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Résumé francais

I1 est bien établi que les transpoﬁéms ABC ont un réle de pfotection de I’organisme
au sein de plusieurs. tissus tels que l’ihtestin, le foie, le cér?eau, les testicules ou le
placenta pér leur mécanisme d’extrusion de xénobiotiques vers le milieu
extracellulaire. Dans un premier temps, une revue exhaustive de la littérature
effectuée et présentée dans cet ouvrage au Chapitre I suggére la présence des
transporteurs ABC également au niveau du cceur. Certains médicarﬁents sont
reconnus  pour posséder la capacité de prolonger [Iintervalle QT dans
l’élec_trocardiogramme én inhibant le canal potassique rectifiant retardé Ik,
resp_ohsable de la repolarisation cardiaque. Ppisque le site de liaison au canal Ik,

semble étre localisé au niveau intracellulaire, nous avons émis I’hypothése que les

‘transporteurs ABC, telle que la P-glycoprotéine (P-gp), par leur régulation des

concentrations intr:acellulaires cardiaques, pourraient pofentiellement contrdler
I’acceés d’un médicament bloqueur d’Ik, a son site de liaison sur ce canal potassique,
et ainsi influencer I’incidence d’un prolongement de 1’intervalle ‘QT. Dans le
Chapitre III, nous avons vérifié I'implication de la P-gp dans la distribution cardiaque
et tissulaire du dompéridone, a la fois un substrat de la P-gp et un bloqueur d’Ik;, a
1’aide de souris déﬁcienfes pour le géne‘.codant pour la P-gp. Les niveaux plus élevés

de dompéridone observés dans plusieurs tissus incluant le cceur de souris mutées ont

démontré que le transporteur P-gp semble jouer un role dans la modulation de la
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diétribution cardiaque du dompéndone. Plusieurs cas d’interacfions
médicamenteuses ont été rapportés daﬂs la littérature lors de la (;o-administration de
deux médicaments substrats des transporteurs ABC. De plus, certains médicaments
auraient le potentiel de moduler les niveaux d’expression des transporteurs ABC.
Pour ces raisons, nous avons déterminé siv le vérapamil, un modulateur de la P-gp,
pouvait altérer la distribution cérdiaque et tissulaire 'du dompéridone -chez des
co.bayesA males et femelles suite a deux.types de pré-traitement. Les résultaté ont
démontré une augmentation de la distribution du dompéridone au cceur et une
tendance vers un prolongement de I’intervalle QT suite a une inhibition oompétitiVe A
de la P-gp pér le vérapamil administré 2 h avant le dompéridoné. Par contre, suite a
un pré-traitement de 5 jours au vérapamil )destine’ a vérifier une possible modulation
" de I’expression de la P-gp ou de son activifé, aﬁcun effet n’a été observé au niveau de
la pharmacocinétique ou de‘ la pharmacodynamie. De plus, les males ont présenté

une distribution cardiaque et tissulaire plus importante que les femelles.

La réalisation de ces travaux de recherché ont permis de conclure que les
transporteurs ABC», telle que la P-gp, semblent posséder un réle-dans le contréle des .
concentrations cardiaques de -médicaments. La déficience de 1’activité de ces
transporteurs 4 contrdler les concentrations intracardiaques peut donc représenter un
facteur déterminant dans I’incidence d.e’ cardiotoxicités pour des médicaments ayant

le potentiel de bloquer le canal ;.



Mots-clés : dompéridone, P-glycoprotéine, transporteurs ABC, cceur, distribution

tissulaire, métabblisme, intervalle QT
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Résumé anglais

It is well established that ABC transporters haye a rolle in the protection of the
organism for many tissues including intestines, liver, brain, testes and placenta by
their mechanism of extrusion toward the exfracelluiar région. Firstiy, a revue of the’
literature presented in Chapter I suggests the expression of ABC transporters also in
the heart. Some drugs are recognized to have the capabilities to prolong the QT
interval in the electrocardiogram by t.)lo.cking the voltage-gated potassium channel Iy,
responsible of cardiac repolarisation. 'Since‘ the binding site to Ik, is intracellular, we
suggested the hypothesis by which ABC transporters, such as the P-glycoprotein (P-
gp), by their regulation of cardiac intracellular concentrat\ions, could potentially
control access of Ig, blockers to their binding site on this channel, thus inﬂuencing
incidence of QT interval prolongation. In Cha;;ter II1, we verified the involvement of
P-gp in the cardiac distribution of domperidone, which is both a substrate of P-gp and
an Ik, blocker, using mice deficient in the gene coding for P-gp. Higher levels of
domperidone in many tissues including thé heart of mutated mice suggested a role of
P-gp in the modulation of the cardiac distribution of domperidone. Many cases of
drug-drug interactions have been reported in the literature related to a co;
administration of ABC tfansporter substrates. Moreover, some drugs seem to have
the potential to modulate the expression of ABC transporters. /For these reasons, we

investigated whether verapamil, a P-gp modulateur, could alter the cardiac and tissue
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distribution of domperidone in male and fémale guinea pigs foliowing fwo differeﬁt
pre-treatments.” Results showed a more important distribution of domperidone in the
heart with a tendency to a prglongation of the QT interval following competitive
inhibition of P-gp by verapamil administered 2 h prior domperidone. On the other
hand following a pre-treatment of 5 days of ?erapamil,’ intended to verify'a_po'ssible
modulation of thé P-gp ’expression or its activity, no pharmacokinetic or
pharmacodynamic effects were observed. Moreover, males presented a more

important cardiac and tissue distribution compared to females.

‘The accomplishment of these researches allowed us to conclude that ABC
transporters,‘ such as P-gp, have likely a role in the regulation of cardiac intracellular
drug distribution.  The deficiency in the activity of thes'e transporters to control
intracardiac concentrations of drugs can therefore represent a key determinant in the

incidence of cardiac toxicities for drugs having the potential to block I, channel.

Keywords : domperidone, P-glycoprotein, ABC transporters, heart, tissue

distribution, metabolism, QT interval
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CHAPITRE 1

Introduction



1.1 Généralités

Au début des années 1970, il a été dérﬁontré que I’accumulation tissulaire de
xénobiotiques ne dépendait non seulement de leur habileté & pénétrer dané les cellules
mais également de leur habileté & en sortir. En effet, les recherches de Dano (1973)
ont révélé en utilisant des celh‘lles tumorales d’ascites d’Ehrlich que les
concentrations intface].luléires de daunorubicine pouvaient étre d‘iminu_ées. par un
mécanisme actif d’extrusion. Quelques années plus tard Juliano et Ling (1976)
isolaient une large glycoprotéine de la membrane plasmique de cellules d’oyaire de
hamsters c_hinois résistantes.é la colchicine: ils ont nommé cette brotéine la P-
glycdpr'otéine (P-gp). Le géne codant pour la P-gp (MDR]I) a par la suite été identifié
grace a sa surexpression dans les cellules tufnorales associées a une résistance acquise
aux médicaments anticancéreux (Ueda et coll., 1987). ‘Bien que ’on concevait que la
P-gp était conﬁnée.qu’aux cellules tumorales, eﬂe a été par la suite reconnue pour

étre exprimée dans des cellules de tissus normaux.

[l y a environ 50 transporteurs ABC découverts jusqu’a présent chez 1’humain.
Parmi ceux-ci, 14 ont au moins une évidence publiée au niveau du transport de
+ xénobiotiques. 1l est maintenant bien établi que ces transporteurs démontrent un réle

de protection de l’organisme au niveau de I’intestin,-du foie, du cerveau, des

testicules ou du placenta. Par contre, il existe trés peu d’information sur le role



fonctionnel de la P-gp et des autres ABC transporteurs au niveau de d’autres tissus

dont le cceur.

1.2 Transporteurs ABC

Les transporteurs ABC représenterit la plus grande famille de transporteurs
transmembranairés. Ces protéines sont exprimées dans une grande variété
d’ofganismes et environ 50 transporteurs ABC oﬁt éte identifiés jusqu’a présent chez
I’humain (Tirona et Kim, 2002). La grande famille de transporteurs ABC est divisée.
en sept soﬁs—familleé (Dean th coll., 2001; voir aussi site web de M. Miiller a:

htto://www.nutrigene.4t.coh1/humanabc.htm (mis & jour en novembre 2006)). Etant

donné que ces protéines sont dépendantes de 1I'ATP, l’h‘ydrolyse de l’ATP est requise
~ pour transporter ,lesA substrats. contre un gradient de concentration du milieu
intracellulaire vers le milieu extracellulaire. Plusieurs substrats endogenes . et
exogenes sont substrats des transporteurs ABC dont les acides aminés, sucres, ions,

peptides, protéines et les phospholipides (Tirona et Kim, 2002).

1.2.1 Classification

~ Les protéines de la grande famille des transporteurs ABC sont classifiées sur
la base de 1a séquence et organisation de leur(s) domaine(s) de liaison aux nucléotides

(NBD) ainsi que sur la base de la similarité de la structure de leur géne. Les membres



des sept sous;familles de transporteurs ABC sont énurﬁérés dans le Tableau 1 dans
lequel les protéines possédant une activité connue dans le tranéport de xénobiotiques
sont présentées sous forme de cellules ombragées. Deux sous-familles sont
‘particuliérement impliquées dans le transport de xénobiotiques. Ces deux soué— :
fainilles sont les protéines multidrug resistance (MDR)/TAP (sous-famille B) et les
multidrug resistance—asso‘ciated proteins (MRP)/CFTR (sous-famillé C). Le Tableau
2 résume quelques propriétés des transporteurs ABC étant reconnus dans le transport
de xénobiotiques. De plus, quelques transporteurs étant.exprimés dans le cceur mais
n’ayant pas d’activité reconnue dans le transport de xénobiotiques ne seront pas
discutés dans cette thése mais sont discutés dans un article scientifique écrit par

Solbach et coll., (2006).



Tableau 1: Classification des transporteurs ABC chez I’humain.” (adapté de Couture
et coll., 2006)
ABCI (Sous- MDR/TAP MRP/CFTR ALD  (Sous- | OABP (Sous- | GCN20 (Sous- | White (Sous-
famille A) (Sous-famille | (Sous-famille | famille D) famille E) famille F) famille G)
B) C)
ABCAL T ABCDI (ALDP) | ABCE! (OABP) | ABCFI ABCGI
L e
ABCA2 ABCB2 (TAP1) ABCD2 ABCF2
(ALDR)
ABCA3 ABCB3 (TAP2) ABCD3 ABCF3
ABCA4 ABCD4 ABCGS
ABCAS - ABCG8
ABCAG
ABCA7 ABCB7 ABCC7 (CFTR)

ABCCS (SURI)

ABCAIQ

ABCAI2

ABCAI3

ABCC9 (SUR2)

ABCCI3

“ Les cellules ombragées représentent les transporteurs ABC ayant une activité reconnue dans le transport de

médicaments.



Tableau 2: Propriétés des transporteurs ABC impliqués dans le transport de médicaments. (adapté de Couture et coll., 2006)

Transporteur | Nombre de Principale expression Localisation apicale Substrats” Références
ABC domaines tissulaire ou hasolatérale
(TMD)
ABCHI 2 foie, rein, intestin, apicale quinidine, vérapamil, céliprolol, talinolol, Ueda et coll., 1987; Pastan et coll., 1988; de Lannoy et Silverman, 1992,
(MDRI ou cerveau, testicule, glande digoxine, daunorubicine, doxorubicine, Hendricks et coll., 1992; Peters et Roelofs, 1992 Karlsson et coll., 1993;
P-gp) surrénale, utérus, ovaire vinblastine, étoposide, méthotrexate, Kartner et coll., 1983; de Graaf et coll., 1996; Sparreboom et coll., 1997,
' N mitoxanthrone, paclitaxel, topotecan, Kim et coll., 1998; Gramatte et Oertel, 1999. Verschraagen et coll., 1999;
indinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir Jones et coll., 2001
ABCB4 2 foie apicale vinblastine, paclitaxel, digoxine Smith et coll., 2000
{MDR3)
ABCBII 2 foie, intestin apicale vinblastine, cyclosporine, Torok et coll., 1999; Lecureur et coll., 2000; Stieger et coll., 2000
{BSEP ou rifampicine
SPGP)
ABCCI1 3 intestin, cerveau, rein, basolatérale doxorubicine, daunorubicine, vinblastine, Cole et coll., 1992; Cole et coll., 1994; Flens et coll., 1996; Sharp et coll.,
(MRPI) poumon, testicule vincristine, étoposide, méthotrexate, paclitaxel, 1998 ; Hooijerb et coll., 1999; Evers et coll., 2000; Tamai et coll., 2000;
) grépafloxacine Cherrington et coll., 2002
ABCC2 3 foie, intestin, rein apicale cisplatine, doxorubicine, étoposide, vincristine, | Schaub et coll., 1997; Cui et coll., 1999; Hooijberg et coll., 1999; Kawabe
(MRP2 ou méthotrexate, indinavir, ritonavir, saquinavir, et coll., 1999; Fromm et coll., 2000; Miller 2001; Huisman et coll., 2002
MOAT) adéfovir, cidofovir
ABCC3 3 intestin, rein, foie, basolatérale daunorubicine, doxorubicine, vincristine, Kool et coll., 1997; Belinsky et coll., 1998; Kool et coli., 1999; Zeng et
{MRP3) pancréas, placenta, colon étoposide, teniposide, méthotrexate coll., 1999; St-Pierre et coll., 2000, Zelcer et coll., 2001
ABCC4 2 prostate, pournon, glande | basolatérale et apicale méthotrexate, adéfovir Lee et coll., 1998; Schuetz et coll., 1999; Lee et coll., 2000; Chen et coll.,
(MRP4) surrénale, ovaire, testicule [{dépendant du type 2002
cellullaire)
ABCCS 2 muscle squelettique, basolatérale Adéfovir Kool et coll., 1997; Belinsky et coll., 1998; Wijnholds et coll., 2000;
(MRP5) coeur, cerveau Haimeur et ¢oll., 2004
ABCCS 3 rein, foie basolatérale cisplatine, doxorubicine, étoposide, Belinsky et Kruh, 1999; Bergen et coll., 2000; Belinsky et coll., 2002
{MRP6) daunorubicine,
ABCCIi0 3 coeur, muscle non déterminé doxorubicine, vinblastine, vincristine, Kao et coll., 2002; Orr et coll., 2003; Hopper-Borge et coll., 2004
{MRP7) squelettique, rate, foie paclitaxel, docétaxel
ABCCI1 2 sein, testicule non déterminé analogues des nucléotides purine et pyrimidine Bera et coll., 2001
{MRP8)
ABCCI2 2 sein, testicule, cerveau, non déterminé non déterminé Bera et coll., 2002
{MRP9) ovaire, muscle
squelettique
ABCG2 | placenta, cerveau apicale daunorubicine, doxorubicing, étoposide, Doyle et coll., 1998; Maliepaard et coll., 1999; Maliepaard et coll., 2001,
(BCRP) teniposide, méthotrexate, mitoxanthrone, Volk et coll., 2002; Allen et coll., 2003; Volk et Schneider, 2003; Wang et
topotecan coll., 2003; Aronica et coll., 2005
ABCAS not coeur, muscle non déterminé doxorubicine, digoxine Tsuruoka et coll., 2002
déterminé squelettique, foie

“ Liste non exhaustive.




1.2.2 Structure et mécanisme d’action

Les transporteurs = ABC  contiennent typiquement 12  régions
transmembranaires hydrophobes dans la melrnbrane cellulaire. Ces régions sont
divisées en deux parties formant deux domaines transmembranaires (TMD) distincts,
chacun constitué d’un domaine de liaison aux nucléotides (NBD) (Figure 1A). LaP-
ep, BSEP, MRP4, MRPS, MRP8 et MRP§ sont des transporteurs caractérisés par
_cette structure. D’autres transﬁorteurs (MRP1, MRP2., MRP3, MRP6 et MRP7)
possedent un domaine transmembranaire supplémentaire_é I’extrémité N-terminale
comprenant cing région’s transmembranaires (Figure 1B). Finalement, d’autres
transporteurs ABC tel que BCRP possédent que six régions transm.embranaires et un
domaine de liaison aux nuclé_otides et sont donc considérés comme des demi-
transporteurs (Hyde ét_coll., 1990) (Figure 1C). Les trahsporteurs ABC partagent 30
a 50% (200-250 acides aminés) d’homologie dans leur séqﬁence. Les régions
d’homologie importantes incluent les deux domaines de liaison aux nucléotides qui
sont situés du coté cytoplasmique de la membrane (Higgins et coll., 1986; Hyde et
coll., 1990). II est suggéré que les dbmaines transmembranaires renferment les sites
de liaison aux substrats et que la difféfen_ce de spécificité de liaison aux substrats est
une conséquence des structures divergentes des domaines trénsmerﬁbranaires (Locher
et coll., 2002; Chang 2003). Les domaines de liaison éux nucléotides sont les sites de
liaison et d’hydrolyse de I’ATP cytoplasfnique. thydrolyse de I’ATP assure 'l;cl
disponibilité de 1’énergie nécessaire pour le transport des substrats (Schneider et

Hunke, 1998). Chaque transporteur ABC renferme dans chacun de ses domaines de



liaison aux nucléotides au moins trois séquences conservées: la séquence signature, le
Walker A et le Walker B (Figure 1). 11 a été suggéré que la séquence signature soit
impliquée dans la transduction de 1’énergie de I’hydrolyse de I’ATP aux changements
de conformation dans les domaines transmembranaires responsable pour le transport
des substrats (Hyde et coll., 1990). Des acides aminés spécifiques sont importants
pour les motifs Walker A et Walker B. En effet, un changement d’acide arrﬁné pour
la lysine et aspartate dans les motifs Walker A et Walker B, respectivement, dans I’un
ou l’autre des domaines de liaison aux nucléotides a résulté en une perte de
I’hydrolyse de I’ATP pour le transporteur P-gp (Takada et coll., 1998; Urbatsch et

coll., 1998; Hrycyna et coll., 1999).

La visualisation de la structure est nécessaire pour comprendre comment les
transporteurs ABC transportent leurs substrats au travers la membrane plasmique. La
structure du transporteur de la vitamine B, BtuCD d’Escherichia coli et la structure
aux rayons X de MsbA, deux transporteurs ABC provenant de bactéries, ont
contribué a obtenir des informations importantes additionnelles (Locher et coll.,
2002; Reyes et Chang, 2005). Par exemple, il est maintenant suggéré que la liaison
aux nucléotides et 1’hydrolyse de I’ATP soient des propriétés a la fois des deux
domaines de liaison aux nucléotides plutdt qu’a un seul domaine. De plus, 1’étude de

la structure de BtuCD a démontré 1’absence d’un canal continu a travers la membrane



plasmique. Il a été suggéré également qu’au moins deux barrieres étaient requises
pour les transporteurs ABC pour bloquer alternativement [’accés a ’un ou 1’autre c6té

de la membrane (Locher et Borths, 2004).

L’étude des structures a de plus hautes résolutions sont requises pour élucider
des questions fondamentales additionnelles telle que la cascade signalétique par
laquelle les domaines transmembranaires contrdlent ’activité ATPase dans le
domaine de liaison aux nucléotides en réponse a la liaison d’un substrat. De plus, des
informations additionnelles sont nécessaires pour comprendre comment les domaines
de liaison aux nucléotides utilisent 1’énergie de I’hydrolyse de I’ATP pour mener a
des changements conformationels dans les domaines transmembranaires responsables

du transport des substrats.
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Figure 1: Représentation de l’arrangement' des transporteurs ABC au niveau de la
membrane plasmique. A) Les transporteurs P-gp, BSEP, MRP4, MRP5, MRP8 .et
MRP9 contiennent 12 régions transmembranaires divisées en deux parties formant
deux domaines transmembranaires (TMD), chacun comprenant un domaine de liaison

* aux nucléotides (NBD). B) Les transporteurs MRP1, MRP2, MRP3, MRP6 et MRP7

Le transporteur- BCRP est un demi-transporteur et contient seulement 6 régions

transmembranaires et un domaine de liaison aux nucléotides. (adapté de Couture et

Extracellulaire

Intracellulaire

COCH

NH:  Signature
Walker B

Walker A

\_Y_l

NBD

coll., 2006)
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possédent 5 régions transmembranaires supplémentaires a I’extrémité N-terminale. C)
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1.3 Kvidences de la présence de transporteurs ABC

au niveau du cceur

1.3.1 Utilisation de différentes techniques de biologie

moléculaire

Tel que déqrit dans les sections précédentes, le transporteur P-gp qui a été
identifié dans un premier temps dans les ceilules tumorales, a été‘subsé'quemment
reconnu exprimé dans les tiéSus normaux incluant le cceur. Le Tableau)3 résume les
évidences de I’expression de la. P-gp et d¢ d’autres transporteurs ABC dans le coeur

par I’utilisation de techniques de biologie moléculaire.

‘Il a eté démdﬁtré qﬁe la'P-gp'est codée chez I’homme par le géne'ABCBI
(aussi appelé MDRI) et par les génes mdrilz (aussi appelé mdr3) et .mdrlb (aussi
appelé mdrlI) chez les rongeurs (Schinkel, '1997) (Tableau 4). Les deux isoformes de
la P-gp chez la souris semblent remplir la méme fonction que MDR], chez 1’humain
(Schinkel ef coll,, 1997). A la fin des années 1980 et au début des années 1990,
I’expression de la P-gp dans. les tissus a €té étudiée de fagon intensive. Des études

utilisant des tissus de cceurs humains ont révélé que la P-gp était exprimée dans le
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ceeur, bien qu’a des niveaux pas nécessairement trés élevés. La premiére étude avec
-une telle évidence a été effectuée par hybridation slot blot par Fojo et collégues
(1987). Par la suite, au début des années 1990 la technique d’immunohistochimie fut A
ﬁtilisée pour mesurer I’expression de la P-gp dans des tissus humains tel que le cceur.
Une étu.de effectuée en 199 0 a démontré une coloration importanteravec A‘l’anticorps
C-219 (qui peut également reconnaitre MDR3 et P-gp), une faible coloration avec
I”anticorps JSB—] (reconnait P-gp) et une absence de coloration avec un troisiéme
anticorps MRK-1‘6 (reconnait P-gp) pour le myocarde (van der Valk et coll., 1990).
Deux aﬁnées plus tard, ’anticorps C-219 révélait 1.;ne coloration importante pour des
échantiuons de cceur foetaux mais une absence de coloration pour les anticorps
spécifiques & MDR1 MRK-16 et JSB-1. Par coﬁséquent, van Kalken et collégues
(1992) concluaient que 1’expression de MDR] dans le coe1’1r' foetél était peu probable
étant donné I’absence de coloration avec les anticorps spécifiques a MDRI. et
l’abseﬂce d’expression d’ARNm par la technique de protection a la RNase. Une
étude similaire utilisant quatre anticorps dirigés contre MDR1 dans l’endocarde, le .
myocarde et I’épicarde a révélé une faible coloration pour seul le myocarde pour trois
deé anticorps utilisés, suggérant néanmoins la présence de P-.gpA dans le muscle
.cardiaque (Pavelic et coll., 1993). Quelques années plus tard, une étudé démontra
une coloration positive avec l’an‘ticorps' IJSB-1 dans des tissus de caeur humain,
indiquant uné fois de Iﬁlus l,a' présence de P-gp dans le myocarde (Sugawara et colll.,

1997). Plus récemment, la P-gp fut détectée par immunohistochimie en utilisant
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I’anticorps JSB-1 pour des échantillons de c&:urs humains, soit 15 ventricules
g;cluch‘es et 51 oreillettes. L’expression d’ARNm spécifiques 4 MDR1 dans les tissus
étudiés a été confirmée par RT PCR. Les techniqﬁes d’immunohistochimie et
" hybridation in sitv ont permis de localiser 1a P-gp de fagon prédominante dans‘les
cellules endothéiiales des capillaires et des artérioles. Etant donné cette similarité de
I’expression de la P-gp au niveau du ceeur et du cerveau, il-a été proposé que la P-gp
pouvait représenter une barriére fonctionnelle entre le sang et les cardiomyocytes tout
comme la P-gp représente une barriere fonctionnelle entre le sang et. le cerveau
(Meissner et al., 2002, 2004). Une autre étude récente a révélé la présence d’ARNm
relié a la P-gp, bien qu’a des niveaﬁx relativement faibles, dans le cceur d’un homme

asiatique par RT-PCR (Nishimura et coll., 2004).

Les études utilisant la technique de protection a la RNase chez les rongeurs
ont fourni des évidences de I’expression de la P-gp au niveau cardiaque. En éffet, de
I’ARNm relié a la P-gp fut détecté, bien qu’a des niveaux tres faibles dans le cceur de
hamsters chinois‘ (Baas et Borst, 1988). Des niveaux significatifs d’ARNm de mdrla |
et mdrlb ont égaiement été retrouvés dans le ceeur de éouris BALB/c et C57BL/6J en
utilisant deux- différentes techniques (Croop et coll., 1989; Teeter et coll., 1990).
Chez les rats Wistaﬁ l’expression du géne mdrla a été démontrée en utilisant la

techniqué» de RT-PCR; le signal est apparu plus important dans les myocytes eﬁ
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cultufe que dans les tissus cardiaques de.rats adultes et de nouveaux-nés suggérant
ainsi une expression cardiaque de mdrla davantage lbcaliséé aﬁ niveau des
cardiomyocytes (Cayre et coll., «1996). Ceci fut confirmé quelqdeé années plus tard
par ],;étude de Estevez et collégues (2000) qui a démontré par immunohistochimie
(anticorps JSB-1) pour la premiére fois I’expression de la P-gp daﬁs les
cardiomyocytes. Le transporteur P-gp a également été retrouvé dans les membranes
de cellules endothéliales pour des échantillons de cceur de rats bien que non limité a
ce site (Beaulieu et coll., 1997). Cés résultats sont en accord avec leé résultats de |
Meissner et collégues (2002) qui ont décelé la présence de la P-gp dans les cellﬁles

endothéliales de petits vaisseaux pour des échantillons de cceurs humains.

La présence d’un second isoforme de la P-gp, MDR3 chez "humain et mdr2
chez le rongeur fut également étudiée. Chez I’humain, les résultats de la technique de
protection a la RNase ont démontré de faibles niveaux d’ARNm de MDR3 dans
plusieurs tissus incluant le cceur (Smit et al., 1994). Chez la souris et le rat, des
niveaux faibles a élevés d’ARNm de mdr2 ont été obtenus par différentes techniques
de biologie moléculaire (Croop et coll., 1989; Teeter et coll., 1990; Brown et coll.,

1993; Furuya et coll., 1994).
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L’expression des transporteurs MRP fut étudiée de fagon intehsive depﬁis le
milieu des années 1990. Des niveaux élevés de MRP1 ont été détectés dans le ceeur
de pluéieurs espéces incluant I’humain (Flens et coll., 1996; 'Wijnholds et coll., 1997).
Une seule recherche n’a pas décelée la présence de transporteurs MRP dans le cceur
humain (Sugawara et coll., 1997). De I’ARNm de MRP1 a été retrouvé de fagon
abondante dans le cceur de éouris CDI1 et de poulets par la tec;,hnique de Northern
blot, et chez les rats par la technique.de RT-PCR (Stride et coll., 1996; Hagen et coll.,
2000; Rosati et coll., 2003). De plus, Ghosh et collégues (2004) ont observé
’expression du geéne mrpl dans des échantillons de.coeurs dé rats Wistar par PCR.
Récemment, la présence d’ARNm de MRPI, MRP2 et MRP3 a des ﬁiveaux
intermédiaires, trés faibles et faibles, respectivement, a été démontrée dans le cceur

humain (Nishimura et coll., 2004).

La présence d’;m autre transporteur ABC, MRP5, a'été démontrée dans le
cceur humain par immunohis_tochimie.' L’ARNm de MRPS a été détecté par RT-PCR -
dans 21 échantillons d’oreillettes et 15 échantillons de ventricules gauches humains;
avec des niveaux moins élevés &’ARNm pour les oreillettes comparativement aux
ventricules (Dazért et coll., 2003). MRPS s’est révélé étre présent dans trois
différents types ceilulaires cardiaques: dans 1es cellules musculaires .lisses

vasculaires, dans les myocytes et dans les cellules endothéliales vasculaires (Dazert et
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* coll., 2003). Kao et collégues (2002) ont rapporté qu’un autre membre de la sous- |

famille MRP, soit mrp7, était présent dans le cceur de souris.

Muramatsu et collégues (2004) ont étudié par RT-PCR, I’expression de
ARNm de mdrla et mrpl & n.1rp7 dans pluéieurs tissus de souris normales et mutées
mdrla/lb (-/-) et mrp (-/-) adultes et en éevrage. Une expression élevée de mdrla et
mrpl a été observée pour le coeu’r et les poumons des souris normales adultes et en
sevrage. De plus, mrp3, mrp4 et mrp5 ont montré des niveaﬁx relativement élevés
d’expfessioh dans le cceur d¢s’ souris normales et mutées. Pour la majoﬁté dés
tfansporteurs, les niveaux d’expression se sont révélés étre plus impdrtants pour les

souris adultes que pour les souris en sevrage.

Il est bien établi Que le transporteur ABCG2 (aﬁssi appelé BCRP) joue
également un réle important dans le transport de xénobi;)tiques. Une recherche
récente a décelé I’expression de ABCG2 dans le cceur en développement et le coeur
adulte de souris (Martin et coll., 2004). De plus, la présence du transporteur ABCG2
" dans les cellules endothéliales de cceurs humains a également ét¢ démontrée

récemment (Meissner et coll., 2006).
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Une expreséipn importante d’un transporteur de la sous-famille ABCD,
ABCD?2, et de quelques transporteurs de la sous-famille ABCA ont été retrouvés dané
le cceur humain. Les génes codant pour ABCAI, ABCAS®, ABCA9 et ABCAI10 se
sont révélés étre exi)rimés de ‘fagon ‘oﬁmiprésente avec les n.iveaux d’ARNm les plus
élevés dans quelques tissus incluant le coeur (Kafninski et coll., 2001; Piehler et coll.,
2002; Wenzel et coll., 2003; Nishimura et coll., 2004). .’L’expression du transporteur
ABCAS a égalerﬁent été démontrée dans les cardiomyocytes (Kubo et coll., 2005) et
’utilisation de soufis mutées abca5 (-/-) a révélé un role physfologiqué important
pour ce transporteu.rA au niﬁeaq cardiaque. Bien que ’ARNm pour ABCAS8 s’est
révélée étre distribué dans plusieurs organes, c’est dans quelques organes'inéluant le
ceeur qﬁe les niveaux les plus élevés étaient observés (Tsuruoka et coll,, ’2002). La
protéine ABCAR est la seule jusqu’a maintenant provenant de la sous—famillevABCA
qui a montré une activité dans le tfansport de xénobiotiques. De plus, la présence
d’ARNm de ABCD2 (ALDR) dans une variété de tissus humains s’ést révélée étre
prédominante dans le cceur et le_cerveau (Holzinger et coll., 1997). Dés recherches
additionnelles sont requises pour €lucider le r6le de ABCD2 et des transporteurs de la

sous-famille ABCA.

Rosati et collegues (2003) ont étudié la modulation physiologique de mdrla,

mdr1b, mrp] et mrp2 dans quelques tissus incluant le cceur chez le rat au cours de
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’ontogenese. Dans cette recherche, pour laquelle les cceurs ont été collectés a
différents stades de développement, des niveaux de transcrits correspondant a mdrla
et mdrib ont été détectés par RT-PCR.  Ceux-ci ont augmenté au cours de
I’ontogenése pour obtenir les plus hauts niveaux a 30 et/ou 60 jours d’age. «Ces
résultats suggérent qlie lesrtvransporteurs ABC jouent un r6le physiologique important
-dans la protection du cceur contre les xénobiotiques et toxines lorsque par exemple le
rat devient indépendant dé ]’allaitemént‘(Rosati et coll., 2003). Pa% ailleurs, aucune
variation avec 1’4ge n’a été observée pour mrpl, et la présence de mrp2 n’a pas été

décelée dans ces cceurs (Rosati et coll., 2003’).

