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Introduction

Les mécanismes d’absorption, distribution et excrétion des médicaments font
généralement intervenir des transporteurs transmembranaires permettant de véhiculer les
molécules au travers des différents compartiments de I'organisme. lls peuvent favoriser
'entrée dans un compartiment (on parle d’influx), ou au contraire favoriser la sortie vers un

autre compartiment (on parle alors d’efflux).

Ces transporteurs sont considérés comme des déterminants clés de I'accumulation des
médicaments dans les cellules. Ainsi, l'activité de ces transporteurs peut potentiellement
influencer I'efficacité thérapeutique et/ou la toxicité des médicaments, et étre impliquée dans
des interactions médicamenteuses. Ces transporteurs de médicaments sont rattachés a deux

superfamilles : les transporteurs SLC (Solute Carrier) et les ABC (ATP binding cassette).

Les patients transplantés recoivent des traitements immunosuppresseurs pour
prévenir le rejet de greffe, mais également des traitements visant a prendre en charge
d’éventuelles comorbidités comme le diabéte, l'insuffisance cardiaque et les infections. Dans
ce contexte, certaines interactions médicamenteuses sont connues, voire attendues, et bien
caractérisées sur le plan mécanistique. Si les interactions impliqguant les enzymes du
métabolisme sont explorées et recensées depuis longtemps, il n’en est pas de méme pour
celles qui impliguent les transporteurs et au sujet desquelles on ne dispose actuellement que
d’informations limitées. Cela s’explique en partie par le fait que la plupart des substrats des
transporteurs sont également souvent des substrats d’enzymes du métabolisme et qu’il n’est

pas facile de faire la part des choses in vivo.

Dans cette thése, nous nous intéresserons plus particulierement aux interactions
médicamenteuses impliquant les transporteurs et susceptibles d’entrainer une modification
substantielle des processus d’absorption, distribution et élimination des médicaments pouvant

conduire a I'apparition de toxicités, notamment chez les patients transplantés.

Une premiére partie sera consacrée a la description des interactions médicamenteuses

des immunosuppresseurs impliquant les transporteurs membranaires.

Dans une seconde partie, nous nous intéresserons aux différentes méthodes
expérimentales d’étude du transport membranaire. Nous présenterons une analyse de la
littérature concernant spécifiquement le transporteur d’efflux MRP4 (article 1), ainsi que des
travaux expérimentaux sur son interaction avec l'acide mycophénolique B-D glucuronide

(article 2).
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Partie I. Transport membranaire des immunosuppresseurs

I.1. Deux grandes familles de transporteurs

[.1.1. Transporteurs ABC

Les transporteurs ABC se lient a I'adénosine triphosphate (ATP) et I'nydrolysent pour
produire I'énergie permettant le transport de diverses molécules a travers la membrane
plasmique mais aussi a travers les membranes intra-cellulaires du réticulum endoplasmique,
du peroxysome et de la mitochondrie. Ces molécules peuvent étre des sucres, des acides
aminés, des ions métalliques, des peptides, des protéines, des composés hydrophobes et
leurs métabolites. A titre d’exemple, la P-glycoprotéine humaine (P-gp) a été décrite et
identifiée pour la premiére fois comme la cause de la résistance aux médicaments
cytotoxiques par Juliano et Ling en 1976 [1]. Par la suite, une série de transporteurs ABC ont
été identifiés [2].

A ce jour, 49 sous-types de transporteurs ABC, ont été recensés chez 'Homme. Ils
sont divisés en 7 sous-familles (de ABCA a ABCG) sur la base de leur structure génétique, de
leur séquence en acides aminés, de l'organisation des domaines et de [lanalyse
phylogénétique [2] (Figure 1). Les transporteurs ABC identifiés chez I'Homme sont
principalement situés au niveau de la membrane plasmique, ou ils transportent une multitude
de médicaments, de conjugués de médicaments et de métabolites d’autres natures hors des
cellules (efflux). Parmi eux, au moins 11 transporteurs de la superfamille ABC, dont la P-gp
(ABCB1), les transporteurs de la famille MRP (Multidrug Resistance Associated Proteins)
(MRP/ABCC) et la protéine de résistance au cancer du sein (BCRP/ ABCG2), sont impliqués
dans le développement des phénomeénes de résistance aux médicaments [3,4] (Tableau 1).

Ces transporteurs ABC sont également exprimés dans divers tissus tels que le foie,
l'intestin, les reins et le cerveau, et jouent donc un réle important dans l'absorption, la

distribution et I'excrétion des médicaments.
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Tableau 1 : Transporteurs ABC impliqués dans les résistances aux traitements

_ _ Taille Localisation

Protéine Nom du gene  Nom alternatif
(AA) (Apical/baso-latéral)

MDR1 (P-gp) ABCB1 PGY1, GP170 1280 Apical
MDR2 ABCB4 PGY3, MDR3 1279 Apical
BSEP ABCB11 / 1321 Apical
MRP1 ABCC1 MRP 1531 Baso-latéral
MRP2 ABCC2 CcMOAT, CMRP 1545 Apical
MRP3 ABCC3 MOAT-D, MOAT-2 1527 Baso-latéral
MRP4 ABCC4 MOAT-B 1325 Baso-latéral, Apical
MRP5 ABCC5 MOAT-C, pABC11 1437 Baso-latéral, Apical
MRP6 ABCC6 / 1503 Apical
MRP7 ABCC10 / 1492 Apical ?
MRP8 ABCC11 / 1382 Apical
MRP9 ABCC12 / 1356 ?
BCRP ABCG2 MXR, ABCP 655 Apical
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Figure 1 : Représentation phylogénique des transporteurs de la superfamille ABC

Source : Dean et al 2001 [2]
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I.1.2. Transporteurs SLC
Chez I'Homme, plus de 300 transporteurs SLC ont été identifiés. lls transportent a la
fois des substances endogénes et exogénes. Ils comprennent principalement les

transporteurs :
e OATPs/SLCO (organic anion-transporting polypeptides),
e OATs/SLC22As (organic anion-transporters),
e OCTs/SLC22As (organic cation-transporters),
e OCTNs/SLC22As (organic cation and carnitine transporters),
e PEPTs/SLC15As (peptide transporters),

e et MATES/SLC47As (multidrug and toxin extrusions).

En général, les OCT transportent des cations organiques, les OATP transportent des
anions organiqgues de grande taille et assez hydrophiles, les OAT transportent les anions
organiques plus petits et plus hydrophiles, et les PEPT sont responsables de I'absorption de
peptides et de médicaments de type peptidique. La plupart des transporteurs SLC ont une
fonction d'influx, c'est-a-dire qu’ils assurent le passage de leurs substrats du milieu extra-
cellulaire vers le milieu intra-cellulaire. Ce passage s’effectue soit par co-transport, selon un
gradient de concentration ne nécessitant pas d’apport d’énergie, soit par transport
secondairement actif, c’est-a-dire qu’ils transportent leurs substrats a travers la membrane

contre un gradient en couplant le transport d'un autre substrat (Figure 2).

Bien que les MATESs appartiennent & la famille des SLC (génétiquement parlant), ils
agissent comme des transporteurs d'efflux ou d’influx en fonction du pH. En effet, la direction
du transport de MATEL est définie par le gradient de concentration en protons : in vitro a un
pH supérieur ou égal a 7,4, MATE1 se comporte comme un transporteur d’influx. A contrario,
dans le tubule proximal (in vivo), il permet I'échange des cations intracellulaires contre des

protons urinaires, assurant ainsi une fonction d’efflux de ses substrats.

Ces transporteurs SLC sont largement exprimés dans divers tissus, tels que l'intestin,
le foie, les reins et le cerveau (Figure 3). lIs jouent ainsi des rdles clés pour la distribution des

médicaments dans ces tissus en participant aux effets thérapeutiques ou a la toxicité [5,6].
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Figure 2 : Différents modes de fonctionnement des transporteurs SLC
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Figure 3 : Localisation des différents transporteurs ABC et SLC

I.2. R6le des transporteurs

Source : Kis et al 2010 [7]

I.2.1. Réle physiologigue et communication inter-organes

Les transporteurs SLC et ABC, lorsqu’ils sont exprimés au niveau des barriéres
épithéliales, coordonnent le mouvement trans-épithélial d'une grande variété de substrats dont
des nutriments, des toxines, des molécules de signalisation, des neurotransmetteurs et des
xénobiotiques. De nombreux substrats sont des molécules de signalisation bien connues, tels
que les nucléotides cycliques (AMPc et GMPCc), les prostaglandines et les stéroides conjugués
(Tableau 2). Ainsi, la répartition caractéristique de ces transporteurs dans les divers organes

et les spécificités relatives de leurs substrats permettent a ces transporteurs de participer a un
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vaste réseau de communication entre les organes/tissus en véhiculant ces molécules dites de

signalisation.

La théorie du « remote sensing and signaling » proposée par Sanjay K. Nigam [8]
expliqgue comment les transporteurs travaillent de fagon coordonnée a établir une
communication a distance entre les tissus et les différents organes, contrdlant ainsi les flux

des molécules de signalisation.

Plus précisément, des molécules synthétisées dans un organe peuvent étre sécrétées
via des transporteurs dans la circulation, ou elles peuvent ensuite étre absorbées dans les
organes cibles via d’autres transporteurs et exercer leurs fonctions physiologiques. Ces
molécules sont également acheminées dans les cellules rénales et éliminées de I'organisme
par l'urine. Cela signifie d’'une part, que les transporteurs rénaux maintiennent principalement
I'hnoméostasie des substrats au niveau de I'organisme (en participant a leur élimination ou leur
réabsorption) et d’autre part, que les transporteurs lorsqu’ils sont situés dans les organes
cibles (a distance des lieux de synthese) participent au maintien local de I'homéostasie des

substrats.

L’exemple du transport des prostaglandines (PG) montre bien les différents rbles des
différentes familles de transporteurs. Les PG sont produites dans la plupart des organes et
tissus. Elles sont considérées comme des hormones agissant de maniére paracrine ou
autocrine (locale). Cependant, elles peuvent également étre excrétées dans la circulation,
permettant cette communication/action a distance. Ainsi, il est clairement établi que les
transporteurs, en particulier le transporteur MRP4, est responsable de I'efflux (libération) de
nombreuses PG [9]. D'autres transporteurs ABC tels que ABCA1l et MRP2 [10,11] peuvent
également jouer un réle dans la libération des PG cellulaires. D'autre part, plusieurs

transporteurs SLC sont impliqués dans I'absorption cellulaire (influx) de certaines PG [9].

Le transporteur OATP2A1 était le premier identifié dans le transport des PG. D'autres
transporteurs SLC, dont OAT3, ont été par la suite identifies comme transporteur des PG [12].
Leur distribution tissulaire est corrélée au fait que les PG peuvent étre localement transportées
dans le but maintenir de faibles niveaux en circulation. Par exemple, a I'état basal, la PGE2
circulante est tres faible [13], mais en cas de stimulation par des cytokines ou de fiévre, le

niveau de PGE2 circulant peut étre multiplié par quatre.

De fortes concentrations de PGE2 ont également été observées dans le liquide
céphalorachidien, probablement di a I'entrée de PGE2 a partir de la circulation périphérique
[14].

Au niveau cérébral, la PGE2 et la PGD2 sont impliqguées dans de multiples processus

physiopathologiques, notamment la plasticité synaptique, la neuro-inflammation, la fievre et le
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sommeil. Ainsi, les concentrations de PGE2 et de PGD2 dans le cerveau et le liquide
céphalorachidien (LCR) sont maintenues a des niveaux physiologiques pour un
fonctionnement cérébral normal principalement grace aux transporteurs d’influx/efflux
présents au niveau de la barriere hémato-encéphalique (BHE) et a la barriére sang-liquide
céphalorachidien, notamment OAT3 et MRP4 [15-18]. D’autre part, il a été montré que
certains lipopolysaccharides diminuent I'expression de OAT3 et donc I'élimination de la PGE2
a travers la BHE, ce qui conduit & une augmentation des niveaux de PGE2 dans le cerveau
[19]. Il est intéressant de constater que des céphalosporines (céfazoline et céftriaxone)
inhibent I'efflux de PGE2 par MRP4 dans le LCR, entrainant également une augmentation du
niveau de PGE2 dans le cerveau [15,17,18]. Ceci semble expliquer des observations cliniques
selon lesquelles certains antibiotiques de la famille des -lactamines induisent une fievre [20—
22].

Enfin, un transporteur spécifiqgue des PG au niveau du rein (OAT-PG) a été identifié
[23]. Ce transporteur appartient a la famille des OAT et reconnait les PG (tels que PGH2,
PGB2, PGD2, PGE1, PGE2, PGF1q, et PGF2a). L'OAT-PG est situé sur la membrane baso-
latérale des tubules proximaux et assure le transport de PGE2 dans les cellules tubulaires
proximales, ou elle peut étre rapidement métabolisée en composé inactif, le 15-céto-PGE2

[23]. Ce transporteur participe donc a I'élimination de la PGE2 depuis la circulation.

Tableau 2: Principaux substrats endogenes des transporteurs ABC et SLC (liste non exhaustive)

Transporteurs Localisations tissulaires Substrats physiologiques
Transporteurs de la famille ABC

MRP1 Poumons, testicules, Glutathion (conjugué, réduit), LTCA4,
rein, muscle estradiol-17-B-glucuronide, bilirubine
squelettique, ceeur,
placenta

MRP2 Foie, rein, intestin, Glutathion (conjugué, réduit), LTC4,
placenta conjugués de la bilirubine, LTD4, LTE4

MRP3 Foie, rein, intestin, LTC4, estradiol-17-B-glucuronide, cholate,
glandes surrénales glycocholate, taurocholate

MRP4 Foie, rein, intestin, cGMP, cAMP, dehydroepiandrosterone-3-
SNC, plaquettes sulphate, estradiol-17-B-glucuronide, PGgi,

PGe2 ,LTC4, TXB2
MRP5 Placenta, SNC, coeur cGMP, cAMP
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Transporteurs de la famille SLC

OATP1A2

OATP1B1

OATP1B3

OATP1C1

OATP2A1

OATP2B1

OATP3A1

OATP4A1

OATP4C1

OAT1

OAT2

OAT3

OAT4

SNC, foie, rein

Foie

Foie

SNC, testicules

SNC, intestins, coeur,
rein

Foie, intestins,
placenta, épiderme,
coeur, muscle
squelettique, SNC

Testicules, SNC, ceceur,
poumons, rate

Cceur, placenta,
poumons, foie, muscle
squelettique, rein,
pancréas

Foie

Rein, SNC, estomac,
foie, pancréas

Foie, rein

Rein, SNC, muscle
squelettique, foie,
glandes surrénales

Rein, placenta, glandes
surrénales

Bilirubine, estradiol-17-B-glucuronide,
estrone-3-sulphate, PGe», taurocholate,
thyroxine (T4)

Bilirubine, cholate,
dehydroepiandrosterone-3-sulphate,
estradiol-17-B-glucuronide, estrone-3-
sulphate, LTC4, LTE4, PGe,, TXB2,
thyroxine (T4), triiodothyronine (T3)

Bilirubine, cholate, estradiol-17-B-
glucuronide, estrone-3-sulphate,
glutathion, LTC4, taurocholate, thyroxine
(T4), triiodothyronine (T3)

Estradiol-17-B-glucuronide, estrone-3-
sulphate, thyroxine (T4), triiodothyronine
(T3), triiodothyronine reverse (T3r),
Thyroxine sulfate (T4S)

PGh2, PGe1, PGe2, PGF2q, TXB2

Dehydroepiandrosterone-3-sulphate,
estrone-3-sulphate, pregnenolone
sulphate, PGe>, Taurocholate, thyroxine
(T4),

PGe1, PGez, thyroxine (T4),

Estradiol-17-B-glucuronide, estrone-3-
sulphate, thyroxine (T4), triiodothyronine
(T3), triiodothyronine reverse (T3r), PGe»,
taurocholate

cAMP, estrone-3-sulphate, thyroxine (T4),
triiodothyronine (T3)
P-amino-hippurate, PGe, a- ketoglutarate

P-amino-hippurate, PGez, a- ketoglutarate,
estrone-3-sulphate, cGMP, acide
succinique, dehydroepiandrosterone-3-
sulphate,

P-amino-hippurate, PGg,, estrone-3-
sulphate, acides biliaires

P-amino-hippurate, urate, PGg,, estrone-3-
sulphate, acides biliaires
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OCT1 Foie, intestins,
poumon, reins

OCT 2 Reins, intestins,
poumons Créatinine, corticostérone, PGeg,
Choline, testostérone,
OCT 3 Rein, SNC, intestins, Estrone-3-sulphate,
placenta, foie, glandes L-carnitine,
surrénales, cosur Catécholamines
MATE1 Foie, rein, muscle

squelettique, glandes
surrénales, testicules

MATE2-K Rein

[.2.2. Role dans la pharmacocinétique des médicaments

Les transporteurs membranaires d'influx et d’efflux, en plus de participer a
I’'homéostasie des substances endogénes, jouent un réle majeur dans la pharmacocinétique

des médicaments.

Par exemple, la P-glycoprotéine (P-gp), présente au niveau intestinal, va s’opposer a
I'absorption de nombreux médicaments. En cas d’interaction médicamenteuse conduisant a
son inhibition, les médicaments pourront étre ainsi mieux absorbés. Cela aura généralement
pour conséquence une augmentation des concentrations plasmatiques et de I'exposition,
donnant lieu dans certains cas a une augmentation des effets thérapeutiques ou a une toxicité
(Figure 4a). Au contraire, une induction de I'expression de la P-gp entrainera une diminution

des effets thérapeutiques.

La P-gp est également présente au niveau de la barriere hémato-encéphalique, ou elle

limite 'accés de certains médicaments au cerveadu.

Au niveau du foie, les transporteurs d’influx tels que les transporteurs OATP et OCT
favorisent I'entrée de xénobiotiques en vue de leur métabolisation ou de leur élimination. Lors
de linhibition de ces transporteurs, on assiste également a une augmentation des

concentrations plasmatiques des médicaments normalement substrats (Figure 4b).

Enfin, les cellules tubulaires proximales du rein sont un lieu de sécrétion de composés
du sang vers l'urine et donc un élément clé de I'élimination. Ces cellules ont la particularité
d’étre polarisées avec un poble basal (créant une interface sang-cellule) et un péle apical
(créant une interface cellule-urine primitive). Au niveau basal et apical, de nombreux
transporteurs d’influx et d’efflux sont présents, et ce double systeme permet I'élimination des
déchets de l'organisme mais aussi des xénobiotiques. Son inhibition peut avoir des
conséquences diverses (Figure 4c).
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Figure 4 : Mécanismes d’interactions médicamenteuses sur les transporteurs participant a la
pharmacocinétique des médicaments

Source : Gessner et al 2019 [24]

[.3. Interactions médicamenteuses impliquant les transporteurs : le cas des
immunosuppresseurs

1.3.1. Ciclosporine
La ciclosporine est un médicament immunosuppresseur utilisé dans la prévention et le

traitement du rejet de la greffe, ainsi que pour le traitement de certaines maladies auto-

immunes.

La ciclosporine est fortement métabolisée dans le foie par les cytochromes P450 3A et

interagit aussi avec plusieurs transporteurs d’influx et d’efflux tels que les OATP et la P-gp.
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Elle est responsable de nombreuses interactions médicamenteuses complexes mélant
parfois inhibition ou induction des transporteurs mais aussi des enzymes du métabolisme. Il
est d’'ailleurs souvent difficile de déterminer quel type d’interaction présente un impact clinique

significatif.
[.3.1.1. Interaction avec les transporteurs OATP

1.3.1.1.1. Statines

En inhibant le transporteur OATP1B1, la ciclosporine augmente significativement les
concentrations plasmatiques de plusieurs médicaments de la classe des statines
(hypolipémiants). Ainsi, la ciclosporine peut multiplier les AUC (aire sous la courbe des
concentrations en fonction du temps) par un facteur de 7 a 15 environ pour l'atorvastatine [25—
27], de 4 pour la cérivastatine [28], de 3 & 4 pour la fluvastatine [29], de 20 pour la lovastatine
[30], de 5 a 10 pour la pravastatine [31,32], de 7 pour la rosuvastatine [33] et de 3 a 8 pour la

simvastatine [34,35].

L'inhibition du CYP3A4 peut expliquer en partie les effets observés de la ciclosporine
sur la simvastatine, la lovastatine, I'atorvastatine et la cérivastatine mais il est intéressant de
constater que les autres statines (rosuvastatine, pravastatine et pitavastatine), ne sont pas
métabolisées par le CYP3A4 [36].

1.3.1.1.2. Répaglinide

Le répaglinide (antidiabétique insulino-sécréteur) est un substrat de 'OATP1B1, non
métabolisé par les CYP3A entrant en interaction avec la ciclosporine. Les polymorphismes
génétiques du gene codant pour ce transporteur (SLCO1B1) peuvent expliquer une grande
partie de la variabilité inter-individuelle de la pharmacocinétique du répaglinide et avoir un

impact clinique important.

En effet, chez des sujets porteurs homozygotes de l'allele SLCO1B1 ¢.521CC, IAUC
du répaglinide était supérieure, a celle des sujets hétérozygotes SLCO1B1 ¢.521TC ou
€.521TT (non mutés) de 107 % et 188 %, respectivement [37].

Il a été par la suite montré que la ciclosporine pouvaitinhiber le transport du répaglinide
par 'OATP1B1. En effet, une étude chez des volontaires sains rapporte que I'administration
de 100 mg de ciclosporine durant 2 jours précédant I'administration de répaglinide a pour
conséquence de multiplier par 2,4 environ 'AUC du répaglinide [38]. Dans cette étude, il est
intéressant de constater que I'augmentation de 'AUC du répaglinide (par la ciclosporine) était
moins marquée (42 % plus faible) chez les patients porteurs du polymorphisme SLCO1B1
¢.521TC par rapport aux patients ayant le génotype de référence ¢.521TT, montrant ainsi le
réle de 'OATP1B1 dans cette interaction [38].
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1.3.1.1.3. Bosentan

Le bosentan (antagoniste des récepteurs a I'endothéline) est un médicament utilisé
dans le traitement de I'hypertension artérielle pulmonaire. Il est métabolisé par les CYP3A4 et
2C9 en un métabolite actif, le Ro 48-5033. Une étude clinigue a montré que 'AUC du bosentan
pouvait étre doublée aprés 7 jours de traitement par la ciclosporine [39]. Cette interaction
pouvait également étre due a linhibition du CYP3A4 par la ciclosporine car en effet,
'administration chez des volontaires sains de bosentan avec du kétoconazole (puissant
inhibiteur enzymatique du CYP3A4) montre une augmentation de la concentration maximale
(Cmax) et de ’'AUC du bosentan (2,1 et 2,3 fois respectivement) [40]. De plus, chez le rat, suite
a I'administration de ciclosporine, la Cmax €t TAUC du bosentan étaient 4,4 et 17 fois plus

élevées par rapport au bosentan administré seul [41].

Cependant, Il a été montré in vitro a l'aide de cellules surexprimant OATP1B1 et
OATP1B3 que la ciclosporine pouvait fortement inhiber le transport du bosentan [42].

D’ailleurs, le résumé des caracteéristiques du produit fait état d’'une contre-indication
entre la ciclosporine et le bosentan : « Les études réalisées avec cette association ont révélé
des taux plasmatiques résiduels du bosentan environ 30 fois supérieurs a ceux mesurés apres
administration du bosentan seul. A I'état d’équilibre, ces taux étaient 3 a 4 fois supérieurs a
ceux mesurés avec le bosentan administré seul. Cette interaction s’explique trés probablement
par une inhibition des protéines de transport du bosentan dans les hépatocytes par la
ciclosporine. Les concentrations plasmatiques de ciclosporine A (un substrat du CYP3A4)
étaient diminuées d’environ 50 %. Cette observation est tres probablement liée a I'effet
inducteur du bosentan sur le CYP3A4 »

1.3.1.1.4. Irinotécan

L’irinotécan est un anti-cancéreux (inhibiteur de topoisomérase I) dont le métabolite
actif le SN-38 est généré par une carboxylestérase puis transformé en métabolite glucuro-
conjugué inactif par les UGT1A1 et 1A7 [43]. Une étude in vitro montre que l'irinotécan est
substrat ’'OATP1B1 [44]. De plus, une étude pharmacogénétique menée chez des patients
asiatiques a révélé que la clairance plasmatique de lirinotécan était 3 fois plus faible chez les
patients porteurs de I'haplotype SLCO1B1 *15 que chez les patients ayant le génotype de
référence *la/*la [45]. D’autre part une étude de phase | chez des patients recevant de
l'irinotécan et de la ciclosporine montré que 'AUC du SN-38 était augmentée de 23 % a 630
%, alors que la clairance plasmatique d’élimination de I'irinotécan était diminuée de 39 % a 64
% [46].

Il est & noter que ces résultats étaient comparés a des données antérieures de

traitement par lirinotécan administré seul avec les mémes doses et non sur les mémes
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patients. Une autre étude clinigue menée chez des patients atteints de cancer du cblon
métastatique réfractaire au 5-fluorouracile a montré que la clairance de l'irinotécan était 2,3
fois plus faible, et que I'AUCo-24 » était 2,2 fois plus élevée en cas de co-administration de
ciclosporine (5mg/kg) par voie orale deux fois par jour. Des augmentations similaires de 'AUC

ont été observées pour le SN-38 [47].

1.3.1.1.5. Inhibiteurs de glucokinase

La glucokinase est une enzyme permettant la phosphorylation du glucose en glucose-
6-phosphate dans le pancréas, le foie, l'intestin et le cerveau et joue donc un role clé dans la

synthese du glycogéne et la régulation de la production hépatique de glucose [48].

Un nouvel inhibiteur de glucokinase, le PF-04991532, a été spécialement concu par le
groupe Pfizer dans le but d’obtenir une sélectivité envers les OATP hépatiques et donc de
minimiser ses effets hypoglycémiants systémiques. Leurs études indiquent qu’'une dose
unigue de 600 mg de ciclosporine a multiplié par trois environ 'AUC du PF-04991532 chez les

sujets sains [49].

1.3.1.1.6. Anti-viraux

Le simeprevir est un inhibiteur de la protéase NS3/4A utilisé dans le traitement de
I'népatite C. Le simeprevir est métabolisé par les cytochromes P450 (principalement le
CYP3A4) et il est également un substrat et un inhibiteur des transporteurs P-gp, BCRP et
OATP1B1/3 [50].

Une étude de phase lla a été menée chez des patients présentant une infection
récurrente par le génotype 1b du VHC a la suite d'une transplantation hépatique orthotopique
et recevant de la ciclosporine (ou du tacrolimus) et du simeprevir. Dans cette étude, il a été
observé des augmentations d’un facteur 5 a 6 pour les Ciax et les AUC du simeprevir chez les

sujets qui recevaient de la ciclosporine [50].

Une autre étude de phase | portant sur un nouvel inhibiteur de protéase NS3/4A, le
danoprevir, montre également une interaction avec la ciclosporine en lien avec les OATP [51].
Il s'agissait d'une étude ouverte, randomisée, en trois étapes, menée sur des volontaires sains.
Au cours de la premiére étape, les sujets ont été randomisés et recevaient soit une dose orale
unique de 100 mg de danoprevir (en combinaison avec 100 mg de ritonavir), soit une dose
orale unique de 100 mg de ciclosporine. Aprés une période de washout de 14 jours, les
patients recevaient le traitement inverse (2°™¢ étape). Aprés une seconde période de washout
de 14 jours (3°™ étape), tous les sujets recevaient l'association danoprevir/ritonavir et
ciclosporine. Les résultats de cette étude ont montré une augmentation significative de

I'exposition au danoprevir lorsque la ciclosporine était co-administrée.
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1.3.1.1.7. Aliskiren

L’interaction observée entre laliskiren (antihypertenseur inhibant la production de
rénine désormais retiré du marché francais) et ciclosporine est un bon exemple d’inhibition
multiple. L’aliskiren est substrat de la P-gp et dOATP2B1 [52]. D’autre part, des études
d’interactions avec des inhibiteurs du CYP3A4 et de P-gp tels que le kétoconazole, le

vérapamil et I'itraconazole ont montré de fortes augmentations de I'exposition a 'aliskiren [53].

Ainsi, il a été observé dans une étude de phase | associant I'aliskiren et la ciclosporine
qgue I'AUC et la Cnax de I'aliskiren étaient augmentées de 4,28 et 2,49 fois respectivement pour
une dose de ciclosporine de 200 mg, et de 4,99 et 2,48 fois respectivement pour une dose de
600 mg [54].

