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Résumé : La P-glycoprotéine (P-gp) est un transpor-
teur d'efflux exprimé au niveau de la barriere hé-
mato-encéphalique (BHE), qui limite le passage céré-
bral de nombreux médicaments. Ce travail de thése a
eu pour objectif d'étudier, de valider puis d'optimiser
I'utilisation de I'imagerie TEP (tomographie par émis-
sion de positons) au [""CJmétoclopramide, un nou-
veau radiopharmaceutique pour l'imagerie quantita-
tive de la P-gp. Ce projet translationnel a eu pour fi-
nalité de permettre I'évaluation de I'imagerie TEP au
["'Clmétoclopramide en tant que biomarqueur de
I'épilepsie pharmaco-résistante (EPR), dans le cadre
d'un protocole clinique.

Dans un premier temps, une comparaison in vitro et
in vivo a été réalisée pour évaluer la sensibilité des
sondes d'imagerie TEP actuellement disponibles
pour usage clinique a détecter de faibles change-
ments d'activité de la P-gp. Les résultats ont révélé
que le ["'Clmétoclopramide a présenté une plus
grande vulnérabilité a l'inhibition que les autres ra-
diotraceurs étudiés (['"Clvérapamil, [""CIN-des-
methyl-loperamide et ['"Cldompéridone). L'inhibi-
tion ou la déplétion partielle de la P-gp au niveau de
la BHE est une situation clinique plus probable
qu'une inhibition totale. La vulnérabilité a I'inhibition
a donc été proposée comme nouveau critére d'éva-
luation des performances de substrats de la P-gp ra-
diomarqués afin d'anticiper leur capacité a détecter
des changements physiologiquement pertinents de
la fonction du transporteur in vivo.

Dans un deuxieme temps, afin d'anticiper les réper-
cussions d'éventuelles interactions médicamen-
teuses inhérentes a une étude clinique chez des pa-
tients atteints d'épilepsie, I'impact de puissants
modulateurs des cytochromes (CYPs) sur la ciné-
tique plasmatique et cérébrale du ['"C]métoclopra-
mide a été étudié. Les résultats obtenus soutien-
nent l'utilisation du [""C]métoclopramide pour des
études chez les patients traités par des inducteurs
de CYPs.

Enfin, la constante d'élimination cérébrale (Kgbrain),
dérivée des images TEP dynamiques, a été évaluée
comme parametre pour l'interprétation des don-
nées TEP au [""C]métoclopramide. Le paramétre
Kebrain, QUi peut étre calculé sans prélévement san-
guin artériel, a permis d'estimer I'activité fonction-
nelle de la P-gp et de mettre en évidence les réper-
cussions de l'inhibition sur I'activité d'efflux chez
I'animal et chez I'Homme.

Ce travail souligne I'importance de développer des
critéres d'évaluations pertinents, qui prennent en
compte la pharmacologie des transporteurs et le
contexte clinique, pour développer et évaluer les
performances de radiotraceurs destinés a l'image-
rie de transporteurs comme la P-gp. Les résultats
renforcent I'intérét du ['"C]métoclopramide et jus-
tifient son utilisation pour I'étude fonctionnelle de
la P-gp au niveau de la BHE dans un protocole cli-
nique recrutant des patients atteints d'EPR.
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Abstract : The P-glycoprotein (P-gp), an efflux
transporter expressed at the blood-brain barrier
(BBB), limits the cerebral passage of many drugs. This
thesis aimed to study, validate, and optimize positron
emission  tomography (PET) imaging  with
[11C]metoclopramide, a novel radiopharmaceutical
for quantitative imaging of P-gp. This translational
project aimed to enable the evaluation of
["'C]metoclopramide PET imaging as a biomarker for
pharmacoresistant epilepsy (DRE) in a clinical
protocol.

An in vitro and in vivo comparison was initially
performed to assess the sensitivity of currently
available PET imaging probes for clinical use in
detecting small changes in P-gp activity. The results
revealed that ["'C]metoclopramide showed greater
vulnerability to inhibition than other studied
radiotracers  (['"C]verapamil,  [""C]N-desmethyl-
loperamide, and ['"C]ldomperidone). Considering
that partial inhibition or depletion of P-gp at the BBB
is a more likely clinical situation than total inhibition,
vulnerability to inhibition was proposed as a new
criterion for evaluating the performance of P-gp
radiolabeled substrates to anticipate their ability to
detect physiologically relevant changes in
transporter function in vivo.

Next, to anticipate the impact of potential drug
interactions inherent in a clinical study in patients
with epilepsy, the effect of potent cytochromes
(CYPs) modulators on the plasma and brain kinetics
of [""Clmetoclopramide was studied. The results
supported using ["'Clmetoclopramide for studies
in patients treated with CYPs inducers.

Subsequently, the brain elimination rate constant
(Kebrain), derived from dynamic PET images, was
evaluated as a parameter for interpreting
[""Clmetoclopramide PET data. The Keprain
parameter, which can be calculated without arterial
blood sampling, allowed the estimation of P-gp
functional activity and highlighted the effects of
inhibition on efflux activity in animals and humans.

This work emphasizes the importance of
developing relevant evaluation criteria that
consider the pharmacology of transporters and the
clinical context to develop and assess the
performance of radiotracers intended for imaging
transporters like P-gp. The results strengthen the
interest in [""C]lmetoclopramide and justify its use
for the functional study of P-gp at the BBB in a
clinical protocol recruiting patients with DRE.
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PREAMBULE

Au cours des dernieres décennies, de nombreux progres ont été réalisés dans la compréhen-
sion des mécanismes biologiques impliqués dans les maladies humaines. Cependant, il subsiste
encore de nombreux défis pour améliorer le diagnostic précoce, la prédiction de I'évolution et
la surveillance thérapeutique des pathologies. C'est dans ce contexte que les biomarqueurs
jouent un role déterminant, en permettant une évaluation plus objective et quantitative de
certaines pathologies, tout en offrant la possibilité d'une meilleure personnalisation des soins.
Dans ce cadre, I'imagerie moléculaire, et particulierement I'imagerie par tomographie a émis-
sion de positon (TEP), offre d'immenses perspectives de développement de biomarqueurs spé-
cifiques, pour de nombreuses pathologies. Grace a la haute sensibilité de détection des camé-
ras, les molécules radiomarquées, ou radiopharmaceutiques, sont généralement administrées
sous forme de "microdoses" (<100ug). Cette particularité présente I'avantage d'un excellent
profil toxicologique qui permet d'envisager la réalisation d'études cliniques assez précoces.
Aussi, la prise en compte du contexte clinique et physiopathologique pour le développement
de radiopharmaceutiques innovants est essentielle a I'intégration de I'imagerie moléculaire a
la recherche clinique, notamment en neurologie. Ainsi, ce que I'on pourrait qualifier de « ra-
diopharmacologie translationnelle et clinique », illustre un des réles du radiopharmacien hos-
pitalier dans le développement de I'imagerie moléculaire, au sein d'un paysage multidiscipli-
naire.

Ce travail de thése a porté sur I'étude d'un déterminant pharmacocinétique bien connu des
pharmacologues, la P-glycoprotéine, que nous avons souhaité repositionner comme biomar-
queur d'une maladie neurologique, I'épilepsie pharmaco-résistante (EPR). Ce parametre a pu
étre étudié grace a une approche d'imagerie moléculaire innovante que nous avons di évaluer
et optimiser afin qu'elle puisse étre utilisée spécifiquement chez les patients atteints d'EPR. Ce
travail comporte une premiere partie bibliographique dont I'objectif est de présenter le con-
texte scientifique et pharmacologique de I'étude avec un chapitre dédié a I'EPR. Ensuite, une
partie expérimentale présente les travaux de recherche translationnelle mis en ceuvre pour
permettre |'utilisation de cette approche d'imagerie chez les patients atteints d'EPR. Ces deux

sections sont suivies d'une discussion générale et d'une conclusion.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

7.1

LA BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE

La barriere hémato-encéphalique (BHE) constitue la principale surface d'échange entre le sang
et le cerveau. C'est une interface dynamique et le lieu de nombreux échanges moléculaires
dont I'objectif est d'assurer I'hnoméostasie du tissu cérébral en permettant d’approvisionner le
cerveau en nutriments essentiels a son bon fonctionnement. Aussi, la BHE protége le cerveau
de I'entrée de certains composés potentiellement toxiques issus de la circulation (N. Joan
Abbott et al. 2010).

La BHE est principalement constituée par les cellules endothéliales qui tapissent les micro-
vaisseaux cérébraux (Rubin et al. 1999). Les cellules endothéliales de la BHE reposent sur une
lame basale, dans laquelle sont enchassés des péricytes. Sur cette lame basale viennent se
projeter des pieds astrocytaires ainsi que des terminaisons neuronales. L'ensemble de ces
cellules interagit étroitement et forme ce que I'on appelle I'unité neuro-vasculaire (Figure 1).
Les cellules endothéliales sont particulierement jointives et s'opposent au passage de
nombreuses molécules. Ces propriétés constituent le phénotype de « barriere physique » de la
BHE.

D'autre part, de nombreux systéemes de transport assurent la régulation du passage de
composés endogenes et de xénobiotiques de part et d'autre de la BHE (N. Joan Abbott et al.

2010). Ces systemes constituent le phénotype de « barriere fonctionnelle ».
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Basal lamina

Interneuron

Figure 1: Schéma de l'unité neuro-vasculaire. D'apres N. Abbott et al., 2006.

7.1.1 Barriére physique

7.1.1.1 Cellules endothéliales

Les capillaires cérébraux sont composés d'une couche de cellules endothéliales qui se replient
sur elles méme pour former un vaisseau. Ces cellules non-fenestrées sont reliées entre elles
par un complexe de jonctions qui empéche la diffusion paracellulaire (entre les cellules) des
molécules de part et d'autre de la barriere (Castro Dias et al. 2019). De plus, la face luminale de
I'endothélium cérébral est recouverte d'un glycocalyx qui pourrait agir comme une premiere

barriere physique entre le sang et la paroi vasculaire cérébrale (Castro Dias et al. 2019).
7.1.1.2 Jonctions serrées et adhérentes

Les cellules endothéliales sont liées entre elles par des liaisons, appelées les jonctions serrées
du coté apical et les jonctions adhérentes du coté basal. Ces jonctions rendent imperméable
I'espace entre cellules. L'étanchéité des jonctions serrées est assurée par plusieurs types de
protéines transmembranaires : I'occludine, et les claudines -3 et -5. Ces protéines sont reliées
au cytosquelette d'actine par des protéines accessoires : ZO-1 et ZO-2 (Brooks et al. 2005). Ce
type de jonctions restreint la perméabilité de la BHE aux xénobiotiques. Un composé de poids

moléculaire élevé ne bénéficiant pas d'un systéeme de transport facilité ne pourra atteindre le

16


https://fr.wikipedia.org/wiki/Jonction_serr%C3%A9e

parenchyme cérébral que par voie transcellulaire (a travers la cellule endothéliale).

Au pole basal des cellules endothéliales, les jonctions adhérentes renforcent I'adhésion des
cellules entre elles. L'adhésion cellulaire est assurée par des filaments d'actine impliquant
principalement la cadhérine VE (vascular endothelial) et la caténine. Ces deux familles de
protéines assurent le développement et l'intégrité des tissus. L'altération des jonctions
adhérentes peut entrainer une augmentation de la perméabilité mais on consideére que ce sont
principalement les protéines de jonctions serrées qui limitent la perméabilité paracellulaire de

la BHE (Bazzoni et al. 2004) (Figure 2).

[ Claudin-5
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@
e

Brain

Figure 2 : Schéma des jonctions serrées et adhérentes au niveau de la BHE. D’apres R. Pandit et
al, 2019.

7.1.1.3 Lame basale

La lame basale sur laquelle repose les cellules endothéliales des microvaisseaux possede une
structure bi-lamellaire. La lame basale endothéliale est séparée de la lame basale
parenchymateuse par les péricytes (Figure 1) (Xu et al. 2018). Elle est constituée de protéines
structurelles, collagene et élastine, de protéines spécialisées, fibronectine et laminine et de
protéoglycanes de type héparane sulfate (Daneman et al. 2015). L'altération de cette matrice
extracellulaire dans certaines conditions pathologiques mene a une modification de la

perméabilité cérébrale et conditionne la possibilité de migration cellulaire (Rascher et al. 2002).
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7.1.1.4 Péricytes

Les péricytes sont de petites cellules enchassées dans la lame basale qui recouvrent 20 a 30 %
de la surface des capillaires cérébraux (Kim et al. 2006) (Figure 1). Elles synthétisent certains
composants de la lame basale tels que le collagene, les protéoglycanes et les laminines. Les
péricytes jouent un role important dans le maintien des fonctions de la BHE et son phénotype
de barriere (C.-H. Lai et al. 2005). lls semblent aussi jouer un réle dans la régulation de
I'expression des genes codant pour certains transporteurs exprimés au niveau de la BHE
(Berezowski et al. 2004). Cependant, le profil des transporteurs exprimés spécifiquement au

niveau des péricytes eux-mémes est encore mal connu (C.-H. Lai et al. 2005).
7.1.1.5 Astrocytes

Les astrocytes sont des cellules gliales dont les pieds recouvrent I'extérieur de la membrane
basale (N. J. Abbott et al. 2006). Ces cellules jouent un role déterminant pour le fonctionnement
des cellules neuronales et des vaisseaux sanguins cérébraux. Elles sont attachées a la lame
basale par un complexe (le dystroglycan-dystrophin) qui permet leurs interactions réciproques
(Noell et al. 2011). Les astrocytes permettent le maintien et la régulation du
microenvironnement de la BHE. Ils régulent I'activité électrochimique, I'immunité et les flux
d'eau et de métabolites (Rodriguez-Arellano et al. 2016). Toutes ces fonctions participent a

I'intégrité de la BHE.

7.1.2 Barriere fonctionnelle

Physiquement, la fonction de barriere de la BHE est assurée par les caractéristiques
histologiques des cellules qui la composent. Cependant, de nombreux mécanismes
biologiques viennent renforcer son phénotype de barriere. Ces mécanismes sont
indispensables pour assurer 'homéostasie du cerveau et subvenir a ses besoins métaboliques.
La régulation des échanges se fait a travers le cytoplasme des cellules et ne nombreux
mécanismes de transport ont été identifiés au niveau de la BHE (Figure 3). Les cellules
endothéliales de la BHE possedent plus de mitochondries que les cellules endothéliales de la
circulation artérielle périphérique (Sharif et al. 2018), ce qui correspond a leur réle de barriere

impliquant souvent des mouvements de composés contre leur gradient de concentration, qui
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requiert I'énergie de I'’ATP (adénosine triphosphate). Elles posseédent aussi peu de vésicules de
pinocytose (invagination de la membrane cellulaire formant une vacuole permettant le
transport de nutriments au travers de la cellule) (Reese et al. 1967). Ces particularités, par
rapport aux autres endothéliums de l'organisme, conferent aux cellules endothéliales
cérébrales la capacité de réguler sélectivement les échanges moléculaires par l'intermédiaire

de systemes de transport dédiés.

ABC

transporters
« xenobiotics * amino acids
CO, « drugs . * nucleotides -AB
Sia KB 2

Endothelial cell

« glucose * fransferrin

o P %
.amino acids ~  © + insulin
:PZ i + lactate «* T
IPOPNIliC 4 hormones  * .
molecules
Brain (<400 Da)

Figure 3 : Schéma des mécanismes de transport au niveau de la BHE. D'apres R. Pandit et al,
2019.

7.1.2.1 Diffusion passive

La diffusion passive est un phénomene simple, ne nécessitant pas d'énergie, qui permet le
passage d'un soluté au travers d'une membrane. Le déplacement des molécules s'effectue dans
le sens du gradient de concentration, d'un compartiment a l'autre. La capacité de diffusion
passive dépend essentiellement des propriétés physico-chimiques des solutés comme la
polarité, la masse molaire, la charge électrique ou le taux de liaison aux protéines plasmatiques
des composés (Pardridge 2012). Ainsi, certains gaz (oxygene, dioxyde de carbone), des
molécules liposolubles de petite taille et des petits composés hydrophobes peuvent franchir

tres librement I'endothélium cérébral (Sweeney et al. 2019).

7.1.2.2 Transporteurs membranaires

La pénétration cérébrale d'un composé dépend a priori de ses caractéristiques physico-
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chimiques. Cependant, ces propriétés ne permettent pas de prédire avec une bonne certitude
le passage de la BHE. Un grand nombre de composés franchissent la BHE alors qu'ils ne
possedent pas les caractéristiques physico-chimiques adéquates. A linverse, d'autres
molécules présentent un passage cérébral plus faible malgré des propriétés physico-chimiques
favorables (N. J. Abbott 2013). Ces molécules sont en fait respectivement des substrats de
transporteurs d'influx ou d'efflux, présents au niveau des membranes des cellules
endothéliales, qui régulent sélectivement le passage au travers du parenchyme cérébral. Au
niveau de la BHE il existe principalement deux super familles de transporteurs (Loscher et al.
2005b), la super famille des transporteurs SLC (Solute Carrier Family) et la super famille des

transporteurs ABC (Adenosine triphosphate Binding Cassette) (Figure 4 ¢).

7.1.2.3 Transcytose

Certaines macromolécules comme les polypeptides empruntent la voie de la transcytose qui
permet de les transporter au travers de la BHE par voie vésiculaire. Deux mécanismes ont été
identifiés. Le premier est la transcytose médiée par un récepteur ; la molécule est internalisée
par endocytose apres liaison spécifique a un récepteur puis traverse la cellule. Le second est la
transcytose par adsorption ; la molécule se lie aux charges négatives de I'endothélium ce qui
permet I'invagination de la membrane puis l'internalisation et le passage de la molécule (Figure

4 dete).

Figure 4 : Illustration des différents mécanismes de transport au travers de la BHE.
D’apres N. Abbott et al., 2006.
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agents ! agents Eam’no aFids. Cyclosporin A, | transferrin plasma proteins
OO ' G 1 nucleosides AZT

Blood

Tight
junction

Endothelium E

o s

Brain

' '
' Astrocyte |
! Astrocyte L de.
'

a) les jonctions serrées restreignent le passage des molécules hydrosolubles et des molécules
polaires b) cependant, la membrane lipidique de l'endothélium offre une large surface permettant
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7.2

le passage des molécules liposolubles. c) L'endothélium contient des transporteurs de protéines.
Certains nécessitent de ['énergie et agissent comme transporteur d'efflux. d) Certaines protéines
sont prises en charges via transcytose médiée par des récepteurs spécifiques. e) Les protéines
endogenes plasmatiques sont peu transportées mais leur cationisation augmente leur passage
via transcytose médiée par adsorption.

LES TRANSPORTEURS AU NIVEAU DE LA BHE

Environ 10 a 15% des protéines de l'unité neurovasculaire sont des transporteurs (Enerson et
al. 2006). Les protéines de transport sont retrouvées aussi bien a la face luminale (c6té sang)
gu’'a la face abluminale (c6té cerveau) des cellules endothéliales pour permettre le passage de
nutriments, peptides, ions, mais aussi le transport de métabolites et de certains médicaments
et toxiques (Saidijam et al. 2018). En regle générale, le passage des molécules du sang vers le
cerveau est effectué par les membres de la super famille des transporteurs SLC, tandis que
I'efflux unidirectionnel du cerveau vers le sang, qui peut se produire contre un gradient de
concentration, par les membres de la super famille des transporteurs ABC. Cependant, certains

transporteurs SLC fonctionnent de maniere bidirectionnelle (Stieger et al. 2015) (Figure 5).

ENT1,
ENT2

Brain Basolateral

MDR1 (P-gp)
BCRP  MRP4

Blood Apical/luminal

ENT2 OATP1AZ

Figure 5 : Localisation des différents transporteurs au niveau de la BHE et le sens de passage de
leurs substrats. D'apres M. Zamek-Gliszczynski et al.,, 2018.

7.2.1 Transporteurs SLC

Les transporteurs SLC assurent le transport d'une trés grande variété de substrats (par exemple,
ions, métabolites inorganiques et organiques, peptides, médicaments, xénobiotiques) a travers
la BHE en utilisant divers mécanismes (transport facilité, symport, antiport). Environ 400 genes
de transporteurs SLC humains ont été identifiés. lls incluent environ 50 familles différentes qui
peuvent étre regroupées selon des similitudes de séquences (Lin et al. 2015). Un certain

nombre de transporteurs SLC ayant une fonction d'efflux actif a la BHE ont été identifiés
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(Kusuhara et al. 2005). Les principaux transporteurs SLC connus de la BHE sont les transporteurs
OATP (Organic Anion Transporter Polypeptide), OAT (Organic Anion Transporters), EAAT
(Excitatory Amino Acid Transpoters), PMAT (Plasmic Membrane of Monoamin Transporters) et
MATE (Multidrug And Toxic compound Extrusion). Les répercussions fonctionnelles de ces SLC
sur le transport cérébral de médicaments, métabolites et toxiques restent encore mal connues
et font I'objet d'importantes recherches en neuropharmacologie (Lin et al. 2015). D'autres
systemes de transport qui conditionnent le passage cérébral de molécules cationiques ont été
identifiés au niveau de la BHE. On en connait les répercussions fonctionnelles et I'importance
sur la distribution cérébrale de nombreux composés comme la clonidine, la nicotine, la cocaine
ou la diphenhydramine. Cependant, I'identification moléculaire de ces systéemes de transport
n'a pas encore été parfaitement établie a ce jour (Chapy, André, et al. 2015; Chapy, Goracci, et

al. 2015; Chapy et al. 2014; Cisternino et al. 2012)

7.2.2 Transporteurs ABC

Chez I'homme, une cinquantaine de genes codant pour les transporteurs ABC ont été identifiés
(Dean et al. 2005). Ces transporteurs sont répartis en sous-familles (de ABCA a ABCG) sur la
base de similitudes de séquences. lls s'expriment au niveau de nombreux organes comme le
foie, l'intestin, la BHE, le placenta ou le rein (Schinkel et al. 2003). Ces transporteurs utilisent
I'énergie de I'hydrolyse de I'ATP pour effluer activement les substrats de la cellule vers le sang,
indépendamment de leur gradient de concentration (Kannan et al. 2009). On sait aujourd’hui
que cette fonction d'efflux est essentielle a la protection du systeme nerveux central (SNC) vis-
a-vis de la pénétration de xénobiotiques ou de composés endogenes potentiellement
neurotoxiques. Parmi ces transporteurs, au moins 11 représentants sont impliqués dans le
phénomeéne de Multi Drug Resistance (MDR) dont les MRPs (Multidrug Resistance-associated
proteins/ABCCs), la BCRP (Breat Cancer resistance Protein/ABCG2) et la P-glycoproteine (P-
gp/ABCB1) (X. Liu 2019a).

La sous famille des transporteurs ABCC est codée par 13 génes dont 9 sont en relation avec les
transporteurs MRP. Chaque MRP possede un profil de substrat spécifique, bien qu'il existe des
composés substrats de plusieurs MRPs (Gomez-Zepeda et al. 2019). Chez 'Homme, il a été
montré |'expression de MRP4 et MRP5 au niveau de la membrane luminale de I'endothélium

cérébral (Nies et al. 2004). Il reste cependant encore de nombreuses interrogations quant a

22



I'expression et au role effectif de ces transporteurs au niveau de la BHE (Gomez-Zepeda et al.
2019).

La BCRP est une protéine d'efflux formée par un homo-oligomere de 72 KDa et codée par le
génes ABCG2 (Kage et al. 2005). Ce transporteur est connu pour son implication dans la résis-
tance des cancers aux traitements. La liste de ses substrats est trés large et inclut de nom-
breuses substances cytotoxiques (Mo et al. 2011). La plupart de ses substrats sont communs
avec les MRPs et la P-gp (Agarwal et al. 2011). La BCRP est majoritairement localisée a la face
luminale de I'endothélium des microvaisseaux et est souvent exprimée dans les mémes tissus
que la P-gp (Stacy et al. 2013) a I'exception par exemple des cellules souches et des glandes
mammaires (J. W. Jonker et al. 2005; Zhou et al. 2001). Plusieurs études ont montré une action
synergique entre la BCRP et la P-gp pour limiter le passage de leurs substrats communs au
niveau cérébral (de Vries et al. 2007; Joseph W. Polli et al. 2009).

La P-gp (aussi nommée ABCB1 ou MDR1) a été le premier transporteur a étre associé au phé-
nomene MDR (Juliano et al. 1976). Il reste aujourd’hui le transporteur le plus étudié, du fait de
son role déterminant dans la pharmacocinétique de nombreux médicaments et les implications
cliniques qui en découlent. Structurellement, la protéine de 170 kDa est constituée de deux
régions transmembranaires qui contiennent chacune 6 hélices transmembranaires et un site
intracellulaire de liaison a I'ATP (Aller et al. 2009). L'hélice transmembranaire permet la liaison
du substrat au transporteur et son efflux vers I'extérieur de la cellule. La P-gp régule ainsi le
transport de nombreuses molécules biologiques, nutriments, hormones et médicaments (Am-
budkar et al. 1999).

Ainsi, la compréhension des mécanismes sous-jacents a la régulation de la P-gp est essentielle
pour i) comprendre les réponses de la BHE aux changements environnementauy, tels que I'ex-
position aux médicaments, pour ii) relier le dysfonctionnement des transporteurs a certains
troubles du SNC et a l'inefficacité des médicaments thérapeutiques, pour iii) réaliser comment
le stress inflammatoire et oxydatif influencent I'expression de la P-gp, comme ils sont impliqués
dans de nombreuses maladies du SNC, et pour iv) identifier les voies de signalisation qui mo-
dulent les transporteurs ABC, ce qui pourrait étre utile pour développer des solutions théra-
peutiques efficaces pour le traitements de maladies du SNC (Cox et al. 2023).

Dans ce contexte, il apparait nécessaire des développer des marqueurs permettant d'apprécier
I'activité fonctionnelle de la BHE (Harris et al. 2023). La P-gp, transporteur dont le réle, la régu-

lation et les substrats ont été particulierement bien étudiés, présente de nombreux atouts pour
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permettre d'aprécier les modulations physiopathologiques de la BHE. Aussi, il convient de com-
prendre les mécanismes qui régissent son expression et sa signalisation afin d’envisager I'étude

des propriétés fonctionnelles de la BHE par le prisme de l'activité de la P-gp.

7.2.3 La P-glycoprotéine au niveau de la BHE

La P-gp est exprimée a l'interface de nombreux organes du corps humain (Figure 6) ou elle
joue un réle déterminant sur la pharmacocinétique de médicaments. En pharmacocinétique
clinique, I'importance de la P-gp au niveau de |'épithélium intestinal est bien décrite et il est
possible de quantifier les répercussions fonctionnelles de ce transporteur sur la biodisponibilité
des médicaments administrés par voie orale (Giacomini et al. 2010). La P-gp est également
impliquée dans I'élimination rénale et hépatobiliaire de nombreux composés ou, la encore, il
est souvent possible de mettre en évidence les répercussions fonctionnelles de ce transporteur
sur les concentrations plasmatiques et la clairance des médicaments substrats (X. Liu 2019b). Il
est aujourd’hui parfaitement admis que I'association de médicaments inhibiteurs de la P-gp
avec un médicament substrat expose a un risque d'interaction médicamenteuse lié aux
modifications pharmacocinétiques du substrat « victime » (Giacomini et al. 2010). A ce titre, il
est recommandé d'étudier le potentiel inhibiteur ou substrat de la P-gp pour tout nouveau
candidat médicament lors de son développement afin d'anticiper le risque d'interaction
médicamenteuse d'origine pharmacocinétique liée a ce transporteur (Feng et al. 2008;

Giacomini et al. 2010).
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Intestine

Figure 6 : Les localisations de la P-gp au niveau des différents organes et le sens d’efflux de ses
substrats. D'apres P. Kannan et al.,, 2009.

La P-gp est aussi exprimée au niveau d’interfaces biologiques ou elle contribue a la
sanctuarisation de certains organes, en limitant la distribution tissulaire de ses substrats. On
retrouve notamment la P-gp au niveau du pdle vasculaire des cellules endothéliales des
microcapillaires cérébraux de la BHE (Figure 7). Dans ce cas, I'impact de la P-gp sur la
distribution de ses substrats dans le compartiment cérébral ne peut pas étre prédit a partir des
seules concentrations plasmatiques. Aussi, il apparait nécessaire de disposer d'outils
permettant d'évaluer I'importance de la P-gp au niveau de la BHE sur I'exposition cérébrale des
médicaments (Loscher et al. 2005b).

Chez I'animal, le réle de la P-gp au niveau de la BHE peut étre mis en évidence de maniere
invasive, en déterminant la concentration cérébrale du substrat en regard des concentrations
plasmatiques. Ces expériences ont permis de montrer le réle essentiel de la P-gp dans la
protection du SNC, en empéchant la pénétration de xénobiotiques potentiellement
neurotoxiques. Chez 'Homme, on retrouve une forte expression de la P-gp au niveau des
capillaires cérébraux post-mortem ou issus de la chirurgie. On peut donc faire I'hypothése que
la P-gp conditionne, du moins en partie, les effets centraux de certains médicaments substrats

de ce transporteur chez 'Homme, en contrdlant leur exposition cérébrale (Daneman 2012).
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Figure 7 : Schéma simplifié de la P-gp au niveau de la BHE. D'apres S. Syvénen et al., 2012.

Le role de la P-gp au niveau de la BHE fut rapporté pour la premiéere fois en 1994 par I'équipe
d'Alfred Schinkel, qui a mis en évidence une augmentation de I'accumulation cérébrale de
I'ivermectine et de la vinblastine chez des souris déficientes en P-gp par rapport a des souris
sauvages (Schinkel et al. 1994). Depuis, de nombreuses études ont montré qu’une inhibition
ou un déficit génétique de la P-gp permet d’augmenter le passage cérébral d'un tres grand
nombre de médicaments substrats. Cependant, on connait encore mal l'importance clinique
d'une régulation de la P-gp sur le passage cérébral et les effets centraux de ces substrats.

(Miller et al. 2008)
7.2.4 Régulation de la P-gp au niveau de la BHE

La régulation de la P-gp est un phénomene complexe et largement étudié dans la cadre du
phénomene MDR, lié a une surexpression de la P-gp au niveau des cellules tumorales
(Katayama et al. 2014). Au niveau cérébral, I'implication potentielle de la P-gp dans de
nombreuses maladies neurologiques fait I'objet d'importants travaux de recherche (Cox et al.
2023). En tant que transporteur représentatif des propriétés fonctionnelles de la BHE, la
connaissance des mécanismes de régulation de la P-gp permet d'apprécier la réponse de la
BHE aux modifications physiopathologiques et environnementales (Gil-Martins et al. 2020).
Ainsi, les répercussions fonctionnelles de la régulation de la P-gp, si elles peuvent étre

mesurées (n vivo, pourraient étre utilisées comme biomarqueur pour le suivi de certaines
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maladies neurologiques (Carrano et al. 2014).

La régulation des transporteurs d'efflux de médicaments repose sur des mécanismes de
signalisation complexes, notamment le stress oxydatif, le stress inflammatoire, les récepteurs
nucléaires activés par des ligands et les récepteurs du glutamate (Chai et al. 2022; Gil-Martins
et al. 2020). Sur la Figure 8, les deux domaines transmembranaires de la P-gp comprennent
chacun six hélices membranaires, notées de 1 a 12, et deux régions intracellulaires de liaison a
I'ATP (domaines de liaison aux nucléotides, NBD). Les sites de phosphorylation (résidus sérine
S661, S667, S671 et S683) sont représentés par des cercles verts et se situent au niveau de la
liaison entre les deux domaines. La glycosylation, représentés par des lignes ramifiées entre les
hélices transmembranaires 1 et 2, se produit au niveau des résidus asparagine N91, N94 et
N99. Les niveaux d'expression et d'activité de I'ARNm et de la protéine sont régulés a la hausse

ou a la baisse par une série de facteurs de transcription et de mécanismes post-traductionnels.

Transcriptional Post-Transcriptional Post-Translational

« PXR * NF-kB

+GR 1 *Sp3 « miR-27a 1 * Phosphorylation

« LXR » TCF/LEF « miR-145 * Glycosylation
' « PPARa * Inflammation ‘ * miR-298

«CAR * Oxidative stress « miR-355-1p

* AhR ‘ « NF-kB * miR-451 ‘ + Ubiquitination

* VDR « Inflammation

Pericyte

Astrocyte

Microglia

Figure 8 : Structure, localisation et régulation de la P-gp au niveau de la BHE. D'apres A. B. Chai
et al, International journal of molecular science, 2022
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7.3

IMPLICATION DE LA P-GP DANS LA NEUROPHARMACOCINETIQUE DES MEDICAMENTS

7.3.1 Substrats de la P-gp

Au niveau de la BHE, la P-gp transporte un large panel de composés, ce qui en limite le passage
cérébral (Sharom 2011). En raison de son importance dans la pharmacocinétique des
médicaments et de son implication dans le phénoméne de MDR, de nombreuses études se
sont intéressées aux caractéristiques moléculaires de I'interaction de la P-gp avec ses substrats.
Cette recherche a permis d'identifier les substrats potentiels et de développer des inhibiteurs
de P-gp ayant pour objectif de contourner ou d'abolir le phénomene de MDR (Silva et al. 2015).
Différents essais ont été réalisés pour trouver un ensemble de caractéristiques structurelles et
fonctionnelles théoriques qui permettraient de prédire le potentiel d'inhibition de la P-gp
(Seelig 1998; Silva et al. 2015). Cependant, la complexité de la reconnaissance moléculaire par
la P-gp rend difficile la prédiction du caractere substrat ou inhibiteur des composés. Aussi le
caractére substrat et/ou inhibiteur de la P-gp est aujourd’hui déterminé pour chaque nouveau

candidat médicament grace a des expériences dédiées (Feng et al. 2008; Giacomini et al. 2010).

7.3.2 Inhibiteurs de la P-gp

Le terme d'inhibiteur de la P-gp est utilisé pour les composés limitant I'activité de transport de
substrats. Les inhibiteurs de la P-gp sont classés en trois générations, basées sur leur spécificité
et leur pouvoir d'inhibition du transporteur (Varma 2003). La premiere génération comprend
des molécules utilisées en pratique clinique comme le vérapamil, la quinidine ou la ciclospo-
rine, et qui se sont avérées étre des inhibiteurs de la P-gp. Ces molécules sont actives pharma-
cologiquement et leur utilisation reste limitée du fait de leur effets indésirables voire leur toxi-
cité aux doses nécessaires pour inhiber substantiellement la P-gp (Srivalli et al. 2012). Les inhi-
biteurs de seconde génération ont été développés a partir d'analogues structuraux des inhibi-
teurs de premiére génération. lls possedent moins d'activité pharmacologique, ce qui améliore
leur tolérance, et leur efficacité inhibitrice est augmentée par rapport aux inhibiteurs de précé-
dente génération. Cependant ces inhibiteurs de la P-gp sont aussi, pour certains, inhibiteurs
d'autres transporteurs ABC et parfois substrats de cytochromes P450 (CYP), ce qui complique
leur utilisation dans la compréhension des mécanismes d'interactions médicamenteuses in

vivo. C'est le cas, par exemple, du KR300312, dérivé du vérapamil, ou du PSC833 (ou valspodar)
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qui est un dérivé de la ciclosporine A. Une troisieme génération d'inhibiteurs a ensuite été
développée pour étre hautement spécifique de la P-gp et moins interagir avec les CYP. Toute-
fois, certains inhibiteurs de cette troisieme génération ne sont pas sélectifs de la P-gp comme
par exemple I'élacridar, qui bloque aussi bien l'activité de la P-gp que celle de la BCRP. Le

tableau 1 ci-dessous présente les différentes générations d'inhibiteurs de la P-gp.

Tableau 1: liste non exhaustive des inhibiteurs de la P-gp

Vérapamil, ciclosporine A, amiodarone, quinidine, quinine,
Premiére génération | _ .
nifédipine, cremophore EL (tensio-actif).

Deuxiéme
KR30031, PSC 833 (Valspodar), VX-710 (Biricodar).
génération
Troisieme GF120918 (Elacridar), LY475776, LY335979 (Zosuquidar), XR9576
génération (Tariquidar), R101933 (Laniquidar), V-104, OC 144-093 (ONT-093).

7.3.3 Interactions médicamenteuses médiées par la P-gp

La présence et les caractéristiques de la P-gp au niveau de la BHE posent la question du risque
d'interaction médicamenteuse impliquant ce transporteur. Au cours de leur développement,
de nombreux médicaments sont identifiés comme inhibiteurs, mais aussi inducteurs de la P-
gp (n vitro (Feng et al. 2008; Miller et al. 2008). Les répercussions fonctionnelles d'une inhibition
ou d'une induction de la P-gp au niveau des organes d'absorption et d'élimination, peuvent
étre mises en évidence par des études de pharmacocinétique conventionnelles, basées sur la
mesure de I'exposition plasmatique des médicaments et de leurs métabolites. En revanche, au
niveau de la BHE, il est difficile de prédire si ce type d’interaction médicamenteuse peut avoir
des répercussions cliniquement significatives sur le passage de la BHE et I'exposition cérébrale
des médicaments substrats chez I'Homme (Langer 2016). Une étude du Consortium
International des Transporteurs (Kalvass et al. 2013) a notamment utilisé le rapport
cerveau/plasma (K,) du lopéramide comme sonde pour étudier les répercussions
phénotypiques d’'une déplétion totale (souris homozygote mdr1a”) ou partielle (50%, souris

hétérozygotes mdr1a*” de la P-gp, par rapport aux souris sauvages (mdria*/*) qui expriment
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pleinement la P-gp (Figure 9). Lorsque que la P-gp est totalement inhibée, le passage du
lopéramide est multiplié par 60. Par contre, une diminution de 50 % de I'expression de la P-gp
augmente tres peu le passage cérébral du lopéramide, d'un facteur 2 au maximum.
L'augmentation de la distribution cérébrale du lopéramide (ligne pointillée noire Figure 9) n'est

donc pas proportionnelle au degré d'inhibition de la P-gp au niveau de la BHE.

705
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504 ’

40 - ,

30 I - 50
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(0% inhibition)  (50% inhibition)  (100% inhibition)

Figure 9 : Distribution cérébrale du lopéramide en fonction du niveau d’expression de la P-gp
chez la souris. D'apres J.C. Kalvass et al., Clin Pharm Ther, 2013.