Des résultats coﬁtradictoirés ont été obtenus et décrits ci-dessus relafivement a
la présence de transporteurs ABC dans le coeur (Table 3). Cela peut étre attribué en
paﬁie a l'utilisation de différentes techniques. Par exemple,vpour la teichnique
d’immunohistochimie, il est recommandé pour I’identification de la P-gp que
l’vanticorps C-219 soit utilisé avec précaution di a sé réactivité croisée avecéd’aut‘res
protéines. Pouf cette raison, i)lusA d’un anticorps doit étre utilisé pour estimer
I’expression tissulaire de la P-gp et de d’autres transporteurs (Pavelic et coll., 1993;
Jetté et coil., 1995). Les résultats contradictoires sur les niveaux d’expression

peuvent étre reliés a un manque de corrélation entre 1’expression protéique et
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d’ARNm mais également & ’expression protéique dans des cellules cardiaques

spécifiques (i.e. myocytes, cellules endothéliales ou cellules musculaires lisses).
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Tableau 3: Présence de transporteurs ABC dans le coeur détectée par

différentes techniques de biologie moléculaire. (adapté de Couture et coll., 2006)

Référence

Transporteur ABC | Espéce Technique Niveau d’expression *
ABCBI1 Humain hybridation slo¢ blot faible Fojo et coll., 1987
(MDRI ou P-gp) | Humain immunohistochimie tres faible van der Valk et coll.,

1990

foetus humain

immunohistochimie et
protection a la RNase

peu probable ou trés
faible

van Kalken et coll.,
1992

Humain immunohistochimie faible Pavelic et coll., 1993
Humain immunohistochimie intermédiaire Sugawara et coll.,
: 1997
Humain RT-PCR et présent ” Meissner et coll.,
immunohistochimie 2002
Humain RT-PCR et présent ° Meissner et coll.,
immunohistochimie ) 2004
Humain RT-PCR trés faible © Nishimura et coll.,
2004
ABCBI1 hamster chinois protection & la RNase tres faible Baas et Borst, 1988

(MDRI1 ou P-gp)

souris C57BI/6J

hydridation/
Northern blot

intermédiaire

Croop et coll., 1989

souris BALB/c

protection a la RNase

faible

Teeter et coll., 1990

Cayre et coll., 1996

rat Wistar nouveau- | RT-PCR faible/intermédiaire
néetadulte | L
myocyte RT-PCR élevé Cayre et coll., 1996
ventriculaire en )
culture de rat
nouveau-né
rat Sprague-Dawley | Western blot et intermédiaire Beaulieu et coll.,
- | immunodétection 1997
rat Wistar immunohistochimie présent ” Estevez et coll.,
2000
rat Wistar RT-PCR présent ® Rosati et coll., 2003
souris FVB RT-PCR élevé ® ‘| Muramatsu et coll.,
' 2004
ABCB4 Humain protectiondla RNase _ |faible ~ . |Smitetcoll, 1994
(MDR3) Humain immunohistochimie non détecté probablement | Smit et coll., 1994
. due au trop faible niveau ’
ABCB4 souris C57Bl/6J hydridation/ intermédiaire Croop et coll., 1989
(MDR2) : Northern blot
souris BALB/c protection a la RNase intermédiaire Teeter et coll., 1990
rat Fisher protection a la RNase élevé Brown et coll,, 1993
rat Sprague-Dawley | Northern blot et PCR faible Furuya et coll., 1994
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ABCCI Humain immunohistochimie élevée ‘Flens et coll., 1996
(MRP1) souris CD1 Northern blot élevée “Stride et coll., 1996
Humain immunohistochimie non détecté ‘Sugawara et coll.,
‘ 1997
souris FVB Western blot présent b Wijnholds et coll,
1997
Poulet Northern blot élevé Hagen et coll., 2000
rat Wistar RT-PCR présent ° Rosati et coll., 2003
rat Wistar PCR présent ° Ghosh et coll., 2004
souris FVB RT-PCR élevé Muramatsu et coll.,
2004 -
humain RT-PCR intermédiaire ¢ Nishimura et coll.,
2004
ABCC2 rat Wistar RT-PCR non détecté Rosati et coll., 2003
(MRP2 ou
cMOAT) souris FVB RT-PCR faible ¢ Muramatsu et coll.,
2004
humain RT-PCR trés faible Nishimura et coll.,
2004
ABCC3 souris FVB RT-PCR intermédiaire ¢ Muramatsu et coll.,
(MRP3) 2004
humain RT-PCR faible ¢ Nishimura et coll,,
2004 ]
ABCC4 souris FVB RT-PCR intermédiaire ° Muramatsu et coll.,
(MRP4) : 2004
ABCCS - humain RT-PCR et | présent Dazert et coll., 2003
(MRPS) immunohistochimie
souris FVB RT-PCR intermédiaire ¢ Muramatsu et coll.,
' 2004
ABCC6 souris FVB RT-PCR trés faible ° ‘Muramatsu et coll.,
(MRP6) 2004
ABCC10 Souris RT-PCR et Northern présent" Kao et coll., 2002
(MRP7) blot )
souris FVB RT-PCR intermédiaire ° Muramatsu et coll.,
2004
ABCG2 souris C57Bl/6 RT-PCR - et | présent ? | Martin et coll., 2004
(BCRP) immunohistochimie
humain RT-PCR  et|présent” Meissner et coll.,
immunohistochimie o 2006

N
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(Tableau 3 suite)l

ABCA1“ humain RT-PCR élevée © Nishimura et coll,,
2004
ABCA5“ Souris . immunohistochimie présent Kubo et coll., 2005
ABCAG6“ humain RT-PCR et analyse dot | élevée Kaminski et coll,
: blot s : 2001
ABCA9“ humain | RT-PCR et analyse dot | élevée Piehler et coll., 2002
) blot . ., . -
ABCAS humain Northern blot élevée Tsuruoka et coll,
: . 2002 .
ABCAI107 humain RT-PCR et analyse dot | élevée Wenzel et coll,
_ blot 2003 -
"ABCD2 (ALDR) ¢ | humain - | Northern blot élevée Holzinger et coll,
1997

a Relétifétant donné qu’évalué par différents auteurs.

% Présent signifie que le niveau ne peut étre comparé avec d’autres tissus puisque seul le coeur a été étudié ou trés
peu de tissus.

% Non spécifié¢ dans I’article de référence mais correspond probablement 8 MRP1.

“ Aucune évidence dans la littérature du réle de ce transporteur ABC dans la disposition de médicaments.

¢ Evalué (par ’auteure de cette thése) basé.sur la comparaison avec d’autres tissus analysés.
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Tableau 4: Classification des isoformes de la P-glycoprotéine. (adapté de Couture et

coll., 2006)
Espéce ) I ' 11 ©OIIL
Humain _ MDR1°® MDR3 ¢ (MDR2)"
Souris mdr3 “(mdrla)’ mdrl € (mdrlb)’ - mdr2”
Hamster P-gpl ¢ . P-gp2t . P-gp3®

4 Plut6t impliqué dans le transport de phospholipides (Smit et coll., 1993).

La nomenclature des génes chez I’humain, la souris et le hamster sont selon b Chen et coll., 1986; € Van der Bliek
et coll., 1987; ¢ Devault et Gros, 1990; ¢ Gros et coll., 1986/ Gros et coll., .1988; et £ Ng et coll,, 1989. Des
désignations alternatives sont données entre parenthéses; ” Roninson et coll., 1986 et  Hsu et coll., 1989. Tableau

adapté de Smit et coll., 1994,

1.3.2 Utilisation de souris mutées

La production de souris génétiquement déficientes pour des geénes codant pour
les transporteurs ABC est un-outil trés utile dans I’investigation du role des
transporteurs ABC dans le métabolisme de plusieuré médicaments. L’utilisation de
ces souris mutées est particuliérement importante pour évaluer l’i.nnocuité “de
médicamenfs anticancéreux lorsque ceux-ci devrpnt étre co-administrés avec des
agents renQersant la résistanct;’aux médicaments par I’inhibition de la P-gp ou pour |
prédire les interactions médicamenteuses. Par exemple, la comparaison des thicités
obseryées suite 2 I’administration d’un médicament 4 des souris normales et des
souris simple-mutées mdrla (-/-) ou double-mutées mdrla/lb (-/-) pourrait prédire les

toxicités qui seraient observées suite & la co-administration de ce médicament avec un
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substrat de la P-gp. Le Tableau S présente des évidences provenant de la littérature
- .

décrivant des concentrations cardiaques de médicaments plus élevées pour des souris

déficientes pour un géne codant pour un transporteur ABC comparativement a des

souris normales. Ces résultats suggérent indirectement la présence et un certain role

des transporteurs ABC, telle que la P-gp, au niveau du cceur.

Schinkel et céllégues (1994) ont démontré I'importance de la P-gp dans le
métaboliéme de la vinblastine pour plusieurs tissus incluant le cceur en utilisant des
souris mdrla (-/-). L’absence du géne mdria a éngendré un effet évident sur les
concentrations de vinblastine. L’effet le plus é;/ident fut observé pour le cceur pour
lequel les concentrations de vinblastine se sont révélées de 7 a 14 fois plus élevées
pour les souris mdrla (-/-) entre 8 et 24 h apres l’injéction'de 6 mg/kg. Ce résultat
indiquait que I’absence de I’isoforme mdrla de la P-gp avait un effet important sﬁr la
pharmacocinétique et distributi(;n tissulaire de la vinblastine (Schinkel et coll., 1994;
- van Asperen et coll., 1996). Une autre étude a démontré que suite a une infusion de
96 h, les niveaux de vinblastine dans le cceur des souris mdrla (-/-) étaient de 1.7 fois
plus élevés comparativement aux souris normales, suggérant encore une fois un réle

probable de la P-gp dans la protection du coeur (van Asperen et coll., 1999).
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D’autres études ont été effectuées pour évaluer affinité pour les transporteurs
ABC de médiéaments autres que pour le traitement du cancer. Des niveaux environ 2
fois plus élevés de 3H-lopér"an'lide (Schinkel et coll., 1996) et d’anticonvulsants
énaminones (Cox et coll., 2002) ont été observés dans quelques tissus dont le coeur

suite a leur administration a des souris mdrla (-/-) ou mdrla/1b (-/-).

Le réle du transporteur ABC mrpl sur la pharmacocinét«iqu.e de I’étoposide,
un médicament anticancéreux, a été étudié en utilisant des souris double-mutées
mdr] a/lb (-/-) et des souris triple-mutées mdrla/lb (-/-)/mrpl (-/-). Pour les souris
triple-mutées déficientes pour mrpl, une augmentation de I’accumulation d’étoposide
a €té observée dans quelquesi tissus incluant ie cceur comparativement aux souris
double-mutées. Ce résultat sug_gér:clit que le transporteur mrpl contribue ala
brotgction des tissus cardiaques contre des médicaments tel que 1’étoposide
(Wijnholds et coll., 2000). Le transporteur mfpl a également ét¢ étudi¢ en util'l;sant le. |
grépaﬂoxacin,_un antibiotique fluoroquinolone. - Ce médicament a été administré de
facon. iﬁtraveineuse a des souris mrpl (-/-), ‘mdr]?z (-/-), mdrla/lb (-/-) et & des souris
normales.  Les ratios tissu/i)lasma pour leé concentrations se | sont révélés
significativement plus élevés bour plusieurs tissus incluant le cceur pour .les souris
mrpl (-/-) co£nparatiVement aux souris normales, mdrla (-/-) et mdr] a/lb (-/-). Cette

observation fut surprenante considérant que le grépatloxacin est reconnu comme un
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substrat de la P-gp (Tamai et coll., 2000; Naruhashi et coll.,, 2001; Lowes et
Simmons, 2002). Ainsi, ces résultats suggérent que mrpl ait un rdle considérable

dans la distribution tissulaire et cardiaque de ses substrats (Sasabe et coll., 2004).

Une autre étude conﬁrfnait I’importance de la P-gp et/ou mrpl dans la
~ distribution tissulaire de vincristine en utilisant des souris triple-mutées .mdr] a/l b (-/-
Ymrpl (-/-) et normales. En effet, les souris mutées ont révélé des ratios tissu/plasma
pour les concentrations, plus éievés comparativement .aux souris normales pbur
plusieurs tissus mais particuliérement pour les structures Cardio-pulmoﬂaires

(Muramatsu et coll., 2004).



Tableau 5: Evidences in-vivo de la présence de transporteurs ABC dans le cceur par Iutilisation de souris mutées. (adapté de Couture

et coll., 2006)

Transporteurs ABC étudiés

Type de souris

Référence

mdrla/1b (P-gp ou ABCBI1)

Niveaux de vinblastine ont été 3 fois plus élevés dans le ceur des souris
mdrla (-/-) qui ont présenté une plus grande élimination vs souris normales.

mdrla (-/-) et normale

Schinkel et coll., 1994

Chez les souris mdrla (-/-), le coeur a présenté des niveaux de vinblastine
plus élevés vs souris normales.

mdrla (-/-) et normale

van Asperen et coll., 1996

Niveaux tissulaires de radioactivité incluant le coeur de souris mdrla (-/-) ont
été 2 fois plus élevés suite 2 I’administration de "H-lopéramide vs souris
normales.

mdrla (-/-) et normale

Schinkel et coll., 1996

Une augmentation de 1.7 fois dans [’accumulation de vinblastine a été
observée dans le cceur de souris mdrla (-/-) vs souris normales.

merla (-/-) et normale

van Asperen et coll., 1999

Le coeur a présenté des niveaux au moins 2 fois plus élevés d’anticonvulsants
énaminones pour les souris mdrla/lb (-/-) vs souris normales.

mdrla/lb (-/-) et normale

Cox et coll., 2002

mrpl (ABCC1)

Une augmentation de toxicité pour les souris TKO ” qui ont présenté des

niveaux plus élevés d’étoposide dans des tissus dont le coeur vs souris DKO .

DKO ¢, TKO ” et normale

Wijnholds et coll., 2000

Des ratios tissu/plasma plus élevés ont été observés dans le coeur de souris

mrpl (-/-) suite & I’administration of grépafloxacine vs souris normales.

mdrla/lb (-/-), mdrla (-/-),
mrpl (-/-) et normale

Sasabe et coll., 2004

mdrla/lb (P-gp or ABCB1) et mrpl (ABCC1)

Les ratios tissu/plasma de vincristine ont démontré des valeurs plus élevées
dans le coeur des souris en sevrage et adultes TKO * vs souris normale.

TKO? et normale

Muramatsu et coll., 2004

“DKO signifie souris double-mutées; pour les génes mdrla et mdrib (ou mdria/1b (-/-))

*TKO signifie souris triple-mutées; pour les génes mrpl, mdria et mdrib (ou mrpl (-I-)mdria/1b (--))

8¢
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1.4 Cardiotoxicités et transporteurs ABC

1.4.1 Evidences de cardiotoxicités et roles possibles des

transporteurs ABC

Un grand nombre de médicaments ont été identifiés commeAVdes substrats
importants de la P-gp et capables de rétablir la sensibilité des cellules tumofales
résistantes. Ceux-ci sont Inommés ‘agents renversant la résistance multidrogue
(multidrug resistance-reversing agents). L’inhibition. des transporteurs ABC in vivo
-par ces agents change inévitablement la distribution et la pharmacocinétique des
médicaments anticancéreux dii a I’inhibition de la fonction de protection normale que
procure la P-gp dans les tissus .normaux. Comme résultafs, les concentrations
tiséulaires et plasmatiques de médicaments augrnentent et peuvent résulter .en

toxicités.

Pluéieurs cas de cardiotoxicités reliées a 1’augmentation des concgntrations
cardiaques de médicaments suite a la co-administration de médicaments
anticancéreux et d’agents renversant la résistance multidrogue oﬁt été rapportés. Le
Tableau 6 résume ces évidences. Par exemple, il a ét¢é démontré que des
médicaments bloqueurs des canaux calciques tels que la nifédipine, la flunarizine, le |

vérapamil ainsi que d'autres agents renversant la résistance multidrogue augmentaient
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les concentrations intracellulaires d’anthracyclines telles que la doxorubicine, la
daunorubicine et l’idarubicine.dans les cardiomyocytes (Sanfostasi et coll., 1991;
Cayre et coll., 1996; Kang et Weiss, 2001) engendrant ainsi des cardiotoxicités. Une
autre étude a démontré que la co-adfninistration de vérapamil et doxorubicine chez
les souris augmentait la concentration maximale de doxorubicine dans le cceur de
40%, augmentait I’incidence et la sévérité de changements dégénératifs dans les
tissus cardiaques et diminuait le taux de survie comparativement a I’administration de
doxbrubicine seule (Sridhar et coll.,' 1992). D’autres études cheé les rongeurs ont
démontré que la cyclosporine A ou son analogue PSC 833 pouva.it augmenter les
c_onéentrations de doxorubucine (Colombo et coll., 1994; Bellamy et coll., 1995,
Gonzalez et coll., 1995; Colombo et coll., 1996a) et d’étoposide (Carcel-Trullols et
coll., 2004) dans plusieurs tissus incluant le coeur. Cette augmentation pouvait étre
corrélée avec une ﬁlus grande incidence et une plus grande sévérité des dommages au
myocarde lorsque la cyclosporine A et doxorubicine étaient co-admihistrés (Bellamy
et coll., 1995). Le mécanisme responsable de cette augmentation de cardiotoxicités
est probablefnent relié a une accumulation de médicaments au niveau du cceur causé
par I’inhibition de la P-gp ou autres transporteurs ABC par des médicamentls tels que
le véraparhil, cyclosporine A ou PSC 833. Ces résultats suggérent que la prudence
est recommandée lorsqu’une combinaison de ces médicaments doit étre prescrite au

niveau clinique.
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1l a été démontré que la distribution cardiaque d’épidoxorubicine, un
médicament de la famille des anthracyclines, était significativement plus élevée suite
a un pré-traitement de 30 min de paclitaxel ou crémophore chez des souris CDFI. En
effet, les niveaux d’épidoxorubicine au cceur se sont révélés beaucoup plus élevés
chez les souris pré-traitées avec du baclitaxel ou crémophore comparativement aux
souris ayant regu un traitement d’épidoxorubicirie seule. Ces résultats suggerent que
les cardiotoxicités induites par ylves médicaments de la famille des anthracyclines
puissent étre accrues lorsdue ceux-ci sént co-administrés avec du paclitaxel
(Colombo et coll., 1996b). En accord avec ces derniers résultats, uné reduction de la
contractilité cardiaque a été obtenue lors de la co-administration de doxorubicine et
pacljtaxel chez I’humain (Gianni et coﬂ., 1995). Les transporteurs ABC semblent par
conséquent influencer la distribution cardiaque 'd’épidoxorubicine et certaines

cardiotoxicités.

De plus, une équipe de chercheurs a généré des‘ souris transgéniques qui
surexprimaient I’ADNc de MDRI1 spécifiquement au niveau du myocarde.
L’administratioq de doxorubicine, qui produit une toxicité cardiaqﬁe irréversible, a
causé des changements dégénér#tifs au niveau du cceur des souris nQrmales qui se

sont révélés absents chez les souris transgéniques (Dell’Acqua et coll., 1999). Ces
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résultats intéressants ont fourni une autre forte évidence du'role important de la P-gp

dans le processus de détoxication du cceur.
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Tableau 6: Interactions médicamenteuses et augmentation de la distribution

cardiaque. (adapté de Couture et coll., 2006)

lors de la co-administration de doxorubicine et
paclitaxel.

humain

Médicament et effet Type Espéce Référence
d’analyse
Une augmentation des niveaux d’anthracyclines | In-Vitro rat Sprague- | Santostasi et coll., 1991
dans les cardiomyocytes et de cardiotoxicités suite a Dawley
une co-administration avec des bloqueurs des
canaux calciques renversant la résistance
multidrogue. , :
Un taux de survie a la baisse, une plus grande In-Vivo souris .. Sridhar et coll., 1992
- incidence et sévérité de changements dégénératifs (BALB/c x ‘
dans les tissus cardiaques et une plus grande DBA/2)F1
concentration maximale de doxorubicine dans le '
ceeur des souris traités au vérapamil et doxorubicine
vs les souris traitées au doxorubicine seul.
La cyclosprorine A a augmenté les concentrations In-Vivo | rat Crl/CD BR | Colombo et coll., 1994
cardiaques de doxorubicine. et souris
CD2F|/Crl BR .
Une augmentation des niveaux cardiaques de In-Vivo souris SCID | Bellamy et coll., 1995
doxorubicine et une plus grande incidence et sévérité '
des dommages au myocarde ont été observées suite
a la co-administration de cyclosporine A.
Des valeurs d’ AUC pour doxorubicine plus élevées | In-Vivo souris CDF1 - | Gonzalez et coll., 1995
dans le cceur lorsque co-administré 4 PSC 833 ‘
(cyclosporine A analogue).
Une augmentation intracellulaire significative de "H- | In-Vitro myocyte de Cayre et coll., 1996
daunorubicin lorsque cellules du myocarde incubées ventricule de
avec daunorubicine et agents renversant la résistance rat Wistar
multidrogue (vérapamil, PSC 833 ou S9788). nouveau-né .
Des concentrations de doxorubicine augmentées ‘In-Vivo souris BDF1 " Colombo et coll.,
dans le coeur de souris pré-traitées au PSC 833. 1996a
Une augmentation de la cardiotoxicité du - In-Vitro rat Wistar Estevez et coll., 2000
doxorubicine en présence d’amiodarone. néonatal
Une distribution d’idarubicine (anticancéreux) au Ex-Vivo rat Sprague- Kang et Weiss, 2001
myocarde augmentée par vérapamil. Dawley
Des concentrations d’étoposide dans le coeur In-Vivo rat Wistar Carcel-Trullols et coll.,
augmentées suite a la co-administration de ' 2004
cyclosporine A. , :
Un pré-traitement au paclitaxel a induit une In-Vivo souris CDF1 Colombo et coll.,
augmentation significative des niveaux ' 1996b
d’épidoxorubicine dans le coeur. '
Une réduction de la contractilité du coeur obtenue In-Vivo Gianni et coll., 1995
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1.4.2 Les ’tr-alisporteurs ABC et le prolongement de

"~ DPintervalle QT
1.4.2.1 Le prolongement de I’intervalle QT

14.2.11 Signification  physiologique de Dintervalle QT dans

I’électrocardiogramme et sa correspondance cellulaire et ionique
1.42.1.1.1  L’électrocardiogramme

Dans un cceur normal, un é€lectrocardiogramme typique comporte 5 ondes
(Figure 2). L’onde P qui est de faible amplitude représente la dépolérisation des
oreillettes engendrée par le no.e.ud sinusal. Le complexe QRS, formé des ondes Q, R
et S_, représente la dépolarisation des vé_ntricules. Einalement, I’onde T représente la
repolaﬁsafion ventriculaire. Etant donné que la repolarisation des oreillettes survient
en méme temps que la dépolarisation des venfricule% son onde est .masquée par le

'cbmplexe QRS.

L’intervalle PR (PQ) représente le temps entre le début de la dépolarisation
des oreillettes et le début de la dépolarisation ventriculaire. Elle correspond a une
mesure du temps de conduction des oreillettes aux ventricules. L’intervalle QT .

correspond a la période entre le début de la dépolarisation des ventricules et leur



35

repolarisation donc refléte la durée du potentiel d’action ventriculaire. Cet intervalle
correspond donc au temps de systole ventriculaire, qui va du début de I'excitation des
ventriculesjusqu'a la fin de leur relaxation. On mesure I'intervalle QT (QT) du début
du complexe QRSb a la fin de l'onde T. Etant donné que l’intérvalle QT est fonction
de la fréquence cardiaqﬁe, il est préférable ci’uﬁliser le QT corrigé (QTc) et se calcule

entre autres par la formule de Bazett ou Fridericia.



R
: N . -
Q ¥ Q ¥
Intervalle QT < Intervalle QT >
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Dépolarisation  Repolarisation
ventriculaire ventriculaire

Figure 2: Représentation de la prolongation de I’intervalle QT dans I’électrocardiogramme.

9¢
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142.1.1.2 Le potentiel d’action

Le potentiel d’action d’un ventricule humain consiste en 5 phases (Figure 3 partie

de gauche, Figure 4):

e La phase 0 : I’ascension du potentiel d’action est une entrée rapide et
importante de Na* (In,) par les canaux sodiques.

¢ Laphase 1: la terminaison de I’ascension du pbtentiel d’action et la phase de
repolarisation initiale résultent de.'inactivation du courant entrant sodique et

‘de D’activation du courant sortant transitoire de K* (Io) }')ar' les canaux
potassiques.

e La phase 2: le plateau du potentiel d’action refléte un équilibre entre le
courant enfrant de Ca® (I¢,) par les canaux calciques de type‘L et les courants
sortant de K" repolarisants. |

. La phase 3 : la pente descendante du potentiel d’action ést la phase de _
repolarisation qui résuite de courants sortants dé K+.(IK: Ik: et Igs) par les
canaux potassiques‘ rectifiant retardés. |

o La phase 4: le potentiel de repos est maintenu par le courant entrant

potassique rectifiant (Ik).



1

PA ventriculaire
, Courant '

Ina - e SRR _SCNSA (Navi 5)

CACNA1C (Cavt.2)
. SLCBAT (NCX1.1)

Géne (protéine)

Dépolarisant

b .

§ (W — KCNJ2 (Kir2.1)

€ 1, ---k  KCND3/KCNIP2 (Kvé.3/KChIP2)
= _

Tl e em— © KCNH2/KCNE2 (NERG/MIRP-1)
E‘ e - : -~ KCNQKCNET (KVLQT1/minK)

KCNAS (Kv1.5)

PA auriculaire

Courant

38

INa - r
.ICa.L' --——r———-_— ____________
Yb!tasel
. time.”
iy
R O
IKr - e N e . e
I .
|

Figure 3: Courants ioniques dépolarisants et repolarisants impliqués dans les

potentiels d’action du ventricule et de I’oreillette dans le coeur humain. Les génes

codant pour les protéinés responsables de ces courants sont indiqués. (adapté de Shah

et coll., 2005)

Plusieurs courants ioniques dépolarisants ou repolarisants contribuent a la

forme du potentiel d’action. Voici les principaux courants responsables de la

repolarisation et par conséqtient influents sur la durée de I’intervalle QT (la Figure 3

schématise la contribution de chaque courant pour ‘chacune des phases du potentiel

d’action) :

Courant sortant transitoire potassique (Iy,) :-
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I, s’active et se désactive rapidement. De concert avec I’inactivation du courant
sodique entraht, ItoAcontribue ala phase"de repolarisation initiale :(p-hase ) lya
deux types de courants I, Lol qui s’active et s’inactive rapidement et qui est sélectif
pour le K et I, qui est moins bien caractérisé mais dépend des concentrations

intracellulaires de calcium (Marban 2002).
Courant entrant calcique par les canaux calciques de type L (Iga) :

Le Ica1 est activé initialement durant ’ascension du potentiel d’action contribuant au
couplage excitation-contraction. Ce courant calcique est maintenu contribuant au

plateau de la phase 2 du potentiel d’action.
Courant sortant potassique rectifiant retardé (I) :

Ik est composé de deux ‘courAants: Ix, qui est la composante rapid¢ et Igs qui est la
composante lente. Iy, et I|A<S qui présentent un p*oﬁl pharmacologique et uné cinétique
différents, sont encodés par deux geénes distincts. Ik, particuliérement lg;, contribue a
ia repolarisation de la phase 2 et la phase 3 du:potentiel d’action. Ce courant

repolarisant I est le plus important dans la détermination de la durée de I’intervalle

QT.
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Courant entrant potassique rectifiant (Ix;) : '

I; est impliqué dans la phase rapide de repolarisation (phase 3) et de plus est

important au maintien de la stabilité du potentiel de repos.
Courant rectifiant retardé ultra-rapide (Iky) :
Ixur n’a pas d’influence sur la prolongation du potentiel d’action du ventricule car il

est présent dans les myocytes des oreillettes et absent chez les cellules des ventricules

(Dobrev et Ravens, 2003). L’existence de Ik, et I,o; dans les myocytes humains des

_oreillettes contribue a la-morphologie différente du potentiel d’action auriculaire vs

. ventriculaire. En effet, le potenti€l d’action auriculaire présente une repolarisation

rapide & la phase 1 plus prononcée et un plateau moins important comparativement au

potentiel d’action du ventricule (Figure 3, partie de droite).

L’électrocardiogramme est ’intégration des potentiels d’action de différentes régions

du cceur et est illustré a la Figure 4.



0)
1
2)
3)

Figure 4: Représentation de I’activité électrique de différentes régions du cceur et
d’un électrocardiogramme qui est la résultante des ondes de dépolarisation et de

repolarisation du cceur. (adapté de Katzung, 1995)

Phases du potentiel d’action

4 2

Dépolarisation
Repolarisation rapide
Plateau

Repolarisation
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1.4.2.1.2 . Facteurs ioniques prédisposant a la prolongation de Pintervalle

QT

Le prolongement de Dlintervalle QT est schématisé a la Figure 2. Une
prolongation excessive de la repolarisation cardiaque (intervalle QT) augmente les
risques de post-dépovlarisations precoces (early afterdepélarization) .(Fig’ure 5) qui
peuvent déclencher un épisode de torsades de pointes, une tachycardie ventriculaire
polymorphe. La torsade de pointe est caracterisée par la succession de complexe
QRS larges dont I’amplitude varie progressivement Adans le temps, paraissant ainsi

“s’enrouler autour de la ligne isoélectrique (Figure 6). Dépendamment de facteurs de
sensibilité propreé au patient, les torsades de pointes peuvent étre asymptomatiques

ou a autre extréme provoquer une fibrillation ventriculaire et mener a la mort subite.

P] Post-dépolarisation précoce
ateau .. provenant du plateau
prolongé i« "

sy

<

-

Figure 5: Représentation d’une post-dépolarisation précoce.
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Figure 6: Représentation schématique d’une torsade de pointe.

La repolarisation cardiaque représente un équilibre fragile entre les courants
ioniques entrants et sortants. Une faible altération d’un scul courant, etg ce
particuliéreinent durant la phése de plateau (phase 2) ou la phase de repolarisation
(phase 3), peut amener un déséquilibre ionique pouvént engendrer une modiﬁcatiori
du potentiel d’action et un prb‘longement . de | l’intcrvalle QT dans
I¢lectrocardiogramme. ~Sommairement, des courants entrants persistants ou des
courants sortants réduits peuveﬁt causer le phénotype du Long QT. Voici plus en

détails différents mécanismes ioniques connus pouvant contribuer a un prolongement

de I’intervalle QT.

142.1.2.1  Diminution des courants sortants potassiques
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Le courant potassique rectifiant retardé (Ix) et ses composantes rapide et lente
(Iks et Ik,) est le courant ayant le plﬁs d’influence dans la détermination de la durée du :
potentiel d’action et par conséquent de I’intervalle QT. - Par conséquent, la diminution
de ces courants potassiques est impliquée dans 1’allongement de l’intervaﬂe QT. En
 fait, la plupart des cas de prolongement de l’intervalle QT de causes congénitales ou
induit par les médiéaments sont f)rovoqués par une diminution de ce courant

potassique (Ix) et de ses deux composantes Ik, et Igs.

On sait que des concentrations potassiques extracellulaires basses engendrent
une prolongation de l’intervalle QT. Les mécanismes responsables dans cette -
situation seraient reliés au fait qu-’une basse concgﬁtration potassique ménerait a une
augmentation de l’inactivation de I, (Yang et coll.,, 1997). Des recherches ont
montré que Ik, contrairement a la plupart des autres courants potassiques, augmente
lorsque la concentration extracellulaire de potassium augmente (ce qui devrait étre
1"inverse étant donné la baisse du gradient électrochirﬁique). De plus, une diminution
de la concentration extracellulaire de potassium a potentialisé le blocage de I iJar un
médicament (Sanguinetti et coll., 1992), ee qui est en corrélation avec le fait que

I’hypokaliémie peut provoquer des torsades de pointes.

De plus, des recherches sur des myocytes ont démontré qu'une diminution de

la durée du potentiel d’action pouvait étre reliée a une plus grande densité de courants’
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potassiques sortants et a une plus grande expression des canaux protéiques associés

(Wickenden et coll.i, 1999; Trépanier-Boulay et coll., 2001 ).

Nous savons que I’apparition d’un'Long QT est une résultante de I’interaction
des différents courants ioniqués. Un fait intéressant est que le vérapamil, un bloqueur
| calcique, qui est un puissant bloqueur de I, n’est pa'skassocié a un allongement dé
l’i'nterva],],e’ QT, ce qui serait attribuableAé un blocage simultané de courants ioniques

entrants (Chouabe et coll., 1998).