Bien que linhibition par ciclosporine du CYP3A4 et des transporteurs autres que
'OATP1B1 puisse expliquer certaines interactions médicamenteuses, ces exemples montrent
qu’il est fort probable que l'inhibition de 'OATP1B1 par la ciclosporine contribue également

aux interactions médicamenteuses observées cliniguement pour les substrats OATP1B1.

[.3.1.2. Interaction avec la P-gp

La ciclosporine est aussi un puissant inhibiteur et un substrat de la P-gp. La

ciclosporine peut donc étre sujette aux interactions concernant la P-gp.

[.3.1.2.1. Digoxine

Il s'agit de I'un des premiers médicaments a marge thérapeutique étroite identifiés

comme substrat de la P-gp [55].

En effet, en 'absence de P-gp, des souris ont montré une trés forte accumulation de

digoxine et de ciclosporine dans leur cerveau [56].

Chez 'Homme, de graves toxicités aux digitaliques ont été rapportées aprés le début
de traitement a la ciclosporine chez des individus qui attendaient une transplantation cardiaque
et recevaient un traitement concomitant a la digoxine [57] . Afin d'explorer le mécanisme de
cette interaction, Robieux et al. [58] ont étudié la pharmacocinétique de la digoxine chez sept
patients en attente d'une transplantation cardiague et un mois aprés une intervention
chirurgicale, poursuivant un traitement au long court par la ciclosporine. Les résultats de cette
étude ont montré que le volume de distribution apparent de la digoxine a été augmenté chez
tous les patients aprés la transplantation, entrainant un prolongement de la demi-vie terminale
calculée de la digoxine. Néanmoins, sa clairance totale n'a pas été modifiee. Ces résultats
sont, & premiére vue, contradictoires avec ceux que ces mémes auteurs avaient
précédemment rapportés chez des patients en attente de transplantation [57]. lls avaient en
effet observé une diminution spectaculaire de la clairance de la digoxine lorsque la ciclosporine
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était administrée avant la transplantation. Chez les patients dont les fonctions cardiaques et
rénales étaient compromises, l'accumulation et la toxicitté de la digoxine étaient

proportionnelles a la réduction supplémentaire de la fonction rénale induite par la ciclosporine.

On peut toutefois se demander si dans cette situation, la ciclosporine ne réduirait pas
I'élimination rénale de digoxine, en affectant le débit de filtration glomérulaire (par effet
vasoconstricteur rénal). Inversement, dans ['étude plus récente, les améliorations de
I'hnémodynamique et de la filtration glomérulaire survenues apreés la transplantation cardiaque
pourraient avoir contrebalancé tout effet inhibiteur de la ciclosporine sur I'élimination rénale de
la digoxine. Néanmoins, dans cette étude, les auteurs n’avaient pas pris en compte la voie
d’administration. En effet, la digoxine et la ciclosporine étaient administrées par voie intra-
veineuse. Ainsi, [linhibition potentielle de la P-gp intestinale (pouvant majorer la
biodisponibilité de la digoxine) par la ciclosporine lors d’'une administration par voie orale n’a
pas pu étre observée. C’est d’ailleurs le cas pour I'interaction digoxine-talinolol, ou l'inhibition
de la P-gp intestinale par le talinolol induit une augmentation significative des concentrations
plasmatiques de digoxine administrée par voie orale. Cependant, il n’y a pas d’effet observé
sur les concentrations plasmatiques de digoxine lorsqu’elle est administrée par voie intra-
veineuse [59]. D’autre part, une étude in vitro sur des cellules épithéliales rénales surexprimant
la P-gp [60] indigue que la ciclosporine inhibe le transport trans-épithélial de la digoxine médié

par la P-gp.

En conclusion, cet exemple illustre la difficulté a imputer un transporteur dans des
interactions de ce type, qui peuvent faire intervenir des facteurs physiopathologiques ou

pharmacocinétiques propres a la situation.

1.3.1.2.2. Colchicine

La colchicine est un médicament a marge thérapeutique étroite. Elle est aussi substrat
de la P-gp [61] et des CYP3A [62]. Dans un essai de phase |, il a été constaté que la co-
administration de ciclosporine (100 mg) était associée a une augmentation de la Cnax €t de
'TAUC moyenne de la colchicine de 224 % et 215 %, respectivement [63]. Des cas ont
également rapporté que des patients transplantés, traités par ciclosporine et colchicine, ont
développé une rhabdomyolyse associée des défaillances d’organes multiples [64,65]. Une
étude clinique s’est intéressée a la pharmacocinétique de la colchicine en association avec
des inhibiteurs connus du CYP3A4 et de la P-gp (ciclosporine, kétoconazole, ritonavir,
clarithromycine, azithromycine, vérapamil et diltiazem) dans le but de développer des

algorithmes d’initiation de dose de la colchicine sans effets indésirables [66].
Concernant 'administration de ciclosporine, les résultats de cette étude ont montré une

augmentation de l'exposition et de la demi-vie de la colchicine, lorsqu'elle était co-administrée
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avec la ciclosporine. Lorsque la ciclosporine était co-administrée, la Cmax moyenne de la
colchicine été augmentée de 270 %, et la valeur moyenne de I'AUC de 260 % environ. La
clairance apparente totale a diminué de 72 % lorsque la colchicine était co-administrée avec
la ciclosporine (13,4 litres/heure vs 48,2 litres/heure). Ainsi, les auteurs recommandent une
réduction de la dose de colchicine de 33 a 66 % pour le traitement de la crise de goutte aigué
et de 50 a 75 % pour la prophylaxie en cas de traitement concomitant avec chaque

médicament inhibiteur [66].

1.3.1.2.3. Anti-cancéreux

Les échecs aux traitements sont en partie expliqués par une surexpression de la P-gp
pour certains anti-cancéreux [67,68]. La ciclosporine inhibe in vitro et in vivo le transport par

la P-gp de I'étoposide, la vinblastine et la doxorubicine.

Il a été montré chez des souris que I'étoposide est substrat de la P-gp, de MRP2 et de
MRP3 [69]. De plus 'administration intra-veineuse d’étoposide avec la ciclosporine chez des
rats a révélé une diminution de la clairance plasmatique et une augmentation des
concentrations plasmatiques et tissulaires d'étoposide. Cependant, le rapport des

concentrations tissus/plasma de I'étoposide était inchangé [70].

Il a également été observé, dans une étude de phase |, que des patients recevant de
la ciclosporine et de I'étoposide avaient une augmentation de 80 % de I'AUC de I'étoposide,
ainsi gu’une diminution de 38 % de la clairance totale [71]. Ces modifications étaient cependant

observées chez les patients ayants de fortes concentrations en ciclosporine (> 2000 ng/mL).

Plusieurs études de phase | ont rapporté une augmentation de ’AUC de doxorubicine
lorsque la ciclosporine est co-administrée [72,73]. De plus, des travaux menés sur les souris
ont montré que la ciclosporine pouvait inhiber la P-gp, ce qui avait pour conséquence
d’augmenter les concentrations de vinblastine et de doxorubicine au niveau de l'oreille interne
des souris [74]. Aprés 3 semaines de traitement, les seuils auditifs (mesurés par réponses
auditives du tronc cérébral) étaient significativement augmentés. Cette méme équipe a
également montré I'importance de la P-gp au niveau de la barriére existante entre le sang et
les nerfs périphériques. En effet, chez les souris mdrla’, les concentrations tissulaires de
doxorubicine et de vinblastine dans les nerfs périphériques étaient significativement plus
élevées que celles des souris mdrla ** pour lesquelles la doxorubicine ou la vinblastine
avaient été administrées seules. Pour les souris mdrla **, les concentrations tissulaires de
doxorubicine et de vinblastine dans les nerfs périphériques étaient significativement plus
élevées chez les souris prétraitées avec de la ciclosporine que chez les souris pour lesquelles
la doxorubicine ou la vinblastine avaient été administrées seules. Ces travaux suggeérent ainsi

que la ciclosporine inhibe la fonction de pompe d'efflux de la P-gp dans les nerfs périphériques
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expliguant en partie les effets indésirables neurotoxiques des vincaalcaloides et des

anthracyclines.

Le paclitaxel est également un anti-cancéreux substrat de la P-gp. Chez six patients
recevant du paclitaxel (100 mg) par voie orale en association avec de la ciclosporine (10
mg/kg), il a été constaté que, I'administration conjointe de ciclosporine pouvait doubler 'AUC
du paclitaxel (476 £ 254 ng.h/mL vs 967 + 779 ng.h/mL) [75].

Dans une étude similaire menée chez 14 patients ayant regu un traitement oral de 60
mg/m? de paclitaxel avec ou sans ciclosporine (15 mg/kg), il a été constaté que I'AUC et la
Cmax du paclitaxel en association avec la ciclosporine étaient respectivement huit fois plus
élevées (de 170,78 £ 85,39 ng/mL vs 1451,63 + 768,51 ng.h/mL) et deux fois plus élevées (de
85,39 ng/mL vs 170,78 ng/mL) [76].

Il a également été rapporté qu'aprés administration de paclitaxel (120 mg/m?) en
combinaison avec I'élacridar (inhibiteur sélectif de la P-gp) chez six patients, 'AUC et la Cmax
du paclitaxel étaient respectivement de 2792,25 + 1426,03 ng.h/mL et de 307,40 + 145,16
ng/mL. Dans cette méme étude, la co-administration de ciclosporine montrait des résultats
similaires sur ces deux parametres (2177, 44 + 1955,43 ng.h/mL et 264,71 + 111,01 ng/mL)

[77], révélant ainsi le rble de la P-gp et de la ciclosporine dans I'exposition au paclitaxel.

1.3.1.2.4. Anti-psychotiques

Plusieurs médicaments anti-psychotiques sont également substrats de la P-gp. Une
étude in vitro a montré que certains anti-psychotiques sont capables d’inhiber le transport du
[*H] talinolol qui est un substrat de référence de la P-gp [78]. Dans cette étude, I'amisulpride a
été administré chez des rats en combinaison avec la ciclosporine. Il en résulte que les
concentrations sanguines et la distribution de I'amisulpride dans le cerveau étaient augmentés.
D’autres travaux indiquent que la ciclosporine affecte la pharmacodynamie et la
pharmacocinétique de I'amisulpride, en inhibant la P-gp. La co-administration de ciclosporine
a montré un allongement de leffet anti-psychotique (24h aprés l'administration du
médicament), mesuré par la distance parcourue par les rats en open field [79]. De plus, 'AUC

dans le sang et le cerveau était plus élevée chez les rats co-traités par la ciclosporine.

La dompéridone est un antagoniste périphérique des récepteurs dopaminergiques D2.
Sa distribution au niveau du cerveau est limitée par la fonction d’efflux de la P-gp. Cependant,
une étude chez le rat révele que l'intensité des syndromes extra-pyramidaux provoqués a la
suite d’'administration de dompéridone était augmentée avec la ciclosporine. Parallélement,
les concentrations de dompéridone au niveau du cerveau étaient significativement

augmentées en présence de ciclosporine [80].

Joseph BERTHIER | Thése de doctorat | Université de Limoges | 23 octobre 2020 30
Licence CC BY-NC-ND 3.0



1.3.1.2.5. Inhibiteurs calciques

La nifédipine est un inhibiteur calcique, substrat du CYP3A4 et probablement substrat
de la P-gp [81]. En effet, une étude chez les rats [82] a montré que I'efflux de la nifédipine par
la P-gp (mesurée par les concentrations observées dans les intestins) était significativement
diminué en présence de ciclosporine. Curieusement, dans cette étude, les concentrations
plasmatiques n’étaient pas modifiées suite a 'administration de ciclosporine, laissant penser
que la ciclosporine pourrait également inhiber le métabolisme de la nifédipine par le CYP3A4

ou d’autres transporteurs ; ce qui compenserait la diminution de biodisponibilité.

Une autre étude menée chez le rat portant sur la nimodipine [83] a également montré
le rble inhibiteur de la ciclosporine sur la P-gp. Chez ces rats, les concentrations en nimodipine

dans le cerveau étaient significativement plus élevées en présence de ciclosporine.

1.3.1.2.6. Interactions modifiant I'exposition a la ciclosporine

La ciclosporine peut aussi étre « victime » d’interactions médicamenteuses en lien
avec son métabolisme ou son transport membranaire. La quercétine et la rutine sont des
flavonoides (anti-oxydants) retrouvés dans les aliments d'origine végétale, les herbes et les
compléments alimentaires. Une étude in vitro mais aussi in vivo (chez le rat) s’est intéressée
a leur effet sur la biodisponibilité de la ciclosporine [84]. Dans cette étude, la Cmax €t ’'AUCq-540
de la ciclosporine étaient significativement diminuées (environ -60 % et -50 % pour la
guercétine et la rutine respectivement) chez les rats pour lesquels, la quercétine et la rutine
était administrées. Les études in vitro associées ont révélé que ces flavonoides augmentaient

I'activité de la P-gp, mais aussi celle du CYP3A4.

Le jus de raisin interagit également avec la ciclosporine. Une étude chez 'homme [85]
montre que 200 ml de jus de raisin pourrait réduire de maniére significative 'AUC de la
ciclosporine de 30 % et sa Cmax de 28 % chez des volontaires sains sans modifier la demi-vie
d'élimination, ce qui indique que cette interaction aurait probablement pour origine le
processus d'absorption (biodisponibilité) plutdt que d’élimination, et impliquerait donc
I'induction de la P-gp ou du CYP3A4 [86].

A Tlinverse, le jus de pamplemousse pourrait augmenter la biodisponibilité de la
ciclosporine, par inhibition de I'activité du CYP3A ou de la P-gp (ou des deux) dans l'intestin
[87].

Les béta-bloquants tels que le carvédilol peuvent également interagir avec la
ciclosporine. Une étude rétrospective menée chez des patients ayant recu une greffe
cardiague montre que lintroduction du carvédilol chez des patients traités avec de la
ciclosporine provoque une augmentation des concentrations résiduelles de ciclosporine [88].

De plus dans cette étude, la dose de ciclosporine a d( étre diminuée de 10 % afin de maintenir

Joseph BERTHIER | Thése de doctorat | Université de Limoges | 23 octobre 2020 31
Licence CC BY-NC-ND 3.0



des concentrations thérapeutiques. Le mécanisme de cette interaction avec la ciclosporine le
plus probable est une inhibition de la P-gp. En effet, le carvédilol est principalement métabolisé
par la sous-famille 2D6 (CYP2D6) du cytochrome P450, mais pas par le CYP3A4. De plus, il

a été rapporté que le carvédilol inhibe l'activité de la P-gp [89].

Une autre étude sur le sang circulant et sur I'intestin extrait de rats vivants s’est
intéressée a l'effet de l'inhibition/activation de la P-gp sur les concentrations de ciclosporine et
de tacrolimus [90]. Les résultats montrent que ces derniéres étaient augmentées de maniére
significative en cas de co-administration avec du vérapamil (inhibiteur de la P-gp), et étaient
diminuées de maniére significative en cas de co-administration avec de la rifampicine
(inducteur de la P-gp). Cependant, les études ex vivo (intestins de rat) ont montré que
I'absorption de la ciclosporine et du tacrolimus dans l'intestin gréle augmentaient en fonction
du temps lorsque les médicaments étaient administrés avec ou sans vérapamil ou rifampicine.
Il n'y avait néanmoins pas de différence dans l'absorption jéjunale ou iléale de la ciclosporine

en présence ou absence de vérapamil/rifampicine.

1.3.1.3. Interaction avec BCRP

La protéine BCRP, également connue sous le nom de BCRP1/MXR/ABCP, a été isolée
dans des cellules résistantes a la mitoxantrone n'exprimant pas la P-gp ou d’autres
transporteurs MRP [91-94]. Il s’agit d’'un "demi-transporteur” de la famille des transporteurs
ABC. On pense qu’une dimérisation ou la formation des multiméeres sont nécessaires pour

assurer un transport efficace du substrat [92,94].

Il a été observé que la protéine BCRP est associée a des résistances aux traitements
pour la mitoxantrone, pour la daunorubicine, pour la doxorubicine, ainsi qu’une résistance
croisée aux inhibiteurs de la topoisomérase |. Ce n’est pas le cas pour les taxanes, les
vincaalcaloides ou le cisplatine [95,96]. Par ailleurs, la transfection de I'ADN de la protéine
BCRP dans des cellules de cancer du sein initialement sensible aux anti-cancéreux a montré

une résistance de ces cellules a la mitoxantrone [92].

L'expression de la protéine BCRP est observée dans des lignées cellulaires
sélectionnées par la mitoxantrone dérivées de cellules humaines de myélome multiple et de
fibrosarcome, ainsi que de cellules de cancer du sein, du cdlon et de I'estomac. Au niveau des
tissus sains, BCRP est fortement exprimée dans la membrane apicale des
syncytiotrophoblastes placentaires, dans la membrane apicale de I'épithélium de l'intestin

gréle et au niveau de la membrane canaliculaire du foie [97,98].

Ainsi, une étude s’est intéressée a I'effet de la ciclosporine sur des cellules résistantes
aux traitements anti-cancéreux (mitoxantrone et doxorubicine) et sur-exprimant BCRP [99]. La

co-administration de ciclosporine et de mitoxantrone sur ces cellules résistantes a permis
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d’observer une accumulation de mitoxantrone et une augmentation de la cytotoxicité de cette
derniére. Cette étude montre ainsi qu’en inhibant I'efflux de la mitoxantrone avec la
ciclosporine, les cellules retrouvent leur sensibilité aux anti-cancéreux. Si la ciclosporine est
capable d’inhiber la protéine BCRP, il existe en revanche peu d’interactions médicamenteuses

en lien avec ce transporteur.

1.3.1.3.1. Topotécan et mitoxantrone

Une étude in vitro s’est intéressée a déterminer si la ciclosporine, le tacrolimus et le
sirolimus sont des inhibiteurs et/ou des substrats de la BCRP [100]. L'effet des
immunosuppresseurs sur I'activité de la BCRP dans les cellules HEK surexprimant la BCRP
(HEK/482R) a été mesuré par cytométrie en flux. Les auteurs ont observé que la ciclosporine,
le tacrolimus et le sirolimus inhibent de maniére significative 'efflux des substrats BCRP tels
que le phéophorbide A, la mitoxantrone et la BODIPY-prazosin. Ces immunosuppresseurs ont
également permis d’annihiler la résistance au topotécan et a la mitoxantrone des cellules
HEK/482R, initialement conférée par BCRP.

1.3.1.3.2. Eltrombopag

L’eltrombopag est un médicament stimulant la production des plaquettes, et substrat
de BCRP (information de Novartis). Une étude de phase | évaluant l'association de
I'eltrombopag et de la ciclosporine montre que suite a I'administration de ciclosporine a 600
mg et d’eltrombopag a 50 mg, 'AUC et la Cnax €taient augmentées de 22 et 39 %
respectivement [101]. Le Tmax était également augmenté d’'une heure environ. Cependant, ces
modifications de I'exposition n'ont pas été jugées cliniquement significatives car la dose
d'eltrombopag est ajustée sur la base de la numération plaquettaire, mais aussi parce que le

traitement était globalement bien toléré dans cette étude.

1.3.1.3.3. Apixaban

L’apixaban est un anticoagulant oral direct inhibant I'activité du facteur Xa de la
coagulation. L'apixaban est métabolisé par le cytochrome 3A4 dans l'intestin et le foie mais
également de facon moindre par les cytochromes 1A2, 2C8, 2C9, 2C19 et 2J2 [102] (données
sur 'apixaban de BMS). Il est également substrat de la P-gp et de BCRP [103].

Ainsi, une étude de phase | s’est intéressée aux interactions médicamenteuses entre
la ciclosporine et le tacrolimus et I'apixaban chez 12 volontaires sains [104]. Les résultats de
cette étude révelent que la co-administration de ciclosporine (100mg) et d’apixaban (10mg)
entraine une augmentation de la Cnax et de L'AUC de I'apixaban de 143 et 120 %. Inversement,
le tacrolimus administré a 5 mg diminue la Cnax €t 'AUC de I'apixaban de 87 et 78 %. Les

auteurs soulignent toutefois que les changements observés ne modifient pas de facon
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substantielle les paramétres pharmacocinétiques de l'apixaban, et par conséquent, que les
ajustements de dose d'apixaban ne sont pas justifiés lors de sa co-administration avec de la

ciclosporine et du tacrolimus.

[.3.1.3.4. Acides ginkgoliques

Le ginkgo biloba est largement utilisé dans le monde comme médicament pour la
prévention et le traitement des maladies cardiovasculaires. Les acides ginkgoliques (AG),
présents dans les feuilles, les noix et I'enveloppe externe des graines de G. biloba L. lls
correspondent a des mélanges d'une série de composés d'acide n-alkylphénolique
structurellement apparentés, contenant 13 & 19 atomes de carbone de chaine latérale avec O
a 3 doubles liaisons de chaine latérale. Ces molécules pourraient causer une cytotoxicité par
contact direct, une allergie et une neurotoxicité. Malgré les effets indésirables potentiels, les
AG ont des activités pharmacologiques contre les maladies cardiovasculaires, les tumeurs,
les infections bactériennes et l'inflammation [105-107].

Une étude s’est intéressée au transport de ces acides ginkgoliques. En utilisant un
modéele cellulaire de surexpression de P-gp et de BCRP, Il a été observé que les AG sont
substrats de ces deux transporteurs. De plus, I’'administration de ciclosporine a montré chez
le rat une augmentation de 'AUC et des concentrations cérébrales des acides ginkgoliques
[108].

1.3.2. Tacrolimus

Le tacrolimus est, comme la ciclosporine, un inhibiteur de la calcineurine. Cependant,

il génére moins d’interactions médicamenteuses en lien avec les transporteurs.

La majorité des interactions est liée a son métabolisme car il est substrat des CYP3A4
et 3A5. Néanmoins, il est également un substrat de la P-gp [109]. Cette derniére semble étre

un déterminant mineur de la biodisponibilité orale du tacrolimus.

En effet, une étude chez les rats a montré que l'absorption intestinale du tacrolimus
était limitée par la P-gp, tout comme celle d'autres substrats de ce transporteur tels que la
ciclosporine ou le vérapamil [110]. Dans cette étude, la ciclosporine et le vérapamil
augmentaient de maniere significative l'absorption de la méthylprednisolone et de la
vinblastine, via une puissante inhibition de la P-gp intestinale. Le tacrolimus était lui sans effet.
Lorsque la ciclosporine et le tacrolimus ont été administrés par voie intra-veineuse aux rats,
I'absorption de la digoxine a été considérablement augmentée par la ciclosporine, mais pas
par le tacrolimus. Lorsque le tacrolimus a été co-administré avec du clotrimazole, un inhibiteur
spécifique du CYP3A, les concentrations de tacrolimus mesurées dans l'intestin gréle du rat

ont été multipliées par plus de sept par rapport aux concentrations observées lors
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d’administration du tacrolimus seul. Ces résultats suggérent fortement que l'interaction entre
le tacrolimus et la P-gp est limitée au niveau de l'intestin gréle du rat, et que le métabolisme
important assuré par les enzymes du CYP3A est en réalité le principal facteur responsable de

la faible biodisponibilité orale du tacrolimus.

[.3.2.1. Interaction avec la P-gp

1.3.2.1.1. Ranolazine

Un cas rapporte une interaction entre le tacrolimus et la ranolazine (traitement de
'angor). Chez un patient, vingt-quatre heures aprés linitiation de la ranolazine, les
concentrations résiduelles de tacrolimus sont passées de 7,0-10,1 ng/mL a 17,8 ng/mL [111].
Par conséquent, la dose de tacrolimus a finalement été réduite de 70 % (3 mg deux fois par
jour) pour maintenir des concentrations résiduelles stables entre 6,6 et 7,9 ng/mL, tout en
poursuivant le traitement par ranolazine. La ranolazine, est a la fois un substrat et un faible
inhibiteur du CYP3A, ainsi qu'un substrat et un inhibiteur intermédiaire de la P-gp [112]. Le

mécanisme de cette interaction peut étre lié a l'inhibition des cytochromes ou de la P-gp.

1.3.2.1.2. Kétoconazole

Il existe également une interaction entre le tacrolimus et le kétoconazole (antifongique
azolé puissamment inhibiteur du CYP3A). Floren et al. [113] ont étudié linteraction
pharmacocinétique entre ces deux molécules. Bien que les médicaments aient été administrés
a 10 heures d'intervalle, la co-administration de kétoconazole a doublé la biodisponibilité orale
du tacrolimus (14 £ 5 % sans kétoconazole contre 30 = 8 % avec le kétoconazole). Le
kétoconazole n'a cependant pas eu d'effet significatif sur la clairance du tacrolimus, le volume
de distribution a I'équilibre ou la biodisponibilité hépatique. Ceci suggére que 'augmentation
de I'exposition et de la biodisponibilité orale étaient trés probablement liés a un effet inhibiteur
local sur le métabolisme intestinal et/ou l'activité de la P-gp. Ce méme phénoméne a aussi été

observé dans une étude clinique réalisée chez 19 adultes ayant recu une greffe de rein [114].

1.3.2.1.3. Rispéridone

Dans un cas clinique [115] Watanabe et al. ont rapporté, chez un patient traité par
tacrolimus pour une greffe de moelle, que suite a 'administration de voriconazole, le rapport
concentration/dose de tacrolimus été multiplié par 8. Le voriconazole est un antifongique
connu pour sa forte capacité a inhiber les CYP3A. Les auteurs étaient toutefois surpris car
l'interaction observée était beaucoup plus importante que prévu. En retragant I'historique des
administrations, ils ont constaté que le patient était également traité par rispéridone (anti-
psychotique). lls ont émis I'hypothése que linhibition du cytochrome P450 (CYP)3A dans

l'intestin gréle par le voriconazole et I'inhibition de la P-gp dans l'intestin gréle par la rispéridone
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exercaient un effet synergique sur la biodisponibilité du tacrolimus. Ainsi, les auteurs ont
montré in vitro, sur des cellules caco-2, qu’aprés une incubation de 120 minutes, le transport
apical-basal (A-B) de la rhodamine 123 (substrat de la P-gp) était augmenté de 47,1 %, alors
que celui dans la direction B-A était diminué de 61,7 % en présence de rispéridone. Ces
résultats indiquent que la rispéridone a un effet inhibiteur sur le transport de rhodamine 123
médié par la P-gp (impliqué dans le transport Basal-Apical). Ensuite, les auteurs ont observé
gue transport A-B du tacrolimus était augmenté de 21,7 %, alors que celui dans le sens B-A
était diminué de 10,7 % en présence de rispéridone. Ces résultats suggerent que la rispéridone

était au moins partiellement impliqguée dans le mécanisme observé chez le patient.

1.3.2.1.4. Amlodipine

Chez I'Homme, le tacrolimus est principalement métabolisé par les cytochromes 3A4
et 3A5, qui sont exprimés principalement dans le foie et l'intestin gréle, alors que chez le rat il
est substrat du CYP3A2 [116] . L’amlodipine est un inhibiteur du CYP3A2 chez le rat [117] et
un substrat de la P-gp [118]. Une étude chez le rat s’est intéressée a linhibition par
I'amlodipine du transport du tacrolimus par la P-gp [119]. Apres administration par voie orale
ou intra-veineuse d’amlodipine, il existait une diminution de la clairance et une augmentation
des concentrations sanguines de tacrolimus chez les rats. La demi-vie du tacrolimus n'était
cependant pas significativement affectée par I'amlodipine. Les auteurs ont conclu que
'amlodipine augmentait les concentrations sanguines de tacrolimus chez les rats,

probablement en inhibant la P-gp et le CYP3A2.

[.3.2.1.5. Maribavir

Une interaction entre le maribavir (nouvel antiviral anti-CMV) et le tacrolimus a été mise
en évidence lors d’'une étude clinique randomisée, en double aveugle, contrdlée par placebo,
concue afin dévaluer linteraction pharmacocinétique potentielle de I'administration

concomitante de maribavir et de tacrolimus [120].

Il a ici ét¢ montré qu’en cas de co-administration maribavir / tacrolimus, la Cmax
moyenne du tacrolimus augmentait de 38 %, les concentrations minimales du tacrolimus (12h
apres la dose) augmentaient de 57 %, de méme que '’AUC du tacrolimus (augmentée de 51
%). D’autre part, la clairance apparente du tacrolimus diminuait de 34 % et le temps nécessaire

pour atteindre la concentration maximale (Tmax) était retardé d’une demi-heure.