De plus, dans cette méme étude, Kalvass et al. ont conclu que les concentrations plasmatiques
des principaux inhibiteurs de la P-gp connus sont plutot susceptibles de n'inhiber que partiel-
lement I'activité de transport. En réduisant au maximum de 50 % l'efflux de la BHE, ils entrainent
au maximum le doublement de la distribution cérébrale d'un substrat tel que le lopéramide.

Ainsi, I'augmentation de I'exposition cérébrale est fonction de l'inhibition du transport selon
les équations :

100%

Fold ACNS < 1
old ACNS < 35606 =% inhibition (1)

I
Fold ACNS < 5<—] +1 (2)
i
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7.4

Ou % inhibition est le degré d'inhibition de l'efflux dans la BHE (Figure 9), [I] est la concentration
d'inhibiteur non lié et K; est la constante d'inhibition. Les équations 1 et 2 prédisent 'augmenta-
tions de la distribution dans le SNC lorsque la fraction excrétée par lUefflux (f) au niveau de la

BHE est de 100 %. Si fe<100% l'ampleur de l'interaction sera plus faible.

L'avis de ce consortium quant au risque d'interactions médicamenteuse impliquant la P-gp se
base essentiellement sur I'extrapolation d'études précliniques utilisant le lopéramide, un subs-
trat pour lequel la P-gp jour un rdle particulierement important. Cette situation pourrait ne pas
refléter le comportement de I'ensemble des substrats de la P-gp voire sous-estimer les réper-

cussions neuropharmacocinétiques d'une inhibition partielle chez I'animal ou chez 'Homme.

Il apparait donc nécessaire de connaitre les répercussions neuropharmacocinétiques d'une in-
hibition partielle de la P-gp afin d’estimer le risque d'interaction-médicamenteuses qui lui est

associé.

IMPLICATION DE LA P-GP DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE DES MALADIES

NEUROLOGIQUES

Bien que la P-gp puisse étre associée a un risque d'interactions médicamenteuses, elle peut
aussi étre régulée positivement ou négativement en dehors de toute exposition a des
xénobiotiques ou médicaments (Gil-Martins et al. 2020). Si la recherche s'intéresse de prés a la
régulation de la P-gp comme moyen d'améliorer le traitement de certaines maladies
neurologiques (Juvale et al. 2022), la modification de son expression ou de son activité pourrait
aussi permettre de l'utiliser comme biomarqueur d'une situation pathologique (Chai et al.
2022). Ces observations nécessitent le développement d'outils permettant d'étudier la P-gp au

niveau de la BHE chez 'Homme.

7.4.1 Tumeurs cérébrales

Les tumeurs cérébrales sont généralement des tumeurs de faible pronostic du fait de la
mauvaise réponse aux traitements par chimiothérapie. Cela s'explique en partie par I'efflux par
la P-gp des médicaments anti-cancéreux classiquement utilisés en thérapeutique (Parrish et al.
2015). En effet, une augmentation de I'expression de la P-gp a été retrouvée au niveau des

microvaisseaux de la vascularisation tumorale et au niveau des cellules tumorales empéchant

31



les agents cytotoxiques d'exercer leur action (Calatozzolo et al. 2005). L'inhibition de la P-gp
au niveau de la BHE fait aujourd’hui partie des stratégies potentielle d'optimisation pour la
délivrance des médicaments anticancéreux vers le tissu cérébral. Cependant cette approche n'a
pas encore montré de réel bénéfice pour améliorer le traitement des tumeurs cérébrales. En
effet, I'inhibition de la P-gp avec les inhibiteurs disponibles n'est pas sélective de la BHE. Il en
résulte une modification de la cinétique périphérique, de la distribution tissulaire extra-
cérébrale et de I'élimination des anticancéreux substrats, ce qui peut en accentuer la toxicité

périphérique (Robey et al. 2018).
7.4.2 Encéphalite du VIH

Le virus de limmunodéficience humaine (VIH), responsable du syndrome de
I'immunodéficience humaine (SIDA) peut atteindre le cerveau et causer une encéphalite due
au VIH. Plusieurs médicaments antirétroviraux ont été identifiés comme substrat de la P-gp
(Ronaldson et al. 2008). L'efflux par la P-gp de certains inhibiteurs de protéase semble étre
responsable de l'accés limité de ces médicaments au systéme nerveux central (Banks et al.
2006). Ce phénomene pourrait contribuer a la sanctuarisation du cerveau vis-a-vis des

traitements et a la rémanence du virus dans le tissu cérébral (Eilers et al. 2008).
7.4.3 Maladies psychiatriques

Peu d'études sont consacrées a l'implication des transporteurs ABC dans les maladies
psychiatriques. Cependant, certains résultats suggerent une modification fonctionnelle de la P-
gp au niveau de la BHE des patients atteints de dépression ou de schizophrénie qui pourrait
étre la cause d'une résistance aux traitements médicamenteux dans ces maladies (de Klerk et
al. 2009; De Klerk et al. 2011). De nombreux médicaments antidépresseurs et antipsychotiques
ont été identifiés comme substrats de la P-gp (O’'Brien et al. 2012). Chez I'animal, une inhibition
ou une déplétion de la P-gp augmente les concentrations et les effets centraux de ces
medicaments (Bundgaard et al. 2012; Moons et al. 2011). Cependant, par manque d'outils, la
relation entre I'augmentation fonctionnelle de la P-gp et la réponse aux traitements n'est

toujours pas clairement établie chez 'Homme.
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744 Sclérose en plaques

Des études ont montrées une diminution de I'expression de la P-gp au niveau de I'endothélium
cérébral de patients atteints de sclérose en plaque. La perte de fonction de la P-gp pendant la
phase neuroinflammatoire de la maladie pourrait dérégler I'hnoméostasie cérébrale et aggraver
la progression de la maladie via I'exposition des cellules cérébrales a des composés

neurotoxiques issus de la circulation (Kooij et al. 2009; 2010).
7.4.5 Maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est la seconde maladie neurodégénérative la plus commune. Il a été
suggéré que le polymorphisme génétique associé au géne codant pour la P-gp pourrait étre
impliqué dans I'accumulation de molécules neurotoxiques au niveau cérébral chez les patients
parkinsoniens (Zschiedrich et al. 2009). De plus, il a été rapporté une diminution de I'expression

de la P-gp au niveau de la BHE chez ces patients (Westerlund et al. 2008; Kortekaas et al. 2005).
74.6 Maladie d'Alzheimer

La maladie d'Alzheimer est la cause principale de démence liée a I'age (Citron 2010). Cette
maladie neurodégénérative est associée a deux types de lésions, le dépot de plaques amyloides
constituées par le peptide AP et la dégénérescence neurofibrillaire associée a la protéine Tau.
Depuis de nombreuses années, plusieurs études ont reconnu l'implication des transporteurs
ABC dans l'efflux du peptide AB du cerveau vers le sang et il a été montré une corrélations
inverse entre I'accumulation de plaques amyloides et la densité de P-gp chez les patients
atteints de la maladie d’'Alzheimer (van Assema et al. 2012; Abuznait et al. 2012; Vogelgesang
et al. 2002). Malgré cette diminution, I'expression partielle de la P-gp au niveau de la BHE
constitue tout de méme un obstacle au développement de candidats médicaments dont le

passage cérébral est insuffisant pour prendre en charge cette pathologie (Burton et al. 2008).
7.4.7 Epilepsie pharmaco-résistante

Chez environ 30 % des patients atteints d'épilepsie, les traitements antiépileptiques ne
permettent pas de contrdler la maladie que I'on qualifie alors d'épilepsie pharmaco-résistante
(EPR) (Kwan P.2011). L'une des hypothéses pour expliquer ce phénomene est la surexpression

de la P-gp au niveau de la BHE qui empécherait les médicaments d'atteindre leur cible au
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7.5

niveau du systéeme nerveux central (Loscher et al. 2005a; Loscher 2005; Remy et al. 2006). En
effet, chez I'Homme, il a été montré une forte augmentation de I'expression de la P-gp dans le
foyer épileptogene des patients atteints d'EPR par rapport au tissu cérébral environnant ou
celui issu de patients sensibles aux traitements (J. Y. W. Liu et al. 2012). De plus, de nombreux
médicaments antiépileptiques, méme s'ils franchissent la BHE, sont reconnus comme étant

substrat de la P-gp in vitro et in vivo, chez I'animal (Luna-Tortos et al. 2008).
7.4.8 Vers un biomarqueur de suivi des pathologies neuropsychiatriques ?

La P-gp est aujourd’hui considérée comme essentielle au bon fonctionnement de la BHE. En
plus de son role clé dans la protection et le maintien de 'homéostasie cérébrale, via I'efflux de
composés endogenes toxiques ou de xénobiotiques en dehors du SNC, la P-gp est également
impliquée dans de nombreuses pathologies neurologiques. La compréhension des voies de
signalisation qui régulent ce transporteur apporte des connaissances substantielles sur
I'amélioration de I'administration des médicaments a visée cérébrale et sur la compréhension
des mécanismes physiopathologiques de certaines maladies du SNC. Aussi, la fonctionnalité
de la P-gp au niveau de la BHE, dans certaines situations pathologiques, pourrait avoir un
impact significatif sur le diagnostic, la prévention et le traitement des pathologies cérébrales.
A ce jour, I'état des connaissances ne permet pas de déterminer si une dysfonction de la P-gp
est la cause, un cofacteur ou une conséquence de la maladie. Dans cette optique, il parait une
nouvelle fois important de développer des outils permettant I'étude fonctionnelle de la P-gp

au niveau de la BHE chez I'Homme.

MODALITES D'ETUDE FONCTIONNELLE DE LA P-GP

La mesure du passage cérébral des substances au travers de la BHE constitue a ce jour un enjeu
scientifique majeur pour le développement de nouveaux médicaments. Du fait de son
implication dans de nombreuses pathologies et du grand nombre de médicaments reconnus
comme substrats de ce transporteur, la P-gp est particulierement étudiée.

Les approches in vitro permettent de réaliser des essais avec un contréle plus important des
parameétres expérimentaux et de s'affranchir des questions éthiques par rapport aux études in

vivo. Il existe de nombreux modéles in vitro de BHE, plus ou moins complexes. Certains de ces
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modeéles permettent d'étudier le role de la P-gp. Cependant les données obtenues in vitro
peuvent rarement étre extrapolées a 'Homme et |'utilisation de modéles in vivo est nécessaire
a leur validation (Roux et al. 2019).

In vivo, des méthodes plus ou moins invasives, ont été développées afin d'étudier le transport
de composés entre le sang et le cerveau. Ces techniques permettent d'évaluer qualitativement
et/ou quantitativement le transport et I'effet de la P-gp sur le passage de diverses molécules

au travers de la BHE.
7.5.1 Modeles de rongeur déficients

Les modeles de souris ou de rats déficients pour le gene d'un transporteur donné ont montré
leur importance dans le domaine d'étude des transporteurs in vivo (Zamek-Gliszczynski et al.
2013). La plupart des modeles sont disponibles sur le marché et un nouveau modele de
rongeur déficient sur un gene donné peut étre rapidement obtenu. Cependant il existe des
différences inter-laboratoires dans le régime alimentaire, les conditions de logement et une
dérive génétique au sein des populations consanguines qui peuvent mener vers des
phénotypes différents selon le laboratoire de provenance du modele (Giacomini et al. 2010).
Ce type de modele peut étre utilisé comme référence pour une inhibition compléte de la P-gp.
Il a été montré que les souris hétérozygotes pour le géne de la P-gp (mdr1a*") ont une
expression partielle, estimée a 50% de la P-gp au niveau de la BHE par rapport aux souris
sauvages. Ce modele peut donc étre utilisé pour étudier une déplétion partielle de la P-gp in

vivo (Schinkel et al. 1994).
7.5.2 Biodistribution apres injection intraveineuse de substrats de la P-gp

Cette méthode consiste a administrer une substance par voie intra veineuse (IV) pour ensuite
récupérer le cerveau et le sang de I'animal (Ohno et al. 1978). Cette technique permet de
mesurer le rapport cerveau/plasma a des temps prédéfinis. Cependant, les composés étudiés
administrés par voie périphérique, peuvent étre métabolisés et se fixer aux protéines
plasmatiques avant d'atteindre le cerveau. Cela complique I'étude du réle intrinseque de la P-
gp sur le passage cérébral. Compte tenu du caractere invasif de cette méthode, de nombreux
animaux sont nécessaires a chaque temps, pour obtenir et modéliser des données cinétiques

permettant d'estimer I'effet de la P-gp sur le passage de la BHE.
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7.5.3 Autoradiographie et imagerie par spectrométrie de masse

L'autoradiographie quantitative consiste en l'injection d'une molécule radioactive a un animal,
puis le recueil d'échantillons sanguins artériels et de coupes cérébrales. Les échantillons
sanguins servent a doser la concentration sanguine du composé et les coupes de cerveau sont
congelées puis autoradiographiées. Le développement du film autoradiographique permet de
visualiser la distribution et de quantifier le signal radioactif dans le cerveau (Dorner et al. 2009).
Les propriétés quantitatives de l'autoradiographie sont trés limitées, mais cette approche
permet d'apprécier la distribution de la molécule radiomarquée dans plusieurs régions du
cerveau.

Le développement de méthodes d'imagerie par spectrométrie de masse permet de mettre en
place cette approche sans disposer des molécules radiomarquées. Des coupes cérébrales
peuvent étre analysées par la technique MALDI (matrix assisted laser desorption ionisation) qui
permet l'ionisation et la vaporisation de protéines, peptides, sucres et grosses molécules
organiques qui ont tendance a étre fragmentées par les techniques d'ionisation habituellement
utilisées en spectrométrie de masse. Cette technique est de plus en plus utilisée pour étudier
I'importance de la P-gp sur la distribution cérébrale de ses substrats dans différentes conditions

physiopathologiques (Yano et al. 2014).
7.5.4 Perfusion cérébrale in situ

La perfusion cérébrale in situ est une méthode utilisée pour tester le passage de molécules a
travers la BHE (Abbott, 2013). Cette technique utilise un cathéter inséré dans I'artere carotide
commune et une ligature au niveau de I'artere carotide externe. Ce systeme assure ainsi que la
molécule perfusée est dirigée directement vers |'artere qui perfuse le cerveau, en l'isolant du
reste de I'organisme. Le principal avantage de cette méthode réside dans la maitrise de la
composition et du temps de la perfusion qui permet le calcul de parametres
pharmacocinétiques (Passeleu-Le Bourdonnec et al. 2013). Cependant la perfusion in situ
nécessite la mise au point de méthodes analytiques ou I'utilisation de substrats radiomarqueés.

Des compétences en chirurgie sont nécessaires pour la mise en place de cette technique.
7.5.5 Microdialyse cérébrale

La microdialyse cérébrale permet de déterminer la cinétique des concentrations cérébrales
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extracellulaires de la fraction libre d'un médicament. Cette méthode nécessite I'implantation
d'une sonde de microdialyse dans une zone cérébrale précise de I'animal. La sonde de
microdialyse est constituée d'une membrane semi-perméable qui est continuellement
perfusée avec une solution physiologique. Le passage des molécules perfusées se fait alors
selon le gradient de concentration depuis le liquide extracellulaire cérébral de I'animal vers la
solution physiologique et sera mesuré au cours du temps par une méthode adéquate telle de
la chromatographie haute pression (CLHP). La concentration du composé testé peut étre
mesurée aprés une administration orale, intraveineuse, sous-cutanée ou administration par
perfusion. L'avantage majeur de cette technique est qu'elle fournit des profils
pharmacocinétiques complet, a différents temps, a partir d'un seul animal. Cependant cette
technique posséde des inconvénients comme I'endommagement possible de la BHE, la
nécessité d'une méthode d'analyse sensible des échantillons et le risque d'absorption des
molécules lipophiles sur la sonde de microdialyse. De plus, I'analyse des concentrations
cérébrales est limitée a la seule région prédéfinie d'implantation de la sonde de microdialyse

(Nicolazzo et al. 2006; Passeleu-Le Bourdonnec et al. 2013).

7.5.6 Imagerie

Chez 'Homme il n'est pas concevable de réaliser des prélevements et des dosages dans le tissu
cérébral in vivo. Ainsi, les approches de pharmacocinétique préclinique ne peuvent pas étre
mises en ceuvre pour détecter I'importance d'une modulation de la P-gp au niveau la BHE. Il a
donc fallu privilégier les approches non-invasives permettant d'étudier les répercussions
fonctionnelles de la P-gp au niveau de la BHE chez 'Homme.

Il existe plusieurs techniques d'imagerie qui permettent d'explorer des processus in vivo de
maniere non-invasive. Pour étudier le systeme nerveux central, trois techniques sont
principalement utilisées. L'imagerie par résonnance magnétique et I'imagerie nucléaire (IRM)
qui regroupe l'imagerie par émission mono-photonique (TEMP) et I'imagerie par émission de
positons (TEP). Chacune de ces techniques présente des propriétés plus ou moins adaptées
aux parametres qui sont étudiés au niveau cérébral (figure 10).

Pour étudier une cible moléculaire spécifique telle que la P-gp au niveau de la BHE, il est
préférable de se tourner vers une technique proposant une grande variété chimique de sondes
substrats du transporteur. Aussi, il faut opter pour une technique sensible permettant une

bonne quantification et une résolution temporelle adéquate, afin de détecter les répercussions
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fonctionnelles d'une modulation de I'activité du transporteur (Tournier et al. 2018).

L'IRM possede une trés bonne résolution spatiale mais aucun ligand substrat de la P-gp n'est
actuellement disponible a [|'étude. Cette technique ne permet donc pas d'étudier
spécifiquement la P-gp au niveau de la BHE. La TEMP est une technique relativement
quantitative qui présente une bonne sensibilité. Il existe un nombre limité de radioligands
permettant I'étude de la P-gp comme le [*™Tc]sestamibi ou le [*™Tc]tetrofosmin. Ces
radiopharmaceutiques ont été utilisés pour étudier le phénomene de MDR au niveau tumoral
mais ils ne permettent pas d'étudier la P-gp au niveau de la BHE (Kannan et al. 2009). En effet,
méme en |'absence de P-gp fonctionnelle, le passage cérébral passif de ces radiotraceurs au
travers de la BHE est trop faible. Or, la capacité d'un radiotraceur a générer du contraste entre
la situation ou la P-gp est fonctionnelle et celle ou elle est inhibée est cruciale pour I'étude de
ce transporteur (Kannan et al. 2009). Pour ces raisons, la TEP reste la technique d'imagerie de
choix. Plusieurs radiotraceurs pour limagerie TEP ont été développés pour étudier
spécifiquement les répercussions fonctionnelles d'une modulation de I'activité de la P-gp au

niveau de la BHE, de maniére non-invasive et translationnelle (Tournier et al. 2018).
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Figure 10 : Propriétés et avantages des différentes techniques d'imagerie pour ['étude des
transporteurs de xénobiotiques. D'apres N. Tournier et al., Pharmacology & Therapeutics, 2018.
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7.5.7 Tomographie par émission de positons

La TEP est une technique d'imagerie nucléaire qui utilise des radiotraceurs radiomarqués avec
des isotopes émetteurs de positons. Ces isotopes sont instables car ils présentent un exces de
protons par rapport au nombre de neutrons au niveau du noyau. Un proton se transforme en
neutron en méme temps que I'émission d'un positon et d'un neutrino. Le positon est chargé
positivement et parcourt la matiere sur une courte distance avant de rencontrer un électron et
de s'annihiler en libérant deux photons de 511 keV, émis a 180° I'un de I'autre. Cette paire de
photons est détectée en coincidence par la couronne de détecteurs de la caméra située autour
du patient (figure 11). Les différentes désintégrations provenant d'un méme point sont
regroupées par des droites dont I'intersection correspond a la région émettrice. Les données
enregistrées et transformées mathématiquement, avec des algorithmes prenant en compte les
phénomenes de diffusion et d'atténuation du signal par les tissus, ainsi que la correction de la
décroissance radioactive, permettent la reconstruction tridimensionnelle d’'une image. Le
radiotraceur est généralement injecté par voie intraveineuse et I'imagerie TEP cérébrale permet
de mesurer la cinétique des concentrations radioactives dans les tissus. Cette technique permet
donc d'étudier des cibles tissulaires spécifiques telle que la P-gp au niveau cérébral chez
I'Homme (Langer et al. 2004). L'avantage des radiotraceurs marqués par des atomes émetteurs
de positons est la variété des radiotraceurs envisageables. La radiochimie a permis de
développer de nombreux ligands spécifiques de récepteurs d'intérét, notamment en

neurologie dans un objectif de diagnostic ou de recherche (Jacobs et al. 2003).
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Figure 11 : Principe de la tomographie par émission de positons. D'apres I. Jens Maus, domaine
public
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7.6

MODELISATION DES DONNEES D'IMAGERIE EN TEP

La pharmacocinétique explore le devenir des médicaments dans le corps. Son objectif est de
comprendre comment un médicament évolue en analysant la cinétique de sa concentration
dans les tissus. Pour ce faire, des modéles mathématiques sont utilisés pour déterminer des
parameétres qui décrivent la maniére dont le médicament se comporte dans I'organisme. La
pharmacocinétique appliquée a I'imagerie TEP vise a quantifier les processus biologiques en
se basant sur I'évolution des concentrations du radiotraceur dans les organes au fil du temps.
Différents modeles peuvent étre appliqués en fonction du radiotraceur et du contexte physio-
pathologique, avec deux grandes catégories : les modeles compartimentaux et les modeéles

non-compartimentaux.
7.6.1 Modeles compartimentaux

Un systeme physiologique peut étre analysé en sous-systémes ou espaces qui le composent
et interagissent entre eux, appelés compartiments. Un compartiment représente un ensemble
cohérent et homogene qui se comportent de maniere uniforme vis-a-vis du radiotraceur et ne
correspond pas nécessairement a une réalité anatomique. Chaque compartiment peut étre en

relation avec les autres. Quatre compartiments sont couramment définis en imagerie TEP :

- Le compartiment plasmatique, qui englobe la fraction inchangée du radiotraceur ainsi
que sa fraction libre dans le plasma, notamment artériel.

- Le compartiment tissulaire, qui représente la fraction libre dans les tissus et peut se lier
a des cibles spécifiques ou retourner dans le compartiment vasculaire.

- Le compartiment contenant le radiotraceur fixé de maniere spécifique a des cibles par-
ticulieres dans les tissus, comme les récepteurs.

- Le compartiment contenant le radiotraceur fixé de maniere non-spécifique a d'autres

sites ou cibles que ceux d'intérét.

Un compartiment peut étre ouvert, permettant au radiotraceur d'entrer et de sortir, ou fermé,
le radiotraceur se trouve « piégé » au sein du compartiment. Les modeles compartimentaux
sont représentés par des diagrammes ou les rectangles symbolisent les compartiments et les
fleches représentent les échanges entre ces compartiments, représentes par les microcons-

tantes de vitesse cinétique entre les compartiments. Les échanges du radiotraceur entre les
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différents compartiments sont généralement décrits par des fonctions mathématiques du pre-
mier ordre. L'objectif de la modélisation pharmacocinétique est alors de trouver un modéle qui
correspond le mieux aux données expérimentales. Un modele compartimental est caractérisé
par le nombre de compartiments et leurs interactions. Dans les modeles a plusieurs comparti-
ments, on suppose que tous les tissus sont en relation avec le méme compartiment sanguin,
la plupart du temps représenté par le plasma artériel qui perfuse les tissus. Dans ce type de
modeéle il est supposé une homogénéité de la distribution du radiotraceur dans le plasma ar-

tériel.

Les modeéles compartimentaux les plus utilisées sont le modele a un seul compartiment
tissulaire (1TCM) et le modele a deux compartiments tissulaires (2TCM), présentés dans la
Figure 12. Dans ces modeles, le radiotraceur est administré par injection intraveineuse sous
forme de bolus et se distribue dans le sang artériel au niveau cardiaque pour ensuite rejoindre
les capillaires, ou les échanges avec les différents tissus se produisent. Certains tissus peuvent
extraire une fraction du radiotraceur, tandis que le reste est transporté de nouveau vers le
coeur, amorcant un nouveau cycle de circulation. Dans ce modele, on suppose que la
concentration est homogene et identique dans tout le compartiment, et qu'elle est mesurée
dans une artere périphérique. La concentration tissulaire du traceur au fil du temps, notée Ciy),
augmente en raison de I'extraction du traceur a partir du compartiment plasmatique artériel.
Dans le cadre d'un radiotraceur idéal, on considére généralement que seule la fraction
inchangée, également appelée fraction « parentale », du radiotraceur pénetre dans les tissus
ou le cerveau, et non ses éventuels radiométabolites, qui sont les métabolites radiomarqués
issus du radiotraceur. Ftant donné que l'extraction tissulaire suit une cinétique du premier

ordre, le transfert du radiotraceur dépend de la concentration parentale Cpy.

Dans le modele a un compartiment tissulaire (Figure 12 A), les constantes d'échange du traceur
entre les compartiments plasmatique (Cp) et tissulaire (C1) sont notées Ki (en mL.g™".min™") pour
le transfert du sang vers le tissu, et k> (en min™") pour le transfert du tissu vers le sang. Dans ce
modeéle, le radiotraceur présent dans le compartiment Cq peut étre sous forme libre, lié de
maniere spécifique a sa cible (fixation saturable et réversible), ou lié de maniere non spécifique

a d'autres cibles (fixation non saturable et non réversible).

Dans le modeéle a deux compartiments tissulaires (représenté dans la Figure 12 B), on introduit
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un compartiment supplémentaire (C;) qui correspond exclusivement au radiotraceur lié de
maniere spécifique a sa cible. Le compartiment C; représente le radiotraceur sous forme libre
et lié de maniere non spécifique. Les constantes de vitesse d'échange entre les différents
compartiments suivent la méme notation que dans le modeéle précédent, a savoir : Ki, k», ks et
ks. Une variante de ce modele prend en compte l'irréversibilité de la liaison spécifique du
radiotraceur a sa cible, ce qui signifie que le compartiment spécifique C; est considéré comme

fermé, avec la valeur de k4 fixée a zéro.

Il existe aussi, pour certains radiotraceurs, des modeles plus complexes avec plus de

compartiments tissulaires.

A c K4 c
o 1

B c K4 c ks c
P K i 2

Figure 12 : Modeles compartimentaux, d'apres le logiciel Pmod®

En A le modele a un compartiment tissulaire (1TCM) et en B le modele a 2 compartiments

tissulaires (2TCM)

7.6.1.1 La fonction d'entrée artérielle

Pour réaliser une modélisation compartimentale, il est nécessaire d'avoir acces a la cinétique
sanguine artérielle du radiotraceur, ainsi qu'a la mesure de sa fraction inchangée. En effet, dans
la plupart des cas, seule la fraction libre du radiotraceur dans le sang peut étre échangée entre
les différents compartiments. Cette fraction libre doit donc étre déterminée a partir d'échantil-
lons sanguins prélevés d'une artere tout au long de I'examen TEP. Un échantillon de sang total
contient a la fois le radiotraceur fixé aux globules rouges et les différentes formes du radiotra-
ceur dans le plasma : libre, lié aux protéines plasmatiques et transformé en métabolites ou
radiométabolites. La mesure de la radioactivité plasmatique par comptage gamma et I'estima-
tion de la fraction parentale par chromatographie en phase liquide radiochimique (radio-CLHP)

permettent d'obtenir la fonction d'entrée artérielle corrigée des radiométabolites (Pike 2009).
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Grace a cette fonction d'entrée artérielle corrigée des radiométabolites, la modélisation com-
partimentale permet d'estimer les constantes d'échange entre compartiments (micropara-
metres), mais aussi de calculer les macroparameétres qui caractérisent sa distribution tissulaire
globale, comme par exemple le volume de distribution total Vr, qui correspond au rapport

tissu/plasma a I'équilibre des concentrations (Innis et al. 2007).
7.6.2 Modeles non-compartimentaux

Dans certaines situations, les modeles compartimentaux peuvent étre difficiles a appliquer
pour décrire la cinétique de radiotraceurs. Sous certaines conditions, des alternatives moins
informatives peuvent étre mises en place. Parmi ces alternatives, on trouve les méthodes
utilisant une région de référence, qui permettent de se passer de la mesure de la fonction
d'entrée artérielle corrigée de la fraction parentale du radiotraceur. Il y a également les
méthodes graphiques, qui permettent de s'affranchir de toute configuration compartimentale.
Bien que moins précises, ces méthodes offrent des possibilités particulierement pertinentes

pour permettre une interprétation moléculaire de données d'imagerie TEP.
7.6.2.1 Meéthodes avec région de référence

Les méthodes avec région de référence permettent I'analyse de radiotraceurs réversibles au
niveau du systéeme nerveux central (Lammertsma et al. 1996) (Figure 13). Le prérequis pour
utiliser cette méthode est I'existence d'un tissu de référence qui doit étre dépourvu de la cible
étudiée et dans lequel la cinétique du radiotraceur doit pouvoir étre modélisé par un modele
a un compartiment tissulaire. En théorie, ce type de méthode ne peut pas étre appliquée a une
région extracérébrale car les constantes d'échange K; et k, sont spécifiques au passage de la

BHE (Foll et al. 2007).

Tissu C+(t) avec fixation spécifique

K4 ks
e C; C,

k, K4

Ky
. — c,

k,
Région de référence C'(t)

Figure 13 : Modele avec région de référence, d'apres le logiciel Pmod®
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1.7

7.6.2.2 Normalisation par tissus de référence

En pharmacocinétique expérimentale, le rapport entre la concentration de médicament non lié
(libre) dans le fluide interstitiel du cerveau et celle dans le plasma est appelé coefficient de
partage non lié (Kpu). Ce parametre est indépendant de la liaison aux protéines dans le sang
ou de la liaison aux composants du tissu cérébral. Les techniques d'imagerie ne permettent
pas de mesurer la fraction non-liée au niveau cérébral. Néanmoins, pour étudier le passage
cérébral, il est parfois possible de normaliser le signal cérébral par un tissu de référence ou par
le plasma. Une étude préclinique utilisant a la fois la TEP et la microdialyse a montré que la TEP
peut étre utilisée pour traduire les concentrations totales de la '"C-oxycodone, mesurées de
maniére non-invasive en concentrations non liées, a condition que la contribution des
métabolites radiomarqués soit mineure ou puisse étre prise en compte dans I'estimation du
Kouu (Gustafsson et al. 2017). Néanmoins, cette approximation ne peut en aucun étre

généralisée pour les autres radiotraceurs sans validation préalable.
7.6.2.3 Meéthodes graphiques

Les deux méthodes graphiques les plus connues en imagerie TEP sont I'analyse graphique de
Patlak, pour les radiotraceurs a fixation irréversible (Patlak et al. 1983), et I'analyse graphique
de Logan, pour les radiotraceurs a fixation réversible (Logan et al., 1990). L'analyse de Logan
(Logan et al. 1990) est une méthode d'analyse graphique basée sur une régression linéaire.
C'est une méthode simplifiée qui transforme les équations du modele en une équation linéaire.
Cette méthode permet notamment d’estimer le Vr du radiotraceur dans les différentes régions
tissulaires, par intégration des concentrations radioactives dans les tissus et dans le plasma.
Ainsi, en I'absence de fixation spécifique dans le cerveau, cette approche permet d'estimer le
passage cérébral de radiotraceurs lorsque les modeles compartimentaux ne permettent pas

une estimation correcte.

IMAGERIE TRANSLATIONNELLE DE LA P-GP

Plusieurs molécules d'intérét ont été radiomarquées pour étudier la P-gp au niveau de la BHE,
en étudiant leur distribution cérébrale par imagerie TEP. Des inhibiteurs de la P-gp
radiomarqués, capables en théorie de se lier au transporteur, ont été évalués. Il était alors

attendu que le signal TEP obtenu permette de visualiser la densité de la P-gp au niveau de la
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BHE. Ainsi ont été développés et évalués le [''Cltariquidar le [''Clélacridar et le [''C]laniquidar,
trois inhibiteurs puissants de troisieme génération. Cependant tous ces inhibiteurs ont révélé
un passage cérébral faible et un comportement de substrat de la P-gp lors des essais au niveau

de la BHE de rongeur puis chez 'Homme (Kannan et al. 2013).

La recherche s’est alors concentrée sur le marquage de molécules substrats de la P-gp afin d’en
évaluer la fonction. En effet, il est possible d'interpréter la cinétique cérébrale des radiotraceurs
en regard de leur cinétique plasmatique et, par l'utilisation de modéles pharmacocinétiques,
de déterminer les constantes d'échange qui décrivent le passage des radiotraceurs au travers
de la BHE (Kannan et al. 2009; Auvity et al. 2018). Cela permet d'étudier les répercussions
fonctionnelles de la P-gp en comparant des paramétres neuropharmacocinétiques avant et

aprés inhibition pharmacologique de la P-gp.

A ce jour, trois radiotraceurs ont fait I'objet d'un développement radiopharmaceutique et d'une
validation chez 'Homme pour I'étude de la P-gp au niveau de la BHE (Kannan et al. 2009;
Tournier et al. 2018): le ["'Clvérapamil, le ["CIN-desmethyl-lopéramide et le
[""Clmétoclopramide. Ces radiotraceurs sont considérés comme sélectifs de la P-gp car ils ne

sont pas transportés par la BCRP (Pottier et al. 2016; Wanek et al. 2013).
7.7.1 [""Clvérapamil

Le vérapamil est un médicament inhibiteur des canaux calciques largement utilisé en
cardiologie. Il est substrat et inhibiteur de la P-gp. Aux doses traceuses utilisées pour lI'imagerie
TEP, le vérapamil marqué au carbone-11 se comporte uniquement comme un substrat de la P-
gp (Millauer et al. 2012). Il a été le premier traceur développé pour étudier la P-gp au niveau
de la BHE par imagerie TEP chez 'Homme. La majorité des études cliniques a donc été réalisée
avec ce radiotraceur (Muzi et al. 2009). Le défaut principal de cette molécule est qu'elle subit
un important métabolisme chez 'Homme. Il a été montré que I'énantiomére (R)-["'C]vérapamil
est un peu moins métabolisé que le (S)-['"C]vérapamil, avec une capacité de transport par la P-
gp comparable (Luurtsema et al. 2005). Aussi, c'est souvent I'énantiomeére (R)-[''C]vérapamil
qui est utilisé. Certains des métabolites du [''Clvérapamil sont radiomarqués et également
substrats de la P-gp, alors que d’autres passent librement la BHE. Ainsi, la quantification et la

modeélisation des échanges entre le sang et le cerveau sont particulierement difficiles pour ce
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radiotraceur (Tracy et al. 1999; Luurtsema et al. 2005).

Figure 14 : Image obtenue aprés injection de [''C]vérapamil chez 'Homme. D'aprés S. Eyal et al,
2009. En absence (A) et en présence (B) d'une inhibition de la P-gp par la ciclosporine.

7.7.2 ["CIN-desmethyl-lopéramide

Le lopéramide est un médicament agoniste des récepteurs opioides y, sans effet sur le systeme
nerveux central du fait de son importante capacité d'efflux par la P-gp au niveau intestinal et
cérébral. Le lopéramide exerce son activité pharmacologique au niveau des récepteurs aux
opiacés intestinaux en ralentissant le transit. Il est utilisé dans le traitement symptomatique des
diarrhées. Ces observations ont conduit a la synthése du [''C]lopéramide comme sonde P-gp.
Comme le [""C]vérapamil, le ["Cllopéramide est fortement métabolisé. Son principal
métabolite, le ['""C]N-desmethyl-lopéramide (['"CINdLop) est retrouvé en grande quantité dans
le cerveau, lorsque la P-gp est inhibée. Le [''"CINdLop est également substrat de la P-gp et
bénéficie d'une excellente stabilité métabolique chez 'Homme et n'a pas d'affinité pour les
récepteurs opioides (Kreisl et al. 2010). Son transport par la P-gp est tel que son passage
cérébral basal vers le compartiment cérébral est négligeable. Une fois la BHE passée, le
['""CINdLop est retenu dans le tissu cérébral par séquestration lysosomale (Kannan et al. 2011).
Ces propriétés limitent les applications cliniques du radiotraceur qui ne permet pas d'explorer
les répercussions fonctionnelles dans les situations ou une augmentation de I'efflux par la P-

gp est suspectée.
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Figure 15 : Image obtenue aprés injection de [''CINdLop chez 'Homme. D'aprés W. Kreils et al,
2015. En absence (A) et en présence (B) d'une inhibition de la P-gp par le tariquidar

7.7.3 ["'Cmétoclopramide

Le métoclopramide est un médicament neuroleptique de la famille des benzamides, exercant
principalement une action antagoniste sur les récepteurs dopaminergiques D2 (Lee et al. 2010).
Il est indiqué comme stimulant de la motricité intestinale et accélérateur de la vidange gas-
trique, dans le traitement symptomatique des nausées et des vomissements. Le métoclopra-
mide est un substrat de la P-gp in vitro. Son passage cérébral est augmenté chez la souris
déficiente en P-gp (Feng et al. 2008). Par rapport aux radiotraceurs précédents, le [''C]méto-
clopramide bénéficie d'un passage cérebral basal relativement important et ses métabolites ne
passent pas la BHE, méme en situation d'inhibition de la P-gp chez le rongeur (Pottier et al.
2016). Cette caractéristique a permis de mettre en évidence et de quantifier le réle de la P-gp
dans la clairance de ses substrats du cerveau vers le sang de maniére non-invasive chez
I'Homme (Tournier et al. 2019). De plus, on peut considérer que les propriétés de transport du
['"CImétoclopramide vis-a-vis de la P-gp sont représentatives de celles de médicaments a visée

neurologique qui sont de faibles substrats de ce transporteur (Mahar Doan et al. 2002).
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7.8

Figure 16 : Image obtenue apreés injection [''CJmétoclopramide chez 'Homme. D'aprés N.
Tournier et al, 2019 En absence (A) et en présence (B) d'une inhibition de la P-gp par la
ciclosporine

774 ['®!FIMC225

Le ["®FIMC225, un radiotraceur développé plus récemment, semble étre sélectif de la P-gp et a
bénéficié d'un grand nombre d’essais pour I'étude fonctionnelle de la P-gp au niveau de la BHE
chez I'animal (Savolainen et al. 2017). Il est radiomarqué par le fluor-18, dont la période
radioactive (110,8 minutes) est plus confortable que celle du carbone-11 (20,4 minutes). Les
données de distribution cérébrale basale du ['®FIMC225 chez 'Homme ont été publiées.
Néanmoins, les répercussions d'une inhibition de la P-gp sur son passage cérébral n‘ont pas
été rapportées a ce jour (Garcia-Varela, Vallez Garcia, et al. 2021). Ces données sont essentielles
a la validation du ["®FIMC225 comme substrat de la P-gp au niveau de la BHE chez I'Homme.
Chez le rat, la sensibilité du ["®F]MC225 a I'inhibition de la P-gp par le tariquidar est plus
importante que celle du ['C]vérapamil. Aussi, le passage cérébral significatif du ['*FJMC225 en
condition basale a permis, a I'instar du [''C]métoclopramide, de visualiser une stimulation de

la P-gp au niveau de la BHE chez la souris (Garcia-Varela, Rodriguez-Pérez, et al. 2021).