1.42.1.2.2 Diminution de I’inactivation ou augmentation de Pactivation des

courants entrants sodiques

Des évidences ont démontré que !’inhibition de l’\inactivation des canaux
- sodiques, causee par des toxines, pouvait cauéer des post-dépolarisations précoces et
cohséquemment un prolongement de I’intervalle QT (el-Sherif et coll, 1988). Une
mutation dans le géne SCN5 codant pour la protéine du canal sodique résulterait en
une déficience dans I’inactivation des canaux sodiques. Etant donné I'importance du
courant sodique dans le potentiel d’action, il est clair qu’une diminution de son ,
inactivation peut prolongt?r l’intervélle QT. L’augmentation des courants sodiques
entrants est impliquée dans des cas de prolongement de i’intervalle QT de causes
congeénitales (In, pour LQT3 ; Table 7). Bien que les mécanismes de prolongation de

I’intervalle QT pour la majorité des médicaments sont médiés par I'inhibition des
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courants potassiques sortants, quelques substances telles 1’ibutilide et DPI-201 ont
allongé le QT par I’augmentation des courants entrants sodiques (Lee et coll., 1998;

Buggisch et coll., 1985).

1.4.2.1.2.3  Diminution de Pinactivation ou augmentation de I’activation des

courants entrants calciques
\

Le déficit d’inactivation des canaux responsables des courants entrants
sodiques, comme il vient d’étre discuté, ou un déficit des canaux potassiques
: reSpohsables des courants sortants peuvent'prolonger' la phase 2 (le plateau du
potentiel d’action) suffisamment pour permettre a des courants calciques médiés par
les canaux de type L a se réactiver et produire des post-dépoiarisations précoces et
torsades de pointe (Zeng et Rudy, 1995). 1l est égalemént possible qu’un courant
entrant ’sodique généré par 1’échangeur Na*-Ca** ou par les canaux sodiques
contribue a l’appérition des post-dépolariéations précocess" 'qui meneront a dés
torsades de pointe. L’augmentation des courants calciques entrants serait impliquée
dans des cas.de prolongement de I’intervalle QT relié a une maladie neurologique

rarc.
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1.4.2.1.3 | - Autres facteurs prédisposant a une brolongation de I’iﬁter\;alle
QT

La prolongation de I’intervalle QT'et la venue d’un épisode de torsades de

- pointe peut étre une conséquence d’un ou de I’interaction de .p'lusieurs facteurs tels

que I’administration de médicaments, des mutations génétiques, la bradycardie et le

genre.

1.4.2.1.3.1 Administration de médicaments

La prolongation de I'intervalle QT ou de .la repolarisation cardiaque induite
par les médicaments est préseﬁtement un probléme majeur pour I’industrie
pharmaceutique et les agences de régulation, et d’autant plus important pour la
sécurité” des patients. L¢ mécanisme le plus commun d’une prolongation de
I’intervalle QT induit par les médicaments est ’inhibition du canal potassique
rectifiant retardé responsable du courant I, cbdée par le géne human ether-a-go-gq-
. related (hERG). Le site de liaison au canal Ik, situé dans la membrane plasmique
semble étre localisé au niveau intracellulaire (Zou et coll., 1997; Zhang et coll.,
1999). Le cisapride, un agent modulateur de la motilité intestinale, est un exemple
d’un me’dicanﬁent ayant la capacité d’induire un prolongement de I’intervalle QT.
Une inhibition du courant_IKI chez des cceurs isolés de cobayes a été démontré avec le

cisapride ce qui s’est révelé étre en accord avec des cas rapportés chez des patients de
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prolongatidn de la durée de repolarisation cardiaque (Drolet et coll., 1998). Des cas
de mort subite relié a la prise de cisapride furent subséquemment rapportés et ce

médicament fut retiré du marché.

La Table 7 liste les médicaments qui ont le potentiel de prolonger ’intervalle
QT par un blocage de Ik, et de causer des torsades de pointe. Parmi ceux-ci on note

des anti-arrythmiques, des antidépresseurs, des anti-émétiques.
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Tabl(eau 7: Médicaments bloqueurs de Ik, ayant le potentiel de causer des torsades de

pointes. (adapté de James et coll., 2005) -

Médicaments Classe Incidence de TdP selon le genre
Amiodarone Anti-arrythmique Femme > Homme
Bepridil Anti-angineux Femme > Homme

Chloroquine

Anti-malarien

Cﬁlorpromazine

Anti-psychotique/anti-émétique

Femme > Homme

Cisapride

Stimulant gastrointestinal

Femme > Homme

Clarithromycine

Antibiotique

Femme > Homme

Disopyramide

Anti-arrythmique

Femme > Homme

Dofétilide Anti-arrythmique Femme > Homme
Dompéridone Anti-nauséeux
Dropéridol Anti-nauséeux/sédatif

Erythromycine

Antibiotique

Femme > Homme

Halopéridol

Anti-psychotique

Femme > Homme

Ibutilide

Anti-arrythmique

Femme > Homme

Mésoridazine

Anti-psychotique

Méthadone

Agoniste opiacé

Femme > Homme

Pimozide

Anti-psychotique

Femme > Homme

Procainamide

Anti-arrythmique

Quinidine

Anti-arrythmique

Femme > Homme

Sotalol

Anti-arrythmique

Femme > Homme

Sparfloxacine

Antibiotique

Thioridazine

Anti-psychotique

TdP: Torsades de pointe
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1.42.1.3.2 Facteurs génétiques

Différentes causes congénitales (syndrome de Jervell-Lange-Nielsen,
syndrome de Romano Ward) peuvent étre impliquées dans le prolongement de
I’intervalle QT. Le géne "human ether-a-go-go-related" ou hERG code pour la
protéine qui représente la sous-unité o des canaux potassiques responsables de Ik;.
Des mutations dans le gene codant pour Iy, est une cause bien connue d’un Long QT
congénital par la diminution des courants potassiques sortants ou de I’incidence d’une
prolongation de I’intervalle QT suite a la prise de médicaments. Des mutations dans
les genes responsables des courants Igs, Ina, Icar €t Ik sont égalements impliqués
dans le syndrome du Long QT (Table 8). Les évidences actuelles suggerent qu’une
mutation reliée au Long QT congénital a été retrouvée pour 5 a 10% des personnes
développant une prolongation de I’intervalle QT et des torsades de pointes suite a la
prise de médicaments (Roden et coll, 2004). Ainsi, les mutations ou
polymorphismes dans les genes codant pour les protéines des canaux ioniques

seraient un autre facteur influangant 1’incidence d’un prolongement de 1’intervalle

QT.
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Tableau 8: Geéne associés a I’apparition d’une prolongation de I’intervalle QT si

muté.

Syndrome Géne mutée Courant déficient Phénotype
LQT1 KCNQI ou KvLQT1 1 Iks TdP a I’effort
LQT2 hERG 1 ke TdP di au stress
LQT3 SCN54 1 Ina TdP au repos
LQT4 Ankyrine B défaut d’ancrage | TdP-dysfonction sinusale
LQT5 . KCNEJ | 1 Iks TdP
LQTé KCNE2 LT TdP
LQT7. KCNJ2 l Ik: syndrome de Andersen
LQTS CA CNA) C . syndrome de Timothy

T ICa,L
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1.42.1.3.3  Bradychardie

La‘bradychardie, caractérisée par une fréquence cardiaque lente, sgrait un des
facteurs prédisposant & un prolongement de 1’intervalle QT. En effet, une fréquence
cardiaque lente est caractérisée par une longue durée de repolarisation. Il a été
observé pour des médicaments bloqueurs de Ik que la prolongation de la durée de
repola;risation s’est a;/érée plus importante en présence de fréquences cardiaques

lentes (Roden et coll., 1986).

1.4.2.1.3.4 Sexe téminin

Plusieurs études cliniques ont démontré que les médicaments ayant la capacité
de prolonger I’intervalle QT .induisent des torsades de pointes plus fréquemment chez
les femmes QUe chez les hommes (Makkar et coll.,‘1993; Lehman et coll., 1996; Drici
et coll., 1998). Cette tendance peut étre associée en partie a un intervalle QTc
(intervalle QT corrigé pour la fréquence cardiaque) naturellement plus long chez la
femme que chez I’homme aprés la puberté (Hulot et coll., 2003). Enr fait, la durée de
’intervalle QT diminue a partir de la puberté chez 1’homme pour revenir a sa durée -
de base ver; 50 ou 60 ans (Kleinman et coll., 1966), tandis que pbur les femmes
’intervalle QT demeure stable. Des études suggérent que les hormones androgénes',
spécifiquement la testbstérone,“ chez ’homme pourraient expliquer en partie un

intervalle QT plus court (Bidoggia et coll., 2000; Brouillette et coll., 2003).
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1.42.2 Implication possible des transporteurs ABC dans le

¢

prolongement de ’intervalle QT

Le blocage du canal pofassique rectifiant retardé Ty, apparait étre le
mécanisme soug-jacent du prolong.ement de la repolarisation observé chez les patients
traités avec des médicaments ayant la capacité de prolonger I’intervalle QT. Le site
de liaison au‘cana] Ik, semble é_tré localisé au niveau intracellulaire (Zoﬁ et coll., -
1997, Zhaﬁg et coll., 1999). ‘En contrdlant I’accés des xénobiotiques au milieu
intracellulaire et au site de liaison de Ik, les transporteurs ABC pourraient moduler
’efficacité ou la toxicité des médicaments. Par cqnséqﬁent, la régulation des
concentrations intracellulaires de médicaments bloqueurs' dc iKr par les transporteurs
ABC peut donc présenter un facteur de modulation important deAs risques de toxicitéé :
Cardiaques, tel que le syndrome du Long QT médicamenteux. La Figure 7
schématise cette hypothése; une rﬁutation ou l’inhibifion d’un transporteur ABC, telle
que la P-gp, pourrait mener a une accumulation intracellulaire d’un médicament
bloqueur d’Ig;, tél le dompéridone, qui iﬁhiberait le canal Ik, en se liant a son éite de

liaison situé du coté intracellulaire engendrant une déficience de la repolarisation.
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Récemment, le risqﬁe de prolongation de [Iintervalle QT suite a
’administration concomitante de deux substrats de la P-gp, le dompéridone et le
kétoconazole, a été reconnu. Ilkest connu que cés deux composés ont la capacité de
prolonger l’inter{falle QT (Osbore et coll., 1985; Bruera et coll., 1986; Gras et coll.,
1996). Une prolongation de la repolarisation cardiaque a été observée lors de la co-
administration du dompéridone et du kétoconazole, ce qui n’a pas été observé pour

I’administration du dompéridone seul (Medecines Control Council, 2006).
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1.5 Expression des transporteurs ABC

1.5.1 Régulation de ’expression des transporteurs ABC

1.5.1.1 Régulation par les médicaments

Des recherches ont démontré que les médicaments pouvaient contribuer a
augmenter ’expression tissulaire des transporteurs ABC. Jetté et collegues (1996)
ont observé qu’une administration de 5 jours de cyclosporine A (10 mg/kg) a des rats,
augmentait de 82% I’expression de la P-gp comparativement au groupe contrdle.
Suite a D’interruption de [’administration de la cyclosporine A, les valeurs
redevenaient aux valeurs contrdles apreés 9 jours. Par conséquent, la cyclosporine A
semblait moduler de fagon réversible I’expression de la P-gp dans les tissus normaux.
Ces résultats doivent par contre tenir compte que seul 1’anticorps C-219 fut utilisé

(Thiebaut et coll., 1989; Liu et coll., 1997).

Plus récemment, une étude a démontré qu’un traitement de 10 jours de
rifampicine ou de vérapamil chez des souris inoculées avec des cellules tumorales
d’ascites d’Ehrlich augmentait les niveaux de la protéine P-gp, bien qu’aucune
augmentation des niveaux de transcrits de mdrla n’ait été détectée (Granzotto et coll.,

2004). -L’augmentation de I’expression protéique en I’absence d’une augmentation
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des niveaux d’ARNm a également été démontrée par d’autres chercheurs qui ont
attribué cette observation a une augmentation de la démi-vie des transporteurs ABC
ou a un effet po.st-traductionnel des médicaments (Hill et coll., 1990; Westphal et
coll., 2000). | De plus, une autre étude récente a révélé.qu’un traitement de 15 jours a
la rifampicine augmentait significativement les niveaux d’ARNm de la P-gp, MRPl.,
MRPZ,. et CYP3A4 chez une lignée cellullaire du tubule rénal, alors que
T’augmentation protéique fut obseryée que pour les transporteurs P-gp et MRP2

(Magnarin et coll., 2004).

Peu d’attention est accordée a la possibilité que I’expression des transporteurs
ABC pourrait étre .affe‘ctée par ’administration de médicaments destinés a des
patients cancéreux mais pour des pathologies autres. Par exemple, il n’est pas rare
que des patients atteints d’un cancer souffrent de .maladies cardiovasculaires.
" Plusieurs médicamenté communément administrés & des patients atteints
d’insuffisance cardiaciue sont des substrats de la P-gp, tels que l’arﬁiodarone, losartan
et digoxin (Schinkel et coll.; 1995; Soldner et coll., 2000). Un traitement chronique
avec des substrats des transpprteurs ABC peut par conséquent augmenter le niveau
d’expressiéﬁ des‘ ces protéines et ainsi conférer une résistance des cellules

cancéreuses a leur traitement et promouvoir un échec thérapeutique.
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1.5.1.2  Régulation par les conditions pathologiques

Une équipe de chercheurs a démontré une augmentation de 1’expression de la
P-gp dans les cardiomyocytes en conditions d’ischémie cardiaque comparativement a
des conditions de perfusion normale chez le porc et le mouton (Lazarowski et coll.,
2005; Laguens et coll., 2007). Des analyses quantitatives pour le transporteur MRP5
pour des échantillons de ventricules provenant de sujets sains ou de patients souffrant
de cardiomyopathie ischémique ou dilatée, suggerent également une régulation a la
hausse dans des conditions ischémiques (Dazert et coll., 2003). De plus, récemment
des chercheurs ont démontré que 1’expression cardiaque du transporteur BCRP ¢tait
régulée a la hausse chez les patients souffrant de cardiomyopathie dilatée ou
ischémique (Meissner et coll., 2006). Selon les auteurs de ces derniéres publications,
les facteurs de transcription des transporteurs ABC seraient activés en condition
d’ischémie cardiaque menant ainsi a I’extrusion du milieu intracellulaire des produits
cytotoxiques dérivés de I’ischémie. Les transporteurs ABC assureraient ainsi un role

de protection cellulaire essentiel a la survie de la cellule.

Par contre, Sims et collegues (2004) n’ont pu observé un changement au
niveau de I’expression cardiaque de la P-gp dans des cas d’insuffisance cardiaque.
De plus, une autre recherche a démontré une diminution de I’expression de la P-gp

chez des patients souffrant d’une cardomyopathie dilatée comparativement aux
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patients souffrant d’une cardiomyopathie ischémique ou sujets en santé. Ces résultats
se sont avérés consistants a la fois pour les niveaux de protéines que pour les niveaux
d’ARNm (Meissner et coll., 2002). Des recherches supplémentaires sont requises

pour évaluer I’effet des conditions pathologiques sur 1’expression des transporteurs

ABC.

1.5.2 .Polymorphismes

L’administration d’un médicament peut conduire une grande variabilité inter-
individuelle de I’effet thérapeutique qui peut potentiellement étre expliquée en partie
par D’expression tissulaire des transporteurs ABC. Cette variabilité peut &tre

expliquée par des polymorphismes pour les génes codant pour les transporteurs ABC.

La mutation silencieuse a la position 3435 de I’exon 26 (C3435T) est le seul
polymorphisme identifié jusqu’a maintenant qui affecte I’expression de la P-gp dans
les tissus humains (Hoffmeyer et coll., 2000). Par exemple pour le rein humain, les
individus possédant le génotype TT ont révélé une expression de la P-gp inférieure de
1.5 fois comparativement aux individus caractérisés par le génotype CC (Siegsmund
et coll.,, 2002). De fagon similaire, dans le petit intestin les niveaux de la P-gp

observes se sont réveélés étre 2 fois moins élevés pour les individus homozygotes pour
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I’allele T comparativement au genotype CC (Hoffmeyer et cdll., 2000; Schwab et
coll., 2003). En accord avec cette derniére observation, des concentrations
plasmatiques plus élevees de digoxine ont été retrouvées chez des patients porteurs du
génotyp'e TT comparativement au génotype CC (Hoffmeyer et coll., 2000). Cette
relation entre les polymorphismes de MDR1/expression dé la P-gp et la disposition
des médicaments n’a par contre pas été observée pour d’autres medicaments tels que
la cyclosporine, talinolol et loperamide (von Ashen et coil., 2001; Siegmund et coll.,
2002; Pauli-Magnus et coll., 2003). De plus, une tendance opposée a été observée
par d’autres chercheurs. Par exemple, Fellay et collegues (2002) ont obtenu des
concentrations plasmatiques plus élevées de nelfinavir pour le génotype CC
comparativement au génotype TT ou CT. Plusieurs études ont été effectuées dans le
but a’obtenir une corrélation entre les polymorphismes de MDRI, particulierement
(C3435T, aux changements de 1’expression ou du fonctionnement de la P-gp, ce qui a
mené a plusieurs contradictions. Une hypothése possible pour expliquer ces
contradictions est que la plupart des études ont focusé sur un polymorphisme
individuel, tel que C3435T, plutét que de s’intéresser & une combinaison de
polymorphismes potentiellement liés appelé haplotype (Woodahl et Ho, 2004). Des
facteurs environnementaux et des différences inter-ethnies peuvent également avoir
été des facteurs d’influence. De plus, des mesures de concentrations tissulaires plutot
que des mesures de concentrations plasmatiques auraient pu donner une indication

plus claire de I’effet de ce polymorphisme.
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Jusqu’a tout récemment, il n’y avait aucune évidence dans la littérature
discutant I’impact des polymorphismes des transporteurs ABC au niveau cardiaque.
Il peut étre prédit que des niveaux cardiaques d’expression de la P-gp faibles ou
élevés -pourraient augmenter ou réduire, respectivement, la distribution de
médicaments substrats de la P-gp menant a des effets thérapeutiques ou toxiques.
Meissner et collegues (2004) ont investigué 1’effet du polymorphisme C3435T de
MDRI sur les niveaux d’expression cardiaque de la P-gp. Ils n’ont observé aucune
influence significative du polymorphisme sur I’expression de la P-gp sur des
échantillons d’oreillettes provenant de cceurs humains. Des €tudes subséquentes sont
requises pour évaluer la pertinence clinique des polymorphismes pour les genes
codant pour la P-gp et autres transporteurs ABC particuliéremeht au niveau

ventriculaire,
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1.6 Problématique et objectifs de recherche

Il est maintenant bien établi que les transporteurs ABC ont un réle de
protection de I’organisme au sein de plusicurs tissus tels que [’intestin, le foie, le
cerveau, les testicules ou le placenta par leur mécanisme d’extrusion de substances
endogenes et exogenes de I'inténieur vers I’extérieur des cellules. Bien qu’il existait
jusqu’a maintenant peu d’information traitant de 1’expression et du rdle fonctionnel
des transporteurs ABC au niveau du cceur, la revue de la littérature présentée aux
pages précédentes suggere la présence de ces transporteurs au niveau du cceur leur
conférant possiblement un rdle de protection contre 1’accumulation de xénobiotiques
dans cet organe. Ces transporteurs étant responsables de I’extrusion de xénobiotiques

auraient le potentiel de contrdler les concentrations intracellulaires de xénobiotiques.

Certains médicaments sont reconnus pour posséder la capacité de prolonger
I'intervalle QT dans 1’électrocardiogramme en inhibant le canal potassique rectifiant
retardé I, responsable de la repolarisation cardiaque. Une repolarisation déficiente
prolonge I'intervalle QT dans 1’électrocardiogramme et peut engendrer un épisode de
torsades de pointes pouvant mener a la mort subite. Le site de laison au canal Ig,,
situé dans la membrane plasmique, semble étre localisé au niveau intracellulaire. Par

consequent, la régulation des concentrations intracellulaires cardiaques par les
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transpoﬁeurs ABC pourrait .étre un facteur déterminant’ dans " I’incidence des
cardiotoxicités tel que le syndroﬁle du Long QT ’médicamenteux,’ pour des agents
bloqueurs du canal Ix,. Pour ces raisons, nous avons émis I’hypothése que les
transporteurs ABC, telle que la P-gp, parlleur régulation des concentrations
intracellulaires cardiaques, pourraient potentiellement contrler [’accés d’un

médicament bloqueur d’Ik, a son site de liaison sur ce canal potassique.

De plus, il est connu que la réponse aux médicaments, d’un point de vue
thérapeutique ou de toxicités, peut varier grandement d’un individu a 1’autre. Ces
variations peuvent étre expliquées en'partie par des différences alléliques au niveau
des enzymes du CYP450 mais une grande portion de la variabilité inter-individuelle
ne peut étre expliquée a ce jour. Par exemple I’incidence de cardiotéxicités, tel que le
syndrome du Long _QT médicamenteux, est dotée.d’une grande variabilité inter-
individuelle. 11 est bien établi que les femmes sont plus a risque que les hommes a
développer cette cardiotoxicité suite a la prise de médicaments ayant le potentiel de
prolonger l’intervalle QT. Bien que des évidences suggerent que les androgénes
pourraient jouer un réle dans cette différence entre genres, les  scientifiques
s’entendent pour afﬁrmer que les facteurs responsables de cette différence demeurent

obscurs. En investiguant si un transporteur ABC, telle que la P-gp, puisse influencer

les concentrations intracardiaques d’un médicament bloqueur d’lk,, les variations
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génétiques pour ce transporteur pourraient expliquer en partie les variations inter-

individuelles pour I’incidence du syndrome du Long QT médicamenteux.

Suite 4 une revue de la littérature exhaustive démontrant 1’expression de
certains transporteurs ABC au niveau du cceur, nous avons vériﬁé IYimplication de la
P-gp dans la distribution cardiaque et tissulaire du dompéridone a 1’aide de souris
déficientes pour le géne codant pour la P-gp. Le dompéridone est a la fois un substrat
de la P-gp et un bloqueur‘d’];(r et fut adlﬁinistré a des souris simple mutées (mdrla (-
/-)), des souris double-mutées (mdrja/] b (-/-)) ainsi qu’a des ;souris normales. Suite a
I’administration intraveineuse de *H-dompéridone, les souris furent euthﬁnasiées a six
différents temps jusqu’a 120 min post-dose. Le sang, 1(; plasma et environ vingt-cing
tissus; incluant les structures du cceur, furent prélevés et analysés pour leur niveau de
radioactivité associé¢ au dompéridone par comptage par scintillation liquide. La
détermination de la présence relative de la substance mére par rapport aux
métabolites radioactifs de la dompéridone fut o‘ptenue par HPLC avec détéction
radiométrique. Nous avoﬁs tenté d’identifier les métabolites majeurs du dompéridone
par LC/MS. De plus, de I’autoradioluminographie sur corps entier pour visualiser la
distribution de radioactivité associ¢ au dompéridone ainsi que de la micro-
autoradiographie pour vérifier la pénétration intracellulaire du dompéridone pour les

cardiomyocytes ont ét¢ effectués. Des différences entre les souris déficientes pour le
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gene codant pour la P-gp et les souris normales pourraient donc nous suggéref un role
de la P-gp dans la régulation des concentrations intracardiaques de xénobiotiques, et

par conséquent dans la modulation de I’incidence de cardiotoxicités.

Plusieurs cas d’interactions médicamenteuses lors de la‘co-administration de
deux médicaments impliquant les transporteurs ABC ont été rapportés dans la
littérature.  De plus, tel que discuté dans les sections précédentes, certains
médicaments auraient le potentiel de moduler les niveaux d’expression des
transporteurs ABC. Pér exemple, la cyclosporine A a semblé moduler de fagon
réversible I’expression de la P-gp dans les tissus_ normaux .suite a un traitement de 5
jours de cyclosporine (Jetté et coll., 1996) ou un traitement de 10 jours de rifampicine
ou de vérapamil chez des souris augmgntait les niveaux de la protéine P-gp
(Granzotto et coll., 2004). Les répercussions que peuvent pro.voquer une modulation
des transporteurs ABC par un traitement chronique d’ﬁn médicament substrat des
transporteurs ABC, au niveau de ’effet thérapeutique ou de 1’incidence de_toxicités

d’un autre substrat, peuvent donc étre considérables.

Nous avons donc investigué la possibilité qu’un pré-traitement de 5 jours
consécutifs de vérapamil avant I’administration de *H-dompéridone a la sixiéme

journée puisse altérer les concentrations intracardiaques et tissulaires du dompéridone
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chez les cobayes par une modulation de I’expression de la P-gp ou de son activité par
le vérapamil. Les résultats obtenus pour ces animaux furent comparés aux résultats .
obtenus pour les cobayes pré-traités qu’une seule fois au vérapamil, soit 2 h avant
I’administration du dompéridone (inhibition compétitive), ainsi qu’aux résultats du
groupe contrdle caractérisé par I’absence de pré-traitement au vérapamil. Le sang, le
plasma et une trentaine de tissus, incluant les structures du cceur, furent prélevés de
chaque animal et analysés poﬁr leur niveau de radioactivité associé .au dompéridone
par comptage par scintillation liquide. La détermination de la présence relative de la
substance mére par rapport aux métabolites radioactifs de la dompéridone fut obtenue
par HPLC avec détection radiométrique. La répohse pharmacodynamique fut évaluée
par la mesure de lintervalle QT dans l’élecfrocardiogramme pour ces trois
conditions. De plus, étant donné qu’au niveau clinique les femmes semblent étre plus
prédisposées éu syndrome du long QT médicamenteux que les hommes, la différence
entre genre fut évaluée pour les résultats de distribﬁtion de dompéridone et de

pharmacodynamie.
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2.1 Introduction

Le principal composé utilisé dans cette recherche fut le dompéridone, un
substrat de la P-gp et un bloqueur du canal Ig,. De fagon a évaluer le réle de la P-gp
dans la distribution cardiaque et tissulaire du dompéridone, ce dernier fut marqué a un
isotope radiqactif, le tritium. Par conséquent, plusieurs techniques utilisées pour
atteindre les objectifs de la recherche sont principalement basées sur la détection
d’émissions radioactives. Le *H-dompéridone, ainsi radiomarqué, a permis de
refracer ‘et quantifier les niveaux de dompéridone dans les tissus. Parmi ces
techniques, le comptage par scintillation liquide, 1’autoradioluminographie sur corps
entier, la micro-autoradiographie, la chrbmatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC) avec détection radiométrique furent utilisées. Les principes de
base de ces techniques reposant sur la détection d’émission de radioactivité sont

décrits ci-dessous ainsi que certaines spécificités reliées aux études effectuées

2.2 Marquage radioactif du dompéridone et

techniques utilisées
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2.2.1 Marquage radioactif du dompéridone

L’isotope radioactif, le tritium, fut utilis€¢ pour marquer la molécule du .
dompéridone. Le tritium est un isotope instable de 1’hydrogéne et est un faible
émetteur d’énergie béta dans la quéte de son état stable. Il posséde une demi-vie de
12.3 années. Pour ces études, le tritium fut par conséquent un isotope facile a utilisé
par sa longue demi-vie et sa manipulation représentait un risque minimal pour la

sécurité de ceux qui le manipulaient.

Le *H-dompéridone a été synthétisé par Perkin-Elmer (Boston, MA) par
réduction d’un précurseur brominé provenant de la bromination du dompéridone a
une activité spécifique de 48.3 Ci/mmol (1787 GBg/mmol) ou 1.13 x 10° pCi/mg
(4195.8 MBq/mg). La pureté radiochimique supérieure & 98% a été obtenue par

HPLC avec détection radiométrique.
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2.2.2 Comptage par scintillation liquide

2.2.2.1 Description de la technique de comptage par scintillation

liquide

Le principe du comptage par scintillation liquide est de convertir les émissions
radioactives d’un échantillon en photons de Ilumiére visible qu’uﬁ tube -
photomultiplicateur peut détecter. Pour ceci, les échantillons radioactifs ont été
transférés dans des fioles et 10 mL de fluide a scintillation furent ajoutés. Ce liquide
contenant du fluor, entre en fluorescence 'lorsque bombardé par des émissions
radioactives. Ainsi, le fluor a converti les émissions de radioactivité invisibles en
lumiére visible.  Le compteur & scintillation liquide est doté d’un tube
photomultiplicateur qui détecte la lumiere (photons) résultant de l’excitétion du fluor
par les émissions radioactives. L’instrument a donc compté cette lumicre ou cette
scintillation et les a quantifi¢ en coups par minute (CPM). Les CPM ont été par la
suite convertis en désintégrations par minute (DPM) selon I’efficacité de comptage
basée sur I’isotope du tritium et les propriétés des échantillons. L’efficacité¢ de
comptage est calculée en fonction du masquage (quench) qui peut dépendre de la
présence dans la fiole de molécules colorées ou de d’autres molécules qui absorbent
les photons. Pour ces raisons, les tissus a analyser ont dii étre solubilisés dans de

I’hydroxide de tétraéthylammonium avant d’étre analysés. Le sang a di étre
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préalablement décoloré dans du peroxyde d’hydrogéne (30% poids/volume) suite a
_une solubilisation. Les échantillons de plasma ont pu étre directement combinés au

fluide a scintillation.

La technique du comptage par scintillation liquide posséde de grands
avantages qui se sont avérés trés utiles pour les recherches présentées dans cette thése
compte tenu du nombre élevé de tissus & analyser (s’estimant a plus de 3000 tissus).
Ces avantages incluent la facilité de préparation des échantillons et la possibilité
d’analyser rapidement une grande quantité d’échantillons. De plus, le comptage par
scintillation liquide avec ses limites de détection extrémement basses, permet la
mesure de trés faibles émissions de radioactivité_ tel le rayonnement béta émis par

I’isotope du tritium.

2.2.2.2 Résultats quantitatifs

Tous les tissus analysés dans le cadre des études animales discutées dans cet
ouvrage ont été pesés suite 4 leur collection. Etant donné que le poids du tissu
analysé (IOrsqﬁ’il est entier) ou le poids relatif au poids total . du tissu (lorsqu’une
portion du tissu est comptée) était connu, des résultats de dpm total ou par gramme de

tissu ont été calculés par comptage par scintillation liquide. Les résultats obtenus en
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dpm ont été par la suite convertis en microcuries (uCi) selon la‘notion qu'un dprh
correspond a 2.22 x 1(.)6 uCi. Les résultats en microcurie§ par gramme de fissu
(uCi/g) ont par la suite été convertis en microgrammes-équivalent de dompéridone
par gramme de tissu (ug eq/g) en se basant sur lactivité spécifique du *H-

dompéridone (1.13 x 10° uCi/mg).

La validité des résultats obtenus par comptage par scintillation liquide a été
vérifiée selon différents paramétres. Un standard interne fut inclus pour chaque
analyse et son résultat en dpm comparé a son résultat anticipé avec un niveau
d’acceptation de + 5%. Une fiole contenant dﬁ fluide a scintillation sans échantillon
(background) fut également incluse pour chaque analyse et son résultat devait
correspondre a un compte inférieur a 70 dpm puisque le tritium était 1’isotope utilisé.
Une valeur de chémoluminescence a été égalemen\t obtenue pour chaque échantillon
et devait étre inférieure a 10%. Le quench fut également vérifié pour chaque

échantillon.

2.2.3 Autoradioluminographie sur corps entier

Cette technique d’autoradioluminographie sur corps entier (whole-body

autoradioluminography) implique dans un prémier temps la collection de coupes
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sagittales d’un animal administré d’un composé radiomarqué. Dans un deuxieme
temps, ces coupes sont exposées a des plaques de phosphore sensibles a 1’émission de
radioactivité pour obtenir des images illustrant la distribution de radioactivité

associée au composé radiomarqué dans les organes du corps entier.

Pour ce faire, chaque animal administré avec le *H-dompéridone et euthanasié
a son temps respectif fut gelé trés rapidement dans un mélange de glaces séches
(CO,) et d’hexane représentant une température de -70°C. Par la suite, les carcasses
d’animéux furent enrobées dans du carboxyméthylcellulose 2% et le tout
subséquemment gelé pour obtenir un bloc solide. Chaque bloc contenant une ou des
carcasses fut sectionné a 1’aide d’un cryomicrotome pour obtenir des coupes d’une
épaisseur de 30 pm a différents niveaux de fagon a obtenir les organes d’intérét. Les
coupes ont été prélevées a ’aide d’un ruban adhésive d’une largeur suffisante et ont
été par la suite lyophilisées dans le cryomicrotome avant d’€tre exposées a des

plaques de phosphores spécifiques pour le tritium.