Le mécanisme de l'interaction pharmacocinétique entre le maribavir et le tacrolimus n'a
pas été entierement élucidé. Selon les auteurs, il est trés probablement lié a l'inhibition de
l'activité des cytochromes P450 et de la P-gp intestinale. Le maribavir et le tacrolimus sont
tous deux métabolisés par le CYP 3A4 dans le foie et l'intestin gréle et sont des substrats de

la P-glycoprotéine intestinale (données sur le maribavir du fabricant ViroPharma).
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1.3.3. Evérolimus

L’évérolimus est un immunosuppresseur agissant par inhibition de la protéine mTOR.
Il est également de plus en plus utilisé en oncologie avec une indication dans le cancer du
sein positif aux récepteurs hormonaux et HER2 négatif, le cancer du rein métastatique avancé
et certaines tumeurs neuroendocrines [121]. Dans ce contexte, de nouvelles interactions
médicamenteuses sont attendues en raison des multiples médicaments susceptibles d’étre

prescrits pour traiter ces maladies et leurs comorbidités.

L’évérolimus est substrat de la P-gp et des CYP3A4/5 et 2C8 [122,123].

1.3.3.1. Interaction avec la P-gp

1.3.3.1.1. Lapatinib

Une étude conduite chez des souris démontre une interaction entre le lapatinib et
I'évérolimus mettant en jeu la P-gp [124]. Les résultats de cette étude confirment que
I'évérolimus est substrat de la P-gp et révélent une augmentation significative de de 'AUC de
I'évérolimus (1,3 fois) chez les souris déficientes pour la P-gp. De plus, suite a un prétraitement
pendant 2 jours au lapatinib, il a été observé une augmentation significative de 'AUC (2,6 fois)
de I'évérolimus par rapport au groupe de souris traitées par I'évérolimus seul, cependant les
demi-vies d’élimination apparentes étaient similaires. Cette observation était également
accompagnée d’une diminution significative (38,5 %) de I'expression de la P-gp au niveau du
duodénum dans le groupe prétraité par le lapatinib par rapport au groupe témoin. Ainsi, les
auteurs ont conclu que la diminution de I'expression intestinale de la P-gp était responsable
de 'augmentation de I'absorption de I'évérolimus. Une inhibition du CYP 450 n'était cependant

pas exclue.

Une étude de phase | a été menée dans le but de déterminer la sécurité et la
pharmacocinétigue de l'association lapatinib/évérolimus chez des patientes atteintes de
cancer du sein [125]. Il a été montré que pour 54 patientes traitées a la dose maximale tolérée
(1,250 mg de lapatinib et 5 mg d’évérolimus), le Tmax moyen pour I'évérolimus été augmenté
de 44 % (p=0,06), et la clairance moyenne diminuée de 25 % (p=0,08), lorsqu’il était administré
conjointement avec le lapatinib. Bien que ces différences ne soient pas statistiquement
significatives, cette modification de I'élimination de I'évérolimus n’exclue pas le mécanisme

d'une possible interaction médicamenteuse.

1.3.3.1.2. Clarithromycine
Plusieurs cas rapportent une interaction probable entre [I'évérolimus et la
clarithromycine, via une inhibition du CYP3A4/P-gp. Les données disponibles ne permettent

pas de dissocier le role de la P-gp et du CYP3A4 dans linteraction, en partie car les
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métabolites de I'évérolimus ne sont pas quantifiés en routine. Un cas rapporte que chez une
patiente de 78 ans ayant recu une transplantation cardiaque, suite a un traitement par
clarithromycine pour une pneumopathie infectieuse, les concentrations résiduelles
d’évérolimus sont passées de 3-8 ng/mL a plus de 20 ng/mL [126]. Apres l'arrét de la
clarithromycine, les concentrations d’évérolimus sont progressivement redescendues dans la

fenétre thérapeutique.

Un autre cas rapporte qu’un patient de 56 ans traité par évérolimus pour un carcinome
rénal a également recu de la clarithromycine en vue de traiter une suspicion de gastrite a
Helicobacter pylori. Douze jours suivant le début du traitement, le patient a développé une
insuffisance rénale aigué, nécessitant une hospitalisation et les concentrations résiduelles
d’évérolimus mesurées étaient alors de 110 ng/mL. Durant I'hospitalisation, I'évérolimus a été

suspendu jusqu’a atteindre un seuil normal [127].

Un autre rapport a observé une interaction avec la clarithromycine chez un adolescent
recevant une faible dose d'évérolimus pour une transplantation cardiaque ou il a été
nécessaire de diminuer de moitié la dose d'évérolimus afin de maintenir une concentration a
8 ng/mL [128].

1.3.3.1.3. Vérapamil

Une étude clinique s’est intéressée a l'influence du vérapamil (inhibiteur du CYP3A et
de la P-gp) sur la pharmacocinétique de I'évérolimus [129]. Dans cette étude, en 2 étapes
menée sur 16 volontaires sains, les sujets ont recu dans un premier temps une dose orale
unique de 2 mg d'évérolimus. Dans un second temps, les sujets ont recu du vérapamil a la
dose de 80 mg trois fois par jour pendant 6 jours au total, ainsi qu’une dose unique de 2 mg

d'évérolimus a partir du deuxiéme jour suivant le traitement au vérapamil.

Lorsque le vérapamil était co-administré, la concentration maximale d'évérolimus a été
multipliée par 2,3 et TAUC a été multipliée par 3,5. La demi-vie de I'évérolimus n’était
cependant pas modifiée en présence de vérapamil. Cela suggére que cette interaction
entraine une augmentation de la biodisponibilité de I'évérolimus, par inhibition du CYP3A ou
de la P-gp. Ici encore, il est impossible de savoir dans quelle mesure la P-gp participe a

I'interaction

1.3.3.1.4. Anti-tuberculeux

Un cas rapporte une diminution importante des concentrations résiduelles d’évérolimus
chez un patient de 63 ans ayant regu une greffe hépatique suite a I'instauration d’un traitement
anti-tuberculeux a base de rifampicine (600 mg/jour), isoniazide (250 mg/jour), pyrazinamide
(1500 mg/jour) et éthambutol (1200 mg/jour) [130]. Malgré l'augmentation des doses
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d'évérolimus jusqu'a 8 mg trois fois par jour, les concentrations résiduelles d’évérolimus étaient
inférieure & 5 ng/mL. L’acide mycophénolique (un autre immunosuppresseur) a di étre
instauré afin d’éviter un rejet aigu de greffe tout en continuant I'évérolimus. Aprés 45 jours de
traitement les concentrations résiduelles d’évérolimus étant toujours trés faibles, un switch de
la rifampicine par la rifabutine (450 mg/j)) a été mis en place. En quelques jours, les
concentrations d'évérolimus ont augmenté ; les doses d'évérolimus ont été progressivement
réduites a 5,25 mg/jour sur une période de 30 jours, ce qui a permis d'obtenir des

concentrations résiduelles d’évérolimus de 10,3 + 1,8 ng/mL.

Les rifamycines sont de puissants inducteurs du cytochrome 3A4 (CYP3A4) et de la P-
gp et présentent des interactions médicamenteuses importantes avec la plupart des
immunosuppresseurs [131]. Cet article suggére donc d'utiliser la rifabutine a la place de la

rifampicine chez des patient sous évérolimus en cas de tuberculose.

D’autre part, une étude clinique menée chez 12 volontaires sains montre qu’apres 8
jours de prétraitement avec la rifampicine, la clairance apparente de I'évérolimus aprés une
dose unique de 4 mg était significativement augmentée (172 % en moyenne) [132]. Cela s'est
également traduit par une diminution de la concentration maximale chez tous les sujets, en
moyenne de 58 %, et par une diminution moyenne de I'AUC dans I'ensemble de la population
étudiée, de 63 %. La demi-vie de I'évérolimus a été réduite de maniére significative, passant

de 32 heures a 24 heures en moyenne.

Cet exemple décrit une interaction par induction pour laquelle il est a difficile de
dissocier I'effet de 'augmentation d’expression des CYP3A de celui de la P-gp. Néanmoins,
la rifabutine est décrite par certains comme un inducteur moins puissant des CYP3A que la
rifampicine [133,134]. L’interaction étant moins prononcée avec ce produit, le rble de la P-gp

pourrait étre ainsi limité.

1.3.3.1.5. Maribavir

Une interaction entre le maribavir et I'évérolimus est également fortement suspectée.
En effet, chez un patient de 59 ans ayant recu une greffe rénale, il a été rapporté que les
concentrations résiduelles d’évérolimus initialement situées entre 6 a 8 ng/mL (avec une dose
quotidienne totale de 3,5 mg) sont passée a 17,2 ng/mL suite a I'instauration d’un traitement
par maribavir [135]. En conséquence, I'administration d'évérolimus a été interrompue pendant

1 jour, et la dose a été réduite a 2,5 mg par jour.

Le mécanisme proposé pour cette interaction est une inhibition du CYP3A4 ou de la P-
gp. La voie du CYP2C8 pourrait également étre envisagée car elle est impliquée dans le

métabolisme de I'évérolimus. Elle reste cependant a étudier pour le maribavir.
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1.3.3.1.6. Autres anti-cancéreux

Le vandétanib est un inhibiteur du récepteur du facteur de croissance endothélial
vasculaire (VEGFR) et du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) ainsi que
de certaines tyrosines kinases. Il est utilisé dans la prise en charge de cancers médullaires de
la thyroide et fait I'objet d’études cliniques pour le traitement de certaines tumeurs cérébrales
[136,137]. Une étude chez les souris a révélé que la co-administration d'évérolimus et de
vandétanib permettait d’'inhiber efficacement I'activité de la P-gp, entrainant une augmentation
significative des concentrations de vandétanib dans le cerveau. Ceci pouvait ainsi accroitre

I'efficacité des traitements a base de vandétanib [138].

L’ocréotide est un analogue synthétique de la somatostatine, utilisé initialement pour
la gestion des symptémes gastro-intestinaux associés aux tumeurs carcinoides fonctionnelles.
Il est indiqué dans le traitement des tumeurs neuroendocrines. Il inhibe l'augmentation
pathologique de la sécrétion de I'hormone de croissance, de peptides et de la sérotonine

produits par le systeme endocrinien gastro-entéro-pancréatique.

Dans une étude de phase lIll, il a été observé une augmentation de la concentration minimale
de l'ocréotide chez des patients co-traités par évérolimus [139]. L'octréotide n'est pas
métabolisé par le cytochrome P450 et il se lie peu aux protéines plasmatiques (données de
Novartis ; [140]). Il est peu probable que l'augmentation observée des concentrations
d'octréotide résultent d'une interaction au niveau du métabolisme ou d’une interaction avec la
liaison aux protéines plasmatiques par I'évérolimus. Le mécanisme réel de I'interaction n'est
pas connu. L'octréotide est éliminé sous forme inchangée dans les urines (32 % de la dose
administrée, donnée de Novartis). De plus, les données in vitro indiquent que l'absorption
hépatique de I'octréotide se fait par transport actif [141] et I'octréotide est un substrat pour de

la P-gp et de MRP2 au niveau des tubules proximaux du rein [142].

Ainsi, l'augmentation observée de I'exposition a I'octréotide, lorsqu'il est co-administré avec
I'évérolimus, pourrait résulter de l'inhibition par I'évérolimus de ces transporteurs au niveau du

foie et des reins.

1.3.4. Sirolimus

Le sirolimus est également un immunosuppresseur de la classe des inhibiteurs de
mTOR. Par rapport a I'évérolimus, il demeure moins prescrit car il a une indication
essentiellement restreinte a la greffe rénale. De ce fait, peu d’interactions avec les
transporteurs membranaires ont été décrites dans la littérature. Cependant, le sirolimus est

substrat de la P-gp ainsi que des CYP3A [143,144].
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[.3.4.1. Interaction avec la P-gp

Les médicaments connus pour inhiber ou induire la P-gp peuvent modifier I'exposition
sanguine au sirolimus. Les études menées chez des volontaires sains lors du développement
clinigue du sirolimus montrent que la ciclosporine, le diltiazem, I'érythromycine, le
kétoconazole et le vérapamil ont augmenté de maniére significative I'exposition au sirolimus,
probablement par inhibition des enzymes du CYP3A et de la P-gp [145]. En effet, chacun des
médicaments ayant augmenté ’AUC du sirolimus sont des inhibiteurs du CYP3A et de la P-
gp, a l'exception du kétoconazole, qui n’est qu’inhibiteur que des CYP3A. La rifampicine a
diminué de maniéere significative I'exposition au sirolimus. Cependant, I'exposition au sirolimus
n'a pas été modifiée par l'aciclovir, 'atorvastatine, la digoxine, I'éthinylestradiol/norgestrel, le
glyburide, la nifédipine ou le tacrolimus. Parmi tous les médicaments étudiés, le sirolimus a
montré une augmentation significative de I'exposition a I'érythromycine et au S-(-)vérapamil

seulement.

[.3.4.1.1. Antifongiques azolés

Un cas rapporte une forte interaction entre I'itraconazole et le sirolimus mettant en jeu
la P-gp ainsi que les CYP3A [146]. Une patiente de 50 ans ayant recu une greffe rénale a été
traitée par une dose de charge de sirolimus de 15 mg sur deux jours, suivis de 10 mg pendant
un jour, et d'une dose d'entretien de 5 mg/jour afin d’atteindre des concentrations comprises
entre 8 et 12 ng/ml 3 jours apres la greffe. Aprés une période de reprise du greffon, la créatinine
sérique a augmenté brutalement le 9éme jour aprés la transplantation et une biopsie rénale a
été effectuée. L'examen histologique a réveélé un rejet aigu (grade IA au score de Banff) et
étonnamment, la biopsie montrait un granulome épithélioide avec une structure fongique
positive a la coloration PAS (Periodic Acid Schiff) et une tache argentée positive en son centre.
L'examen microscopique n'a pas permis d'identifier plus précisément le champignon. Ainsi, la
patiente a été traité avec de litraconazole a une dose initiale de 600 mg/jour, suivie de 400
mg/jour. Les hémocultures ainsi que l'antigenémie Aspergillus étaient négatives. L'impact
d'une septicémie fongique étant considéré comme grave, il a été décidé de traiter cette
patiente pendant au moins 3 & 6 mois. La concentration résiduelle de sirolimus dans le sang
était de 9,6 ng/ml le jour ou l'itraconazole a été commenceé (jour 10 de sirolimus avec une dose
guotidienne de 8 mg). Comme la concentration minimale suivante (6,8 ng/ml le 11e jour) était
inférieure a I'objectif fixé, la dose de sirolimus a été augmentée & 10 mg/jour. A partir du 12éme
jour de traitement, soit 2 jours aprés instauration de litraconazole, les concentrations
minimales de sirolimus ont commencé a augmenter rapidement, jusqu'a atteindre 82,5 ng/ml
les 15emes et 16emes jours. L'administration de sirolimus a été arrétée le 17eme jour, et les
concentrations sanguines de sirolimus ont rapidement chuté par la suite. Le traitement a
l'itraconazole devait se poursuivre pendant au moins six mois.
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Ce cas démontre clairement que les agents antifongiques azolés, connus comme étant
des inhibiteurs du CYP3A et de la P-gp peuvent provoquer des interactions médicamenteuses
significative sur le plan clinique avec le sirolimus, entrainant des concentrations sanguines
toxiques. De plus, l'itraconazole a déja été signalé comme inhibiteur puissant de I'élimination

du sirolimus chez d’autres patients [147].

La littérature rapporte également des interactions significatives entre sirolimus et
voriconazole, itraconazole, fluconazole et érythromycine [148]). La concentration sanguine
résiduelle normalisée par la dose a montré une augmentation de sept fois en moyenne avec
la co-administration de ces médicaments. Pour tous, le mécanisme supposé est une inhibition
des CYP3A et de la P-gp.

[.3.4.1.2. Ranolazine

A l'instar du tacrolimus, il a également été rapporté une interaction entre le sirolimus et
la ranolazine [149] chez un homme de 57 ans ayant subi une greffe de rein (stable depuis des
années sous sirolimus) qui avait des antécédents d'angor chronique, pour lequel on lui a
prescrit de la ranolazine. Suite a I'augmentation de la dose de ranolazine, les concentrations
de sirolimus dans le sang ont fortement augmenté, atteignant des concentrations non
mesurables (> 60 ng/mL). Aprés une diminution progressive des doses de sirolimus (jusqu’a
3 mg/jour), les concentrations sont revenues dans la zone thérapeutique, tout en poursuivant
le traitement par ranolazine. Comme la ranolazine est un inhibiteur connu de la P-gp et du
CYP3A, et que le sirolimus est un substrat connu pour ces deux protéines, les auteurs ont
proposé que l'inhibition de la P-gp et du CYP3A4 par la ranolazine a contribué a l'augmentation

significative de l'exposition au sirolimus.

Ainsi, lorsque l'administration conjointe de tacrolimus, évérolimus ou sirolimus avec un
inhibiteur/inducteur connu de la P-gp et des CYP3A4/5 est nécessaire chez un patient
transplanté, une surveillance étroite des concentrations sanguines des immunosuppresseurs
mais aussi des autres médicaments potentiellement impactés est nécessaire pour orienter les
ajustements de la dose en l'absence d'interactions significatives préalablement établies dans

des études cliniques.

[.3.5. Acide Mycophénolique

L'acide Mycophénoligue (MPA) est un immunosuppresseur inhibant linosine
monophosphate déshydrogénase (IMPDH), qui est une enzyme permettant la synthése de
novo de bases purique (guanine monophosphate) [150]. Il est généralement administré par
voie orale sous sa forme estérifiée : le mycophénolate mofétil (MMF) ou sous forme de sel de
sodium. Apres absorption par I'estomac, ces 2 formes sont rapidement hydrolysées [151] par

des estérases en métabolite actif, I'acide mycophénolique. Les voies du métabolisme du MPA
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sont complexes et font appel a de nombreux transporteurs. L’étude de son transport et des

interactions médicamenteuses en lien est détaillée dans l’article 2 et dans la partie Il

[.4. Synthese

Les transporteurs membranaires jouent un rble tres important dans la
pharmacocinétiqgue des immunosuppresseurs. Dans les exemples suscités, les médicaments
interagissant avec les enzymes du métabolisme (CYP) ont également une interaction avec la
P-gp et il est souvent difficile de déterminer le mécanisme précis lors d’interactions
médicamenteuses. De plus, certaines situations physiopathologiques peuvent aussi diminuer
ou augmenter I’élimination rénale (vasoconstriction/vasodilatation) ou hépatique (insuffisance
hépatique) indépendamment des mécanismes d’inhibition ou d’induction des transporteurs

membranaires.

Ainsi, chez des patients transplantés et recevant des immunosuppresseurs, il convient
d’étre vigilant aux interactions médicamenteuses en lien avec la P-gp et les OATP mais
également avec les inducteurs et ou inhibiteurs des enzymes du métabolisme. Le suivi
thérapeutique pharmacologique devrait étre proposé lorsqu’'un médicament substrat des
OATP, P-gp et du CYP3A4 est administré avec les immunosuppresseurs afin d’'ajuster les
doses des médicaments car dans de tels cas, le risque d’interactions médicamenteuse est

possiblement élevé.

Le tableau 3 a,b ci-aprés résume l'ensemble des interactions entre les
immunosuppresseurs et les transporteurs membranaires. On constate que parmi les
immunosuppresseurs, la ciclosporine semble étre la molécule ayant le plus d’interactions

médicamenteuses avec les transporteurs membranaires.

Tableau 3: Récapitulatif des interactions entre les immunosuppresseurs et les transporteurs

3a)

Médicament P-gp OATP MRP2 BCRP
Ciclosporine Substrat/inhibiteur Inhibiteur Inhibiteur Inhibiteur
Tacrolimus Substrat/inhibiteur — — Inhibiteur
Evérolimus Substrat/inhibiteur Inhibiteur — —
Sirolimus Substrat/inhibiteur Inhibiteur — Inhibiteur
Acide — Substrat Substrat —
Mycophénoligue (MPAG) (MPAG)
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3b)

Transporteur  Médicament Médicament Modification REF
interférent affecté par observée in vivo
'interaction
OATP1B1 Ciclosporine Atorvastatine AUC x 7-15 [25-27]
Ciclosporine Cérivastatine AUC x 4 [28]
Ciclosporine Fluvastatine AUC x 3-4 [29]
Ciclosporine Lovastatine AUC x 20 [30]
Ciclosporine Pravastatine AUC x 5-10 [31,32]
Ciclosporine Rosuvastatine AUC x 7 [33]
Ciclosporine Simvastatine AUC x 3-8 [34,35]
Ciclosporine Répaglinide AUC x 2,4 [38]
Ciclosporine Bosentan AUC x 2 [39]
Ciclosporine Irinotécan Augmentation de 'AUC du [46]
SN-38 de 23 a 630 % et
diminution de la clairance
d’élimination de l'irinotécan
de 39 a64 %
Ciclosporine PF-04991532 AUC x 3 [49]
Ciclosporine Danoprévir Cmaxx7 [61]
AUC x 14
Cl12h x 23
P-gp Ciclosporine Colchicine Augmentation de 'AUC et [66]
du
Cmax de 224-260 et 215-
270 % respectivement
Ciclosporine Etoposide Augmentation de de 'AUC [71]
de 80 %
Ciclosporine Paclitaxel AUC x 2 [75]
Jus de raisin Ciclosporine Diminution de 'AUC et du [86]
Cmax de 30 et 28 %
respectivement
Carvédilol Ciclosporine Augmentation des [88]
concentrations résiduelles
Ranolazine Tacrolimus Augmentation des [111]
concentrations résiduelles
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Maribavir Tacrolimus Augmentation des [120]
concentrations résiduelles,
de la Cmax et de 'AUC de
57,38 et51 %
respectivement

Lapatinib Evérolimus Augmentation du Tmax de [125]
44% et diminution de la
clairance de 25%

Clarithromycine Evérolimus Augmentation des [126-128]
concentrations résiduelles

Vérapamil Evérolimus Cmax x 2,3 [129]
AUC x 3,5
Rifampicine Evérolimus Diminution de la Cmax et [132]

de 'AUC de 58 et 63%

Maribavir Evérolimus Augmentation des [135]
concentrations résiduelles

Evérolimus Vandétanib Augmentation des [138]
concentrations résiduelles

Itraconazole Sirolimus Augmentation des [146]
concentrations résiduelles

Ranolazine Sirolimus Augmentation des [149]
concentrations résiduelles

BCRP Ciclosporine Eltrombopag Augmentation TAUC et de [101]
la Cmax de 22 et 39 %
respectivement
Ciclosporine Apixaban Augmentation 'AUC et de [104]
Tacrolimus la Cmax de 120-78 et 143-

87 % respectivement

I.5. Article 1: Multidrug resistance-associated protein 4 in pharmacology: Overview of
its contribution to pharmacokinetics, pharmacodynamics and pharmacogenetics

Le transporteur MRP4, appartenant a la famille des transporteurs ABC, ne fait pas
systématiguement 'objet d’une étude réglementaire lors du développement pré-clinique des
médicaments. Cependant, de nombreux travaux ont montré qu’il agit en tant que protéine
d’efflux et participe au transport de molécules endogénes, de médicaments et de
xénobiotiques, principalement au niveau intestinal, hépatique, rénal et au niveau de la barriére

hémato-encéphalique.
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L’objectif de cette revue de littérature était de recenser les études ayant exploré la
capacité du transporteur MRP4 a modifier la pharmacocinétique et/ou la pharmacodynamie

de médicaments, mais également a engendrer des interactions médicamenteuses.
La littérature est assez riche. Il pourrait étre retenu de prime abord les notions suivantes :

- Dansle rein, MRP4 se situe au niveau du tube contourné proximal et plusieurs travaux
montrent que son absence, a ce niveau, participe a I'accumulation de médicaments

comme des céphalosporines, des diurétiques et des anti-viraux.

- MRP4 joue un rble de protection au niveau du systéme nerveux central. Il est localisé
au niveau des plexus choroides et dans la lumiére des capillaires cérébraux. De
nombreux travaux ont démontré son implication dans la neurotoxicité des anti-

cancéreux comme le topotécan ou le cyclophosphamide.

- Assez paradoxalement, la littérature n’est pas abondante en ce qui concerne le réle de
MRP4 au niveau hépatique. Dans des modéles murins, il a été montré qu’il joue un réle
de détoxification, la prise de médicaments hépatotoxiques ou l'accumulation de
médicaments entrainant une augmentation de son expression en vue de favoriser
I'élimination.

- MRP4 est un acteur important des phénoménes d’activation et d’agrégation des
plaquettes. Son absence est a l'origine de syndromes de saignements et des travaux
ont montré son rdle dans les mécanismes d’action des anti-inflammatoires non

stéroidiens (AINS) ou du dipyridamole.

- A Tlinstar d'autres protéines d’efflux, sa surexpression au niveau des cellules
cancéreuses est responsable de résistances aux traitements. Des études ont montré
son réle dans des échecs suite a des protocoles comprenant du docétaxel ou de la 6-

mercaptopurine, dans différents contextes.

- Il a été montré que les patients VIH positifs présentent une expression plus importante
de MRP4 que les sujets sains. Plus précisément, il est probable que cette
surexpression soit liée aux traitements anti-viraux eux-mémes. Des travaux montrent
que l'ajout d’inhibiteurs de MRP4 permet de restaurer I'activité de certains anti-

rétroviraux au niveau de lymphocytes devenus résistants.

- Ence qui concerne les interactions médicamenteuses, des travaux ont essentiellement
été menés pour la classe des anti-cancéreux et des anti-viraux, avec des études
explorant I'impact d’ajout d’inhibiteurs de MRP4 (comme les AINS) sur leur toxicité,

leur efficacité et leurs concentrations circulantes.
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- Ces mémes études menées pour les anti-cancéreux et les anti-viraux ont exploré le
réble des variants alléligues du géne ABCC4. Ces polymorphismes (12 variants
« significatifs ») pourraient expliquer en partie les différences de biodisponibilité de
médicaments, conduisant & une augmentation de la toxicité ou & une diminution

d'efficacité d'un traitement. Toutefois, leur implication est difficile & estimer car les

substrats de MRP4 peuvent également étre pris en charge par d’autres transporteurs.
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1. Introduction

The transport of xenobiotics across organ membranes is mediated by
transporters related to the ATP-binding cassette (ABC) transporter or
the Solute Carrier (SLC) superfamilies. The present review focuses on
MRP4 (Multidrug resistance-associated protein 4), the fourth member
of the ABCC family (ABCC4 gene). MRP4 acts as an unidirectional ex-
port pump for conjugates which contributes to cellular detoxification.
This transporter has been much less considered than other important
members of the ABC superfamily such as the P-glycoprotein (P-gp,
ABCB1). However, MRP4 obviously has an important role in clinical
pharmacology since it contributes to the export of xenobiotics and it is
known to be associated with situations of multi-drug resistance.

MRP4 is encoded by the ABCC4 gene (MRP4 refers to the protein).
Its substrates are mainly organic anions and glucuronide conjugates.
[1,2] According to Genecards (https://www.genecards.org/cgi-bin/
carddisp.pl?gene = ABCC4&keywords = ABCC4) this gene is located on
the minus strand of chromosome 13 (GRCh38/hg38: 95,019,829-
95,301,475). The related protein is composed of 1325 amino acids and
has a molecular mass of 149.5 kDa. Alternative splicing leads to 4 iso-
forms of MRP4.

So far, only isoform #1 has been studied. It is expressed in different
organs such as the brain, liver, kidneys and blood cells [3] (Fig. 1).
MRP4 contains two transmembrane domains (TMDs) and two nucleo-
tide binding domains (NBDs) where the catalytic sites are found [4]
(Fig. 2).

MRP4 is an ABC membrane transporter involved in clinical outcomes as it is located in many tissues that
manages the transport and the elimination of many drugs. This review explores the implication of MRP4 in
clinical pharmacology and the importance of its genetic variability. Although there is no specific re-
commendation regarding the study of MRP4 in drug development, it should be considered when drugs are
eliminated by the kidney or liver or when drug-drug interactions are expected.

2. The roles of MRP4 in pharmacology
2.1. Substrates, inhibitors and related clinical application fields

Table 1 shows the main substrates and inhibitors of MRP4 as re-
ported by Ivanyuk et al. and Russel et al. [5,6]. The drugs are related to
9 different clinical domains. Several substrates belong to cardiovas-
cular, anti-infectious and anti-cancer drugs. In most cases these sub-
strates are also inhibitors.