L'EPILEPSIE PHARMACO-RESISTANTE : DES HYPOTHESES MOLECULAIRES A

L'IMAGERIE CLINIQUE

L'épilepsie est 'une des maladies neurologiques les plus courantes et touche environ 65 a 70

millions de personnes dans le monde. La pathogénese de la maladie n'est pas entierement

48



élucidée mais semble résulter d'une hyperexcitabilité neuronale entrainant un déreglement des
potentiels d'action des neurones responsables des crises. Cette hyperexcitabilité neuronale
semble étre liée a une instabilité ionique de la membrane cellulaire et au déséquilibre entre la
neurotransmission inhibitrice GABAergique et la neurotransmission  excitatrice
glutamatergique. Les médicaments antiépileptiques visent a prévenir la survenue et la
récurrence des crises en i) bloquant I'hyperexcitabilité neuronale, en i) renforcant I'activité
inhibitrice du GABAergique, en iii) inhibant I'activité excitatrice du systeme glutamatergique ou
en iv) modifiant la conductance ionique (canaux Na* ou Ca?*). L'inhibition de la transmission
glutamatergique peut étre indirecte en inhibant les canaux Na® voltage-dépendants des

neurones glutamatergiques ou des neurones post-synaptiques (Thijs et al. 2019).

Malgré une prescription optimisée par le suivi thérapeutique des concentrations plasmatiques
des médicaments antiépileptiques, environ 30% des patients épileptiques présentent une EPR
et ne répondent pas suffisamment aux traitements antiépileptiques. Ces patients souffrent de
crises d'épilepsie incontrolées qui peuvent entrainer un déces prématuré, des dommages
physiques et psychologiques et sont généralement associées a une détérioration significative
de la qualité de vie. Aujourd'hui, le développement de nouveaux médicaments antiépileptiques
n'a pas permis de controler I'EPR. La physiopathologie de I'EPR reste mal connue et plusieurs

hypotheses ont été proposées pour I'expliquer (Figure 17) :

- L'hypothese de la cible qui suppose que des altérations acquises et adaptatives au ni-
veau moléculaire dans les cibles des médicaments antiépileptiques entrainent une

sensibilité réduite aux médicaments.

- L'hypothese de la variation génétique qui suppose que les différences au niveau des
cibles des médicaments antiépileptiques entrainant une pharmaco-résistance sont in-

nées et d'origine génétiques

- L'hypothese de la gravité intrinseque qui suppose que la résistance aux médicaments

est liée a la gravité de I'épilepsie, et a la frequence des crises.

- L'hypothese du réseau neuronal qui suggere que la dégénérescence et la reconstruc-
tion du réseau neuronal inhibent I'acces des médicaments aux cibles neuronales, af-

fectant ainsi le systeme anticonvulsivant endogene.
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L'hypothese pharmacocinétique qui soutient que la surexpression de transporteurs
d'efflux réduit les concentrations plasmatiques des médicaments antiépileptiques

chez les patients, diminuant ainsi leur efficacité.

Et enfin, I'hypothese des transporteurs, décrite sur la Figure 18, qui suggére que les
traitements antiépileptiques ne traversent pas suffisamment la barriere hémato-
encéphalique (BHE) pour atteindre leur cible dans le systeme nerveux central (SNC) du

fait d'une augmentation de I'expression et de I'activité des transporteurs d'efflux.
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Figure 17: Hypotheses de l'EPR. D'apres Tingting Hu et al, Journal of medicinal chemistry
2023

50



A. Normal Tight kietie
A6 10y 08 ) oo

No critical
restriction of
AED penetration
into the brain

Refractory epilepsy

B. Epileptic. ;4

Critical
restriction of
AED penetration
into affected
brain regions

% z
Enhanced extrusion of
AEDs from the brain

Figure 18: Hypothese des transporteurs. D'apres W. Loscher et al.,, Curr Pharm Des, 2011

En effet, une expression accrue de la P-gp, le transporteur d'efflux le plus étudié au niveau de
la BHE, a été démontrée ex vivo sur des préléevements chirurgicaux au niveau de foyers
épileptogénes issus du cerveau de patients atteints d'EPR par rapport a des sujets sains (Tishler
et al. 1995; J. Y. W. Liu et al. 2012). Aussi, I'expression de la P-gp était plus importante chez les

patients atteints d'EPR que chez les patients pharmaco-sensibles (J. Y. W. Liu et al. 2012).

Les mécanismes de régulation de la P-gp dans le contexte de I'EPR impliquent le glutamate, le
récepteur N-méthyl-D-aspartate (NMDA), la phospholipase A2 cytosolique (cPLA2) et la cyclo-
oxygénase-2 (COX-2). Les récepteurs NMDA provoquent un afflux d'ions calcium dans la
cellule, ce qui active la phospholipase A2. La phospholipase A2 est une enzyme qui décompose
les phospholipides pour libérer de I'acide arachidonique. L'augmentation de la production
d'acide arachidonique par la cellule est ensuite convertie en prostaglandines par la
cyclooxygénase-2 (COX-2). La prostaglandine se lie au récepteur 1 de la prostaglandine E (EP-
1R) et entraine la translocation du facteur nucléaire kappa-B (NF-kB) dans le noyau, ce qui
augmente la transcription du gene ABCBT et donc I'expression de la protéine P-gp (B. Bauer et

al. 2008; Mohamed et al. 2019). De plus, I'augmentation des niveaux intracellulaires de Ca**
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provoquée par le glutamate induit la production intracellulaire d'especes réactives de
I'oxygene (ROS), ce qui entraine une translocation accrue du facteur nucléaire (dérivé
érythroide-2)-related factor-2 (Nrf2), un facteur de transcription qui stimule la surexpression

de la P-gp médiée par NF-kB (Figure 19).
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Figure 19 : Schéma des mécanismes supposés liés aux crises d'épilepsie dans ['augmentation de
l'expression de la P-gp dans les tissus cérébraux affectés par l'épilepsie. D'aprés Taggi et al,
Pharmaceutics, 2022.

Le facteur transcriptionnel NF-kB est considéré comme jouant un role central dans la cascade
neuroinflammatoire déclenchée par les crise d'épilepsie, avec l'augmentation de la

production/libération de médiateurs pro-inflammatoires (Vishwakarma et al. 2022).

En ce qui concerne les mécanismes de régulation sous-jacents, un certain nombre de
médicaments antiépileptiques modulent I'expression des transporteurs par |'activation de
facteurs de transcription nucléaires tels que PXR, PPARa et PPARy (Lombardo et al. 2008). Une
étude utilisant le ['"C]NdLop comme sonde P-gp a conclu a I'augmentation de I'activité de la
P-gp au niveau de la BHE apres administration de |évétiracétam, de topiramate ou de
phénytoine a des doses thérapeutiques (mais pas le valproate de sodium) (Moerman et al.

2011). Ces résultats sont tout a fait surprenants car le passage cérébral basal du ['"C]NdLop est
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négligeable, ce qui empéche théoriquement toute détection d'une induction fonctionnelle de
la P-gp. A l'inverse (Ambroziak et al. 2010) n‘ont pas retrouvé d’augmentation de |'expression
ou de l'activité de la P-gp suite a l'administration de phénobarbital, phénytoine ou
carbamazépine sur des cellules endothéliales de cerveau de rat, GNTP et sur les cellules

MDCKII-MDR1 qui surexpriment la P-gp humaine.

Des recherches antérieures ont permis d'établir un lien étroit entre la neuroinflammation et
I'expression de la protéine P-gp au niveau de la BHE dans le contexte de I'EPR (Vishwakarma
et al. 2022). Lorsqu'une lésion cérébrale se produit ou lors de crises récurrentes, les astrocytes
et les neurones liberent des médiateurs inflammatoires ainsi que du glutamate (Figure 20).
Cette réponse neuroinflammatoire peut entrainer une augmentation de I'expression des
protéines de transport, et notamment de la P-gp, au niveau de la BHE. Ainsi, il reste difficile de
déterminer si la surexpression de la P-gp dans I'EPR est la cause ou la conséquence des crises.
Dans tous les cas, ces résultats soutiennent I'nypothese selon laquelle I'expression de la P-gp
est liée aux mécanismes moléculaires de I'EPR. Ainsi, la P-gp pourrait accompagner les
processus neuroinflammatoires particulierement complexes mis en jeu dans le développement

de I'EPR.
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Figure 20: Schéma des mécanismes de la neuroinflammation impliqués dans ['‘augmentation de
l'expression de la P-gp au niveau du tissu cérébral atteint par l'epilepsie. D'apres Loscher et al.,
Pharmacological Reviews, 2020

Cependant, I'hypothese des transporteurs pour expliquer I'EPR reste trés controversée. En effet,
cette hypothese implique que les médicaments antiépileptiques sont des substrats de la P-gp.
Plusieurs méthodes ont été mises au point pour déterminer si les médicaments
antiépileptiques sont des substrats de la P-gp in vitro ou in vivo. Concernant une méme
molécule, il existe souvent des divergences de conclusion entre les différentes techniques ou
les différents modeles utilisés. Ainsi, des conclusions différentes ont pu étre obtenues en
fonction de I'espece étudiée ou méme du type cellulaire utilisé pour réaliser les expériences de

transports.

Transport des médicaments antiépileptiques in vitro

La plupart des modeles in vitro ont été développés et optimisés pour étudier le transport de
composés « avides », c'est-a-dire avec une forte capacité de transport. C'est en particulier le
cas du modele de référence qui consiste a déterminer le ratio d'efflux a travers une couche
monocellulaire qui surexprime la P-gp humaine. Or, les antiépileptiques sont pour la plupart
de petites molécules tres lipophiles qui traversent librement la BHE, méme lorsque la P-gp est

fonctionnelle. Ainsi, les molécules antiépileptiques, si certains sont transportés par la P-gp,
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correspondent a la définition des « faibles substrats » de ce transporteur.

Le midazolam et la phénytoine donnent des résultats contradictoires sur les cellules MCDK-
MDR1 (P-gp humaine) vs MDCK-mdr1a (P-gp murine) (Feng et al. 2008; J. W. Polli et al. 2001)
et LLC-PK1-MDR1 vs LLC-PK1-mdr1a (Baltes, Gastens, et al. 2007), suggérant ainsi une

importante différence du caractére substrat de la P-gp pour les protéines humaines et murines.

Aussi, des résultats contradictoires ont été obtenus pour le diazépam, le midazolam, la
phénytoine et le phénobarbital suivant le type de cellules utilisé pour étudier le transport de
molécules par la P-gp, par le test de transport bidirectionnel. Ainsi, en utilisant ce modéle, le
diazépam n’est pas transporté par la P-gp des cellules MDCK-MDR1 et MDCK-mdr1a (Feng et
al. 2008), mais I'est par celle des cellules LLC-PK1-MDR1 (Uchida, Ohtsuki, Kamiie, et al. 2011).
Les cellules MDCK sont issues du rein de chien et les cellules LLC-PK1 sont issues du rein de
porc. Ces différences pourraient s'expliquer par I'importance relative de I'expression de la P-
gp endogene (canine ou porcine) sur ces modeles de cellules transfectées par la P-gp humaine
(Kuteykin-Teplyakov et al. 2010). Le phénobarbital ne fait I'objet d'aucun efflux significatif sur
les cellules Caco-2 (Crowe et al. 2006), mais une étude a conclu a un transport par la P-gp sur
les cellules rBMEc (cellules endothéliales microvasculaires issues du cerveau de rat) (Yang et al.
2008). De plus, il existe des différences entre I'expression des transporteurs endogéenes des
lignées cellulaires MDCKII natives (utilisées comme contréle) et les cellules MDCKII transfectées
par MDRT1 (Kuteykin-Teplyakov et al. 2010). Cette particularité pourrait conduire a des
conclusions différentes pour un méme potentiel substrat P-gp par rapport aux cellules LLC-
PK1 qui possédent une expression comparable entre les lignées natives et celles transfectées

par le gene MDR1 (Kuteykin-Teplyakov et al. 2010).

La méthode de transport bidirectionnel n'est clairement pas adaptée au transport de substrats
faibles de la P-gp, en raison de l'importante composante de diffusion passive le long du
gradient de concentration, qui peut masquer la contribution de la P-gp (Zhang et al. 2012).
Dans le but d'évaluer le transport actif de petites molécules lipophiles comme les
antiépileptiques, I'essai de transport bidirectionnel a été modifié en ajoutant le médicament
dans les deux chambres au début de I'essai. Cette méthode, appelée dosage de I'équilibre de
concentration (CETA), a permis de reclasser la phénytoine (Luna-Tortds et al. 2008; Zhang et al.

2012; Dickens et al. 2013), le Iévétiracétam (Luna-Tortds et al. 2008), le topiramate (Luna-Tortds
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et al. 2009) et le phénobarbital (Luna-Tortos et al. 2008; Zhang et al. 2010) comme substrats
de la P-gp, alors qu'ils n'avaient pas été identifiés comme tels lors des tests bidirectionnels
conventionnels sur des cellules LLC-PK1-MDR1 (Baltes, Gastens, et al. 2007; Feng et al. 2008;
Luna-Tortds et al. 2008; 2009). L'acide valproique (Luna-Tortés et al. 2009; Baltes, Fedrowitz, et
al. 2007), la carbamazépine (Feng et al. 2008; Baltes, Gastens, et al. 2007; Crowe et al. 2006;
Luna-Tortds et al. 2009) et I'éthosuximide (Zhang et al. 2010) ont quant a eux été confirmés

comme non-substrats de la P-gp avec ce modele.

Une étude menée par D. Dickens en 2013 avait pour objectif d'étudier le transport de la
phénytoine, la lamotrigine et la carbamazépine par la P-gp en utilisant sept modeles de
transport in vitro différents. Dans cette étude, les auteurs ont pu mesurer I'expression de la P-
gp suivant les types cellulaires utilisés. Par rapport a la lignée cellulaire « CEM », utilisée comme
référence avec une faible expression de la P-gp, les cellules LLC-PK1-MDRT1 présentaient une
expression de la P-gp respectivement 86 fois supérieure, et les cellules MDCKII-MDR1 une
expression 43 fois supérieure. L'expression endogene de la P-gp dans les cellules Caco-2 et
hCMEC/D3 était 4,2 et 11,6 fois supérieure a celle des cellules CEM. Cette différence importante
d’'expression de la P-gp pourrait expliquer une partie de la variabilité des résultats obtenus
dans les différentes études in vitro pour un méme substrat, mais sur des lignées cellulaires
différentes. Cependant, la différence d'expression de la P-gp au niveau des cellules ne peut pas
étre le seul facteur de variabilité en jeu. En ce qui concerne le transport de la lamotrigine,
I'étude de C. Luna-Tortos en 2008 a conclu a un faible transport de la lamotrigine par la P-gp
dans le modele CETA, tandis que I'étude de D. Dickens en 2013 n'a pas montré de transport
significatif par la P-gp en utilisant la méme méthode avec les mémes types cellulaires (Luna-

Tortds et al. 2008; Dickens et al. 2013).

Enfin, la concentration des molécules testées est tres différente d’'une étude a l'autre. On peut
faire I'hypothése d'un transport par la P-gp saturable qui pourrait étre masqué si la

concentration d'incubation est trop importante. (Loscher et al. 2011)

Transport des médicaments antiépileptiques in vivo

Les essais de transport in vitro peuvent étre utilisés pour déterminer si un médicament est un
substrat de la P-gp humaine. Cependant, seules les expériences in vivo permettent d'apprécier

I'importance de ce transport dans I'environnement complexe de la BHE. Parmi les techniques

56



couramment utilisées pour évaluer si une molécule est un substrat de la P-gp cérébrale, on
retrouve la microdialyse et |'utilisation de modeles de rongeurs génétiquement déficients, ou

partiellement déficient en P-gp.

Des expériences de microdialyse in vivo sur des modeles animaux déficients pour les genes
Abcbla/1b ont permis d'identifier I'oxcarbazépine (Marchi et al. 2004), la phénytoine, le
felbamate, la lamotrigine et le phénobarbital (H. Potschka et al. 2001; Heidrun Potschka et al.
2002), comme des substrats de la P-gp cérébrale chez la souris. En revanche, le transport du
valproate (Baltes, Fedrowitz, et al. 2007) et du lévétiracétam (Heidrun Potschka et al. 2004) n'a
pas été démontré de maniére concluante avec cette méthode. Il existe des études
contradictoires concernant le transport de la carbamazépine par la P-gp (Heidrun Potschka et
al. 2001; Hocht et al. 2009). Pour H. Potschka et al., la carbamazépine est un substrat de la P-
gp car l'administration de vérapamil, un puissant inhibiteur de la P-gp, augmente la
concentration de la carbamazépine dans le milieu interstitiel, mesuré par microdialyse. Pour C.
Hocht et al., une induction de la P-gp par la répétition des crises chez le rat, n'a pas modifié la

disponibilité cérébrale de la carbamazépine (Hocht et al. 2009).

Seuls deux antiépileptiques ont été identifiés comme substrats de la P-gp grace au modéle de
souris déficientes en P-gp : la phénytoine et le topiramate (Nakanishi et al. 2013; Schinkel et al.
1996; M. Bankstahl et al. 2016; Rizzi et al. 2002; Sills et al. 2002). Des études contradictoires
existent cependant pour la phénytoine (Sills et al. 2002; Doran et al. 2005) (Rizzi et al. 2002). Le
phénobarbital, quant a lui, est considéré comme substrat au niveau de la BHE chez la souris

selon une étude de Yang et al. en 2008 (Yang et al. 2008).

Pour conclure au statut de substrat P-gp d'un médicament antiépileptique, Zhang et ses col-
legues ont proposé de combiner les techniques in vitro et in vivo par I'intermédiaire d'un arbre
décisionnel (Figure 21). Avec cette approche, la majorité des médicaments antiépileptiques
sont définis comme potentiellement substrats de la P-gp mais des études complémentaires

seraient nécessaires pour obtenir des conclusions plus étayées (Tableau 2).
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Is the AED transported by P-gp in vitro (cell models)?

No evidence

Is the AED transported
by P-gp in vivo (animal
models or patients)?

No No
. Yes L Yes
evidence evidence

Not a Unlikelya | Possiblya § Unlikelya | Probably a § Possibly a | Probably a | Definitely
substrate | substrate | substrate substrate | substrate substrate | substrate |a substrate

Is the AED transported by P-gp in
vivo (animal models or patients)?

Is the AED transported by P-gp in
vivo (animal models or patients)?

Figure 21 : Arbre décisionnel pour statuer sur le statut substrat de la P-gp d’'un antiépileptique
en fonction des données in vitro et in vivo de la littérature. D'aprés Zhang et al., Advanced drug
delivery review, 2012

Tableau 2 : Statut substrat de la P-gp des antiépileptiques selon l'arbre décisionnel de Zhang et
al, Advanced drug delivery review, 2012

AEDs as substrates of P-gp in research models.

Substrate Drug Evidence for AEDs as P-gp substrates

status Patients Animals Cell lines
Definite Phenytoin - Y Y
Definite Phenobarbital - Y Y
Definite Lamotrigine Y Y Y
Definite Oxcarbazepine Y - Y
Probable Levetiracetam Y N Y
Probable Acetazolamide - - Y
Probable S-licarbazepine - - Y
Probable Carbamazepine-10,11-epoxide - - Y
Probable Eslicarbazepine acetate - Y
Possible Carbamazepine Y ? N
Possible Topiramate - - ?
Possible Felbamate - N
Possible Sodium valproate - - ?
Possible Gabapentin - - ?
Unlikely Ethosuximide - - N
Unlikely Vigabatrin - - N
Unlikely Zonisamide - - N

Y: yes; N: no; —: not reported; ?: conflicting evidence.
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Régulation de la P-gp dans l'EPR chez l'‘animal

Afin de prendre en compte I'environnement des transporteurs, un certain nombre d'études se
sont intéressées a |'expression et a l'activité de la P-gp in vivo sur des modéles murins
d'épilepsie. En accord avec I'hypothese des transporteurs, des expériences ont démontré que
les rats souffrant de crises récurrentes spontanées et ne répondant pas aux médicaments
antiépileptiques appelés "non-répondeurs”, présentent une expression plus élevée de la P-gp
au niveau de la BHE par rapport aux "répondeurs" (Volk et al. 2005). De plus, les médicaments
antiépileptiques transportés par la P-gp chez les rongeurs (Zhang et al. 2012) voient leur
concentrations cérébrales diminuées par une surexpression de la P-gp (Ma et al. 2013). Aussi,
I'inhibiteur sélectif de la P-gp, le tariquidar, a permis d'améliorer la sensibilité a la phénytoine

dans un modele d'épilepsie du lobe temporal chez le rat (Van Vliet et al. 2006).

Régulation de la P-gp dans ['EPR chez 'Homme

Les divergences de résultats obtenus entre les techniques in vitro et in vivo ont souligné d'im-
portantes différences inter-espéces dans le transport des molécules par la P-gp. Aussi, I'étude
de I'expression de la P-gp dans le contexte de I'EPR chez 'Homme a fait I'objet de nombreuses
études. L'étude pionniere réalisée par D. Tishler et ses collegues en 1995 a mis en évidence une
surexpression de la P-gp dans des échantillons de tissu cérébral réséqués de patients souffrant
d'EPR (Tishler et al. 1995). Cette surexpression suggérait que la P-gp pouvait limiter I'accumu-
lation de médicaments antiépileptiques tels que la phénytoine dans le cerveau, établissant ainsi

I'nypothése d'un rdle du transporteur dans la résistance aux traitements.

Cette hypothese a été confirmée ensuite par I'étude S. Sisodiya et al. (2002), qui ont observé
une surexpression de la P-gp et de la MRP1 dans les foyers épileptogénes des patients, mais
pas dans les tissus normaux adjacents (Sisodiya et al. 2002). D'autres études, telles que celles
menées par N. Marchi (Marchi et al. 2004) ont également apporté des éléments supplémen-
taires en montrant des corrélations inverses entre I'expression de la P-gp et les concentrations
cérébrales de médicaments antiépileptiques, suggérant ainsi un role de la P-gp dans la phar-
maco-résistance. Enfin, I'étude de Liu et al. en 2012, a quant a elle, démontré I'existence d'une
surexpression localisée de la P-gp dans I'hippocampe des patients atteints d'EPR, et que cette
surexpression semble spécifique a la P-gp et n'affecte pas les autres transporteurs situés au

niveau de la BHE, comme la BCRP (J. Y. W. Liu et al. 2012).
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Imagerie de la P-gp dans 'EPR

Les études basées sur des biopsies cérébrales restent limitées en raison de leur caractere
invasif, et ne peuvent étre envisagées a grande échelle. C'est pourquoi il est essentiel de
développer des méthodes alternatives peu invasives. A ce jour, I'imagerie TEP représente la
technique la plus avancée pour étudier la fonction de la P-gp au niveau de la BHE. Elle offre
une approche translationnelle, peu invasive, dynamique et quantitative, permettant ainsi
d'estimer I'activité de la P-gp dans le cerveau. Quelques études cliniques ont utilisé cette
technique pour étudier l'activité de la P-gp dans le contexte de I'EPR. L'imagerie TEP ouvre

ainsi de nouvelles perspectives pour mieux comprendre le réle de la P-gp dans I'épilepsie.

Jusqu'a présent, la plupart des études ont utilisé le [''C]vérapamil comme sonde P-gp. Cepen-
dant, il reste difficile de conclure a une augmentation de I'activité régionale de la P-gp chez les
patients épileptiques. L'étude pilote menée par Langer et al. en 2007 n'a pas abouti a des con-
clusions claires, bien qu'elle n'ait pas exclu I'implication de la P-gp dans la résistance aux mé-
dicaments chez certains des patients inclus (Langer et al. 2007). Toutefois, en raison de la faible
pénétration cérébrale du [''C]vérapamil, et de son important métabolisme périphérique, il était

difficile d'observer des différences régionales dans la fonction de la P-gp cérébrale.

Une approche contournant cette problématique a été développée. Elle consiste a administrer
un inhibiteur de la P-gp, tel que le tariquidar, pour amplifier le signal cérébral du [''C]vérapamil.
Cette approche a tout d'abord été validée chez le rat, dans un modele d’EPR (J. P. Bankstahl et
al. 2011). Puis, Feldmann et ses collegues ont utilisé cette approche chez I'Homme. Ils ont ainsi
pu démontrer, grace a I'imagerie TEP au [''C]vérapamil, une diminution de la réponse a I'inhi-
bition (par le tariquidar) chez les patients atteints d'EPR par rapport aux volontaires sains, ainsi
qu'aux patients épileptiques pharmaco-sensibles (Feldmann et al. 2012; Feldmann M. et al.
2013) (Figure 22). Il faut noter que cette approche nécessite la réalisation de plusieurs examens
TEP au [""C]vérapamil, avant et aprés administration de différentes doses de tariquidar. Aussi,
ce ne sont pas les effets directs de I'induction potentielle de la P-gp sur la cinétique du la
[""Clvérapamil qui sont mesurés, mais I'atténuation des effets inhibiteurs du tariquidar, ce qui
suggere une induction fonctionnelle. De plus, I'influence des traitements antiépileptiques sur
le métabolisme du [''C]vérapamil et du tariquidar n'a pas été clairement établie, alors qu'elle

peut constituer un biais pour l'interprétation des données pharmacocinétique.
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Figure 22 : Atténuation de l'inhibition de la P-gp sur la constante d'influx K; du (R)-
[""Clvérapamil chez les patients atteints d'EPR du lobe temporal et chez les témoins sains.
D’apres M. Feldmann et al, Lancet neurology, 2013.

En A, le tariquidar (2-3 mg/kg) est moins efficace pour augmenter le signal du (R)-[""C]vérapamil
dans ['hippocampe épileptogene chez des patients atteints d'EPR du lobe temporal (n=14) par
rapport a des témoins sains (n=13) (en jaune régions pour lesquelles p<0.05).

En B, l'augmentation de la captation du (R)-["'C]vérapamil aprés 2 mg/kqg ou 3 mqg/kg de tari-
quidar chez des patients atteints d'EPR du lobe temporal (n=14) est atténuée dans ['hippocampe
épileptogene par rapport au cété controlatéral, montrant une saturation a 3 mg/kg chez des
volontaires sains (n=13). La ligne en gras indique la moyenne pour chaque groupe. La ligne rouge
représente le patient pharmaco-résistant, qui a été temporairement épargné par les crises et qui
a présenté des effets secondaires associés a l'utilisation de médicaments antiépileptiques apres

l'administration de tariquidar. TQD=tariquidar.

Ces résultats ont été confirmés plus récemment par une étude menée par Bauer et al. en 2014
sur des patients avant et apres une chirurgie de résection de I'épilepsie (M. Bauer et al. 2014).
Cette derniére étude a de surcroit mis en évidence une "normalisation” de la fonction de la P-
gp chez les patients pour qui la chirurgie a été bénéfique. Cela suggere que I'hyperactivité de
la P-gp dans le lobe temporal ; qui peut étre estimée grace a une imagerie TEP préopératoire,

pourrait étre un indicateur prédictif du bénéfice clinique postopératoire.
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[l convient de noter que toutes ces études ont recruté des patients atteints d'épilepsie du lobe
temporal due a une sclérose de I'hippocampe. L'imagerie TEP au ['"C]vérapamil pour évaluer
la fonction de la P-gp dans d'autres types de lésions épileptogenes n'a été étudiée que tres
récemment par I'équipe de Feldmann en 2020, avec l'inclusion de deux patients seulement

(Ilyas-Feldmann et al. 2020)..
Intérét de l'étude de la P-gp dans 'EPR

De nombreuses études ont cherché a élucider le réle de la P-gp dans I'EPR. Indépendamment
du transport des antiépileptiques par la P-gp, la fonction de la P-gp semble étre corrélée a la
survenue des crises et a I'EPR. Les mécanismes moléculaires sous-jacents sont complexes et
encore mal compris. Néanmoins, les données précliniques et cliniques disponibles indiquent
que l'activité de la P-gp pourrait étre un biomarqueur de I'EPR. Ensuite, il reste difficile de
vérifier I'hypothése selon laquelle les transporteurs tels que la P-gp pourraient étre, au moins
en partie, responsables de I'EPR. Pourtant, cette observation pourrait permettre de proposer
des études visant a améliorer I'efficacité des traitements antiépileptiques grace a une modula-
tion ou une inhibition fonctionnelle de la P-gp chez I'Homme (Summers et al. 2004; Lakshmi-
kanthcharan et al. 2018; Nicita et al. 2014; Borlot et al. 2014). Il faut toutefois noter que les
études pilotes évaluant une inhibition pharmacologique comme adjuvant des traitements an-
tiepileptiques ont principalement utilisé le vérapamil dont |'efficacité comme inhibiteur de la
P-gp au niveau de la BHE n’est pas optimale par rapport aux inhibiteurs de génération plus

récente comme le tariquidar (J.-1. Lai et al. 2020).
Perspectives de travail

Dans ce contexte, I'imagerie TEP de la P-gp cérébrale suscite un grand intérét car elle pourrait
permettre une meilleure compréhension de I'évolution de ce mécanisme moléculaires dans
I'EPR. Cependant, il est primordial de choisir le radiotraceur le plus adapté a la situation patho-
logique étudiée. Jusqu'a présent, les solutions portées en clinique pour étudier I'activité fonc-
tionnelle de la P-gp dans I'épilepsie ne sont pas pleinement satisfaisantes. En raison de ses
caractéristiques, le [''C]vérapamil ne permet pas la mise en évidence d'une induction fonction-
nelle de la P-gp en un seul examen. Néanmoins, les protocoles utilisant le [''C]vérapamil ont
apporté une preuve de concept clinique qui appuie I'hypothese d’'une induction fonctionnelle

de la P-gp chez des patients atteints d'EPR (Feldmann M. et al. 2013). Cependant, les protocoles
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7.9

sont tres lourds, ce qui les rend difficiles a réaliser chez des patients en pratique clinique ou,
tout au moins, a plus large échelle. De plus, le tariquidar utilisé dans ces études n'est plus

disponible pour usage humain.

Aussi, parallelement a I'amélioration des connaissances pharmacologiques de la P-gp et de
son activité au niveau de la BHE, des radiotraceurs adaptés doivent étre validés afin de mieux
répondre aux questions suscitées par I'EPR. Ainsi, I'imagerie moléculaire de la P-gp, si elle s'in-
tégre dans les protocoles cliniques de prise en charge de I'EPR, devrait permettre d'apprécier
I'importance de la P-gp comme biomarqueur voire comme piste thérapeutique adjuvante dans

la prise en charge de I'EPR.

OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

Le principal objectif de cette thése a été d'approfondir les connaissances sur la pharmacologie
du [""CImétoclopramide, un traceur TEP destiné a I'étude de la P-gp au niveau de la BHE, afin
d’'optimiser son utilisation dans un protocole clinique. Plus spécifiquement, nous nous sommes
concentrés sur |'utilisation de I'imagerie au [''Clmétoclopramide pour évaluer I'activité de la P-

gp au niveau de la BHE en tant que biomarqueur de I'EPR.

Dans un premier temps, chez I'animal et in vitro, les propriétés neuropharmacocinétiques du
[""Clmétoclopramide ont été comparées a celles d'autres radiopharmaceutiques précédem-
ment utilisés dans I'imagerie de la P-gp chez I'Homme. Nous avons également évalué ['utilisa-
tion du [""C]métoclopramide, avec différents traitements, afin d'anticiper I'influence de co-mé-
dications susceptibles d'induire ou d'inhiber son métabolisme périphérique. Enfin, nous avons
pu utiliser les premiéres données cliniques obtenues avec le [''Clmétoclopramide chez des
volontaires sains et des patients afin de définir une méthode de quantification simplifiée, qui

soit applicable en pratique clinique.
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ETUDES EXPERIMENTALES

8.1

CONTEXTE GENERAL

La P-gp est un transporteur d'efflux membranaire étudié depuis longtemps dans la recherche
médicale et pharmaceutique. Son réle dans la pharmacocinétique des médicaments et son
implication dans le phénomene de résistance aux médicaments est parfaitement établi. Cepen-
dant, en dehors de toute considération neuropharmacocinétique, la P-gp semble jouer un réle
dans la physiopathologie de nombreuses maladies neurologiques ou son expression est dimi-
nuée ou induite. Aussi, plusieurs études ont mis en évidence une surexpression de la P-gp au
niveau des foyers épileptogenes, comme en témoignent les biopsies de résections chez des

patients atteints d'EPR.

L'induction fonctionnelle de la P-gp est souvent avancée comme hypothése mécanistique pour
expliquer I'EPR. Néanmoins, cette hypothése reste trés controversée tant il est difficile de
mettre en évidence I'existence d'un transport des antiépileptiques par la P-gp, ou I'existence
d'une induction de la P-gp au niveau de la BHE, qui soient réellement significative d'un point

de vue pharmacologique.

Dans le cadre de ce travail de thése, nous avons souhaité contribuer au développement d’'outils
d'imagerie moléculaire pour étudier la P-gp au niveau de la BHE chez I'animal et chez 'Homme.
Nous avons ainsi pu établir des criteres permettant de comparer objectivement les perfor-
mances de radiotraceurs candidats pour mesurer |'activité de la P-gp au niveau de la BHE. Cette
étude comparative a notamment permis de mettre en évidence les avantages du [''C]métoclo-
pramide pour I'étude de la P-gp en termes de sensibilité a détecter de faibles changements de
I'activité de la P-gp au niveau de la BHE. Nous avons pu extrapoler les données d'imagerie,
obtenues avec différents substrats radiomarqués, aux répercussions potentielles des interac-

tions médicamenteuses impliquant des substrats et inhibiteurs de la P-gp au niveau de la BHE.

Dans un second temps, nous avons évalué I'impact des comédications sur les cinétiques péri-
phériques et cérébrales du ["'C]métoclopramide chez le rat, en vue d'anticiper de potentiels
biais dans l'interprétation des données d'imagerie chez des patients atteints d'épilepsie. Enfin,

nous avons mis au point et validé une méthode de quantification simplifiée de l'activité de la
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P-gp par imagerie TEP au [""C]métoclopramide afin de permettre une étude a large échelle,
avec un minimum de contraintes pour les patients. Cette méthode de quantification a pu étre

appliquée aux premiéres images TEP au [''C]métoclopramide obtenues chez 'Homme.

Ce projet de theése a donc suivi une démarche translationnelle et a contribué a initier la
réalisation d'un protocole clinique, le projet EPIFLUX, dont I'objectif est d'utiliser I'imagerie
moléculaire au [''C]Jmétoclopramide pour la détection de I'activité de la P-gp au niveau de la
BHE chez les patients atteints d'épilepsie. EPIFLUX est une étude clinique de phase Il, en ouvert,
multicentrique et avec des groupes paralleles. L'étude comporte 100 patients atteints
d'épilepsie répartis en 4 groupes et un groupe de 10 volontaires sains. Le plan de I'étude est

présenté Figure 23.

- Groupe 1: 20 patients atteints d'EPR et qui ne présentent pas de lésion a I'lRM.

- Groupe 2 : 25 patients atteints d'EPR et qui présentent des lésions détectables a I'lRM.
- Groupe 3 : 25 patients atteints d'épilepsie et répondeurs aux traitements

- Groupe 4 : 10 patients atteints d'épilepsie multifocale

- Groupe 5: 10 volontaires sains

Groupe 1 Détection des foyers épileptogénes
EPR focale non pharmaco-résistants Volontaires sains
lésionnelle
Groupe 4
Epilepsie multifocale
Hétérogénéité des
foyers épileptogénes
Développement
de 'EPR
Groupe 3
Groupe 2 Discrimination des foyers résistants - _L
- . Epilepsie lésionnelle
EPR lésionnelle et sensibles -
pharmaco-sensible

Figure 23 : Design de ['étude EPIFLUX. Les groupes sont précisés dans les bulles bleues. Les
hypotheses associées au choix des différents groupes sont précisées dans les bulles jaunes.

EPIFLUX est un protocole multicentrique mené en parallele en France et en Autriche dans le
cadre d'un financement ANR PRCI (projet de recherche collaboratif international) porté par
Nicolas Tournier. En France, le recrutement est assuré par le service du Pr Viviane Bouilleret a

I'hnpital du Kremlin Bicétre (AP-HP), et I'imagerie est réalisée au service Hospitalier Frédéric
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Joliot (CEA/BioMaps). En Autriche, I'étude est réalisée par I'Université médicale de Vienne. Cette

collaboration doit permettre d'inclure un nombre suffisant de patients dans tous les groupes.

Dans le cadre de cette étude, I'analyse pharmacocinétique des données TEP a pour objectif
d’améliorer les performances du au [''C]métoclopramide pour la détection et la caractérisation
des lésions épileptogénes chez les patients atteints d'EPR. L'étude a débuté en 2022 et le
recrutement est prévu jusqu'en 2024. Dans ce manuscrit, les premiers résultats obtenus sur la
quantification de I'activité de la P-gp au niveau de la BHE humaine chez des volontaires et des

patients atteints d'épilepsie seront présentés.
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8.2

PARTIE 1: COMPARAISON DES RADIOPHARMACEUTIQUES POUR L'ETUDE
FONCTIONNELLE DE LE P-GP AU NIVEAU DE LA BHE

8.2.1 Hypotheses et objectifs

En 2009, Kannan et ses collegues ont proposé des criteres pour définir un "radiopharmaceu-
tique idéal" permettant I'étude fonctionnelle de la P-gp (Kannan et al. 2009). Le premier critere
concerne la sélectivité du radiopharmaceutique en tant que substrat de la P-gp. Etant donné
qu'il existe plusieurs autres transporteurs au niveau de la BHE, le radiopharmaceutique utilisé
doit étre spécifiquement un substrat de la P-gp afin d'éviter toute interférence avec les autres
transporteurs et permettre une interprétation moléculaire des données d'imagerie. En pratique,
cela concerne essentiellement la sélectivité pour la P-gp vis-a-vis de la BCRP. En effet, a ce jour,
seules la P-gp et la BCRP ont montré leur importance fonctionnelle sur I'efflux de petites mo-
lécules au niveau de la BHE chez I'Homme. Le transporteur Mrp1 a été identifié au niveau de
la BHE chez les rongeurs, méme s'il existe certaines controverses quant a son importance en
neuropharmacocinétique (Loscher et al. 2005b). L'orthologue humain (MRP1) n'a pas été re-
trouvé au niveau de la BHE humaine par les études protéomiques mais une faible expression
de MRP4 a été décrite (Uchida, Ohtsuki, Katsukura, et al. 2011). Aussi, I'importance des trans-

porteurs MRP n'a pas été démontré chez 'Homme ou le primate non-humain (PNH).