Chaque coupe lyophilisée fut mise en contact avec une plaque de phosphore
dans une cassette hermétique a la lumiere pour cinq jours. Les cassettes ont été
placées dans une boite de plomb de fagon a réduire le bruit de fond et améliorer le

signal. Lorsque exposés a une émission de radioactivité, les cristaux de phosphore
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photosensibles (BaFBr:Eu2") contenus dans les plaques de phosphore emmagasinent
I’énergie provenant. de I’émission de radioactivité. Au terme de la durée
d’exposition, les plaques de phosphore furent balayées par un faisceau laser d’un
scanneur et 1’énergie emmagasinée convertie de fagon proportionnelle en
luminescence. Cette luminescence fut par la suite convertie en un signal électrique
par un tube photomultiplicateur permettant I’obtention d’une image illustrant la

distribution de la radioactivité associée au *H-dompéridone.

2.2.3.1 Validation

Bien que dans le cadre des études présentées dans cette these des données
quantitatives aient été obtenues pour quelques temps spécifiques ces résultats n’ont
pas été présentés di a la disponibilité des données quantitatives par comptage par
scintillation liquide obtenus pour tous les temps d’analyse. Les données qualitatives,
représentées par des autoradioluminogrammes illustrant la distribution de ‘H-
dompéridone, furent incluses dans cette these. La technique
d’autoradioluminographie sur corps entier a di préalablement étre validée pour
* certains parametres tels que: 1’homogénéité de l’\épaisseur des coupes collectées
(intra-coupe et inter-coupes) pour le cryomicrotome; et la linéarité de la réponse en

fonction des concentrations de radioactivité et 1’homogénéité de la réponse intra-

plaque et inter-plaques de phosphore pour le scanner et son logiciel d’analyse.
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2.2.4 Micro-autoradiographie

La technique de micro-autoradiographie permet d’investiguer la distribution
de radioactivité associée au composé radiomarqué a des structures plus petites non
visible par autoradioluminographie sur corps entier. Cette technique a consisté dans
un premier temps au transfert sur une lame de verre de coupes collectées a 1’aide d’un
cryomicrotoﬁe incluant le myocarde de souris préalablement gelées dans un mélange
de glaces seches (CO,;) et d’hexane (-70°C) et enrobées dans du
carboxyméthylcellulose 2%. Les lames de verre incluant le cceur de souris
préalablement administrées avec le *H-dompéridone ont été par la suite trempées
dans une émulsion photographique et gardées dans une boite hermétiqﬁe a la lumiére
pour une durée d’exposition de deux semaines. Par la suite, les lames contenant
I’émulsion furent dévéloppées et fixées par 1’utilisation ‘de deux sohitiohs. Les lames
de verre contenant les structures d’intérét furent par la suite colorées a I’aide des
colorants €osine et hématoxyline et examinées par microscopie €lectronique par un
pathologiste pour évaluer la distribution des grains d’argent dans les structures du
ceeur. La distribution des grains d’argent correspondait donc a la distribution de
radioactivité associée au *H-dompéridone. L’apparition des grains d’argent est la
résultante de I’interaction de 1’émission de radioactivité et des cristaux de bromide

d’argent en suspens dans I’émulsion. Cette technique a engendré des résultats
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qualitatifs et sont représentés par une illustration de la distribution des grains

d’argent.

2.2.5 Chromatographie en phase liquide a haute

performance (HPLC) avec détection radiométrique

2251 Principes de base de la technique de HPLC

La technique de HPLC est utilisée pour la séparation de molécules d’un
mélange homogene de différents provduits. Un fluide appelé phase mobile parcourt
une colonne qu’on appelle la phase stationnaire. Le mélange a séparer est injecté a
I’entrée de la colonne ou il se dilue dans la phase mobile qui I’entraine a travers la
colonne. Par les propriétés de la phase stationnaire et mobile, les constituants du
mélange a séparer sont inégalement retenus lors de la traversée de la colonne. Les
constituants, étant élués de la colonne les uns aprés les autres, donc a un temps de
rétention différent deviennent séparés. Etant donné que I’échantillon & analyser est
poussé dans la colonne par la phase mobile créant une certaine pression, les
composants présents n’ont pas le temps de diffuser dans la colonne ce qui produit des
pics étroits et une bonne séparation. Un détecteur placé a la sortie de la colonne
couplé & un enregistreur permet d’obtenir un chromatogramme. L’énregistrement

d’un pic sur le chromatogramme correspond donc au passage d’un composé séparé.
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Pour les expériences décrites dans cette these, la technique de HPLC a été
effectuée en phase inverse. C’est-a-dire que la phase stationnaire, soit la colonne,
consistait en un milieu apolaire composé de silice greffée par des chaines linéaires de
18 atomes de carbones (C,s). La phase mobile consistait donc a un éluant polaire et

ce sont les composés polaires qui étaient €lués en premier.

2.2.5.2 Détecteur radiométrique

Le principe de détection des métabolites radioactifs par un détecteur
radiométrique utilise des principes similaires au comptage par scintillation liquide et
consiste en un éc_hantillori qui s’écoule plutdt qu’a un échantillon transféré dans une
fiole. L’échantillon & analyser se combine avec un fluide & scintillation. Le fluide a
scintillation au contact de 1’émission de radioactivité produit une scintillation qui est
convertie en photoné (ondés de la région visible du spectre électromagnétique) captés
par les tubes photomultiplicateurs. Le tube photomultiplicateur consiste en une
photocathode, qﬁi est la composanté photosensible, ainsi qu’uﬁ multiplicateur
d’électrons. La photocathode émet des électrons lorsque exposée a la lumiére. Le
nombre d’électrons émis est proportionnel au nombre de photons regus. Le

multiplicateur d’électrons amplifie le nombre d’électrons résultant de chaque
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scintillation pour produire un signal électrique qui est représentatif du nombre de
photons libérés pendant la scintillation. Par conséquent, la magnitude de la rafale
d’électrons émise par le tube photomultiplicateur est proportionnelle aux nombres de
photons libérés pendant la scintilla;[ion et donc proportionnelle a 1’émission de

radioactivité.

2.2.5.3 Calibration

Avant de procéder a I’analyse des €chantillons pour lesquels les résultats sont
rapportés dans cette thése, quelques tests furent effectués. Tout d’abord une solution
de *H-dompéridone fut combinée & un volume de phase mobile et aﬁalysée par le
systéme de HPLC avec détection radiométrique pour déterminer le temps de rétention
de la substance mére et pour optimiser les conditions chromatographiques. De plus,
une solution de *H-dompéridone fut incorporée a un homogénat de foie de souris
provenant d’un animal non traité. Les protéines furent précipitées a 1’aide
d’acétonitrile et I’échantillon centrifugé. Le surnageant fut par la suite filtré avant
d’étre analysé. Le but de ce.test était de confirmer-que 1’influence du tissu n’affecte
pas le comportement chromatographique du dompéridone, c’est-a-dire son temps de
rétention. Dans un troisieme temps, un échantillon de foie d’une souris administrée
de *H-dompéridone, préparé tel que décrit ci-dessus, fut analysé pour confirmer les

conditions optimales.
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L’échantillon de *H-dompéridone dilué dans la phase mobile était injecté a
trois reprises au début et a la fin de chaque série d’analyse d’échantillons des études
pour vérifier la réponse et la reproductibilité du systtme HPLC (system suitability
and reproducibility). Entre les trois analyses du début, les résultats du nombre total
de dpm obtenus dans le chromatogramme devaient correspondre a un coefficient de
= variation inférieur ou égal a 5%, de méme que pour les trois analyses effectuées-a la
fin de la série d’analyse d’échantillons. De plus, la différence entre les résultats
moyens obtenus pour les analyses du début et de la fin devait correspondre a un

pourcentage de différence inférieur ou égal a 15%.

2.3 Conclusion

.Les techniques utilisées dans cet ouvrage ont permis d’évaluer le role des
transporteurs ABC, telle que la P-gp, dans la distribution du *H-dompéridone dans un
grand nombre de tissus avec un intérét particulier au niveau du cceur. Ces techniques
nous ont permis- également d’évaluer I’effet de pré-traitements au vérapamil sur la
distribution cardiaque et tissulaire du *H-dompéridone. Les objectifs de cette thése
ont été remplis par I’utilisation de ces techniques. Il est a noter que les techniques

décrites dans cette section et utilisées dans le cadre des recherches incluses dans cette
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thése furent préalablement validées selon les normes des. bonnes pratiques de
laboratoire (good laboratory practice) et que les manipulations furent effectuées

également dans ’esprit de ces normes.



CHAPITRE III

Etude du réle de la P-gp sur la distribution du
dompéridone au cceeur et autres tissus par Putilisation
de souris mutées pour le géne codant pour la P-

glycoprotéine
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"AUC_tast, area under the concentration-time curve from time O to the last time point;
Cmax, peak concentration; HPLC, high-performance liquid -chromatography; Tmax,
time at which the. méximal concentration was determined; WBA, whole-body

autoradioluminography
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3.1.1 Résumé

Objectif: La P-glycoprotéine (P-gp) ag‘i't comme une protéine d’efflux pour
transporter les médiéaments du milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire.
| La P-gp est codée par le géne MDRI chez I’humain et par les génes mdrla et mdrlb
chez les rongeurs. L’objéctif de cette étude était d’évaluer si 1’activité de la P-gp
pouvait moduler la distribution du dompéridone aux tissus, et plus particuliérement
au cceur. Cette i;lformation pourrait contribuer & une meilleure compréhension des
cardiotoxicités (syndrome du Long QT) associées avec la prise du dompéridone.
Méthodes: Le [*H]dompéridone a été administré (5 mg/kg) de fagon intraveineuse a
trente souris mdrla (-/-) et a trente souris normales de type FVB. Les animaux ont
par la suite été sacrifiés a six différents temps jusqu’a 120 min post-administration.
Les structures du cceur et environ vingt-cing tissus ont été prélevés et analysés par
comptage par scintillation liquide pour déterminer la radioactjvité associée au
[*H]dompéridone. De [I’autoradioluminographie sur corps entier (whole-body
autoradioluminography ou WBA) a été effectué sur certains animaux et du HPLC
avec détection radiométrique a également été réalisé sur certains animaux pour
évaluer les niveaux de dompéridone versus les métaf)olites dans quelques tissus.
Résultats: Des niveaux significativement plus élevés de radioactivité associée au
[*H]dompéridone ont été observés dans les ventricules du cceur, le cerveau, les

poumons, les ganglions lymphatiques, les muscles squelettiques, la peau, les
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testicules, etrpour les parois et le contenu du gros intestin entre les souris mdrla (-/-)
et les souris normales (p<0.05). Les v>enitricules gauche et droit des souris m&’rl a(-/-
) ont présentés des niveaux plus importants (une augmentation jusqu’a 28%)
comparés aux souris normales (p<0.01). Conclusion: Le transporteur P-gp semble
jouer un réle dans la modulation de la distribution du Adompéridone pour plusieurs

tissus incluant le coeur.

3.1.2 Abstract

Objective: P-glycoprotein (P-gp) acts as an efflux protein to extrude drugs
from the intracellular milieu. P-gp is encoded by MDR/! in humans and by mdrla and
mdr1b in rodents. The objective of our study was to determine whether P-gp activity
modulates distribution of domperidone to tissues, and in particular to the heart. This
information could provide a better understanding of cardiotoxicity (Long QT
syndrome) observed with domperidone. Methods: [*H]Domperidone (5 mg/kg) was
administered intravenously to thirty mdrla (-/-) and thirty wild-type FVB mice.
Animals were sacrificed at six different time points up to 120 min post-dose. Heart
structures and approximately twenty-five tissues were> excised and processed by
liquid scintillation spectroscopy to determine *H-domperidone-related radioactivity
levels. Whole-body autoradioluminography (WBA) wés also performed on selected

animals and HPLC with radiometric detection was used to assess levels of
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domperidone vs metabolites in some tissues. Results: Significantly higher levels of
3 H-domperidone-related radioactivity were observed in heart ventricles, brain, lungs,
lymph nodes, skeletal muscle, skin, testes, and large intestine wall and contents of
mdrla (-/-) vs wild-type mice (p<0.05). Left and right cardiac ventricles of mdrla (-
/-) mice had greater levels (up to 28% increase) compared to wild-type mice
(p<0.01). Conclusion: The P-gp transporter appears to have a modulatory role in the

distribution of domperidone to several tissues including the heart.
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3.1.3 Introduction

Domperidone (5 -cilloro- 1-{1-[3-(2,3-dihydro-2-0x0-1H-benzimidazol-1-
yDpropyl]-4-piperidinyl }-1,3-dihydro-2H-benzimidazol-2-one) is used clinically as
an antiemetic agent. Its antiemetic action is due to blockade of peripheral dopamine
receptors (Van Nﬁeten et al.,, 1978). Domperidone does not cross the blood-brain
barrier to any appreciable degree and so exerts relatively little .effects on cerebral
dopaminergic receptors (B'rogden et al., 1982; Prakash and Wagstaff, 1998; Baroné
1999). Domperidone is used in many countries but has never been approved by the
-FDA for the USA market. Indeed, severe adverse cardiac effects including |
prolongation of the QT interval, ventricular arrhythmias and cardiac arrest were
associated with the early use of domperidone (Osborne et al., 1985; Bruera et al.,
1986). A block of the rapid component of the delayed-rectifier potassium current
(Ixy) in a concentration dependent manner has been proposed to explain domperidone-
induced cardiac toxicities (Drolet ét al., 2000). Since the binding site for blockade of
Ik is intracellular (Zou et al., 1997; Zhang et al., 1999; Mitcheson et al., 2000), the
cardiac intracellular concentration of domperidone may represent a key determinant

of drug action and toxicities.

P-gp is a member of the ATP-binding cassette (ABC) transporter superfamily

that comprises around fifty members. As these transporters are ATP-dependent
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efflux proteins, ATP hydrolysis is required to translocéte substrates against a
concentration gradient from the intracellular toward the extracellular regions.
Whereas humans have only one type of drug-transporting P-gp protein, encoded by
the ABCBI gene (also called MDRI), micé have two, mdrla (also called mdr3) and
mdr1b (also called mdr1) (Schinkel, 1997). It is suggested that the two P-gp isoforms
in mice fulfill the same function as the single MDR1 in humans (Schinkel, 1997).
This protein thought at first to be confined to tumor cells, associated with an acquired
resistance to anticancer drugs, was subsequently found to be located in normél tissues
such as at the apical surface of liver hepatocytes, in proximal tubular cells of l'(idn‘eys
and in enterocytes of intestines (Thiebaut et al., 1987; Gatmaitan and Arias, 1993;
Hunter et al., 1993a,b; Terao et al., 1996). This suggested a physiologic function for
| P-gp in the detoxification of the organism by excreting its substrates into bile, urine
and intestine contents. Therefore, given the importance of these tissues in drug
absorption, metabolism and excretion, it was rapidly conceived that P-gp could have.
an important influence on disposition of drugs that were P-gp substrates. Expression
of P-gp and other ABC transporters has been reported in other tissues including the

myocardium (Couture et al., 2006).

The primary objective of our study was to characterize the modulatory role of
P-gp on the tissue distribution of domperidone, a well known P-gp substrate based on

in vitro data (Schinkel et al., 1996; El Ela et al., 2004; Faassen et al., 2003), by the
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use of mutated (mdrla (-/-)) mice, which are deficient in one isoform of the gene
coding for P-gp, following a single intravenous administration of [*H]domperidone.
In particular, our objective was to characterize the role of P-gp in the distribution of

domperidone to the heart.

3.1.4 Methods

3.1.4.1 Chemicals

Unlabeled domperidone was purchased from MP Biomedicals (Aurora, OH). |
The purity of domperidone was 99.7% by HPLC. [3H]domperidone (Fig. 1) was
synthesized at Perkin Elmer (Boston, MA) by the reduction of a brominated precﬁrsor
obtained from the bromination of domperidone. The specific activity of
[3H]domperidone was 48.3 Ci/mmol (113 mCi/mg) with a radiochemical purity
>98% as determined by ﬁPLC with radiometric detection. Hionic fluor was obtained
from Perkin Elmer (Boston, MA). All other chemicals were of analytical grade

appropriate for HPLC.
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3.14.2 Animals

Adult male FVB wild-type (FVB/Ntac) and FVB mdrla (-/-) (FVB.129P2-
Abcb1a"'B'™N7) mice were received from Taconic (Germantown, NY) and were
acclimated to the laboratory environment for at least 1 week prior to treatment. On
the day of treatment, the FVB mdrla (-/-) mice and FVB wild-type mice were 12
weeks and 10 to 13 weeks of age, respectively. Environmental conditions during the
study conduct were controlled-at a temperature and relative humidity of 22 + 3°C and
50 £+ 20%, respectively. The photoperiod was 12 hours light énd 12 hours dark
except when interrupted due to scheduled activities. All animals had free access to a
standard certified pelleted commercialilaboratory diet (PMI Certified Rodent Chow
5002: PMI Nutrition International) and tap water except during designated
procedures. The research was in accordance with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals published by the US National Research Council (NRC

publication, revised 1996).

3.14.3 Confirmation of genotypes

Livers from wild-type and mdrla (-/-) mice were homogenized in water (2
w/v) and homogenates kept at -80°C. Approximately 15 mg of liver homogenates

were weighed and DNA isolated using a DNA Isolation Kit from Gentra Systems
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(Plymouth, MN). Primers designed against exon 6, where deletion in mdrila gene is
located for mdrla (-/-) mice, were used for PCR reactions. Primers mdrléSf (5°-
GTACGCCTACTATTACACCGGGAT-3") and mdrla6r (5-
CTTTGCCCAAATACCAGCTGA-3’) were purchased from Invitrogen (Burlington,
Ontario, Canada). Electrophoresis of 25 uL'of the PCR reaction (including 1 pL
containing approximately 150 ng of cDNA) was performed using 1% agarose gel.
Following migration, bands were compared under UV light to the standard (DNA
Molecular Weight Marker X, Roche Applied Science Indianapolis, IN) and examined
for the presence or absence of the 1100 bp band corresponding to exon 6 of the
mdrla gene. In order to verify the presehc¢ of mdrla gene following the isolation of
DNA from liver homogenates, primers mdrlaSf (5°-
GTACGCCTACTATTACACCGGGAT-3’) and mdrlaSr (5 -
TCTGTGAGCCGGGTGTTGTGCT-3") targeting exon 5 were used in a PCR

reaction and products separated by 1% agarose electrophoresis.

3.1.4.4 Dose formulation

The [*H]domperidone dose formulation was prepared by combining
radiolabeled and unlabeled test articles in vehicle (0.005 M lactic acid in saline) to
achieve a target concentration of 0.385 mg/mL and a target radioactivity

concentration of 103 uCi/mL. The dose formulation was prepared in order to deliver
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a dose level of 5 mg/kg of domperidone and a radioactivity level of 45 pCi per animal

in a dose volume of 13 mL/kg.

3.1.4.5 Dose administration

Five animals per time point/genotype were administered [*H]domperidone
dose formulation by intravenous injection via the tail vein using an Abbocath®. The
dose delivered to each animal was calculated gravimetrically on the basis of the net
weight of dosage for‘mulation expelled from the syringe, the level of radioactivity
recovered in the Abbocath®, and on the basis of the radioactivity concentration in the

dose formulation.

3.1.4.6 Study design

Four animals per time point/genotype (3 animals per time point/genotype for
liquid scintillation spectroscopy analysis and 1 animal per time point/genotype fof
HPLC analysis) were euthanised by exsanguination under isoflurane anesthesia and
blood collected from the abdominal aorta at 4, 7, 15, 30, 60 and 120 min post-dose.
Plasma was obtained from blood after centrifugation. Twenty-seven structures and

organs were collected from each animal. One animal per time point/genotype was
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euthanised at 2, 7, 15, 30, 60 and 120 min post-dose by an intravenous injection of

Euthanyl® (approximately 200 mg/kg) into the tail vein and prepared for WBA.

3.1.4.7 Liquid scintillation spectroscopy

Duplicate aliquots of whole blood (50.uL) were sampled for radioactivity
analysis. The remainder was centrifuged at 3500 rpm (approximately 2000 g) and
4°C for approximately 10 minutes within 60 minutes of collection. Duplicate aliquots
of plasma (50 pL) were sampled for radioactivity analysis. Whole blood was
solubilized (with Soluene-350, Boston, MA), decolorized and mixed with livquid
scintillation fluid (10 mL) for radioactivity measurement. Plasma was mixed directly
with liquid scintillation fluid. Whole tissués were processed by solubilization in 35%
tetraethylammonium hydroxide (Perkin Elmer, Boston, MA) (except for liver which
was homogenized in water (2 w/v)) and the soiubilized samples, or duplicate aliquots
were then mixed With liquid scintillation fluid for radioactivity measurement. Large
intestine contents were homogenized in a known volume of water. Duplicate
weighed aliquots (50 pL) of large intestine cohtent homogenates, stomach contents
and small intestine contents were solubilized in 35% tetraethylammonium hydroxide
and mixed with liquid scintillation fluid for radioactivity measurement.
[*H]domperidone-related radioactivity was measured using a Wallac scintillation

counter (model 1414) and the software WinSpectral version 2.0 (Perkin Elmer,
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Turku, Finland). Duplicate aliquots of each sample were counted for 5 minutes or to
a two-sigma error of 0.1%, whichever occurred first. All counts were converted to
absolute radioactivity (dpm) by automatic quench correction based on the shift of the

spectrum for the external standard.

3.14.8 Whole-body autoradioluminography (WBA)

Following euthanasia, selected animals were prepared for WBA as desc'ribed.
by Ullberg (1977). Carcasses were deep frozen in a mixture of hexane and dry icé
for 10 minutes and then embedded in 2% CMC me&ium. The animal specimen block
was sectioned using the Leica CM 3600 cfyomicrotome (Leica Microsystems,
Nussloch, Germany) to obtain 30 pm sagittal sections. | Sections were freeze-dried
and then exposed to tritium imaging plates (Fuji Medical Systems, Stamford, CT) for
5 days in a lead box to minimise background radiation artefacts. Following exposure,
the irﬁaging plates were read by the Fuji BAS-2500 scanner using the. Fuji Image

Reader software version 1.1. (Fuji Medical Systems, Stamford, CT).
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3.14.9 HPLC with radiometric detection

Following euthanasia, left ventricle of heart, liver, brain and kidney from
selected animals were homogenized in ultra pure water (1.5 w/v). Proteins were
precipitated from the above samples and plasma by the addition of an equal volume
of acetonitrile and centrifuged for 10 min at 4°C. The supernatant was filtered using
a 0.45 um nylon membrane prior to analysis of a 40 uL aliquot by HPLC 1100 series
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA) equipped with radiometric detection
(Canberra Packard 500TR Scintillation Flow Analyzer, Meriden, CT). The
radiolabeled parent drug and metabolites were separated using a Phenomenex Cg
column, 250 x 4.6 mm (5 pm particle size) (Torrance, CA) operated at 30°C using
methanol, acetonitrile and 0.01 M disodium citrate pH 3.4 (35:10:55 v/v) containing
1.5 mL/L of triethylamine as the mobile phase A, and methanol as the mobile phase
B. The mobile phases were delivered as a gradient: 100:0 (A:B) from 0 to 1 min,
then 40:60 (A:B) from 7 to 12 min, and 100:0 (A:B) from 15 to 20 min at a flow rate
of 1 mL/min. The liquid scintillation fluid was delivered at a flow rate of 3 mL/min.
Data were acquired by Millennium software version 4.0 (Waters, Milford, MA) and

processed with Flo-One software version 3.60 (Perkin Elmer, Boston, MA).
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3.1.4.10 Data analysis

All radioactivity measurements were entered into a standard computer database
program (Debra version 5.2) for the calculation qf concentrations of radioactivity.
Blood, plasma and tissue concentrations of radioactivity in dpm/g or puCi/g were
expressed as mass eq/g on the basis of the measured specific activity (dpm/mg) of
radiolabeled and wunlabeled domperidone in the dose formulation.  Non-
compartmental disposition kinetics (tmax, Cimax, AUCo.1ast) Of radioactivity in blood,
plasma and tissues was determined using Winnonlin version 3.2 (Pharsight
Corporation, Cary, NC). Tumax and Cyax parameters were observed values. The Cax
was back-extrapolated to time O h for plasma and the AUCo_ﬂgst was calculated by

application of the trapezoidal rule (Gibaldi and Perrier, 1982).

3.1.4.11 Statistical methods

Statistical analysis was performed on liquid scintillation spectroscopy data for
the concentrations and percent of dose of N H]domperidone-related radioactivity in
plasma and tissues, and gastointestinal contents, respectively. A barametric two-way
analysis of variance (ANOVA) defined by the factors time and group was performed.
Only statistical results related to the factor group are.presented in this paper and

relevant to the objective of the study. The statistical analysis was conducted using
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release 8.1 of the SAS/STAT module. All tests were conducted at the 0.05 level of
significance. The initial assessment of variance homogeneity using the Levene test
was performed prior to the ANOVA. When variances were heterogeneous, a

heteroscedastic two-way ANOVA model implemented using the mixed procedure of

SAS/STAT was performed.

3.1.5 Results

3.1.5.1 Confirmation of genotype

PCR of mdrla exon 6 was carried out on liver DNA from wild-type and.
mdrla (-/-) mice and the products separated by 1% agarose electrophoresis. A
photograph of an electrophoresis gel presenting the results for a sample of three wild-
type and three mdrla (-/-) mice is shown in Figure 2. As expected, a band
corresponding to 1100 bp was présent for wild-type mice, but was absent for mdrla
(-/-) mice which confirmed the assigned genotype of the mice. Moreover, in order to -
confirm that the absence of the 1100 bp band for mdrla (-/-) mice was not due to an
absence of mdrlia DNA or a poor DNA quality, PCR amplifying mdrla exon 5
followed by electrophoresis analysis was conducted. This demonstrated fhe presence

of mdrla DNA for all mice (data not shown).
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3.1.5.2 General tissue distribution and pharmacokinetics of
[3H] domperidone-related radioactivity

Following single intravenous injection of [*H]domperidone, radioactivity was
rapidly distributed into tissues of both mouse genotypes. The highest concentrations
of radioactivity and/or largest AUC,.qost Were obtained in the kidneys, liver, lungs,
heart and small intestine wall (Tables 1 and 2). The lowest concentrations were
found in the spinal cord, eyes, brain, skin and testes. The highest total radioactivity
concentrations observed (Cpay) for well perfused organs such as kidneys, liver, lungs
and heart occurred at the first time poirit of 4 min (Table 1). Autoradioluminograms
of sagittal sections from animals euthanized at 2 min post-dose confirm the rapid
distribution of [3Hﬁ]domperidone?related radioactivity into tissues and demonstrated a
distribution to glandular tissues such as Harderian, salivary and pituitary glands (Fig.
3A). For both mouse genotypes, the blood to plasma ratios ranged between 0.84 and
0.91 for the study duration, indicating that radioactivity was mainly associated with
the plasma and not the blood cell components. Higher concentrations of radioactivity
compared to plasma were observed in highly perfused orgaris. Radioactivity
concentrations in the gall bladder and intestine contents suggested that biliary
elimination was a substantial route of elimination (Table 2, Fig. 3A). Concentrations
of radioactivity in kidneys obtained by liquid scintillation spectroscopy and levels

visualized in urinary bladder from autoradioluminograms demonstrated that urinary
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excretion contributed to the elimination of [*H]domperidone-related radioactivity

(Table 1, Fig. 3A).
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Table 1: Mean concentrations + SEM (ug eq/g) in blood, plasma and tissues of male

wild-type and mdrla (-/-) mice following an intravenous administration of

[*H]domperidone.

Tissue Genotype Time point (min) AUC. 10
(ng

4 7 15 30 60 120 eq-min/g)
Plasma wild-type 3.06+0.15 248+0.08 223+0.07 187004 1.77+0.01 1.85+0.07 240
mdrla(-/-)  273£0.01 2422003 197+0.16 204+003 191+0.06 1.98+0.01 248
Ratio ® 0.89 0.98 0.88 1.09 1.08 1.07 1.03
Blood wild-type 278+0.11 220+0.06 1.94+0.06 1.62+004 156+0.01 1.60=0.11 215
mdria ()  248+0.01 218+£0.02 1.78+0.14 1.73+£0.02 1.67+0.04 1.67+0.02 220
Ratio 0.89 0.99 0.92 1.07 1.07 [.04 1.02
Bone femur wild-type 2.65+021 251+022 234+024 1.60+0.13 1.18+0.13 1.10+0.08 172
mdria(--)  242+005 2704002 2394021 202+025 131+0.11 0.83+0.05 180
Ratio ® 091 1.08 1.02 1.26 1.11 0.75 1.04
Brain*** wild-type 0.88+0.06 0.87+0.06 [.10£0.03 121002 1.42+0.04 152+0.05 157
mdria ()  090+0.03 1.11+0.02 1.32+0.04 1.56+0.03 1.72+0.05 1.72° 180
Ratio® 1.02 1.28 1.20 1.29 1.21 1.13 1.15
Eyes wild-type 117009 122+0.02 145£0.13 1.21+0.13 1.36+0.07 1.74£0.05 168
mdria(--)  1.11£0.05 145+0.15 129+0.11 1.50+0.04 1.46+0.11 1.28+0.09 165
Ratio ® 0.95 1.19 0.89 1.24 1.07 0.74 0.98
Heart wild-type  14.32+0.65 8.44+1.09 446+0.67 2.13+025 1.14+0.15 1.09+022 280
atriums mdrla(<-) 12.04+064 809+0.62 4.62+075 326064 1.58+0.19 0.99+0.09 314
Ratio® 0.84 0.96 1.04 1.53 1.39 0.90 1.12
Heart left wild-type  11.31+0.87 922+0.38 5.25+028 2.78+0.21 1.67+0.04 1.52+0.15 334
ventricle*™*  mdrig(--) 1328057 1069092 6.65+083 3.56+0.07 1.95+0.18 1.34"° 390
Ratio ® 1.17 1.16 1.27 1.28 1.17 0.88 1.17

Heart right wild-type  10.02+045 922+047 4.86+0.16 271+0.12 139+0.04 1.09+0.07 300

ventricle®™  udria (-1-)  12.64+045 977+0.71 5.54+034 333+034 1.75+0.17 1.12+0.24 349
Ratio® 1.26 1.06 1.14 1.23 1.26 1.03 1.16
Kidneys wild-type 3044 +3.07 23.49+096 13.84+080 7.96+0.63 3.61+0.17 2.39+0.31 808
mdria(+-) 2731+098 2140+0.78 1343+0.79 7.74+030 4.08+0.40 243° 798
Ratio ® 0.90 0.91 0.97 0.97 1.13 1.02 0.99
Liver wild-type 22,10+ 142 17.79+0.89 11.50+027 628+039 3.58+0.17 2.74+0.35 692
mdria(--)  1942+1.10 1820+0.56 1148+121 6.73+0.04 435+042 2.75+0.14 730
Ratio® 0.88 1.02 1.00 1.07 1.22 1.00 1.05
Lungs*** wild-type 13.71£0.24 11.86° 9.38+£0.76 643+0.11  4.03+0.60 2.05° 609
mdria(--)  16.52£0.06 12.53+048 10.57+£044 7.83+£0.54 438+029 2.46+0.09 695
Ratio® 1.20 1.06 1.13 1.22 1.09 1.2 1.14
Lymph wild-type 372+0.16 3.78+0.02 326+026 272+0.14 1.90+0.19 1.53+0.08 264
nodes mdrla (4-)  2.98+0.15 3714035 3.66+028 3.42+0.09 2.69+020 1.88+0.10 327
(mesefteric) Ratio® 0.80 0.98 1.12 1.26 1.42 1.23 1.24
Pancreas’ wild-type " 10.84+£0.65 11.45+045 9.36+0.17 624+0.56 2.73+0.19 1.62+0.14 520
mdria (-/-) 9.51° 1056+ 0.54 9.31+0.75 5.55+0.33 2324024 1.59+0.11 475
Ratio® 0.88 0.92 0.99 0.89 0.85 0.98 0.91
Prostate wild-type 3144039 3224021 343+0.81 245+048 1944011 1.75+047 263
gland mdria(--)  298+0.11 243+0.34 344+047 3.09+0.30 3.09+043 1.90+0.11 329
Ratio® 0.94 0.75 1.00 1.26 1.59 1.09 1.25
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(Table 1 continued)

Skeletal wild-type 236+0.18 -227+0.10 - 2.64+ 0.29 1.92° 1.50£0.08 1.53+0.14 208
muscle** mdrla(--)  2.58+0.13 3.15£021 3.13+040 267+0.13 1944034 150+0.11 255
Ratio ® 1.09 1.39 1.19 1.39 1.29 098 -~ 1.23
Skin* wild-type 128032 1.19+0.12 138013  1.37° 1.23" 1.20° 149
mdrla(--)  150+0.65 145+0.13 2.15+020 200+021 1.85+027 1.56+0.18 213
Ratio ® 1.17 1.22 1.56 1.46 1.50 1.30 1.43
Spinal cord wild-type 0.68+£0.09 0.78+0.08 1.16+0.08 1.05+£0.02 1.27+0.04 147+0.12 145
mdrla(--)  0.68+0.09 1.02+0.01 1.20° 128+£0.14 1.44+0.04 1.29+0.06 154

* Ratio® 1.00 1.31 1.03 1.22 1.13 0.88 1.06 - -
Spleen wild-type 6.08+0.75 5.83+049 488+022 3.32+0.13 195+0.11 153+0.12 318
mdrla(-I-)  5.05+£042 496+047 4.69+£028 333+£029 206+0.11 1.66+0.03 316
Ratio® 0.83 .0.85 0.96 1.00 1.06 1.08 0.99

Testes*** wild-type 041+0.10 0.64£0.03 1.00+£0.09 129+006 1.58+0.03 1.62+0.12 165
mdrla (--) 047+0.04 0.78+£0.02 1.13£0.07 1.62+0.01 1.72+£0.09 195+£0.03 191

. Ratio® 1.15 1.22 1.13 1.26 1.09 . 1.20 1.16

Thymus wild-type 245027 3.00£021 266+007 277001 241+0.12 220%0.12 293
mdrla(<-)  237+0.16 254+0.09 292+0.16 294+023 250+0.09 1.81£0.07 289

Ratio ® 0.97 0.85 1.10 1.06 1.04 0.82 0.99

Stomach wild-type 574+0.57 595+0.32 454+047 3.08+020 226+040 1.67+0.14 326
wall mdrla(--)  5.17£020 549009 515+0.80 423+1.15 234+023 1.73+026 360
Ratio® 0.90 0.92 1.13 1.37 1.04 1.04 1.10

Small wild-type 5.61+0.57 557+058 8.03+£098 10.14+£1.17 7.89+0.63 2.57° 803
intestine mdrla(--) 541021 4.84° 628+030 6.67+024 495+038 3.31+0.32 591
wall“xx Ratio® 0.96 0.87 0.78 0.66 0.63 1.29 0.74
Large wild-type 266+031 253+0.13 1.82+027 1.07+0.04 0.84+0.11 233+0.74 176
intestine mdrla(--) 425+021 4.17+0.28 323026 238+030 153+020 1.97+0.39 256
wall*** - Ratio® 1.60 1.65 1.77 2.22 1.82 085 - 145

*** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05 for mdrla (-/-) vs wild-type mice
* Ratio mdrla (-/-) mice/wild-type mice
® No SEM calculated as n=2

¢ Small intestine comprised duodenum, jejunum and ileum
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Table 2: Mean percent of dose + SEM in gastointestinal tract contents for male wild-
type and mdrla (-/-) mice following an intravenous administration of

[*H]domperidone.