2.2. The role of MRP4 in drug pharmacokinetics

MRP4 is present in multiple organs and can modify cellular ex-
posure to drugs or metabolites with different consequences. Here, we
address the expected role of MRP4 in major organs involved in phar-
macokinetics. Most of the studies listed below were performed in ani-
mals or derived from in vitro data. Extrapolation from these studies to
clinical pharmacokinetics in humans requires careful interpretation.

2.2.1. Kidney

MRP4 is localized at the apical membrane of kidney proximal tu-
bules (Fig. 1B) where it participates in the elimination of many drugs
[2]. Various studies have shown that the absence of MRP4 can lead to
an accumulation of the drugs in kidney cells and significantly modify
their tubular excretion.

This phenomenon has been demonstrated for cephalosporins when
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Fig. 1. MRP4 tissue localization. Arrows indicate the
substrate transport direction. (A) MRP4 is localized
at the basolateral membrane of the choroid plexus
epithelium and also at the luminal side of brain ca-

)

A: Brain :
Brain capillaries ~ Choroid plexus
- A

pillaries. (B) In the kidney, MRP4 is localized at the
apical side of proximal tubules. (C) In the liver, it is
expressed at the basolateral side of hepatocytes. (D)
In platelets, it can be found at the dense granule as
well as at the plasma membrane.

C: Liver
Hepatocytes

410 1325

D: Platelet

820 1017
911 918

ICD 2

1041

Fig. 2. MRP4 structure. Recent determination taken from and reprinted with permission from Chantemargue et al. [4]. TMH = Transmembrane helix, L1 and
LO = Linker 1 and 0, NBD = nucleotide binding domain, ICD = intra-cytoplasmic domain.

administered to mice [7]. Ci et al. reported that intra-kidney con-
centrations of ceftizoxime and cefazolin was 2 to 3-fold higher in
Mrp4~/~ mice compared to wild-type mice. The accumulation of the
two drugs in the kidney was found to decrease the renal clearances
(about 10-fold and 3-fold, respectively) of both drugs, but was not as-
sociated with a significant modification in their steady-state plasma
concentrations [7].

In a very similar study, Hasegawa et al. observed that the clearance
of two different diuretics (hydrochlorothiazide and furosemide) was
reduced of about 35 to 40% in Mrp4 ~/~ mice [8]. In deficient mice, the
intra-kidney concentration of hydrochlorothiazide was almost doubled
as compared to wild-type mice. Here again, the accumulation in the

kidney and decrease in the renal excretion of the diuretics was not
associated with a modification in drug plasma concentrations (similar
area under the time-concentration (AUC) values of furosemide in de-
ficient and control mice).

The same research team also demonstrated that the absence of
MRP4 could double the intra-kidney concentrations of tenofovir and
adefovir, two antiviral agents with strong and selective activity against
retroviruses [9]. For both drugs, the renal luminal efflux clearance was
estimated to be 37% in Mrp4 ™/~ mice and 46% in wild-type mice [9].

2.2.2. Brain
MRP4 is localized in the basolateral membrane of the choroid plexus
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Table 1
MRP4 substrates and inhibitors reported in the literature and their related
clinical application fields, adapted from Russel and Ivanyuk [5,6].

Drugs Substrates (Yes/  Inhibitor Clinical application
No/ND) (Yes/No/ND) field: drug class
(Km if (IC50 if
available) available)

Simvastatin ND Yes" Cardiovascular
system: hypolipidemic
agents

Dipyridamole ND Yes Cardiovascular
(<1-12pM) system:

Ticlopidine ND Yes antithrombotic agents

Furosemide Yes Yes Cardiovascular

Hydrochlorothiazide  Yes Yes® system: Diuretics

Irbesartan ND Yes (10 pM) Cardiovascular

Losartan ND Yes" system: Renin-

Olmesartan Yes (26 uM) Yes angiotensin system

DHEAS Yes (2uM) Yes Endocrinology: Sex

Estradiol-17f3- Yes (30 uM) Yes corticosteroids

glucuronide

Tamoxifen ND Yes"

Cefazoline Yes" (80 uM) Yes Anti-infectious agents:

Cefmetazole Yes" (28 uM) Yes B-lactam antibiotics

Cefotaxime Yes Yes

Ceftizoxime Yes" (18 uM) Yes

Piperacillin Yes" ND

Nitrofurantoin ND Yes" Anti-infectious agents:

Sulfasalazine ND Yes® Other antibacterials

Micafungin ND Yes™ Anti-infectious
Antifungal agents

Adefovir Yes® ND Anti-infectious agents:

(> 1000 pM) Antiviral agents

Tenofovir disoproxil Yes" ND

fumarate (> 1000 puM)

Leucovorin Yes (640 uM) Yes Antineoplastic agents

Methotrexate Yes" Yes

(220-1300 pM)

Mitoxantrone ND No (enhanced
[PH]-MTX
efflux)

Sorafenib ND Yes®

Topotecan Yes ND

Mycophenolic acid Yes Yes" Immunosuppressants

Celecoxib 35 (uM) Yes Non-steroidal anti-

Flurbiprofen ND Yes" inflammatory drugs

Ibuprofen ND Yes"

Indomethacin 5-22 (uM) Yes"

Naproxen ND Yes"

Sulindac Yes (2uM) Yes”

Allopurinol ND No Anti-gout and
(Enhanced uricosuric drugs
urate efflux)

Benzbromarone Yes"

Probenecid Yes (100 pM) Yes

Edaravone and Yes (9.8 uM) ND Central nervous

glucuronide system drugs: Others

Sildenafil Yes (20 uM) Yes Other xenobiotics

# Indicates substantial contribution of MRP4 to drug transport or important
inhibition potency (i.e. for substrates: drug eliminated by tubular secretion for
at least 25% of its total clearance, predominantly through MRP4; for inhibitors,
Ki or IC50 within the 10-fold range of plasma unbound maximal concentration,
or when a pharmacokinetic interaction clinically significant was reported). ND
indicates no data. Km: Michaelis Menten's constant; IC 50: half maximal in-
hibitory concentration.

epithelium and also at the luminal side of brain capillaries (Fig. 1A)
[10]. It reduces the transfer of many xenobiotics into the brain by ex-
truding them from blood capillaries to the plasma. The impact of this
phenomenon has been explored for different classes of drugs.

Some authors have focused on anticancer drugs because accumu-
lation into the brain can promote neurotoxicity. Leggas et al. reported
that 6 h after an intravenous injection of 2 mg/kg of topotecan, whole-
brain concentration of the drug was approximatively six times higher in
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Mrp4~/~ mice than in wild-type mice [11]. Similarly, they observed
that topotecan concentrations in cerebrospinal fluid 3 h after the per-
fusion were about 10-fold higher in Mrp4~/~ mice. Of note, DeVries
et al. showed that BCRP (breast cancer resistance protein) and P-gp
could also contribute to this phenomenon [12]. In another study per-
formed in mice with a similar design, it was also observed that meth-
otrexate, raltitrexed (two folate analogues) and cyclophosphamide (an
alkylating agent) can significantly accumulate in the brain when MPR4
is not functional [13].

Oseltamivir is an anti-influenza virus drug whose active moiety is
called Ro 64-0802. Two hours after an injection of 1 mM of Ro 64-0802
to mice, Ose et al. reported that its amount in the brain was about 5-
times higher in Mrp4'/’ as compared to control mice [14] (0.32 nmol
versus 0.060 nmol). However, the authors also considered organic
anion transporter 3 (OAT3/SLC22A8), which is present in the ablum-
inal and luminal membranes of brain capillaries and acknowledged that
is difficult to clearly assess its role in brain distribution of the drug. This
enlightens an important point: whatever the drug, multiple transporters
are involved in membrane crossing processes and it is very difficult to
discriminate their respective contributions.

2.2.3. Liver

MRP4 is localized at the basolateral membrane of human (Fig. 1C),
rat, and mouse hepatocytes. It is also present in the human hepatoma
HepG2 cells. It transports, among multiple substances, reduced glu-
tathione and bile salts [15]. Only a few comprehensive studies con-
cerning the impact of MRP4 liver expression on drug pharmacokinetics
have been performed. Most of the data derived from in vitro studies.

Using different vesicular models expressing MRP4 or not, Ferslew
et al. demonstrated that enalaprilat (the active metabolite of enalapril,
an antihypertensive drug) is a substrate of MRP4 using human sand-
wich-cultured hepatocytes. The authors observed that the hepatic ba-
solateral efflux clearance of enalaprilat was significantly reduced in
presence of the MRP4 inhibitor MK-571 [16].

Interestingly, many transporters, including MRP4, are probably up
regulated in the case of primary biliary cirrhosis and ingestion of toxic
doses of acetaminophen [17]. In these situations, changes in hepato-
biliary efflux transporters expression might modify the process of drug
elimination. Indeed, Aleksunes et al. observed increased mRNA and
protein expressions of multidrug resistance-associated proteins 2-4
(Mrp2-4) in mouse liver after exposure to a hepatotoxic dose of acet-
aminophen [18,19]. In another study, they showed that mice treated
with acetaminophen reached maximal MPR4/3 up regulation in 48 h
and that mice pre-treated with acetaminophen had less hepatotoxicity
than those treated with placebo [20]. Consequently, the authors con-
cluded that an increased expression of efflux transporters may help to
prevent the accumulation of potentially toxic compounds within he-
patocytes, thus contributing to acquired resistance [21].

Methotrexate (MTX) is the most widely recommended drug for the
treatment of rheumatoid arthritis and is frequently associated to le-
flunomide in order to increase its clinical efficacy. MTX is a substrate of
MRP4. Le Wang et al. [22] reported that, in mice, leflunomide sig-
nificantly decreases the bile excretion of both MTX and its metabolite
(7-hydroxy-MTX) and that it increases their concentrations in the liver,
kidneys and plasma. Additionally, they observed an up regulation of
MRP4 and MRP3 and a down regulation of MRP2 gene expression in the
liver. These results suggest an enhanced basolateral efflux of MTX when
associated to leflunomide.

2.2.4. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
Only few data are available to explore the links between the phar-
macokinetics of drugs and MRP4-related transport in PBMC.
Neutropenia is a common side effect when treating children for
serious infections with long courses of antibiotics. In a study of ap-
proximately 100 children, Hahn et al. [23] observed that homozygous
patients for MRP4 ¢.3348 A > G given a prolonged therapy with p-
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| Normal condition

| Overexpression condition I

Fig. 3. Impact of MRP4 overexpression on drug efflux.
Cells expressing MRP4 (blue) A. In normal cell life

conditions; B. in case of overexpression (long term
treatment for cancer, infection...), substrate (blue dots)
efflux is increased. This may result in resistance to
treatment. (For interpretation of the references to
colour in this figure legend, the reader is referred to the
web version of this article.)

Enhanced
efflux

I Treatment resistances

lactam (penicillin, cephalosporin or carbapenem) were 5.3 times (95%
CI: 0.6-49.2) more likely to develop neutropenia (p = 0.171); though
the pharmacokinetics of the antibiotics remains unchanged in these
patients.

Ganciclovir (GCV) is the most widely used treatment for cytome-
galovirus infections. However, neutropenia is a frequent associated
adverse effect leading to a decrease in the GCV dose or discontinuation
of the therapy, thereby favoring viral resistance. In renal transplant
patients, Billat et al. [24] observed a significant association between
GCV-triphosphate intracellular concentrations and the decrease in the
neutrophil count over the first 3 months of GCV treatment. The authors
identified one MRP4 genetic variant contributing to the decrease of
neutrophils count [25] (see Section 3.2: genetic polymorphisms).

2.3. The role of MRP4 in drug pharmacodynamics

MRP4 is not considered to be a drug target but it can modify drug
pharmacokinetics (as mentioned above), which can contribute to side
effects or changes in drug efficacy (i.e. a decrease in MRP4 activity can
enhance toxicity by decreasing drug elimination from cells; (Fig. 3). In
addition, MRP4 is directly involved in physiological functions such as
platelet aggregation and it participates in the mechanism of drug ac-
tion. As shown in Fig. 3, MRP4 has an impact on the response to
treatment.

2.3.1. The role of MRP4 in platelets

In platelets, MRP4 is mainly located at the dense granule membrane
and to a lesser extent at the plasma membrane (Fig. 1D) [26]. At the
dense granule membrane, it promotes the storage of ADP which is re-
quired for platelet activation and aggregation whereas at the plasma
membrane, it promotes efflux from the platelet.

It was reported that patients suffering from Hermansky-Pudlak
syndrome (i.e. the 8-storage pool deficiency; a defect in dense granule
components) have no MRP4 at the dense granule membrane [26,27].
These patients present extensive bleeding. Mattiello et al. reported that
aspirin and salicylic acid can be transported by MRP4 both at the dense
granule and at the plasma membrane [28]. After inhibition of MRP4 by
dipyridamole (a phosphodiesterase 5 inhibitor) and MK-571, they ob-
served an increase in aspirin and salicylic acid concentrations in the
cytoplasm of platelets and a higher COX-1 activity. Additionally, it
seems that aspirin modifies the expression of MRP4. In fact, Mattiello
et al. observed an increased expression of MRP4 at the plasma

membrane in patients treated by aspirin after coronary artery bypass
graft surgery [28]. Massimi et al. [29] confirmed these results as they
also observed that platelets MRP4 mRNA was more abundant in pa-
tients with chronic aspirin treatment than in patients treated for < 1
month. Additionally, patients with higher MRP4 mRNA levels had
higher serum Thromboxane B2 levels and collagen-induced platelet
aggregation (i.e., parameters signing higher platelet aggregation). This
suggests that MRP4 has a role in reducing aspirin inhibition of COX-1
when it is overexpressed in platelets.

Temperilli et al. observed a similar phenomenon with other NSAIDs
[30]. They found a higher expression of MRP4 (mRNA and protein le-
vels) and an increase in ADP-induced platelet aggregation in osteoar-
thritis patients given NSAIDs for > 4 weeks. They also demonstrated
that DAMI cells (human megakaryocytic cell line) treated with cel-
ecoxib, diclofenac, and naproxen had increased expression of MRP4
mRNA. These results suggest that NSAIDs treatment can result in MRP4
overexpression in platelets.

A recent work by Mendes-Silverio et al. [31] suggests that MRP4
plays an additional role in platelets. BAY 60-2770 is a soluble guanylyl
cyclase activator that potently inhibits human platelet aggregation and
adhesion through overstimulation of the cGMP-PKG signaling pathway
[32]. In the presence of the MRP4 inhibitor MK 571, the anti-ag-
gregating effect of BAY 60-2770 in collagen- and thrombin-activated
platelets was significantly increased. Pre-incubation with MK 571 in-
creased the intracellular and decreased the extracellular levels of cGMP
(cyclic GMP) in response to BAY 60-2770, while the cyclic AMP
(cAMP) levels remained unchanged. This resulted in an increase of the
phosphorylation of vasodilator-stimulated phosphoprotein at serine
239 in BAY 60-2770-treated platelets. In labelled platelets, BAY
60-2770 reduced the intracellular Ca2 + levels, an effect significantly
potentiated by MK 571. Flow cytometry assays showed that BAY
60-2770 reduced integrin allbp3 (GPIIb/Illa) activation, which was
further reduced by MK 571 treatment. Blocking MRP4-mediated efflux
of cGMP may be a potential mechanism to enhance the antiplatelet
efficacy of soluble guanylyl cyclases activators.

In the light of these in vitro findings, further studies have been
performed in MRP4 deficient mice models. Decouture et al. [33]
showed that arterial occlusion was delayed and tail bleeding time was
prolonged in mice lacking MRP4 as compared to control mice.

2.3.2. MRP4 and cancer
The expression of MRP4 in cancer cells is also pivotal for treatment
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issues as the protein can efflux many anticancer drugs or interfere with
physiopathological processes.

Ho et al. [34] showed that MRP4 mRNA and protein levels were
increased in prostate cancer cells. However, this overexpression was
lower in patients pre-operatively treated with androgen castrative
therapy, compared to uncastrated prostate cancer patients who had
normal testosterone levels. This suggests an androgenic regulation of
the transporter. The authors concluded that these data strongly sug-
gested that MRP4 is an androgen-regulated gene important in the
progression to prostate cancer and may be a potential drug target.
These findings were confirmed using docetaxel resistant C4-2 (C4-2/D)
cells (castration resistant prostate cancer cell line) that present an
overexpression of MRP4. In fact, treatment with dihydrotestosterone
increased MRP4 expression in C4-2/D cells whereas antiandrogenic
treatments reversed the sensitivity of these cells to docetaxel che-
motherapy by decreasing MRP4 overexpression [35].

Another study performed in CEM cells (human T-lymphoblastic
leukemia cell line) demonstrated the role of MRP4 overexpression in 6-
mercaptopurine (6-MP) resistance. In this case, MRP4 was up-regulated
in tumorous cells but influx transporters were also down-regulated,
which resulted in an increase of the efflux of 6-MP and a better survival
rate of resistant cells [36]. In clinical settings, the overexpression of
both MRP4 and MRP1 were significantly associated with poor prognosis
in neuroblastoma [37,38]. These examples clearly show that over-
expression of MRP4 in cancer cells contribute to treatment resistances.

MRP4 also manages the efflux of cAMP in human myeloid leukemia
cells (U937, HL-60 and KG-1a) and inhibition of MRP4 is associated
with an increase in intracellular cAMP, leading to the end of pro-
liferation and promotion of cell differentiation [39]. MRP4 was also
found to be highly expressed in non-small cell lung cancer. The in-
hibition of MRP4 expression with shRNA inhibited cell growth and
increased the percentage of cells in G1 phase [40].

2.3.3. MRP4 in infectious diseases

Turizziani et al. isolated PMBC from HIV patients and healthy do-
nors and measured MRP4 mRNA expression in lymphocytes T CD4 cells
[41]. They observed that MRP4 mRNA expression was significantly
higher in HIV patients. Moreover, they showed that treatments can
modify MRPs and P-gp mRNA expression.

Clemente et al. [42] studied lymphocytes infected with HIV type-
Inpa3, CEM and CEM3TC (overexpressing MRP4) cells treated with
zidovudine, emtricitabine and tenofovir (MRP4 substrates) with or
without different NSAIDs (ibuprofen, indomethacin and probenecid;
MRP4 inhibitors). They observed a reduced efflux of zidovudine (AZT)
in presence of these previously quoted inhibitors. Interestingly, the
antiretroviral activity (measured by the decrease of p24 antigenemy
(Agp24) during 3 days following infection) in infected lymphocytes and
CEM3TC cells was significantly enhanced by NSAIDs mediated inhibi-
tion of MRP4. They also demonstrated that activation of peripheral
blood lymphocytes from healthy donors with Phytohaemagglutinin can
increase MRP4 expression from 6 to 8% to 25-60%. Additionally, after
incubation with AZT, it was observed that MRP4 levels were increased
by approximately 10% in total lymphocytes. The authors suggested that
MRP4 inhibition can improve anti-retroviral treatment and proposed a
possible mechanism of resistance of HIV by MRP4 overexpression.
Adachi and al. [43] demonstrated a similar phenomenon with GCV
treatment, by demonstrating that cells overexpressing MRP4 are more
resistant to GCV cytotoxic effects.

3. Variability of MRP4 activity and consequences in clinical
pharmacology

3.1. Drug-drug interactions

Drug-drug interactions concerning efflux transporters can lead to
increased intracellular substrate concentrations through transport
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inhibition. The increase of transporter expression at the cell membrane
can lead to drug exclusion from the cells and to the increase in drug
blood concentrations with several consequences depending on the drug
properties (increased activity or toxicity or increased elimination of the
drugs by the kidney). This section lists examples related to drug-drug
interaction with MRP4.

3.2. Antiviral therapies

As discussed above, it was demonstrated in HIV-1 infected T cells
that the inhibition of MRP4 by NSAIDs such as ibuprofen and in-
domethacin led to a significant increase of activity of nucleoside reverse
transcriptase inhibitors (zidovudine, abacavir, lamivudine and teno-
fovir) [42].

Diclofenac is a MRP4 inhibitor [44] and tenofovir is a substrate of
MRP4 [9]. A case study has reported a HIV patient treated for a long
period of time with tenofovir who developed a severe, biopsy-proven,
acute tubular necrosis with proximal tubule dysfunction, after in-
troduction of diclofenac [45]. In a retrospective study conducted in HIV
patients, 14.6% of the patients developed acute kidney injury shortly
after initiating diclofenac treatment [46], suggesting that the drug-drug
interaction between diclofenac and tenofovir is clinically relevant.

Other antiretroviral drugs might be involved in drug-drug interac-
tion with tenofovir. In a study conducted in HIV patients of African
origin, an increase in tenofovir trough concentrations was found in
patients given lopinavir/ritonavir when compared to other therapies
(i.e. tenofovir/emtricitabine/nevirapine; tenofovir/emtricitabine/zido-
vudine or tenofovir/emtricitabine/efavirenz). Nevertheless, the mean
GFR (calculated using the CKD-EPI formula) was not substantially al-
tered after 48 weeks of treatment compared to baseline (—8.2 mL/min/
1.73m? P < 0.05) [47]. The authors did not conclude whether the
increase in tenofovir concentration was due to an inhibition of influx
(by Organic anion transporter OAT1) or efflux (by MRP4 or MRP2).
Knowing that lopinavir and ritonavir are mild OAT1/3 and MRP4/2
inhibitors [48,49] and that tenofovir is mainly eliminated by OAT1 and
MRP4 [50], it was reported that tenofovir renal clearance can be de-
creased by 17,5% in HIV patients treated by lopinavir/ritonavir [51].

3.3. Anticancer therapies

MTX is a substrate of both MRP4 and MRP2 and its transport (and
that of its glucuronide conjugates) was found to be inhibited by NSAIDs
[44,52] in vesicular transport assays.

When concomitantly administered with MTX, NSAIDs (including
indomethacin, ibuprofen, and naproxen) increase its exposure and
toxicity. For example, Dupuis et al. reported that the use of MTX with
NSAIDs in one patient increased mean MTX half-life [53]. Tracy et al.
[54] also reported that the apparent systemic clearance of MTX was
significantly reduced in patients treated with magnesium trisalicylate,
ibuprofen and naproxen. Thyss et al. [55] analysed retrospectively
118 cycles of high dose MTX and demonstrated that simultaneous ad-
ministration of ketoprofen is associated with prolonged detectable MTX
levels.

Irinotecan is a drug known to cause severe diarrhea and is another
substrate of MRP4. It has been shown that inhibition of cAMP-MRP4
mediated efflux by irinotecan increases cAMP intracellular level near
the plasma membrane. This enables the formation of MRP4-CFTR
(Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) macromolecular
complex (linked by PDZ motif) that activates the CFTR channel and
causes diarrhea [56].

An in vitro study illustrated the role of MRP4 in resistance to ox-
azophorine drugs. HepG2 (human liver cancer cell line) and HepG2-
MRP4 cells were treated with cyclophosphamide (CP) and ifosfamide
(IF) for 48 h, with or without inhibitors. The inhibition of CP and IF's
MRP4 dependent transport by either DL-buthionine-(S,R)-sulfoximine,
celecoxib, diclofenac or MK571 caused an increase in cytotoxicity in
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Fig. 4. Overview of relevant SNPs. In grey, MRP4
gene localization on chromosome 13. Black boxes
represent exons, full lines correspond to introns and
dash lines to untranslated regions. Red stars show
the different SNPs listed in this review. (For inter-
pretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the web version of
this article.)

List of the 12 ABCC4 variants associated with substantial clinical consequences (according to https://www.pharmgkb.org).

Variant ID  Nucleotide change Drug impacted Consequences Level of Ref
(consequences) proof
rs1059751 ¢.*879T > C Tenofovir Increase of beta2-microglobulinuria in tenofovir HIV patients related to 3 [65]
(3"-UTR SNP) kidney tubular dysfunction
rs1751034 €.3348G > C/A Tenofovir ABCC4 ¢.3348G allele carriers had higher TFV-DP concentrations than wild 2B [66]
(Missense Variant) type carriers.
rs3742106  ¢.*38T > G Tenofovir Patients carrying ABCC4 c.*38 TG or GG genotype had, on average, a 30% 3 671
(3-UTR SNP) higher mean tenofovir plasma concentration than patients carrying the TT
genotype
ABCC4 ¢.*38G allele carriers had 20% higher 3TC-triphosphate
concentrations than non-carriers
Zidovudine [68]
rs11568658 ¢.559G > T Latanoprost ABCC4 ¢.559 T carrier had significantly lower decrease in intraocular 3 [69]
(Missense Variant) pressure than non-carriers at day 7 and day 30 of latanoprost treatment.
ABCC4 ¢.559 T carriers had significant higher risk of neutropenia following
valganciclovir treatment than non-carriers.
Decrease of MRP4 mediated efflux in vesicular transport assay [25]
(Val)ganciclovir
[70]
hylated arsenic boli
(MMA(GS)
rs1678387  £.240795A > G (Intronic Biphosphonates Allele A is weakly associated with an increased likelihood of Osteonecrosis 3 [71]
variant) when treated with Bisphosphonates as compared to allele G.
1516950650 g.183269G > A (Intron Cisplatin Variant allele carriers had shorter overall survival for small-cell lung cancer 3 [72]
variant) Irinotecan when treated by ironotecan and cisplatin than wild type carriers.
rs17268282 g.33387C > A Furosemide This variant was associated with weight loss when using furosemide in 3 [73]
(Intron variant) decompensated heart failure patients.
rs3765534  ¢.2269G > A Azathioprine, Mercaptopurine Increase of 6-Thioguanine nucleotide levels and decrease of white blood cells 3 [74]
(Missense Variant) in carriers of the variant.
rs7317112  g.35178T > C (Intron Methotrexate (MTX) Wild type genotype was associated with more frequent mucositis in Acute 3 [75]
variant) lymphoblastic leukemia patients treated with MTX
rs9516519  ¢.*1372A > G/C Methotrexate (MTX) TT genotype was associated with higher MTX plasma levels compared to 3 [76]
(3-UTR SNP) GG + GT genotype when exposed to MTX in children with acute Leukemia,
B-Cell.
rs9561765  g.275458C > T (Intron Imatinib ABCC4 TT genotype was associated with reduced time to progression disease 3 771
variant) in gastrointestinal stromal tumors
rs9561778  £.244986C > T Cyclophosphamide This variant was associated with gastroi; 1 toxicity and leukopeni: 3 [78]

(Intron variant)

"

neutropenia when using Cyclop

ide based bi in breast

cancer patient

Nucleotide changes are given according to ABCC4 transcript variant 1 (i.e. NM_005845.4) or to the RefSeq for intronic variants. PharmGKB criteria for levels of
evidence [79] are the following: 2B: Annotation for a variant-drug combination with moderate evidence of an association. The association must be replicated, but
there may be some studies that do not show statistical significance, and/or the effect size may be small. 3: Annotation for a variant-drug combination based on a
single significant (not yet replicated) study or annotation for a variant-drug combination evaluated in multiple studies but lacking clear evidence of an association.
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HepG2-MRP4 cells compared to untransfected cells [57]. According to
these results, there is a probable drug-drug interaction between ox-
azophorine and some NSAIDs associated with MRP4 inhibition.

3.4. Genetic polymorphisms

According to dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
), 30,185 SNPs were reported for MRP4, two thirds of which are located
in intronic sequences. Some of them have direct or indirect clinical
implications (see Fig. 4, Tables 2 and 3). In this section, only MRP4
variations unambiguously associated with clinical outcomes have been
discussed.

MRP4 transports many antivirals and anticancer drugs. In all the
studies listed in Table 1, variants were associated with drug toxicities,
efficacy or pharmacokinetics. The direct effects of MRP4 variants can be
difficult to ascertain, since drugs can be transported by other trans-
porters bearing polymorphisms, contributing to the differences ob-
served in clinical outcomes. Some studies also suffer from lack of
power. For example, MTX is transported by MRP4 and MRP2 with
different affinities [58]. The reduced function of one transporter due to
a genetic variation (or to the inhibition through drug-drug interaction)
can be compensated by overexpression of the second transporter. In the
case of PMEA (9-(2-phosphonylmethoxyethyl)adenine)), initially de-
scribed as a MRP4 substrate, an up regulation of BCRP in various tissues
was described in MRP4 Knock Out mice and was associated with de-
creased tissue concentrations of PMEA [59]. Based on this observation,
it has been confirmed that BCRP transports and confers resistance to the
purine prodrug Bis(POM)PMEA also known as adefovir dipivoxil used
in treatment for Hepatitis B. MRP4 expression in kidneys was also found
to be increased in MRP2 deficient rats strain as compared to wild type
rats but the efflux of cAMP (a MRP4 substrate) was not increased [60].
Both of these transporters are expressed at the apical membranes of
proximal tubule cells and this study suggested that MRP4 can take over
MRP2 substrates but it has not been tested with common substrates of
these transporters. Indeed, the urinary excretion of cysteinyl leuko-
trienes and acetaminophen-glucuronide conjugate known as MRP2
substrates were increased in MRP2 deficient rat and Dubin-Johnson
patients [61-63], suggesting a compensatory MRP4 transporter up
regulation.