Le deuxieme critere concerne la pureté radiochimique du signal TEP. Le signal TEP mesuré dans
le cerveau peut provenir a la fois du radiopharmaceutique inchangé et/ou de ses métabolites
radiomarqués, s'ils pénetrent dans le tissu cérébral. S'il est possible de connaitre la proportion
de radiotraceur inchangé dans le sang grace a des méthodes séparatives (radio-HPLC), il n'est
pas possible de distinguer le signal provenant du radiopharmaceutique et de ses radiométa-
bolites par imagerie des tissus. Aussi, la pureté radiochimique du signal TEP est essentielle pour
permettre une quantification correcte des échanges entre le sang et le cerveau et, d'estimer

avec fidélité I'importance de la P-gp sur la neuropharmacocinétique des médicaments.

Le troisieme critére concerne l'intensité du signal, c'est-a-dire I'intensité du contraste qui existe
entre la situation basale, ou |'expression fonctionnelle de la P-gp est physiologique, et les si-
tuations ou une modification se produit, telle qu'une inhibition pharmacologique par exemple.
Pour vérifier ce critere, des études d'inhibition de la P-gp sont réalisées. D'apres ce critere, une

augmentation du contraste importante en présence d'une inhibition pharmacologique ou
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d'une déplétion totale de la P-gp (animaux déficients) préjuge de la sensibilité des différents
radiotraceurs a détecter de faibles changements d'expression ou de fonction de la P-gp. Les
molécules qui présentent ces caractéristiques sont décrites comme « bons » substrats (avid
substrates en anglais), ce qui les oppose aux substrats faibles (weak substrates) dont la capacité
de transport par la P-gp et limitée. Aussi, les substrats faibles peuvent présenter un passage
cérébral lorsque la P-gp est parfaitement fonctionnelle et la réponse a une inhibition/déplétion

totale est moins importante (Tournier et al. 2019).

Tableau 3 : Evaluation des radiotraceurs cliniques concernant les critéres d'un bon radiotraceur
substrat de la P-gp, d'apres Kannan et al. 2009

Critéres des radiotraceurs substrats de la P-gp
Transport in vitro
Pureté radiochimique cérébrale | Amplitude du signal
Radiotraceur P-gp BCRP

[""Clvérapamil oui non non ++
["C]NdLop oui non oui (rat)/non (souris) +++

[""Clmétoclopramide oui non oui (rat) +

[""Cldompéridone oui ? ? ?

Cependant, des études menées sur des souris hétérozygotes pour les genes codant pour la
P-gp, qui expriment environ 50% de moins la P-gp par rapport au génotype sauvage, ont
montré que le ["'C]vérapamil et le [''C]NdLop ne permettent pas de détecter une diminution
modérée de I'expression de la P-gp au niveau de la BHE. Cela suggére que ces radiotraceurs
ne sont pas non-plus capables de mettre en évidence une inhibition pharmacologique par-

tielle (Kalvass et al. 2013).

Nous nous sommes donc interrogés quant a la sensibilité des différents radiotraceurs pour la
détection d’'une modulation partielle de la P-gp. Cette question n'avait jamais été abordée en
détails a notre connaissance. De plus, en pratique clinique, une inhibition totale de la P-gp au
niveau de la BHE est tres peu probable. En effet, I'inhibition totale de la P-gp chez 'Homme
n'a été obtenue qu'avec des doses élevées de puissants inhibiteurs développés a cet effet
comme le tariquidar (Kreisl et al. 2010; M. Bauer et al. 2021). Des sujets présentant une double
mutation antisens sur le gene ABCB1 ont été identifiés mais cette situation est extrémement

rare (Baudou et al. 2020; Seo et al. 2020). Par contre, une inhibition partielle de son expression
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fonctionnelle est tout a fait plausible. En effet, a partir des données d'imagerie TEP au [''C]vé-
rapamil ou au [''Cllopéramide (études réalisées avant le développement du [''C]NdLop), il a
été montré que les concentrations sanguines d'inhibiteurs connus de la P-gp utilisés en théra-
pie sont insuffisantes pour envisager une inhibition totale de la P-gp au niveau de la BHE (Kal-
vass et al. 2013). La réalisation d'une étude comparative a donc été envisagée afin de comparer
la sensibilité a l'inhibition des différents radiotraceurs de la P-gp disponibles, dans des condi-

tions standardisées.

Pour I'imagerie moléculaire, il est essentiel de pouvoir détecter de faibles variations de la P-gp
au niveau de la BHE afin de pouvoir envisager son utilisation comme biomarqueur des pro-
priétés fonctionnelles de la BHE in vivo. Des fluctuations subtiles de I'activité de la P-gp peuvent
potentiellement étre significatives d'un point de vue physiopathologiques.Un radiotraceur
dont la sensibilité est insuffisante pourrait alors sous-estimer I'importance de la P-gp dans le
développement et la progression des maladies neurologiques. Ainsi, la sensibilité du radiotra-
ceur pour détecter de faibles variations d'activité de la P-gp semble étre un critére de choix

essentiel mais qui n'a pas tellement été pris en compte jusqu’alors.

D’un point de vue mécanistique, nous avons donc émis I'hypothése d'une sensibilité substrat-
dépendante de la P-gp a l'inhibition pharmacologique. Cette hypothese n'avait fait I'objet que
de quelques études visant a établir un substrat P-gp de référence (la digoxine) pour la stan-
dardisation des études de transport in vitro (Rautio et al. 2006). Pour tester cette hypothése,
nous avons choisi de comparer, d'abord in vitro puis in vivo, la sensibilité des trois principaux
radiotraceurs utilisés pour I'étude de la P-gp au niveau de la BHE chez I'Homme : le [''C]véra-
pamil, le ['""C]NdLop et le [""C]lmétoclopramide. Ces radiotraceurs ont été comparés quant a
leur sensibilité a I'inhibition par le tariquidar, un inhibiteur connu puissant de la P-gp. Cette
méme méthode a ensuite été appliquée a un autre médicament, la dompéridone, qui a été
marqué au carbone-11 comme candidat potentiel pour étudier I'activité de la P-gp au niveau

de la BHE en espérant de meilleures performances que le [''Clmétoclopramide.

D'un point de vue pharmacologique, la dompéridone fait partie de la méme classe pharma-
ceutique que le métoclopramide. Ce sont deux médicaments antiémétiques largement pres-
crits (Junqueira et al. 2023). Bien que leurs cibles pharmacologiques soient les récepteurs D2

périphériques, leur action potentielle sur les récepteurs D2 du systeme nerveux central, qui
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sous-tend un passage cérébral effectif et une implication potentielle de la P-gp, comporte un
risque d'effets secondaires (Whiting et al. 2021). La dompéridone est considérée comme un
meilleur substrat (substrat « avide ») de la P-gp par rapport au métoclopramide qui est consi-
déré comme un substrat « faible », c'est-a-dire avec une capacité totale de transport moindre.
Aussi, a partir de cette observation, il est généralement admis que le risque d'interaction mé-

dicamenteuse en présence d'un inhibiteur de la P-gp est plus élevé (Schinkel et al. 1996).

Dans ce projet préclinique, I'impact de I'inhibition de la P-gp au niveau de la BHE sur I'exposi-
tion cérébrale de radiotraceurs substrats, qui sont des analogues ou métabolites de médica-
ments, a été comparé in vitro et in vivo a l'aide de I'imagerie par tomographie par émission de
positons (TEP) chez le rat. Ces travaux ont fait I'objet de deux publications complémentaires
dans le Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism (facteur d'impact = 7,0), et dans Phar-
maceutics (facteur d'impact = 6,5), et d’'une lettre a I'éditeur dans le Journal of Pharmaceutical

Sciences (facteur d'impact = 3,8).
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Comparative vulnerability of

PET radioligands to partial inhibition
of P-glycoprotein at the blood-brain
barrier: A criterion of choice?

Louise Breuil'?, Solene Marie'?, Sébastien Goutal',
Sylvain Auvity", Charles Truillet', Woadad Saba',
Oliver Langer®, Fabien Caillé' and Nicolas Tournier'

Abstract

Only partial deficiency/inhibition of P-glycoprotein (P-gp, ABCBI) function at the blood-brain barrier (BBB) is likely to
occur in pathophysiological situations or drug-drug interactions. This raises questions regarding the sensitivity of avail-
able PET imaging probes to detect moderate changes in P-gp function at the living BBB. In vitro, the half-maximum
inhibitory concentration (ICsg) of the potent P-gp inhibitor tariquidar in P-gp-overexpressing cells was significantly
different using either [''C]verapamil (44nM), ['' C]N-desmethyl-loperamide (19nM) or [''Clmetoclopramide (4nM)
as substrate probes. In vivo PET imaging in rats showed that the half-maximum inhibition of P-gp-mediated efflux of [''C]
metoclopramide, achieved using | mg/kg tariquidar (in vivo ICso =82 nM in plasma), increased brain exposure by 2.1-fold
for [''C]metoclopramide (p < 0.05, n = 4) and 2.4-fold for ['' C]verapamil (p < 0.05, n = 4), whereby cerebral uptake of
the “avid” substrate [''C]N-desmethyl-loperamide was unaffected (p > 0.05, n =4). This comparative study points to
differences in the “vulnerability” to P-gp inhibition among radiolabeled substrates, which were apparently unrelated to
their “avidity” (maximal response to P-gp inhibition). Herein, we advocate that partial inhibition of transporter function,
in addition to complete inhibition, should be a primary criterion of evaluation regarding the sensitivity of radiolabeled
substrates to detect moderate but physiologically-relevant changes in transporter function in vivo.
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ATP-binding cassette, drug-drug interaction, membrane transporter, neuropharmacology, pharmacokinetics
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Introduction

P-glycoprotein (P-gp. ABCBI) is an important efflux
transporter of the ATP-binding cassette (ABC) trans-
porter family, which is notably expressed at the vascu-
lar pole of endothelial cells forming the blood-brain
barrier (BBB). P-gp selectively regulates the BBB trans-
fer of many drugs, metabolites and endogenous
compounds.! There is growing evidence that P-gp
expression and function are impaired in various condi-
tions, including normal ageing, Alzheimer’s disease or
neuroinflammatory states.> Overexpression of P-gp
has been reported in brains of rat epilepsy models®
and in patients with epilepsy,*’ suggesting a relation-
ship with resistance to anti-seizure medication.
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Active P-gp-mediated efflux is therefore increasingly
regarded as a dynamic biomarker of BBB function,
which may be linked to the onset of neurological
disorders.”

Preclinical studies have shown that the brain distri-
bution of many positron emission tomography (PET)
imaging radioligands is restricted by P-gp function at
the BBB.®” However, only few radiolabeled substrates
have so far been used as dedicated probes to selectively
assess P-gp function at the human BBB. These include
[®C]verapamil® (racemic or the (R)-enantiomer ana-
logue of the calcium channel blocker verapamil), [''C]
N-desmethyl-loperamide'® (a radiolabeled metabolite
of loperamide, an antidiarrheal opioid drug) and
["'CJmetoclopramide'' (analogue of metoclopramide,
a dopamine receptor antagonist used as an antiemetic
drug). The particular characteristics of P-gp-mediated
transport at the BBB level as compared to conventional
neuroimaging targets (e.g. receptor proteins) have
prompted the need for new criteria to describe and
select effective PET probes for P-gp activity.® A first
prerequisite is selectivity for P-gp over breast cancer
resistance protein (BCRP, ABCG2), the other major
ABC transporter at the BBB. Second, a limited contri-
bution of radiometabolites to the brain PET signal is
preferred for correct estimation of P-gp function at the
BBB. Third, “avid” substrates were initially preferred
as probes, with the aim to generate maximal contrast in
the PET signal between the baseline condition, in which
P-gp is fully functional, and a pharmacological inhibi-
tion challenge in which P-gp-mediated efflux is attenu-
ated or abolished. Strains of P-gp deficient mice are
useful tools to assess this last criterion in vivo.'>!?
However, from a clinical perspective, complete deletion
or genetic deficiency of P-gp expression is extremely
rare in humans.'* Indeed, only partial decreases in P-
gp expression have been found in histology or proteo-
mics studies of human specimens.™'® This raises the
important question of the sensitivity of available PET
probes to detect the functional impact of moderate
changes in P-gp expression at the BBB.

PET studies using either [''Cl]verapamil or [''C]N-
desmethyl-loperamide have clearly shown the efficacy
of pharmacological inhibitors to dose dependently
decrease P-gp function at the human BBB.'®!7
Tariquidar is a highly potent and specific P-gp inhibi-
tor that can be safely used to achieve an almost max-
imal decrease in P-gp function at the human BBB.'® '8
Many marketed drugs are described as P-gp inhibitors
in vitro, although with a lower potency or efficacy than
tariquidar.'®?® Clinical PET data using [''C]verapamil
or ["'C]N-desmethyl-loperamide as model P-gp sub-
strates have been used as reference points to estimate
the risk for P-gp-mediated drug-drug interactions at
the human BBB.?' These results led to the assumption

that a high degree of P-gp inhibition by marketed drugs
is very unlikely to occur, so that only partial inhibition
can be achieved in clinical practice.>!*?

["'C]Metoclopramide has been designed as an alter-
native P-gp probe for PET imaging, based on the need
for a PET probe to detect induction of P-gp function at
the BBB, starting from substantial baseline brain
uptake, when P-gp is normally expressed.”*** [''C]
Metoclopramide corresponds to the definition of a
“weak” P-gp substrate, thus mimicking the character-
istics of many CNS active drugs including antiepileptic
drugs, antidepressants, antipsychotics or opioids.* The
overall increase in brain exposure to [''CJmetoclopra-
mide after a high degree or nearly complete P-gp
inhibition was consequently lower than that observed
with the “avid” substrates [''C]verapamil or [''C]N-
desmethyl-loperamide.>*%®  However, it may be
hypothesized that [''C]metoclopramide with its lower
transport rate and higher BBB permeability may show
better sensitivity to detect partial P-gp inhibition com-
pared with previous PET radioligands.’® This would
imply a higher “vulnerability” to clinically relevant
drug-drug interactions with P-gp inhibitors, resulting
in increased brain exposure.

The present study aimed at comparing the
“vulnerability” of [''CJverapamil, [''C]N-desmethyl-
loperamide and [''C]metoclopramide to partial P-gp
inhibition. To this end, standardized in vitro uptake
assays using cells expressing human P-gp and in vivo
PET experiments in rats were performed with these 3
substrates, in the absence or presence of increasing
doses of tariquidar. Based on these data, we propose
new and important criteria to describe and compare the
sensitivity of radiolabeled substrate probes to detect
moderate changes in P-gp function at the BBB.

Materials and methods

Chemicals and radiotracers

Tariquidar used for P-gp inhibition was purchased
from Eras Labo (France). Tariquidar solutions for
intravenous injection were freshly prepared at the
selected concentration on the day of the experiment
by dissolving tariquidar dimesylate in dextrose solution
(5%, w/v), followed by dilution with sterile water.
Three radiolabeled P-gp probes suitable for human
use were compared. Ready-to-inject [''Clmetoclopra-
mide, racemic [''C]verapamil and [''C]N-desmethyl-
loperamide  were  synthetized as  previously
described®” ™ starting from cyclotron-produced [''C]
carbon dioxide (Cyclone-18/9 cyclotron; IBA,
Belgium) by [''CJmethylation of nor-metoclopramide
(Toronto Chemicals, Canada), racemic nor-verapamil
(ABX advanced biomedical compounds, Germany) or
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in-house synthesized di-desmethyl-loperamide using a
TRACERLab FX CPro synthesizer (GE Healthcare,
France). Quality control was performed by radio-
high-performance liquid chromatography (HPLC) to
assess the identity, radiochemical and chemical purities
of the radiotracers and their molar activities.

Cells

Culture media and buffers were obtained from Fischer
Scientific, France. Stably transfected MDCKII-MDR1
cells were obtained from Dr. Alfred Schinkel (National
Cancer Institute, The Netherlands) and were grown
under a controlled atmosphere at 37°C, 5% CO,.
The culture medium was composed of DMEM
Glutamax (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
4.5g/L dextrose, | mM pyruvate) supplemented with
10% fetal bovine serum and 1% antibiotics (penicillin
and streptomycin 5000 U/mL).

Uptake assay in P-gp overexpressing cells

P-gp-mediated transport of [''C]verapamil and [''C]N-
desmethyl-loperamide and [''C]metoclopramide was
compared in cells expressing human P-gp. Cells were
seeded in 24-well plates (30,000 cells per well) in 500 uL
culture medium. Cells were grown to confluence
(~2days). On the day of the experiment, culture
medium was removed and replaced by 200 uL of incu-
bation buffer (10% HBSS (Hanks Balanced Salt
Solution) + 1.26 mM CaCl, +0.49mM MgCl,) con-
taining 1mM pyruvate and 10mM HEPES (4-
(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid,
37°C). The incubation buffer contained the tested
radiolabeled P-gp substrate (~37MBq/40mL corre-
sponding to <1 pg/40mL of the unlabeled compound)
and tariquidar at the selected concentration.
Tariquidar was dissolved in DMSO and tariquidar
concentrations ranged from 0 to 200nM (1% v/v
final DMSO concentration). After 30 minutes of incu-
bation at 37°C, buffer was removed and cell mono-
layers were rapidly washed with 300 puL of ice-cold
buffer Dulbecco’s phosphate buffer. Cells were then
lysed with 500 uL. of NaOH (10mM, 10 min). Then,
400 uL. of cell lysate was collected from each well
(n=4 wells per condition) and gamma-counted using
a Cobra Quantum (Perkin-Elmer, France).

Animals

Thirty-six male Sprague Dawley rats (Janvier, France)
were used for the study (mean weight: 354 +76¢g).
Animals were housed and acclimatized for at least
3 days before the experiments. Rats had free access to
chow and water. All animal experiments were in accor-
dance with the recommendations of the European
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Community (2010/63/UE) and the French National
Committees (law 2013-118) for the care and use of lab-
oratory animals. The experimental protocol was
approved by a local ethics committee for animal use
(CETEA) and by the French ministry of agriculture
(APAFIS#7466-20 1611 04 1 7049220 v2). Samples
size for each group was based on previous studies.”*°
Reporting of animal data is in compliance with the
ARRIVE (Animal Research: Reporting in Vivo
Experiments) guidelines.

PET experiments

PET protocol. PET acquisitions were performed using an
Inveon microPET scanner (Siemens, Knoxville, TN,
US). Anesthesia was induced and then maintained
using 3.5% followed by 1.5-2.5% isoflurane in pure
oxygen. Thirty-minute dynamic scans were acquired,
starting  with  intravenous bolus injection of
["'C]verapamil (4048 MBq; 2.0+ 1.5 pg), [''C]N-des-
methyl-loperamide (35+5 MBq, 1.7+ 1.3 pg) or [''C]
metoclopramide (35+5 MBq, 3.4+ 1.3 pg), via a cath-
eter inserted in the caudal lateral vein.

P-gp inhibition protocol. Tariquidar was used to modulate
P-gp function in rats. Tariquidar doses up to 8 mg/kg
were shown to be well tolerated with a negligible
impact of tariquidar on the arterial input function
and peripheral metabolism of [''CJverapamil,’' [''C]
N-desmethyl-loperamide®” or [''CJmetoclopramide.
Tariquidar was injected in a volume of 200-300 pL
into the caudal vein at 15minutes before radiotracer
injection. For [''C]metoclopramide, a range of differ-
ent tariquidar doses was tested (vehicle-0, 1, 2, 3, 4 or
8mg/kg). PET acquisitions using [''C]verapamil or
[''C]N-desmethyl-loperamide were performed after
injection of vehicle and 1 or 8mg/kg of tariquidar
(n=4 per condition).

Determination of tariquidar in plasma. Blood samples
(~2mL) were collected under anesthesia at the end of
the PET acquisition (i.e. at 65+ 2min after tariquidar
injection) by intracardiac puncture. Afterwards ani-
mals were killed using 180mg/kg i.v. pentobarbital
(Dolethal®, France). Samples were centrifuged and
plasma was collected and stored at —80°C until analy-
sis. Determination of tariquidar concentration in
plasma samples was performed using a validated
HPLC method using elacridar as an internal stan-
dard.* Calibration curves for the analysis of plasma
samples were generated by analyzing different dilutions
of a tariquidar solution in drug-free human plasma
(obtained from Etablissement Frangais du Sang,
France).
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Data analysis and statistics

In vitro data. Counting values obtained in each well (R)
were normalized using either the concentration of radio-
activity in the incubation buffer (%Cy= 100 x R/Cy) or
using the following equation:

R — mRy

1 0/0 i —
MRy — MRy

x 100

where [% is the extent of inhibition (I%) between 0 and
100%, R is the radioactivity in the 4 tested wells, mR, is
the mean radioactivity of each radioligand in the 4
wells without tariquidar, and mR,,,, is the mean radio-
activity of each radioligand in the 4 wells containing
the highest concentration of tariquidar (200 nM).

The in vitro half-maximum inhibitory concentration
(ICs) was estimated by non-linear regression using the
“One-site binding Hill equation” function in Graphpad
Prism software (V8.0, San Diego, CA, USA) with max-
imal uptake constrained to 100%. ICs, values obtained
for each radiotracer were considered different when
their 95% confidence interval [Clyss,] did not overlap.
The uptake ratio was calculated as R,,,,./mR, (mean &
S.D) for each P-gp substrate. Normality of the data
was checked using the Shapiro-Wilk’s test and homo-
scedasticity using the Brown-Forsythe's test. Uptake
ratios were then compared using one-way ANOVA
and Tukey’s post hoc test.

PET data analysis. Images were reconstructed with the
Fourier rebinning algorithm and the 3-dimensional
ordered-subset expectation maximization algorithm
including normalization, attenuation, scatter, and
random corrections. Image analysis and quantification
of radioactivity uptake were performed using PMOD
software (version 3.9; PMOD Technologies, Ziirich,
Switzerland). A region of interest was drawn over the
whole brain to generate time-activity curves (TACs)
with time frame durations of 0.25min, 2 x 0.5min,
0.75min, 4 x I min, [.5min, 4 x2min, 3 x2.5min,
3x3min and 3.5min. Brain radioactivity was cor-
rected for ''C decay, injected dose and animal weight,
and expressed as the standardized uptake value (SUV).

In rats, the determination of an arterial input func-
tion during the PET scan is very challenging. The
impact of P-gp inhibition was therefore estimated from
the area under the brain TAC, which was determined
from 10 to 30minutes after radiotracer injection
(AUC0.30min) to limit the pharmacokinetic variability
associated with the bolus injection procedure. First,
the doses that inhibited 50% (IDsgo;meto) and 100%
(ID 1009 Meto) Of the P-gp-mediated transport of 'q
metoclopramide were estimated by fitting plots of
brain AUC.30min versus the injected dose of tariquidar

(n=1-4 animals per dose) with the non-linear one-site
binding Hill equation. Brain AUC .30 min Was also plot-
ted versus the plasma concentration of tariquidar to esti-
mate  ICsgo,/metor  cOrresponding  to the plasma
concentration of tariquidar that inhibited 50% of the
P-gp-mediated efflux of [''C]metoclopramide at the
BBB. Then, PET experiments were performed using
[''C]verapamil and [''C]N-desmethyl-loperamide at
baseline and after administration of tariquidar at
IDspo4 Meto OF 1D 10004 /Meto (1= 4 per condition).

Graphical and statistical analysis were performed
using Graphpad prism software. Normality of the
data was checked using the Shapiro-Wilk’s test and
homoscedasticity using the Spearman’s test. Brain
AUC .30min values obtained under all tested condi-
tions were compared using 2-way ANOVA analysis
and compared with the baseline condition using the
Dunett’s post-hoc test.

Results

In vitro experiments

The in vitro P-gp inhibitory potency of tariquidar was
tested in P-gp overexpressing cells using either [''C]
verapamil, [''C]N-desmethyl-loperamide or [''C]meto-
clopramide as substrate probes. The fitted
concentration-inhibition curves for each radiotracer
are shown in Figure 1. Cellular uptake of the tested
substrates was not significantly higher in the presence
of 200nM vs 100 nM tariquidar suggesting that maxi-
mal inhibition was achieved using 200nM tariquidar.
The estimated ICs of tariquidar was 44nM [33-53 nM]
for ["'Clverapamil, 19nM [13-25nM] for ["'C]N-
desmethyl-loperamide and 4nM [2-8nM] for [''C]
metoclopramide. The Clyse, of the ICsy values of the
different tested substrates did not overlap, suggesting
that each substrate’s “vulnerability” to partial P-gp
inhibition was significantly different (Figure 1I).
Uptake ratios were 1.4+0.09 for [''C]verapamil,
3.940.64 for [''C]N-desmethyl-loperamide and 1.4+
0.07 for ["'Clmetoclopramide. For [''C]metoclopra-
mide, maximal inhibition was achieved with ~50nM
of tariquidar. At this concentration, only 58% of the
P-gp-mediated transport of [''Clverapamil and 70% of
the transport [''C]N-desmethyl-loperamide was inhib-
ited (Figure 1).

In vivo experiments

Under the baseline condition, [“C]mctoc]opramide
PET signal in the rat brain was lower than that in
tissues surrounding the skull (Figure 2). The PET
signal reached similar levels as peripheral tissues in
rats injected with 1 mg/kg of tariquidar. Tariquidar
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Figure . Uptake of ['' C]verapamil, ['' CJN-desmethyl-loperamide and ['' C]metoclopramide in MDCKII-MDRI cells in presence of
increasing doses of tariquidar (TQD). Intracellular uptake is expressed as the percentage of radioactivity in the cell lysate relative to
the incubation buffer (%Co, in A) and as the percentage of maximal inhibition (1%, assuming maximal inhibition was achieved using
tariquidar 200nM, in B). Lines in B represent fits of Hill model employed to estimate the in vitro half-maximum inhibitory concen-
tration (ICsp) with corresponding 95% confidence interval (Clgss), n =4 per condition, reported in C. In D, uptake ratios are reported
as mean + S.D (n=4 per condition). **p < 0.0001, ns = not significant (one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test for multiple

comparisons).

doses >1mg/kg dose dependently increased the brain
PET signal with a limited impact on radioactivity in
peripheral tissues (Figure 2). This is consistent with a
localization of P-gp at the BBB and a negligible impact
of tariquidar on the peripheral pharmacokinetics of
[* 1C]metoclopramide.24

Dose-response and concentration-response curves of
tariquidar for inhibition of P-gp-mediated transport of
[''Clmetoclopramide at the rat BBB are shown in
Figure 2. The estimated IDspo,/me0 Of tariquidar was
Img/kg [0.78-1.5mg/kg] (ICspoumeto ~82nM).
Maximal P-gp inhibition was observed for tariquidar
doses > 2mg/kg (IC 1000 /met0 ~300nM) using [''C]
metoclopramide as a substrate probe.

The 1 mg/kg dose (IDsgo, meto) and the 8 mg/kg dose
(ID g0/ Meto) Of tariquidar were then selected to test
the impact of partial and maximal P-gp inhibition
using [''C]verapamil and [''C]N-desmethyl-loperamide
as probes. Figure 3 shows representative [''Clverapa-
mil, [''C]N-desmethyl-loperamide and [''C]metoclo-
pramide PET images obtained at baseline and after
injection of either 1 or 8mg/kg of tariquidar.
Maximal P-gp inhibition using 8 mg/kg tariquidar visu-
ally enhanced the brain PET signal (Figure 3) and
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significantly increased AUC .30 min compared to base-
line (p < 0.0001) for all three radiotracers (Figure 4(d)).
The rank order of increases was [''Clverapamil (7.4-
fold) > [''C]N-desmethyl-loperamide (6.8-fold) >["'C]
metoclopramide (3.3-fold). The intermediate dose of
tariquidar (I mg/kg) visually increased the brain PET
signal for [''Clverapamil and [''C]metoclopramide
with a limited impact on brain uptake of [''C]N-des-
methyl-loperamide (Figure 3). The corresponding
increase in AUC 0.30min relative to baseline was signifi-
cant for [''C]verapamil (2.4-fold, p<0.05) and [''C]
metoclopramide (2.1-fold p < 0.05), but not for [''C]N-
desmethyl-loperamide (1.8-fold, p > 0.05, Figure 4(d)).

Discussion

PET imaging using radiolabeled P-gp substrates has
convincingly demonstrated the role of this efflux trans-
porter in limiting the brain distribution of its substrates
across the BBB in humans.'""!®13333 Efforts have
been made to develop optimized PET probes to quan-
titatively address the importance of P-gp function at
the BBB in neurological disorders with good sensitivi-
ty.®333 previous studies have preferentially classified
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Figure 2. Dose- and concentration-response of tariquidar (TQD) for inhibition of P-gp-mediated transport of [''C]metoclopramide
at the rat BBB. In A, representative summed brain PET images are shown for each condition. Brain exposure (AUC .30 min) of [I IC]
metoclopramide as a function of administered tariquidar dose (B) or tariquidar plasma concentration measured at the end of the PET
scan (C). Dotted lines in B and C represent fits of the employed Hill model.

radiolabeled probes as “avid” or “weak™ P-gp sub-
strates which refers to their maximal capacity of trans-
port. However, a direct in vitro and in vivo comparison
of all three PET probes currently available for human
use, performed in parallel conditions, has not yet been
performed. Moreover, the present work focused on the
impact of partial rather than complete P-gp inhibition
at the BBB on the brain distribution of radiolabeled P-
gp substrates with the aim to reflect clinically relevant
situations of a moderate decrease in P-gp function.
Strikingly, our results point to significant differences
in the “vulnerability” of radiolabeled substrates to
P-gp inhibition at the BBB, which contributes to their
“sensitivity” to detect changes in P-gp function using
PET imaging.

Differences in the substrate properties of [''Clverap-
amil, [''C]N-desmethyl-loperamide and [''C]metoclo-

pramide were first compared in vitro, using a
standardized uptake assay in cells overexpressing

human P-gp. Maximal P-gp inhibition, using 200 nM
tariquidar, allowed determining the uptake ratios of the
tested substrates. The results confirmed that ['' C]meto-
clopramide and [''C]verapamil are “weaker™ P-gp sub-
strates than [''C]N-desmethyl-loperamide (Figure 1).
The magnitude of the uptake ratios was consistent
with the transport ratios of these compounds measured
using conventional bidirectional transport assays,
which were 2.1 for verapamil, 3.8 for loperamide and

1.4 for metoclopramide.’” Of note, the uptake assay
employed in our work is more suitable to test com-
pounds radiolabeled with short-lived isotopes such as
carbon-11 than the conventional bidirectional trans-
port assay. In vitro, [''Clmetoclopramide was identified
as one of the “weakest” P-gp substrates (lowest uptake
ratio, similar to that of [''C]verapamil) but showed the
highest “vulnerability” to P-gp inhibition (lowest IC5,
of tariquidar). Interestingly, [''C]verapamil appeared
to be a “weaker” P-gp substrate than [''C]N-
desmethyl-loperamide  (lower uptake ratio) but
showed a lower “vulnerability” to P-gp inhibition
(higher ICs). Importantly, these comparative in vitro
data suggest that the “avidity” and the “vulnerability”
of P-gp substrates are independent factors that are not
directly or inversely correlated.

PET experiments were needed to compare the
“vulnerability” of the three probes to P-gp inhibition
in the living brain. Several factors other than P-gp
function may additionally influence the PET signal
obtained with the investigated radiotracers in the
living brain. For instance, lysosomal trapping was
shown to account for the irreversible uptake of [''C]
N-desmethyl-loperamide in the brain.*® The [''C]verap-
amil brain PET signal comprises a considerable pro-
portion of radiometabolites.** [''C]Metoclopramide
shows a significant brain-to-blood efflux component
that contributes to limit brain  exposure.”*
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Figure 3. PET images obtained with [''C]verapamil, [''C]N-
desmethyl-loperamide and [''C]metoclopramide after selected
doses of the P-gp inhibitor tariquidar. Representative PET images
are summed from 0 to 30 min and were obtained at baseline,
after partial P-gp inhibition (| mg/kg tariquidar) and complete
P-gp inhibition (8 mg/kg tariquidar).

These particular kinetic properties may also contribute
to the in vivo sensitivity of radiolabeled P-gp substrates
to detect moderate changes in P-gp function using
PET.* Dedicated kinetic models have been developed
to estimate P-gp function, taking the individual prop-
erties of each radioligand into account.>*304042
However, these models do not apply to all 3 radioli-
gands. Tariquidar was selected as an inhibitor because
doses up to 8 mg/kg were shown to not significantly
impact the peripheral pharmacokinetics and metabo-
lism of the tested radioligands in rats.>**3! Using
kinetic modeling and an arterial input function, brain
AUC has been previously validated as a simplified
parameter to describe the response to tariquidar for
[''Clmetoclopramide™ and [''C]N-desmethyl-lopera-
mide'® and (R)-["'C]verapamil (personal communica-
tion, Dr. Oliver Langer). We therefore used the brain
AUC as a model-independent parameter to describe
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the increase in the brain exposure obtained after differ-
ent degrees of P-gp inhibition, assuming negligible
changes in the plasma kinetics of the investigated
radioligands in the presence of increasing doses of tar-
iquidar up to 8 mg/kg.

Mice that are heterozygous for the genes encoding
P-gp (Abchla/1b"' /) were shown to have approxi-
mately 50% lower P-gp expression levels at the BBB
than wild-type mice.*® Interestingly, no significant
increases in the brain uptake of (R)-[''C]verapamil
and ["'C]N-desmethyl-loperamide were observed in
Abcblallb'™” mice as compared with wild-type
mice.** This suggested that (R)-[''Clverapamil and
[''C]N-desmethyl-loperamide lack the sensitivity to
detect the consequences of a moderate decline
(<50%) in P-gp function at the BBB in vivo. In our
study, the dose of tariquidar that inhibited 50% of
the P-gp-mediated transport of [''C]metoclopramide
at the rat BBB increased the brain uptake of [''C]
verapamil, but not that of [''C]N-desmethyl-lopera-
mide. From a quantitative PET imaging perspective,
the in vivo response to partial inhibition was similar
for both [''Clmetoclopramide and [''C]verapamil,
although the latter is a much more “avid” substrate
of P-gp at the rat BBB (Figure 4). A direct comparison
remains however difficult because radiometabolites
may contribute to the brain PET signal for [''C]verap-
amil but  not for [ '(.‘]nwlocloprumidc.“““"
Nevertheless, this suggests that the “weak™ P-gp sub-
strate [''C]metoclopramide offers an adequate sensitiv-
ity to detect moderate decreases in P-gp function,
which is probably linked to its higher “vulnerability”
to P-gp inhibition.**

In rats, []'C];‘V-dcsmclhyl—lopcrumidc behaved as an
“avid” and “refractory” substrate, with a limited
response to partial P-gp inhibition. Given its excellent
metabolic stability in humans and its favorable neuro-
pharmacokinetic properties, [''C]N-desmethyl-lopera-
mide should be preferably employed to explore
situations in which a great degree of inhibition/repres-
sion of P-gp function is expected, with an expected
large increase in the PET signal.'®3%434¢ Altogether,
our results suggest that imaging “sensitivity” of PET
probes to detect partial inhibition of P-gp at the BBB in
vivo does not only depend on the “avidity” (i.e. the
ability to generate contrast between situations of full
and abolished P-gp function, related to the uptake
ratio), as it also depends on the “vulnerability” of the
substrate (i.e. the ability to reach nearly maximal inhi-
bition, related to the 1Cs).

[''C]Metoclopramide and [''C]verapamil PET imag-
ing in rats showed similar sensitivity (i.e. enhancement
of the brain PET signal) to partial P-gp inhibition,
although [''C]metoclopramide is a “weaker”™ substrate
than [''Clverapamil in vivo, as revealed by the lower
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Figure 4. Impact of P-gp inhibition of the brain kinetics of radiolabeled substrates. Time-activity curves obtained with ['' C]verapamil
(A), [''CIN-desmethyl-loperamide (B) and [''C]metoclopramide (C) in presence of selected states of P-gp inhibition. In D, the
corresponding brain exposures (AUC .30 min) are shown. Data are reported as mean + S.D with n=4 per condition. *p < 0.05,

##¥p < 0.0001, ns = not significant (2-way ANOVA with Dunett’s

response to maximal P-gp inhibition (Figure 4). The
in vivo 1Cs of tariquidar using [''C]verapamil as
probe has not been determined in this work to enable
a direct comparison with the ICsy obtained with [''C]
metoclopramide. It may nonetheless be hypothesized
that the higher in vivo “vulnerability” of [''CJmetoclo-
pramide may compensate its lower “avidity” compared
with [''C]verapamil to offer similar sensitivity to par-
tial inhibition. Our preclinical data should be inter-
preted with caution with respect to their clinical
translatability. Differences in P-gp expression at the
BBB have been reported between humans and
rodents.*”** Moreover, many compounds show dispa-
rate P-gp-mediated transport between human and
rodent P-gp in vitro.3"4% However, our comparative
in vitro experiments, performed using cells overexpress-
ing human P-gp, pointed to a higher “vulnerability” of
["'CJmetoclopramide to P-gp inhibition compared with
["'C]verapamil and [''C]N-desmethyl-loperamide.