Genotype Time point (min)

4 7 15 30 60 120

Stomth contents wild-type 0.36 £ 0.05 1.08 £0.35 1.41 £0.31 1.13£0.03 0.86 £ 0.28 0.67 £0.30
mdrla (-/-) 0.22 £0.02 0.33£0.11 0.72£0.11 1.33+0.45 1.44 £0.62 0.48 £ 0.08

Small intestine ~~ wild-type 5.09 +0.53 6.12+1.21 14.09+2.10 2228+1.84 2486663 17.20+7.86
contents mdrla (-/-) 2.91+0.33 4.65+1.94 1350148 2261092 2642+1.78 20.90+6.12
Large intestine wild-type 1.25+0.04 1.27 £0.05 2.12+£0.22 2.65+0.29 436 +0.47 21.83+7.49
contents*** mdrla (-/-) 0.31+0.01 0.40 £ 0.06 0.63 £0.08 0.83+£0.14 1.52+£0.20 21.73 £2.87
Gall bladder including ~ wild-type 1.25,0.46 0.63,1.35 3.26,1.91 1.85,0.02 0.01,4.85 0.14, 3.69
* bile* mdrla (-/-) 0.01, 0.12 0.38,2.00 1.18,0.05 0.03,1.27 4.19,0.28 0.17,2.57

**% p <0.001 for mdrla (-/-) vs wild-type

2 n=2. No mean calculated.

3.1.5.3 Differences between mouse genotypes in tissue distribution
and pharmacokinetics  of [3H]domperidone-related
radioactivity in whole-body tissues

Similar blood and plasma radioactivity concentrations were observed between
wild\-type and mdrla (-/-) mice following the intravenous injectibn of
[*H]domperidone (Table 1). However, significant differences were obtained for
certain tissues between the genotypes. Indeed, higher [*H]domperidone-related
radioactivity levels were observed for brain, lungs, mesenteric lymph nodes, skeletal

muscle, skin, testes, large intestine wall and contents of mdrla (-/-) mice compared to
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wild-type mice (Table 1). Ratios presented in Table 1 showed for many tissues a
greater difference between the genotypes for the 30 min time point. In contrast,
lower [*H]domperidone-related radioactivity concentrations were observed for small

intestine wall of mdrla (-/-) mice compared to wild-type mice.

A greater distribution of [*H]domperidone-related radioactivity was observed
in skeletal muscle of mdrla (-/-) mice compared to wild-type mice (p<0.01) with
differences in concentrations reaching up to 39% (Table 1). The AUCy.yast value was

increased by 23% for P-gp deficient mice compared to wild-type mice (Table 1).

Comparison of lung results showed a highly significant group difference
between the two genotypes in the distribution of [*H]domperidone-related
radioactivity (p<0.001). | Concentrations were consistently more elevated throughout
the study duration, up to 22%, in mdrla (-/-) compared to wild-type mice with a
higher AUC.y.s value of 14% (Tables 1 and 2). This difference for lungs was

visualised on autoradioluminograms (Fig. 3A).

Although brain and testes had low levels of radioactivity, group differences
between the two genotypes were highly significant (p<0.001). Higher levels of
[*H]domperidone-related radioactivity up to 29% and 26% for brain and testes,

respectively, were observed for mdria (-/-) vs wild-type mice (Table 1).
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Accordingly, AUCq.ys; for brain and testes were higher for mdria (-/-) mice by
approximately 16% for both tissues (Table 1). This difference for brain was
Visualized on autoradioluminograms presented in Fig. 3A where greater levels of
radioactivity are observed for the mdria (-/-) mouse compared to the wild-type

mouse.

Tissue distribution of [*H]domperidone-related rédioactivity for both
mesenteric lymph nodes and skin was significantly different between mouse
genotypes (p<0.05). Higher levels in concentrations of radioactivity up to 42% and
56% for mesenteric lymph nodes and skin, respectively, were observed for mdrla (-/-
) mice (Table 1). Accordingly, greater AUCq.ast values by 24% and 43%, for
mesenteric lymph nodes and skin, respectively, were calculated for mdrla (-/-) mice

compared to wild-type mice (Table 1).

Fér the small intestine wall, a highly significant group difference was
observed between mouse genotypes (p<0.001) with lower concentrations of .
[*H]domperidone-related radioactivity obtained for mdrla (-/-) mice, down by 37%,
compared to wild-type mice (Table 1). The AUC.y.s value for small intestine wall
was 26% lower for P-gp-deficient mice in comparison to wild-type mice (Table 1).
In contrast to the small intestine wall, higher concentrations of [*H]domperidone-

related radioactivity (greater levels up to 2.2-fold) were observed for the large
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intestine wall of mdria (-/-) mice compared to wild-type mice with. a highly
signiﬁcant group differences between mouse genotypes (p<0.001) (Table 1).
Accordingly, AUCq a5 value was more important for large intestine wall of P-gp-
deficient mice by 45% compared to '. wild-type mice (Table 1). The rapid and
relatively high distribution of [*H]domperidone-related radioactivjty in
gastrointestinal walls is in accordance with thé target and therapeutic effect of

domperidone as it is a prokinetic drug.

Gastrointestinal tract contents. were collected and analysed for their levels of
[*H]domperidone-related radioactivity and réported as percent of dose in Table A2.
Fig. 4 compares graphically percent of administered dose in stomach, small intestine
and large intestine walls and contents. Although no significant group differences
were observed between mouse genotypes for the stomach contents, a clear trend
could be observed for the first timé points up to 15 min post-dose where mdria (-/-)
mice showed lower levelé compared to wild-type mice. Small intestine contents
showed very high variability for all the time points except for the first time point of 4
min where percent of dose was lower for mdria (-/-) mice in comparison to wild-type
mice. For large intestine contents, a highly significant difference was obtained
between genotypes (p<0.001) and percent of dose of [3H]domperidone-related
radioactivity was much lower for mdria (-/-) mice compared to wild-type mice for all

time points.
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Certain tissues such as liver, kidneys, pancreas, spleen and thymus had no
differences in [*H]domperidone-related radioactivity concentrations between mdrla
(-/-) and wild-type mice. Tissue concentrations vs time curves (graphs not presented)

showed superimposed curves for the two genotypes for those tissues, as translated by
the mdrla (-/-)/wild-type mice tissue concentration ratios and AUCg.y,g ratios

presented in Table 1.

3.1.5.4 Differences between mouse genotypes in tissue distribution
and pharmacokinetics of [’H]domperidone-related
radioactivity in the heart

Greater levels of [’H]domperidone-related radioactivity concentrations were
obtained in both left and right ventricles of the heart in mdrla (-/-) mice compared to
wild-type micé with. significant group differences between genotypes (p<0.01).
Concentrations of [*H]domperidone-related radioactivity in left and right ventricles
were consistently higher for all time points for mdrla (-/-) mice compared to wild-
type mice (with increases reaching up to 28%). except for the last time point of 120
min (Table 1). The AUC.yas values were greater by approximately 17% for left and
right ventricles of mdrla (-/-) mice vs wild-type mice (Table 1). For atriums, higher

concentrations were observed in mdrla (-/-) mice compared to wild-type mice only



146

for the 15, 30 and 60 min time points. No significant group difference betWeen
genotypes was obtained for atriums. Autoradioluminograms presented in Fig. 3B
confirm the highest distribution of [*H]domperidone-related radioactivity in the

myocardium of mdrla (-/-) mice compared to wild-type mice.

3.1.5.5  HPLC with radiometric detection

Analyses of the total radioactivity can be complicated by the rapid metabolism
of domperidone into radiolabeled metabolites that can penetraté tissues. For that
reason, we performed HPLC analysis with radiometric detection to determine the
amount of the radiolabeled parent drug domperidone in some important organs (Table
3). Results from chromatograms showed that 4 min after the administration of
[*H]domperidone, 41% to 46% and 62% to 64%‘ of radioactivity detected for plasma
and live_r,A respec_tively, was attributed to the parent domperidone. This suggested a
very rapid metabolism of domperidone. For kidney and left ventricle of the heart,
domperidone accounted for more than 90% of the radiolabeled compounds detected
‘at 4 min post-dose. Domperidone could still be detected at 120 min post-dose for

most of the organs analysed.

Interestingly, results from Table 3 showed that the parent compound |

domperidone did not distribute into the brain of wild-type mice at both time points
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studied whereas 27% and 8% of radioactivity detected on chromatograms was
associated to domperidone at 4 and 120 min post-dose, respectively, for mdria (-/-)
mice. Higher levels of radiolabeled dompeﬁdone were observebd for kidney (40% vs
26%) and heart left ventricle (7% vs 3%) samples of mdrla (-/-) mice at the 120 min

time point combared to wild-type mice.

For liver, concentrations (ug eq/g) of total radioactivity and -r,adiolabeled
dompeﬁdone Vs timé are represented graphically in Fig. 5. Concentrations of
fadiolabeled domperidqne were estimated based on percent chromatogram associated
to radiolabeled dorﬁperidone and on total radioactivity results obtained by liquid
scintillation spectroscopy. Results demonstrated that approximately 50% of total
radioactivity in liver of mice was associated with radiolabeled domperidone
throughout the study duration. Fig. 5 presents that similarly to total
[*H]domperidone-related radioactivity concentrations, no differences are observed for

concentrations of the parent drug domperidone between genotypes.
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Table 3: Percent of radioactivity detected from chromatograms associated to the
radiolabeled parent drug domperidone in plasma and selected tissues of male wild-
type and mdrla (-/-) mice obtained by HPLC with radiometric detection following an

intravenous administration of [*’H]domperidone.

Genotype Time point (min)

4 120

Plasma wild-type 40.9 0
mdria (-/-) 46.3 0.13
Liver wild-type 61.8 57.7
mdria (-/-) 63.5 304

Brain wild-type 0 ‘ 0
mdrla (-/-) 26.6 7.9
Kidneys wild-type 91.6 263
mdrila (-/-) 922 40.0

Left wild-type 95.0 34
ventricle mdria (-/-) 96.5 6.9

Based on retention time of authentic ["’H]domperidone radiochromatogram
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3.1.6 Discussion

This study examined the modulatory role of the membrane transporter P-gp on the
distribution of domperidone to whole-body tissues with a special look at the heart.
Mice genetically deficient in the gene coding for the P-gp isoform mdrla were used.
Results showed that the P-gp transporter has a modulatory role in the distribution of
domperidone to several tissues including brain, lungs, lymph nodes, skeletal muscle,
skin, testes, small and large intestines. Cardiac distribution of domperidone was also
modulated by P-gp and may therefore represent a key determinant of cardiotoxicity
associated with this drug. To our knowledge, it is the first time that domperidone has

been recognised as a P-gp substrate in-vivo.

It is well recognised in literature that the transporter P-gp is highly expressed
in human and rodent small and large intestine walls (Mutch et al., 2004,
.Zimmermann et al.,, 2005; Englung et al., 2006; Seithel ét al., 2006). The
significantly higher concentrations and lower percent of dose of '[3Hﬁ]dompeﬁdone-
related radioactivity in large intestine wall and contehts, respectively, of mdrla (-/-)
mice are in accordance with an impairment of P-gp activity in those mice. Indeed,
the deficiency in the efflux of domperidone from enterocytes toward the lumen of
large intestine led to the much higher levels of [*H]domperidone-related radioactivity

in large intestine wall of mdria (-/-) mice compared to wild-type mice. This
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impaired P-gp activity in enterocytes of mdria (-/-) mice explains the lower levels
retrieved in the large intestine lumen of those mice. The low percent of dose
retrieved in contents of the large intestine up to 60 min post-dose indicated that the
distribution of [3H]domperidone—re1ated radioactivity into large intestine wall was
most likely due to the distribution from the blood compartment rather than from the
contents of intestines. For the small intestine contents, results showed similar percent
of dose between genotypes, except for the first time point of 4 min where mdrla (-/-)
mice pregented lower levels than wild-type mice. This latter result for the 4 min time
point is in accordance with the theory that due to the impaired P-gp activity in small
intestine wall of those mice less radioactivity should be retrieved in the content of
small intestine. The high variability in small intestine contents observed from the 7
min time point and after could be a consequence of spasmodic gallbladder emptying
of bile into the small intestine lumen. Hence, the effect that should have been
observed based on the theory of the deficient P-gp activity in small intestine wall of.
mdrla (-/-) mice could have been masked by the emptying of bile in the lumen of the

small intestine which is influenced by animal ingestion of food.

It is known that domperidone exerts little effects on cerebral dopaminergic
receptors (Brogden et al.,, 1982; Prakash and Wagstaff, 1998; Barone, 1999).
Accordingly, our experiments demonstrated that the parent drug domperidone (based

on HPLC with radiometric detection results) did not cross the blood-brain barrier of
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wild-type mice whereas the drug did distribute into brain of P-gp-deficient mice.
This is in accordance with P-gp being a main component of the blood-brain barrier
protecting xenobiotics that are substrates of P-gp from accumulélting into the brain
(Kim et al., 1998). Thus, the significant group difference observed between mouse
genotypes was likely attributed to the parent drug domperidone crossing the blood-

brain barrier for mdrla (-/-) mice.

Testis like brain is recognised to highly express P-gp as part of the blood-
tissu¢ barrier (Melaine et al., 2002). The similar concentrations of [*H]domperidone-
related radioactivity and differences between genotypes for testis and brain suggest
that testis may possess a similar blood-tissue barrier to brain that involves,P-gp to

protect tissue accumulation of xenobiotics.

Higher levels of [* H]dompeﬁdone-related radioactivity were also obtained for
skeletal muscle, lungs, mesenteric lymph nodes and skin of mdria (-/-) mice
compared to wild-type mice. Skeletal muscle and lungs were reported to express
intermediate levels of P-gp in mouse and human (Baas and Borst, 1988; Croop et al.,

1989). It remains unclear whether lymph nodes and skin express significant levels of

P-gp.
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Tissues such as liver and kidney, that are well recognised to highly express P-.
gp, did not present differences in [*H]domperidone-related radioactivity
concentrations between genotypes. For liver, supporting data obtained by HPLC with
radiometric detection confirmed the lack of differences betweeﬁ genotypes in
concentrations of the radiolabeled parent drug domperidone. This could be explained
by the expression of other efflux transporters that could have compensated for the
deficiency of P-gp in mdria (-/-) mice. Another hypothesis is a possible
compensatbry response translated by an increased expression of the isoform mdrib in
liver and kidney of mdria (-/-) mice. Indeed, a previous study showed that most
tissues, including brain and intestine, did not have significantly increased levels of
mdr1b expression in mdrla (-/-) mice while liver and kidney showed an up-regulation

of mdr1b expression (Schinkel et al., 1994).

Our experiments showed that the deficiency in the gene coding for the P-gp
isoform mdrla facilitated the distribution of domperidone in heart ventricles due to
the impairment of the ATP-dependent P-gp-related drug efflux.  Higher
| concentrations of [*H]domperidone-related radioactivity found in heart ventricles of
P-gp deficient mice compared to wild-type mice suggest that P-gp could modulate
risk of cardiac toxicity associated with domperidone. It was not possible to examine
the pharmacodynamic response of heart (prolongation of the QT interval) in mice

following the administration of domperidone due to the lack of expression of the
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~ potassium channel I, in Ventﬁculér tissue of adult mice, which is involved iﬁ the
prolongation of the QT interval. The role of P-gp in the distribution of domperidone
to the heart, suggests possible drug-drug interactions in the case of co-édministration
of dompeﬁdone with other P-gp substrates. '-Indeed, it is predictable that a decreased
activity of P-gp due to the co-adfninistration of another P-gp substrate or inhibitor
would lead to increased cardiac concentrations of domperidone and potentially
cardiotoxicities.  Recently, the risk of QT prolongation has been recognised
(Medecines Control Council, 2006) following the observation of QT prolongation
when domperidone and ketoconazole, a P-gp inhibitor (Siegsrhund et al., 1994; .Wang
et al., 2002), were administered concomitantly. No prolongation of the QT interval
was observed when .domperidone was administered alone. Cases of increased
concentrations of drugs in the heart occurring following the administration of
concomitant P-gp substratés confirm the important role of this protein in the transport

of drugs like domperidone in the heart (Couture et al., 2006).

Difterences in tissue distribution of domperidone between mouse genotypes
oBtained in this study are not as large as observed for some other P-gp substrates like
vinblastine and loperamide (Schinkel et al., 1994; Schinkel et al., 1996). This latter
fact along with domperidone recognized to be a strong substrate of P-gp by in vitro
experiments (Schinkel et al., 1996; El Ela et al., 2004; Faassen et al., 2003) suggest

the possibility of domperidone being transported by other fransporters. This could
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have masked a more pronounced differences between wild-type and P-gp deficient
mice in the distribution of domperidone. Whether domperidone is substrate of other

ABC transporters remains to be clarified.

In brief, the P-gp transporter appears to have a modulatory role in the
distribution of domperidone to several tissues including brain, lungs, lymph nodes,
skeletal muscle, skin, testes, small and large intestine. Cardiac distribution of
domperidone is élso modulated by P-gp and‘ the control of cardiac intracellular
* concentrations of domperidone may represent a key determinant of cardiotoxicity

associated with this drug.
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3.1.9 Figure legends

Figure 1: Structure of domperidone. Asterisks indicate the likely positions of tritium

on aromatic rings (three tritium per molecule of domperidone).

Figure 2: Confirmation by PCR analysis of the presence/absence of mdrla exon 6 in
wild-type and mdrla (-/-) mouse livers. PCR products were separated by 1%>'agarose
électrophoresis.

Figure 3: Autoradioluminograms of distribution of [*H]domperidone-related
radioaétivity in male wild-fype and mdrla (-/-) mice following an intravenous
adminisfration of *H-domperidone. 3A presents whol.e-body of mice euthanised at 2
min post-dose where intensity of radioactivity is proportional to density of gréy. 3B
presents myocardium of mice euthanised at 15 min post-dose where colors from blue
to red (blue<green<yellow<orange<red) indicate the intensity of distributed
radioactivity.

Figure 4: Mean percent of dose + SEM in gastointestinal tract waH and contents for
male wild-type and mdrla (-/-) mice following an intravenous administration of
[*H]domperidone.

Figure 5: Mean concentrations of total radioactivity (n=3) and domperidone (n=1) in
liver of wild-type and mdrla (-/-) mice following an intravenous administration of
[*H]domperidone. Data are expressed as mean + SEM for concentrations of total

radioactivity.
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Figure 5:
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3.2 Résultats additionnels de souris double-mutées

mdrla/lb (--)

Les résultats relatifs aux souris double-mutées mdrla/lb (-/-) qui seront
rappoftés dans cette section ont été obtenus dans le cadre de 1’étude présentée a la
-section précédente (section 3.1). Les résultats décrits dans cette section
constituent une suite aux résultats présentés a la section 3.1. Par conséquent, les
énoncés inclus dans I’introduction de la section précédente (section 3.1.3)
décrivant les motifs de la réalisation de 1’étude s’appliquent également a cette

section.

3.2;1 Introduction

Le transporteur ABC, P-gp, est codée chez I’homme par le géne ABCBI
(aussi appelé MDRI) et paf les génes mdrla ‘(aussi appelé mdr3) et mdrib (aussi
appelé mdrl) chez les rongeurs (Schinkel, 1997) (Tableau 4 de la section 1.3.1).
Les deux isoformes de la P-gp chez la souris semblent remplir la méme fonction
que MDR1 chez ’humain (Schinkel et coll., 1997). Les résultats de I’implication
de la P-gp sur la distribution cardiaque et tissulaire de la dqmpéridone par

I’utilisation de souris simple-mutées mdrla (-/-) et normales ont été présentés a la
N
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section précédente (section 3.1). Dans le cadre de cette mérﬁe étude, bien que
mdrla semble étre 1’isoforme le plus important pour l’activité. de la P-gp, des
souris double-mutées mdrla/lIb (-/-) ont également été utilisées. Le but était
d’évaluer I’effet d’une déficience des deux isoformes du géne codant pour la P-gp
sur la distribution de dompéridone. Bien que les résultats obtenus n’aient pas été
inclus dans I’article présenté a la section précédente dii & un effectif plus restreint,

il demeure intéressant de se pencher sur ces résultats.

3.2.2 Matériel et méthodes

3.2.2.1 Substances chimiques

Voir section 3.1.4.1.

3.2.2.2 Animaux

En plus des souris normales et simple-mutées mdrla (-/-) (section 3.1.4.2),
des souris males adultes FVB (FVB.129P2-Abcb1a™ B~ Abcb1b™ B N12) ont été
regues également de Taconic (Germantown, NY). Les souris ont été acclimatées

au laboratoire pour au moins 1 semaine avant le traitement. A la journée du
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traitement, les souris mdrla/lb (-/-) étaient dgées de 16 semaines et présentaient
un poids de 31.8 435.3 g.  Les conditions environnementales au coﬁrs d‘e 1’étude
étaient contrdlées a une température de 22 + 3°C et une humidité relative de 50 +
20%. La photopériode était de 12 h de lumiére et 12 h de noirceur exceptée lors
des activités cédulées. Les ahimaux ont eﬁ un acces libre a une nourriture
commerciale certifiée (PMI Certified Rodent Chow ' 5002: PMI Nutrition
International) et & de 'eau. La recherche fut en accord avec le "Guide for the
Care and Use of Laboratory Animalﬁ" publi€é par le US National Research Council

(NRC publication, révisé en 1996). -

3223 Formulation

Voir section 3.1.4.4.

3.2.24 Administration de la dose

En plus des souris normales et mdrla (-/-) (voir section 3.1.4.5), un total de
neuf souris mdrla/lb (~-) furent administrées la formulation de *H-dompéridone
par injection intraveineuse via la queue en utilisant un Abbocath®. La dose regue

'pour chaque animal fut calculée se basant sur le poids du volume de la formulation
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expulsé de la seringue, le niveau de radioactivité retrouvé dans 1’ Abbocath® et sur

la base de la concentration de radioactivité dans la formulation.

3.2.2.5 Structure de I’étude

En plus des souris normales et mdrla (-/-) (voir section 3.1.4.6), une souris
mdr]c;/] b (-/-) (destinée a ’analyse par comptage par scintillation liquide) fut
euthanasiée par exsanguination sous anesthésie par isoflurane et le sang collecté de
’aorte abdominale a 4, 7, 15, 30, 60 et 120 min suite & ’administration de *H-
dompéridone. De plus, une souris additionnelle mdrla/1b (-/-) pour le premier (4
min) et dernier temps (120 m~in5 (destinée a 1’analyse HPLC avec détection
radiométrique) fut également euthanasiée de cette fagon. Le plasma fut obtenu par
centrifugation du sang. Environ vingt-cinq structures et organes furent collectés
de éhaque animal. Une souris mdrla/lb (-/-) additionnelle fut euthanasiée par
" injection intraveineuse d’Euthanyl® (approximativement 200 mg/kg) au temps de

2 min et utilisée pour la micro-autoradiographie,

3.2.2.6 Comptage par scintillation liquide

Voir section 3.1.4.7.
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3.2.2.7 HPLC avec détection radiométrique

Voir section 3.1:4.9.

3228 Analyse des données

Voir section 3.1.4.10.

3.2.3 Résultats

3.23.1 Différences entre les souris mdrla/lb (-/-) et les souris
normales et mdrla (-/-) pour la distribution tissulaire et

. . ] . L4 L4 3 4 . B
cardiaque de la radioactivité associée au "H-dompéridone

A la section précédente (section 3.1), il a été démontré que la distribution
tissulaire était généralement plus importante pour les souris mdrla (-/-) que pour
les souris normales due a une déficience d’un des deux iso.formes du gene codant
pour la P-gp. La Figure 1, présentant les différences de AUC .y, entre les trbis

génotypes pour tous les tissus, montre que la distribution tissulaire de la
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radioactivilté associée au dompéridone est également plus importante pour les
souris double-mutées mdrla/lb (-/-) que pour les souris normales. Les
pourcentages de différencelles plus importants entre les AUCy.qa5t pour les souris
mdria/lb (-/-) et les souris normales ont été observées pour la paroi du petit
intestin, les nceuds lymphatiques (56%), la paroi du gros intestin (55%), leé
structures du cceur (28 a 40%), les testicules (29%) et la prostate (27%). De plus,
les valeurs de AUCo_tlast.se sont révélées étre plus élevées pour les souris mdrla/lb
(+/-) que pour les souris mdrla (-/-) pour plusieurs tissus. Les structures du cceur
sont parmi les tissus qui ont présentés les plus grandes différences entre les souris

double-mutées et simple-mutées (Figure 1).

Pour les structures du cceur, alors qu’une augmentation de 12 a 17% était
observée pour les valeurs de AUC.y.s entre les souris mdrla (-/-) et les souris
normales, une augmentation de 28 a 40% a été observée entre les souris mdrla/lb
(-/-) et les souris normales (Tableau 1, Figure 2). De plus, la Figure 3 présente une
section de myocarde provenant d’une souris mdrla/lb (-/-) euthanasiée a un temps
de 2 min montrant une distribution dense de grains d’argent dans les
cardiomyocytes comparativement au niveau background (lame sans tissu, image
non présentée). Ceci suggere une distribution intracellulaire de la radioactivité

associée au *H-dompéridone dans les myocytes.
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' \ o . .l ., 3 .
Tableau 1: Parametres de pharmacocinétique pour la radioactivité associée au “H-
dompéridone dans le plasma et les structures du cceur pour les souris normales,

mdrla (-/-) et mdrla/lb (-/-) obtenus par comptage par scintillation liquide.

Génotype* Paramétres
Conax AUCouast | %
(ngeq/g) | (ugeqmin/g) d’augmentation
| Vs SOuris
normales
Plasma normale 4.13 240 . -
mdrla (-/-) 3.27 248 | 33
mdrla/lb (1) | 3.87 272 133
Ventricule | normale 13 | 334 :
gauche | mdria(-/-) 13.3 390 16.8
mdrla/lb (1) 12.8 w6 | 215
Ventricule normale 10.0 300 -
droit mdrla (-/-) 126 349 16.3
mdrla/Ib (+-) 13.1 20 | 400
Oreillettes normale 14.3 . 280 -
mdrla (-/-) 12.0 314 12.1
mdrla/lb (--) 122 - 381 36.1

 n=3 par temps pour les souris normales et mdrla (-/-) et n=1 par temps pour les.

souris mdrla/lb (-/-)
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3.2.3.2 HPLC avec détection radiométrique

La portion de radioactivité totale associée a la substance mére, le dompéridone, a
été évaluée par HPLC avec détection radiométrique également pour certains tissus
provenant des souris mdrla/l1b (-/-). Le Tableau 2 montre des résultats similaires pour
les souris mdrla/lb (-/-) vs les souris mdrla (-/-) bien que pour le temps de 120 min une
plus grande proportion associée au dompéridone semblait étre présente pour le
'ventricﬁle gauche des souris double-mutées (11%) vs les souris simple-mutées (7%) vs
souris normales (3%). Les résultats pour le cerveau confirme la prédominance de
I’isoforme mdrla responsable de la barriere hémato-céphalique (Schinkel et coll., 1994)
puisque les résultats pour les souris mdrla/l1b (-/-) ne se sont pas avérés plus élevés que

les résultats pour les souris mdria (-/-).
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Tableau 2: Pourcentages de radioactivité associée au *H-dompéridone dans le plasma et
certains tissus de souris normales, mdrla (-/-) et mdrla/lb (-/-) obtenus par HPLC avec

détection radiométrique. (tableau adapté du Tableau 3 de la section 3.1)

Génotype Temps (min)

4 | 120

Plasma normale 409 0
mdrla (-/-) 46.3 0.13
mdrla/lb (-/-) dm dm
Foie normale 61.8 57.7
mdrla (-/-) 63.5 30.4
mdrla/1b (-/-) 66.6 43.2

Cerveau normale : 0 ’ 0
mdrla (-/-) 26.6 7.9
mdrla/Ib (-/-) 22.0 - 5.4
Reins normale 91.6 26.3
mdrla (-/-) 92.2 40.0
mdrla/1b (-/-) 88.8 443
Ventricule normale 95.0 34
gauche mdrla (-/-) 96.5 6.9
mdrla/1b (-/-) 95.9 11.1

Basé sur le temps de rétention du "H-dompéridone

dm = donnée manquante
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3.2.4 Discussion

L’influence de I’absence de 1’isoforme mdrib n’a pas causé de différence notable
pour certains tissus, tel que le cerveau, tel que démontré par la comparaison des résultats
. de HPLC avec détection radiométrique et des valeurs de AUCq.yas pour les souris.
mdrla/l1b(-/-) et mdrla (-/-). Par contre, cette absepce de I'isoforme mdrib pour les
- souris double-mutées a semblé augmenter davantage la distribution de dompéridone au
cceur probablement di a la déficience compléte de la P-gp dans le processus d’extrusion
du dompéridone du myocarde. Ces résultats obtenus pour les souris mdria/lb (-/-)
appuient donc la conclusion énoncée a la section 3.1 que le transporteur P-gp a fort
possiblement un rdle dans le contrdle des concentrations intraéellulaires cardiaques de

xénobiotiques substrats de cette protéine.

De plus, la photographie de micro-autoradiographie a démontré une
accumulation intracellulaire de la radioactivité associée au domﬁéridone dans les
cardiomyocytes. Comme discuté précédemment, le site majeur de liaison au canal I, le.
canal potassique associé€ a la prolongation de I’intervalle ‘QT, est intracellulaire (Zou et
coll., 1997; Zhang et coll., 1999). Ainsi, I’accumulation intracellulaire de dompéridone
dans les myocytes et une distribution cardiaque plus élevée pour les éouris mdrla (-/-) et

davantage plus élevée pour les souris mdria/lb (-/-) comparativement aux souris
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normales suggérent que la P-gp pourrait moduler le risque de cardiotoxicités associé au-

dompéridone.