4. Conclusion

This review provides a better understanding regarding MRP4 drug
transport and its implication in efficacy or toxicity. Based on re-
commendations from the International Transporter Consortium [64],
regulatory instances such as the European Medicines Agency (EMA) and
the Food and Drugs Administration (FDA) currently recommend in-
vestigating the role of only 7 transporters in the process of drug de-
velopment (i.e. OAT1, OAT3, OCT2, OATP1B1, OATP1B1, P-gp and
BCRP). MRP4 is not yet included in the list. Special attention should be
given to MRP4 when dealing with anti-cancer, anti-infectious drugs or
NSAIDs.
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Partie Il. Méthodes d’études des transporteurs

Les protéines membranaires assurant le transport de xénobiotiqgues sont exprimées
dans de nombreux tissus du corps humain ou animal, avec des spécificités variables. La
compréhension du réle des transporteurs est donc trés importante pour appréhender la
pharmacocinétique, la pharmacodynamie et les mécanismes de toxicité ou d’interaction
médicamenteuse. Apres avoir été longtemps négligée, I'étude de linteraction entre un
médicament et un transporteur est aujourd’hui une étape essentielle dans le développement
des médicaments. Elle doit reposer sur l'utilisation de méthodes appropriées. Ces dernieres
années, de nombreuses approches in vitro, in situ / ex vivo et in vivo ou encore in silico ont

été proposeées pour étudier les interactions entre transporteurs membranaires et médicaments.

Les principaux types de modeéles in vitro utilisés pour les études de transport de

médicaments sont représentés par :

o Des modéles utilisant un support membranaire (ex. vésicule permettant une

mesure de l'activité ATPase) ;

o Et/ou par des modeles cellulaires (lignées primaires, immortalisées et lignées
cellulaires transfectées avec des transporteurs unigues ou des transporteurs
multiples). Les cellules peuvent étre cultivées de facon traditionnelle, en
monocouche sur un support particulier (ex. caco-2) ou en sandwich (ex des

hépatocytes).

Les modéeles in situ / ex vivo peuvent correspondre a des organes, ou des tissus isolés
et perfusés (par exemple, intestin, poumon, foie, cerveau perfusé in situ ou rein isolés et

perfusés).

Les modéles in vivo sont généralement des modéles animaux éventuellement mutants,

ou humanisés.

Il.1. Tests basés sur les membranes cellulaires

Les membranes peuvent étre préparées a partir de n'importe quel type de cellules ou
de tissu et permettent d’étudier les interactions entre les médicaments et les transporteurs. ||
existe un certain nombre de protocoles qui fournissent des préparations de membranes de

différentes puretés, avec des caractéristiques physiques différentes.

Il est également important de connaitre les avantages et les inconvénients des

membranes provenant de différentes sources.
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I1.L1.1. Isolation des membranes

Les travaux précoces et révolutionnaires de Steck et Kant ont donné a la recherche les
outils permettant de réaliser des préparations de membranes formant des vésicules a
orientation membranaire inversée (inside-out) (Figure 5) [152,153]. Cette méthode de
préparation est basée, d’'une part, sur l'utilisation de tampons phosphate alcalins ayant une
faible force ionique permettant la formation de vésicules, et d’autre part, sur l'utilisation d’ions
divalents (MgSO,4) permettant de stabiliser les vésicules en orientation inside-out. Cette
technique reste la méthode la plus utilisée pour préparer les membranes des cellules et des

tissus pour les études sur les transporteurs ABC.

Récemment, la méthode de cavitation par l'azote a été également utilisée. Cette autre
méthode de vésiculation s’effectue en une étape et fonctionne avec des tampons non
hypotoniques. Elle donne cependant un nombre comparable de vésicules en orientations
inside-out et right side-out [154,155]. Aprés plusieurs centrifugations, le culot contenant ces
préparations membranaires peut étre remis en suspension dans un tampon hypotonique [156]

ou isotonique [157], puis stocké a -80°C ou dans l'azote liquide.

Les fragments de membrane générés par l'une ou l'autre de ces méthodes puis
recueillis par ultracentrifugation sont souvent désignés comme des préparations
membranaires « partiellement purifiées » ou « brutes ». La plupart des chercheurs utilisent
des préparations membranaires « brutes » pour étudier les interactions entre les médicaments
et les transporteurs ABC. Les préparations disponibles dans le commerce sont également des

membranes « brutes ».

Les tests de mesure de I'activité de 'ATPase sont réalisés en utilisant des membranes
en suspension uniquement dans des tampons hypotoniques [156,158], tandis que les tests de
transport vésiculaire peuvent étre réalisés a la fois dans des tampons hypotoniques [159] et
isotoniques [157]. Les préparations membranaires « brutes » contiennent trois types de
particules membranaires : des lamelles, des vésicules inside-out et des vésicules right-side-
out (Figure 5). Ces fragments de membrane proviennent de la membrane plasmique ou, dans
une moindre mesure, des membranes intra-cellulaires [160]. Bien que les transporteurs ABC
isolés a partir des membranes intra-cellulaires ne soient pas entierement glycosylés, il a été
démontré dans plusieurs études que la glycosylation ne module pas les caractéristiques

biochimiques de ces transporteurs [161,162].
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Figure 5 : Orientation des membranes dans une préparation membranaire partiellement purifiée
(brute) la plus fréquemment utilisée dans la recherche sur les transporteurs ABC

Certaines des membranes forment des vésicules inside-out ou right-side-out, tandis que d'autres sont
en configuration lamellaire ouverte (Open lamellar). D'autres étapes de purification peuvent étre
utilisées (par exemple, la centrifugation avec gradient de saccharose) pour diminuer la quantité de
fragments de membranes lamellaires ouvertes et enrichir les vésicules en inside-out.

Source : Glavinas et al [163]

Il est important de noter que les transporteurs localisés dans des fragments de
membrane ayant des orientations différentes ne participent pas tous a la fonctionnalité des
essais biochimiques (test de 'ATPase et transport vésiculaire). Par exemple, dans le test de
I'ATPase, les lamelles et les vésicules inside-out contribuent a l'activité du test. Ce n’est pas
le cas des veésicules right-side-out car le domaine de liaison de I'ATP des transporteurs est
situé a l'intérieur de la vésicule (domaine intra-cellulaire). Dans les expériences de transport
vésiculaire, seule l'activité des transporteurs dans les vésicules de type inside-out est
détectée. Les préparations membranaires peuvent étre purifiées davantage pour diminuer la
teneur en conformation lamelles et ainsi augmenter le ratio vésicules inside-out / vésicules
right-side-out. Ceci est généralement réalisé par ultracentrifugation en présence d’un gradient
de saccharose [160]. La concavaline A, qui se lie uniqguement aux domaines extra-cellulaires
glycosylés des protéines (D-mannose et au D-glucose), a également éte utilisée afin de limiter
la teneur en conformation lamelles et right-side-out des préparations membranaires « brutes »
[164,165]. Bien que ces préparations soient d'une pureté supérieure, elles n'offrent
généralement pas de performances significativement meilleures (rapport signal/ bruit de fond)
dans les tests de mesure de l'activité 'ATPase ou dans le transport vésiculaire. Ceci explique

pourquoi l'utilisation de membranes « brutes » est plus répandue.
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11.1.2. Mesure de I'activité ATPase

Les transporteurs ABC utilisent I'ATP comme source d'énergie pour véhiculer les
substrats a travers les membranes cellulaires. Le test ATPase nécessite d’incuber des
membranes contenant le transporteur avec les substrats a tester. La mesure de l'activité de
I'ATPase est basée sur le principe que les composés interagissent avec le transporteur et
modulent l'activité de I'ATPase de ce dernier. L'activité ATPase peut ainsi étre mesurée en
fonction de la quantité de phosphate inorganique libérée par I'enzyme en présence du substrat
[156]. (Figure 6). Ce test est couramment utilisé pour I'étude des transporteurs ABC tels que
la P-gp ou BCRP, mais il est également disponible pour les différents transporteurs de la
famille MRP [166—-168]. Il est généralement admis que I'hydrolyse de I'ATP est étroitement liée
a la translocation du substrat [169]. Ainsi, des mutations dans le domaine de I'ATPase
entrainent une perte de la fonction de transport [170]. Par ailleurs, I'activité des transporteurs
ABC dans les cellules résistantes aux médicaments est associée a un appauvrissement

cellulaire rapide de I'ATP lorsque la synthése de I'ATP est inhibée [171].

Lors de la mesure de l'activité de 'ATPase, la plupart des substrats testés a des
concentrations croissantes montrent une courbe en forme de cloche mettant en évidence un
phénoméne particulier : pour des concentrations faibles en substrat, l'activité de I'ATPase
augmente proportionnellement a cette concentration; a partir d’'un certain niveau de

concentrations plus élevées, l'activité ATPase diminue.

L'hypothése admise pour ce phénomene est I'existence de deux sites de liaison
distincts pour la molécule substrat sur le transporteur : un site de haute affinité (site
d'activation/transport, localisé dans les domaines cytoplasmique ou transmembranaire) et un
second site, de faible affinité, inhibiteur, probablement localisé dans les domaines extra-
cellulaires, souvent appelé "site de relargage" [172—-174]. L'affinité relative pour les deux sites
de liaison est différente en fonction des substrats, ce qui se traduit par des courbes d'ATPase
différentes. Si les affinités des deux sites de liaison sont trés différentes (affinité du site
inhibiteur inférieur a l'affinité du site activateur), on observe alors des courbes de type
Michaelis-Menten (Figure 7A) caractéristiques d’un transport saturable. Si les affinités de
liaison sont proches l'une de l'autre, la courbe observée est alors en forme de cloche (Figure
7B). Pour ne pas méconnaitre d’interactions, il est donc important d’effectuer ce test avec des
concentrations multiples, situées dans une large gamme de concentration en substrat. D’autre
part, cette courbe en forme de cloche peut également résulter d’'une interférence du substrat
avec la réaction colorée (lors du relargage de phosphate inorganique aprés hydrolyse de
I’ATP) pour des concentrations élevées du composé a tester [175]. Il faut prendre aussi en

compte le fait que certains composés sont transportés tres lentement par le transporteur ce
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gui entraine un taux d'hydrolyse de I'ATP tellement lent qu’il ne génére pas une quantité

suffisamment détectable de phosphate inorganique.

Un exemple typique de telles interactions est le transport de la ciclosporine par la P-
gp. Bien qu'il ait été démontré que la ciclosporine est transportée par la P-gp [176], aucune
stimulation de l'activité ATPase du transporteur ne peut étre détectée dans le test de mesure

I'ATPase (activation).

Pour réduire le nombre de faux négatifs, des expériences d'inhibition de I'activité de
I'ATPase doivent étre également effectuées. Dans ce cas, on s’intéresse a la modulation de
lactivité ATPase d’un substrat transporté rapidement (fort taux d’hydrolyse de I'ATP). Les
composeés transportés lentement (faible taux d’hydrolyse de 'ATP) entreront en concurrence
avec les substrats transportés rapidement, inhibant ainsi I'activité de 'ATPase du transporteur.
Ce test ne fera pas la distinction entre les substrats transportés lentement et les inhibiteurs
(par exemple, la ciclosporine A et le GF120918, respectivement : Figure 7 C, D). Cependant,
il indiguera qu’une interaction existe pour les substrats transportés lentement n’ayant pas été

détectés lors des tests d'activation de I'ATPase.

Ainsi, les modeéles reposant sur une mesure de l'activité de 'ATPase sont parmi ceux
les plus utilisés dans l'industrie pharmaceutique. Il s'agit d'un test simple et reproductible qui
détecte la plupart des interactions transporteur-médicament lorsgu'il est effectué a la fois en
mode d'activation et d'inhibition. L’utilisation de ce type d’expérimentation est & considérer
comme une premiére approche dans l'identification de modulateurs des transporteurs ; les

résultats obtenus doivent néanmoins étre confirmés par une autre approche.
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Figure 6 : Principe du fonctionnement des tests de mesure de I'activité ATPase

Source : SOLVO Biotechnology (www.solvobiotech.com)
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Figure 7 : Exemple de type de courbes obtenues lors de test de mesure de 'activité ATPase

Certains substrats des transporteurs ABC stimulent I'activité ATPase suivant une courbe de Michaelis-
Menten (A). D'autres substrats stimulent l'activité de I'ATPase a des concentrations faibles mais
agissent comme des inhibiteurs a des concentrations plus élevées, ce qui donne une courbe en forme
de cloche (B). L'inhibition a des concentrations plus élevées est due a un site de liaison secondaire de
moindre affinité dans la partie extra-cellulaire du transporteur. Les composés et les inhibiteurs
transportés lentement ne stimulent pas l'activité ATPase mais inhibent l'activité ATPase mesurée en
présence d'un substrat fort (rapidement transporté). Ces deux types d'interactions (C, D) ne peuvent
pas étre distingués a l'aide des tests de I'ATPase.

Source : Glavinas et al [163]

I1.1.3. Transport vésiculaire

Historiquement, le test de transport vésiculaire a été le premier type de tests
membranaires inventés pour détecter la translocation directe des molécules par les
transporteurs ABC. Les membranes, quand elles sont préparées dans des conditions
appropriées [152], contiennent des vésicules orientées de l'intérieur vers l'extérieur (inside-
out), c’est-a-dire que le site de liaison de I'ATP et le site de liaison du substrat du transporteur

font face a I'extérieur de la vésicule (Figure 8).
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Figure 8 : Représentation schématique du principe du transport vésiculaire
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Source : Glavinas et al [163]

Les substrats du transporteur ABC vont pénétrer dans les vésicules en présence
d'ATP. Ensuite une étape de filtration rapide utilisant des filtres en fibre de verre ou des
membranes de nitrocellulose est nécessaire pour séparer les veésicules de la solution
d'incubation (contenant le substrat en excés). Le substrat test est alors piégé a l'intérieur des
vésicules retenues sur le filtre [177]. Apres plusieurs lavages des filtres, suivi d’'une lyse des
vésicules, la quantité de molécules transportées peut étre déterminée a I'aide de méthodes
chromatographiques couplées a une détection en photométrie ou spectrométrie de masse.
Pour les composés radiomarqués ou fluorescents, la quantité de substrats transportés dans
les vésicules s’effectue par mesure de la radioactivité ou de la fluorescence retenue sur le

filtre.
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Les études de transport vésiculaire peuvent étre réalisées en utilisant divers types de
membranes issues de cellules transfectées d'insectes [177,178], de lignées de cellules de
mammiféres ou de vésicules membranaires artificielles [179]. Ce type d'essai a l'avantage de
mesurer le transport réel du substrat a travers la membrane cellulaire, qui est ATP-dépendant.
Son inconvénient est que les composés ayant une perméation passive moyenne voire élevée
ne sont pas retenus a l'intérieur des vésicules, ce qui rend difficile la mesure directe du

transport.

Des études utilisant des vésicules surexprimant le transporteur MRP2 ont montré
comment les mesures directes du transport vésiculaire permettent l'analyse détaillée du
transport. Ce transporteur est situé au niveau de la membrane canaliculaire des hépatocytes
et est responsable du transport de molécules glucurono-conjuguées et conjuguées au
glutathion dans la bile. Ces métabolites de phase Il sont des composés trés peu perméables
et conviennent donc aux études sur le transport vésiculaire. Cependant, d'autres molécules
glucurono-conjuguées sont également étudiées de maniére plus approfondie en tant que
substrats test, car les conjugués glucuronides de la bilirubine ne sont généralement pas
disponibles dans le commerce. Les études de transport vésiculaire utilisant 'E217BG (estradiol
17B-D-glucuronide) comme substrat ont permis d’identifier deux sites de liaison coopératifs
sur le transporteur MRP2. Plus intéressant encore, l'ajout a de faibles concentrations de
certains substrats et modulateurs n’étant pas substrats ont montré une stimulation plutét
gu’une inhibition du transport de E>173G. Il a été suggéré que le transporteur MRP2 comporte

deux sites, l'un étant le site de transport et I'autre, le site modulateur [159,180].

Le test de transport vésiculaire peut également étre réalisé de maniére "indirecte” ; les
médicaments que 'on teste interagissent et modulent le transport d'un composé substrat de
référence [157]. Un exemple typique d'essai de transport indirect est la détection de l'inhibition
du transport de taurocholate par le transporteur BSEP (Bile Salt Export Pump). Tout comme
le transporteur MRP2, BSEP est localisé au niveau de la membrane canaliculaire des
hépatocytes et est responsable du transport des conjugués de cholates dans la bile [181]. Les
déficits génétiques de ce transporteur sont liés a la cholestase familiale progressive [182], un
trouble grave entrainant des lésions hépatiques dues a la cholestase causée par un mauvais
transport des conjugués de cholate des cellules du foie vers la bile. Il a été proposé que
l'inhibition de la fonction du transporteur BSEP par des médicaments pourrait conduire a des

conditions similaires [157].

Ainsi, afin de prédire le potentiel cholestatique d'un composé, des tests d'inhibition du
transport du taurocholate peuvent étre facilement appliqgués en utilisant le test de transport

vésiculaire indirect.
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Ce type d'essai indirect est donc particulierement adapté a la détection d'éventuelles
interactions entre médicaments, et entre médicaments et substrats endogénes. En revanche,
il ne permet pas de s’affranchir de la perméation passive des composés a étudier. Il peut
détecter donc tout composé interagissant, et empécher de savoir si le composé testé est un

inhibiteur ou un substrat du transporteur.

I1.2. Tests basés sur les cellules

L'utilisation de lignées cellulaires immortalisées ou de cellules primaires isolées
présente de nombreux avantages, notamment une architecture cellulaire intacte, une
membrane fonctionnelle, des éléments cytoplasmiques et des ions co-transporteurs, qui

pourraient donner des résultats plus aboutis dans la caractérisation des fonctions de transport.

Toutefois, ces lignées cellulaires immortalisées et ces cellules primaires manquent
souvent d'expression de certaines protéines de transport particulieres. Les tests de transport
sont généralement effectués en utilisant des lignées cellulaires stables ou des lignées
cellulaires recombinantes exprimant le ou les transporteur(s) a étudier [183,184]. Les lignées
cellulaires telles que MDCKII, LLC-PK1, CHO, HEK293, et les cellules HeLa sont couramment

utilisées.

[1.2.1. Transport direct

Les essais de transport direct nécessitent des cellules immortalisées, primaires ou bien
des lignées cellulaires transfectées par un transporteur. Ces cellules doivent former une
monocouche avec des jonctions étroites et avoir une localisation polarisée du transporteur
(basal-apical). Les caractéristiques du transport des composés (transport passif ou transport
actif) s’effectuent par l'analyse du transport bidirectionnel de ces composés a travers la
monocouche. Les cellules sont cultivées sur une membrane perméable (systéme trans-well
®) jusqu'a ce qu'elles atteignent la confluence et la pleine différenciation. Ensuite, la
polarisation des cellules définit le compartiment liquide apical et baso-latéral, qui sont
directement en contact avec le domaine membranaire respectif des cellules (Figure 9). Le
transfert d’'un médicament entre les deux compartiments est une somme de diffusion, de
perméabilité passive et d'interactions avec le transporteur exprimé dans la membrane des

cellules (transport actif).
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Figure 9 : Schéma du systéme de culture cellulaire sur systéeme trans-well ®

Les cellules sont cultivées sur une membrane perméable permettant la différenciation des cellules en
pble basal (B) et apical (A). Les composés a tester sont préparés dans du milieu de culture et ajoutés
dans les chambres apicale ou baso-latérale. Aprés incubation & 37°C pendant un temps défini, des
aliquots sont prélevés dans les chambres apicale (A) et basale (B) afin de déterminer le sens du
transport
Source : https://brunswicklabs.com

Les expériences de transport direct sont les suivantes : premiérement, les cellules sont
ensemencées sur la membrane perméable pour former une monocouche ; deuxiemement,
I'étanchéité de la monocouche cellulaire doit étre validée en mesurant la résistance
transépithéliale de la monocouche (TEER) ; troisiemement, la vitesse de transport du
médicament dans les directions apicale a baso-latérale (A-B) et baso-latérale a apicale (B-A)
est estimée a partir de la quantité de médicament présente dans les différents compartiments
en fin d’expérimentation. La perméabilité apparente (Papp) peut étre calculée a l'aide de
I'équation suivante :

AQ

Pavy = axco

ou AQ est la quantité de médicament transportée pendant le changement de temps (At), A est
la surface de la membrane, et COest la concentration initiale du médicament dans le

compartiment.

Le rapport d’efflux (ER) entre les perméabilités apparentes baso-latérale vers apicale (Papp,

B-A) et apicale vers baso-latérale (Papp, A-B) est également estimé :

B = Papp,B—A
" Papp,A—B

Si ER est supérieur a 1, le médicament est transporté du sens basal vers apical.

Si ER est inférieur a 1, le médicament est transporté du sens apical vers basal.
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11.2.2. Test d’influx

Les études utilisant un modeéle cellulaire in vitro sont importantes pour caractériser les
mécanismes d'absorption ou de distribution tissulaire d’'un médicament, et son interaction
potentielle avec des transporteurs. Les paramétres cinétiques du transport (Km, Vmax €t ICso)
sont généralement déterminés par I'expérimentateur. Les transporteurs d'influx sont rattachés
a la superfamille SLC, dans laquelle on retrouve les transporteurs d'acides aminés de type L
(LAT), les transporteurs de peptides (PEPT), les co-transporteurs de sodium-glucose (SGLT),
les transporteurs de glucose (GLUT), les transporteurs de monocarboxylates (MCT), les
polypeptides de transport d'anions organiques (OATP), les transporteurs d'anions organiques

(OAT) et les transporteurs de cations organiques (OCT).

Il est possible d'identifier directement si un médicament est substrat ou inhibiteur d'un
transporteur en mesurant I'influx du médicament dans les cellules. Pour la caractérisation des
substrats, ces essais sont souvent réalisés en utilisant des lignées cellulaires surexprimant les
genes des transporteurs en comparaison avec des lignées cellulaires de type sauvage.
L'affinité du médicament pour le transporteur d'influx peut étre évaluée en mesurant la quantité
présente dans les cellules aprés un certain temps d’incubation. Dans la plupart des cas, un
inhibiteur spécifique du transporteur est utilisé pour confirmer la spécificité du substrat vis-a-
vis du transporteur a étudier [185]. Un composé fluorescent ou radiomarqué peut également
étre utilisé comme substrat, permettant de suivre les quantités de substrat dans les cellules
sans avoir a les lyser. Le test d'influx peut aussi étre un test & haut débit pour le criblage des

inhibiteurs de transporteurs [186].

11.2.3. Test d’efflux

Les tests d'efflux sont également adaptés a l'identification des composés qui interférent
avec les transporteurs d'efflux. Ces essais peuvent étre réalisés en utilisant des suspensions
cellulaires ou des cellules adhérentes. Les transporteurs d'efflux de médicaments sont
principalement des transporteurs ABC tels que la P-gp, les MRPs, BCRP et BSEP. Les cellules
sont pré-incubées avec le composé d’intérét. Ensuite, la quantité résiduelle de substrat dans
les cellules est mesurée apres incubation avec des inhibiteurs. En général, les inhibiteurs du
transporteur d'efflux diminuent l'efflux du substrat, ce qui entraine une accumulation intra-
cellulaire de substrat plus importante que dans les cellules témoins (sans inhibiteurs). A
linverse, les inducteurs ou activateurs de transporteurs d'efflux augmentent l'efflux des
substrats. Ainsi, la méthode est souvent utilisée pour caractériser les inhibiteurs, les inducteurs

ou les activateurs d'efflux [187].
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[1.2.4. Exemples de modeéles cellulaires d’étude du transporteur MRP4

De nombreux modéles cellulaires ont été utilisés pour I'étude du transporteur MRP4.
Ces modeles ont généralement été obtenus par surexpression génique du transporteur
(transfection). Par exemple, des cellules de type MDCKII triple transfectées
OATP1B1/MRP2/MRP4 et OATP1B1/MRP2/MRP3 ont été générés afin de modéliser le
transport hépatique du E217B-glucuronide, gemfibrozil-Glucuronide, et du troglitazone-
glucuronide selon la méthode de transport direct (trans-well ®) [188]. Les résultats de cette
étude in vitro ont montré que la surexpression des OATP1B2 et de MRP2 augmente le
transport basal vers apical de ces substrats. Cependant, le transport basal vers apical du
E217B-glucuronide et du gemfibrozil-glucuronide était plus faible pour les cellules
OATP1B1/MRP2/MRPA4 triple transfectées par rapport a des cellules OATP1B1/MRP2 double
transfectées. Ce modeéle peut ainsi s’avérer utile lorsque I'on s’intéresse aux mécanismes de
transport de composés du sang vers les hépatocytes. En effet les transporteurs OATP1B1
présents au niveau basal des hépatocytes permettent I'entrée des composés alors que les
transporteurs MRP3 et MRP4 permettent la sortie vers le sang de ces composés. Le
transporteur MRP2 présent au niveau des canalicules biliaires permet d’éliminer vers la bile
les composés présents dans les hépatocytes.

Des modéles basés sur des cellules HEK 293 surexprimant MRP4 sont également
couramment utilisés. Une étude in vitro s’est intéressée a la découverte de potentiels
inhibiteurs de MRP4 pouvant inhiber I'efflux de la 6-mercaptopurine ainsi que la viabilité
cellulaire [189]. Les auteurs ont également testé, en paralléle des inhibiteurs connus de MRP4
tels que le MK571, diclofénac, indométhacine, sildénafil, probénécide ou le dipyridamole. Sur
les 39 composés testés, un seul composé était lié a une forte accumulation intracellulaire de
la 6-mercaptopurine accompagnée d’une diminution de la viabilité des cellules. En termes
d’inhibition, ce composé présentait une activité similaire au MK571. De plus les études de la
relation structure-activité montrent que la plupart des inhibiteurs connus de MRP4 ont un
groupement acide carboxylique, le composé identifié en était dépourvu. Ainsi cette étude

releve I'existence de nouveaux inhibiteurs en se basant sur leur structure chimique.

[1.3. Modéles d’études in situ / ex vivo

Les modéles in situ / ex vivo, tels que les modéles d’intestin, de poumon, de foie, de
cerveau ou de rein isolés et perfusés, sont souvent utilisés pour étudier le transport des
médicaments. Par rapport aux essais in vitro, ces modéles offrent un environnement plus
physiologique pour la détermination des fonctions de transport. Par rapport aux modeéles in
vivo, les modeles in situ / ex vivo n'ont pas la contrainte des effets d'autres organes pour

I'élimination des médicaments et permettent donc de cibler des organes particuliers.

Joseph BERTHIER | Thése de doctorat | Université de Limoges | 23 octobre 2020 69
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Les différents protocoles sont les suivants : lI'organe est directement perfusé par un
tampon physiologique tel que du sang artificiel, du plasma ou une solution saline via le principal
vaisseau sanguin qui fournit le sang a l'organe. Ce tampon physiologique, contenant le
médicament testé a une concentration particuliere, est perfusé en continu a travers l'organe.
Aprés un certain temps, la concentration du médicament ou des métabolites (dans l'organe, le

perfusat et les liquides physiologiques) est déterminée [190-192].

A titre d’exemple, des foies de rats isolés et perfusés ont été utilisés afin étudier les
effets de la rifampicine (inhibiteur de I'OATP2) et de la quinidine (inhibiteur de la P-gp) sur
I'élimination hépatique de la digoxine. Les résultats ont montré que l'exposition & la digoxine
dans le liquide de perfusion était significativement augmentée par la rifampicine et diminuée
par la quinidine. En revanche, I'exposition au métabolite de la digoxine était augmentée par la
quinidine et diminuée par la rifampicine. Ces résultats indiquent que la rifampicine limite
I'absorption hépatigue de la digoxine et réduit I'exposition hépatique de la digoxine au CYP3A
en inhibant la fonction OATP2 baso-latérale, alors que la quinidine augmente I'exposition
hépatique de la digoxine au CYP3A en inhibant la fonction P-gp canalaire. Ceci démontre
limportance des transporteurs d'influx et d'efflux sur le métabolisme hépatique des

médicaments [193].

