démontrent que le
rivaroxaban est pris en charge par deux transporteurs d’efflux, P-gp et BCRP, au niveau intestinal,
rénal et hépatique, et que ce transport peut contribuer a la variabilité pharmacocinétique du
rivaroxaban.

Abstract : The replacement of VKAs by DOAC:s is increasing, due to less constraining use for the
patient and lower intra- and interindividual variability. Contrary to VKAs, DOACs are substrates
of intestinal, hepatic and renal efflux pumps. These transporters are therefore involved in the
pharmacokinetics of DOAC:s, particularly in their absorption and both biliary and renal elimination.
This work aimed to evaluate in vitro the role of P-gp and BCRP transporters in the pharmacokinetic
variability of rivaroxaban, a direct specific activated factor X inhibitor. The first study focused on
the interaction between riociguat and two DOACsS, apixaban and rivaroxaban. The IC50 estimate
highlighted the ability of the transfected MDCK cell models to detect the inhibition of BCRP-
mediated efflux of both DOACs by riociguat, although this inhibition was not sufficiently strong to
be clinically relevant. The second study focused on factors that could affect the results of in vitro
rivaroxaban transport studies, in particular the expression levels of ABC transporters. Mass
spectrometry analysis revealed a higher expression of P-gp and BCRP in transfected MDCK cells
but also a different expression of transporters between two Caco-2 models coming from a different
cell bank. Rivaroxaban efflux ratios and IC50s of specific inhibitors were correlated with the
quantity of transporters detected in the different cell models. The third study was based on the
development of an in vitro model of hepatic transport using the HepaRG cell line. HepaRG cells
had characteristics similar to in vivo hepatocytes, particularly expression of functional canalicular
efflux transporters which are involved in the biliary secretion of rivaroxaban. Accumulation studies
showed that rivaroxaban was a substrate of hepatic efflux transporters and that canalicular secretion
decreased in the presence of P-gp and BCRP inhibitors. Finally, in vitro cell models highlight the
involvement of two efflux transporters, P-gp and BCRP, at the intestinal, renal and hepatic levels
in the disposition of rivaroxaban, and that this transport can contribute to the pharmacokinetic
variability of rivaroxaban.
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