Les différences dans la distribution du dompéridone au niveau cardiaque entre les
souris mdria (-/-) etvnormales, et entre les souris mdrla/lb (-/-) et mdrla (-/-) suggérent
que le dompéridone soit substrat des deux isoformes, mdrla et mdrib, codant‘ pour la P-
gp. Les résultats suggeérent que ces deux isoformes semblent posséder un rdle dans
efflux de dompéridone des cardiomyocytes vers le milieu extracellulaire. Ceci est en
accord avec une étude précédente qui a suggéré que bien qu’il y avait une prédominance
de I’un ou I"autre isoforme pour certains tissus (tel que le cerveau pour lequel mdrla est
prédominant), dans d’autres tissus, tel que le ccaeur, des niveaux similaires d’ARNm de

mdrla et mdr1b étaient présents (Schinkel et coll., 1994).

Il est & noter que les résultats de distribution tissulaire (AUC.ga5) présentés dans
cette section pour les souris mdrla/lIb (-/-) sont basés sur un effectif de 1 animal par
temps de collection (6 temps de collection). Bien que les résultats obtenus soient en
accord avec les résultats observés pour les souris mdrla (-/-), une étude avec un effectif

plus élevé de souris double-mutées serait requise pour confirmer les résultats obtenus.
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325 Conclusion

En conclusion, une distribution cardiaque de dompéridone plus élevée pour les
souris mdrla/lb (-/-), déficientes pour les deux isoformes du géne codant pour le
transporteur P-gp, comparativement aux souris normales et aux souris mdria (-/-),
appuie la conclusion énoncée pour la section 3.1 que le transporteur P-gp a fort
possiblement un réle dans le contr6le des concentrations intracellulaires cardiaqués de

ses substrats. Par conséquent, la P-gp pourrait possiblement moduler le risque de

cardiotoxicités associé au dompéridone.
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3.2.7 Légende de figures

Figure 1: Comparaison des valeurs de AUC.yat pour les concentrations de radioactivité
associée au “H-dompéridone dans le sang, le plasma et les tissus de souris normales,
mdrla (-I-) et mdrla/lb (-/-) suite 4 une administration intraveineuse de °H-
dompéridone.

Figure 2: Courbes de concentrations de radioactivité associée au *H-dompéridone
(moyenne + SEM) dans le plasma et les structures du cceur de souris normales, mdrla (-
/-) et mdrla/lb (-/-) suite 4 une administration intraveineuse de *H-dompéridone.

Figure 3: Photographie de micro-autoradiographie provenant d’une coupe d'e myocarde
d’une souris mdrila/lb (-/-) euthanasiée a un temps de 2 min suite a 1’administration

intraveineuse de *H-dompéridone.
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Figure 2:
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Figure 3:
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3.3 Résultats additionnels d’identification des

métabolites du dompéridone

3.3.1 Introduction

Dans le cadre de I’étude in-vivo dans laquelle des souris normales et
mutées pour le géne codant pour le transporteur P-gp ont recu une administration
intraveineuse de “H-dompéridone, la technique de HPLC avec détection
radiométrique fut utilisée pour évaluer la proportion de radioactivité totale
associée a la substance mére pour certains tissus (section 3.1). A partir d’un
chromatogramme d’un échantillon de foie, des fractions ont été collectées dans le
but d’identifier les métabolites radioactifs présents dans chacune des fractions
ainsi que dans des échantillons entiers de foie (I’ensemble des fractions) par
chromatographie en phase liquide couplée 4 la spectrométrie de masse (LC/MS).
Le but de ces analyses LC/MS était de tenter d’identifier les métabolites du
dompéridone obtenus dans des échantillons de foie de souris. Contrairemeﬁt aux
sections précédentes 3.1 et 3.2, le but n’était pas de comparer les résultats des

différents génotypes.
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3.3.2 Matériel et méthodes

3.3.2.1 HPLC avec détection radiométrique

Voir section 3.1.4.9.

3.3.2.2 Chromatographie en phase liquide couplée a la

spectrométrie de masse (LC/MS)

Pour. caractériser les métabolites, six fractions furent collectées (fractions 1,
4/5, 7, 8, 9, 10) a partir d’un chromatogramme obtenu par HPLC avec détection
radiométrique d’un échantillon de foie de souris mdrla (-/-) euthanasiée a 4 min.
suite 4 une administration de *H-dompéridone (Figure 1A). La fraction 1 fﬁt
également obtenue d’une souris mdrla (-/-) euthanasi€e a 120 min. Les fractions
furent concentrées 4 fois par évaporation avant d’étre analysées par LC/MS en
utilisant un appareil MicroMass ZQ (Waters, Milford, MA) et une colonne Xterra
MS Cyg, 150 x 2.1 mm,'S um (Waters, Milford, MA). Les phases mobiles A et B
ont consisté en 0.2% d’acide formique dans I’eau et de 0.2% d’acide formique
dans 1’acétonitrile, respectivement, avec un débit de 0.25 mL/min. Les phases
mobiles ont été délivrées selon uﬁ gradient: 90:10 (A:B) au temps zéro, 70:30

(A:B) a2 20 min, 90:10 (A:B) de 21 a 30 min. L’interface d’ionisation par
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nébulisation électrostatique (électrospray) fut ajustée selon les parameétres
suivants: voltagé du capillaire, 3.5 kV; voltage du cone, 35 V; voltage de
radiofréquences des lentilles, 0.2 V; température du quadripole, 120°C;
téhpérature de dissolution, 350°C; durée du scan, 0.04 sec. Les données

moléculaires ioniques [M+H]" furent acquises et analysées par le logiciel

MassLinx (Milford, MA).

De plus, une autre analyse LC/MS fut effectuée avec un ﬁutre instrument
sur des échantillons de foie provenant de souris mdria (-/-) et normales
euthanasiées 4 15 min suite a Padministration de °H-dompéridone. Les
séparations ont été effectuées sur un HPLC de 1;':1 série 1100 couplé a un appareil
spectrometre de masse de type MSD-TOF (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
opéré en mode positif. La source electrospray a été maintenue a 350°C et les
voltages aﬁpliqﬁés sur le éapi]laire et le fragmenteur ont été de 4000 V et 3.00 V,
- respectivement. La colonne chromatographique fut une G‘emini‘C6-Phenyl, 150 x
4.6 mm, 5 pm (Phenomenex, Torrance, CA) opérée a 0.5 mL/min. Un gradient
rapide passant de 0 a 90% acétonitrile dans I’eau en 5 min, pour un temps total de
séparation de 9 min, a permis 1’élution. Les spectres de masse ont été enregistrés
pour un rapport masse/charge (m/z) allant de 100 a 1200 ’en utilisant le logiciel

Mass Hunter (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) et 1’analyse de données fut
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effectuée a I’aide du logiciel Analyst (Applied Biosystems/MDS Sciex, Foster

City, CA).

3.3.3 Résultats

La Figure 1 présente des chomatogamﬁes obtenus par HPLC avec
détection radiométrique pour des échantillons de foie et de ventricule gauche pour
des souris mdr]a'(-/-) pour les temps de 4 et 120 min. La présence rapide de
métabolites radioactifs 4 4 min suite & ’administration de ’H-dompéridone,
particuliérement pour le foie, suggére un métabolisme rapide de ce médiéament. '
Un métabolisme du dompéridone plus important pour les échantillons de foie que
pour ceux du ventricule gauche est en accord avec le foie étant un organe principal
de métabolisme. .B.ien que non présentés, des chromatogrammes similaires ont

¢galement été obtenus pour les souris normales et mdria/1b (-/-).

La premiére série d’expériences d’identification des métabolites par
LC/MS fut effectuée a partir des six fractions collectées d’un échantillon de foie
de souris mdrla (-/-) euthanasi€e a un temps de 4 min. Cette 'analyse a montré la

présence d’au moins 3 métabolites de masse 442 provenant des fractions 4/5, 7, 8
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et 9 (Figure 2). Les chromatogrammes et spectres de masse présentés évla Figure 2
suggerent possiblement un chevauchement de métabolites de masse 442 pour les
différentes fractions. Les temps d’élution pour les métabolites de cette masse
furent de 15.45 4 17.78 min comparativement a un temps d’élution.de 19.43 min
pour le dompéridone. La fraction 10, tel qu’anticipé, consistait au dompéridone
(m/z 426). Les spectres de masse pour ces métabolites comportaient une signature
de chlore, caractérisée par la présence d’un pic a deux unités de masse de plus que
le pic principal correspondant a une intensité égale environ au tiers de ce dernier.
L’ion chlore étant conservé de la substance mére. Pour la fraction 1, caractérisée
par un temps d’élution trés rapide par HPLC avec détection radiométrique, il n’a
pas été possible d’identifier le ou les métabolite(s) radidactif(s) associé(s) a ce pic
(Figure 1). Des analyses de lyophilisation et de chromatographie sur couche
mince (résultats non présentés) ont par ailleurs permis de confirmer que cette

fraction n’était pas associée a de I’eau tritiée.

La deuxiéme série d’expériences d’identification des métabolites par -
LC/MS fut effectuée a 1’aide d’un spectrometre de masse plus sensible.
L’utilisation de I’instrument de type MSD-TOF a permis I’identification en plus de
métabolites de masse 442, des métabolites de masse 618 et 252 a partir des

échantillons de foie de souris mdria (-/-) et normales euthanasiées aux temps de
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15 min (Figure 3). Le temps de rétention des métabolites de masse 618 étaient de
3.37 et 3.54 min (le spectre de masse a la Figure 3 n’est présenté que pour 1’un de
ces deux métabolites isomeéres) et de 3.65 min pour le métabolite de masse 252,
comparativement a un témps de rétention de 3.92 pour le dompéridone. Une
signature de chlore était également visible sur les spectres de fnasse pour ces
métabolites (Figure 3). Les fractions 1 obtenues par HPLC avec détection
radiométrique a partir d’échantillon de foie de souris mdria (.-/-)»euthanasiées a4
et 120 min ont été analysées avec cet instrument pour tenter d’identifier le ou les
métabolite(s) associé(s) a cette fraction. Bien que I’analyse a conﬁrmé qhe les
métabolites précédemment identifiés (m/z 442, 618, 252) n’étaient pas associ€s a
cette fraction 1, des composés de masse 215 (sar;s signature de chlore) et 263
(avec une signature de chlore) se sont révélés étre présents (résultats non

présentés). Les structures de ces composés en relation avec le dompéridone n’ont

par contre pas été identifiées.

3.3.4 Discussion

Les analyses de LC/MS effectuées sur des échantillons de foie provenant
de souris normales et mdrla (-/-) ayant regu une injection intraveineuse de H-
dompéridone ont permis d’identifier au moins trois métabolites de masse 442,

deux métabolites de masse 618 et un métabolite de masse 252.
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Les analyses ont permis d’identifier des métabolites de mass;: 442 qui ont
consisté en une hydroxylation aromaticiu'e du dompéridone. Le métabolite de.
masse 252 a été obtenu suite a une N-déalkylation de la substance mére. Ces
métabolites ont été identifiés dans plusieurs recherches antérieures étudiant le
métabolisme du dompéridone in-vitro (Simard et coll.', 2004; Ward et céll., 2004,
Michaud et coll., 2006) et in-vivo (Meuldermans et coll., 1981). Les métabolites
de masse 618 obtenus dans cette analyse représentent une hydréxylation du
dompéridone suivit d’une glucuronidation. Bien ciu’aiucun métabolite de masse
618 n’a été identifié dans le cadre de recherches in-vitro, un métabolite de cette
masse fut préalablement identifi¢é dans des échantillons de bile provenant de rats,
de chiens et d’humains suite & une administration de dompéridone (Meuldermans
et coll., 1981): La présence de ces métabolites de masse 618 dans les échantillons
de foie de souris pour cette étude est en accord avec ’identification antérieure de
ce métabolite au niveau de la bile, étant donné sa synthése et sa sécrétion par l¢
foie. La Figure 4 présente les différents métabolites du dompéridone et leur
structure possible obtenu dans cette étude a partir d’échantillons de foie de souris

suite 4 une administration intraveineuse de *H-dompéridone.
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Des études in-vitro utilisant des microsomes de foie humain suggérent que
. les cytochromes de la sous-famille 3A sont les enzymes qui seraient
principalement impliqués dans le métabolisme du dompéridone avec une
contribution mineure de CYP1A2 et CYP2D6 (Simard et coll., 2004; Ward et

coll., 2004).

3.3.5 Conclusion

Des métabolites du dompéridone de masse 442 (hydroxylation), 618
(hydroxylation suivit d’une glucuronidatio.n) et 252 (N-déalkylation) ont été
obtenus a partir d’échantillons de foie de souris euthanasiées a 4 et 15 min suite a
une administration intraveineuse de *H-dompéridone. Tel que discuté dans les
sections précédentes, des cardiotoxicités tel que le prolongement de 1’intervalle
QT dané I’électrocardiogramme ont été rapportés avec la prise du dompéridone.
Etant donné le métabolisme du dompéridone par les enzymes CYP3As et le role
probable du transporteur P-gp dans la modulation des concentrations
intracardiaques de dompéridone (section 3.1), l’admihistration concomitante de ce
médicament & des susbtrats des CYP3A et/ou de la P-gp peut représenter un

facteur de risque dans I’incidence de cardiotoxicités associées au dompéridone.
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3.3.7 Légende de figures

Figure 1: Chromatogrammes obtenus par HPLC avec détection radiométrique
d’échantillons de foie (A) et de.ventricules gauches (B) de souris mdrla (-/-)
euthanasiées 4 4 et 120 min suite a.l’administration intraveineuse de ‘H-

dompéridone. Le panneau A indique les fractions collectées pour 1’analyse

LC/MS.

Figure 2: Chromatogrammes et spectres de masse obtenus par LC/MS de fractions
collectées d’échantillons de foie pour des souris mdrla (-/-) euthanasiées a 4 min

suite a I’administration intraveineuse de *H-dompéridone.

Figure 3: Chromatogrammes et spectres de masse obtenus par LC/MS
d’échantillons de foie pour des souris mdria (-/-) euthanasiées a 15 min suite a

I’administration intraveineuse de *H-dompéridone.

Figure 4: Formation des métabolites du dompéridone identifiés par LC/MS dans
des échantillons de foie de souris ayant regues une administration intraveineuse de

YH-dompéridone.
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Figure 4:
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CHAPITRE 1V

Effets de pré-traitements au vérapamil sur la
distribution du dompéridone au cceur et autres tissus
chez des cobayes maéles et femelles et répercussions

pharmacodynamiques sur I’intervalle QT
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4.1 Effects of verapamil pre-treatments on the
distribution of domperidone to the heart and

other tissues in guinea pigs

4.1.1 Résumé

Les transporteurs ABC, telle que la P-glycoprotéine (P-gp), sont exprimés
dans différents tissus incluant le cceur. Le but de notre étude était de déterminer si le
vérapamil, un modulateur de la P-gp, pouVait altérer la distribution du-dompéridone,
un substrat de la P-gp, au cceur et aux autres tissus suite a deux types de pré-
traitement : 1) une dose de vérapamil (11.6 mg/kg ip.) administrée 2 h avant
I’administration du dompéridone pour évaluer I’inhibition compe’titi\}e entre les deux
substrats de la P-gp; 2) un pré-traitement de 5 jours au vérapamil (11.6 mg/kg i.p.)
pour évaluer la modulation potentielle de 1’expression de la P-gp ou de son activité.
Suite 4 une injection de *H-dompéridone (2.5 mg/kg i.p.) aux cobayes males et
femelles (n=60), les animaux furent sacrifiés a 9 différents temps jusqu’a 7 h post-
administration. Les tissus ont été prélevés et analysés par comptage par scintillation
liquide pour déterminer les niveaux de radioactivité associés au *H-dompéridone. Les
AUCj¢p pour 1e§ ratios de concentrations tissu/plasma ont augmenté pour les
structures du coeur (de 13 a 22%) et pour les autres tissus (jusqu’a 59%) pour les
animaux pré-traités au vérapamil 2 h avant I’administration du dompéridone vs les

animaux contréles (non pré-traités). Il n’y a pas eu de différence notable observée
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entre les animaux pré-traités au vérapamil pour 5 jours vs les animaux contrdles. Des
différences entre genres ont ét¢ observées pour. la distribution tissulaire du
dompéridone puisque les AUCq.40 pour les ratios de concentrations tissu/plasma se
sont révélés étre plus importants pour les males vs les femelles pour 61 des 69 tissus
(trois conditions de pré-traitement). Nos résultats suggérent que l’inhibition
compétitive pour les transporteurs ABC, telle que la P-gp, par le vérapamil peut
mener a une distribution cardiaque plus importante pour les médicaments substrats de

ces transporteurs.

Mots-clés: dompéridone, vérapamil, P-glycoprotéine, cceur, distribution, inhibition,

modulation, interactions médicamenteuses, genre
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4.1.2 Abstract

ABC transporters such as P-glycoprotein (P-gp) are expressed in various
tissues including the heart. The aim of our study was to determine Whether verapamil,
a P-gp modulator, would alt_e_r the distribution of domperidoné, a P-gp substrate, to
the heart and other tissues following two types of pre-treatments: 1) a single dose of
verapamil (11.6 mg/kg i.p.) administered 2 h prior to the administration of
domperidone to assess competitive inhibition between the two P-gp substrates; 2) a 5
day pre-treatment with verapamil (11.6 mg/kg/day i.p.) to assess potential modulation
of P-gp expression or activity. Sex-specific differences were assessed. Following an
injection of *H-domperidone (2.5 mg/kg i.p.) to male and female guinea pigs (n=60),
animals were sacrificed at 9 timepoints up to 7 h post-dose. Ti.ssues were ef(cised and
processed by liquid scintillation spectroscopy to détermine YH-domperidone-related
radioactivity levels. AUCy.¢ for tissue-to-plasma concentratioﬁ ratios were increased
in heart structures (from 13 to 22%) and other tissues (up to 59%) of animals pre-
treated with verapamil 2 h prior the administration of domperidone compared to
controls (non pre-treated animals). No differences relative to controls were observed
for animals pre-treated with verapamil for S days. Tissue distribution of domperidone
appeared sex-specific with AUCy4 for tissue-to-plasma concentration ratios greater
in males vs females in 61 out of 69 tissues (three pre-treatment conditions). Our

results suggest that competitive inhibition of drug efflux transporters such as P-gp by
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verapamil may lead to increased cardiac distribution of drugs that are substrates of

such transporters.

Keywords: domperidone, verapamil, P-glycoprotein, heart, distribution, -inhibition,

modulation, drug interactions, gender
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4.1.3 Introduétion

Domperidone (5-chloro-1-{1-[3-(2,3-dihydro-2-0x0-1H-benzimidazol-1-
yl)propyl]-4-piperidinyl}-1,3-dihydro-2H-berizimidazol-2-one) is used clinically as
an antiemetic agent. Its antiemetic action is due to blockade of peripheral dopamine
receptors.' Indeed, domperidone does not cross the blood-brain barrier to any
appreciable degree and so exerts relatively little effects on cerebral dopaminergic
receptors.”* However, severe adverse cardiac effects including prolongation of the
QT interval, ventricular arrthythmias, and cardiac arrest have been observed with the

use of domperidone in man.>®

A block of the rapid component of the delayed-
rectifier potassium current (Ikr) in a concentration dependent manner has been
proposed to explain these drug-induced cardiac toxicities.” The binding site of drugs
to Ik, in cardiac ventricular myocytes is intragellular.s*g‘lo Consequently, factors that_

regulate the intracellular concentration of I, blocker represents a key determinant of

drug action and toxicities.

In-vitro experiments have demonstrated that domperidone is a good substrate
of the ATP-binding cassette (ABC) transporter, P-glycoprotein (P-gp).'"'? The ABC
transporter supérfamily comprises around fifty members which are ATP-dependent
efflux proteins. ATP hydrolysis is required to trénslocate substrates against a

concentration gradient from the intracellular toward the extracellular regions. P-gp
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thought at first to be confined to tumor cells, was subsequently found to be located in
normal tissues such as at the apical surface of liver hepatocytes, in proximal tubular
cells of kidneys and in enterocytes of intestines.'>"’ Therefore, given the importance
of these tissues in drug absorption, metabolism and excretion, it was rapidly
conceived that P-gp had an important influence on drug disposition and detoxification
of the organism by excreting its substrates into bile, urine and intestine contents. The
expression of ABC transporters such as P-gp has also been reported in various other

tissues including the heart.'®

The aim of the study described herein was to determine effects of verapamil
pre-treatments on the distribution of domperidone to the heart and other tissues. Two
types of verapamil pre-treatments were compared with results obtained from control
animals: 1) a single dose of verapamil was administered 2 h prior to the
administration of domperidone to assess competitive inhibition between the two P-gp
substrates; 2) a 5 day pre-treatment with verapamil to assess potential regulation of P-

gp expression or activity. Sex-specific differences were assessed.
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4.1.4 Methods

4.1.4.1 Chemicals

Unlabeled domperidone (99.7% pﬁrity by HPLC) was purchased from MP
Biomedicals (Aurora, OH). “H-domperidone was syntﬁesized af Perkin Elmer
(Boston, MA) by the reduction of a brominated precursor obtained from the
bromination of domperidone. The specific activity was 1787 GBq/mmol (4195.8
MBg/mg) and the radiochemical purity was greater than 98% by HPLC with
radiometric detection. Verapamil hydrochloride (99% purity) was purchased from
Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada). The purity of verapamil hydrochloride
~was more than 99% by perchloric acid titration. Hionic fluor was obtained from
Perkin Elmer (Boston, MA). All other chemicals were of analytical grade appropriate

for HPLC.

4.1.4.2 Animals

Adult male and female Hartley guinea pigs (Cavia porcellus, Crl:(HA)BR-
Hartley) were received from Charles River Canada (St-Constant, Quebec, Canada)
and were acclimated to the laboratory environment for approximately 1 week prior to

treatments. On the day of > H-domperidone treatment, the male and female Hartley
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guinea pigs were 33 to 55-days of age, with body weights ranging from 294 to 374 g
and 296 to 346 g for male and female, respectively. Environfnental conditions during
the conduct of the study were controlled at a temperature and relative huﬁlidity of 22
+ 3°C and 50 + 20%, respectively. The photopéﬁod was 12 h light and 12 h dark
except when interrupted due to scheduled activities. All animals had free access to a
standard certified pelleted commercial laboratory diet (PMI Certified Rodent Chow
5002: PMI Nutrition International) and tap water except during desigpated
procedures. The research was in accordance with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals publiéhed by the US National Research Council (NRC

publication, revised 1996).

4.1.4.3 Dose formulation

The *H-domperidone dose formulation was prepared by combining
radiolabeled and unlabeled test articles in vehicle (0.007 M lactic acid in saline) to
achieve a target concentration of 0.5 mg/mL and a target radioactivity concentration

~of 3.15 MBg/mL. The doée formulation was prepared in order to deliver a dose level
of 2.5 mg/kg of dompéridone and a radioactivity level of 5 MBq per animal in a dose
volume of 5 mL/kg. The verapamil pre-treatment dose formulation was prepared by

dissolving verapamil in vehicle (0.9% sodium chloride) to achieve a target



211

concentration of 2.32 mg/mL in order to deliver 11.6 mg/kg in'a dose volume of 5

mL/kg.

4.1.4.4 Study design

Three groups of animals were administered 2.5 mgkg (i.p.) of °H-
domperidone. The control group received no verapamil pre-treatment. One group of
animals received 11.6 mg/kg (i.p) of verapgmil 2 h prior the administfation of *H-
domperidone and the other group received a pre-treatment of 5 days with 11.6
mg/kg/day (i.p.) of verapamil prior to the administration of. *H-domperidone on the
sixth day (24 h after the last verapamil administration). The dose delivered to each
animal was calculated on the basis of the net weight of dosage formulation expelled
from the syringe and on the basis of the radioactivity concentration in the dose
formulation. One male and one female animal per timepoint/group were euthanised
by exsanguination under isoflurane anesthesia and blood collected from the

. abdominal aorta at 4, 7, 12, 20, 35, 60 min and 2, 4 and 7 h post-dose.
Approximately thirty tissues and organs including heart structures [atriums (left and
right together), left ventricle‘and, septum (together), right ventricle], were collected
from each animal. .Blood was centrifuged at 3500 rpm (approximately 2000 g) and
4°C for approximately 10 minutes to obtain plasma. Selectcd tissues or samples
(plasma, right kidney, right part of the brain, liver right lateral lobe and caudate, left

ventricle homogenate, right ventricle homogenate) from each animal were stored at -
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80°C pending HPLC analysis. One additional male and female animals per group
was euthanised by an intravenous injection of Euthanyl® (approximately 275 mg/kg)
into the jugular vein at 5 min post-dose and prepared for whole-body

autoradioluminography (WBA).

4.1.4.5 Liquid scintillation spectroscopy

Duplicate aliquots of blood (100 pL) were sampled for radioactivity analysis
and solubilized (with Soluene-350, Boston, MA), decolorized and mixed with liquid
scintillation fluid (10 mL) for radioactivity measurement. Duplicate aliquots of
plasma (100 pL) were mixed directly with liquid scintillation fluid. Whole tissues
(except for heart left and right ventricles which were homogenized in water (2 w/v))
were processed by solubilization in 35% tetraethylammonium hydroxide (Perkin
Elmer, Boston, MA) and the solubilized samples, or duplicate éliquots were then
mixed with liquid scintillation fluid for radioactivity measurement. Large intestine
contents were homogenized in a known volume of water. Duplicate weighed aliquots
(300 pL) of heart left and right ventricles homogenates, large intestine content
homogenates, stomach contents and small intestine contents were solubilized in 35%
tetracthylammonium hydroxide and mixed with liquid scintillation fluid for
radioactivity measurement. 3H-domperidone-relat.ed radioactivity was measured

using a Wallac scintillation counter (model 1414) and the software WinSpectral
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version 2.0 (Perkin Elmer, Turku, Finland). Samples were counted for 5 minutes or
to a two-sigma error of 0.1%, whichever occurred first. All counts were converted to
absolute radioactivity (dpm) by automatic quench correction based on the shift of the

spectrum for the external standard.

4.1.4.6 Whole-body autoradioluminography (WBA)

Following euthanasia, animals were prepared fbr WBA as described by
Ullberg."  Carcasses were deep frozen in a mixture of hexane and dry ice for 10
minutes and then embedded in 2% carboxymethylcellulose (CMC) medium. The
animal specimen block was. sectioned using the Leica CM 3600 cryomicrotome
(Leica Microsystems, Nussloch, Germany) to obtain 30 pm sagittal sections.
Sections were freeze-dried and then exposed to tritium imaging plates (Fuji Medical
Systems, Stamford, CT) for 5 days in a lead box to minimise background radiation
artefacts. Following exposure, the imaging Vplates were read by the Fuji BAS-2500
scanner using the Fuji Image Reader software version 1.1. (Fuji Medical Systems,

Stamford, CT) and autoradioluminograms were obtained.
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4.1.4.7 HPLC with radiometric detection

Selected tissue samples were homogenized in ultra pure water (1.5 w/v).
Proteins were precipitated‘ from the selected tissue samples and plasma by the
addition 6f an equal volume of acetonitrile and centrifuged for 10 min at 4°C. The
supernatant was filtered using a 0.45 um nylon membrane prio-r to analysis of a40 pL
aliquot by HPLC (1100 series Agilent Technologies, Palo Alto, CA) with on-line
radiometric detection (Canberra Packard 500TR Scintillation Flow Analyzer,
Meriden, CT)). Data were écquired by Millennium software version 4.0 (Waters, '
Milford, MA) and processed with Flo-One software version 3.60 (Perkin Elmer,
Boston, MA). The radiolabeled parent drug and meta‘bolites were separated using a
Phenomenex C;g column, 250 x 4.6 mm (5 um particle size), CIV-049 (Torrance,
CA) operated at 30°C using methanol, acetonitrile and 0.01 M disodium citrate pH
3.4 (35:10:55 v/v) containing 1.5 mL/L of triethylamine as the mobile phase A, and
methanol as the mobile phase B. The gradient profile was: 100:0 (A:B) from 0 to 1
min, 40:60 (A:B) from 7 to 12 min, and 100:0 (A:B) from 15 to 20 min at a flow rate

.of 1 mL/min. The mobile phase was delivered at a flow rate of 3 mL/min.
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4.1.4.8 Data analysis

All radioactivity measurements were entered into a standard computer database
program (Debra version 5.2) for tlie calculation of concentrations of radioactivity.
Blood, plasma and tissue concentrations of radioactivity in dpm/g or kBqg/g were
expressed as mass eq/g ori the basis of the measured specific activity (dpm/mg) of
radiolabeled and unlabeled domperidone in the dose formulation.  Non-
compartmental disposition kinetics of radioactivity in blood, plasma and tissues was
determined using Winnonlin version 3.2 (Pharsight Corporation, Cary, NC). The:

AUC,.¢ was calculated by application of the trapezoidal rule.”’

'4.1.5 Results

4.1.5.1 Metabolite profiling by HPLC with radiometric detection

Analysis of the total radioactivity can be complicated by the rapid metabolism
of 3H-domperidorie into radiolabeled metabolites. Therefore, we performed HPLC
analysis with radiometric detection to determine the amount of the radiolabeled
parent drug domperidone and metabolites in plasma and selected oréans. Results
from chromat(igrams demonstrated that 20 min after the administration of *H-
domperidone, approximately 30% and 50% of radioactivity detected in plasma and

liver, respectively, was attributed to the parent domperidone. This suggested a very
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rapid metabolism of domperidone. For kidneys and the right ventricle of the heart,
domperidone accounted for approximately 55% and for 90 to 100%, respectively, of
the radiolabeled compounds detected at 20 min post-dose. For all samples analysed,
except for plasma and liver, chromatograms showed that post-dose radioactivity was
predominantly associated to the parent drug domperidone for ﬁp to 60 min (results
not shown). Therefore, AUC from 0 to 60 min post-dose (AUCy.¢p) for tissue-to-
plasma concentration ratios of *H-domperidone-related fadioactivity were calculated
and are presented in Figure 1 (n=6 guinea pigs per treatment group). Tissue-to-

plasma concentration ratios were compared to assess the actual distribution to tissues.

4.15.2 General tissue distribution of ‘H-domperidone-related
radioactivity in male and female guinea pigs

Following single intraperitonegl injection of *H-domperidone, radioactivity
waé rapidly distributed into tissues of male and fémale gﬁinea pigs. In.co‘ntrol male
and female animals. as well as in verapamil pre-treated animals, the highest AUC.¢9
for tissue-to-plasma concentration ratios of *H-domperidone-related radioactivity
w.ere obtained in the mesenteric lymph nodes, pancreas, intestine walls, liver, kidneys
and spleen (Figure 1). For females, ovaries and uterus also presented high levels.
The lowest levels were found in the spinal cord, brain and ‘eyes. An

autoradioluminogram of a sagittal section from an animal euthanized at 5 min post-
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dose confirms the rapid distribution of *H-domperidone-related radioactivity into

tissues (Figure 2).

Radioactivity concentrations retrieved in intestine contents (up to
approximately 65% of the dose at 4 h post-dose for the large intestine) énd in the
gallbladder suggest that biliary elimination was a substantial route of elimination for _
all pre-treatment coﬁditions (data not shown). Concentrations retrieved in kidneys
suggest that urinary excretion also contributed to the elimination of * H—domperidoné-

related radioactivity (Figure 1).

4.1.5.3 Effects of verapamil pre-treatments on the distribution of
domperidone in whole-body tissues in male and female
guinea pigs

For both male and female animals, higﬁer AUCy¢ values were generally
observed in tissues of animals pre-treated with verapamil 2 h prior to domperidone
administration compared to control animals or animals pre-treated with verapamil for
5 days. Indeed, the AUCy.¢ values for guinea pigs pre-treated with verapamil 2 h
prior domperidone were higher (up to 59%) for 44 out of 50 tissues (males and
females) compared to control animals, whereas AUCq.¢y values were similar between

animals pre-treated with verapamil for 5 days and control animals as shown by their
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AUC ¢ ratios close to 1 (Figures 4A and 4B). For males, the greafest differenées for
AUCj.¢ values between. animals pre-treated with verapamil 2 h prior to domperidone
and control animals were observed for ly}nph nodes (53%), adipose tissue (42%),
testes (40%), intestine wall (22 to 29%) and liver (30%). For females, the greatest
differences between animals pre-treated with verapamil 2 h pﬁor to domperidone and
control animals were observed for adipose tissue (59%), liver (28%), stomach wall
(37%) and thyroid gland (31%). In contrast to other tissues, ovaries and uterus did -
not present higher AUC.¢ values following a pre-treatment with verapamil 2 h prior
to domperidone, whereas lo;ver AUC.¢ values were observed following a pre-
treatment for 5 days with verapamil for these tissues (reduced by 15 tb 18%)
compared to control animals. Moreover, comparison between sex showed that for all
vefapamil pre-treated and control guinéa pigs, tissue-to-plasma concentratién ratios
were greater in male animals compared to females for 61 out of 69 tissues (three pre-

treatment conditions) (Figure 4C).