The neuropharmacokinetic consequences of partial
P-gp inhibition on the brain exposure to “weak™ but
“vulnerable™ P-gp substrates in humans remain to be
further explored. Using [''Cmetoclopramide PET

post-hoc test for comparison with baseline).

imaging in rats, we show here that partial P-gp inhibi-
tion may have a relatively higher impact for brain
exposure compared with more “avid” but “inhibition-
refractory” substrates like [''C]N-desmethyl-lopera-
mide. At the molecular level, the factors that account
for the “avidity” and “vulnerability” of P-gp substrates
remain poorly understood. This may imply the com-
plex molecular interaction of substrates and inhibitors
at multiple binding domains of P-gp.”' From a PET
imaging perspective, this suggests a higher sensitivity
of ["'Clmetoclopramide to explore situations of mod-
erate changes in P-gp function at the BBB. From a
neuropharmacological perspective, our results suggest
that partial inhibition/deficit of P-gp at the BBB may
contribute to clinical variability in efficacy of CNS-
targeted “vulnerable” P-gp substrates, which may
deserve further attention.*

Bauer et al. have recently shown a significant decline
in P-gp function at the BBB of elderly subjects using
["'C)metoclopramide PET imaging.*? Interestingly, dif-
ferences in brain distribution between elderly and
young subjects were greater for [''Clmetoclopramide
than for (R)-[''C]verapamil.*® This is consistent with
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a higher “vulnerability” of [''C]metoclopramide to
moderate and physiological changes in P-gp function
at the human BBB.?® Interestingly, differences between
young and elderly subjects could be observed using
(R)-["'C]verapamil in the presence of partial P-gp inhi-
bition (3 mg/kg tariquidar).>* This suggested that par-
tial P-gp inhibition enhanced the “vulnerability” of
(R)["'C]verapamil, thus improving the sensitivity of
the technique. Such a partial inhibition protocol is dif-
ficult to implement because tariquidar is no longer
available for human use and may cause drug-drug
interactions with concomitant treatments in patients.
This supports the use of [''Clmetoclopramide as a
“change-sensitive” PET probe to safely explore P-gp
function at the human BBB.

Conclusion

The sensitivity of PET probes to detect moderate
changes in P-gp function at the BBB appeared different
among clinically validated radiolabeled substrates. Our
results suggest that the “weak™ but “vulnerable™ P-gp
substrate [''CJmetoclopramide offers good sensitivity
as a PET probe to detect moderate changes in P-gp
function in vivo. We advocate that the future develop-
ment of radiolabeled substrates for imaging the func-
tion of P-gp or other ABC efflux transporters at the
BBB should also include an evaluation under condi-
tions of partial transporter inhibition. This may
improve our understanding of the impact of clinically
relevant situations of a moderate decline in transporter
function at the BBB.
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Abstract: Domperidone and metoclopramide are widely prescribed antiemetic drugs with distinct
neurological side effects. The impact of P-glycoprotein (P-gp)-mediated efflux at the blood-brain
barrier (BBB) on brain exposure and BBB permeation was compared in vitro and in vivo using
positron emission tomography (PET) imaging in rats with the radiolabeled analogs ['! C]domperidone
and ['C]metoclopramide. In P-gp-overexpressing cells, the ICs of tariquidar, a potent P-gp inhibitor,
was drastically different using [”C]domperidone (221 nM [198-248 nM]) or [nC]metoclopramide
(4 nM [2-8 nM]) as the substrate. Complete P-gp inhibition led to a 1.8-fold higher increase in
the cellular uptake of [“C]domperidone compared with [”C]metoclopramide (p <0.0001). Brain
PET imaging revealed that the baseline brain exposure (AUCpy,in) of ['!Clmetoclopramide was
2.4-fold higher compared with ['!C]domperidone (p < 0.001), consistent with a 1.8-fold higher BBB
penetration (AUCpyain/ AUCpjasma)- The maximal increase in the brain exposure (2.9-fold, p < 0.0001)
and BBB penetration (2.9-fold, p < 0.0001) of ['!C]metoclopramide was achieved using 8 mg/kg of
tariquidar. In comparison, neither 8 nor 15 mg/kg of tariquidar increased the brain exposure of
["'Cldomperidone (p > 0.05). Domperidone is an avid P-gp substrate that was in vitro compared
with metoclopramide. Domperidone benefits from a lower brain exposure and a limited risk for
P-gp-mediated drug-drug interaction involving P-gp inhibition at the BBB.

Keywords: ATP-binding cassette; drug—drug interaction; membrane transporter; neuropharmacology;
pharmacokinetics; PET imaging; radiochemistry; P-glycoprotein; blood-brain barrier

1. Introduction

Domperidone and metoclopramide are both dopamine D2 receptor antagonists pre-
scribed as antiemetic drugs. Their pharmacological targets are the peripheral D2 receptors,
especially at the area postrema level, a spinal structure responsible for the vomiting reflex.
Metoclopramide is also a 5HT3 serotonin receptor antagonist responsible for its gastro-
prokinetic effect. Their action on the D2 receptors of the central nervous system (CNS) is
related to adverse events. They are rarely observed with domperidone, which acts at the
antehypophyse level, generating gynecomastia and galactorrhea [1]. The Food and Drug
Administration (FDA) put a black-box warning on metoclopramide, thus restricting its
clinical use [2]. Metoclopramide has been shown to cause neurological side effects such
as peripheral extrapyramidal symptoms and tardive dyskinesia. The risks increase when
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metoclopramide is administered in high doses and during long-term treatment [3]. Table 1
shows the CNS relative frequencies of the side effects of domperidone and metoclopramide.

Table 1. Comparison of neurological side effects between domperidone and metoclopramide [4-6].

Side Effects

Very Frequent Frequent Not Frequent Rare Unspecified

Domperidone

al Y
ok

dizziness, sleepiness,

restls
5 headache, extrapyra- e
o ? A legs syndrome
N N midal signs
K M
Metoclopramide
H
O N extrapyramidal 4 9. late dyskinesia,
o. N sleepiness signs ?;kinsonian gyatanis, dyskinesis) convulsions neui,ole tic
= P &ns, p L. altered consciousness . P
syndrome, akathisia malignant syndrome
cl
NH,

These differences may be explained by lower brain penetration of domperidone
compared with metoclopramide [7]. It is, however, difficult to estimate brain penetration
and exposure in vivo. There is a need for minimally invasive methods to explore and
compare the brain penetration of such compounds with clinical perspectives.

Both domperidone and metoclopramide are substrates of the P-glycoprotein (P-gp,
ABCB1), the main efflux transporter expressed at the blood—brain barrier (BBB). A large
body of literature suggests that the P-gp function controls the brain exposure to many
drugs [8]. The most widely accepted hypothesis for low brain penetration of domperidone
is that domperidone is an avid substrate of the P-gp [9]. In contrast, metoclopramide is con-
sidered a comparatively “weak” P-gp substrate in vitro [10], implying that metoclopramide
exerts CNS effects despite fully functional P-gp at the BBB.

Comparison of the brain kinetics of domperidone and metoclopramide can first be
informed by available data in the literature. The BBB passage of domperidone and metoclo-
pramide has been compared in an in vitro model of the BBB using bovine brain capillary
endothelial cells grown on filter inserts in a co-culture system with glial cells [11]. Com-
pared with the passage of solutes across the filter (no BBB), the authors reported a 76%
passage for domperidone versus 100% for metoclopramide [11]. The transport across paral-
lel artificial membrane permeability assays (PAMPA) was 76-fold lower for domperidone
compared with metoclopramide, suggesting higher passive diffusion of metoclopramide
across lipid membranes [12]. The efflux ratio of domperidone in cells overexpressing the
human P-gp (MDCK-MDR1), using bidirectional transport assay, was 31.2 for domperi-
done. This transport was reduced to ~1 in the presence of P-gp inhibition, thus confirming
that domperidone is an avid substrate of the P-gp [13]. In comparison, a 1.4 efflux ratio
for metoclopramide was reported using the same MDCK-MDR1 cell line from the same
origin, suggesting that metoclopramide is a much “weaker” substrate of the P-gp [10].
This was also observed in cells transfected with the rodent P-gp gene (LLC-PK1-Mdrla),
in which the efflux ratio of domperidone was 87.5 versus 1.6 for metoclopramide [7]. Ex
vivo studies in rats reported a tissue/plasma ratio (Kp prain) 0f 0.17 for domperidone [14]
versus 1.72 for metoclopramide [15]. The K}, yy,brain, Which takes the binding to plasma
and brain proteins into account, was 0.022 for domperidone versus 2.4 for metoclopramide
in rats [16]. Another rat study consistently reported a Kp,uu brain Of 0.044 for domperidone
versus 0.235 for metoclopramide [7]. A 6.6-fold increase in the K, prain 0f metoclopramide
was observed in P-gp deficient mice compared with wild-type mice [17]. Schinkel et al. re-
ported that the K, prain Of radiolabeled domperidone (®*H-domperidone) was not increased
in P-gp deficient mice, which was attributed to the predominant proportion of circulating
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radiometabolites, which rapidly surpassed the radioactive signal of parent unmetabolized
3H-domperidone in plasma [9]. However, P-gp deficiency was associated with increased
CNS effects and catalepsy compared with wild-type mice when an oral pharmacological
dose of domperidone was administered. This suggests a higher level of domperidone in
the CNS of P-gp-deficient mice. However, as P-gp is abundant in the intestinal epithelium,
increased oral bioavailability of domperidone in P-gp-deficient mice may also have con-
tributed to the observed effect [9,18]. By using in situ brain perfusion, which bypasses the
effect of plasma protein binding and peripheral metabolism, a significant increase of the
K} brain Of domperidone was observed in the presence of P-gp inhibition achieved using
high concentration of the P-gp inhibitors cyclosporin A (2.5 uM) [19] or verapamil (500 uM)
in the perfusate, which could hardly be achieved in vivo.

It is broadly assumed that avid substrates expose to a higher risk of drug-drug
interactions (DDIs) caused by P-gp inhibitors. In comparison, weak substrates have less
impact on brain kinetics, assuming a limited risk for clinically relevant DDI [20]. It may
therefore be hypothesized that the consequences of DDI precipitated by P-gp inhibitors
may lead to unintended brain exposure and CNS effects, which may balance the CNS safety
of domperidone in this particular situation.

Positron emission tomography (PET) imaging provides an advanced technology to
study in vivo the crossing of biological barriers, as it allows for the study of drug distribu-
tion and pharmacokinetics in a non-invasive way. Both metoclopramide and domperidone
can be isotopically radiolabeled with carbon-11, i.e., without modification of the chemical
structure and, by extension, the biological properties of the drug. [''CJmetoclopramide
has been validated as a PET probe for detecting the regulation of P-gp function at the
BBB in animals and humans, including the impact of inhibition and induction of the trans-
porter [21-23]. Accumulated in vitro and in vivo data suggest the high vulnerability of
[''C]metoclopramide to P-gp inhibition. Availability of ['!C]domperidone for PET imaging
offers the unique opportunity to compare the brain kinetics of domperidone with previ-
ously published data of metoclopramide [21] obtained using the same approach [24]. This
study assesses the P-gp substrate properties of domperidone in vitro in transfected cells
expressing the human P-gp. Baseline brain exposure and consequences of DDI precipitated
by tariquidar (TQD), a potent inhibitor of P-gp, are then assessed in vivo using PET imaging
in rats.

2. Materials and Methods
2.1. ["'C]Metoclopramide PET Data

Allin vitro and in vivo experiments performed using ['!C]metoclopramide presented
in this article have already been published [21,24]. However, some newly estimated phar-
macokinetic parameters and previously published data relative to ['!C]metoclopramide
brain PET imaging are displayed to allow for direct comparison with data obtained us-
ing [”C]domperidone.

2.2. Chemistry

Tariquidar (TQD) used for P-gp inhibition was purchased from Eras Labo (Saint-
Nazaire-les-Eymes, France). TQD solutions for intravenous injections were freshly pre-
pared at the selected concentrations on the day of the experiment by dissolving TQD
dimesylate 2.35 H,O in dextrose solution (5%, w/v), followed by dilution with sterile water.
O-desmethyl metoclopramide was purchased from LGC standards (France). The precursor
for ['!C]domperidone radiosynthesis was synthesized in house [25].

2.3. Radiochemistry

[''C]metoclopramide was synthesized by automated radiomethylation using a
TRACERIab® FX C Pro module (GE Healthcare, Buc, France) and cyclotron-produced
[MCICO, according to the method described in the literature [26]. No carrier added
['1C]CO; (50-70 GBq) was produced via the *N(p, &)!'C nuclear reaction by irradiation of
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an [“N]N, target containing 0.15-0.5% of O, on a cyclone 18/9 cyclotron (18 MeV, IBA,
Ottignies-Louvain-la-Neuve, Belgium). ['!C]CO, was subsequently reduced to [''C]JCH,
and iodinated to [''C]JCH;I following the process described by Larsen et al. [27] and
finally converted to [''CJCH;OTf according to the method of Jewett [28]. [''CJCH;OTf
was bubbled into a solution of O-desmethyl-metoclopramide (1 mg) and aqueous sodium
hydroxide (3 M, 7 uL) in acetone (400 uL) at —20 °C for 3 min. The mixture was heated at
110 °C for 2 min, then evaporating the residual solvent to dryness at 110 °C under a vacuum
for 30 s. Upon cooling to 60 °C, a mixture of aqueous NaH, PO, (20 mM)/CH3CN/H3PO4
(85/15/0.2 v/v/v) was added. Purification was realized by reverse phase HPLC (Waters
Symmetry® C187.8 x 300 mm, 7 um) with a 501 HPLC Pump (Waters, Guyancourt, France)
using aqueous NaH,POy (20 mM)/CH3CN/H;3POy4 (85/15/0.2 v/v/v, 5 mL/min) as eluent.
UV detection (K2501, Knauer, Germany) was performed at 220 nm. The purified compound
was diluted with water (20 mL) and passed through a Sep-Pak® C18 cartridge (Waters,
Milford, CT, USA). The cartridge was rinsed with water (10 mL) and eluted with ethanol
(2 mL). The final compound was diluted with saline (0.9% w/v, 8 mL) to afford ready-to-
inject [11C]met0c10pramide (1.9 + 0.2 GBq) in 12% + 3% radiochemical yield (RCY) within
40 min and with a molar activity (MA) of 88 - 13 GBq/umol at the end of the beam (EOB)
(n = 35) (Figure 1A).

A o N_~ H
SN NE, o 0 | [N NEt;
\__oH ['CJCHj1, NaOH (3M) °
J\ Z Acetone, 110 °C, 2 min. ﬁ T "cHy
CI D % N
it RCY=12%3%
2 MA =88 + 13 GBq/umol NH,
O-desmethyl metoclopramide ["1c]Metoclopramide
B o - { c_~_N
ﬂ =0 ["'cjco,, PPhMe, \[ \IN;_Q
< NL . N
M\ DMF. 20 °C, 5 min. \
) RCY =47 £ 4% ¢\ o
N . MA = 85 t 15 GBg/pmol \ N 1e
| Wy NH N e “NH
3 /N
K\ V={
£ £ )
= N7
Precursor ['*cIDomperidone

Figure 1. Radiosynthesis scheme of ['! C]metoclopramide (A) and ['!C]domperidone (B).

[''C]Domperidone was synthesized by radiocarbonylation following the original
Staudiger Aza-Wittig (SAW) method described in the literature [25]. Automated radio-
labelling was performed using a Melplus research module (Synthra GmbH, Hamburg,
Germany) with modifications to undergo direct bubbling of the [''C]CO,. No carrier-added
[''C]CO, (3040 GBq) was produced via the "*N(p, «)''C nuclear reaction by irradiation
of an [N]Nj, target containing 0.15-0.5% of O, on a cyclone 18/9 cyclotron (18 MeV,
IBA, Ottignies-Louvain-la-Neuve, Belgium) and trapped at —180 °C. [MC]CO, was then
released at 0 °C under a stream of helium (8 mL/min) to bubble for 10 s into the reac-
tion vessel containing a solution of the precursor (1 mg) and dimethylphenyl phosphine
(15 pL) in DMF (300 pL) at —50 °C. The mixture was heated at 20 °C for 5 min and hy-
drolyzed with glacial acetic acid (100 uL), followed by a mixture of H,O/CH3;CN/TFA
(65/35/0.1 v/v/v, 1 mL). The crude product was purified by semi-preparative HPLC on
a reverse-phase Symmetry C18 column (250 x 4.6 mm, 5 um, Waters, Milford, CT, USA)
using a mixture of HoO/CH3CN/TFA (65/35/0.1 v/v/v, 5 mL/min) as eluent with gamma
and UV (A = 280 nm) detection. The collected peak of [”C]domperidone was diluted with
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water (20 mL) and loaded on a C18 cartridge (Sep-Pak C18, Waters, Milford, CT, USA).
The cartridge was rinsed with water (10 mL), and the product was eluted with ethanol
(2 mL) and further diluted with aq. 0.9% NaCl (8 mL). Ready-to-inject [“C]domperidone
(5.9 £ 0.3 GBq) was obtained within 30 min from the end of the beam in 47 4- 4% RCY and
85 + 15 GBq/umol MA at the EOB (n = 12) (Figure 1B).

For both radiotracers, quality control was performed by HPLC using a 717 plus
Autosampler system equipped with a 1525 binary pump and a 2996 photodiode array
detector (Waters, Milford, CT, USA) and a Flowstar LB 513 (Berthold, Thoiry, France)
gamma detector. The system was monitored with the Empower 3 (Waters, Milford,
CT, USA) software. HPLC were realized on a reverse-phase analytical Symmetry C18
(50 x 3.9 mm, 5 pm, Waters, Milford, CT, USA) column using either a mixture of aque-
ous NaH,PO, (4 mM)/acetonitrile/H3PO4 (90/10/0.2 v/v/v, 2 mL/min) or a mixture of
H,0/CH;3CN/PicB7® (70/30/0.2 v/v/v, 2 mL/min) as eluent for ['!C]metoclopramide
or ['!C]domperidone, respectively. UV detection was performed at 274 nm or 285 nm for
[''C]metoclopramide or [''C]domperidone, respectively. Identification of the peak was
assessed by comparing the retention time of the carbon-11-labeled compound with the
retention time of the non-radioactive reference (tryf). For acceptance, the retention time
must be within the tgyef +10% range. Radiochemical purity (RCP) was calculated as the
ratio of the peak’s area under the curve (AUC) over the sum of the AUCs of all other peaks
on gamma chromatograms. RCP is the mean value of three consecutive runs. The RCY
of the labeling reaction was calculated as the ratio of the decay-corrected activity at the
end of the synthesis (Agps) CO, measured in an ionization chamber (Capintec®, Berthold,
Thoiry, France) over the starting activity of ['!C]JCO, (Acoz) measured by the calibrated
detector of the synthesizer. This ratio was corrected for the RCP following the equation:
RCY = (Apos/Acoz) x RCP. MA was calculated as the ratio of the activity of the collected
peak of the radioactive product measured in an ionization chamber (Capintec®, Berthold,
Thoiry, France) over the molar quantity of the compound determined using calibration
curves. MA was calculated as the mean value of three consecutive runs.

Chemical characterization of [“C]metoclopramide and [HC]domperidone is reported
in the Supplementary Material. The Supplementary Material shows HPLC and radioHPLC
data for each radiotracer.

2.4. Uptake Assay in P-gp Overexpressing Cells

Culture media and buffers were obtained from Fischer Scientific, France. Stably
transfected MDCKII-MDR1 cells were obtained from Dr. Alfred Schinkel (National Cancer
Institute, Amsterdam, The Netherlands) and were grown under a controlled atmosphere
at 37 °C, 5% CO,. The culture medium was composed of DMEM Glutamax (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, 4.5 g/Ldextrose, 1 mM pyruvate) supplemented with 10% fetal
bovine serum and 1% antibiotics (penicillin and streptomycin 5000 U/mL).

P-gp-mediated transport of ['!C]domperidone and ['!C]metoclopramide was com-
pared in cells expressing human P-gp. Cells were seeded in 24-well plates (30,000 cells per
well) in a 500 pL culture medium. Cells were grown to confluence (~2 days). On the day of
the experiment, the culture medium was removed and replaced by 200 uL of incubation
buffer (10% HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution) + 1.26 mM CaCl, + 0.49 mM MgCl,) con-
taining 1 mM pyruvate and 10 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid, 37 °C). The incubation buffer contained the tested radiolabeled P-gp substrate
(~37 MBq /40 mL corresponding to <1 ug/40 mL of the unlabeled compound) and TQD at
the selected concentration. TQD was dissolved in DMSO, and TQD concentrations ranged
from 0 to 800 nM (1% v/v final DMSO concentration). After 30 min of incubation at 37 °C,
the buffer was removed, and cell monolayers were rapidly washed with 300 uL of ice-cold
Dulbecco’s phosphate buffer. Cells were then lysed with 500 uL of NaOH (10 mM, 10 min).
Then, 400 uL of cell lysate was collected from each well (1 = 4 wells per condition) and
gamma counted using a Cobra Quantum (Perkin-Elmer, Villebon-sur-Yvette, France).
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2.5. Animals

A total of 12 male Wistar rats (Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France) (263 & 34 g)
were used to investigate the brain kinetics of ['!C]Jdomperidone. Animals were housed
and acclimatized for at least 3 days before the experiments. Rats had free access to chow
and water. All animal experiments were in accordance with the recommendations of the
European Community (2010/63/UE) and the French National Committees (law 2013-118)
for the care and use of laboratory animals. The experimental protocol was approved by a
local ethics committee for animal use (CETEA) and by the French Ministry of Agriculture
(APAFIS#74662016110417049220 v2). The sample size for each group was based on previous
studies [21,24].

2.6. PET Experiments

PET acquisitions were performed using an Inveon microPET scanner (Siemens, TN,
USA). Anesthesia was induced and then maintained using 3.5% followed by 1.5-2.5%
isoflurane in O,. Radiotracers were diluted in saline to obtain at least <10% ethanol in the
ready-to-inject preparation. Thirty-minute dynamic scans were acquired, starting with
an intravenous bolus injection of [HC]domperidone (32 + 5 MBq, 0.80 + 0.55 pug) via a
catheter inserted in the caudal lateral vein. PET data of [''C]metoclopramide used for
comparison with [''C]domperidone have already been reported. The injected dose of
["'C]metoclopramide used for comparison was (35 + 5 MBq, 3.4 + 1.3 ug) [24].

2.7. P-gp Inhibition Protocol

TQD was used to inhibit P-gp function in rats. TQD was injected in a volume of
200-300 L into the caudal vein 15 min before radiotracer injection. PET acquisitions using
[''C]domperidone were performed after vehicle injection, 8 mg/kg (1 = 1) or 15 mg/kg
(n =4) of TQD.

2.8. Arterial Input Function

Dedicated experiments were performed in additional rats to estimate the metabolism
and arterial input function of ['!C]domperidone in the absence and the presence of P-gp
inhibition using TQD (n = 2 for each condition).

Blood samples (50 L) were collected at selected times from the femoral artery to
establish total radioactivity kinetics in arterial plasma. Plasma was separated from whole
blood by centrifugation (5 min, 2054 g, 4 °C), and 20 uL of plasma and whole blood
were counted using a PET cross-calibrated gamma well counter (WIZARD2, PerkinElmer,
Villebon-sur-Yvette, France) to obtain the whole-blood and plasma activity curves. All data
were corrected for radioactive decay from the injection time. For the larger blood samples,
80 uL plasma was deproteinized with acetonitrile. The supernatant was injected in high-
performance liquid chromatography, equipped with an Atlantis® T3 5 pm 10 x 250 mm
column (Waters, Guyancourt, France) and an Atlantis® T35 um 19 x 10 mm pre-column
(Waters) with an LB-514 radioactivity flow detector (Berthold, France, MX Z100 cell).
The mobile phase was composed of water containing 0.1% (v/v) TFA (solvent A) and
acetonitrile containing 0.1% (v/v) TFA (solvent B) delivered in a gradient elution mode at a
flow rate of 5 mL min~: solvent B increased linearly from 20 to 30% from 0 to 9 min. The
[''C]domperidone parent fraction was calculated as a percentage of the total radioactivity
(metabolites and parent).

For each animal, a 1-exponential decay function was fitted to [!!C]domperidone
parent fraction, which was time multiplied with the plasma activity curve to obtain the
metabolite-corrected arterial plasma input function used for the kinetic modeling.

The method for ['!C]metoclopramide metabolism has been previously reported [21].
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2.9. Data Analysis and Statistics
2.9.1. In Vitro Data
Counting values obtained in each well were normalized using Equation (1):
1% = W % 100 1)

MRy

where [% is the extent of inhibition (I%) between 0 and 100%, R is the radioactivity in the
4 tested wells, MRy, is the mean of the 4 wells without TQD, and mR,,;y is the difference
of means between the 4 wells containing the highest concentration of TQD (800 nM) and
the 4 wells without TQD.

The in vitro half-maximum inhibitory concentration (ICsp) was estimated by non-
linear regression using the “One-site binding Hill equation” function in Graphpad Prism
software (V8.0, San Diego, CA, USA) with maximal uptake constrained to 100%. ICs
values obtained for each radiotracer were considered different when their 95% confidence
interval (Clgse,) did not overlap. The uptake ratio (mean + S.D) of each P-gp substrate
was determined as the maximal intracellular radioactivity after complete inhibition of P-gp
(800 nM TQD for ['!C]-domperidone and 200 nM for ['!C]metoclopramide) divided by the
mean intracellular radioactivity without P-gp inhibition. The normality of the data was
checked using the Kolmogorov-Smirnov test. Uptake ratios were then compared using
the t-test.

2.9.2. PET Data Analysis

Images were reconstructed with the Fourier rebinning algorithm and the three-
dimensional ordered-subset expectation-maximization algorithm, including normalization,
attenuation, scatter, and random corrections. Image analysis and quantification of radioac-
tivity uptake were performed using PMOD software (version 3.9; PMOD Technologies,
Zurich, Switzerland). A region of interest was drawn over the whole brain to generate
time-activity curves (TACs) with time frame durations of 0.25 min, 2 x 0.5 min, 0.75 min,
4 x 1 min, 1.5 min, 4 x 2 min, 3 x 2.5 min, 3 X 3 min, and 3.5 min. Brain radioactivity
was corrected for 'C decay and expressed as the standardized uptake value (SUV) after
correction by injected dose and animal weight.

Brain and plasma exposure of ['!C]domperidone was estimated by the area under the
TAC between 0 and 30 min and 20 and 30 min in the brain (AUCyy4in 0-30; AUChrain 20305
n = 3-4 per condition) and between 20 and 30 min in the plasma (AUCjasma 20-30; 7 = 2
per condition). The mean AUCjasma20-30 Was obtained in each condition to estimate
Kp brain = AUCprain 20-30/ AUCplasma 20-30, considering the mean metabolite-corrected arte-
rial input function. K prain Were compared with a two-way ANOVA and a Tukey’s post
hoc test using Graphpad Prism software (V8.0, San Diego, CA, USA).

3. Results
3.1. Radiochemistry

Automated radiomethylation under standard conditions using the O-desmethyl pre-
cursor of metoclopramide afforded ready-to-inject ['!CJmetoclopramide (1.9 + 0.2 GBq) in
12% =+ 3% RCY within 40 min and with a MA of 88 + 13 GBq/umol (1 = 35) (Figure 1A).
Quality control revealed a chemical and RCP above 99%, making [”C]metoclopramjde
suitable for in vivo injection in rats.

Automated radiocarbonylation under the SAW conditions developed by Del Vecchio
et al. [25] afforded ready-to-inject [''C]domperidone (5.9 + 0.3 GBq) within 30 min in
47 + 4% RCY and 85 + 15 GBq/umol MA (n = 12) (Figure 1B). Quality control revealed
a chemical and RCP above 99%, making ['!C]domperidone suitable for in vivo injection
in rats.
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3.2. In Vitro Experiments

The in vitro P-gp inhibitory potency of TQD was tested in P-gp-overexpressing cells
using ['!C]domperidone as substrate probes. The fitted concentration-inhibition curves
for each radiotracer are shown in Figure 2. The estimated ICsy of TQD was 221 nM
(198-248 nM) for ['!C]domperidone compared to 4 nM (2-8 nM) for ['!C]metoclopramide.
The Clyse, of the ICs values of the two tested substrates did not overlap, suggesting that
each substrate’s sensibility to P-gp inhibition was significantly different (Figure 2). Mean
uptake ratios were 2.6 + 0,12 for ['!C]domperidone. For comparison, the uptake ratio for
["'C]metoclopramide was 1.4 = 0.07 [24].
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Figure 2. In vitro transport data. Comparison of the in vitro half-maximum inhibitory concentration
(ICs0) (A) and uptake ratio (C) of ['!C]Jdomperidone and ['!CJmetoclopramide assessed using increas-
ing doses of tariquidar (TQD) in MDCKII-MDRI cells. In (B), concentration-inhibition curves (1%,
extent of inhibition in percent) are shown. In (A), data are shown as mean =+ Clgse, (95% confidence
interval) with n = 4 per condition. In (B,C), data are shown as mean - S.D with 1 = 4 per condition.
Lines in (B) represent fits of the employed Hill model. **** p < 0.0001, ns = non-significant (t-test
for comparison).

3.3. PET Imaging Experiments

Under the baseline conditions, the [''C]domperidone PET signal in the rat brain
was lower than in surrounding tissues (Figure 3). The brain TACs are represented in
Figure 4. The brain area under the curve between 0 and 30 min (AUCpyin0-30) Was
3.98 £ 0.13 SUV-min. To allow for comparison of the impact of P-gp inhibition on the brain
kinetics of [''C]domperidone with [''C]metoclopramide PET data, the AUCrain0-30 of
[''C]domperidone after 8 mg/kg of TQD injection (same TQD dose as [!!C]metoclopramide
data) was analyzed in one rat and showed no substantial increase compared to the baseline
condition (AUCpyain:0-30 = 4.9 SUV-min). It was then decided to increase the TQD dose to
15 mg/kg to achieve a higher level of P-gp inhibition. However, this dose did not either in-
crease the ['!C]domperidone brain exposure compared with baseline, which was confirmed
using four animals (AUCyin; 0-30 = 4.6 &= 0.07 SUV min, p < 0.05, n = 4) (Figure 5).

Arterial input function and metabolism were estimated in two additional rats
(Figures 4 and 5). ['!C]domperidone metabolism was slower than for [!!C]metoclopramide.
TQD did not impact the fraction of parent (unmetabolized) ['!C]domperidone. This was
also observed for [“C]metoclopramide [21] (Figure 5).
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Figure 3. PET images were obtained with [”C]domperidone and [! lC]metoclo]::ramide after selected
doses of the P-gp inhibitor tariquidar (TQD). Representative PET images are summed from 0 to 30 min
and were obtained at baseline and after P-gp inhibition (8 mg/kg TQD for [''C]metoclopramide and

15 mg/kg TQD for [”C]domperidone).
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Figure 4. Impact of P-gp inhibition of the brain kinetics of ['!C]domperidone compared to
[“C]metoclopramide. Time-activity curves (TAC) were obtained with [“C]metoclopramide (A,B)
and [''C]-domperidone (C,D) in the absence and presence of P-gp inhibitor tariquidar (TQD). (A,C)
present the raw data in the brain, while (B,D) are the corresponding plasma TAC curves corrected
from metabolism exposures. Data are reported as mean - S.D with 1 = 4 per brain condition and

n =2 per plasma condition.
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Figure 5. Impact of P-gp inhibition of brain exposure and metabolism of ['!C]domperidone com-
pared to [“C]metoclopramide. In (A), brain exposures were obtained with [“C]domperidone and
[“C]metoclopramide (AUC},in) in the presence and absence of P-gp inhibitor tariquidar (TQD). In
(B), respective parent fraction in plasma of radiotracer in same conditions. In (C), the corresponding
K brain/plasma are shown. Data are reported as mean =+ S.D with n = 4 per condition. ***p < 0.0001,
ns = non-significant (two-way ANOVA with Tukey’s post hoc test for multiple comparison).

Validation of a compartmental model or a graphical approach to describe the BBB
penetration of ['!C]domperidone did not provide reliable results. We, therefore, used
the Kp brain parameter, which describes the brain/plasma ratio. Baseline K, prain f
[''C]domperidone was estimated at 2.46 + 0.42 and was not statistically different with
Kp brain estimated at 1.42 & 0.11 in the presence of P-gp inhibition. For comparison,
the Ky, prain Of [''C]metoclopramide in absence (Kp,brain = 10.12 + 2.01) and the pres-
ence (Kp brain = 46.96 = 5.52) of P-gp inhibition were calculated. For baseline condition,
the K, prain Was statistically higher for [”C]metoclopramide than for [llC]domperidone
(p <0.05). P-gp inhibition significantly increased the K, prain of [''Clmetoclopramide
(p <0.001) but did not increase the Kp,prain of [''Cldomperidone (p > 0.05) (Figure 5).

4. Discussion

PET imaging using isotopically radiolabeled drugs provides a unique method to com-
pare their transporter-mediated brain kinetics in vivo, with translational perspectives [29].
In the present study, domperidone was radiolabeled with carbon-11 to estimate its BBB
penetration in rats. Domperidone is considered an avid substrate of the P-gp [9] and
may be viewed as an alternative probe to estimate the P-gp function at the BBB. The im-
pact of P-gp inhibition on the P-gp-mediated transport of domperidone was first tested
in vitro. Relevance for in vivo neuropharmacokinetics was then assessed in vivo using PET.
[''C]domperidone PET data could then be compared with those of ['!C]metoclopramide,
which belongs to the same pharmacological class and is considered a weak substrate of the
P-gp at the BBB [21].

Because metoclopramide bears a methyl group on a phenol moiety, it is a candidate for
carbon-11 isotopic labeling by radiomethylation, the most standard approach to incorporate
this radioisotope [30]. Radiomethylation was performed using [!!C]methyl triflate, which
afforded better yields than [”C]methyl iodide within shorter reaction times (2 min for
[M'C]JCH;OTf versus 5 min for [1'CJCH;31). Sodium hydroxide appeared to be the best base to
perform this radiomethylation [26]. Although other solvents with higher boiling points than
acetone, such as butanone, can be used to radiolabel [”C]metoclopramide [31], yields are
comparable, and acetone offers a strong solubility power regarding the desmethyl precursor.
Compared with ['!C] metoclopramide, isotopic radiolabeling of domperidone with carbon-
11 brings a real challenge. Domperidone does not offer a position for methylation, and an
alternative strategy had to be developed. Domperidone displays two cyclic urea moieties,
which could be radiolabeled with [1!C]CO, through carbonylation reactions either using
phosgene [32], phosphazene derivatives [33], or carbon monoxide [34]. However, these
methods use very reactive chemical agents and/or harsh conditions incompatible with fully
functionalized molecules such as drugs. As a result, these methods were never applied
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to the synthesis of radiotracers for in vivo PET imaging purposes. The orthogonal SAW
approach enables the isotopic radiolabeling of domperidone, among other functionalized
molecules, in high yields and purity [25]. Moreover, this radiosynthesis strategy could
be automated, leading to the reproducible production of [''C]domperidone suitable for
in vivo injection in rats.

From a translational perspective, the molar activity of ready-to-inject ['! C]domperidone
allows for the injection of <100 pg of unlabeled domperidone for a classical dose of 370 MBq.
This suggests that [''C]domperidone may be further used in humans according to the
PET microdosing guidelines [35]. Moreover, preclinical data obtained in rodents showed
linear pharmacokinetics, suggesting that a microdose of ['!C]domperidone may predict
the pharmacokinetics of the pharmacological dose of domperidone [36].

Brain PET images obtained after injection of ['!C]domperidone in rats revealed its
extremely low brain uptake compared with surrounding tissues, suggesting limited passage
across the BBB. Baseline uptake (AUC) of [HC]domperidone was 2.5-fold lower (p < 0.0001)
than the uptake of I lC]metoclopramide obtained in the same species and under the same
conditions. However, brain PET kinetics have to be interpreted in the light of peripheral
kinetics to correctly estimate the passage of radiolabeled compounds across the BBB [37].
[''C]Domperidone was slowly metabolized compared with ['!CJmetoclopramide. Indeed,
parent (unmetabolized) [“C]domperidone accounted for more than >30% in plasma at
60 min post-injection, while parent ['!C]metoclopramide could hardly be detected at this
time. Interestingly, metabolites of domperidone and domperidone itself were shown to
poorly cross the BBB in rats using ex vivo determination [36].

Determination of the arterial input function of [''C]domperidone was used to allow
for kinetic modeling of the brain penetration across the BBB. However, poor estimation of
kinetic parameters was obtained (data not shown). This may be linked with the negligible
brain penetration of ['!C]domperidone. Moreover, it is challenging to perform arterial
blood sampling in rats during PET acquisition, and different animals were used for PET
imaging and determining the arterial input function, respectively. This may complicate
the kinetic modeling, especially in organs with poor uptake and rapid peak, such as the
brain. Therefore, the brain penetration of [!!C]domperidone was estimated in a model-
independent manner. K brain of [''C]domperidone was 2.46 + 0.42. This is 4-fold lower
than the Ky, of ['!C]metoclopramide, confirming a higher BBB passage for metoclopramide
when P-gp is fully functional.

Then the importance of P-gp function at the BBB on the brain kinetics of ['!Cldomperidone
was tested. First, the P-gp-mediated transport of [!!C]domperidone was tested in vitro
using human MDRI1 gene-transfected cells. The maximal response to inhibition using TQD
was 2-fold higher for domperidone compared with metoclopramide. Using a standardized
method, this confirmed that domperidone is a more avid substrate of the P-gp than meto-
clopramide. Interestingly, testing an extensive range of concentrations of TQD, we show
that high concentrations of TQD are needed to achieve maximal inhibition of P-gp in vitro.
Indeed, the ICs) of TQD using ['C]domperidone as a substrate probe was 221 nM, whereas
it was 4 nM when using ['!C]metoclopramide as a probe. This ICs, value can be directly
compared with other PET probes such as [11C]Verapamil (45 nM) and [nC]N—desmethyl—
loperramide (19 nM), estimated using the same experimental conditions [24]. This suggests
that domperidone is refractory to P-gp inhibition in vitro and consequently that inhibition
of the P-gp-mediated transport of domperidone may be challenging to achieve in vivo.

Consistently, the maximal dose of TQD used for the [!!C]metoclopramide study
(8 mg/kg) did not impact the brain kinetics and BBB penetration of ['!C]domperidone
in rats (7 = 1). A higher dose was therefore tested (15 mg/kg, n = 4) and did not either
enhance the brain penetration of [”C]domperidone in vivo (p > 0.05). Using in situ brain
perfusion, Dagenais and colleagues reported a 3.1-fold higher passage of domperidone
in P-gp-deficient mice than in wild-type animals [38]. Moreover, a massive dose of the
P-gp inhibitor cyclosporine (2.5 uM in brain perfusion) increased the brain penetration
of [''C]domperidone by 1.87-fold in mice, which enhanced the catalepsy induced by a
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pharmacological dose of domperidone [19]. Although species differences in the P-gp-
mediated substrates between mice and rats may occur [39], it is likely that the high dose
of TQD administered in our study was insufficient to achieve complete inhibition of the
P-gp-mediated transport of domperidone in rats.