Des études utilisant des reins de rats perfusés comme modéle ont également montré

que la P-gp était responsable de I'élimination rénale de la digoxine [194].

I1.4. Modéles d’études in vivo

Les modéles cités précédemment sont couramment utilisés pour évaluer le potentiel
d'interaction avec les transporteurs d'influx et d'efflux et servent également & déterminer les
paramétres pharmacocinétiques de base. Ces essais ont été utilisés avec succés pour
identifier de nombreux substrats et inhibiteurs de transporteurs. Bien que les approches de
modélisation pharmacocinétique basée sur la physiologie (PBPK) ou les techniques
d'extrapolation in vitro a in vivo (IVIVE) puissent également étre utiles pour prédire les
interactions médicamenteuses résultant de l'inhibition des transporteurs chez I'Homme [195],
les données provenant des modéles in vitro ou in situ / ex vivo ne permettent pas a elles seules
de prédire exactement les effets des transporteurs sur la pharmacocinétique et les interactions

médicamenteuses potentielles.

Ces modéles in vivo sont nécessaires pour comprendre les différentes fonctions des
transporteurs, mais aussi leurs rles coordonnés avec d'autres processus dans divers organes
in vivo dans le but d’assurer un meilleur lien avec la clinique. Dans le développement de
médicaments, les données sur le substrat du transporteur provenant des études précliniques

in vivo peuvent ainsi fournir des informations importantes pour comprendre la
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pharmacocinétique, la distribution tissulaire, I'efficacité et la sécurité du médicament. Les
modéles d’inactivation des genes des transporteurs et les modeéles animaux mutants naturels
sont devenus des outils utiles pour comprendre le rble des transporteurs dans la

pharmacocinétiqgue des médicaments.

Ainsi, avec le développement des technologies d'édition du génome (CRISPR-cas-
9...), des modéles animaux ayant des génes modifiés voire supprimés pour les transporteurs
sont maintenant disponibles dans le commerce. En revanche, un nouveau type de modéle in
vivo dit humanisé, portant le géne humain correspondant au transporteur a la place du géene

animal (murin...), est de plus en plus populaire [196].

I1.4.1. Modéles d'étude in vivo obtenus par inhibition pharmacologique de P’activité des
transporteurs

Les modeéles in vivo les plus couramment utilisés et les plus simples sont ceux dont
linhibition de Il'activité d’'un transporteur est obtenue par l'utilisation d’'une ou plusieurs
molécule(s). Ces modéles fournissent des informations utiles sur les effets des transporteurs

dans l'absorption, la distribution, le métabolisme et I'excrétion des médicaments.

Les animaux (généralement des souris ou des rats) sont traités avec un inhibiteur du
transporteur afin d’en diminuer sa fonction (knockdown). Il est d'une importance capitale de
sélectionner un inhibiteur spécifique du transporteur pour évaluer le rdle d'un transporteur en
particulier. Il existe désormais des inhibiteurs sélectifs de synthése disponibles, tels que le
GF120918 (un inhibiteur de la P-gp et de BCRP), le LY335979 (un inhibiteur spécifique de la
P-gp) et le Ko143 (un inhibiteur spécifique de BCRP).

Ainsi, deux inhibiteurs du transporteur BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) de
structure différente, GF120918 et Ko143, ont montré in vitro une diminution de la résistance a
I'étoposide médiée par la Berpl dans des cellules surexprimant le transporteur. Cela signifie
gue l'inhibition de l'activité de Bcrpl pourrait renforcer I'activité anti-tumorale de I'étoposide en
augmentant son exposition. De plus, chez des souris de type sauvage (in vivo), le
prétraitement avec le GF120918 a eu pour conséquences une forte augmentation (de quatre
a cing fois) des concentrations plasmatiques d'étoposide. L'administration du GF120918 a des
souris déficientes pour le géne codant pour la P-gp n'a pas montré d’augmentation de
l'absorption orale de I|'étoposide, ce qui suggére que la P-gp intestinale a un effet plus

important que le transporteur Berpl sur I'absorption orale de I'étoposide [197].

Le [11H]-vérapamil et la ciclosporine sont souvent et respectivement utilisés comme
substrat et inhibiteur de la P-gp afin de prédire I'ampleur des interactions médicamenteuses
en lien avec la P-gp au niveau de la barriere hémato-encéphalique humaine [198—-200]. Une
étude chez ’'Homme montre que la ciclosporine a entrainé une augmentation du rapport entre
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I'AUC cérébrale et I'AUC plasmatique du [11C]-vérapamil d'environ 88 % sans modifier le
métabolisme du [11C]-vérapamil ou sa liaison aux protéines plasmatiques [199]. Une autre
étude révéle des résultats plus spectaculaires chez I'animal : comme par exemple le rapport
des concentrations cerveau/plasma du vérapamil a été multiplié par 24 aprés un traitement a

la ciclosporine, chez le rat [201].

D’autres interactions médicamenteuses mettant en jeu la P-gp ont été mises en lumiére
chez les souris et les rats par inhibition pharmacologique de la P-gp avec des inhibiteurs
sélectifs tels que PSC833, GF120918, et LY335979 [202,203].

11.4.2. Modéles d’étude in vivo chez I’animal présentant des mutations naturelles pour
les transporteurs

Les animaux présentant des mutations dites naturelles sont en réalité des sous-
populations ayant une mutation spontanée pour un géne codant pour un transporteur. Ces
modeles sont couramment utilisés pour caractériser les fonctions d’un transporteur particulier

et ainsi sa contribution a la pharmacocinétique des médicaments substrats.

Par exemple, une sous-population de souris CF-1, déficientes en P-gp au niveau de
I'épithélium intestinal et de I'endothélium des capillaires cérébraux, présentent des sensibilités
inhabituelles a I'avermectine, a l'abamectine et a livermectine. Cela se traduit par une
neurotoxicité 100 fois plus élevée que chez d’autres espéces et souches de souris. De plus,
les taux plasmatiques et tissulaires d'ivermectine chez les souris présentant un déficit de P-gp
étaient nettement plus élevés que chez les souris insensibles, en particulier dans le cerveau
[204].

D’autres modéles animaux ont été utilisés pour I'étude de la P-gp notamment le modeéle
canin du border collie [205]. En effet certains border collie présentent des effets indésirables
tels que dépression et hypersalivation a la suite d'un traitement vermifuge par ivermectine.
Chez ces animaux, une nouvelle mutation d'insertion du géne ABCB1 a été détecté. Cette
mutation, de type non-sens était responsable d’'un arrét prématuré de la synthése de la P-gp.
De plus, cette mutation n'a par ailleurs pas été observée chez des chiens d’autres races tel
gue les chiens Beagle. Ainsi ce modéle animal peut étre utilisés afin d’étudier I'impact de

'absence de la P-gp sur la pharmacocinétigue des médicaments.

Des mutations génétiques du géne ABCC2 codant pour MRP2 ont été signalées a la
fois chez des rats Wistar TR- mutants et des rats Sprague Dawley EHBR mutants. Ces
derniers présentent une hyperbilirubinémie due a une altération de I'excrétion hépato-biliaire
de la bilirubine conjuguée. L'EHBR est une souche de rats mutants présentant une
hyperbilirubinémie congénitale a bilirubine conjuguée, issue d'un rat Sprague Dawley. Le

transport de la bilirubine conjuguée, du vert d'indocyanine et de la tétra bromosulfophtaléine
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du foie vers la bile est grandement altéré chez ces rats [206,207]. Les deux modéles animaux
sont trés utilisés pour étudier les mécanismes du systéme excréteur biliaire et de la formation

de la bile.

[1.4.3. Modéles d'étude in vivo obtenus par suppression de I’expression génique des
transporteurs

Les modeles d’animaux précédemment évoqués présentent certaines limites telles que
'apparition de mécanismes compensatoires en I'absence de fonctionnement du transporteur.
Les modéles animaux d’extinction d’'un géne dit « KO » (knockout) sont extrémement utilisés
dans plusieurs domaines dés lors que I'on souhaite étudier I'impact de I'absence d'une

protéine, ou mimer une maladie.

Avec le développement des technologies d'édition du génome, de nombreux modéles
de souris knockout ont été utilisés pour les transporteurs de médicaments, telles que les souris
Mdrla 7 [208] pour la P-gp, des souris Mrpl” , Mrp2 -, Mrp3”, Mrp4” [209-212] pour les
MRP et pour les transporteurs d'influx, des souris Octl 7, Oct2 - et Oct1/2 7~ (double KO)
[213,214]. Des modéles plus complexes de KO mixtes tels que des souris Mdrla’ : Marlb™ :
Berp”, des souris Mdrla™: Marlb” ou Mrp2 *: Berpl” ou encore des souris Mrp2” : Mrp37-:
Berpl” ont également été générés. Heureusement, la plupart de ces modeéles animaux sont
maintenant disponibles dans le commerce auprés de sociétés speécialisées. lls sont devenus
des outils importants pour évaluer l'absorption des médicaments, la distribution tissulaire, la

clairance hépato-biliaire et les interactions médicamenteuses.

De nombreuses études ont montré l'importance des transporteurs P-gp et/ou BCRP
dans l'absorption, I'élimination et la distribution des substrats médicamenteux dans les tissus.
Par exemple, des souris Mdrla”™ : Mdrlb”™ ont montré une exposition plus élevée a
l'ivermectine dans le plasma et le cerveau par rapport aux souris de type sauvage, apres
administration d’'une dose orale. Ceci démontre le rble de la P-gp dans l'absorption intestinale
et la distribution de I'ivermectine dans le cerveau [215]. De méme, chez les souris Berpl™, il a
été signalé que I'AUC de la sulfasalazine, un substrat de la BCRP, était environ 111 fois plus
élevée que celle des souris de type sauvage aprés administration orale de 20 mg/kg de
sulfasalazine. Aprés administration intra-veineuse de 5 mg/kg de sulfasalazine, ’AUC chez les
souris Berpl” était environ 13 fois plus élevée que celle des souris de type sauvage. De plus,
le traitement des souris de type sauvage avec un inhibiteur connu de BCRP, le gefitinib a
entrainé une augmentation de I'AUC de la sulfasalazine de 13 fois par rapport a celle des

souris traitées avec un placebo [216].

L'agent cancérigéne d'origine alimentaire appelé 2-amino-1-méthyl-6-phénylimidazo

[4, 5-b] pyridine (PhIP) est transporté par la BCRP, la P-gp et les MRP. Les effets de ces
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transporteurs sur la pharmacocinétique du PhIP et de ses métabolites aprés administration
orale ou intra-veineuse de PhIP (1 mg/kg) ont été étudiés en utilisant deux souches de souris
(Berpl™: Mdrla/b™ : Mrp2” et des souris Berpl” : Mrp2” : Mrp3”) [217]. Les résultats ont
montré que, par rapport aux souris de type sauvage, les taux de PhIP dans l'intestin gréle
étaient réduits de quatre a six fois chez les souris Bcrpl” : Mdrla/b 7~ : Mrp2/ et Berpl 7-: Mrp2-
- Mrp37. L'excrétion fécale de PhIP a été réduite de 8-20 fois. L'excrétion biliaire de PhIP a
également été réduite de 41 fois chez les souris Berpl” : Mdrla/b” : Mrp2™. De plus, les
métabolites cancérigenes N.-OH-PhIP et PhiIP-5-sulfate (un marqueur de génotoxicité) se sont
accumulés dans le foie des souris Berpl™ : Mrp2”: Mrp3’ mais pas chez les souris Berpl™:
Mdrla/b” : Mrp2”. Ceci indique que MRP3 est impliqué dans la sécrétion hépatique de ces
toxines. Les résultats démontrent que Bcrpl, P-gp, MRP2 et MRP3 affectent de maniéere
significative la distribution tissulaire, ainsi que I'élimination biliaire et fécale de la PhIP et de

ses métabolites cancérigénes, et par conséquent la cancérogenése induite par la PhIP [217].

Concernant le transporteur MRP4 des études menées chez des souris déficientes pour
le géne codant pour MRP4 (souris Mrp4”) ont démontré le role du transporteur dans la
protection du SNC aux anticancéreux hotamment le topotécan [210]. En effet, il a été observé,
chez ces souris, une forte accumulation de topotécan dans le tissu cérébral ainsi que le liquide
céphalorachidien (LCR). Ces observations étaient en accord avec d’autres études selon
lesquelles le topotécan était un substrat de MRP4 et que les cellules surexprimant MRP4
étaient résistantes a ses effets cytotoxiques. Cette étude in vivo a également permis de
démontrer la présence du transporteur MRP4 au niveau de la membrane basolatérale de
I'épithélium des plexus choroides et de la membrane apicale des cellules endothéliales des
capillaires cérébraux. En utilisant un modéle de souris Mrp4” une autre équipe a montré que
le PMEA (un des substrat MRP4 de référence), s’accumulait plus fortement dans divers tissus
tel que la moelle osseuse, la rate, le thymus, SNC ainsi que le tractus gastro-intestinal [218].
Cette accumulation avait pour conséquence une augmentation de la toxicité ainsi que de la

létalité du PMEA démontrant ainsi le rble protecteur de MRP4.

I1.4.4. Modéles d’étude in vivo présentant des transporteurs humanisés

Au cours du développement précoce des médicaments, il est trés important de prévoir
la pharmacocinétique chez ’'Homme et d'évaluer le risque de d’interactions médicamenteuses
a partir de données basées sur un modéle animal préclinique in vivo [219]. Cependant, les
différences significatives entre l'animal et 'lHomme en termes de spécificité de substrat, de
distribution tissulaire et d'abondance relative des transporteurs limitent souvent la prédiction
chez 'Homme [220,221]. Ainsi, le développement de modéles de souris humanisées permet

de diminuer les différences significatives existant entre I'animal et 'Homme.
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Il existe deux approches pour générer des modéles de souris humanisées : I'une
consiste a introduire les genes humains dans le génome de la souris pour générer des
modeles de souris génétiquement humanisées ; l'autre consiste a transplanter des cellules
humaines chez des receveurs compétents, ce qui donne des modéles de souris humanisées
tissulaires (comme le foie). Ces modeles de souris présentant des transporteurs humanisés
pourraient ainsi surmonter les limitations découlant des différences d'expression des
transporteurs et des spécificités des substrats entre les espéces. Jusqu'a présent, une série
de modéles de souris de transporteurs humanisés ont été décrits pour les transporteurs
OATP1A2 (hOATP1A2), hOATP1B1 et hOATO1B3 [222-225], hP-gp [226], hMRP2 [227],
hBCRP [228].

[1.4.4.1. Exemple des OATP

Trois modeles de souris transgéniques ayant une expression spécifique et
fonctionnelle des transporteurs OATP1B1, OATP1B3 et OATP1A2 humains ont été générés
et utilisés pour étudier chez 'Homme, le réle des OATP dans I'élimination du méthotrexate et
du paclitaxel [224] . Les résultats ont montré que par rapport aux souris Slcola/lb™, les souris
humanisées pour les OATP1B1, OATP1B3 et OATP1A2 avaient des niveaux plasmatiques en
méthotrexate diminués, et une augmentation de méthotrexate et de 7-hydroxyméthotrexate
dans le foie et lintestin gréle. Les souris humanisées pour les OATP1B3 et OATP1A2,
contrairement a celles qui I'étaient pour OATP1B1, accumulaient le paclitaxel au niveau du
foie et de l'intestin gréle dans de plus grandes proportions par rapport aux souris Slcola/lb™
[224]. Dans une autre étude utilisant ces mémes modéles de souris, I’humanisation des souris
pour les transporteurs OATP1B1 ou OATP1B3 et OATP1A2 a permis d’atténuer, chez des
souris Slcola/lb 7, les augmentations observées des taux plasmatiques de monoglucuronide

de bilirubine et de diglucuronide de bilirubine [223].

Une autre étude s’est intéressée au rbéle des OATP humains dans l'absorption
hépatique de la pravastatine, de I'atorvastatine et de la simvastatine chez I'Homme. Des souris
humanisées pour les transporteurs OATP1B1 ou OATP1B3 ont été également utilisées. Les
résultats de cette étude ont montré que I'humanisation des transporteurs OATP1B1 ou
'OATP1B3 pouvait rétablir partiellement les altérations de la clairance, du volume de
distribution et de la biodisponibilité observés chez des souris Slcola/lb” [229]. Ainsi, en
analysant I'expression protéique différentielle des transporteurs au niveau du foie entre les
souris humanisées et 'Homme, la part de 'OATP1B1 humaine contribuant a la clairance
systémigue par voie orale de la pravastatine, l'atorvastatine et la simvastatine étaient

respectivement estimées a 0,50, 0,46 et 0,85, selon la formule suivante :

1
[(oatplalb KO AUCpo
OATP1B1 KI AUCpo

OATP1B1 oral clearance fraction= 1 —

1)xREF]+1
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avec oatpla/lb Ko AUCpo représentant I'aire sous la courbe des médicaments chez I'animal
KO pour OATP1A1l/1B1; OATP1B1Ki AUCpo représentant l'aire sous la courbe des
médicaments chez I'animal knockin (Ki) pour OATP1B1 ; REF représente I'expression relative

du transporteur entre 'Homme et 'animal.

De plus, la part de I'absorption hépatique médiée par 'OATP1B1 humain était estimée
a 0,77 pour la pravastatine et a 0,31 pour l'atorvastatine ; soit 1,5 fois moins que les
estimations basées sur la pharmacocinétique humaine [229]. Cependant, une autre étude a
montré que ni 'OATP1B3 ni IOATP1A2 humanisé ne modifient de maniére significative les
concentrations hépatiques ou plasmatiques de rosuvastatine et de pitavastatine chez les
souris Slcola/lb™. Par conséquent, des études supplémentaires sont nécessaires afin de
définir I'utilisation potentielle et les limites du modéle de souris humanisées dans I'élimination

des médicaments et les interactions médicamenteuses a prévoir chez 'Homme [225] .

11.4.4.2. Exemple du transporteur BCRP

Le transporteur BCRP est exprimé dans divers tissus, tels que lintestin, le foie, les
reins et le cerveau, et joue un réle dans la limitation de l'absorption intestinale et de la
pénétration cérébrale de ses composés substrats. Une souris transgénique BCRP humanisée
a été générée et largement caractérisée en utilisant plusieurs substrats de BCRP dont la
sulfasalazine, la daidzéine, la génistéine, la rosuvastatine et le topotécan [228]. Les résultats
de cette étude ont montré qu'a la suite d’une administration intra-veineuse ou orale de
sulfasalazine, I'exposition sanguine a la sulfasalazine chez les souris Bcrpl” était
significativement multipliée par 8,3 (intra-veineuse) ou 117 (orale) par rapport aux souris de
type sauvage. L'exposition a la sulfasalazine chez les souris transgéniques BCRP humanisées
se situait entre celles observées chez les souris de type sauvage et les souris Berpl™. La co-
administration d’un inhibiteur spécifigue de la BCRP (Kol143) augmentait de facon
substantielle les concentrations sanguines, I'AUC et la Cnax de la sulfasalazine chez les souris
de type sauvage et les souris transgéniques BCRP humanisées, mais pas chez les souris
Berpl™.

[1.4.5. Limites des modéles animaux

Le knockout génétique des transporteurs, les modéles animaux présentant une
mutation spontanée et les modéles animaux humanisés ont été largement utilisés pour
comprendre l'implication des transporteurs dans la pharmacocinétique et dans les interactions
médicamenteuses. Cependant, il est important de savoir si le médicament a un comportement
similaire en termes de pharmacocinétique et en particulier sur les voies de transport chez
I'Homme et I'espéce knock-out/humanisée. Les différences entre les especes doivent étre
prises en considération. Des différences, entre les rongeurs et 'humain peuvent exister au
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niveau de la localisation, de I'expression, de l'affinité et de la sensibilité aux inhibiteurs des
transporteurs. L'autre considération générale dans l'utilisation des modéles d'animaux knock-
out/humanisés est l'altération potentielle d'autres transporteurs et d'enzymes métabolisant les
médicaments. En effet, les changements compensatoires observés dans les modéles animaux
knock-out ou humanisés pour les transporteurs peuvent rendre confus linterprétation du

transporteur en lien avec des interactions médicamenteuses.

I1.5. Modéles d’études in silico

La recherche de nouveaux substrats/inhibiteurs des transporteurs revét une
importance particuliére dans les domaines de la pharmacologie et de la toxicologie. Les
modéles informatiques sont donc des outils trés précieux et sont de plus en plus utilisés au fur
et a mesure que la technologie évolue. Ces nouveaux moyens permettent d'identifier de
nouveaux ligands présumés et en méme temps constituent une alternative pertinente a
I'expérimentation animale excessive et une approche complémentaire et préliminaire aux

expériences in vitro et ex vivo, souvent tres colteuses, laborieuses et longues a réaliser.

Les modéles in silico fournissent des plateformes de criblage rapides et peu colteuses.
lls reposent sur I'étude de relations structure-activité (QSAR), des études de docking
permettant la prédiction des interactions ligand-transporteur ou encore le design de
pharmacophores pour les substrats des transporteurs [230]. Les études de docking sont
utilisées depuis longtemps afin de prédire linteraction des composés avec leurs cibles
potentielles (protéines, acides nucléiques, glucides et lipides) [231]. Selon plusieurs
chercheurs, I'étude de docking est une analyse informatique stricte qui prédit I'affinité de liaison
de nouvelles entités chimiques (NEC) ou de médicaments sur la base de leur structure
chimique. Cette étude integre également les avancées de la biologie moléculaire, de la bio-
technologie, de la bio-informatique, des mathématiques, de la chimie avec la modélisation et

de l'informatique afin d'augmenter la puissance prédictive des logiciels de docking [232] .

Le processus de développement des médicaments s’avére généralement long et
co(iteux, et le taux d'attrition des NEC est trés élevé, surtout aux stades avancés du
développement. De plus, le taux d'incidence croissant des maladies et de la résistance des
agents infectieux aux médicaments existants exige une accélération du processus de
développement de nouveaux médicaments. Pour économiser du temps et de I'argent dans la
découverte et le développement des médicaments, les études de docking sont largement

utilisées pour prédire l'interaction des analogues congus vers un récepteur particulier [233].

Plusieurs acteurs du monde scientifique et économique, tels que les gouvernements,
les universités et les industries encouragent le développement et |'utilisation des études de

docking a différents stades du processus de développement des médicaments [234]. Ainsi
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grace au docking, des milliers de molécules peuvent étre évaluées pour leur efficacité et leur

sécurité potentielles a un faible codt et dans un intervalle de temps trés court [235].

Il existe actuellement diverses approches de docking pour prédire l'interaction des
molécules avec des récepteurs particuliers [236]. Malheureusement, une méthode adaptée a
certains types de prédiction peut ne pas fonctionner correctement (ou ne pas fonctionner du
tout) [237]. De nombreux composés échouent dans les tests de dynamigue moléculaire (MD)
permettant de valider le docking, malgré leur score élevé de docking. De plus, il n'est pas
évident de savoir si le composé est un agoniste ou un antagoniste lors des épreuves de
docking. Par conséquent, pour garantir une application précise et efficace des modéles de
docking, il est nécessaire de comprendre les points forts, les limites, le champ d'application et
l'interprétation de la méthode, de choisir la méthode la plus efficace pour le probléme en

guestion, et d'adapter le cas échéant ces méthodes a chaque probléme.

Plusieurs modéles de docking ont été développés pour cartographier des modulateurs
potentiels de la P-gp, de la BCRP et de MRP1, permettant ainsi d'évaluer les modes de liaison
de ces composés pour un transporteur donné [238-246]. En effet, des dérivés nouvellement
synthétisés de thioxanthone ont démontré la capacité d'augmenter immédiatement l'activité
de la P-gp aprés une courte période d'incubation, entrainant une diminution significative de la
toxicité du paraquat (substrat de la P-gp). La possibilité d'un mécanisme de co-transport entre
les dérivés de thioxanthone et le paraquat a été confirmée par des études de docking utilisant
un modele validé de P-gp [240]. Les auteurs ont développé et validé des modeéles de
pharmacophores permettant I'activation de la P-gp en se basant sur les capacités d'activation
in vitro de la P-gp par les dérivés de thioxanthone nouvellement synthétisés et sur un ensemble
d'activateurs de la P-gp connus et décrits dans la littérature. Le pharmacophore le plus efficient
était composé de trois caractéristiques : un groupement hydrophobe, un cycle aromatique et
un groupe accepteur de liaisons hydrogene. Ainsi, la découverte de ces caractéristiques par
modele informatique peut étre un outil trés utile afin de prédire efficacement et ultérieurement

de nouveaux ligands ayant la capacité d'activer la P-gp.
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I1.6. Article 2: MRP4 is responsible for the efflux transport of mycophenolic acid $-D
glucuronide (MPAG) from hepatocytes to blood.

Dans ces travaux, nous avons mené un approche combinée in vitro et in silico pour
explorer le réle du transporteur d’efflux MRP4 dans le transport de I'acide mycophénolique
(MPA) et de son principal métabolite, I'acide mycophénolique B-D glucuronide (MPAG). Dans
cet article, nous nous sommes également intéressé aux interactions médicamenteuses
impliguant ce transport et pouvant étre occasionnées lors de la co-administration de

médicaments fréquemment prescrits avec le MPA et substrats de MRP4.

Aprés administration de mycophénolate mofétil (MMF) ou d’'un sel sodique par voie
orale, le MPA est métabolisé au niveau du foie, principalement par les uridine diphosphate-
glucuronosyltransférases (UGT), plus précisément 'UGT1A9, pour former un métabolite
glucuro-conjugué, le MPAG. Si ce dernier est dépourvu d’activité pharmacologique, il est
toutefois excrété dans la bile par le transporteur MRP2, et subit une déconjugaison par les 3-
glucuronidases du microbiote intestinal pour reformer du MPA qui est réabsorbé (cycle entéro-
hépatique) (Figure 10). D’autre part, des travaux ont montré que les patients présentant la
toxicité hématologique fréqguemment observée sous MPA, ou ceux ayant une fonction rénale

détériorée, avaient des concentrations plasmatiques plus élevées en MPAG.

Il a été révélé que le MPAG est éliminé par le rein via les transporteurs OAT3. Il a
également été montré que MRP2 contribue a I'élimination du MPAG au niveau rénal et hépato-
biliaire. D’autre part, des travaux menés dans I'équipe ont montré que les transporteurs

OATP1B3 et 1B1 participent au passage du MPAG du sang vers les hépatocytes.

Lorsque nous avons débuté ces travaux, il était fait 'lhypothése d’un transport du MPAG
des hépatocytes vers la circulation sanguine, sans que le transporteur impligué ne soit
identifié. Nous avons posé I'hypothése que ce réle soit joué par MRP4. En effet, le transporteur
MRP4 est situé au niveau de la membrane baso-latérale de I'hépatocyte et permet I'efflux de
substrats vers la circulation sanguine. Plusieurs études rapportent que MRP4 puisse

transporter de nombreuses molécules glucuro-conjuguées.

Pour cette étude, nous avons tout d’abord développé un modéle de transport
vésiculaire afin d’étudier les interactions entre MPA et MRP4, et entre MPAG et MRP4.
Ces travaux ont confirmé que le MPA n’est pas un substrat de MRP4. Par contre, nous avons
démontré que MRP4 transporte le MPAG de fagon spécifique et saturable. Dans un deuxiéme
temps, nous avons testé l'inhibition de ce transport par des médicaments fréquemment
prescrits avec le MMF et/ou substrat de MRP4. Parmi ces médicaments testés, l'ibuproféne,
la céfazoline, le céfotaxime et la micafungine ont montré une inhibition significative du transport
du MPAG par MRP4.
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Dans une deuxiéme partie, nous avons fait appel a une approche in silico. Les objectifs
étaient de confirmer les résultats expérimentaux et de mieux comprendre les mécanismes des
interactions mises en évidence par notre modéle vésiculaire.

Pour cette partie, un modéle in silico précédemment développé dans I'Unité a été
utilisé. Les expériences de docking ont permis de caractériser 4 zones distinctes de liaison
des substrats : une située au coeur de la chambre protéique ; 2 situées plus a I'extérieur de la
protéine, en contact plus étroit des tétes polaires constituant la bicouche lipidique ; et une
troisiéme région située plus en profondeur dans la chambre, au niveau du compartiment extra-
cellulaire. Les substrats avaient des probabilités de présence plus ou moins marquées en
fonction des régions, pouvant expliquer ainsi le caractére compétitif ou non des inhibitions du
transport du MPAG.