HPLC analysis with radiometric détection showed that domperidone did not
distribute into ‘the brain of control guinea pigs or guinea pigs pre-treated with
\./erapamil for 5 days whereas it did distribute in bfain of animals pre-treated with
verapamil 2 h prior to domperidone. Indeed, for animals frorﬁ this group, a peak on
chromatograms was observed for the retention time associated to the parent drug

domperidone (data not shown).
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4.1.5.4 Effects of verapamil pre-treatments on the distribution of
domperidone in the heart in male and female guinea pigs

_For both male and female guinea pigs, tissue-tol-plasma concentration ratios
for heart structures were generally highef .for animals pre-treated with verapamil 2 h
prior to domperidone compared to control animals or animals pre-treated with
verapamil for 5 days (Figures 3, 4A and 4B). The AUC;¢, for tissue-to-plasma
concentration ratios for guinea pigs pre-treated with verapamil 2 h prior domperidone
are higher in heart structures for both males and females (from 13 to 22%) compared
to control animals (Figures 3, 4A and 4B). AUC,.4 values were similar between
animals pre-treated with verapamil for 5 days and control animals as demonstrated by
their AUCy.¢0 ratios close to 1. Comparison between sex showed that for all
verapamil pre-treated and control gﬁinea pigs, the AUC¢ values were higher (up to

16%) for heart structures of male animals compared to females (Figure 4C).

/

4.1.6 Discussion

This study examined the effect of verapamil pre-treatments on the distribution
of domperidone in whole-body tissues with a special look at the heart. We compared

results from non pre-treated guinea pigs (control) to animals receiving a single dose
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of verapamil 2 h prior to domperidone administration (competitive inhibition) or
receiving a pre-treatment of 5 days with verapémil (modulation). Results showed that
a pre-treatment with verapamil 2 h prior to domperidone administration increased the
distribution of domperidone in most tissues, including the heart, for both male and
female animals. A pre-treatment of 5 days with verapamil prior domperidone
administration did not generally modify the tissue &istribution of domperidone for
both male and female guinea pigs. Distribution of domperidone was greater in
tissues, including the heart, of male animals compared to females for all pre-treatment
groups. The higher AUC,.¢ based on tissue-to-plasma concentration ratios observed
in animals pre-treated with verapamil 2 h prior to domperidone suggested that the
higher tissue distribution of domperidone was not.only a consequence of higher
plasma levels but due to an actual increase in thq retention of domperidone in the

heart and other tissues.

Domperidone and verapamil are recognised P-gp substrates. The
measurement of higher AUCj for tissue-to-plasma concentration ratios in most
tissues of animals pre-treated with verapamil 2 h prior domperidone is consistent with
a competitive inhibition by verapamil of the P-gp transporter. Consequently, the
deﬁciency in the efflux of domperidone from the inside toward the outside of tissue
cells led to the increase in the tissue distribution and retention of dompéridone. The

higher AUC,.¢ for tissue-to-plasma concentration ratio in intestine walls of animals
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pre-treated with verapamil 2 h prior to domperidqne administration compared to
control animals is also consistent with a deficiency in the efflux of domperidone from
enterocytes toward the lumen of intestines due to inhibition by verapamil of the
transporter. Accordingly, this resulted in lower percent of dose in small intestine
contents of these verapamil pre-treated guinea pigs compared to control animals (data

not shown).

It is known that domperidone does not cross the blood-brain barrier.® Thus,
we would have expected verapamil to increase the distribution of domperidone into
the brain since P-gp is a main component of the blood-brain barrier preventing

accumulation of xenobiotics in the brain.?'

Although no differences were observed
between AUC.¢ values for total *H-domperidone-related radioactivity for verapamil
pre-treated and control animals, HPLC with radiometric detection results

demonstrated that the parent drug domperidone did cross the blood-brain barrier only

in animals pre-treated with verapamil 2 h prior to domperidone.

The higher AUCy¢4o for tissue-to-plasma concentration ratios for male
compared to female animals were observed even in non pre-treated guinea pigs
(control). The more important distribution for males than for females cannot be

22-24

explained due to conflictual results in the literature. Further research is required -

to clarify sex-specific differences in P-gp expression in wholé-body tissues.
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Our experiménts showed that the P-gp inhibitor verapamil when administered
2 h prior to domperidone caused a slight accumulation of domperidone in the heart
probably due to the impairment of the ATP-dependent P-gp-related drug efflux. The
more important distribution observed in the heart structures of those verapamil pre-
treated guinea pigs are in accordance with a previous study reporting increased
myocardial uptake of idarubicin, a P-gp substrate, following the co-administration of
verapamil in isolated perfused rat heart.”® The inhibition of myocardial P-gp efflux
transport by ver_apémil could have clinical impljcations for predicting potential drug
interactions with other P-gp substrates, especially if they are Iy, blockers such as
domperidone. Recently, the risk of QT prolongation has been recognised Medecines
Control Council®® following the concomitant administration of domperidone and

2128 prolongation of the QT interval was not

ketoconazole, which is a P-gp inhibitor.
observed when domperidone was administered alone. Cases of increased
concentrations of drugs in the heart and/or cardiotoxicities occurring following the

administration of concomitant P-gp substrates confirm the substantial role of this

protein in the transport of xenobiotics in the heart.'®

The absence of an effect of the 5 day verapamil pre-treatment on cardiac and
tissue distribution of domperidone suggested that P-gp expression was likely not

modulated by verapamil in-vivo. In a previous study, isolated cardiomyocytes treated
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with cisapride, a P-gp substrate, showed higher intracellular concentrations of this
drug when guinea pigs were pre-treated for 5 days with verapamil compared to non
pre-treated animals.” These contradictory results may be explained by the different
- drug substrate or experimental techniques. A previous in-vitro study showed an
increased level of P-gp after 10 days of verapamil administration although no
increase in the transcript levels was detected.” It was not possible’ in our study to
measure the level of expression of P-gp following verapamil pre-treatments due to the
unavailability of membrane transporter antibodies for the guinea pig. Further
research is required to elucidate the role of verapamil in the modulation of the

expression or activity of P-gp and other membrane transporters.

In conclusion, a pre-treatment of verapamil 2 h prior to domperidone
facilitated the distribution of domperidone to the heart and other tissues whereas a
pre-treatment with 5 days of verapamil had generally no effects on tissue distribution
of domperidoné. Our results suggest that competitive ihhibition of drug efflux
transporters such as P-gp by verapamil may lead to increased cardiac distribution of

drugs that are substrates of such transporters.
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4.1.9 Figure legends

Figure 1: AUCy.¢ for tissue-to-plasma concentration ratios of *H-domperidone-
related radioactivity in blood, plasma and tissues of male and female verapamil pre-
treated and control guinea pigs following the intraperitoneal administration of *H-
domperidone. The control condition represents an absence of pre-treatment. The
inhibited condition represents a pre-treatment With verapamil 2 h prior “H-
domperidone treatment. The modulated condition represents a pre-treatment with
verapamil for 5 days prior *H-domperidone treatment.

Figure 2: Autoradioluminograms presenting the rapid distribution of °H-
domperidone-related radioactivity in a female guinea pig at 5 min following the
intraperitoneal administration of ‘H-domperidone.  Colors from blue to red
(blue<green<yellow<orange<red) indicate the intensity of distributed radioactivity,
red corresponding to the highest intensity.

Figure 3: Tissue-to-plasma concentration ratios of “H-domperidone-related
radioactivity in heart structures of male and female verépamil pre-treated and control
guinea pigs vs time following the intraperitoneal administration of *H-domperidone.
The control condition represents an absence of pre-treatment. The inhibited condition
represents a pre-treatmeht with verapamil 2 h prior *H-domperidone treatment. The
modulated condition represents a pre-treatment with verapamil for 5 days prior H-

domperidone treatment.
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Figure 4. Comparisons of AUCy. for tissue-to-plasma concentration ratios of 3H-.
domperidone-related radioactivity in verapamil pre-treated vs control guinea pigs for
- blood and tissues of male (A) and female (B) animals, and males vs females (C)
following the intraperitoneal administration of *H-domperidone. The control
condition represents an absence of pre-treatment. The inhibited cqndition represents a
pre-treatment with verapamil 2 h prior 3H-dompeA:ridone treatment. The modulated
condition represents a pre-treatment with verapamil for 5 days prior *H-domperidone

treatment.
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4.2 Résultats additionnels

Les résultats de phamacodynamie qui seront rapportés dans cette section ont
été obtenus dans le cadre de I’étude présentée a la section précédente (section 4.1).
Les résultats décrits dans cette section constituent une suite aux résultats présentés a
“la section 4.1. Par conséquent, les énoncés dans I'introduction de la section
précédente (section 4.1.3) décrivant les motifs de la réalisation de 1’étude ainsi que

les sections 4.1.4.1, 4.1.4.2, 4.1.4.3 et 4.1.4.4 s’appliquent également i cette section.

4.2.1 Introduction

Le blocage du canal potassique rectifiant retardé Ik, apparait étre le
mécanisme sous-jacent du prolongement de la répolarisation observé chez les patients
traités avec des médicaments ayant la capacité de prolonger lintervalle QT. Le site
de liaison au canal Ix, semble étre localisé au niveau intracellulaire (Zou et coll.,
1997; Zhang et coll., 1999)._ En contrblant 1’accés des xénobiotiques au milieu
intracellulaire et aﬁ site de liaison de I, les transporteurs ABC pourraient modﬁler
efficacité ou la toxicité des médicaments. Par conséquent, la régulation des
concentrations intracellulaires de médicaments bloqueurs de Ik, par les transporteurs
ABC pourrait donc présenter un facteur de modulation important des risques de

toxicités cardiaques, tel que le syndrome du Long QT médicamenteux.
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Ala séction précédente (section 4.1), nous avons discuté de I’effet de pré-
traiteménts au vérapamil sur la distribution cardiaque et tissulaire- du dompéridone.
Les résultats des animaux non pré-traités au vérapamil ont été comparés aux résultats
des animaux ayant regu une dose de véfapamil 2 h avant ’administration du
dompéridone (inhibition compétitive), et aux animaux pré-traités pendant 5 jours
consécutifs au vérapamil (modulation). Les résultats ont montré qu’un pré-traitement
au vérapamil 2 h avant ’administration du dompéridone augmentait la distribution du
dompéridone dans la majorité des tissus, incluant le cceur, et ce pohr les cobayes
males et femelles. Par contre, un pré-traitement de 5 jours au vérapamil n’a pas altéré
la distribution cardiaque et tissulaire du dompéridone. De plus, cette distribution du
dompéridone s’est avérée plus importante pour les males que pour les femelles, et ce

pour les trois conditions de pré-traitement au vérapamil.

Nous avons évalué ’effet pharmacodynamique du dompéridone suite aux pré-
traitements au vérapamil sur I’intervalle QT de I’électrocardiogramme sur certains
animaux jusqu’a 60 min suite a I’administration de dompéridone. Nous avons donc
vérifié si une corrélation était possible entre les données pharmacocinétiques et

pharmacodynamiques.
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4.2.2 Mat_ériel et méthodes

4.2.2.1 Enregistrement d’électrocardiogramme

Des ¢électrocardiogrammes provenant des cobayes males et femelles assignés
aux temps de prélevement de 2 et 4 h (voir section 4.1.4.4) pour chacune des trois
conditions de pré-traitement au vérapamil (pour un total de 12 animaux) furent
enregistrés. Pour chaque animal, un électrocardiogramme fut enregistré avant
I’administration du > H-domperidone ainsi qu’a 1, 2, 4, 7, 15, 30 et 60 min post-
administration (pour un total de 96 enregistrements). Les enregistrements furent
effectués en utilisant les dérivations des membres I, 1I, IlI, aVR, aVL, et aVF.
L’intervalle QT a été corrigé pour la fréquence cardiaque (QTc) en utilisant la
formule de Fridericia (QTc(F) = intervalle QT divisé par la racine cubique de
I’intervalle RR) (Fridericia, 1920). La formule de Fridericia est la plus appropriée

pour les cobayes non-anesthésiés selon Hamlin et collegues (2003).
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4.2.3 Résultats

L’effet de pré-traitements au vérapamil sur la réponse pharmacodynamique en
mesurant I’intervalle QT sur ’électrocardiogramme a montré une tendance pour un
intervalle QTc(F) prolongé pour les cobayes pré-traités au vérapamil 2:-h avant
I’administration du dompéridone (Figure 1). En effet, pour les temps de 30 et 60 min,
un prolongement de I’intervalle QTc(F) moyen a pu étre observé (jusqu’a 12 msec)
avec un effet légerement plus pfononcé pour les femelles que les males. Cette
tendance pour une prolongation de I’intervalle QT n’a par contre pas été observée
pour les animaux pré-traités au vérapamil pour 5 jours consécutifs et pour les

animaux non-pré-traités.

4.2.4 Discussion

L’inhibition par le vérapamil de l’efﬂux de xénobiotiques médié par les
transporteurs ABC, telle .que la P-gp, peut mener & des répercussions cliniques
importantes.  En effet, une telle inhibition peut prédire des interactions
médicamenteuses potentielles avec d’autres substrats de la P-gp, pérticuliérement
s’ils sont des bloqueurs du canal Ix,. Pour cette raison, nous avons examiné 1’effet de

pré-traitements au vérapamil sur la réponse pharmacodynamique du dompéridone
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(prolongation de D’intervalle QT) chez les cobayes. D’ailleurs, les cobayes sont
reconnus comme étant un excellent modéle pour une évaluation électrophysiologique
car ils possédent des canaux ioniques similaires & I’homme (3 ’exception de Iy,)

(Biinger et coll., 1975; Roden et coll., 1988).’

Les résultats provenant des €lectrocardiogrammes ont montré une tendance
pour un prolongement de I’intervalle QT pour les cob‘ayes pré-traités au vérapamil 2
h avant le dompéridone avec un effet légérement plus prononcé pour les femelles.
Cette tendance obseryée semble étre en accord avec les résultats de
pharmacocinétiques car en effet les ratios tissu/plasma pour les concentrations de
dompéridone se sont révéles plus €leveés pour les animaux pre-traités au véraf)amil 2h
avant le dompéridone au temps de 35 et 60 min comparativement aux deux autres
conditions. Par contre, contfairement 4 la tendance observée au niveau de la
pharmacodynamie, ce sont les méiles qui ont présent¢ une distribution de
dompéridone plus importante comparativement aux femelles..- Par contre, une
tendance plus évidente pour les cobayes femelles & un prolongement de |’intervalle
QT lors de ’administration de vérapamil 2 h avant le dompéridone dans cette étude
serait en acord avec les évidénces cliniques qui démontrent que les femmes semblent
~ étre davantage prédisposées que les hommes & un prolongement de cet intervalle suite

a la prise de médicaments (Makkar et coll., 1993; Drici et coll., 1998). Une étude
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future avec un effectif de mesures d’intervalle QTc plus élevé serait requise pour

confirmer les tendances observées discutées dans cette section. -

Cette augmentation de ‘la distribution cardiaque de dompéridone et la tendance
possible a ,une.prolongation de I’intervalle QT suggéreraient que le vérapamil en
inhibant la P-gp pourrait faciliter I’accés au dompéridone au site de liaison
intracellulaire sur le canal Ix,. Récemment, le risque de prolongation de I’intervalle
QT a été reconnu suite a une co-administration de dompéridone et de kétoconazole,
également un inhibiteur de la P-gp (Siegsmund et coll., 1994; Wang et coll., 2002) ce
qui n’a pas été observé lors de I’administration de dompéridone seul (Medecines

Control Council, 2006).

4.2.5 Conclusion

Les mesures de !'intervalle QT ont montré une tendance pour un
prolongement de cet intervalle pour les cobayes pré-traités au vérapamil 2 h avant le
dompéridone avec un effet 1égérement plus prononcé pour les femelles. Le vérapamil
-en inhibant la P-gp pourrait donc faciliter ’acceés au dompéridone au site de liaison
intracellulaire sur le canal Ik, et médier certaines cardiotoxicités reliées a une

repolarisation cardiaque déficiente.
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4.2.7 Légende de figures

Figure 1 : Moyennes des intervalles QTc(F) vs temps, et moyennes des différences
entre les intervalles QTc(F) et 1’état de base (avant 1’administration de _3 H-
domperidone) vs temps pour les cobayes males et femelles suite a une_administration
intrapéritonéale de *H-domperidone (n=2 par temps). Les données sont exprimées én
tant que moyenne + SEM. "La condition "Contréle" représente une absence de pré-
fraitement. La condition "Inhibition" représente un pfé—traitement au vérapamil 2 h
avant I’administration de *H-dompéridone. La condition "Modulation" représente un

pré-traitement au vérapamil pour 5 jours avant I’administration de *H-dompéridone.
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Conclusion générale
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5.1 Conclusion

Il a ét€¢ démontré que I’accumulation tissulaire de xénobiotiqﬁes ne dépendait
non seulement de leur habileté a pénétrer dz;ns les cellules mais également de leur
_ habileté d’en sortir. En effet, des recherches dans les années 1970 ont révélé la
présence d’un mééanisme actif d’extrusion de médicaments conféré par une large
glycoprotéine de la membrane plasmique (Dano 1973; Juliano et Ling 1976). Le
géne MDRI codant pour cette protéine appelée P-glycoprotéine (P-gp) a par la suite
été identifié grace a sa surexpression dans les cellules tumorales associées a une
résistance acquise aux médicaments anticancer (Ueda et coll., 1987). Bien que I’on
concevait que la P-gp était confinée qu’aux cellules tumorales, elle a par la suite été

reconnue pour étre exprimée dans les cellules de tissus normaux.

La P-gp est le transporteur le plus étudié de la grande famille des transporteurs
ABC qui en compte une cinquantaine chez I’humain. Parmi ceux-ci, quatorze ont
une activité connue dans le transport de xénobiotiques a ce jour. Le rdle
physiologique des transporteurs ABC au niveau de la protection de .l’organisme est
maintenant bien établi pour plusieurs tissus tels que les intestins, le foie, le cerveau,

les testicules ou le placenta. Jusqu’a tout récemment, treés peu d’informations étaient
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disponibles sur le role fonctionnel de la P-gp et des autres ABC transporteurs au

niveau du coeur.

Dans cet ouvrage, dans un premier temps une revue de la littérature
exhaustive a été présentée demontrant ’expression de certains transporteurs ABC au
niveau du cceur. Les techniques de biologie moléculaire ont démontré que la P-gp
était exprimée au niveau cardiaque et que d’autres transporteurs tels que MRP1 et les
transporteurs de la sous-famille ABCA semblaient présenter des niveaux
d’expression élevés. De plus, des recherches précédentes utilisant des souris
déficientes pour le géne codant pour certains transporteurs ABC ont suggéré une
importance de ces derniers dans le contréle des concentrations cardiaques de
xénobiotiques. La revue de la littérature a également présenté des évidences de
cardiotoxicités suite a I’administration concomit_ante de substrats de la P-gp, tels que
les agents qui renversent la résistance multidrogue, démontrant un réle probable de
ces transporteurs dans la régulation des concentrations intracardiaques de

médicaments.

Certains médicaments sont reconnus pour posséder la capacité de prolonger
I’intervalle QT dans 1’électrocardiogramme en inhibant le canal potassique rectifiant

retardé I, responsable de la repolarisation cardiaque. Une repolarisation déficiente
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prolonge I’intervalle QT dans I’électrocardiogramme et peut engendrer un épisode de
torsades de pointes pouvant mener a la mort subite._ Le site de liaison au canal Ik,
situé dans la membrane plasmique, semble étre localisé au niveau intracellulaire (Zou
et coll., 1997; Zhang et coll.,, 1999; Mitcheson et al., 2000). Par conséquent, la
régulation des concentrations intracellulaires cardiaques par les transporteurs ABC
devenait un facteur déterminant dans I’incidence de cardiotoxicités, tel 'que le
syndrome du Long QT médicamenteux, pour des agents bloqueurs du canal Ig,. Pour
ces raisons, nous avons émis 1I’hypothése que les transporteurs ABC, telle que la P-
gp, par leur régulation des concentrations intracellulaires cardiaques, pourraient
potentiellement controler I’accés d’un médicament bloqueur d’Ix, & leur site de
liaison sur ce caﬁal potassique. Ainsi, les transporteurs ABC constitueraient un

facteur influengant 1’apparition d’une repolarisation cardiaque déficiente.

Nous avons donc vérifié dans cet ouvrage I’implication de la P-gp dans la
distribution cardiaque et tissulaire du dompéridone en utilisant des souris déﬁcientes
pour le géne codant pour 1a P-gp. Le dompéridone qui est & la fois un substrat de la
P-gp et un Bloqueur d’Ik, fut administré a des souﬁs simple mutées (mdrila (-/-)), des
souris double-mutées (mdrla/lb (-/-)) ainsi qu’a des souris normales. Suite a
I’administration intraveineuse de *H-dompéridone, les souris furent euthanasiées 4 six
différents temps jusqu’a 120 min post-administration. Les structures du cceur et

environ vingt-cinq tissus furent prélevés et analysés pour les niveaux de
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dompéridone. Deé niveaux plus élevés de dompéridone ont été'bb_servés dans
plusieurs tissus incluant le cceur pour les souris mdrla (-/-) et mdria/lb (-/-)
comparativement aux souris normales. Les différences obtenues dans la distribution
cardiaque de dompéridone entre les souris déficientes pour le géne codant pour la P-
gp et les souris normales confirment la plausibilit¢ de I’hypothése avancée et
démontrent un réle de la P-gp dans la régulation des concentrations intracardiaques

de dompéridone.

Plusieurs cas d’interactions médicamenteuses lors de la co-administration de
deux médicaments substrats des transporteurs ABC ont été rapportés dans la
littérature. | De plus, tel que discuté dans les sections précédentes, certains
médicaments auraient le potentiel de moduler les niveaux d’expression des
transporteurs ABC. Par exemple, la cyclosporine A a semblé moduler de fagon
réversible I’expression de la P-gp dans les tissus normaux suite 4 un traitement de S
jours de cyclosporine (Jetté et coll., 1996) et un traitement de 10 jours de rifampicine
ou de vérapamil chez des souris augmentait les niveaux de la protéine P-gp
(Granzotto et coll., 2004). Les répercussions que peuvent provoquer une modulation
des transporteurs ABC par un traitement chronique d’un médicament substrats des
transporteurs ABC peuvent donc étre considérables au niveau de 1’effet thérapeutique
ou de I’incidence de toxicités d’un autre substrat. Pour ces raisons, nous avons tenté

de déterminer si le vérapamil, un modulateur de 1a P-gp, pouvait altérer la distribution
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cardiaque et tissulaire du dompéridone chez des cobayes males et femelles suite a
deux types d.e pré-traitement; soit une administration de vérapamil 2 h avant
I’administration du dofnpéridone pour évaluer une possible .inhibition compétitive
entre les deux substrats de lé P-gp, et un pré-traitement de 5 jours au vérapamil avant
I’administration de dompéridone a la sixiéme journée pour évaluer la modulation
potertielle de I’expression de la P-gp ou de son activité. Les cobayes furent sacrifiés
a 9 différents temps jusqu’a 7 h post-administration et les tissus prélevés et analysés
pour leur niveau de dompéﬁdoﬁe. La comparaison des résultats avec les animaux
non pré-traités a démontré une augmentation de la distribution du dompéridone au
cceur suite & une inhibition compétitive de la P-gp par le vérapamil, mais aucun effet
n’a été observé suite au'pré-traitement de 5 jours au vérapamil. L’effet des pré-
traitements au vérapamil sur la réponse pharmacodynamiciue du dompéridone en
mesurant I’intervalle QT sur 1’électrocardiogramme a montré une tendance pour un
intervalle QTc(F) prolongé pour les cobayes pré-traités au véraf)amil 2 h avant -
’administration du dorﬁpéridone, avec un effet légérement plus prononcé pour les
femelles que pour les males. Aucun effet n’a par contre été observé pour les animaux
pré-traités au vérapamil pour 5 jours et pour les animaux non pré-traités ce qui est en
accord avec les données pharmacocinétiques. Les résultats ont montré qu’une
inhibition de la P-gp par le vérapamil peut mener a une distribultion cardiaque plus
impoﬁante pour les médicaments substrats de ce transporteur et ainsi faciliter 1’acces

d’un bloqueur du canal Ig;, & son site de liaison sur ce canal potassique et
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potentiellement altérer la repolarisation cardiaque. Cette situation au niveau clirﬁqu’e
s’avére trés réaliste compte tenu du nombre élevé de médicaments prescrits
parti_culiérement aux personnes agées. La prise concomitante de deux substrats de la
P-gp, incluant un bloqueur d’Ix,, peut ainsi entrainer des toxicités cardiaques tel le

Long QT médicamenteux causé par un prolongement de cet intervalle.

Les résultats impliquant les souris mutées ont démontré que la P-gp semblait
jouer un rdle dans la régulation des concentrations intracardiaques de dompéridone
puisque des niveaux jusqu’a 1.3 fois plus élevés ont été observés pour les souris
déficientes pour le gene codant pour la P-gp comparativement aux souris normales.
D’autres recherches utilisant de telles souris et d’autres substfats de la P-gp ont
obtenu des différences beaucoup plus importantes entre les génotypes de souris. Par
exemple, des céncentrations cardiaques de 7 a 14 fois plus élevées ont été observées
pour la vinblastine pour les souris mdrla (-/-) comparativement éux souris normales
suite a une injection intraveineuse (Schinkel et coll.,, 1994). D’autres études ont
montré des valeurs deux fois plus €élevées pour certains tissus incluant le cceur entre
les souris mdrla (-/-) ou mdrla/lb (-/-) et les souris normales suite a une
administration orale de lopéramide (Schinkel et coll., 1996) ou suite a une injection

intraveineuse d’anticonvulsants énaminones (Cox et coll., 2002). Ceci laisse présager
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que d’autres transporteurs, en concert avec la P-gp, puissent étre impliqués dans
efflux de dompéridone du cceur. En effet, tel que discuté dans I’introduction de
cette these, d’autres transporteurs se sont avérés étre exprimés au niveau cardiaque. Il
y a des évidences devenant plus nombreuses sur I’implication des transporteurs MRP,
une sous-famille des transporteurs ABC, dans la disposition de médicaments au
niveau du cceur (Sasabe et coll., 2004). En fait, neuf transporteurs MRP (MRP1 a
MRP9) ont des évidences rapportées dans la littérature de leur role dans la disposition
des xénobiotiques et plusieurs d’entre eux ont été reconnus comme étant exprimés au
niveau cardiaque (Flens et coll., 1996; Stride et coll., 1996; Hagen et coll., 2000; Kao
. et coll., 2002; Dazert et coll., 2003; Muramatsu et coll., 2004; Nishimura et coll.,
2004). Des recﬁerches futures sont requises pour évaluer le r6le possible de d’autres
transporteurs ABC, tels que les MRP, dans l’efflux de médicaments, tel le
dompéridone au niveau du cceur. Dé plus, les transporteurs ABC de la sous-famille
des ABCA,.relativement peu connus, pour lesquels I’expression au niveau cardiaque

semble étre trés importante mériteraient également une attention particuliére.

11 est connu que la réponse aux médicaments, d’un point de vue thérapeutique
ou de toxicités, peut varier grandement d’un individu a l’autre. Ces variations
peuvent étre expliquées en partie par des différences alléliques au niveau des
enzymes du CYP450 mais une grande portion de la variabilité inter-individuelle n¢'

peut étre expliquée a ce jour. Par exemple I’incidence de cardiotoxicités, tel que le
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syndroﬁle du Long QT médicamenteux, est dotée d’une grande variabilité inter-
individuelle. 11 est bien établi que les femmes sont plus a risque que les hommes a
développer cette cardiotoxicité suite a la prise de médicaments ayant le potentiel de
prolonger l’inter\./alle QT. Bien que des évidences suggeérent que les androgénes
pourraient jouer un rdle dans cette différence entre genres (Bidoggia et coll., 2000;
Brouillette et coll., 2003), les scientiﬁqués s’entendent pour affirmer que les facteurs
responsables de cette différence demeurent obscurs. Pour les deux études animales
présentées dans cet ouvrage, la déficience de Iactivité de la P-gp causé par une
inhibition de la P-gp ou une altération de son géne a entrainé une élévation de la
distribution cardiaque de la dompén’done, un bloqueur d’lx,. Par conséquent, les
variations génétiques pour ce transporteur pourraient contribuer a expliquer en partie
les variations interindividuelles pour I’incidence de cardiotoxicités tel que le

syndrome du Long QT médicamenteux.

Ainsi les polymorphismes associés au géne codant pour les transporteurs ABC
combinés aux polymorphismes pour le canal Ik, et/ou pour les enzymes des CYP450
sont tous des facteurs pouvént potentiellement contribuer a 1’apparition de toxicités
cardiaques. La présence possible de ces mutations chez un individu et de leurs
.interactions rend complexe ia prédiction d’effets toxiques suite a la prise d’un

bloqueur du canal Ik,. S’ajoute a ceci, la prise de plusieurs médicaments qui accentue
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la complexité dans la prédiction des effets cardiotoxiques. La prudence est donc de
mise pour les cliniciens lors de la prescription de plusieurs médicaments incluant un

bloqueur Ik,.

Bien qu’il y ait eu émergence d’informations sur les enzymes du cytochrome
P450 au cours des derniéres décennies, les prochaines années promettent sirement
une explosion de connaissances sur les transporteurs ABC. A ce titre, ces protéines
doivent étre considérées comme un facteur d’importance, tout comme les enzymes du

CYP450, contribuant a la disposition des médicaments.

Les travaux réalisés dans cette theése ont permis de démontrer que les
transporteurs ABC, étant exprimés au niveau du cceur selon les évidences de la
littérature, avaient le potentiel de réguler les concentrations intracellulaires cardiaques
de dofnpéridone. L’activité des transporteurs ABC dans la régulation des
concentrations intracardiaques de médicaments semble donc représenter un facteur
d’influence dans I’incidence de cardiotoxicités médiées par-un prolongement de

I’intervalle QT pour des agents bloqueurs du canal I ;.
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1.1 Résumé

Le passage des médicaments au travers les membranes cellulaires dicte leﬁr
absorption, distribution, métabolisme et excrétion. Ce processus est déterminé par
plusieurs facteurs inclu‘ant le poids moléculaire du composé, sa forme, son degré
d’ionisation et sa liaison aux protéines. L’accumulation tissulaire des xénobiotiques
ne dépend pas seulement de leur habileté a pénétrer dans les cellules mais également
de leur habileté a les quitter. Par exemple, les transporteurs d’efflux ABC (ATP-
binding cassette) ont un role bien connu dans la disposition des médicaments. En
fait, ces transporteurs agissent en synergie avec les enzymes de métabolisme pour
protéger ’organisme de composés toxiques. Le transporteur le plus étudié de la
grande famille des transporteurs ABC, la P-glycoprotéihe, a été en premier lieu
retrouvée comme étant surexprimée dans les cellules tumorales conférant ainsi une
résistance a plusieurs médicaments anticancéreux. La P-glycoprotéine, présumée
comme étant confinée qu’aux cellules tumorales a par la suite été reconnue pour é’tre
exprimée dans les tissus normaux tels que le foie, le rein, les intestins et le cceur.
Bien que les informations demeurent limitées sur le role fonctionnel des transporteurs
ABC au niveau du myocarde, il est suggéré qu’ils puissent moduler ’efficacité et la
toxicité des agents éctifs cardiovasculaires. Cet article de révision présente les
informations et progres récents sur le role des transporteurs ABC dans la disposition

des médicaments et plus précisément leur réle au niveau du cceur.
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1.2 Abstract

The passage of drugs across cell membranes dictates their a.bsorpt.ion,
distribution, metabolism and excretion. This process is determined by several factors
including the molecular weight of the compounds, their shape, degree of ionization
and binding to proteins. Accumulation of xenobiotics into tissues does not depend
only on their ability to enter cells, but also on their ability to leave them. For
instance, the role of efflux transporters such as ATP-binding cassette (ABC) proteins
in the disposition of drugs is now well recognised. Actually, ABC transporters act in
synergy with drug metabolizing enzymes to protect the organism from toxic
compounds. The most studied transporter from the ABC transporter superfamily, P-
glycoprotein, was found to be overexpressed in tumor cells and associated with an
acquired resistance to several anticancer drugs. P-glycoprotein thought at first to be
confined to tumor cells, was subsequently recognized to be expressed in normal
tissues such as the liver, kidney, intestine and heart. Even though information
remains rather limited on the functional role of ABC transporters in the myocardium,
it is hypothesized that they may modulate efficacy and toxicity of cardioactive agents.
This review addresses recent progress on knowledge about the ABC transporters in

drug disposition and more precisely their role in drug distribution to the heart.
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1.3 Introduction

It was first demonstrated in 1973 that accumulation of xenobiotics inté. tissues
does not depend only on their ability to enter cells, but also on their_ ability to leave
them. Indeed, Dano (1973) demonstrated using Ehrlich ascite tumor cells that
intracellular concentrations of daunorubicin could be lowered by an active drug
extrusion mechanism. A few years later, Juliano and Ling (1976) isolated a large
glycoprotein in the plasma membrane of colchicine-resistant Chinese hamster ovary
cells: they named this protein the P-glycoprotein (P-gp). The gene coding for P-gp
(MDRI) was then identified dué to its overexpression in tumor cells associated with
an acquired resistance to several anticancer drugs (Ueda et al. 1987). P-gp thought at
first té be confined to tumor cells, was subsequently recognized to be expressed in

' normal tissues, suggesting a physiological function of this transporter.