An explanation for how P-gp can maintain the interaction with domperidone after
blocked activity by TQD is the interaction of domperidone with a different biding site of
P-gp than TQD. However, TQD seems to have an action on the P-gp conformation and the
ATPase activity [40] in a fixation site-independent manner even if a biding site interaction
cannot be totally excluded without further investigations [41]. Another possibility is the
interaction of domperidone with other efflux transporters at the BBB other than P-gp.

From a clinical perspective, complete P-gp inhibition leading to the situation of knock-
out animals is rarely achieved [42]. This especially holds for domperidone, which behaves
as an inhibition-refractory substrate compared with metoclopramide or other substrates [24].
This suggests that domperidone shows a limited passage across the BBB compared with
metoclopramide. Moreover, our in vitro assay using cells expressing the human P-gp
and in vivo PET experiments performed in rats suggest that inhibition of the P-gp me-
diated transport of domperidone at the BBB is very unlikely. This supports the use of
domperidone for pathological conditions where CNS effects of D2 antagonists have to be
avoided, such as the prevention of emesis induced by DOPA therapy. Moreover, our study
does not support a risk for DDIs involving P-gp at the BBB between domperidone and
co-administered drugs.

5. Conclusions

From an imaging perspective, [!!C]Jdomperidone was initially evaluated as an avid
substrate probe for PET imaging of P-gp function at the BBB. However, [!!C]domperidone
is poorly sensitive to changes in P-gp function induced by TQD, a potent and clinically vali-
dated inhibitor of P-gp at the BBB. [!!C]domperidone is therefore not a suitable radiotracer
to assess the importance of P-gp activity at the BBB.

From a neuropharmacology perspective, the direct comparison of the brain kinetics of
[''C]domperidone and ["'C]metoclopramide illustrates the potential of PET to evaluate
the cerebral passage of two molecules of the same family, which could be extended to two
drug candidates with a phase 0 design considering the inter-species differences.
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The Risk of P-Glycoprotein-Mediated Drug-Drug Interaction May

") Check for updates

Also Depend on The Vulnerability of The Victim Substrate to

Partial Inhibition

Lazzaro and colleagues provided precious data comparing the out-
come of different in vitro assays, performed in different laboratories,
to determine the potency of a large panel of P-glycoprotein (P-gp)
inhibitors. They used these data to estimate corresponding risk of
drug-drug interactions (DDIs)." Interestingly, the authors aimed to
identify the experimental factors driving discrepancies in ICsq values
obtained using the different assays, focusing on the properties of
investigated inhibitors.

So far, only a few studies addressed the importance of classically
used P-gp substrate probes on the determination of inhibitor’s 1Cs,
using in vitro assay.” We recently conducted standardized in vitro
uptake assays in MDCK-MDR1 cells to compare the sensitivity of differ-
ent radiolabeled substrates as probes to detect P-gp inhibition mediated
by a concentration range of tariquidar. We found dramatic differences
in the ICsp of tariquidar, estimated using either [''CJmetoclopramide
(ICsogariquidar = 4 nM), ["'C|N-desmethyl-loperamide (19 nM), ["'C]
verapamil (44 nM) or [''C]domperidone (221 nM) as substrate probes
for P-gp.>** Despite having the lowest efflux ratio, brain PET imaging in
rats showed that [''Cjmetoclopramide was the most sensitive probe,
with significantly enhanced brain exposure in the presence of low level
of P-gp inhibition at the blood-brain barrier. From a pharmacokinetic
perspective, this suggests that the risk of P-gp-mediated DDIs may not
exclusively depend on the potency and disposition of the P-gp inhibitor.
In the presence of partial inhibition, which is likely to occur in the clini-
cal situation, the “vulnerability” of substrate drugs to inhibition may
also account for the impact of the DDI.
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8.2.5 Données complémentaires
8.2.5.1 Choix de la voie d'administration du tariquidar

Compte tenu de la cinétique plasmatique du tariquidar connue chez le rat, 'administration par
injection intrapéritonéale (IP) a été dans un premier temps préférée a I'injection intraveineuse
(IV) pour l'étude de la relation dose-effet du tariquidar sur la cinétique cérébrale du
[""Clmétoclopramide. Ce choix initial avait pour objectif de maintenir une concentration
plasmatique la plus stable possible pendant toute la durée d’'acquisition des images afin
d’entretenir un niveau d'inhibition de la P-gp constant et contrélé (Matzneller et al. 2018). Un
protocole impliquant des doses croissantes de tariquidar administrées par voie IP a donc

d'abord été testé.

La solution de tariquidar injectable a été préparée a la concentration désirée comme décrite
dans I'article 1. Deux heures avant l'injection du radiotraceur étudié, la solution de tariquidar a
été injectée en IP sur animaux vigiles. Les doses administrées en IP ont été de 3, 5, 7, 8, 10, 15,
20 et 30 mg/kg. Un rat contréle (pas d'inhibition de la P-gp) a requ une injection IP de 300 pL

d'une solution de glucose 2.5%.

Afin de comparer l'intérét de la voie IP par rapport a la voie IV, la concentration plasmatique
du tariquidar et la corrélation entre la dose injectée et la concentration plasmatique retrouvée
a été testée a 'aide du coefficient de Spearman sur le logiciel GraphPad Prism. Le cas échéant,
un test sur la pente et I'ordonnée a l'origine a été réalisé pour déterminer s'il s'agit d’'une
fonction linéaire. Pour que la relation soit linéaire, la pente de la droite doit étre
significativement différente de zéro (intervalle de confiance a 95% qui n’inclut pas la valeur
zéro) et 'ordonnée a l'origine ne doit pas étre significativement différente de zéro (intervalle

de confiance a 95% qui inclut la valeur zéro).

La concentration plasmatique de tariquidar apres injection par voie IV a été modélisée par une

équation de Hill (équation 1) pour des doses injectées allant de 0 a 8 mg/kg de tariquidar.
dv

Concentration plasmatique en tariquidar = E,, 4, + 47 < Dov

Equation 1 : modele de la concentration plasmatique en fonction de la dose injectée

par voie IV de tariquidar.

Avec Emax la concentration atteinte pour la dose maximale de tariquidar injectée (8 mg/kg) par

voie IV, Do la dose de tariquidar injectée qui permet d'atteindre la moitié de la concentration
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maximale et y le coefficient de Hill.

Avant I'utilisation de la voie IV décrite dans les articles 1 et 2 pour I'administration du tariquidar,
9 acquisitions TEP au ['C]métoclopramide ont été obtenues avec différentes doses de
tariquidar injecté en IP. Les cinétiques cérébrales du [''C]Jmétoclopramide obtenues pour
chaque dose sont représentées sur la Figure 24 A. De fagon inattendue, il n'a pas été montré
de relation entre I'exposition cérébrale du [''Clmétoclopramide (AUC10-30min) et la dose injectée
en IP (Figure 24 B). Le dosage plasmatique du tariquidar a permis de montrer qu'il n'y avait pas
non plus de corrélation (coefficient de Spearman = 0,43, non significatif, p-value = 0,25) entre
la concentration plasmatique de tariquidar mesurée en fin d'acquisition TEP, et |'exposition

cérébrale (Figure 24 C).
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Figure 24 : Etude de ['injection intra péritonéale de tariquidar.

Sont représentées : en A, les TAC cérébrales du [''C]métoclopramide selon les doses IP de
tariquidar (TQD) ; en B, l'’AUC10-30min cérébrales du [''C]métoclopramide selon les doses IP de
tariquidar; en C, 'AUCio30mn cérébrale du [''Cimétoclopramide selon la concentration
plasmatique en tariquidar administré par voie IP et en D, les concentrations plasmatiques de

tariquidar sont représentées selon les doses de tariquidar injectées en IP.
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La dose de tariquidar IP injectée n’est pas non plus corrélée a la concentration retrouvée dans
le plasma (Figure 24 D). Ainsi, la voie IP semble associée a une variabilité importante des
concentrations plasmatiques et de I'effet inhibiteur de la P-gp. L'injection IP ne permet donc
pas de contrdler |'exposition plasmatique au tariquidar et n'offre donc pas des conditions
expérimentales standardisées. De plus, il n'y avait pas de relation évidente entre les doses
injectées de tariquidar et I'AUC cérébrale du [''C]Jmétoclopramide (Figure 24 B). La mesure des
concentrations plasmatiques en fin d’expérience n'a pas non plus permis de prendre en compte

la variabilité cinétique du tariquidar aprés administration IP (Figure 24 C).

Suite aux résultats préliminaires obtenus avec l'injection IP du tariquidar, il a été décidé de
recommencer les expériences TEP au [''C]Jmétoclopramide avec un protocole d'injection IV du
tariquidar. Cette fois, les concentrations plasmatiques du tariquidar administré par voie IV
(Figure 25) montrent une bonne corrélation avec la dose injectée. Le coefficient de Spearman
est égal a 0,96 avec une p-value < 0,05 signifiant une corrélation monotone positive entre la
dose injectée de tariquidar et la concentration plasmatique. Cependant cette relation n’est pas
représentée par une fonction linéaire (Figure 25 B). La concentration plasmatique du tariquidar
en fonction de la dose injectée a pu étre modélisée par un modele de Hill (Figure 25 C) pour
des doses injectées allant jusqu'a 8 mg/kg de tariquidar, ce qui est évocateur d'une
pharmacocinétique non-lineaire. Cette nouvelle observation renforce la nécessité de mesurer
les concentrations plasmatiques du tariquidar pour en modéliser les effets en termes
d'inhibition de la P-gp au niveau de la BHE. L'administration IV du tariquidar a donc été

préférée pour I'étude décrite dans les articles 1 et 2.
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Figure 25 : Etude de l'injection par voie intraveineuse du tariquidar. Sont représentés, les
concentrations plasmatiques en tariquidar (nM) en fonction de la dose injectée en IV (mg/kg) et
le modeéle non linéaire de Hill appliqué (ligne noire).
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8.2.5.2 Etude avec un autre inhibiteur

En utilisant la méme méthodologie que dans les articles 1 et 2, la sensibilité a I'inhibition des
chaque radiotraceurs a pu étre comparée vis-a-vis de la ciclosporine, un inhibiteur de la P-gp
qui peut étre utilisable chez I'Homme, dans un objectif translationnel (Tournier et al. 2019). En
effet, il n'existe plus aujourd’hui de formulation de qualité pharmaceutique de tariquidar pour
I'étude de la P-gp au niveau de la BHE chez I'Homme. Il faut noter que la ciclosporine (IC50=0.2
WM) est connue pour étre un inhibiteur de la P-gp moins puissant que le tariquidar (IC50=0.016

uM) (Kalvass et al. 2013).

La ciclosporine a été testée in vitro. Il a alors pu étre observé une toxicité cellulaire au-dela
d'une certaine concentration d'inhibiteur (25 uM). Aussi, les données in vitro suggérent que
I'inhibition maximale du transport du ["C]NdLop n'était pas atteinte a la concentration de 25
uM si bien que le maximum d'inhibition du transport du ['""C]NdLop n’a pas pu étre attient
(Figure 26). Les concentrations inhibitrices 50% de la ciclosporine n‘ont donc pas pu étre
estimées correctement pour I'ensemble des radiotraceurs. Néanmoins, la détermination de
I'uptake ratio a permis de confirmer que la ['"ClJdompéridone et le ['"C]NdLop sont de meilleurs
substrats que le ['"C]vérapamil et le ['"C]métoclopramide. Les ordres de grandeur de |'uptake
ratio sont similaires a ceux obtenus avec le tariquidar, méme si l'uptake ratio du ['""C]NdLop est

probablement sous-estimé (Figure 26).
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Figure 26 : Pénétration intracellulaire du [''C]vérapamil, [''CIN-desmethyl-lopéramide,
[""CImétoclopramide et [''C]dompéridone dans les cellules MDCKII-MDR1 en présence de doses
croissantes de ciclosporine A.

En A, la pénétration intracellulaire est exprimée en pourcentage de radioactivité dans le lysat
cellulaire par rapport au tampon d'incubation (%Cq). En B, les ratios de pénétration
intracellulaires (uptake ratio) sont présentés par leur moyenne + écart-type (n = 4 par condition).
****%p < 0,0001, ***p< 0,001, ns = non significatif (test de ANOVA a un facteur avec test post-hoc

de Tukey pour les comparaisons multiples).

Ces résultats complémentaires, obtenus en amont de I'étude principale, ont permis de
conforter le choix du tariquidar par voie IV pour les études précliniques décrites dans I'Article

1 et I'Article 2.
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8.2.6 Syntheése et perspectives

Le choix de l'inhibiteur et de sa voie d'administration a été décidé a partir de données prélimi-
naires afin de proposer une approche in vitro et in vivo standardisée permettant de comparer
les 3 radiotraceurs substrats de la P-gp utilisés chez 'Homme. Ainsi, il a été décider d'utiliser le
tariquidar en IV par rapport a I'injection IP chez le rat. En effet, I'administration IP n'a pas permis
de contrOler suffisamment les concentrations plasmatiques de tariquidar et donc l'inhibition
cérébrale de la P-gp. Par contre, I'injection IV a permis de montrer une relation effet/dose non-
linéaire entre les doses injectées de tariquidar, ainsi qu’avec les concentration plasmatiques
atteintes. Ainsi, il a été possible de déterminer la concentration inhibitrice 50% in vivo du tari-

quidar vis-a-vis des 3 traceurs comparés.

L'absence de corrélation entre la dose administrée, I'effet inhibiteur, et la dose de tariquidar en
IP reste difficile a expliquer. Les données publiées sur la cinétique du tariquidar suggerent
I'existence d'un plateau des concentrations 2 heures apres injection (Matzneller et al. 2018). Il
est possible que I'anesthésie réalisée pour la mesure de la cinétique chez le rat induise une
différence par rapport a nos conditions, ou le tariquidar IP était injecté chez I'animal éveillé.
Nous n’'avons pas pu mesurer la cinétique du tariquidar dans nos conditions expérimentales

pour vérifier cette hypothese.

Concernant le choix de I'inhibiteur, le tariquidar a été préféré a la ciclosporine. La ciclosporine,
bien qu'elle soit utilisable en pratique clinique, présente une toxicité pour les cellules au-dela
d'une certaine concentration (25 uM), ce qui n'a pas permis d'atteindre I'inhibition maximale
de la P-gp pour tous les radiotraceurs. Il n'aurait donc pas été possible de réaliser une étude
comparative in vitro complete avec la ciclosporine. Le tariquidar a donc été choisi, car il permet
d'obtenir une inhibition maximale de la P-gp sans toxicité et d'atteindre un niveau d'inhibition
maximal pour tous les radiotraceurs testés. Ainsi, la modélisation de la courbe effet/dose a pu
étre réalisée avec le tariquidar, pour I'ensemble des traceurs substrats utilisés. De plus,
contrairement au tariquidar (Pottier et al. 2016), la ciclosporine est susceptible de modifier le
métabolisme périphérique du ['C]métoclopramide (Tournier et al. 2019) et du ['"C]vérapamil
(Muzi et al. 2009). Ce parametre aurait alors compliqué I'analyse et I'interprétation des données
TEP in vivo chez le rat, en rendant indispensable I'acquisition de fonctions d'entrée artérielles
corrigée des radiométabolites pour chacune des doses de ciclosporine, et pour chacun des

radiotraceurs testés. De plus, I'absence d'effet du tariquidar sur le métabolisme des 3
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radiotraceurs étudiés nous a permis d'utiliser un parametre pharmacocinétique simple (aire
sous la courbe), et commun pour tous les radiotraceurs, pour comparer leur passage cérébral

et I'effet du tariquidar sur ce passage cérébral.

Ce travail a permis de faire émerger un nouveau critére pour I'évaluation et le développement
de radiopharmaceutiques destinés a I'imagerie de la P-gp: la vulnérabilité du substrat vis-a-vis
de l'inhibition. Ce parametre peut étre estimé par I'lCso du tariquidar vis-a-vis d'un radiotraceur
donné (Breuil, Marig, et al. 2022). Notre comparaison in vitro et in vivo montre que ce critere
conditionne en grande partie la sensibilité des radiotraceurs a détecter de faibles changements
d’activité de la P-gp. Néanmoins, il ne peut étre exclu une importance du choix de I'inhibiteur,
le tariquidar, pour mesurer I'lCso et le classement des radiotraceurs en termes de sensibilité.
Les données obtenues avec la ciclosporine, bien que moins completes, confortent la meilleure
sensibilité a l'inhibition du ['"Clmétoclopramide par rapport au du [''C]NdLop ou au [''C]véra-
pamil. Des études préalables avaient déja montré une sensibilité différente du [''CINdLop et
du ["'C]vérapamil a une variations de I'activité de la P-gp. Pour cela, T. Wanek et ses collégues
ont montré que le [''C]vérapamil ou le ['"C]NdLop ne permettent pas de détecter une diminu-
tion d'expression de la P-gp de ~50%, chez des souris hétérozygote pour les genes qui codent
pour la P-gp (Mdr1a/1b"/?) (Wanek et al. 2015). Depuis nos travaux, une étude menée par S.
Mairinger et ses collégues (en révision) a montré que le [''Clmétoclopramide est capable de
détecter la diminution d'expression de la P-gp chez ces mémes souris hétérozygotes, confir-
mant ainsi la meilleure sensibilité du [""C]métoclopramide, indépendamment de tout inhibi-
teur. Ces résultats sont particulierement convaincants car il existe plusieurs sites de liaison des
substrats et des inhibiteurs sur la P-gp (Martin et al. 2000). L'utilisation de souris hétérozygotes
pour le géne de la P-gp permet donc de s'affranchir de ce paramétre mécanistique pour com-
parer la sensibilité des différents radiotraceurs a de faibles changement d’expression de la P-
gp.

Depuis, le critére de sensibilité a I'inhibition a été utilisé pour évaluer le ["®FIMC225, un radio-
traceur fluoré développé pour I'imagerie de la P-gp au niveau de la BHE. Cette étude a permis
de montrer la meilleure sensibilité du ["®FIMC225 par rapport au [''C]vérapamil (Garcia-Varela,
Vallez Garcia, et al. 2021). Malheureusement, les protocoles d’administration du tariquidar sont
tres différents du noétre (tariquidar IP, de 0.75 a 12 mg/kg, 120 min avant l'injection du radio-

traceur). De plus, les concentrations de tariquidar au moment de I'imagerie n‘ont pas été rap-
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portées, ce qui ne permet pas de comparer la sensibilité du ['®F]MC225 a celle du [''Clméto-
clopramide. Enfin, compte-tenu des propriétés particuliéeres du [''C]vérapamil et du
['8FIMC225, les radiotraceurs ont été évalués en termes de K; (constante d'influx), ce qui ne
donne qu'un aperqu partiel du réle de la P-gp qui conditionne aussi I'efflux (k) du cerveau vers
le sang (Pottier et al. 2016; Auvity et al. 2018; Tournier et al. 2019). Dans cet article, Garcia-
Varela et ses collégues suggérent que le caractére de « faible substrat » du ['®F]MC225 condi-
tionne une meilleure sensibilité du radiotraceur vis-a-vis de l'inhibition. Nos résultats, obtenus
sur un panel plus large de radiotraceurs substrats de la P-gp, ne confirment pas cette hypo-
these. En effet, le classement des ligands les plus sensibles in vitro n'est pas corrélé au classe-
ment des substrats les plus « faibles » (Figure 27). D'un point de vue mécanistique, la sensibilité
a l'inhibition ou a la déplétion dépend a la fois de I'lCsq et du ratio d'efflux (ER). Ces parameétres
pourraient étre liés, plus ou moins directement, a I'affinité et a la réversibilité de fixation des
traceurs pour les différents sites de liaison au transporteur. Aussi, une étude utilisant un plus
grand nombre de substrats dans des conditions standardisée permettrait de définir les pro-
priétés structurelles des substrats enclins a une grande sensibilité a de faible changement d'ac-

tivité de la P-gp.
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Figure 27 : Comparaison in vitro des radiopharmaceutiques pour ['étude de la fonction P-gp au
niveau de la BHE.

En A, la concentration inhibitrice 50% in vitro (ICsg) est représenté par la moyenne avec l'intervalle
de confiance a 95 % correspondant (IC95 %), n=4 par condition. En B, la moyenne de l'absorption
maximale pour chaque radiopharmaceutique est représentée avec l'écart type.
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Nos résultats, destinés a optimiser I'imagerie TEP de la P-gp, peuvent avoir des implications en
pharmacocinétique en apportant une meilleure compréhension des éléments qui condition-
nent la puissance d'un inhibiteur de la P-gp. En effet, les articles 1 et 2 (Breuil, Goutal, et al.
2022) nous ont permis d'introduire le concept de « vulnérabilité » d'un substrat a I'inhibition,
qui pourrait contribuer au risque d’interaction médicamenteuse impliquant un substrat et un
inhibiteur donnés (Giacomini et al. 2010). D'une maniere plus globale, nos travaux suggerent
qu'il est nécessaire de prendre en compte la spécificité du couple substrat/inhibiteur, et pas
seulement la puissance d'un inhibiteur vis-a-vis d'un substrat de référence (généralement la
digoxine selon les recommandations), afin d'estimer correctement le risque d'interaction mé-

dicamenteuse a partir de données de transport in vitro.

Dans un article publié récemment, S. Lazzaro et ses collegues ont identifié des facteurs de
variabilité entre les différentes méthodes utilisées in vitro pour estimer la puissance des inhibi-
teurs de la P-gp et prédire ainsi le risque d'interaction médicamenteuse in vivo (Lazzaro et al.
2023). Parmi les méthodes comparées, certaines utilisaient indifféremment la digoxine comme
substrat de la P-gp, et d'autres utilisaient la N-méthyl-quinidine. Les facteurs de variabilité
identifiés par les auteurs concernaient seulement les modeéles cellulaires ou vésiculaires utilisés,
ainsi que les propriétés physico-chimiques des inhibiteurs testes. Sur la base de nos travaux,
nous avons souhaité sensibilisé les lecteurs de cet article a la notion de vulnérabilité d'un subs-
trat face a un inhibiteur de la P-gp, et de la nécessité de prendre en compte la sensibilité du

substrat utilisé comme sonde pour estimer la puissance (ICso) des inhibiteurs (Breuil et al. 2023).

En conclusion de cette premiére partie, le ['"Clmétoclopramide présente des avantages par
rapport au ["'C]vérapamil ou au [''C]NdLop, qui ont déja été utilisé dans plusieurs protocoles
cliniques, notamment chez des patients atteints d'EPR (Feldmann M. et al. 2013; M. Bauer et al.
2014; Shin et al. 2016). Le ['"C]métoclopramide présente notamment un passage basal signifi-
catif permettant la détection de I'induction fonctionnelle de la P-gp, en un seul examen d'ima-
gerie TEP. Aussi, le fait que ses radiométabolites ne traversent pas la BHE, comme cela a été
montré chez le rat (Pottier et al. 2016), lui confére un avantage certain par rapport au [''C]vé-
rapamil pour quantifier le passage cérébral du radiotraceur. L'amplitude du signal cérébral
entre une situation physiologique et une situation d’'inhibition totale de la P-gp est certes
moindre par rapport au [''C]vérapamil et au ['"C]NdLop. Cependant, sa sensibilité a des modi-

fications partielles de I'activité de la P-gp au niveau de la BHE est plus importante, ce qui en
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fait le radiotraceur le plus sensible pour une étude fonctionnelle et quantitative de la P-gp au

niveau de la barriere hémato-encéphalique.
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8.3

PARTIE Il : INFLUENCE DES COMEDICATIONS SUR L UTILISATION DE L'IMAGERIE TEP
AU [""C]METOCLOPRAMIDE DANS L'ETUDE DE L’EPILEPSIE PHARMACO-RESISTANTE

8.3.1 Hypotheses et objectifs

L'imagerie par TEP utilisant le ["C]métoclopramide, un substrat radiomarqué de la P-gp,
semble étre une méthode peu invasive et translationnelle pour estimer la fonction de la P-gp
au niveau cérébral, chez I'animal comme chez I'Homme (Pottier et al. 2016; Auvity et al. 2018;
Tournier et al. 2019; Breuil, Marie, et al. 2022). En outre, le [''C]Jmétoclopramide permet de
détecter une induction fonctionnelle de la P-gp au niveau de la BHE (Zoufal et al. 2019) et
pourrait donc présenter un intérét pour étudier la contribution de la P-gp dans certaines
situations physiopathologiques telles que |'épilepsie. Cependant, les patients atteints de
maladies neurologiques sont fréquemment traités avec des médicaments qui peuvent étre
responsables d'interactions médicamenteuses par l'inhibition ou l'induction de l'activité de
cytochromes P450 (CYPs). Une étude de A. Abrahim et al en 2008 a constaté que le
métabolisme du ["'C]vérapamil, un substrat du cytochrome CYP3A4, est plus important chez
des patients épileptiques que chez les sujets témoins. lls attribuent cette différence a
I'induction hépatique des CYP par les médicaments antiépileptiques (Abrahim et al. 2008). Les
répercussions du métabolisme sur la quantification du passage du [''C]vérapamil sont difficiles
a anticiper et pourraient introduire un biais dans I'estimation de la fonction P-gp. Aussi, le
développement de sondes P-gp métaboliquement stables ou moins sensibles a I'induction ou
a l'inhibition enzymatique, constitue un objectif essentiel a I'utilisation de I'imagerie TEP pour

I'imagerie de la P-gp (Kannan et al. 2013).

On peut donc faire I'hnypothese d'un impact des modulateurs enzymatiques sur la
pharmacocinétique du ["'C]métoclopramide. L'importance d'une telle modulation sur
I'estimation de la fonction de la P-gp au niveau de la BHE doit étre étudiée afin d'anticiper un
éventuel biais dans la quantification du passage cérébral de ce radiotraceur. C'est
particulierement le cas pour les patients souffrant d'EPR chez qui des inducteurs enzymatiques
tels que la carbamazépine sont couramment prescrits. La présente étude visait a modéliser
cette situation et le risque d'interaction entre inducteurs/inhibiteurs enzymatique et tester
I'utilisation du [''C]métoclopramide dans le protocole EPIFLUX. Dans cette étude préclinique

réalisée chez le rat, nous avons étudié I'impact de la carbamazépine, un antiépileptique
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largement prescrit et puissant inducteur enzymatique, et celui du ritonavir, un puissant
inhibiteur des CYP450, sur le métabolisme et les cinétiques périphériques et cérébrales du
[""C]métoclopramide. Pour cela, des fonctions d’entrée artérielles ont été prélevées dans les
différentes conditions et, en paralléle, des acquisitions dynamiques au [''C]Jmétoclopramide
ont été réalisées. La modélisation pharmacocinétique des données a permis d'apprécier
I'influence de ces puissants modulateurs des CYP sur I'estimation de la fonction P-gp par le
[""Clmétoclopramide. Ce travail a fait I'objet d’'une publication dans le journal Pharmaceutics

(facteur d'impact=6.5).
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Abstract: ['!C]metoclopramide PET imaging provides a sensitive and translational tool to explore
P-glycoprotein (P-gp) function at the blood-brain barrier (BBB). Patients with neurological diseases
are often treated with cytochrome (CYP) modulators which may impact the plasma and brain
kinetics of ['!C]metoclopramide. The impact of the CYP inducer carbamazepine or the CYP inhibitor
ritonavir on the brain and plasma kinetics of ['! CJmetoclopramide was investigated in rats. Data
obtained in a control group were compared with groups that were either orally pretreated with
carbamazepine (45 mg/kg twice a day for 7 days before PET) or ritonavir (20 mg/kg, 3 h before PET)
(n = 4 per condition). Kinetic modelling was performed to estimate the brain penetration (V) of
["'C]metoclopramide. CYP induction or inhibition had negligible impact on the plasma kinetics and
metabolism of ['!C]metoclopramide. Moreover, carbamazepine neither impacted the brain kinetics
nor Vp of ['Cmetoclopramide (p > 0.05). However, ritonavir significantly increased V (p < 0.001),
apparently behaving as an inhibitor of P-gp at the BBB. Our data suggest that treatment with potent
CYP inducers such as carbamazepine does not bias the estimation of P-gp function at the BBB with
["'Clmetoclopramide PET. This supports further use of [ C]metoclopramide for studies in animals
and patients treated with CYP inducers.

Keywords: ATP-binding cassette; drug-drug interaction; membrane transporter; neuropharmacology;
pharmacokinetics

1. Introduction

P-glycoprotein (P-gp, ABCB1) is the most studied efflux transporter expressed at the
blood-brain barrier (BBB). P-gp is well-known to restrict the brain permeation of many
xenobiotics, thus protecting the brain from potentially harmful substances and contributing
to the sanctuary-site property of the brain [1]. P-gp may also modulate the brain distribution
of many central nervous system (CNS)-active drugs, thus controlling the magnitude of their
CNS effects [2,3]. Several endogenous compounds were shown to be transported substrates
of P-gp, suggesting a physiological role whose importance is increasingly considered in the
development of brain disorders [4]. As a consequence, P-gp function may be considered as
a biomarker of BBB function which, in addition to the integrity of the BBB, may improve
our understanding of the importance of the blood-brain interface in health and disease [5].

Translational methods are needed to investigate the function of P-gp at the BBB in
animals and humans. Against this background, positron emission tomography (PET)
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imaging using radiolabeled substrates of P-gp proved to be a minimally-invasive and
effective method to measure P-gp function in the living brain. PET imaging proved useful
to validate protocols to block P-gp function at the human BBB using pharmacological
inhibitors such as cyclosporin A or tariquidar [6]. PET imaging using [''C]verapamil as
a P-gp substrate has been used to explore impaired P-gp function in aging [7-9] or in
neurological disorders such as Alzheimer’s disease [10]. A [HC]verapamil PET protocol in
patients suffering from drug-resistant epilepsy showed attenuated response to tariquidar
administration in the epileptogenic focus as compared with control subjects, suggesting
locally enhanced P-gp function. This protocol required two consecutive PET acquisitions
(without and with tariquidar administration) in the same subject [11].

Among available PET radioligands, ['! Clmetoclopramide benefits from optimal kinetic
properties for quantitative determination of P-gp function at the BBB. ['!CJmetoclopramide
is considered a “weak” substrate of P-gp, which means it shows substantial brain PET
signal under conditions when P-gp is fully functional at the BBB [12,13]. As a consequence,
[“C]metoclopramide PET imaging can be used to detect either a decrease [14,15] or an in-
crease [16] in P-gp function at the BBB using a single PET acquisition. ['!C]metoclopramide
was shown to be selectively transported by P-gp over breast cancer resistance protein (BCRPT,
ABCG2), another important efflux transporter at the BBB [12]. Binding of ['!C]metoclopramide
to brain parenchyma was not displaceable by co-injection of an excess of unlabeled meto-
clopramide, suggesting the absence of specific binding to any unintended CNS target and
confirming the specificity of the PET signal for P-gp function [12,15]. Moreover, compared
with other radiolabeled P-gp substrates, ['!C]metoclopramide was shown to be more sen-
sitive to detect small changes in P-gp function associated with partial pharmacological
P-gp inhibition [14,17]. This suggests that ['!C]metoclopramide may provide a sensitive
tool to explore the dysregulation of P-gp function which is suspected to occur in many
pathophysiological conditions [18].

Similar to many other PET tracers, [”C]metoclopramide is metabolized into ra-
diometabolite(s) whose contribution to the PET signal is difficult to distinguish from parent
(unmetabolized) radiotracer in tissues [6,19]. The chemical identity of the radiometabo-
lites of [M'C]metoclopramide is not known. However, radio-HPLC analysis of rat brain
and plasma samples showed that the radiometabolites of [!!CJmetoclopramide do not
detectably cross the BBB. As a consequence, the PET signal in the brain predominantly
consists in unchanged ['!Clmetoclopramide, which enables accurate quantification of P-gp
function at the BBB using this radioligand [12]. Nevertheless, it cannot be excluded that
a change in the metabolism of [''C]metoclopramide induced by disease state, genetic
polymorphisms or drug-drug interactions (DDI) with modulators of cytochrome P450
(CYP) activity may impact the pharmacokinetics of [!!C]metoclopramide. For instance,
patients with neurological diseases are frequently treated with drugs that may precipitate
DDIs through inhibition or induction of CYP activity. This is particularly the case for
patients with drug-resistant epilepsy, bipolar disorders or severe depression, in whom CYP
inducers such as phenytoin or carbamazepine are commonly prescribed [20,21]. It is crucial,
therefore, to anticipate this situation and avoid biased estimation of P-gp function at the
BBB in patients treated with modulators of CYP activity.

In the present study, the impact of the CYP inducer carbamazepine (CBZ) and the
potent and broad spectrum CYP inhibitor ritonavir (RIT) on the brain and plasma kinetics
of [M'C]metoclopramide was investigated in rats. Kinetic modeling was performed to
estimate the impact of these drugs on P-gp function at the BBB.

2. Materials and Methods
2.1. Treatments

CBZ (Tegretol® oral suspension 20 mg/mL, 200 mL per bottle) was purchased from
Novartis pharma laboratory, Basel, Switzerland. In animals of the CBZ group (1 = 4), CBZ
suspension was administered by oral gavage at a dose of 45 mg/kg, twice a day (8 A.M
and 5 P.M) for 7 days before the PET imaging. Each animal received a total of 14 doses of
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CBZ before the PET experiment. Chronic administration of CBZ, at least 7 days, is required
to induce multiple CYPs in rats [22,23].

RIT (Norvir® powder for oral suspension, 100 mg per bag) was purchased from
AbbVie laboratory, North Chicago, IL, USA. A RIT suspension (10 mg/mL) was freshly
prepared prior to oral administration by adding 100 mg of RIT powder to 9.4 mL of water
for injection. Animals of the RIT group (1 = 4) received a single dose of 20 mg/kg of RIT
3 hours before the PET experiment. This acute administration protocol was shown to be
well-tolerated and to inhibit multiple CYPs in rats [24,25].

Data obtained in the CBZ and the RIT groups were compared with data obtained in
drug-naive animals (baseline, 1 = 4)

2.2. Radiochemistry

[''C]metoclopramide was synthesized by automated radiomethylation using a
TRACERIab® FX C Pro module (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) and cyclotron-produced
['lC]CcO, according to a method described in the literature [26]. [11C]CO, (50-70 GBq) was
produced on a cyclone 18/9 cyclotron (18 MeV, IBA, Ottignies-Louvain-la-Neuve, Belgium)
via the N (p, o)''C nuclear reaction by irradiation of an [N]N, target containing 0.15-
0.5% of O,. [''C]JCO, was subsequently reduced to [''CJCH, and iodinated to [''C]JCH;1
and finally converted into [HC]methyl triflate (["'C]JCH3OTY). [''C]JCH3OTf was bubbled
into a solution of O-desmethyl-metoclopramide (ABX advanced biochemical compounds,
Radeberg, Germany, 1 mg) and aqueous sodium hydroxide (3 M, 7 uL) in acetone (400 pL) at
—20 °C for 3 min. The mixture was heated at 110 °C for 2 min, then the residual solvent was
evaporated to dryness at 110 °C under vacuum for 30 s. Under cooling to 60 °C, a mixture
of aqueous NaH,;POy4 (20 mM)/CH3CN/H3PO4 (85/15/0.2 v/v/v) was added. Purification
was realized by reversed phase high-performance liquid chromatography (HPLC, column:
Waters Symmetry® C18 7.8 x 300 mm, 7 um) with a 501 HPLC Pump (Waters, Milford, CT,
USA) using aqueous NaH; POy (20 mM)/CH3CN/H;3PO;4 (85/15/0.2 v/v/v, 5 mL/min)
as eluent. UV detection (K2501, Knauer, Berlin, Germany) was performed at 220 nm.
The product fraction was diluted with water (20 mL) and passed through a Sep-Pak®
C18 cartridge (Waters, Milford, CT, USA). The cartridge was rinsed with water (10 mL)
and eluted with ethanol (2 mL). The eluate was diluted with saline (0.9% w/v, 8 mL) to
afford ready-to-inject ['!CJmetoclopramide (1.9 + 0.2 GBq) in 12 = 3% radiochemical yield
(RCY) within 40 min and with a molar activity (MA) of 88 4 13 GBq/pmol at the end of
bombardment (EOB) (n = 35).

2.3. Animals

Twenty-one Sprague Dawley rats (Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France) were used
for the study (mean weight: 277 & 32 g). Animals were housed and acclimatized for at
least 3 days before the experiments. Rats had free access to chow and water. All animal
experiments were in accordance with the recommendations of the European Community
(2010/63/UE) and the French National Committees (law 2013-118) for the care and use of
laboratory animals. The experimental protocol was approved by a local ethics committee
for animal use (CETEA) and by the French ministry of agriculture (APAFIS#746620161104
17049220 v2). The sample size for each group was based on previous studies with the aim
to compare the brain distribution of another P-gp PET probe [27].

2.4. PET Acquisition

PET acquisitions were performed in Baseline, CBZ and RIT pretreated animals (1 = 4
per condition) using an Inveon microPET scanner (Siemens, Knoxville, TN, USA). Anes-
thesia was induced and thereafter maintained using 3.5% and 1.5-2.5% isoflurane in O,,
respectively. Dynamic 30-min PET scans were acquired starting with intravenous bolus
injection of ['C]metoclopramide (34 + 7 MBq, corresponding to 0.8 = 0.2 ug of unlabeled
metoclopramide via a catheter inserted in the caudal lateral vein.
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2.5. Arterial Input Function

Repeated arterial blood sampling during PET acquisition is very challenging in rats.
Arterial blood sampling, therefore, was conducted in separate groups of rats to measure the
metabolism and arterial input function (AIF) of [“C]metoclopramide without (baseline)
and with pretreatment with CBZ or RIT (n = 3 for each condition).