En complément des analyses de docking, des calculs de dynamique moléculaire ont
permis de caractériser le type de liaisons (liaisons hydrogéne, -1 stacking, pont salins) avec
les résidus protéiques du transporteur MRP4. Ces calculs ont montré que la présence d’'un
résidu glucuronide sur la molécule de MPAG permet une meilleure interaction avec les résidus
protéiques ; alors que le MPA montre une plus grande flexibilité de mouvement dans la

chambre se traduisant par une moindre capacité de liaison.

Sinusoidal blood MPAG P Renal elimination
--> MPA ‘\ (OAT3/MRP2)
| 1 OATP1B3/1B1
i i e
MPA MPAG

UGT\A MPAG

Hepatocytes

i Enterohepatic cycling - ------

Figure 10 : Représentation des voies de transport du MPAG

Source : Picard 2013 [247]
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1. Mycophenolic acid (MPA) has become a cornerstone of immunosuppressive therapy, in particular
Accepted 18 August 2020

for transplant patients. In the gastrointestinal tract, the liver and the kidney, MPA is mainly
metabolized into phenyl-B-o glucuronide (MPAG). Knowledge about the interactions between
MPA/MPAG and membrane transporters is still fragmented.

2. The aim of the present study was to explore these interactions with the basolateral hepatic MRP4
transporter. The inhibition of the MRP4-driven transport by various drugs which can be concomi-
tantly prescribed was also evaluated.

3. In vitro experiments using vesicles overexpressing MRP4 showed an ATP-dependent transport of
MPAG driven by MRP4 (Michaelis-Menten constant of 233.9+32.8 uM). MPA was not effluxed by
MRP4. MRP4-mediated transport of MPAG was inhibited (from —43% to —84%) by ibuprofen,
cefazolin, cefotaxime and micafungin. An in silico approach based on molecular docking and
molecular dynamics simulations rationalized the mode of binding of MPAG to MRP4. The pres-
ence of the glucuronide moiety in MPAG was highlighted as key, being prone to make electro-
static and H-bond interactions with specific residues of the MRP4 protein chamber. This explains

KEYWORDS

MRP4; MPAG; MPA;
drug-drug interactions;
molecular docking

why MPAG is a substrate of MRP4 whereas MPA is not.

Introduction

Mycophenolic acid (MPA) is a cornerstone of immunosup-
pressive therapy, in particular for transplant patients.
Currently, two mycophenolic acid-based compounds are
available: mycophenolate mofetii and mycophenolate
sodium. Following administration, both are rapidly hydro-
lyzed by carboxylesterases into MPA, the active moiety. MPA
is a potent, selective and reversible inhibitor of type I
inosine monophosphate dehydrogenase (IMPDH), a key
enzyme involved in the de novo synthesis of guanine nucleo-
tides (Franklin & Cook, 1969). In the gastrointestinal tract, the
liver and the kidney, MPA is mainly metabolized into a phe-
nyl-B-p glucuronide (MPAG) and into an acyl-glucuronide
(ACMPAG) by uridine diphosphate glucuronosyltransferases
UGT1A9, 2B7, 1A7, 1A8 and 1A10 (Picard et al, 2005). The
6-O-desmethyl-MPA is another metabolite which is produced
by cytochrome P450 3 A isoforms (Picard et al., 2004).

MPAG has no pharmacological activity with respect to the
inhibition of IMPDH (Shipkova et al., 1999), but some studies
have reported a relationship between MPAG exposure and
toxicity. Indeed, Sobiak et al. reported that concentrations of
MPAG correlated negatively with hemoglobin and hematocrit

and that the highest concentrations were observed in
patients with anemia. Similarly, in a prospective 12-month
multicenter pharmacokinetic study conducted in renal trans-
plant recipients, Kuypers et al. (2003) observed that patients
who experienced anemia had significantly higher MPAG con-
centrations (trough level and AUC values) and higher
AcMPAG/MPA ratios. From these studies, it was hypothesized
that the mechanism of toxicity could be due to high MPAG
concentrations causing MPA displacement from protein and
consequently, an increase in its pharmacologically active free
fraction favoring haematotoxicity. In addition, multiple stud-
ies have demonstrated that the highest exposure to MPAG is
observed in patients with a deteriorated renal function
(Colom et al., 2014; Kamiriska et al., 2012; Kaplan et al., 1998;
Mudge et al., 2004; Sobiak et al.,, 2013).

The pharmacokinetics of MPA and MPAG have been well
described (Bullingham et al., 1998; Staatz & Tett, 2007) but
knowledge about their interactions with transporters is still
fragmented. The elimination of MPAG by the kidney involves
an active uptake of the metabolite by the OAT3 (SLC22A8),
located at the basolateral side of proximal tubular cells (Uwai
et al, 2007; Wolff et al, 2007). Using MDCKII/MRP2-trans-
fected cells and MRP2-expressing Sf9 membrane vesicles,
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Patel et al. (Patel et al, 2013) demonstrated that MPAG is
transported by MRP2 (Multidrug resistance-associated protein
2). It was also demonstrated that MRP2 contributes to the
renal and hepato-biliary elimination of MPAG (Schaub et al.,
1999; Trauner & Boyer, 2003). In addition, it has been
reported that MPAG is a substrate for the organic anion
transporting polypeptide (OATP) 1B3 and 1B1 (Picard et al.,
2010). These two hepatic basolateral transporters are respon-
sible for the uptake of circulating MPAG from blood into the
hepatocytes.

Using human embryonic kidney 293 (HEK293) cells and
isolated perfused kidney of rats, El-Sheikh et al. (2014) have
put forward the fact that MRP4 could also be involved in
MPAG transport. As MPAG is present in plasma at approxi-
mately 20- to 100-fold higher concentrations than MPA
(Elbarbry & Shoker, 2007), the hypothesis of an active trans-
port from the liver to the blood is probable. Among the hep-
atic basolateral transporters that could be involved, MRP4
appears to be a good candidate, as it (i) transports many glu-
curonides; (ii) participates in the cotransport of reduced
glutathione with bile salts; and (iii) is expressed at the baso-
lateral side of hepatocytes (Jarvinen et al., 2017; Kawase
et al., 2016; Mizuno et al, 2007; Rius et al., 2004; Zamek-
Gliszczynski et al., 2006).

The aim of the present study was to explore the interac-
tions between MPA and MPAG and the basolateral hepatic
transporter MRP4, as well as the inhibition by various drugs
which can be concomitantly prescribed with MPA. In a first
approach, in vitro experiments using vesicles overexpressing
MRP4 were performed. Then, an in silico approach based on
molecular docking and molecular dynamics simulations was
used to confirm and complete the information.

Materials and methods
In vitro experiments

Chemicals and reagents

Suspensions of membrane vesicles derived from HEK 293
cells overexpressing MRP4 protein (inside-out ratio 24.7% +
2.12) and control vesicles (both at 5ug of total protein/uL)
were purchased at Solvo Biotechnology (Hungary).
Adenosine 5'-monophosphate sodium salt (AMP), adenosine
5'-triphosphate sodium salt hydrate (ATP), bovine serum
albumin (BSA), magnesium chloride, MK 571, ibuprofen,
diclofenac sodium, cyclosporine, everolimus, tacrolimus, siro-
limus, acetyl-salicylic acid, sodium chloride, sucrose, trizma®
base and mycophenolic acid were purchased at Sigma-
Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). Mycophenolic acid
B-p-glucuronide, indomethacin, micafungin, cefazolin and
cefotaxime were purchased at LGC standard (Teddington,
UK) and were of analytical grade. Acetonitrile was obtained
from Merck (Molsheim, France), ammonium formate and for-
mic acid from Sigma. Deionized water was prepared on a dir-
ect-Q laboratory plant (Millipore, Molsheim, France).

Preliminary works to explore MRP4 time-dependent trans-
port of MPA and MPAG

A time course of the uptake of MPAG and MPA was per-
formed using the inside-out vesicles overexpressing MRP4.
The transport studies were performed using a rapid filtration
technique. Briefly, 10 g of membrane vesicle preparations
diluted into 50 uL of transport medium (10 mM Tris-HCl [pH
7], 250mM sucrose, and 10mM MgCl2) containing 6 mM
ATP or AMP were preincubated at 37°C for 15min in 96
wells plate. Then 25uL MPA or MPAG was added, yielding a
final concentration of 50uM and 100 uM respectively. The
reaction plate was incubated for 5-10-15-35min at 37°C
under gentle shaking. It was then placed over an ice bock
and the reaction was stopped by the addition of 200 puL of
ice-cold stop buffer containing 10mM Tris-HCl [pH 7],
250 mM sucrose, NaCl 100 mM and BSA 0,02% w/v. The sam-
ples were then filtered through 1-um-pore-size 96-well glass
filter plate (Millipore, Bedford, MA) and washed five times
with 200 uL of stop cold buffer. The filter was subsequently
dried and vesicles were lysed with 210 uL of MeOH/H,0 (2:1)
containing indomethacin at 50 mg/L as internal standard (IS)
for HPLC analysis. The plate was then centrifuged for 2min
at 2000 g and lysates were recovered in a new plate and dir-
ectly injected into HPLC-MS/MS system. To determine the
transporter-specific uptake of the substrates, MRP4-overex-
pressing vesicles were assayed side by side with control
vesicles. The accumulation of substrates in vesicles was
expressed in picomoles per milligram of total proteins.

Preliminary works to explore MRP4 concentration-depend-
ent transport of MPAG

MPAG was incubated for 35 minutes with MRP4-overexpress-
ing vesicles at final concentrations from 10 to 500uM to
determine kinetic constants. The accumulation of MPAG in
vesicles was expressed in picomoles per milligram of total
proteins per minute.

Transport inhibition assays

MK 571 is known as an inhibitor of MRP4 (Rius et al., 2008).
This property was used to confirm that MRP4 is involved in
the transport of MPAG. For this study, vesicles were incu-
bated with MPAG at a final concentration of 25uM
(1241 mg/L) and MK 571 concentrations ranging from 1 to
100 M. Some drugs frequently prescribed together with
mycophenolate mofetil and mycophenolate sodium and
known for interacting with MRP4 were considered. For this
part of the study, the vesicles were incubated with MPAG at
a final concentration of 25uM (12.41mg/L) and each drug
separately at a concentration level close to the maximum
concentration (Cn,ax) observed after intake of therapeutic
doses: tacrolimus 0.02mg/L (Marfo et al., 2010), cyclosporine
A 1mg/L (Fahr, 1993), everolimus 0.13mg/L (Moes et al.,
2015), sirolimus 0.12mg/L (Moes et al, 2015), ibuprofen
20mg/L (Davies, 1998), diclofenac 3mg/L (Davies &
Anderson, 1997), olmesartan 1mg/L (Kim et al, 2012; Oh
et al, 2019), acetyl salicylic acid 5mg/L (Nagelschmitz et al.,
2014), cefazolin 50 mg/L (Kirby & Regamey, 1973), cefotaxime
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50mg/L (Harding et al, 1981) and micafungin 10mg/L
(Chandra et al., 2018; Muilwijk et al., 2015).

Kinetic analysis

The GraphPad Prism software version 7 (GraphPad Software
Inc, San Diego, CA) was used to determine the kinetic
parameters of MPAG. The K, and V. values were
generated using non-linear regression by a
Michaelis-Menten model.

HPLC analysis

The calibration range was 1-100 ug/L for MPAG and MPA.
Each standard contained 270 uL MeOH/H,O (2:1), 30 L of
MPAG or MPA solution and 15 uL of indomethacin at 50 mg/
L. Then 210 pL of this mix was added to the filter plate, cen-
trifuged and directly injected into the HPLC-MS/MS system.

MPA and MPAG concentrations in vesicle lysates were
determined using HPLC/MS-MS. The supernatant (2pul) was
directly injected into HPLC/MS-MS system. Briefly, chromato-
graphic separation was performed using a Shimadzu Nexera
2 LC system (Shimadzu, Noisiel, France) equipped with: a
thermostated column compartment and a thermostated
microwell plate autosampler with a six-port micro-switching
valve. Extracted samples were injected onto a XTerra® MS Cg
column, 3.5pum (21mm x 150mm, Waters, Guyancourt,
France), thermostated at 30°C and using a gradient of phase
A, 0,1% formic acid in 2mM ammonium formate in water
and phase B, a mixture of acetonitrile and phase A (90:10, by
volume). The chromatographic separation was performed
using the abovementioned analytical system and elution col-
umn, and a 9min curvilinear gradient, programmed as fol-
lows: 0-0.5min, 10% B; 0.5-4 min, 10% to 100% B; 4-6.5 min,
100% B; 6.5-6.7 min, 100% to 10% B; 6.7-9 min, equilibration
with 10% B, at a constant flow rate of 250 uL/min.

Mass spectrometric detection was performed using an
LCMS 8060 triple quadrupole mass spectrometer (Shimadzu
Corporation, Marne-la-Vallée, France) operated in the nega-
tive ionization mode. The source conditions were as follows:
interface voltage: 1.5kV; nebulizing gas flow: 3 L/min; heating
gas flow: 10 L/min; interface temperature: 300 °C; desolvation
line (DL) temperature: 250°C; heat block temperature:
400°C; drying gas flow: 10L/min, collision gas pressure
270kPa. Settings for MS/MS detection are summarized in
Table 1.

In silico experiments

Molecular docking (parametrization, calculation and
analysis)

The molecular docking of the different ligands studied (MPA,
MPAG, ibuprofen and MK571) was performed on a 3D model
of the human MRP4 protein in an inward facing (IF) conform-
ation, recently constructed by a protein-threading and
post-MD relaxation procedure (Chantemargue et al., 2018).
The protein was embedded in a (3:1) POPC-Cholesterol
lipid bilayer to model a mammalian cell membrane

XENOBIOTICA (&) 3

Table 1. MRM transitions, retention time and mass spectrometric conditions
of MPAG, MPA and internal standard.

Product ion
Precursor
ion 1 2 3 g
Retention
Compound m/z m/iz CE m/z CE m/z CE time (min)
MPA 3191 275.05 16 191.05 23 205.05 27 5.0
MPAG 49515 3191 20 275.05 28 191.05 37 45

Indomethacin (IS)  356.1 3121 15 2971 20 2921 30 5.5

(Chantemargue et al.,, 2018). The docking procedure was per-
formed on five different protein conformers extracted at
regular intervals from the last 100ns of the MD relaxation.
The use of these different conformers allowed sampling the
flexibility of the sidechains of the amino acids, in particular
those experimentally shown as key in the binding site,
namely Phe368, Phe369, Glu374, Arg375, Glu378, Trp995 and
Arg998 (El-Sheikh et al, 2008; Wittgen et al, 2012).
Moreover, the sidechains of these residues were set as flex-
ible during docking calculations (Supplementary Table S1).

Prior to the docking process, the four ligands studied
were minimized at the molecular mechanics level using the
Avogadro software (Hanwell et al, 2012) with the MMFF94s
force field. Only the dihedral angles around the double
bonds or in aromatic rings were set as rigid during the
molecular docking calculations. The docking was performed
using the Autodock Vina software (Trott & Olson, 2010). Both
protein and ligand structures were prepared using
AutoDockTools (Morris et al., 2009). A first docking was per-
formed on a large search volume of 40x65 x 55 A®
(Supplementary Table S1(A)), which was centered on the
middle of the transmembrane MRP4 chamber. This first blind
docking calculation highlighted four distinct (no overlapping)
binding regions, in which a refined docking was then per-
formed using smaller cubic search volumes of 29 x 29 x 29
A3 (Supplementary Table S1(B-E)). To ensure a correct sam-
pling, 20 docking replicas were achieved, providing a total of
24 000 different poses for each ligand.

For each ligand, all the poses were classified according to
a probability of presence in one of the four regions, obtained
by considering a Boltzmann distribution:

5

- Zi, for region je o

5
X, e

where p; is the probability of a pose to be in region j (j =
1to 4), g is the docking score of pose i, k is the
Boltzmann'’s constant and T is the temperature set at 310K.

All the poses ranging within a 1.0kcal/mol cutoff were
then focused on. A thorough analysis of non-covalent inter-
actions, including H-bonds, m-m stacking, and salt bridges
was carried out to decipher the modes of binding in the
MRP4 protein chamber. Taking into account all the poses of
a given region, the average numbers of H-bonds and salt-
bridges were given; only numbers higher than 0.1 were con-
sidered. Values higher than 1 were observed when several
moieties were capable of forming H-bonds or salt-bridges
(Supplementary Table S2).

Pj
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Molecular dynamics simulations (parametrization and
analysis)

The four ligands (MPA, MPAG, MK571 and ibuprofen) were
parameterized using both the antechamber package (Wang
et al, 2006) and the GAFF2 force field (Wang et al., 2004).
The parameters for the glucuronide moiety of MPAG were
obtained from the GLYCAM 06-j force field (Kirschner et al.,
2008). According to its low pK, value, the COOH moiety was
systematically deprotonated to study the carboxylate, pre-
dominant, form. Atomic partial charges were derived from a
RESP (restrained electrostatic potential) fitting with R.E.D.II
(Cornell et al, 1993) based on DFT-B3LYP/cc-pVDZ calcula-
tions performed in a diethylether implicit solvent. The ff14SB
(Maier et al., 2015) and the lipid17 (Gould et al., 2018) (force
fields were used for the protein and the lipids, respectively.
The TIP3P model was used for water (Jorgensen & Madura,
1983; Vassetti et al., 2019).

For each ligand, the most predominant docking poses
(belonging to the most energetically favorable poses) in
each region were used to initiate MD simulations. The sys-
tems consisted of a (3:1) POPC—cholesterol membrane, the
MRP4 model as described above and, in more detail, in a
previous work (Chantemargue et al, 2018), one of the
selected ligands (MPA, MPAG, MK571 or ibuprofen), water
and Na' and ClI" ions at physiological concentrations. They
were minimized and then thermalized to 100K during 50 ps
under the (N, V, T) ensemble conditions. Another thermaliza-
tion step was performed during 100 ps at 310K under (N, P,
T) conditions with a pressure relaxation time of 2.0ps. An
equilibration step was performed during 5ns maintaining
the temperature at 310K wusing Langevin dynamics
(Loncharich et al., 1992) with a damping coefficient of
y=1.0ps~". A constant pressure of 1atm was maintained
using Berendsen barostat (Berendsen et al,, 1984). A 10A cut-
off was used for both Coulomb and van der Waals interac-
tions; the particle mesh Ewald method (Darden et al., 1993)
was applied. The MD runs produced 20ns (N, P, T) trajecto-
ries using a time step of 2.0 fs. MD simulations were run
using the Amber18 software (Case et al., 2018).

The analysis of MD trajectories allowed assessing the sta-
bility of the poses over time, by calculating the root mean
square deviation (RMSD) of the ligand with respect to the
first frame (Supplementary Figure S3). The non-covalent
interactions between the ligand and the residues of a given
region in the MRP4 chamber (H-bonds, n-nt stacking and salt
bridges) were analyzed along the MD trajectories. The aver-
age number of non-covalent interactions were calculated in
each region over MD simulation time; only the numbers
higher than 0.1 were considered.

Results
Preliminary works

Experiments to explore MRP4 time-dependent transport of
MPA and MPAG showed that MPAG (100 uM) accumulated
more in MRP4-overexpressing vesicles than in control
vesicles, whatever the time elapsed (Supplementary Figure

S1(A)). Conversely, MPA (50uM) did not accumulate in
vesicles overexpressing MRP4 (Supplementary Figure S1(B)).
Additionally, experiments exploring the concentration-
dependent transport of MPAG showed an ATP-dependent
transport in MRP4 overexpressing vesicles (Supplementary
Figure S2). The intravesicular concentration increased with
MPAG concentration following a Michaelis-Menten model.
The K, and V.. values were 233.9+328uM and
20.4+ 1.3 pmol/mg protein/min, respectively.

Inhibition of transport of MPAG by co-prescribed drugs

The intravesicular MPAG  concentration  significantly
decreased when adding increasing concentrations of MK 571
(Figure 1). This result confirmed the specificity of the sub-
strate. The four immunosuppressive drugs (everolimus, siroli-
mus, tacrolimus and cyclosporine) did not modify the
intravesicular accumulation of MPAG in vesicles overexpress-
ing MRP4 (Figure 2(A)). A similar result was observed for
acetylsalicylic acid, diclofenac and olmesartan (Figure 2(B)).
Conversely, ibuprofen, cefazolin, cefotaxime and micafungin
induced a decrease in intravesicular MPAG concentrations.
This can be expressed as follows: ATP-dependent uptake
(measured by subtracting uptake in the presence of AMP
from that measured in the presence of ATP) was decreased
by 84, 61, 59 and 43% when adding ibuprofen, cefazolin,
cefotaxim and micafungin, respectively (Figure 3).

Molecular docking into the MRP4 protein chamber

To unravel MRP4 activity and to describe modes of binding
of substrates and inhibitors, molecular docking and MD sim-
ulations were performed on MPA and MPAG as well as on
two representative inhibitors, namely MK 571, a well-known
MRP4 inhibitor, and ibuprofen, shown as one of the most
efficient inhibitors in this study. The blind docking into the
MRP4 protein chamber highlighted four different regions for
substrate binding (Figure 4). Region 1 is fully solvent-access-
ible, as it is located in the heart of the protein chamber.
Regions 2 and 3 are located at the border of the protein in
closer contact to the polar head groups of the lipid bilayer.
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Figure 1. Inhibitory effect of MK 571 on MRP4 ATP-dependent transport of
MPAG (25 pM). Vesicles were incubated for 35 min at 37 °C with MPAG and MK
571, either with ATP or AMP. Data represent the mean+SD of 1 experiment
performed in triplicate. Statistical significance was assessed by one-way analysis
of variance with Dunnett's post-test; ***, p<0.001; **** p <0.0001; com-
pared with control.
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Figure 2. Effect of the immunosuppressive drugs: cyclosporine (CsA: 831 nM);
tacrolimus (TAC: 24,3nM); everolimus (EVL: 46,6nM) and sirolimus (SRL:
433nM) (A) and acetyl-salicylic acid (ASA: 27,75uM); diclofenac (DCL:
15,66 utM) and olmesartan (OLM: 2,24 uM) (B) on MRP4 ATP-dependent trans-
port of MPAG (25 uM). Data represent the mean+SD of 1 experiment per-
formed in triplicate. Statistical significance was assessed by one-way analysis of
variance with Dunnett's post-test; ***, p < 0.001; compared with control.

Region 4 is deeper in the chamber, i.e. in the extracellular
compartment; it is likely to be a less accessible region of the
IF conformer, forming a bottleneck for substrate transloca-
tion. The volume of region 4 may enlarge during the efflux
process, e.g. in the IF-closed conformer (Oldham et al., 2008;
Rees et al, 2009). A focused docking into each region
allowed to better document the preferred location for each
substrate. The docking procedure was followed by MD simu-
lations to confirm substrate binding in a given region and to
tackle local dynamical effects in the binding site, in turn elu-
cidating the mode of binding.

Modes of binding of MPAG

Here we confirm that MPAG can efficiently bind into the
MRP4 protein chamber, possibly in all four regions (green
color surface in Figure 4). It preferentially binds in both
regions 1 and 3 with almost equal Boltzmann distribution
values, namely 0.39 and 0.46, respectively (Table 2). MPAG
binds in regions rich in Arg residues, especially region 1,
which contains two key residues proven experimentally to
participate in the transport of substrates, namely Arg375 and
Arg998 (El-Sheikh et al., 2008). The Arg879 and Arg21 resi-
dues were also highlighted here to participate in the binding

XENOBIOTICA (&) 5

Q0
-
E ST(A) 3 MPAG
ot -
SE 44 EEm MPAG +IBU
&£
£% 34
=
gL
8 E 24 ok
E = skeokok
38 11
Q 0
g ATP AMP
|
g
& 25 1 MPAG
s (B)
TE 504 = MPAG +CFZ
£E ’
< EEm  MPAG + CFT
g 2 1.5 koK
=
g 1.0
pE
= S
B E 0.5 -
2 &
5
E 0.0
= ATP AMP
|
g
& 2590
< 1 MPAG
SE 20+
£E EEm  MPAG + MCF
E=r] kK
£% 154
=
ZZ |
8 EL 1.0 - e ke 3
53
T E 054
2 &
72
E 0.0
£ ATP AMP

Figure 3. Inhibitory effect of the ibuprofen (IBU: 96,66 uM) (A), cefazolin (CFZ:
110 pM) and cefotaxime (CFT: 110 uM) (B), and micafungin (MCF: 7,87 uM) (C)
on MRP4 ATP-dependent transport of MPAG (25 uM). Data represent the mean-
+standard deviation (SD) of 2 independent experiments, each performed in
triplicate. Statistical significance was assessed by one-way analysis of variance
with Dunnett's post-test. **, p<0.01; ***, p <0.001; **** p <0.0001 com-
pared with control.

of MPAG. In addition to electrostatic interactions with the
dianionic MPAG (Table 3), the MD simulations highlighted
0.58, 3.33 and 0.10H-bonds with Glu374, Arg375 and Arg998,
respectively (Table 3). Other residues participated in H-bond
interactions (Table 3). Electrostatic and H-bond interactions
are also present in region 3 with Arg272, Arg303 and Arg317
residues (Table 3). Additionally, in region 3, a n-nt stacking
interaction was described between MPAG and Phe787.

The molecular docking also showed that, if present in the
chamber, MPA is more flexible and exhibits a less specific
binding to a given region (i.e. similar Boltzmann distribution
in the four different regions, see Table 2). As compared to
MPAG, MPA exhibits less H-bond contacts to the residues of
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Figure 4. Binding regions (1 to 4) of MPAG, MPA, MK 571 and ibuprofen inside the chamber of the MRP4 protein (grey cartoon). (A) represents superimposition of
MPAG and MPA molecular surfaces, (B) represents superimposition of MPAG and MK 571 molecular surfaces and (C) represents superimposition of MPAG and ibu-
profen molecular surfaces. Key residues are highlighted in black sticks, MPAG is represented in dark grey surface; MPA, MK 571 and ibuprofen are represented in

light grey surfaces.

Table 2. Boltzmann distributions for MPA, MPAG, MK 571 and ibuprofen over
the preferential binding locations (Regions) in the MRP4 chamber.

Region1 Region2 Region3 Region4
MPA 0.33 0.33 0.20 0.15
MPAG 0.39 0.09 046 0.06
MK 571 0.46 0.32 013 0.09
Ibuprofen 0.19 0.26 0.14 0.42

the chamber (e.g. with Arg21, Arg375 and Arg998 in region
1, and with Arg272, Arg303 and Arg317 in region 3, see
Supplementary Table S2). This difference between both com-
pounds is mainly explained by the presence of the glucuro-
nide moiety in MPAG, which is prone to make electrostatic
and H-bond interactions in the MRP4 protein chamber,
mainly with Arg residues. This is likely to rationalize that
MPAG is a substrate of MRP4, whereas MPA is not.

Modes of binding of two inhibitors of MRP4-mediated
transport

As expected, MK 571 also binds efficiently in the different
regions of the MRP4 protein chamber (pink color surface in
Figure 4(B)), mainly in regions 1 and 2, with Boltzmann distri-
bution values of 046 and 032, respectively. Region 3
appears to be much less explored by the MK 571 inhibitor,
with a lower distribution value of 0.13 (Table 2), as in this
region the binding requires strong molecular flexibility in the
cavity. This suggests that the inhibition of the MRP4-driven
MPAG efflux by MK 571 could be associated with a competi-
tive inhibition in region 1.

Ibuprofen also binds to the MRP4 protein chamber (yel-
low color surface in Figure 4(C)), with Boltzmann distribution
values of 0.19, 0.26, 0.14 and 0.42 in regions 1, 2, 3 and 4,

respectively (Table 2). Due to its small molecular size allow-
ing great rotational and translational lability, ibuprofen can
reach deeper and less solvent-accessible regions. In particu-
lar, it has a much greater occurrence in region 4 than MPAG.
Here, we believe that ibuprofen can partially block region 4,
which is the bottleneck of drug translocation. Although this
region is highly dynamic during the transport cycle, the loca-
tion of ibuprofen in this region may impair MPAG efflux.

Discussion

In this study, we demonstrate that MPAG is a substrate of
the MRP4 transporter and that this transport is inhibited by
ibuprofen, cefazolin, cefotaxime and micafungin. The in silico
simulations provided molecular characteristics of substrate
vs. non-substrate (MPAG vs. MPA, respectively), as well as
some inhibitor activities. The binding modes in different
regions of the MRP4 protein chamber were described for
MPA, MPAG, MK 571 and ibuprofen, which enabled molecu-
lar rationalization of experimental observations.