Blood samples (50 uL) were collected at designated time points from the femoral
artery. Plasma was separated from whole blood by centrifugation (5 min, 2054 g, 4 °C)
and 20 pL aliquots of plasma and whole blood were counted in a PET cross-calibrated
gamma well counter (WIZARD?2, PerkinElmer, Villebon-sur-Yvette, France). Radioactivity
concentrations were corrected for radioactive decay from the injection time to obtain the
whole-blood and plasma curves of total radioactivity (metabolites and parent). In addition,
larger arterial blood samples (200 uL) were collected at designated time points. From these
samples, 80 uL plasma was deproteinized with acetonitrile. The supernatant was injected
into a HPLC system, equipped with an Atlantis® T3 10 um 10 x 250 mm column (Waters,
Saint-Quentin-en-Yvelines, France) with a LB-514 radioactivity flow detector (Berthold,
France, MX Z100 cell). The mobile phase was composed of water with 0.1% of trifluoroacetic
acid (A) and acetonitrile with 0.1% of trifluoroacetic acid (B) delivered in a gradient elution
mode at a flow rate of 5 mL/min. Solvent B increased linearly from 20 to 30% from 0 to
11 min. The [''C]metoclopramide parent fraction was calculated as a percentage of the
total radioactivity (metabolites and parent).

For each animal, a 1-exponential decay function was fitted to the ['!C]metoclopramide
parent fraction over time, which was multiplied with the total radioactivity plasma curve
to obtain a metabolite-corrected AIF. The average metabolite-corrected AIF of 3 animals
per group was used for kinetic modeling.

2.6. PET Data Analysis

Images were reconstructed with the Fourier rebinning algorithm and the 3-dimensional
ordered-subset expectation-maximization algorithm, including normalization, attenuation,
scatter, and random corrections. Image analysis was performed using PMOD software
(version 3.9, PMOD Technologies LLC, Fillanden, Switzerland). The brain and the blood
pool (i.e., from the left ventricle of the heart) were manually delineated, as previously
described, to generate corresponding time-activity curves (TACs) [12]. Radioactivity
was corrected for 'C decay and expressed as standardized uptake value (SUV, unitless)
after correction for injected dose and animal weight. SUV-normalized PET images were
generated for visual comparison. Area under the brain curve between 0 and 30 min
(AUCpyain) Was calculated to estimate brain exposure to [!C]metoclopramide.

Kinetic modeling was also performed using PMOD software. For each animal, the
total volume of distribution (V1) of [''C]metoclopramide in the brain was first estimated
with Logan plot analysis [12] using the average metabolite-corrected AIF obtained for
each condition (baseline, CBZ or RIT). In addition, TACs obtained from the heart blood
pool in each individual were used to generate an image-derived input function (IDIF).
Each individual IDIF was corrected by a group-specific, average whole-blood/plasma
radioactivity ratio which was obtained from the arterial blood samples collected in the
separate groups of animals (see above). This ratio was 1.5 for the baseline group, 1.7 for the
CBZ group and 1.6 for the RIT group. The IDIF was then corrected for radiometabolites
using the corresponding parent [''C]metoclopramide fraction measured in plasma in each
condition in the separate groups of animals (see above) and used to calculate V.

Area under the plasma curve between 0 and 30 min was calculated using both methods
(AUCupr, n = 3 per condition, and AUCpyg, 1 = 4 per condition).

2.7. Statistical Analysis

Statistical tests were performed using GraphPad Prism software (version 9.1.2, (Graph-
Pad, La Jolla, CA, USA). The level of statistical significance was set to p < 0.05. A one-factor
ANOVA test was performed to compare the mean values of AUCy,4in, AUCAr and AUCpip
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between the three groups, and a Tukey’s post hoc test was used for multiple comparisons.
The values were considered independent of each other. Normal distribution of the data
was verified by the Shapiro-Wilk test and homoscedasticity by a Bartlett’s test.

A two-factor ANOVA test was performed to compare the mean values of V1 5 and
Vripir between the three groups, Tukey’s post hoc was used for multiple comparisons. The
three groups of rats were independent. Normal distribution of the data was verified by the
Kolmogorov-Smirnov test and homoscedasticity by a Levene’s test.

Vrair and Vrpir were correlated using a simple linear regression and the goodness
of fit was estimated by the correlation coefficient R2.

3. Results

Visual comparison of SUV-normalized PET images displayed the typical brain distribu-
tion of ['!C]metoclopramide, which crosses the BBB, even when P-gp is fully functional [12].
No difference could be observed between the baseline and CBZ-treated animals regarding
the distribution of [!!C]metoclopramide in the brain and in peripheral tissues. However, a
higher PET signal was observed in RIT-treated animals, in both the brain and peripheral
tissues, suggesting a substantial change in the kinetics of ['!C]metoclopramide (Figure 1).

BASELINE CARBAMAZEPINE RITONAVIR

Figure 1. Representative PET summation images (from 0 to 30 min) of [”C]metoclopramide from
one baseline rat and one rat pretreated with carbamazepine (45 mg/kg twice a day for 7 days before
PET) or ritonavir (20 mg/kg, 3 h before PET).

Whole brain TACs are shown in Figure 2A, confirming the visual observation from the
PET images. At the end of the PET acquisition, brain uptake was not significantly different
in baseline (SUV3pmin = 0.263 £ 0.021) and CBZ-treated animals (SUV3pmin = 0.233 £ 0.061).
Brain uptake was higher in the RIT group (SUV3gmin = 0.398 + 0.041) compared with
baseline (p < 0.01) and CBZ-treated rats (p < 0.01). Consistently, CBZ did not increase
the overall brain exposure (AUCpin) to [M!Clmetoclopramide while RIT did (p < 0.05;
Figure 2B).
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Figure 2. Whole-brain time-activity curves (A) and area under the whole brain curve from 0 to
30 min (AUCy-30 min, (B) for groups without (baseline) and with pretreatment with carbamazepine or
ritonavir. Data are reported as mean + S.D with n = 4 per condition. ns = not significant, * p < 0.05
(one-factor ANOVA and Tukey’s post hoc test for multiple comparisons).

Metabolism of [''C]metoclopramide was assessed by determining the fraction of
parent (unmetabolized) ['!C]metoclopramide in plasma over time (Figure 3). The fraction
of parent ['!Clmetoclopramide was not significantly different between groups at 30 min
after injection, which corresponds to the end of PET acquisition. However, the fraction
of parent [!!C]metoclopramide was significantly lower in the RIT group at 5 min after
injection, but became similar to baseline and CBZ thereafter. Importantly, CBZ did not
impact the fraction of parent [''C]metoclopramide in plasma compared with baseline at
any time point (Figure 3).
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Figure 3. Fraction of parent (unmetabolized) [”C]metoclopramide in plasma over time without and
with pretreatment with carbamazepine or ritonavir (mean =+ S.D with n = 3 per condition).

The mean metabolite-corrected arterial input functions (AIF) obtained in each condi-
tion (1 = 3) are shown in Figure 4A. The area under the TACs (AUC ) was not significantly
different between conditions, although a trend towards decreased plasma exposure was ob-
served in CBZ or RIT pretreated animals compared with baseline (Figure 4C). Similar results
were obtained when comparing the metabolite-corrected IDIFs of ['!C]metoclopramide in
plasma, with a larger number of animals per group (1 = 4, Figure 4B,C). The IDIF tended to
overestimate the AIF. In all tested conditions, AUCpir was approximately two-fold higher
than AUC4 r. However, for both methods (AIF or IDIF), pretreatment with CBZ or RIT did
not significantly impact the plasma exposure to ['!CJmetoclopramide (Figure 4C). AUC,
expressed in SUV.min, is normalized to the injected dose. Plasma AUC, therefore, is in-
versely correlated with the plasma clearance (Clearance = dose/ AUC). It can be concluded,
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therefore, that CBZ and RIT did not impact the plasma clearance of [!!C]metoclopramide
in rats.
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Figure 4. Concentration of parent (unmetabolized) ['!C]metoclopramide in plasma over time
determined from the sampled arterial input function (AIF, (A) or from the image-derived input
function (IDIF, (B). In (C), the area under the curve from 0 to 30 min (AUCy 30 min) Of parent
["'C]metoclopramide in plasma is shown. Data are reported as mean + S.D with n = 3 (AIF)
or n = 4 (IDIF) per condition. ns = not significant (two-way ANOVA with Tukey’s post hoc test for
multiple comparisons).

The brain distribution volume (Vr), which corresponds to the brain/plasma concen-
tration ratio at steady state [12], was estimated using the Logan graphical method to (i)
compare the BBB penetration of M C]metoclopramide between conditions and (ii) validate
the IDIF-based method. There was a good correlation between V1 pr and Vparr (p < 0.001,
R? = 0.86). Neither V1arr values nor Vrpir values were significantly different between
CBZ-treated and baseline rats. However, both V1 o1r and Vppir values were significantly
higher in the RIT group than in the baseline (p < 0.001) and the CBZ groups (p < 0.01),
suggesting better passage of [!!C]metoclopramide across the BBB in RIT-treated animals
(Figure 5).
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Figure 5. Brain volume of distribution (V1) of [“C]metoclopramide in groups without (baseline)
and with pretreatment with carbamazepine or ritonavir determined with the arterial input function
(V1,a1, (A) or the image-derived input function (Vpi, (B) and linear correlation between Vi jpg
and Vrarr (C). Data are reported as mean = S.D with n = 3 (AIF) or n = 4 (IDIF) per condition.
** p < 0.001, * p < 0.01, ns = not significant (two-way ANOVA with Tukey’s post hoc test for
multiple comparison).

4. Discussion

The main objective of this preclinical study was to investigate the potential impact of
co-administered drugs on the plasma and brain kinetics of ['!C]metoclopramide, a PET
tracer used to estimate P-gp function at the BBB.

A large body of translational research suggests that P-gp function at the BBB may
provide a potential biomarker of drug-resistant epilepsy [11,28-30]. In contrast to pre-
viously developed radiotracers, it was shown that ['!C]metoclopramide may be able to
detect an induction of P-gp function at the BBB [16]. [”C]metoclopramide PET imaging
may provide, therefore, a clinical tool to unveil and localize epileptic foci based on the
local overexpression of P-gp at the BBB [11]. However, treatment with antiepileptic drugs
(AEDs) cannot reasonably be interrupted before PET imaging, given the risk for increased
seizure frequency and magnitude in patients. It is essential, therefore, to anticipate the
impact of concomitant drug intake on the kinetics of ['!C]metoclopramide, given the high
propensity of many AEDs such as phenobarbital, phenytoin or CBZ to precipitate DDIs
through induction of CYPs [31].

The anticonvulsant CBZ is widely prescribed in the long-term therapy of epilepsy
and is a potent inducer of CYP3A4 and CYP2B6 [32]. It was shown that chronic treatment,
at least 7 days, is required to achieve induction of multiple CYPs in Sprague Dawley
rats [23]. The dose and administration scheme of CBZ that we selected was shown to be
well-tolerated, induce CYPs and increase the plasma clearance of the CYP3A substrate
rivaroxaban in Wistar rats [22]. In the present study, determination of effective induction
of CYPs in each individual rat has not been performed. However, our results showed
that 7 days chronic CBZ treatment did not impact the plasma or the brain kinetics of
[11C]metoclopramide in rats. Moreover, the brain penetration of [UC]metoc]opramide,
estimated as V', was not changed by chronic CBZ treatment. First, this shows that
["'C]metoclopramide is poorly vulnerable to DDIs precipitated by CYP inducers in rats.
This may not be the case in humans as oral administration of rifampicin, another major
CYP inducer, led to a significant decrease in the plasma concentration of unlabeled meto-
clopramide in healthy volunteers [33]. However, this result suggests that CBZ does not
substantially induce or inhibit P-gp function at the BBB in healthy Sprague Dawley rats.

Enzymes of the CYP3A subfamily, notably CYP3A4, have the greatest abundance
in the liver and intestine, and are responsible for the metabolism of a large number of
small-molecule drugs, including PET tracers [19]. Many studies have shown that members
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of the CYP3A subfamily are inducible enzymes and the mechanism for induction has been
thoroughly explored [34]. As a consequence, most induction DDIs are related to CYP3A
enzymes and the risk for such DDIs should be explored during drug development [35]. In
comparison, CYP2D6 does not appear to be inducible [31] and investigation of CYP2D6
induction is not recommended during drug development [35]. In vitro studies using human
enzymes concluded that metoclopramide is predominantly metabolized by CYP2D6 in
humans [36]. From an imaging perspective, the negligible impact of enzyme induction
with CBZ on the plasma kinetics of [''C]metoclopramide is a major asset compared with
previous P-gp probes such as [''C]verapamil, a CYP3A4 substrate which was shown to
be vulnerable to CYP induction [37,38]. In addition, radiometabolites of [11C]Verapamil
were shown to cross the BBB in rats, thereby potentially confounding the measurement
of cerebral P-gp function with this PET tracer [37]. Against this background, ['!C]N-
desmethyl-loperamide has been specifically designed as a metabolically-stable PET tracer
to study P-gp function at the human BBB [39]. However, this PET probe shows extensive
peripheral metabolism and brain uptake of radiolabeled metabolites in mice [40]. Moreover,
the very low baseline brain uptake of [''C]N-desmethyl-loperamide does not allow for
detection of an induction of P-gp at the BBB. Moreover, ['!C]N-desmethyl-loperamide
may lack the sensitivity to detect moderate changes in P-gp function compared with
other radioligands [14]. Altogether, our preclinical results support the applicability of
[''C]metoclopramide as a PET probe in situations in which concomitant therapy with
CYP inducers cannot be avoided. The impact of CYP induction on the metabolism of
newly proposed '®F-labeled PET probes such as ['®F]MC225 has not been reported to our
knowledge [41].

Data regarding the impact of concomitant drugs on the peripheral metabolism of
[''C]metoclopramide have been reported. In rats, co-injection of a pharmacological dose
of metoclopramide (3 mg/kg, i.v) with ['!C]metoclopramide was shown to increase the
parent fraction of [”C]metocloprarnide in plasma [12]. This non-linearity in radiotracer
metabolism was attributed to a saturable uptake transport of ['!CJmetoclopramide by
the liver, probably mediated by organic cation transporters (OCT1/2) in rodents [26,42].
However, non-linearity was not observed in humans in whom co-injection of unlabeled
metoclopramide (10 mg, i.v) did not impact the plasma kinetics of [“C]metoclopramide [15].
Compared with rodents (fraction of parent ['!CJmetoclopramide ~10% at 30 min) [12,26], or
non-human primates (parent [ IC]metoclopramide was barely detectable after 30 min) [43],
a microdose of [''C]metoclopramide is considerably less metabolized in humans (fraction
of parent ['!C]metoclopramide ~60% at 30 min) [13]. This suggests significant species dif-
ferences in the metabolism of ['!C]metoclopramide. Consistently, the rat ortholog of human
CYP2D6 comprises six CYP2D isozymes: (CYP2D15 and CYP2D18) and notable differences
have been reported in the enzymatic activity between the rat and the human isoforms [44].
The negligible impact of CBZ on the peripheral metabolism of [''C]metoclopramide sug-
gests that inducible enzymes such as CYP3A are poorly involved in the metabolism of meto-
clopramide in rats. In humans, the impact of genetic polymorphism of the CYP2D6 gene
on the plasma kinetics of [“C]metoclopramide remains to be investigated [45]. However,
in humans, it is possible to perform arterial blood sampling during brain PET acquisition
and estimate P-gp function using pharmacokinetic modeling which takes into account any
change in the peripheral metabolism of ['!CJmetoclopramide [13].

We next investigated the impact of CYP inhibition on the plasma and brain kinetics of
[11C]metoc]0pramide. There is no validated broad spectrum CYP inhibitor among AEDs
that can precipitate DDI in rats. Therefore, we selected RIT, which is a potent and well-
characterized CYP inhibitor, including CYP3A and CYP2D6 [46]. The selected dose and
administration scheme of RIT was shown to inhibit the metabolism of a CYP3A substrate in
rats [24,25]. RIT did not impact the plasma clearance of parent ['!CJmetoclopramide, sug-
gesting a limited vulnerability of [!!C]metoclopramide to CYP inhibition-mediated DDIs.
However, RIT increased the brain exposure and BBB penetration of ['!C]metoclopramide
compared with baseline or CBZ-treated rats (Figures 2 and 5). RIT is a potent P-gp in-
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hibitor in vitro [47] and at the intestinal level [46]. We first hypothesized that RIT may
inhibit P-gp function at the BBB, thus increasing the brain penetration and exposure to
[11C]met0clopramide. However, compared with the baseline or the CBZ group, RIT also
notably increased the PET signal in tissues surrounding the brain, suggesting a global
increase in the tissue distribution of [!!C]metoclopramide. Moreover, enhanced diffusion
of parent (unmetabolized) ['!C]metoclopramide to tissues may decrease the proportion of
unchanged [!!C]metoclopramide in the circulation, assuming a limited and constant tissue
distribution of radiometabolites. This is consistent with the lower percentage of parent
[”C]metoclopramide in plasma observed at 5 min in the RIT group. However, an increase
in the distribution of [“C]metoclopramide in other tissues than the brain was not observed
using the potent P-gp inhibitor tariquidar, which specifically increased the brain uptake
of [11C]met0clopramide, with a limited impact on surrounding tissues [12,14]. Further
experiments, therefore, are needed to untangle the mechanisms involved in the increased
brain uptake of [!C]metoclopramide precipitated by RIT or to validate RIT as an inhibitor
of P-gp at the BBB.

5. Conclusions

The present study shows that CYP induction with CBZ as well as CYP inhibition
with RIT have a negligible impact on the plasma kinetics of ['!CJmetoclopramide in rats.
This supports the use of ['!C]metoclopramide as a PET probe for P-gp function at the BBB
in situations in which concomitant drug treatment cannot be avoided. CBZ did also not
impact the brain kinetics and BBB penetration of ['!C]metoclopramide, thus confirming
that estimation of P-gp function at the BBB is not biased by this model CYP inducer.
RIT increased the brain exposure to ['!C]metoclopramide, thus apparently behaving as
an inhibitor of P-gp at the BBB. Further experiments using complementary approaches,
however, are needed to confirm this mechanism.
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8.3.3 Données complémentaires

8.3.3.1 Fonctions d’entrée artérielles du protocole EPIFLUX

Les données obtenues chez le rat suggerent un impact minime de I'induction enzymatique, par
la carbamazépine, sur les cinétiques périphérique et cérébrale du ['"Clmétoclopramide. Ces
données précliniques ont notamment encouragé |'utilisation du [''Clmétoclopramide dans le
protocole EPIFLUX, chez des patients encore souvent traités par des modulateurs des CYP.
Cependant, les voies métaboliques du métoclopramide chez le rat et chez 'Homme peuvent
étre différentes. Depuis, les résultats préliminaires du protocole EPIFLUX ont permis de
comparer le métabolisme du [''Clmétoclopramide a partir de prélévements artériels réalisés
chez les volontaires sains et les patients épileptiques pris en charge a Vienne. Il faut toutefois

noter qu'il a été choisi de ne pas réaliser de prélevement artériel sur le site d'Orsay.

La Figure 28 A présente les courbes temps/activité de l'ensemble des patients et des
volontaires sains chez lesquels des prélevements artériels ont été effectués. Les premiers
résultats semblent indiquer que des cinétiques du radiotraceur inchangé sont tres similaires
entre les deux groupes. On remarque aussi que la proportion de [''C]métoclopramide inchangé
au cours du temps chez les patients est semblable a celle des volontaires sains (Figure 28 B).
Ces résultats suggerent un faible impact des cotraitements sur le métabolisme périphérique
du [""Clmétoclopramide ce qui conforte les données obtenues chez le rat. Ces résultats
s'expliquent notamment par le fait que le métoclopramide est principalement métabolisé par
le CYP2D6 (Livezey et al. 2014), une enzyme particulierement peu sensible a I'induction
enzymatique (Hellum et al. 2007). Cette caracteristique est particulierement intéressante car les
voies de régulation de la P-gp, qui peuvent étre étudiées grace a l'imagerie TEP au
[""Clmétoclopramide, sont souvent similaires a celles impliquée dans la régulation des CYP, et

en particulier du CYP3A4 (Hakkola et al. 2020).
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Figure 28 : Cinétique plasmatique et métabolisme du [''Cimétoclopramide chez les patients et
les volontaires sains de l'étude EPIFLUX

En A, les courbes temps-activité du [''CJmétoclopramide inchangé dans le plasma des volontaires
sains et des patients du protocole EPIFLUX sont représentées en échelle logarithmique entre 0 et
60 minutes. En B, la moyenne du pourcentage de [''Cimétoclopramide dans le plasma est
représentée pour chaque groupe.

Ces premiers résultats cliniques sont en accord avec les résultats précliniques de I'Article 3
(Breuil, Ziani, et al. 2022) qui n'ont pas retrouvé d'impact de la carbamazépine sur le
métabolisme périphérique du ["'C]Jmétoclopramide. Néanmoins, tous les sujets atteints
d'épilepsie ne sont pas traités par des inducteurs enzymatiques et il sera tout de méme
intéressant de réaliser une analyse spécifique des sous-groupes de patients traités par des

inducteurs ou inhibiteur de CYP connus.
8.3.4 Conclusions et perspectives

Les résultats obtenus dans larticle 3 (Breuil, Ziani, et al. 2022), ainsi que les données
préliminaires obtenues chez les patients de I'étude EPIFLUX, sont prometteurs pour une
utilisation en clinique chez les patients atteints d'EPR. En effet, il n'a pas été retrouvé d'influence
de la carbamazépine sur la cinétique cérébrale du [''C]lmétoclopramide chez le rat. La
carbamazépine est un des traitements antiépileptiques les plus largement prescrit et un
puissant inducteur des CYPs. Ces résultats semblent se confirmer sur I'étude du métabolisme
périphérique du ["Clmétoclopramide chez les patients et les volontaires sains de I'étude
EPIFLUX. Il faut toutefois noter que le métabolisme du ['"C]métoclopramide est nettement plus
important chez le rat que chez I'Homme, ce qui rend difficile la quantification d'une induction
du meétabolisme du radiotraceur et donc une diminution du pourcentage de radiotraceur

inchangé dans le plasma, méme a 5 minutes apres l'injection du radiotraceur.
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En ce qui concerne le ritonavir, I'inhibiteur enzymatique choisi dans I'étude de I'Article 3,
aucune modification du métabolisme périphérique du [''C]métoclopramide n'a été observée.
Néanmoins, la visible augmentation du signal cérébral suggere que le ritonavir agit comme un
inhibiteur de la P-gp au niveau de la BHE. Cette hypothese pourrait étre vérifiée par une étude
in vitro de transport bidirectionnel sur des cellules surexprimant la P-gp du rat. Cependant, cela
n'a pas été l'objectif de cette étude qui s'est concentré sur le métabolisme périphérique du
radiotraceur et son impact au niveau cérébral. En revanche, les patients de I'étude EPIFLUX
peuvent étre traités avec des médicaments inhibiteurs de la P-gp, et cette information devra
étre prise en compte lors de Il'analyse des cinétiques cérébrales du radiotraceur et de la

comparaison des parameétres pharmacocinétiques entre les groupes de I'étude.

Le [""C]vérapamil a été identifié comme étant particuliérement sensible aux co-traitements
utilisés dans le traitement de I'épilepsie, ce qui peut entrainer une modification de sa cinétique
périphérique (Abrahim et al. 2008). Cette influence doit étre prise en compte dans la
conception d'une étude clinique, car elle peut avoir des répercussions sur la cinétique cérébrale
du radiotraceur. Cependant, cela ne semble pas étre le cas pour le [''C]Jmétoclopramide, méme
si des analyses plus approfondies sont nécessaires, conférant un avantage a ce dernier en ce

qui concerne la quantification de la fonction de la P-gp au niveau de la BHE chez I'Homme.

Ces données précliniques ont également ouvert la voie pour envisager une fonction d'entrée
dérivée de I'image (image-derived input function, IDIF) qui s'est avérée étre fortement corrélée
a la fonction d'entrée artérielle (arterial input function, AIF) prélevée chez le rat. En effet, dans
une perspective translationnelle, il est souvent difficile de réaliser des préléevements artériels
pour I'ensemble des patients, bien que cela soit possible dans certaines conditions. Il est donc
nécessaire de valider une technique de quantification fiable, simple et qui permet de
s'affranchir de prélevements artériels invasifs. Si les traitements concomitants pris par les
patients épileptiques n'ont pas ou peu d'impact sur le métabolisme périphérique du
métoclopramide, il serait alors possible d'utiliser une courbe moyenne du métabolisme
périphérique du [''C]métoclopramide pour estimer la fonction d'entrée afin de modéliser la
neuropharmacocinétique du [''Clmétoclopramide au travers de la BHE chez tous les sujets, y

compris ceux chez ceux qui n‘ont pas été prélevés au niveau artériel.
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8.4

PARTIE lll : METHODE DE QUANTIFICATION DE L'ACTIVITE FONCTIONNELLE DE LA P-
GP PAR IMAGERIE TEP AU ['"C]METOCLOPRAMIDE CHEZ L'HOMME

8.4.1 Hypotheses et objectifs

L'imagerie TEP présente de nombreux avantages, notamment celui d'une acquisition
dynamique qui permet de suivre la cinétique du radiotraceur dans les différentes régions du
cerveau. Cette propriété est particulierement importante pour étudier des phénomeénes
cinétiques tel que le transport d'efflux par la P-gp au niveau de la BHE. La quantification de
parameétres biologiques a partir des données d'imagerie TEP reste un défi et constitue une

thématique de recherche a part entiere (Sadzot et al. 1994).

Pour I'imagerie fonctionnelle de la protéine P-gp, les modéles a un ou deux compartiments
tissulaires (1TCM, 2TCM), ainsi que le modele de Logan, sont souvent utilisés et comparés entre
eux. Des études utilisant le ["'Clvérapamil dans des protocoles cliniques ont montré que
I'augmentation du volume de distribution V7 était fortement corrélée a I'augmentation de la
constante d'influx K7 apres I'inhibition de la P-gp par le tariquidar (Wagner et al. 2009; M. Bauer
et al. 2015). Il a été montré que cette augmentation du K; était relativement moins importante
chez les patients atteints d'EPR (Feldmann M. et al. 2013). Afin d'éviter les problémes liés aux
radiométabolites cérébraux du ['"C]vérapamil a des temps plus tardifs, ces études ont estimé
le K7 en utilisant uniquement les dix premieres minutes des images TEP. Une étude menée sur
des volontaires sains avec le ["C]métoclopramide, modélisé a I'aide d'un modéle 1TCM, a
montré une augmentation significative du volume de distribution V7 aprés l'injection de
I'inhibiteur. Cette augmentation du Vr résulte d'une augmentation limitée de la constante
d'influx K7 (9%), mais surtout d'une diminution significative de la constante d'efflux k. (15%).
Chez les volontaires sains, I'utilisation du [''C]vérapamil n'a pas permis de mettre en évidence
une implication de la constante d'efflux suite a I'injection de la ciclosporine (Muzi et al. 2009).
Cependant, une étude utilisant la modélisation non-linéaire a effets mixtes a montré une
diminution du parametre Qo lié a I'efflux du radiotraceur vers la circulation sanguine (Mdllauer
et al. 2012). Cela pourrait étre expliqué par le fait que le vérapamil est un substrat avide de la
P-gp. En effet, son passage dans le cerveau est tres limité dans des conditions physiologiques
si bien que les modeles pharmacocinétiques conventionnels ne permettent pas de mettre en

évidence une implication de la constance d'efflux k> (Tournier et al. 2019). Il en est de méme
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pour le ['"CINdLop, dont I'exposition cérébrale, modélisée par le volume de distribution V7 avec
un modele 1TCM, est corrélée a I'augmentation du K; apres l'inhibition de la P-gp (Kreisl et al.
2010). De plus, contrairement au ['"C]vérapamil, les radiométabolites du ['"C]métoclopramide
ne traversent pas la BHE, ce qui constitue un avantage en termes de quantification par imagerie
TEP. Cependant, tous ces protocoles nécessitent I'utilisation d'une fonction d'entrée artérielle,
ce qui implique un cathétérisme et des prélevements répétés de sang artériel pendant
I'acquisition des images. Dans le cadre d'une utilisation clinique chez des patients, il est
difficilement envisageable de réaliser ce type de préléevements. Il est donc nécessaire de
développer une méthode alternative qui ne nécessite pas de fonction d'entrée artérielle pour

quantifier I'activité de la P-gp par imagerie TEP chez les patients.

Nous avons choisi de développer une méthode simplifiée, mettant a profit les caractéristiques
cinétiques particuliéres du ["Clmétoclopramide, et ne nécessitant pas de prélévements
sanguins. Cette méthode est fondée sur le calcul de la pente d'élimination du radiotraceur du
compartiment cérébral Keprain. En plus de sa mise en ceuvre simple, cette méthode permet de
générer des cartes paramétrique Kebrain, qui permettent de visualiser plus intuitivement I'activité
d'efflux au niveau cérébral. En effet, le parametre de référence, le V', augmente lorsque que la
P-gp diminue. Cette méthode simplifiee a éte utilisée et validee sur 3 especes différentes, les
rats, les PNH et 'Homme, avec et sans inhibition pharmacologique de la P-gp. Ce travail est
actuellement en révision auprées du journal Molecular imaging and Biology (facteur d'impact =

3.5). L'article soumis est en libre acces sur la base Research Square.
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Abstract
Purpose

PET imaging using ['C]metoclopramide revealed the importance of P-glycoprotein (P-gp, ABCB1) in
mediating the brain-to-blood efflux of substrates across the blood-brain barrier (BBB). In this work, the
elimination rate constant from the brain (kg r4in), calculated from dynamic PET images without the need
for arterial blood sampling, was evaluated as an outcome parameter for the interpretation of
['"Clmetoclopramide PET data.

Procedures:

K g prain Parameter was obtained by linear regression of log-transformed brain time-activity curves (TACs).
ke prain Values (h™1) obtained under baseline conditions were compared with values obtained after
complete P-gp inhibition using tariquidar in rats (n = 4) and baboons (n = 4) or after partial inhibition
using cyclosporine A in humans (n = 10). In baboons, the sensitivity of kg4, to measure complete P-gp
inhibition was compared with outcome parameters derived from kinetic modeling using a 1-tissue
compartment model (1-TCM). Finally, kg psi,-maps were generated in each species using PMOD software.

Results

The The linear part of the log-transformed brain TACs occurred from 10—30 min after radiotracer injection
in rats, from 15-60 min in baboons and from 20-60 min in humans. P-gp inhibition significantly
decreased g pain values by 39+ 12% in rats (p < 0.01), by 32+ 6% in baboons (p < 0.001) and by 37 + 22%
in humans (p <0.001). In baboons, P-gp inhibition consistently decreased the brain-to-plasma efflux rate
constant k;, (36 + 9%, p<0.01) leading to an increase in the total brain volume of distribution (V4, 101 +
12%, p<0.001). In all studied species, brain kg ,,j;-maps displayed decreased P-gp-mediated efflux
across the BBB.

Conclusions

K £ prain Of ['1Clmetoclopramide provides a simple outcome parameter to describe P-gp function in the
living brain when arterial input function data are unavailable, although less sensitive than V4. kg pyain-
maps represent easy to compute parametric images reflecting the effect of P-gp on ['Clmetoclopramide
elimination from the brain.

Introduction
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P-glycoprotein (P-gp, ABCB1) is the most studied efflux transporter expressed at the blood-brain barrier
(BBB) [1]. Positron Emission Tomography (PET) imaging using radiolabeled substrates of P-gp provides a
unique method to investigate P-gp function in the living brain, in animals and humans [2]. This enabled
the validation of pharmacological inhibitors of P-gp function at the BBB, including cyclosporine A and
tariquidar [3]. Moreover, PET imaging demonstrated impaired P-gp function at the BBB in several CNS
diseases, such as Alzheimer's disease [4, 5].

Outcome parameters to describe P-gp function at the BBB from PET data depend on the pharmacokinetic
properties of the investigated probe substrates [6]. The total volume of distribution (V4), which
corresponds to the brain/plasma concentration ratio at steady state, is the gold-standard parameter to
describe how P-gp restricts the brain distribution of its substrates [7]. Brain V4 increases as P-gp function
decreases, which has been reported for the clinically validated P-gp probes racemic ['Cl]verapamil [8], (R)-
['"Clverapamil [9], ['' C]A-desmethyl-loperamide [10] and [''C]metoclopramide [11].

['"C]Metoclopramide has been specifically designed to detect an induction of P-gp function at the BBB
and displays substantial baseline brain uptake when P-gp is normally expressed [12, 13]. Moreover, the
BBB penetration of radiolabeled metabolite(s) is negligible, so that the brain PET signal is predominantly
composed of parent (unmetabolized) [''C]metoclopramide [13]. This enables the correct estimation of
both the plasma-to-brain influx rate constant (K;) and the brain-to-plasma efflux rate constant (k) of
parent [ C]metoclopramide using kinetic modeling with a 1-tissue compartment model (1-TCM) (Fig. 1)
[14]. This highlighted the prime importance of P-gp-mediated brain-to-plasma efflux (k) in limiting
[""Clmetoclopramide brain exposure [11, 13, 15]. Taking advantage of these properties, the elimination
rate constant of [''Clmetoclopramide from the brain (Keprain), which can be directly calculated from
dynamic PET images without the need of an arterial blood input function (Fig. 1), has been proposed as a
parameter to describe P-gp efflux at the BBB in situations of either impaired or induced P-gp function [11,
12,15].

Parametric maps are useful to represent and visually compare P-gp function in various
pathophysiological situations [4, 5]. Parametric maps are also useful for investigating regional changes
in P-gp function using voxel-wise statistical mapping. However, the computation of parametric maps
describing V4, K; or k, requires arterial input function data. In this context, it may be hypothesized that

Ke prain-maps of [""Clmetoclopramide may provide a simplified method to display brain P-gp function at
the voxel level. The feasibility and relevance of [''Clmetoclopramide A p,,i;-maps was evaluated in rats,
nonhuman primates and humans.

Material and methods

Data sets
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['"C]Metoclopramide PET data used in this analysis, obtained in different species and in different
conditions, have been previously reported [11, 15-17]. Details on image acquisition and data analysis to
generate time activity curves (TACs) in the brain are described in the corresponding articles. Experimental
conditions used to validate kg4, are briefly described below.

Ethical approval

All procedures performed in studies involving human participants were in accordance with the ethical
standards of the institutional and/or national research committee and with the 1964 Helsinki Declaration
and its later amendments or comparable ethical standards. Informed consent was obtained from all
individual participants included in the study, as previously described [11]. All applicable institutional
and/or national guidelines for the care and use of animals were followed.

PET data in rats

['"C]Metoclopramide PET images were obtained in rats over 30 min in baseline conditions (n=4) and after
inhibition of P-gp function with tariquidar (n=4). Tariquidar (8 mg/kg) was i.v. injected 15 min before i.v
injection of [''C]metoclopramide [17]. Carbamazepine or ritonavir were used to induce or inhibit
cytochrome P450 (CYP) activity, respectively. Carbamazepine suspension (45 mg/kg) was administered
orally twice daily for 7 days before the PET imaging (n=4). Animals of the ritonavir group (n=4) received a
single oral dose of 20 mg/kg of ritonavir, 3h before [''C]metoclopramide PET imaging [16]. PET data
analysis was performed using PMOD software (version 3.9; PMOD Technologies, Zrich, Switzerland). A
region of interest (ROI) was drawn over the whole-brain to generate time-activity curves (TACs). Brain
radioactivity was corrected for ''C-decay, injected dose and animal weight and expressed as the
standardized uptake value (SUV).

PET data in baboons

['"C]Metoclopramide PET data were obtained in 4 different nonhuman primates (baboons) [15]. Each
animal underwent [''Clmetoclopramide PET imaging at baseline and during P-gp inhibition, achieved by
tariquidar infusion (4 mg/kg/h). Tariquidar infusion started at 1 h before radiotracer injection and was
continued during the entire PET acquisition (60 min). PET images were generated and reconstructed as
previously described. The PET data were analyzed using PMOD software. PET images were coregistered
onto corresponding MR images for each baboon. A ROl was drawn over the whole-brain on coregistered
dynamic PET images to generate corresponding TACs (SUV vstime). Kinetic modeling was performed
using the 1-TCM with the corresponding arterial plasma input function of parent [''Clmetoclopramide to
estimate the total volume of distribution (V4; mL.cm?) as well as the plasma-to-brain influx rate constant

(Ky; mL.cm™3.min”") and the brain-to-plasma efflux rate constant (ky; min™, Fig. 1) [15].

PET data in humans
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Ten healthy male subjects underwent two consecutive [''Clmetoclopramide PET scans without and with
P-gp inhibition using cyclosporine A infusion (CsA, 2.5 mg/kg/h), starting 1 h before injection of
[""Clmetoclopramide and continued for the duration of the PET scan. Individual T1-weighted MR images
were segmented with SPM12 (Statistical Parametric Mapping, Wellcome Trust Centre for Neuroimaging)
to define gray and white matter. As previously described, the adult brain maximum probability map
(“Hammersmith atlas”; n30r83) was used to extract a whole-brain gray matter ROl to generate TACs[11].

Data and statistical analysis

ke prain Calculation and statistical analysis were performed using GraphPad Prism software (version 9.1.2,
GraphPad, La Jolla, CA, USA). kg i represents the slope of the linear part of the log-transformed brain
TACs and is obtained by linear regression analysis. The linear part occurred from 10-30 min after
radiotracer injection in rats (scan duration: 30 min), from 15-60 min in baboons (scan duration: 60 min)
and from 20-60 min in humans (scan duration: 60 min). kg4, Was expressed in units of h7 rather than

min™ to limit the number of decimals.

The level of statistical significance was set to p<0.05. An unpaired Student’s ttest was used to compare
the mean values of kgp,,in between baseline and P-gp inhibition conditions for rats. The values were
considered independent of each other; the normal distribution of the values was verified by the Shapiro-
Wilk test and homoscedasticity by an F-test. In addition, a one-way ANOVA with a Dunett’s posthoc test
was applied to the rat data to compare baseline g i, With kg pain measured in situations of CYP
inhibition or induction. Outcome parameters obtained from the same experiment in the same individual
(baboons and humans) were compared using a paired Student's ttest. The Shapiro-Wilk test was used to
verify the normal distribution of the values.

Construction of kg p,in-maps

ke prain-maps were constructed using modules of the PMOD software. First, all images were converted into
SUV images in the Pview module. Masks were used to delineate the whole-brain ROl using the isocontour
tool in Pview. ROls were applied to the dynamic coregistered SUV PET images to set the outside voxels to
0 and keep only the dynamic SUV PET image of the whole-brain. These images were opened in the
PXMOD module and the regression model was selected. In the input data setting section, the appropriate
frames were selected corresponding to the linear part of the TACs, and the logarithm preprocessing tool
was applied. In the model calculation tool, the slope pixel-wise calculation was selected and the
parametric slope images were built. A scale of —1 multiplication was applied to obtain positive contrast.