Our results confirm that MPA might not be a substrate of
MRP4, which was already suggested by El-Sheikh et al.
(2014). In their experiments, these authors observed that
intracellular MPA efflux from HEK 293-MRP4 was not signifi-
cant, whereas it was for MRP2. These authors also hypothe-
sized that MRP4 would not be involved in the excretion of
MPAG, but they mentioned that “intracellular MPAG concen-
trations could not be measured accurately” in their experi-
ments. Matsunaga et al. (2014) also performed vesicular
transport studies to identify which human MRPs are involved
in the efflux of MPAG from hepatocytes. Using sandwich-cul-
tured human hepatocytes and human MRP-expressing
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Table 3. (a) Average number of H-bonds over the MD trajectories for MPAG,
MK 571 and ibuprofen for the four different binding regions.

Residues MPAG MK 571 Ibuprofen

Region1 GIn54 - - -
Ser371 -
Glu374 058 - -
Arg375 333 - -
Arg879 - -
GIn994 = 0.55 a
Trp995 - = 113
Arg998 0.10 0.54 -
Sum over residues 4.15 1.18 1.14
Region2 GIn207 0.92 0.92
Arg951 =
Tyr881 043 - -
Ser886 0.28 - -
Ser894 0.18 - -
Thr896 250 - -
Arg897 381 - -
Sum over residues 838 3.85 2.06
Region3 Arg262 0.59
Thr265 0.15 0.22 -
Arg272 - 2.14 -
Arg303 = 0.46 =
Ser314 139 - -
Arg317 5.22 - 2.96
Sum over residues 739 337 3.00
Region4 Lys106 - - 0.41
GIn221 = = 0.30
Thr364 - - 1.02
Ala957 - - 0.20
Sum over residues 1.94

Residues MPAG MK 571

Region1 Arg998 0.61
Region2 Arg951 290 1.00
Arg887 1.21
Arg897 093
Region3 Arg272 1.96
Arg303 0.28
Arg317 223 3.02
Region4 Lys106 0.51

(b) Average number of salt-bridges, over the MD trajectories, between the
carboxylate group (COO™) of the ligands and the Arg guanidinium or Lys
a-amino moieties of the MRP4 protein chamber.

Residues of interest are highlighted in grey.

Values higher than 1 were observed when several moieties were capable of
forming H-bonds or salt-bridges.

Ibuprofen

membrane vesicles, they observed that MPAG was a sub-
strate of one apical MRP (MRP2), and two basolateral ones
(MRP3 and MRP4). For MRP4, the K, value was 501 uM. In
the present study, we used similar range of MPAG concentra-
tions and we found a lower K, value (233.9+32.8uM). One
limitation of this study is that we did not investigate the
contribution of MRP3 in the transport of MPAG. Indeed,
MRP3 is also located at the basolateral side of the liver at
highly variable levels as it is highly inducible (Lang et al.,
2004; Scheffer et al., 2002; Wang et al., 2015). The regulation
and substrate specificity of MRP3 suggests that its main role
is to protect the liver from an accumulation of hepatotoxic
compounds (Deeley et al, 2006). MRP3 handles common
substrates with MRP4, as bile salts and their glucuronides or
acetaminophen metabolites (McGill & Jaeschke, 2013; Zamek-
Gliszczynski et al.,, 2006). It might also contribute to MPAG
efflux from hepatocytes and deserves further investigations.
In a second step, we tested the impact of different drugs
on the transport of MPAG by MRP4. These drugs were
chosen on the basis of two criteria: (i) the drug is known to
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be a substrate or an inhibitor of MRP4 and (ii) the drug is
frequently prescribed to patients receiving MPA. In the litera-
ture, ibuprofen can inhibit the transport of methotrexate and
estradiol-17-B-o-glucuronide (E;17BG) which are MRP4 sub-
strates (EI-Sheikh et al.,, 2007; Kawase et al., 2016; Reid et al.,
2003). Ci et al. (2007) identified cefazolin and cefotaxime
(with other cephalosporins) as MRP4 substrates. They also
demonstrated that cefazolin and cefotaxime inhibited the
ATP-dependent uptake of [3H]-DHEAS using MRP4 expressing
membrane vesicles. Lempers et al. (2016) showed that mica-
fungin strongly inhibited the MRP4 ATP-dependent transport
of E;17BG using inside-out membrane vesicles isolated from
HEK 293-MRP4 cells. Two studies demonstrated that diclofe-
nac inhibits MRP4 ATP-dependent transport of [3H]-MTX with
a low affinity (EI-Sheikh et al., 2007; Kawase et al., 2016).
Yamada et al, using membrane vesicles expressing human
MRP2 and MRP4, demonstrated that olmesartan could be
transported by MRP2 and MRP4 (Yamada et al, 2007),
whereas Mattiello et al. (2011) also clearly demonstrated that
aspirin and salicylic acid are transported by MRP4 (Berthier
et al,, 2019).

In our experiments, we used in vitro concentrations close
to those used in the above-mentioned studies. The concen-
trations were close to C,.x observed after intake of thera-
peutic doses. The choice of inhibitor concentrations to
explore the interactions with transporters remains difficult
and controversial. Many equations have been proposed by
the US Food and Drug Administration (FDA), the Japanese
Pharmaceutical and Medical Devices Agency (PMDA) and the
European Medicines Agency (EMA) to extrapolate the actual
concentration of inhibitors at the interaction site. The param-
eters required for these calculations are not available for
every drug. Parkinson A. discussed these recommendations
and mentioned that for efflux transporters testing, a relevant
concentration would be the so-called “lax,” (the unbound
maximum concentration of test drug in plasma following
dosing to steady state (C,.xss) With the highest intended
clinical dose), which is calculated from plasma Cpaxss X fuP
(fuP being the fraction of unbound drug in plasma)
(Parkinson, 2019). Here, we did not consider the unbound
fraction, because the amount of inhibitors reaching the hep-
atocytes at the hepatic first pass highly exceeds circulating
plasma concentrations. Clinical data are required to explore
more precisely the relevance of the interactions reported in
the present study.

MPAG represents a significant source of MPA exposition
through an entero-hepatic cycle which contributes to
approximatively 40% of the AUC of mycophenolic acid.
(Bullingham et al., 1998). Consequently, the inhibition of the
efflux of MPAG from hepatocytes is likely to have a direct
impact on MPA pharmacokinetics and effect. The inhibition
of MRP4 at the basolateral side of hepatocytes, may favor
MPAG accumulation in the hepatocytes. As a consequence, it
may be more excreted into the bile by MRP2 where it is
deconjugated back to MPA and reabsorbed in the colon.
This could increase MPAG gastro-intestinal toxicity or
enhance the entero-hepatic cycle, hence MPA concentration.
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Conclusion

MPA is an immunosuppressive drug largely prescribed in
multiple contexts, with a complex and highly variable
pharmacokinetics. Our experiments showed that MRP4 trans-
ports MPAG, its main metabolite. As MRP4 is located at the
basolateral side of hepatocytes, this result suggests that
MRP4 could contribute to the efflux of MPAG from the liver
to the bloodstream, where the metabolite circulates at high
concentrations. We also demonstrated that some drugs fre-
quently prescribed with MPA can inhibit this transport. This
inhibition could favor the accumulation of MPAG in the liver,
hence its excretion into the bile and consequently the
enterohepatic cycle of MPA. Further studies in animals
should be performed to determine the effective contribution
of MRP4 or other transporters in MPAG transport and the
relevance of drug-drug interactions between mycophenolate
and MRP4 inhibitors should be investigated.
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Table S1: Docking search spaces (square-box) for every region of the human MRP4 model
(first column). Coordinates of box centers (second column) for: (A) the whole MRP4 chamber;
(B) region 1; (C) region 2; (D) region 3; and (E) region 4. The box volume was 40 x 65 x 55 A3
and 29 x 29 x 29 A? for the whole chamber and the regions, respectively. The flexible residues
used in docking calculations are mentioned for each MRP4 model and region (third column).

Coordinates
of box centers Residues taken
s (A) for MRP4 flexible during
SD:boxreprentaton conformer 1- the docking
5 (from top to calculation
hnnoﬁ
A
Phe368,
Phe369,
1.432;-0.127; Glu374,
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Glu378,
Trp995, Arg998
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Phe369,
3.067:5.653; o 0.416;13.991 ; Glu374,
21.564 ¥ 19.202
e3 il
Fhe3es, Arg37s,
Phe369
Phe369, Glu37s
— Glu374,
3.067;5.653 ; : -10.945 ; -24.296 ; -
21.564 Arg375, : 15.23
I
4 Glu378,
WA 4~ 3.067 _‘ 653 ; -8.584 ; 24,324, -
S Ay 21.564 Trp995, Arg998 18.341
> ¥ — N
g ®
3.067:5.653 ; -10.945:20.713 ; -
21.564 17.424
—TTTT— o
3.067;5.653: -10.945 ; 23.506 :
21.564 17.424 -
9.420,-21.263 ; 11.567 ;11.514 ;
D 9.749 E 31120
I 5 I
11.503 ; - 13.995;12.571;
17.013 ;12.777 28.162
I —
11254 - ¢ 11.254 ;-17.485; Phe368
7.485 ; 9.74 = { 9.7 A
1 1 9.746 46 Phe369
11254 ;- . 10253 ;13.154 ;
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Table S2: Average number of H-bonds over the total number of docking poses for MPA,
MPAG, MK 571 and ibuprofen in the four different binding regions. Residues of interest are
highlighted in grey. Values higher than 1 were observed when several moieties were capable
of forming H-bonds.

Residues MPA MPAG MK571 Ibuprofen
Arg21 5 0.21 0.16 -
Gln54 0.33 - 0.13 »
11373 s 0.10 . =
Glu374 0.58 0.43 0.48 =
Region 1 Arg375 0.43 0.79 0.66 =
 Arg879 0.42 0.49 0.14 0.59
GIn994 0.11 0.15 e 0.15
Trp995 z 5 0.26 0.28
Arg998 0.15 0.56 = 0.35
~ Glns4 - 012 " -
Glu374 0.1 033 . B
Arg375 - 0.34 2 -
Arg879 0.24 0.11 - -
; | Arg8s? 0.17 0.19 - 0.14
Reghow2 Ser894 0.1 0.43 - .
Thr896 0.18 031 - -
Arg897 0.33 0.48 - -
Ser945 0.13 - - -
Argds1 0.56 0.27 1.45 0.69
Trp26 0.15 z 2 g
Arg272 2 0.65 0.48 2
Ser259 0.1 = = 2
Region 3 Arg303 0.34 0.50 0.42 0.20
Arg317 0.78 191 0.52 0.38
His798 - - 0.12 -
Lys827 s - . 0.16
Asp834 - 0.11 - -
Glns4 0315 . - -
Arg362 0.36 = 0.82 0.15
Region 4 Glu374 0.3 - - -
Trp995 0.11 = = =
Arg998 0.14 - z :
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Figure S1: Uptake of MPAG (100 uM) into membrane vesicles derived from HEK 293 MRP4
overexpressing cells or control cells. Addition of ATP (circle), but not AMP (square)
stimulated the uptake of MPAG into MRP4 overexpressing vesicles or into control vesicles
(triangle) (A). No specific increase in the accumulation of MPA (50 uM) was observed in
MRP4 vesicles when adding ATP (B).
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Figure S2: Concentration-dependent uptake of MPAG in MRP4 membrane vesicles. Vesicles
were incubated for 35 min at 37°C with increasing MPAG concentrations. Addition of ATP
(circles) but not AMP (square) stimulated the uptake of MPAG into MRP4 vesicles. Results are
expressed as mean =+ standard deviation (SD) (experiment performed in triplicate).
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Figure S3: Evolution of the RMSD (root mean square deviation) of MPAG, MK571 and
ibuprofen geometries along the 20 ns MD simulations, calculated with respect to the first frame,
over the different regions. For ibuprofen in region 1, the jumps observed in between 0-2 ns and
11-16 ns ns occurred when the H-bond between ibuprofen and TRP995 was formed or broken.
This H-bond appears relatively weak and the dynamics of the formation/breaking process was
caught during the 20 ns simulation time.
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Partie Ill. Discussion et perspectives

Dans nos travaux, nous avons notamment exploré les interactions entre le MPA et

d’autres immunosuppresseurs.

Les modifications pharmacocinétiques du MPA en présence de ciclosporine ont été
largement observées dans plusieurs études. Les conclusions générales de ces études
indiguent que la ciclosporine n'affecte pas l'absorption du MPA mais interagirait plutot sur la
réabsorption (par le cycle entéro-hépatique) de son métabolite, I'acide mycophénolique B-D
glucuronide (MPAG), ce qui entraine une diminution du pic secondaire et donc de I'exposition
au MPA [248].

La littérature suggére que les interactions médicamenteuses entre le MPA et la
ciclosporine sont plus susceptibles de se produire au niveau de I'excrétion biliaire plutdt qu'au
niveau de la glucuronidation hépatique [249]. Deux mécanismes contribuant a cette interaction
médicamenteuse ont été proposes : la premiére est l'inhibition du transporteur biliaire MRP2 ;
la deuxieme est l'inhibition des transporteurs d’influx hépatiques, notamment les OATP par la
ciclosporine [250-252]. Ainsi, en inhibant I'un ou l'autre de ces transporteurs, la ciclosporine
diminuerait I'excrétion du MPAG dans la bile ce qui réduirait en conséquence la réabsorption
ultérieure du MPA par le tractus gastro-intestinal [253,254]. D’ailleurs, une étude a montré que
la ciclosporine a un effet inhibiteur sur MRP2 [250,251], alors qu'une autre plus récente est
arrivée a une conclusion contradictoire [255]. Dans cette derniére étude, les auteurs ont utilisé
un modele cellulaire humain alors que les autres études utilisaient des modéles murins, ce qui
peut avoir des conséquences en termes de quantité et de qualité de transporteurs.

De ce fait, les auteurs suggérent que la ciclosporine inhibe I'influx hépatocytaire du
MPAG par les OATP1B1/B3 plut6t que son efflux biliaire par MRP2. Cette hypothése est aussi
soutenue par le fait que la ciclosporine est un puissant inhibiteur de I'OATP1B3 et de
'OATP1B1 dans les cellules HEK-293 [256], alors qu'elle ne montre pas d’effet inhibiteur sur
I'entrée du MPAG dans les vésicules humaines surexprimant MRP2 [255]. Cependant, de
nouveaux travaux montrent que la ciclosporine peut inhiber le transport du MPAG médié par
MRP2 dans des cellules HEK-293 [257].

Comme la ciclosporine est principalement excrétée dans la bile et que seule une petite
fraction est éliminée par les reins [258], il n'est pas certain que cette interaction potentielle soit
liée a une inhibition des transporteurs rénaux, d’autant plus que le MPAG est éliminé par les
reins via les transporteurs OAT1 et OAT3 et que la ciclosporine n’a pas montré d’effet inhibiteur

sur ces transporteurs [259,260].
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De nombreuses études montrent que l'exposition globale au MPA chez les patients
recevant du MMF avec des inhibiteurs de mTOR (sirolimus et évérolimus) est plus élevée que
chez ceux prenant du MMF avec la ciclosporine [261-265] . Les résultats observés suggeérent
que le sirolimus peut affecter I'exposition globale au MPA de maniére différente a la
ciclosporine, et gu'il ne modifie pas I'absorption du MPA [265] . Comme pour le sirolimus, des
patients ayant recu une greffe rénale et traités avec la combinaison d’évérolimus et de MMF
présentaient des concentrations résiduelles et une AUCo.12n significativement plus élevées que
ceux traités avec la ciclosporine [266]. En accord avec ces observations cliniques, des études
in vitro ont montré que le sirolimus et I'évérolimus n'affectent pas la glucuro-conjugaison
hépatique du MPA dans des microsomes de foie humain [265], et qu'ils n'ont aucun effet
inhibiteur sur le transport du MPAG médié par MRP2 [255]. Cependant, bien que le sirolimus
et I'évérolimus montrent des effets inhibiteurs sur les principaux transporteurs OATP,
notamment 'OATP1B3 et I'OATP1B1, dans les cellules HEK-293T, le degré d'inhibition par
ces inhibiteurs mMTOR dans le contexte clinique réel est nettement inférieur a celui de la
ciclosporine [256] , Ainsi, il est peu probable que des interactions médicamenteuses entre les

inhibiteurs MTOR et le MMF aient un impact significatif dans des contextes cliniques [256,267].

Une étude clinique a observé une diminution du cycle entéro-hépatique du MPA
lorsque des AINS (nabumétone, célécoxib, diclofénac et acide acétylsalicylique) étaient
administrés [268] chez des patients atteint de lupus érythémateux systémique. Les
conclusions de ces observations suggérent que les AINS utilisés puissent l'inhiber I'efflux
biliaire du MPAG par MRP2.

D’autre part, nos travaux montrent que plusieurs médicaments habituellement co-
administrés (ibuproféne, céfazoline, céfotaxime et micafungine) chez le patient transplanté
recevant du MPA peuvent inhiber le transport du MPAG du foie vers la circulation sanguine
via le transporteur MRP4. Les conséquences d’une telle inhibition pourraient favoriser le
transport du MPAG par MRP2 du foie vers la bile conduisant & une augmentation des
concentrations de MPAG dans les intestins, et donc potentiellement reformer du MPA (par

I'action du microbiote intestinal).

A ce niveau, plusieurs mécanismes sont évoqués pour expliquer la toxicité gastro-
intestinale provoquée par le MPA ou son métabolite toxique I'Acyl-MPAG [269,270]. Parmi
ces mécanismes, la formation d’Acyl-MPAG (AcMPAG) au niveau intestinal a partir du MPA
pourrait conduire a la formation d’adduits protéiques [271]; lesquels peuvent directement
interférer avec les fonctions cellulaires ou déclencher le systéme immunitaire, entrainant une
hypersensibilité et des réactions auto-immunes. En effet, une étude a montré que des
protéines provenant de foie et d'homogénats de colons de rat telles que les chaines a et 3 de

I'ATPase/ATP synthase, la protéine de liaison au sélénium de type 2 ainsi que la protéine
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disulfite isomérase, pouvaient former des adduits avec 'ACMPAG [272]. Une autre étude tend
a démontrer que 'AcMPAG est responsable de la libération de cytokines pro-inflammatoires
(IL-6 et TNF- a) [273]. De plus, dans les cellules du tractus gastro-intestinal, des formes d'UGT
capables de générer des métabolites glucuronides d’AINS ont été détectées [274]. Une étude
sur des microsomes intestinaux humains montre que les cellules du tractus gastro-intestinal
peuvent produire a la fois du MPAG et de l'acyl-MPAG. Dans cette étude, les deux principales
enzymes UGT1A9 et 2B7 étaient présentes dans les microsomes intestinaux et ont permis
une production (faible) de MPAG inactif et d'acyl-MPAG [275]. Ainsi, la capacité des
entérocytes a participer au métabolisme du MPA pourrait potentiellement entrainer la
production locale d'acyl-MPAG conduisant a des effets toxiques directs sur le tractus gastro-

intestinal.

Une autre hypothése est de considérer le MPA comme directement toxique via
linhibition de la synthése des bases puriques dans l'intestin. Cependant, il est peu probable
que l'effet local du MPA sur le tractus gastro-intestinal soit en réalité lié a son effet inhibiteur
sur la quantité de purines des cellules intestinales. En effet, la lumiére intestinale est riche en
purines provenant des acides nucléiques libérés pendant la digestion, de sorte que les cellules
du tractus intestinal sont essentiellement entourées de purines qu'elles peuvent ensuite
absorber car leurs membranes sont perméables aux nucléosides [276]. En effet, les
membranes des cellules de l'intestin gréle semblent posséder des transporteurs spécifiques
pour les nucléosides [277] s’ajoutant a la diffusion passive des purines. Des modéles animaux
ont montré que les nucléosides pénétrent dans I'épithélium intestinal via un processus médié
par transport [278,279]. Ainsi, cela va a I'encontre de I’hypothése selon laquelle le MPA exerce
des effets toxiques sur l'intestin via son effet inhibiteur sur I'lMPDH, car la synthése des purines
ne constituerait pas une étape limitante de l'absorption locale de nucléosides dans la paroi
intestinale. En conséquence, il semblerait plus probable que les perturbations de la fonction

gastro-intestinale résultent plutdét d'un contact local direct entre le MPA et la paroi intestinale.

Les modifications du transport du MPAG pourraient donc étre en lien avec la toxicité
de l'acide mycophénolique, car plusieurs médicaments co-administrés ont montré une

modification de son exposition.

Par exemple, une étude de phase | montre que 'AUC du MPA était augmentée de 35
% en présence d’isavuconazole. alors que 'AUC du MPAG était diminuée de 32 % [280].
Selon les auteurs, ces observations seraient attribuables a une diminution du métabolisme du

MPA, l'isavuconazole étant un inhibiteur des UGT (in vitro).

Dans une autre étude menée chez des volontaires sains recevant du MMF, la co-

administration de norfloxacine et de métronidazole montre une diminution significative de
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'AUC du MPA ainsi que du MPAG [281]. Cette observation s’explique par une diminution du
cycle entéro-hépatique car les antibiotiqgues éliminent les bactéries responsables de la
transformation du MPA en MPAG.

Une étude démontre une interaction entre le MPA et la rifampicine. Dans cette étude,
l'utilisation de rifampicine montre une diminution de '’AUCo.12n, AUCs.12n @insi que de la
concentration résiduelle du MPA et une augmentation des concentrations de MPAG et d’Ac-
MPAG [282]. Le mécanisme de cette interaction est probablement lié a une induction du
métabolisme du MPA. En effet, la rifampicine est un inducteur des enzymes de la famille des
UGT1A [283]. Inversement, plusieurs AINS, utilisés a des doses thérapeutiques ont montré
qu’ils pouvaient inhiber in vitro la glucuro-conjugaison du MPA. En effet, en utilisant des
microsomes de foie et de reins humains, il a été montré que l'acide niflumique peut fortement
inhiber la glucuro-conjugaison du MPA. L'acide flufénamique, l'acide méfénamique et le
diflunisal ont également inhibé la glucuronidation du MPA (jusqu'a 74 % pour le diflunisal)
[284].
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Conclusion

L’exposition aux médicaments immunosuppresseurs chez les patients transplantés est
étroitement surveillée avec la mise en place du suivi thérapeutique pharmacologique qui
permet d’ajuster les posologies sur la base des concentrations thérapeutiques. Certaines
interactions médicamenteuses concernant les enzymes du métabolisme sont connues et
peuvent donc étre évitées. La P-gp, les OATP ainsi que les CYP3A4/5 jouent un role trés
important dans I'exposition aux inhibiteurs de la calcineurine (tacrolimus, ciclosporine) et aux
inhibiteurs de mTOR (sirolimus, évérolimus). Pourtant, peu d’interactions médicamenteuses

sont recensées concernant ces transporteurs.

Concernant le MPA, les voies de métabolisme et de transport sont complexes et
mettent en jeu de nombreux métabolites, dont le MPAG. Ce dernier joue un rdle central dans
I'exposition au MPA. Or, le MPAG est substrat de plusieurs transporteurs d’'influx et d’efflux.
Au niveau de la membrane hépato-biliaire, le MPAG est sécrété dans la bile par le transporteur
MRP2 et subit une déconjugaison par le microbiote intestinal permettant de générer une
guantité non négligeable de MPA pouvant étre réabsorbé dans la circulation sanguine. Au
niveau de la membrane baso-latérale des hépatocytes, le MPAG est transporté par le

transporteur MRP4, contribuant ainsi au maintien de concentrations élevées dans le sang.

Certains médicaments potentiellement co-administrés avec le MMF tels que
l'ibuproféne, la céfazoline, la micafungine et le céfotaxime peuvent inhiber ce transport (du foie
vers le sang) et donc favoriser I'élimination biliaire du MPAG et ainsi accrofitre la toxicité locale
gastro-intestinale du MPA. Ce résultat obtenu in vitro au cours de nos travaux, devra étre
confirmé par l'utilisation de modéle animaux adéquats ou par I'observation de cohortes de
patients transplantés recevant du MMF et des inhibiteurs de MRP4, ou présentant des
polymorphismes génétiques du gene ABCC4. D’autres transporteurs tel que MRP3 devraient
également faire I'objet d’études approfondies afin d’apprécier leurs contributions au transport
du MPAG.

La question de limplication des transporteurs membranaires dans la toxicité des
médicaments administrés chez le patient transplanté s’ajoute a la question des enzymes du
métabolisme. |l est difficile de déterminer quel mécanisme a le plus d’importance dans
'exposition aux médicaments immunosuppresseurs et I'incidence de leur toxicité. Lorsque
gu’une voie de métabolisme est majoritaire, bien que des voies alternatives puissent exister
pour contrebalancer des phénoménes d’inhibition, anticiper ou corriger une toxicité peut étre
relativement simple. Cependant, pour les transporteurs membranaires, le phénomeéne est plus
complexe, car au moins 2 phénomeénes existent: (i) de nombreux transporteurs non

apparentés, ou d’'une méme famille (MRP), peuvent prendre en charge les mémes substrats ;
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(i) 'inhibition d’un transporteur entraine généralement un phénoméne de compensation par la

surexpression d’'un autre transporteur.
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Transport membranaire des médicaments utilisés en transplantation : étude du
transporteur MRPA4.

Les transporteurs membranaires sont des déterminants majeurs de la pharmacocinétique des
médicaments, au méme titre que les enzymes du métabolisme. Parmi eux, rares sont ceux
dont les rbéles dans I'organisme sont parfaitement définis. Pourtant, de multiples observations
cliniques suggérent que des transporteurs membranaires soient impliqués dans la survenue
d’interactions médicamenteuses, et plus largement dans la survenue d’échecs aux traitements
par inefficacité ou toxicité.

Dans ce contexte, nos travaux avaient pour objectif d’étudier le réle des transporteurs
membranaires dans la pharmacocinétiqgue des immunosuppresseurs prescrits chez le patient
transplanté. Il s’agit de médicaments a marge thérapeutique étroite, avec une cinétique tres
complexe, sujets a de trés nombreuses interactions médicamenteuses, et pour lesquels il est
connu que la P-gp, les transporteurs de la famille des OATP, ou encore le transporteur BCRP,
jouent un réle tres important dans leur pharmacologie.

Nous nous sommes plus particulierement intéressés aux relations entre le transporteur MRP4
et 'acide mycophénolique (MPA). Ces travaux ont fait appel au développement de modéles
de transport vésiculaire (approche in vitro) et a de la modélisation moléculaire (approche in
silico). lls ont montré que I'acide mycophénolique 3-D glucuronide (MPAG), métabolite majeur
du MPA, est transporté par MRP4. Ce phénomene participe trés certainement a la variabilité
de I'exposition au MPA. Nous avons également mis en évidence que des médicaments
fréquemment co-prescrits (anti-infectieux et anti-inflammatoires) peuvent inhiber ce transport.
Cet exemple montre tout I'intérét d’'une exploration des mécanismes de transport par des
études in vitro et in silico pour mieux comprendre et anticiper des interactions
médicamenteuses.

Mots-clés : MPA, MPAG, MRP4, Interactions médicamenteuses

Membrane transport of drugs used in transplantation: study of the transporter MRP4

Membrane transporters are major determinants of the pharmacokinetics of drugs, in the same
way as the enzymes of the metabolism. Among them, only a few have roles in the organism
which are perfectly defined. However, numerous clinical observations suggest that membrane
transporters are involved in the occurrence of drug-drug interactions, and more generally in
the occurrence of treatment failures due to inefficiency or toxicity.

The aim of our work was to study the role of membrane transporters in the pharmacokinetics
of immunosuppressants prescribed in transplanted patients. These are drugs with a narrow
therapeutic index and very complex kinetic profiles. They are subject to numerous drug-drug
interactions and it is known that the P-gp, the OATP family of transporters, or the BCRP
transporter play an important role in their pharmacology.

We were particularly interested in the relationship between the MRP4 transporter and
mycophenolic acid (MPA). For this, we developed vesicular transport models (in vitro
approach) and molecular modelling (in silico approach). They showed that mycophenolic acid
B-D glucuronide (MPAG), a major metabolite of MPA, is transported by MRP4. Obviously, this
phenomenon contributes to the inter- and intra-individual variability in the exposure to MPA.
This work also demonstrated that some frequently co-prescribed drugs (anti-infectious and
anti-inflammatory drugs) can inhibit this transport.

This example illustrates the value of exploring transport mechanisms through in vitro and in
silico studies to better understand and anticipate drug-drug interactions

Keywords: MPA, MPAG, MRP4, Drug-drug interactions
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