Results

Representative TACs for each species are represented in Figure 2. The logarithmic representation of the
SUV values enabled determination of the linear part for kg, calculation in rats, baboons and humans
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(Fig. 2). In all three species, kg p,4in, Was significantly lower when P-gp was pharmacologically inhibited as
compared with the baseline condition (p<0.01).

In rats, Ag prain Values were similar in carbamazepine-treated and untreated rats (p>0.05), whereas ritonavir
significantly decreased kg pain (p<0.001, Fig. 3A).

In baboons, kgprain Was 3.320.6-fold less sensitive than V4 in terms of response to maximal P-gp
inhibition (p<0.01) while K; and k, showed comparable sensitivity to kgp4in (Fig. 3B).

Ke prain-maps were generated for each species (Fig. 4). kgp,;ain-maps enabled direct visualization of the
impact of P-gp inhibition on efflux transport function (Fig. 4).

Discussion

We here propose a simplified method for quantification and graphical representation of P-gp function at
the BBB derived from dynamic [''C]metoclopramide PET data. This quantification method is inspired by
the Nuclear Medicine practice to interpret dynamic scintigraphy data obtained with [**™Tc]Tc-sestamibi,
another P-gp substrate, to predict tumoral multidrug-resistance [18]. Compared with brain V4, which is the
gold-standard parameter to measure P-gp function, kg i, is calculated from dynamic brain PET data
only and does not require an arterial input function, which can be challenging to obtain in small animals
and patients.

[""C]Metoclopramide shows rapid and substantial initial uptake in the brain, while being rapidly
metabolized and cleared from plasma [11, 13, 15]. Therefore, the later part of the brain PET signal, which
primarily consists of unmetabolized ['C]metoclopramide, enables reliable calculation of K brain-
Importantly, such a quantification method cannot be used for other radiolabeled P-gp substrates which
do not benefit from such pharmacokinetic properties.

In rats, baboons and humans, kg ., Was shown to display adequate senstivity to measure the impact of
pharmacological P-gp inhibition at the BBB. kg4, Was previously shown to be also sensitive to detect a
pharmacological induction of P-gp function at the mouse BBB [12]. The limited impact of CYP induction
by carbamazepine on kg, ., Suggests that kg p,,i, may be used as an outcome parameter in patients with
drug-resistant epilepsy, who are often treated with CYP-inducing drugs [19]. The significant decrease

in kg prain IN ritonavir-treated rats supports previous data suggesting that ritonavir may inhibit P-gp
function at the BBB [16]. In baboons, almost maximal inhibition of P-gp could be achieved, which was not
possible in humans in the absence of a clinical-grade formulation of tariquidar [15]. Our results show
that kg prain is less sensitive than Vi to detect maximal P-gp inhibition at the BBB. Maximal change

in kg prain after P-gp inhibition was similar to the changes in k, and K;, the latter being associated with
higher variability. It should, however, be noted that the sensitivity of kg4, to detect partial P-gp inhibition
has not been determined in baboons. In humans, kg i, Was more sensitive than V4 to detect partial P-gp
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inhibition by cyclosporine A [11]. Moreover, the sensitivity of kg y,.i, versus Vs to detect induction of P-gp
function at the BBB remains to be determined.

Finally, we show that kgp,,j-maps can be easily computed as parametric images to display P-gp-
mediated efflux at the BBB. However, calculation of kg ,in-maps is associated with some noise and an
apparent loss in spatial resolution. kgp,4,-maps are therefore probably not suited for regional analysis in
small animals. However, in baboon or humans, kg p,.in-maps seem relevant with respect to the brain size
and the spatial resolution of clinical PET scanners. kg, 4i,-maps may be particularly suited to detect focal
induction of P-gp at the BBB in epilepsy patients using visual assessment or voxel-wise analysis [19].
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In A, the one tissue compartment model (1-TCM), used to describe [''C]metoclopramide distribution
across the BBB, is shown. In B, the central compartment model (CCM) used to determine the elimination
rate constant from the brain (Kgpain) is shown. Cpjasma and Cppai represent plasma and brain

concentraitons of parent [''C]metoclopramide, K, is the plasma-to-brain influx rate constant, k, is the

brain-to-plasma efflux rate constant and V- is the total volume of distribution.
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Figure 2

Mean time-activity curves [''Clmetoclopramide in the brain obtained under baseline and P-gp inhibited
conditions using either linear (black) or logarithmic (red) scales for rats (A), baboons (B) and humans (C).
Ke prain Values obtained under baseline and P-gp inhibited conditions (tariquidar or cyclosporine A) are
shown in D for rats (n=4), E for baboons (n=4), and F for humans (n=10). Data are given as mean+SD.
***p<0.001, **p<0.01, unpaired or paired Student'’s t-test
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In A, Ke prain Values are shown for untreated (baseline) and tariquidar-, carbamazepine- and ritonavir-
treated rat groups. In B, the percentage change of modeling-derived parameters (V1, K4, k,) after P-gp
inhibition relative to baseline scans is compared with kg ,.,i, in baboons. ns, not significant, ****p<0.0001,
**p<0.01, one-way ANOVA with a Dunett's posthoc test
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Figure 4

Representative Kgp,,j-maps under baseline and P-gp inhibited conditions for rats (A), baboons (B), and

humans (C).
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8.4.3 Données complémentaires

8.4.3.1 Evaluation du muscle temporal comme région de référence

Dans un premier temps, il a été envisagé d'utiliser une région extra-cérébrale, le muscle tem-
poral, comme région de référence pour estimer la fonction de la P-gp au niveau de la BHE.
Cette approche se base sur une étude menée par Y. Cui et al. en 2019, qui ont introduit la
notion de coefficient de partition entre le cerveau et le muscle (Kp brain/muscie). Dans cette étude,
les chercheurs ont montré que les fractions liée et libres, c'est-a-dire la fixation non-spécifiques
de 64 composés différents, sont treés similaires dans le muscle et le cerveau. En faisant I'hypo-
these que le transport d'efflux n'existe pas au niveau de l'interface sang/muscle, ces chercheurs
ont proposé d'utiliser le rapport cerveau/muscle comme alternative au rapport cerveau/plasma
(Cui et al. 2019). Selon cette hypothese, la fixation dans le muscle correspondrait a la fixation
totale dans le cerveau en |'absence de BHE fonctionnelle, ce qui permettrait d'estimer le trans-

port par la P-gp.

Certains muscles de la téte sont dans le champ de vue des TEP cérébrales. En partant des
mémes hypothéses et en adaptant cette méthode a I'imagerie TEP au [''C]Jmétoclopramide, le
coefficient de partition entre le cerveau et le muscle temporal, AUCcerveau/muscle @ €té calculé sur
des images obtenues chez I'Homme avant et aprés inhibition de la P-gp par la ciclosporine.
AUCcerveau/muscle COrrespondant au rapport des aires sous la courbe des courbes temps/activité
entre le cerveau (matiere grise uniquement) et le muscle temporal. Les AUCcerveau/muscle €t
comparés a l'aide d'un test de Student sur données appariées (p<0.05). Les analyses ont été
évaluées sur un échantillon de quatre patients. Contrairement aux PNH, chez qui les muscles
temporaux sont clairement visibles sur les images TEP, la localisation et le détourage des
muscles temporaux chez 'Homme a nécessité l'utilisation de I'IRM. Aussi, le dessin de toutes

les régions d'intérét dans le muscle a été réalisé manuellement.

Les résultats n'ont pas montré de différence significative entre les AUCcerveau/muscle avant et apres
inhibition de la P-gp par la ciclosporine (Figure 29). En revanche, une différence notable a été
constatée pour les AUCcerveauplasma chez les mémes individus. Il en a été conclu que les
AUCcerveau/musce N€ permettent pas d'estimer correctement la fonction de la P-gp au niveau de
la BHE. Il était donc nécessaire de rechercher un autre paramétre permettant d'évaluer la
fonction de la P-gp sans nécessiter des prélévements artériels. C'est pourquoi la méthode

utilisant le Keprain @ été développée dans I'Article 4.
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Figure 29 : Etude du muscle temporal comme région de référence chez 'lHomme
Les TAC cérébrales (A) et musculaires (B) sont représentées avant et apres inhibition de la P-gp
par la ciclosporine. En C, la comparaison des AUCaio est représentée. *** = p<0.001, ns = non
significatif.
8.4.3.2 Réalisation de cartes paramétriques de Keprain SUr les images du protocole EPIFLUX
Les premieres images de volontaires sains et de patients du protocole EPIFLUX nous ont permis
de tester cette approche pour modéliser et représenter la fonction de la P-gp au niveau de la

BHE chez les patients atteints d'EPR. La Figure 30 représente une carte paramétrique Keprain

(Kebrain-maps) pour un volontaire sain et un patient atteint d'épilepsie de I'étude EPIFLUX.
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Figure 30 : Keprain-maps chez deux sujets de ['étude EPIFLUX.
En A un volontaire sain et en B un patient épileptique.

Visuellement il n‘est pas possible de distinguer ces deux Kgbrin-maps. Cependant, cette
approche paramétrique devra étre appliquée a I'ensemble des volontaires sains pour pouvoir
étudier les spécificités des cartes paramétriques obtenues chez chaque patient ou chaque
groupe de patients. De plus, ces cartes paramétriques pourront étre utilisées pour réaliser une
comparaison voxel-a-voxel grace a un logiciel dédié (SPM, statistical parametric mapping), ce
qui n'est pas possible avec les images dynamiques. Cela devrait permettre, avec plus de
précision que I'analyse visuelle, d'identifier et de localiser des régions avec une activité de la P-

gp induite ou diminuée par rapport a la base de volontaires sains.
8.4.4 Conclusions et perspectives

Le travail préliminaire au traitement des données du protocole clinique EPIFLUX a permis de
définir et d'évaluer un nouveau parametre, nommé Kerain, pour estimer l'activité de la P-gp au
niveau de la BHE sans nécessiter de cathétérisme artériel. Ce parametre et cette méthode tirent
avantage des caractéristiques pharmacocinétiques spécifiques du [''C]métoclopramide. Il s'agit
de surcroit d'une méthode de quantification qui ne nécessite pas de définir une fonction d'en-
trée artérielle dérivée de I'image (IDIF). Ainsi, cette méthode est plus proche de la pratique

clinique en médecine nucléaire.

En effet, la réalisation d'une IDIF présente certaines difficultés, notamment la segmentation de

I'artere carotide pour extrapoler la cinétique artérielle du radiotraceur au niveau de cette artere.
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De plus, 'artere carotide étant un gros vaisseau soumis a une pression artérielle, elle se dé-
forme au fil de I'acquisition des données d'imagerie, ce qui en complique la délimitation. Pour
limiter cet effet dynamique, une approche consiste a sélectionner la partie située entre les
structures osseuses des pyramides pétreuses, en utilisant des techniques avancées de correc-
tion de mouvement et de volume partiel (Traub-Weidinger et al. 2020). Cette technique sera
aussi testée sur les sujets participant au protocole EPIFLUX et validée sur certains sujets sains
et patients chez qui des prélevements artériels ont été réalisés. En parallele, le parametre Ke prain
sera utilisé chez des patients et des cartes paramétriques appelées Keprain-maps seront géné-

rées pour chaque sujet.

L'utilisation du parametre Keprin présente néanmoins certaines limites. Tout d'abord, son utili-
sation est limitée au radiotraceur ["'CJmétoclopramide. Aussi, sa sensibilité aux variations d'ac-
tivité de la P-gp semble moins importante que le parametre de référence, le Vr. Enfin, malgré
la faible sensibilité du [''Clmétoclopramide a I'induction et a l'inhibition enzymatique observée
jusqu’alors chez I'animal et chez les patients atteints d'EPR, on ne peut pas exclure la possibilité
d'une modification majeure de la cinétique périphérique du [''Clmétoclopramide chez certains
sujets. Les répercussions d'un tel changement sur |'estimation du Kgprin Ne sont pas connues.
Il serait judicieux de définir un parametre de contrdle, qui pourrait étre issu de prélevements

veineux plus accessibles, afin de définir et valider les conditions d'application du Keprain.

L'utilisation du muscle temporal comme région de normalisation n'a pas permis de mettre en
évidence une influence de la ciclosporine sur le passage cérébral du ['"Clmétoclopramide. En
revanche, cette méthode avait pu étre testée et validée chez le PNH avec le [''Clerlotinib, un
substrat de la P-gp et de la BCRP (Tournier et al. 2017). Cependant, avec ce radiotraceur, l'in-
tensité maximale du signal mesuré au niveau cérébral apres inhibition de la P-gp, correspond
au signal musculaire. Pour le [''C]métoclopramide, le signal cérébral est supérieur au signal

musculaire lorsque la P-gp est inhibée au niveau de la BHE humaine.

Une autre difficulté devra étre anticipée pour la quantification de la fonction de la P-gp par
imagerie TEP au ["'C]Jmétoclopramide au niveau de la BHE chez des patients atteints d'EPR. En

effet le ["'C]Jmétoclopramide se fixe substantiellement dans les plexus choroides. Ce signal
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pourrait introduire un biais dans la quantification de la radioactivité dans les régions adja-
centes. Cela pourrait notamment concerner I'hippocampe qui est une structure souvent at-

teinte dans les cas d'EPR.

D’autres approches ont été testées pour quantifier I'augmentation de la fonction de la P-gp au
niveau de la BHE dans le cadre de I'épilepsie. Par exemple, un article de Shin et al. utilise I'asy-
métrie de la fixation du ['"C]vérapamil en présence d'une inhibition partielle de la P-gp par la
ciclosporine chez des patients atteints d'EPR (Shin et al. 2016). Cette approche pourrait étre
réalisée pour les données du protocole EPIFLUX car nous disposons de données TEP et IRM
acquises de maniere simultanées. Néanmoins, cette approche semi-quantitative implique un a
priori sur la localisation des |ésions et ne permettrait pas de détecter une modulation globale

de la P-gp dans I'ensemble du cerveau.
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DISCUSSION GENERALE

L'imagerie moléculaire a pour objectif de permettre une visualisation voire une quantification
de processus biologiques qui ont lieu a I'échelle moléculaire ou cellulaire. L'imagerie TEP, de
par sa résolution spatiale de plusieurs millimetres, permet d'apprécier la globalité de ces pro-
cessus biologiques a I'échelle d'un tissu comme, par exemple, dans I'ensemble ou dans cer-
taines régions du cerveau. Cette technique nécessite le développement de radiopharmaceu-
tiques spécifiques qui permettent une meilleure compréhension des interactions moléculaires
impliquées dans certaines voies de signalisation ou métabolique. L'imagerie TEP utilisant des
molécules radiomarquées permet également d'étudier les parametres qui régissent la distribu-
tion de médicaments et xénobiotiques. C'est ce qu'on appelle I'imagerie pharmacocinétique
(Tournier et al. 2018). Cette approche innovante, qui nécessite un équipement et une expertise
rares, présente I'avantage considérable de permettre d'étudier la pharmacocinétique de médi-
caments au niveau d'organes cible ou vulnérables de maniere non-invasive, chez I'animal

comme chez I'Homme.

Les travaux pionniers, initiés par de nombreuses équipes pour I'étude de la P-gp au niveau de
la BHE, ont largement contribué au développement de I'imagerie pharmacocinétique (Mairin-
ger et al. 2011). En effet, en 2005, 'imagerie TEP au [''C]vérapamil avait permis de montrer,
pour la premiere fois chez 'Homme, I'importance de la P-gp sur le passage des médicaments
au travers de la BHE (Sasongko et al. 2005). Néanmoins, avec le recul scientifique dont nous
disposons aujourd’hui, I'utilisation du [''C]vérapamil comme substrat de la P-gp présente d'im-
portants inconvénients qui ne permettent pas d'apprécier la complexité du réle de la P-gp au
niveau de la BHE. Ces observations ont motivé le développement de radiotraceurs alternatifs
permettant d'étudier la fonction d'efflux au niveau de la BHE, I'imagerie TEP restant la tech-
nique de choix (Tournier et al. 2018). Les innovations en termes de développement de radio-
traceurs bénéficient en premier lieu des progres de la radiochimie qui permettent un acces a
une variété toujours plus grande de composés radiomarqués. C'est le cas pour la ['"C]Jdompé-
ridone, dont le radiomarquage a été possible que grace au développement d'une approche de
radiochimie innovante (Del Vecchio et al. 2018). En parallele, ces progres bénéficient de I'amé-
lioration des connaissances de la cible moléculaire et de son interaction avec les ligands phar-

macologiques. Pour cela des critéres pharmacologiques doivent étre établis afin de choisir la
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sonde « idéale » pour l'imagerie fonctionnelle d’'une cible biologique particuliere comme la P-
gp (Kannan et al. 2013). L'utilisation d'inhibiteurs de P-gp radiomarqués pour mesurer I'expres-
sion de la protéine au niveau de la BHE n'a pas abouti. En effet, les inhibiteurs radiomarqués
se sont révélés étre aussi des substrats le la P-gp a dose traceuse (faible dose) si bien que le
signal TEP cérébral dépendait plutot de I'activité d'efflux que de la densité de la P-gp au niveau
de la BHE (Wanek et al. 2013). De plus, nos travaux et ceux d'autres équipes suggérent que la
corrélation entre I'expression et I'activité de la P-gp au niveau de la BHE n’est pas linéaire (Kal-
vass et al. 2013). Ainsi, nos travaux suggerent que les radiotraceurs « avides », qui présentent
une réponse particulierement importante a I'inhibition maximale de la P-gp, ne permettent pas
nécessairement de gagner en sensibilité vis-a-vis de faible changement d'activité de la P-gp
(Breuil, Goutal, et al. 2022). Cette nouvelle donnée semble particulierement importante et cons-
titue un critére de choix déterminant pour le développement de nouvelle sonde des transpor-

teurs d'efflux comme la P-gp, quelles qu’en soient les applications précliniques ou cliniques.

Ce travail de these avait pour objectif initial de valider de choix de ['utilisation d'un nouveau
radiopharmaceutique, le ['"Clmétoclopramide, développé au sein du laboratoire BioMaps,
pour évaluer le transport d'efflux de la P-gp au niveau de la BHE comme un potentiel biomar-
queur de I'EPR. Des travaux préliminaires avaient déja montré les caractéristiques favorables
du ["'C]métoclopramide, notamment en termes de spécificité pour la P-gp et de pureté radio-
chimique du signal TEP cérébral (Pottier et al. 2016; Auvity et al. 2018; Tournier et al. 2019).
Cependant, a notre connaissance, seul le ['"Clvérapamil a fait 'objet d'étude dans le contexte
trés spécifique de I'EPR (Feldmann M. et al. 2013; Shin et al. 2016). Aussi, bien que le ['"C]NdLop
posséde des caractéristiques avantageuses par rapport au [''Clvérapamil, notamment en
termes de stabilité métabolique (Seneca et al. 2009), peu d'études cliniques utilisant ce radio-
pharmaceutique ont été réalisées. Le [''C]NdLop a uniquement été étudié chez des volontaires
sains, et jamais chez des patients atteints d'épilepsie (Kreisl et al. 2010). Aussi, on peut légiti-
mement se demander si les criteres établis (Kannan et al. 2009) sont suffisants pour déterminer

le choix d'un radiotraceur pour une utilisation clinique dans un contexte pathologique.

En plus des criteres définis par Kannan en 2009, d'autres criteres, plus généraux concernant les
sondes d'imagerie doivent étre pris en compte. Tout d'abord, le choix du radionucléide qui va
déterminer la technique d'imagerie utilisée et le type de radiochimie associée. Concernant les

sondes P-gp, le carbone-11 a été utilisé pour tous les radiotraceurs P-gp validés chez I'Homme
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(Sasongko et al. 2005; Kreisl et al. 2010; Tournier et al. 2019). En effet, le carbone-11 permet de
réaliser un marquage isotopique, en remplacant un atome de carbone stable de la molécule
(carbone-12) par son isotope radioactif émetteur de positons. De cette facon, les sondes P-gp
correspondent a des médicaments radiomarqués (pour le ['"C]vérapamil et le [''Clmétoclopra-
mide) ou a leur métabolite (pour le [''"CINdLop) dont la toxicité, la tolérance clinique et la phar-
macocinétique sont parfaitement connues. Aussi, d'un point de vue réglementaire, le fait que
les molécules radiomarquées soient des analogues de médicaments connus facilite grande-
ment leur utilisation chez I'Homme en tant que radiopharmaceutiques expérimentaux. En effet,
il n‘est pas nécessaire de produire de nouvelles données de toxicologie préclinique dans ce
contexte, ce qui réduit les colts et accélére le développement clinique de ces radiotraceurs
(Burt et al. 2020). L'immense majorité des principes actifs présentent un atome de carbone
dans leur structure. En théorie, et dans la limite de la faisabilité technique du radiomarquage,
le carbone-11 offre un potentiel de repositionnement de molécules thérapeutiques en radio-

pharmaceutique considérable.

L'utilisation de radionucléides émetteurs de rayonnements (rayonnement B*) permet la réali-
sation d'une acquisition tomographique TEP, et donc la quantification absolue de la radioacti-
vité volumique cérébrale (Tournier et al. 2018). Cette approche, combinée a la quantification
absolue de la fonction d'entrée, permet de réaliser une imagerie paramétrique quantitative
avec des performances qui, a ce jour, ne sont pas atteintes par d'autre modalités d'imagerie
medicales comme la tomographie d'émission mono-photonique (TEMP) ou I'lRM. Par ailleurs,
I'utilisation du carbone-11, du fait de sa courte période physique (20,4 minutes), constitue un
avantage dosimétrique et permet d'envisager de réaliser deux examens successifs chez un
méme sujet au cours d'une méme journée (Marie et al. 2022). Dans le cadre de I'imagerie de la
P-gp, il a ainsi été possible d'acquérir des données TEP avant et apres inhibition pharmacolo-
gique de la P-gp. Néanmoins, |'utilisation du carbone-11 est réservée a quelques centre experts
équipés d'un cyclotron, ce qui limite considérablement la dissémination de la technique, no-
tamment dans les services de médecine nucléaire conventionnels. De ce point de vue, le radio-
marquage au fluor-18, qui possede une période physique de 110 minutes, possede un avan-
tage pour les applications cliniques a plus large échelle. Il faut toutefois noter que le métoclo-
pramide ne possede pas de fluor dans sa structure et que I'introduction d'un fluor-18 aboutirait

a un derivé dont les propriétés et I'innocuité devraient étre démontrées. Ainsi, une approche
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séquentielle, utilisant dans un premier temps le radiomarquage au carbone-11 pour établir une
preuve de concept clinique, suivie dans un second temps du développement d'un radiotraceur
dérivé marqué au fluor-18, pourrait étre envisagée si la preuve de concept suscite un besoin

clinique.

Concernant spécifiquement I'imagerie de la P-gp dans le contexte de I'EPR, le ['"C]métoclopra-
mide posséde |'avantage, par rapport au [''C]vérapamil et au [''C]NdLop, de pouvoir détecter
une induction fonctionnelle de la P-gp au niveau de la BHE, ce qui a été démontrée chez la
souris (Zoufal et al. 2019). Le ["'C]métoclopramide est un substrat dit « faible » de la P-gp, qui
possede un passage cérébral substantiel en condition basale (Tournier et al. 2019). Cela permet
de détecter une diminution du signal cérébral associé a une augmentation fonctionnelle de la
P-gp au niveau de la BHE. Cependant, le ['"C]vérapamil avait pu mettre en évidence, de facon
indirecte, une induction fonctionnelle de la P-gp chez des patients atteints d'EPR, en montrant
une réponse atténuée a l'inhibition de la P-gp au niveau des foyers épileptogénes de patient
atteints d'EPR (Feldmann M. et al. 2013). Ce type de protocole a apporté la preuve de concept
concernant l'induction fonctionnelle de la P-gp dans I'EPR, mais reste difficilement réalisable
en recherche clinique. En effet, les formulations pharmaceutiques de tariquidar, utilisées pour
I'inhibition partielle de la P-gp, ne sont plus disponibles pour usage humain. L'utilisation d'un
inhibiteur alternatif et disponible, tel que la ciclosporine A, entraine un risque d'interaction
médicamenteuse car elle est susceptible de modifier le métabolisme du [''C]vérapamil ce qui
pourrait introduire un biais compte tenu de la forte prévalence de radiométabolites dans le
cerveau pour ce radiotraceur (Luurtsema et al. 2005). Néanmoins, la capacité du ['"C]métoclo-
pramide a détecter une induction fonctionnelle dans le contexte de I'EPR reste a étre démon-

trée, ce dernier point faisant I'objet du protocole EPIFLUX.

La premiere partie de ce travail de these a consisté a comparer les radiopharmaceutiques ac-
tuellement disponible comme sonde P-gp chez 'Homme au regard d'un nouveau critére : la
vulnérabilité a l'inhibition. Ce critére se définit comme la réponse, en termes de rehaussement
du signal, a une inhibition pharmacologique partielle de la P-gp. Nous pensons que ce critere,
qui peut étre facilement évalué in vitro et in vivo chez I'animal (Breuil, Marie, et al. 2022), traduit
la capacité des différents traceurs a générer du signal en présence d'un faible changement

d'activité de P-gp. En cela, ce critere résulte d'un compromis entre l'avidité du radiotraceur, et
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sa sensibilité intrinseque a l'inhibition. Notre étude a permis de montrer une vulnérabilité par-
ticulierement importante du [''Clmétoclopramide par rapport au [''Clvérapamil et au
[""CINdLop. Cette observation a permis de lever une inquiétude quant a la capacité du [''C]mé-
toclopramide, qualifié de « faible substrat », a détecter de fines modulations de I'activité de la
P-gp selon les criteres proposés par Kannan (Kannan et al. 2009). Cela a encouragé le dévelop-
pement clinique du ["'C]métoclopramide en vue de son utilisation chez les patients atteints

d'EPR.

Une des limites potentielles a I'utilisation d'analogues de principe actif pour I'étude de la P-gp
cérébrale concerne la possibilité d'une fixation spécifique du radiotraceur sur sa cible pharma-
cologique, ce qui pourrait introduire un biais dans I'étude de la P-gp. Il faut toutefois noter que
cette limite existe également pour de nouvelles molécules dont le profil des récepteurs n'a pas
été étudié (Pike 2009). Le métoclopramide est un antagoniste connu des récepteurs dopami-
nergique Dy, et il présente une affinité moindre pour les récepteurs sérotoninergiques 5-HTs
et 5-HT,4 (Sanger 2009). La cinétique cérébrale du [''C]Jmétoclopramide a été étudiée en pré-
sence d'une co-injection de métoclopramide non-radiomarqué a dose pharmacologique de 3
mg/kg chez le rat (Pottier et al. 2016), et de 10 mg chez I'Homme (M. Bauer et al. 2021), ce qui
n'a pas mis en évidence de réversibilité de la fixation cérébrale. On peut donc considérer que
la fixation cérébrale du [""C]métoclopramide est irréversible et non-spécifique. En cela, le
[""Clmétoclopramide se distingue du ["'C]raclopride, pourtant chimiquement proche, qui pré-
sente une affinité suffisante, avec une fixation non-spécifique probablement plus faible, et per-
met de réaliser une imagerie des récepteurs D; (lkoma et al. 2022). Les mécanismes impliqués
dans la fixation cérébrale du ['C]métoclopramide ne sont pas connus. Néanmoins, il ne semble
pas qu'elle soit due a une séquestration lysosomale irréversible, comme c'est le cas pour le
[""CINdLop (Kannan et al. 2011), car il est possible d'observer un efflux du cerveau vers le sang
qui est représenté par le k, ou le Keprain avec le [''C]métoclopramide (Tournier et al. 2019) (Ar-

ticle 4). Cette observation renforce la spécificité du [''Clmétoclopramide vis-a-vis de la P-gp.

Le parametre de potentiel de fixation (Binding Potential, BP), utilisé pour décrire l'interaction
d'un radioligand avec sa cible, correspond a la nomenclature d'étude des récepteurs (Pike
2009). Aussi, l'interaction du [''C]Jmétoclopramide avec la P-gp ne saurait étre décrite par les
mémes constantes d'affinité (Kp) ou de densité de la cible (Bmax) qu’un ligand de neurorécep-

teur. Dans le cas des radiotraceurs de la P-gp, il semble que le rehaussement du signal suite a
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une inhibition correspond a la capacité totale de transport (ER pour efflux ratio) et a la puis-
sance de l'inhibiteur vis-a-vis du substrat étudié (ICso). La pertinence d’'un parametre composite
(ER/ICs0) pour prédire la réponse a I'inhibition reste a étre évaluée pour I'étude de traceurs des
transporteurs en général. Il est possible que les parametres ER et ICson'influent pas de maniere
paralléle sur le rehaussement du signal. Par exemple, la ['"Cldompéridone souffre d'un ICso
particulierement élevé qui la rend particulierement peu vulnérable a l'inhibition par le tariqui-
dar. Ainsi, on peut faire I'hypothése d'une sensibilité médiocre de la [''ClJdompéridone a de
faibles changement d’activité de la P-gp, ce qui réduit considérablement son intérét pour de
prochaines études. Dans ce projet de thése, quatre radioligands différents ont été comparés
dans des conditions standardisées. Aussi, cette premiere étude n'a pas permis de montrer de
corrélation entre I'ER et la ICso (Figure 27). Cela nécessite une confirmation sur un plus grand
nombre de substrats afin de savoir s'il existe une corrélation inverse entre la vulnérabilité a
I'inhibition et la capacité de transport. D'un point de vue moléculaire, on peut toutefois faire
I'nypothese d'une affinité différente des substrats pour le site de transport de la P-gp, qui
pourrait influer sur la réversibilité de la fixation et conditionner la sensibilité a I'inhibition et/ou

la capacité de transport.

Le radiomarquage de la dompéridone au carbone-11 a été développé a l'instar du [''C]méto-
clopramide par I'équipe de radiochimie du laboratoire BioMaps. Les résultats ont été décevants
et n‘ont pas montré d'avantage de ce nouveau radiotraceur par rapport au [''C]Jmétoclopra-
mide pour l'imagerie de la P-gp. Néanmoins, d'un point de vue thérapeutique, les résultats ont
permis la comparaison des répercussions neuropharmacocinétiques de I'inhibition de la P-gp
au niveau de la BHE entre deux médicaments de la méme classe pharmacologique, puisque la
dompéridone et le métoclopramide sont tous les deux des antiémétiques. Ces travaux précli-
niques suggerent qu'il n'y a pas de lien direct entre le caractere avide d'un substrat de la P-gp
et I'augmentation du risque d'interaction médicamenteuse médiée par les inhibiteurs de la P-
gp. Néanmoins, le risque d'interaction médicamenteuse pourrait dépendre du couple subs-
trat/inhibiteur de la P-gp, et conditionner la vulnérabilité, I'intensité et les répercussions phar-
macologiques de l'interaction (Breuil, Goutal, et al. 2022). Toutefois, lors du développement

d'une nouvelle molécule candidat médicament, il n'est pas envisageable de tester toutes les
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combinaisons substrat/inhibiteur possibles. On pourrait cependant imaginer un panel de subs-
trats de sensibilité différentes pour apprécier le risque d'interactions médicamenteuses impli-

quant la P-gp avec une meilleure acuité.

L'influence des comédications sur la cinétique sanguine et cérébrale du [''C]métoclopramide
a été étudiée chez le rat et suggere une faible sensibilité a la modulation des CYP. Cependant,
les résultats obtenus chez le rat ne peuvent pas étre entierement prédictifs des résultats de
I'étude clinique. Il existe des différences importantes entre CYPs humain et du rongeur (Baillie
et al. 2011), avec des différences de métabolisme des médicaments concomitant et du
radiopharmaceutique lui-méme (M. Bauer et al. 2012). Bien que rassurante quant a l'influence
de la carbamazépine sur la cinétique du ['"Clmétoclopramide, ce résultat encourageant a di
étre vérifié sur les données cliniques. L'analyse préliminaire des données de I'étude EPIFLUX
n'a pas montré de différence significative de métabolisme du ['"C]métoclopramide entre les
patients traités et les volontaires sains. Néanmoins, ces données restent trés incomplétes, avec
peu de patients traités par des médicaments inducteurs enzymatiques, ce qui correspond aux

molécules antiépileptiques modernes (Figure 28).

Ainsi, les critéres du « radiopharmaceutique idéal » pour mesurer I'activité de la P-gp au niveau
de la BHE proposés par Kannan et ses collegues en 2009 peuvent étre complétés en regard de
I'évolution des connaissances de la P-gp. Aussi, nos données suggerent que ces criteres doi-
vent étre adaptés en fonction de la situation physiopathologique étudiée. Le Tableau 4 pré-
sente les avantage (+) et les inconvénients (-) du ['"Clmétoclopramide vis-a-vis de I'étude fonc-

tionnelle de la P-gp dans le contexte d'EPR.
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Tableau 4 : Criteres du radiopharmaceutique idéal pour ['étude fonctionnelle de la P-gp au niveau
de la BHE adaptés de Kannan et al, 2009 et appliqués au [''CJmétoclopramide mettant en
évidence les avantages (+) et les inconvénients (-) du [''Clmétoclopramide dans limagerie
fonctionnelle de la P-gp au niveau de la BHE chez des patients atteints d’EPR

Radiotraceur TEP +
Radiomarquage isotopique ++
Dosimétrie ++
Période physique -
Spécificité ++
Pureté radiochimique +++
Amplitude du signal +
Vulnérabilité ++
Métabolisme +++
Capacité a détecter une induction +++

On peut légitimement supposer que ces nouveaux critéres pourraient étre utiles au dévelop-
pement de radiotraceurs d'autres transporteurs. C'est le cas par exemple pour la BCRP, pour
lequel il n‘existe pas aujourd’hui de radiotraceur spécifique (Hosten et al. 2013). Ces critéres
pourraient également concerner les transporteurs d'influx, qui sont principalement de la famille

des SLC (Marie et al. 2022).

Ce travail de these illustre le potentiel translationnel de I'imagerie TEP. Aussi, les données
acquises chez 'Homme bénéficient de travaux précliniques in vitro ou chez I'animal qui

peuvent étre réalisés a postériori, et offrir une interprétation moléculaire des données

157



d'imagerie. Cependant, les contraintes imposées a |'animal, et notamment le prélevement
d'une fonction d'entrée artérielle, ne sont pas toujours envisageable chez les patients. Pour
cela, nous avons évalué un nouveau critere, le keprain, pour l'interprétation des données TEP au
[""Clmétoclopramide a partir des seules images dynamiques, sans recours a des prélévements
artériels. Les limites de cette approche, décrites dans I'Article 4, sont nombreuses et on peut
considérer qu'il s'agit plus d'une approximation que d'une quantification absolue du transport
par la P-gp comme pourrait le faire une modélisation compartimentale. Aussi, nous ne
connaissons pas aujourd’hui la capacité du keprain @ détecter une induction fonctionnelle et
focale chez les patients atteints d'EPR. La pertinence du keprin Ne saurait donc se substituer a
I'approche de modélisation conventionnelle sans plus ample validation, idéalement chez les

sujets pour lesquels nous disposons d'une fonction d'entrée.

La variabilité de la réponse aux médicaments agissant sur le systeme nerveux central pourrait
étre, du moins en partie, liée a I'implication de la P-gp (M. Bauer et al. 2019; Chaves et al. 2017),
ce qui est encore peu pris en compte en neuropharmacologie, hormis pour les médicaments
antiépileptiques (§7.8). Aussi, les propriétés neuropharmacocinétiques du métoclopramide le
rapprochent des médicaments a visée neurologique qui sont de faibles substrats de la P-gp.
Les résultats obtenus avec le ['"C]métoclopramide chez I'Homme, interrogent sur I'hypothése
des transporteurs proposée pour expliquer la pharmaco-résistance. En effet, les données ob-
tenues chez 'Homme, chez qui I'expression protéique de la P-gp est environ 10 fois plus faible
que chez le rat, montrent un effet significatif, mais de faible intensité (Uchida, Ohtsuki, Katsu-
kura, et al. 2011; Al Feteisi et al. 2018). Compte tenu de I'adaptation possible des doses admi-
nistrées, cette observation n'est pas en accord avec le concept de pharmaco-résistance ou MDR
tel qu'il est observé en oncologie avec des substrats particulierement avides de la P-gp. Nos
observations chez les patients atteint d'EPR nous permettront peut-étre de montrer une aug-
mentation fonctionnelle de la P-gp chez ces patients. Néanmoins, compte tenu des faibles
répercussions pharmacocinétiques de la P-gp sur I'exposition cérébrale, il est peu probable
que nos résultats soutiennent I'hypothese d'un lien causal entre I'activité de la P-gp et le
manque d'efficacité des médicaments antiépileptiques. Toutefois, au regard des données his-
tologiques et d'imagerie disponibles, on peut penser qu'il existe une corrélation entre I'EPR et

I'expression de la P-gp (M. Bauer et al. 2014). Ainsi, I'imagerie TEP au [''C]métoclopramide
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pourrait permettre d'envisager la P-gp comme biomarqueur de I'épilepsie ou de la pharmaco-

résistance, sans nécessairement établir de lien causal neuro-pharmacocinétique.

CONCLUSION GENERALE

Ce travail de these a permis d’améliorer les connaissances sur les radiotraceurs de la P-gp et
d'initier I'étude de la fonction de la P-gp comme biomarqueur de I'EPR. Ce travail s'inscrit dans
le contexte global de la recherche sur I'imagerie moléculaire et cherche a optimiser I'imagerie
de la P-gp en affinant les critéres de choix des radiotraceurs. Historiquement, les traceurs de la
P-gp ont été concus et évalués en se basant soit sur des critéres pharmacocinétiques, soit sur
des criteres d'imagerie TEP. Cependant, il est nécessaire de développer des criteres spécifiques
qui prennent en compte la complexité de l'interaction des substrats avec ces transporteurs. Il
est fort probable que de plus amples connaissances de la biologie moléculaire des transpor-

teurs puissent orienter encore le choix des radiotraceurs et de sondes dédiées a I'avenir.

A ce jour, il existe un réel besoin de développer des méthodes permettant d'évaluer de maniére
fiable et peu invasive l'activité de la P-gp au niveau de la BHE chez les patients atteints d'EPR.
Cette thése a permis de rationaliser le choix du ['"C]métoclopramide pour étudier la fonction

de la P-gp en tant que biomarqueur de I'EPR.
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