There are approximately fifty ABC transporters discovered so far in human.
Among them, fourteen have at least one published evidence of activity in the
transport of xenobiotics. It is now evident that these'transporfers exhibit a protective
role of the organism in the gut, the liver, the brain, the testis or the placenta. On the |
other hand, there is relatively limited information on the functional role of P-gp and

other ABC transporters in the heart.
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Expression of ABC transporters in the heart is likely associated with
regulation of normal physiological functions of this organ. ABC transporters may
control access to essential nutrients as well as protect against potential toxic
substances. It can be conceived that pathological conditions may trigger changes in
the overall expression of these transporters. It can also be hypothesized that
polymorphisms in ABC transporters may predispose patients to various cardiac
diseases. As well, ABC transporter activities may control intracellular access of

drugs to their binding sites and then modulate drug efficacy or toxicity.

Therefore, the aim of this manuscript is to review literature evidence for the
ekpression of ABC transporters in the heart and to shed light on the involvement of
ABC transporters in the distribution of drugs to this organ. Modulation of cardiac
ABC transporters activities, regulation of their expression and genetic polymorphisms

will be discussed as potential mechanisms of drug activities or toxicities to the heart.

1.4 ATP-Binding Cassette Transporters

The ATP-binding cassette proteins represent the largest family of
transmembrane transporters. These proteins are expressed in a large variety of

organisms and around fifty ABC transporters have been identified so far in human
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(Tirona and Kim, 2002). The superfamily of ABC transporters is divided into se;/en
different su‘bfamilies (Dean et al., 2001; Miller, 2003). As they are ATP-dependent
efflux prqteins, ATP hydrolysis is required to translocate substrates against a
con.centration gradient from the intracellular toward the extracellular regions. A large
range of endogene and exogene substrates are transported by ABC superfamily
proteins, which include arﬁino ‘acids, sugars, ions, glycans, peptides, proteins,

phospholipids (Tirona and Kim, 2002).

1.4.1 Classification

Encoded proteins from the ABC transporter superfamily are classified based
on the sequence and organiZation of their nucleotide-binding domain(s) and similarity

in gene structure. An inventory of all ABC transporters is kept by Miiller (2003) at

the website http://www.nutrigene.4t.com/humanabc.htm. The members of the sevén
hunian ABC transporter subfamilies are listed in Table 1 where proteins with a
known activity in the transport of xenobiotics are highlighted. Two subfamily
proteins are particularly involved in the transport of xenobiotics. These are the MDR
| (multidrug résistance)/TAP (Subfamily B) and the MRP (multidrug resistance- |
associated proteins) /CFTR (Subfamily C). Table 2 summarizes some properties of

ABC transporters having a recognised role in the transport of xenobiotics.
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Some ABC transporters with no evidence of function in the transport of drugs
were found to be expressed in the heart. These will not be discussed extensively in

this manuscript but are discussed elsewhere (Solbach et al., 2006).



TABLE 1
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Classification of human ATP-binding cassette (ABC) transporters into subfamilies

ABCI MDR/TAP MRP/CFTR | ALD OABP GCN20 White
(Subfamily A) | (Subfamily B) | (Subfamily C) | (Subfamily D) | (Subfamily E) | (Subfamily F) (Subfarﬁily G)
ABCAI ABCB1 (MDR1 | ABCC1 . ABCDI (ALDP) | ABCEI (OABP) | ABCF1 ABCGI
or P-G_P) (MRP1)
ABCA2 ABCB2 (TAP1) | ABCC2 (MRP2 | ABCD2 ABCF2 ABCG2
or cMOAT) (ALDR) (BCRP)
ABCA3 ABCB3 (TAP2) | ABCC3 ABCD3 ABCF3 ABCG4
(MRP3)
ABCA4 ABCB4 ABCC4 ABCD4 ABCGS
(MDR3) (MRP4)
ABCAS ABCBS ABCCS ABCG8
(MRPS)
ABCA6 ABCB6 ABCC6
(MRP6)
ABCA7 ABCB7 ABCC7 (CFTR)
ABCAS8 ABCBS8 ABCCS8 (SURI1)
ABCA9 ABCB9 ABCC9 (SUR2)
ABCAI10 ABCBI10 ABCC10
) (MRP7)
ABCAI2 ABCBI11 ABCC11
(BSEP or | (MRPS)
A SPGP) ;
ABCAI3 ABCC12
(MRP9)
ABCCI13

“ Cells in boldface type represent ABC transporters having recognised activities in the transport of drugs.




‘TABLE 2 Properties of ABC Transporters In_'volv‘ed‘ in Transpert'-of Drugs

- ABC Number of ‘Main Tissue Expression ~| - Apical or * Substrates’ ‘Publications
Transporter | transmembrane basolateral ' :
. . . domains localisation- S ‘ o, o ‘ ) o
‘ABCB1 2 “liver, Kidney; intestine; apical qu1mdme, verapamll celiprolol, talmolol " Ueda et al.; 1987; Pastan et'al.; 1988;'de Lannoy and Silverman, 1992;
(MDR1 or brain, testis, adrenal gland, digoxin, daunorublcm doxorublcm, Hendncks et al., 1992; Peters arid Roelofs, 1992;. Karlsson et al., 1993; Kartner
P-gp) - uterus, ovary vinblasting, etoposnde, methotrexate, - étal;, 1983; de Graaf'ét al., 1996; Sparreboom ¢ et al.; 1997; Kim et al,, 1998;
mltoxanthrone. pacllta.xel topotecan, Gramatte and Oertel, 1999 Verschraagen etal., 1999 Jones et al 2001

. . L indinavir, nelfinavir, ritonavir, saqumavnr .

’ ABCB4 2 liver apical vmblastme, pachtaxel dlgoxm : Smith et al., 20(_)0 """
AB_CBII i 2 liver, intestine apical vmblastme, cyclosporm, : Tﬁrtsk et al., 1999; Lec'uieur et al.; 2000; Stiege‘r'et’al.,' 2000
(BSEP or o : nfa.mplcm CoL . : '

_SPGP). . .. L
ABCC1 3 intestine; brain, kidney, basolateral doxorublcm,, daunorublcm, vmblastme, ) Cole etal, 1992 .Cole et al., 1994 Flens et al 1996 Sharp et al., 1998
(MRP1) © lung, testis ) vmcnstme, etoposnde, mcthotrexate, i Hoon_]erb et al 1999; Evers et al., 2000 Ta.mal et al.; 2000; Chemngton et al,,

) ) o . paclitaxel, grepafloxacin.. ] . 2002
ABCC2 ) 3 “ liver, intestine, kidney apical cisplatin, doxorubicin, etoposide, vincristine, Schaub etal., 1997 Cui et al 1999; Hoonjberg etal, 1999 Kawabe o al, 1999
(MRP2 or ‘methotrexite, mdmav1r, ﬁtonavnr, saqumavnr, Fromm etal, 2000 Mlller 2001; Hulsman etal., 2002

. JMOAT) .. ) . . adefovir, cidofovir
ABCC3 ‘3 mtestme, k1dney, llver,' - /basoldteral - daunorubicin, doxorubicin, vincristine, ' Kooletal 1997 Belmsky etal 1998; Kool etal 1999 Zeng etal 1999 “St-

. (MRP3) _ pncreas, placenta, colon . etoposide, teniposide, methotrexate : _Pierre et al., 2000; Zelcer et al 2001 . _

" ABCCE4 - 2" " prostate, lung; adrenal = | - basolateral and - " " inethotrexate, adefovir Leeetal 1998 Schuetzet al., 1999 Lee et al., 2000; Chen-ct al., 2002
(MRP4) gla.nd, ovary, testis apical '

(depending of

. . " cell type)’

" ABCCS 2 - skeletal muscle;’ hean - basolateral - Adefovir Kool et al,,"1997; Belmsky et al., 1998 lenholds etal., 2000 Halmeur et al
(MRPS) _ brain ° U 0 . 2004 . )
ABCC6 -3 'kl_dney, fiver . basolateral cnsplatm, ‘doxofubicin, etoposide, Behnsky andKruh 1999 Bergen etal 2000; Belmskyetal 2002 )
(MRP6) L T _daunorubicin,
ABCC10 3 heart, skeletal muscle, - Not determined |- doxorublcm, vinblastine, vincristine, Kao et al, 2002 Orr et al 2003 Hopper-Borge et al 2004

. (MRP7) B " spleen, liver U paclitaxel, docetaxel ° :

ABCC11 c2 ‘breast, testls : Not determined purme and pynmldme nucleotlde analogues _ Bera et al 2001
(MRP8) | . . N SR
" ABCC12 20 - breast, testis, bram, ovary, Not determined Not~determmed Bera et aI 2002 -
(MRP9) skéletal muscle : LB
“ABCG2- - 1 placenta, brain - - apical - dannorublcm, doxorubicm, etoposide, Doyle et al., 1998; Mallepa,a.rd et al 1999 Mallepaard et al., 2001; Volk et al.,
(BCRP) ’ SR temposlde, methotrexate, mltoxantlm)ne, 2002 Allen et al 2003 Volk and Schnelder 2003 Wanget al., 2003 Aromca
] . . “ topotecan : U . étal, 2005
1 ~ABCAS Not determmed »heart,.skeletal muscle, liver | Not determined | . - doxorubicin, 'digoxin - ‘Tsurioka et al., 2002 )
"Not an exhaustlve llSt ’ o ' ' '

9LT
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1.4.2 Structure and Mechanisms of Action

ABC pr_oteins typically contain 12 hydrophobic transmembrane regions that span
the cell membrane. These regions are split into two halves. forming two distinct
transmembrane domains (TMD), each with a nucleotide-binding domain (NBD) (Figure
1A). P-gp, BSEP, MRP4, MRP5, MRP8, MRP9 are transporters having this structure.
However, other multidrug resistance-associated proteins or MRP transporters (MRP1,
MRP2, MRP3 and MRP6, MRP7) have an extra TMD towards the N-terminus
comprising five extra transmembrane regions (Figure 1B). Finally, other ABC proteins
such as BCRP are half transporters and contain only six transmembrane regions and one
NBD (Hyde et al., 1990) (Figure 1C). ABC family members share 30-50% (200-250
amino acids) sequence homologies among them. The regions of high homology include
the two NBDs that are located towards the cytoplasmic side of the membrane (Higgins

et al., 1986; Hyde et al., 1990).

TMDs are thought to contain the substratefbinding site and it is suggested that
differences in substrate specificities are a consequence of structurally divergent TMDs
(Locher et al., 2002; Chang et al., 2003). NBDs are the sites of binding and hydrolysis
of cytoplasmic ATP. Hydrolysis of ATP ensures availability of the energy required for
the uphill transport of substrates (Schneider and Hunke, 1998). All .ABC transporters
contain within each NBD at least three highly conserved sequence motifs; the signature
sequence, the Walker A and the Walker B (Figure 1). The signature sequence has been

suggested to be involved in the transduction of ATP hydrolysis energy to the
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conformational changes in the TMD responsible for 'the translocation of substrates
| (Hyde et al., 1990). Specific amino acids are important in Walker A and Walker B
motifs. Indeed, an amino acid change of the lysine and aspartate residues in the Walkef
A and the Walker B motif, respectively, in either NBD, resulted in a loss of the ATP
hydrolysis activity of the P-gp (Takada et al., 1998; Urbatsch et al., 1998; Hrycyna et al.,

1999).

Visualisation of the structure is necessary to understand how ABC transporters
translocate their subsfrates across cell membranes. The crystal structure of E. Coli
vitamin B, transporter BtuCD and the x-ray structure of the MsbA, both bacterial ABC
transporters, brought additional information (Locher et al., 2002; Reyes and Chang,
2005). For instance, it is now believed that nucleotide binding and hydrolysis is a
property of dimeric NBD and not of an individual domain. The BtuCD structure
demonstrated that no continuous channel is present through the membrane. It is
suggested that a set of at least two gates is required in ABC transporters to alternatively

block access to one side of the membrane or the other (Locher and Borths, 2004).

Crystal structures at higher resolution are required to elucidate additional
fundamental questions such as the signal routes by which TMDs control ATPase activity

in the NBD in response to substrate binding. Also, further information is required to
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understand how NBDs use ATP hydrolysis energy to lead to conformational changes in

the TMDs that are responsible for substrate translocation.

1.5 ATP-Binding Cassette Transporters and the

Disposition of Drugs in Cardiac tissues

1.5.1 Evidence for the Presence of ATP-Binding Cassette

Transporters in the Heart

1.5.1.1 Use of Different Molecular Biology Techniques

As mentioned earlier, ABC transporters first identified in tumor cells were later
recognized to be expressed in normal tissues such as the heart. Table 3 summarizes
evidence of the expression of ABC transporters in the heart using different molecular

biology techniques.

It was demonstrated that P-glycoprotein (P-gp) is encoded by the ABCBI (also
called MDRI) gene in human and by the mdria (also called mdr3) and mdrib (also
called mdrI) in rodents (Schinkel et al., 1997) (Table 4). The two P-gp isoforms in mice

appeared to fulfill the same function aé the single MDR1 in humans (Schinkel et al.,



280

1997). At the end of the 1980°s and in the 1990’s, the expression of P-gp in tissues was
extensively studied. Studies using human heart- tissues showed P-gp (MDR]) to be
‘expressed in the heart, although generally at relatively low levels. The first study with
such evidence was performed by Fojo et al. (1987) by slot blot hybridizatién.
Subsequently, in the early 1990’s, the immunohistochemistry technique was used to
measure P-gp expression in human tissues including the heart. In 1990, van der Valk et
colleagues obtained a strong staining in human cardiac muscle with C-219 antibody (that
can also recognize MDR3/P-gp), a weak staining with a second antibody JSB-1 and an
absence of staining with a third antibody MRK-16. Two years later, a strong staining
was obtained in fetal heart specimens with the antibody C-219 but not with the MDR1
épeciﬁc aﬁtiﬁodies, MRK-16 and JSB-1. Therefore van Kalken et al. (1992) concluded
that MDRI expression in the fetal heart was unlikely considering the lack of staining
with MDR1 specific antibodies and the absence of mRNA expression by RNase
protection assay. A similar study used four antibodies directed against MDR1 in
- endocardium, mid-myocardium an(i epicardium (Pavelic et al., 1993). Only mid—
myocardium revealed weak immunostaining for three of the antibodies suggesting
nevertheless the presence of P-gp in heart rhuscle. A few years later, a positive staining
was also obtained with jSB-l in human heart tissue indicating one more time the
presence of P-gp in heart mﬁscle (Sugawara et al., 1997). More recently, P-gp .was
~ detected by immunohistochemistry, using the antibody JSB-1, in fifteen human left

ventricular and fifty-one excised auricular heart samples. Confirmation was obtained by
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réal-time polymerase chain reaction (RT-PCR), which detected the expression of MDRI
specific mRNA in all heéﬂ samples studied. Subsequently, immunohistochemistry and
in situ hybridization techniques localised P-gp predominantly in endothelial cells of
capillaries and arterioles. Since the expression of P-gp in cells of human heart vessels is
similar to that of P-gp in brain, it was proposed that P-gp serve as a functional barrier
between blood and cardiac myocytes (Meissner et al., 2002; Meissner et al., 2004).
Another recent study revealed the presence of P-gp mRNA, although at very low levels,

in the heart of an Asian male by RT-PCR (Nishimura et al., '2004).-

Studies using RNase protection assay in rodents provided evidence of P-gp
expression in the heart. Indeed, P-gp mRNA was detected, although at very low levels,
in the heart of Chinese hamsters (Baas and Borst, 1988). Significant levels of both
mdrla and mdrlb mRNA were also found in BALB/c and C57B1/6J mice using two
different techniques (Croop et al., 1989; Teeter et al., 1990). In Wistar rats, mdrla gene
expression was observed using RT-PCR where the signal appeared stronger in cultured
myocytes than in cardiac ltissue from adult and newborn rats suggesting an mdrla
cardiac expression rﬁore specifically localised into myocytes (Cayre et al., 1996). This
was confirmed a few years later by the study of Estevez et al., (2000) who demonstrated
for the first time by immunohistochemistry (JSB-1 antibody) the expression of the P-gp
protein in cardiomyocytes. The P-gp transporter was also found to be present in

endothelial luminal membranes in rat heart although not restricted to this site (Beaulieu
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et al., 1997). These results were in agreement with the results of Meissner et al., (2002)

who demonstrated P-gp in endothelial cells of human heart small vessels.

The presence of the second isoform of P-gp, MDR3 in human and mdr2 in
rodents was as well studied. In human, RNase protection results demonstrated low
levels of MDR3 mRNA in several tissues including the heart (Smit et al., 1994). In mice
and rats, low to high levels of mdr2 mRNA were obtained by difterent molecular
biology techniques (Teeter et al., 1990; Brown et al., 1993; Croop et al,y., 1989; Furuya et

al., 1994).

Expression of multidrug resistance proteins (MRPs) has been studied most
. extensively since the mid 90’s. MRP1 was detected at high levels in the heart of several
species including human (Flen et al., 1996; Wijnholds et al., 1997). Only one report did
not detect MRP in human heart (Sugawara et al., 1997). MRPI mRNA was found to be
abundant in the heart of CD1 mice and chickens by Northern blot analysis, and in rats by
RT-PCR (Stride et al., 1996; Hagen et al., 2000; Rosati et al., 2003). Moreover, Ghosh
et al. (2004) 'observed a cardiac mrpl gene expression by PCR in heart of Wistar rats
which wﬁs increased in diabetic cardiomyocytes. Recently, the presence of MRPI,
MRP3 and MRP2 mRNA at intermediate, low an& very low levels, respectively, was

demonstrated in human heart (Nishimura et al., 2004).
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Immﬁnohistochemistry revealed localization of another multidrug resistance
protein, MRPS5, in human heart. MRP5 mRNA was detectable by RT-PCR in twenty-
one auricular and fifteen left ventricular human heart samples with auricular samples
showing less MRP5 mRNA than ventricular samples (Dazert et al., 2003). MRPS5 was
found to be present in three different cell types in the heart: in vascular smooth muscle
cells, in myocytes, and in vascular endothelial cells (Dazert et al., 2003). Kao and
~ colleagues (2002) described that another member of the MRP sﬁbfamily, mrp7, was also
present in the mouse heart. Using immunohistochemistry and Northern blot analysis
they demonstrated that thé mouse mrp7 has two spliced transcripts, mrp7A and mrp7B,

which both appeared to be expressed at similar levels.

Muramatsu et al. (2004) studied by RT-PCR mRNA expression of mdria and
mrpl to mrp7 in wild-type.and combined mdrila/1b (-/-), mrpl (-/-) weanling and adult
mice -in several tissues by RT-PCR. Notably, both mdria and mrpl were highly
expressed in the heart and lung of Awi_ld-type weanling and adult mice. Moreover, mrp3,
mrp4 and mrp5 showed relatively high levels of expression in the heart of both wild-

type and knockout mi(;e. For most transporters, levels of expression were more

important in adult than in weanling mice.

The ABC transporter ABCG2 (also named BCRP) plays a major role in

multidrug resistance. A recent study demonstrated the expression of ABCG2 in the
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developing and adult mouse heart. This supports the presence of an ABCG2-expressing’
side population cells in the heart likely responsible for the development, maintenance,
and repair of this organ (Martin et al., 2004). Moreover, Meissner et al., 2006 showed

recently the présence of ABCG2 in endothelial cells in human heart.

One transporter from the ABCD subfamily, ABCD2, and some transporters from
the ABCA subfamily were observed to be highly expressed in the human heart. The
ABCA1, ABCA6, ABCA9 and ABCAI10 genes were revealed to be ubiquitously
expressed Qith highest mRNA levels in a few tissues including the heart (Kaminski et
~al., 2001; Piehler et al., 2002; Wenzel et al., 20.03, Nashimura et al., 2004). ABCAS was
also found to be expressed in cardiomyocytes (Kubo et al., 2005). Moreover, the use of
abca5 (-/-) mice revealed an important physiological role of this transporter for the
heart. ABCA8 mRNA expression was demonstrated to be widely distributed in various
organs and especially well expressed in some tissues such as the heart (Tsuruoka et al.,
2002).> The ABCAS protein is the only one ’from the ABCA subfamily that showed an |
activity in the transport of drugs. Moreover, the presence of ABCD2 (ALDR) mRNA in
a variety of human tissues was revealed predominantly in heart and brain (Holzinger et
al., 1997). Further work is required to elucidate the precise biological fun;:tions of.

ABCD?2 and ABCA transporters.
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Rosati et al., (2003) studied the physiological modulation of mdrla, mdrlb, mrpl
and mrp2 in some tissues including the heart during rat 6ntogeny. In this research where
hearts were collected at different developmental stages, both mdrla ana mdrlb levels of
transcript were detected by RT-PCR and increased duriné rat ontogeny to obtain the
highest levels at 30 and/or 60 days of age. These results suggest that ABC transporters
play an important physiological role in the protection of the cardiac organ against
xenobiotics and toxins, when for example the rat becomes independent from breast
feeding (Rosati et al., 2003). In contrast, no variation with age was observed for mrpl,

and the presence of mrp2 was not detected in these hearts (Rosati et al., 2003).

Some contradictory results are still obtained relative to the presence of ABC
transporters in the heart (Table 3). This may be due, at least in part, to the use of
different techniques. For instance, with the immunohistochemistry technique, it is
recommended for P-gp identification that C-219 antibody be used with caution due to its -
cross-reactivity with unrelated proteins. More than one antibody should be used to
assess P-gp and ABC transporter expression in tissues (Pavelic et al., 1993; Jetté et al.
1995). Controversial results on expression levels may be due not only to a lack of
correlation between mRNA and protein expression but also to cardiac cell type specific

expression of the protein (i.e. myocytes, endothelial cells, smooth muscle).
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Presence of ABC transporters in the heart detected by different molecular biology

techniques
ABC Transporter | Heart Species Technique Expresion Level® Publication
ABCBI Human Slot blot hybridization | Low Fojo et al., 1987
(MDRI1 or P-gp) Human Immunohistochemistry | Very low van der Valk et al.,
1990
Human fetus Immunohistochemistry | Unlikely or very low | van Kalken et al., 1992
and RNase protection
Human Immunohistochemistry | Low Pavelic et al., 1993
Human Immunohistochemistry | Intermediate Sugawara et al., 1997
Human RT-PCR and | Present’ Meissner et al., 2002
immunohistochemistry
Human RT-PCR and | Present’ Meissner et al., 2004
immunohistochemistry
| Human RT-PCR Very low* Nishimura et al., 2004
ABCBI - . Chinese hamster RNase protection Very low Baas and Borst, 1988
(MDR1 or P-gp) | C57BI/6J mouse Hydridization/- Intermediate Croop et al., 1989
Northern blot
BALB/c mouse RNase protection Low Teeter et al., 1990

Wistar newborn and | RT-PCR Low/intermediate Cayre et al., 1996
adultrat e
Wistar newborn rat | RT-PCR High Cayre et al., 1996
cultured  ventricular

myocytes

Sprague-Dawley rat | Western ~ blot  and | Intermediate

immunodetection

Beaulieu et al., 1997

Wistar rat Immunohistochemistry | Present’ Estevez et al., 2000
Wistar rat RT-PCR Present’ Rosati et al., 2003
FVB mouse RT-PCR High® Muramatsu et al., 2004
ABCB4 Human ] RNase protection || Low .| Smitetal, 1994
(MDR3) Human Immunohistochemistry | Not detected probably | Smit et al., 1994
due to a too low level '
ABCB4 C57B1/6J mouse Hydridization/ Intermediate Croop et al., 1989
(MDR2) Northern blot
BALB/c mouse RNase protection Intermediate Teeter et al., 1990
Fisher rat RNase protection High Brown et al., 1993
Sprague-Dawley rat | Northern blot and PCR | Low Furuya et al., 1994
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ABCCI Human Immunohistochemistry [ High “Flens et al., 1996
(MRPI) CDI mouse Northern blot High “Stride et al., 1996
Human Immunohistochemistry | Not detected ‘Sugawara et al,
. 1997
FVB mouse Western blot Present’ ‘| Wijnholds et al,
1997
Chicken Northern blot High Hagen et al., 2000
Wistar rat RT-PCR Present’ Rosati et al., 2003
Wistar rat PCR Present’ Ghosh et al., 2004
FVB mouse RT-PCR High® Muramatsu et al.,
2004
"Human RT-PCR Intermediate’ Nishimura. et al.,
2004
ABCC2 Wistar rat RT-PCR Not detected Rosati et al., 2003
(MRP2 or
c¢cMOAT) FVB mouse RT-PCR Low* Muramatsu et al.,
2004
Human RT-PCR Very low’ Nishimura et al,
2004 '
ABCC3 FVB mouse RT-PCR Intermediate® Muramatsu et al,
(MRP3) 2004
Human RT-PCR Low® Nishimura et al.,
2004
ABCC4 FVB mouse RT-PCR Intermediate® Muramatsu et al,
MRP4) : 2004
ABCC5 Human RT-PCR and | Present’ Dazert et al., 2003
(MRP5) immunohistochemistry
FVB mouse RT-PCR Intermediate’ Muramatsu et al.,
2004
ABCC6 FV.B mouse RT-PCR Very low’ Muramatsu et al.,
(MRP6) 2004
ABCCI10 Mouse RT-PCR and Northern | Present’ Kao et al., 2002
(MRP7) : : blot
FVB mouse RT-PCR Intermediate® Muramatsu et al.,
2004
ABCG2 C57BI/6 mouse RT-PCR and | Present’ Martin et al., 2004
(BCRP) immunohistochemistry
Human RT-PCR and | Present’ Meissner et al., 2006

immunohistochemistry
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ABCA1Y Human RT-PCR High® Nishimura et al,
o . 2004

ABCA57 Mouse Immunohistochemistry | Present” Kubo et al., 2005

ABCA6? Human RT-PCR and dot blot | High Kaminski et al.,
analysis 2001

ABCAY? Human RT-PCR and dot blot| High Piehler et al., 2002
analysis

ABCAS Human Northern blot High Tsuruoka et al., 2002

ABCA107 Human RT-PCR and dot blot | High Wenzel et al., 2003
analysis 7

ABCD2 (ALDR)’ | Human Northern blot High Holzinger et al,

1997

“ Relative since assessed by different authors.

® Present means that the level can not be compared to other tissues as only heart was studied or a very few tissues

including the heart.

¢ Not specified in the publication but likely corresponds to MRP1.

4 No evidence in the literature of the role of this ABC transporter in drug disposition.

¢ Assessed by authors of this review based on comparison with other tissues analysed.
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Classification of mammalian P-glycoprotein isoforms
P-gp Class I 11 e
Human MDR1® MDR3‘ (MDR2)"
Mouse mdr3? (mdrla)’ mdr1° (mdrlb)’ mdr?
Hamster P-gpl® P-gp2¢ P-gp3®

4 Rather involved in phospholipids transport (Smit et al., 1993).

The nomenclature of the human, mouse, and hamster P-gp genes is according to °Chen et al., 1986; “Van der Bliek et

al., 1987; “Devault and Gros, 1990; °Gros et al., 1986; ‘Gros et al., 1988; and éNg et al,, 1989. Alternative

designations are given in parentheses; "Roninson et al., 1986 and ‘Hsu et al., 1989, Table adapted from Smit et al.,

1994,

1.5.1.2 Use of Knockout Mice

The generation of mice genetically disrupted for ABC transporter genes has been

very useful in the investigation of the assessment of the role of these transporters in the

metabolism of specific drugs. The use of these knockout mice is especially relevant to

assess the safety of an anti-cancer drug when it is expected to be co-administered with a

multidrug resistance-revefsing agent that block P-gp, or to predict drug-drug interaction

toxicities. For instance, toxicities observed following the administration of a compound

" in mdrla (-/-) or mdrla/lb (-/-) mice, compared to wild-type animals, would predict

toxicities following the co-administration of this compound and P-gp substrates, as these

mice are deficient in P-gp. We reviewed, in Table 5, literature evidence of increased
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cardiac concentrations of drugs in mice deficient in ABC'transporters. This indirectly

suggests the presence and role of ABC transporter proteins in the heart.

Schinkel et al. (1994) démonstrated the importance of P-gp using mdrla (-/-) in
the metabolism of vinblastine in several tissues including the heart. The absence of
mdrla gene had a clear effect on vinblastine concentrations. The most striking effect
was observed in heart, which had 7- to 14-fold higher concentration of vinblastine in
mdrla (-/-) mice between 8 and 24 hours after injection of 6 mg/kg. This indicated that
the absence of mdrla P-gp had an important effect on the pharmacokinetics and tissue
distribution of vinblastine (Schinkel et al., 1994; van Asperen et al., 1996). Another
study showed that following a 96-hour infusion, vinblastine levels in the heart of mdria
(-/-) mice were 1.7-fold higher than in control animals, suggesting again a likely

important role of P-gp in the protection of the heart (van Asperen et al., 1999).

RNase protection assays demonstrated an increased expression of mdrlb in
kidney and liver in mdrla (-/-) or mdrla (+/-) mice compared to wild-type mice. This
overexpression was attributed to a possible compensatory response of the organs to the
decrease of functional mdrla P-gp, intended to limit effects of mdrla absence in drug
disposition (Schinkel et al., 1994). This compensatory mechanism of mdrlb does not
seem to be present in the heart since as mentioned above, the elimination of vinblastine

was much more longer in mdrla (-/-) mice than in wild-type, although it is known that
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the heart contains signi_ﬁcant and similar levels of Both mdrla and mdrlb mRNA (Cféop
et al., 1989; Teeter et al., 1990; Schinkel et al., 1994). Another study _suggésted an
absence of a compensatory response in the heart from the mrpé té mrp‘7 tranéporters in
combined'ma’rl a)] b (-/-), mrpl (-/-) weanling and adult mice. Indeed, RT-PCR analyéis
showed that expression of mrp2 to mrp7 was not higher in combined mdrla/lb (-/-),

mrpl (-/-) mice compared to wild-type mice (Muramatsu et al., 2004).

Experiments have been performed with drugs that are not anti-cancer agents to
détermin¢ éfﬁnity of drugé for ABC transporters. Higher levels, approximately 2-fold,
of *H-loperamide (Schinkel et al., 1996) and enaminone anticonvulsants (Cyox et al.,
2002) were found in some tissues such as the heart following administration of the drugs

in mdrla (-/-) or mdrla/1b (-/-) mice compared to wild-type mice.

The role of the ABC transporter mrpl in the pharmacokinetics and drug
distribution of etoposide, an anti-cancer drug, was studied using triple-knockout (mrp1 (-
/-)/mdrla/1b (-/-)) and double-knockout (ma’r]a/]b.(-/-)) mice. In the triple-knockout
mice lacking mrpl protein, an increase in etoposide accumulation in some tissues
including the heart (1.3-fold at 4 hours post-administration) was observed compared to
double-knockout mice. This observation indicated that the ABC transporter mrpl
contributes to the protection of the heart against drugs like etoposide (Wijnholds et al.,

2000).
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The transporter mrpl has been studied recently using a fluoroquinolone
antibiotic, grepafloxacin. The latter drug was administered intravenously to. mrpl (-/-),
mdrla (-/-), mdrla/1b (-/-) and wild-type mice. The tissue-to-plasma concentration ratio
was significantly higher in several tissues of mrp1 (-/-) mice such as the heart compared
to wild-type animals, which was not the case for mdrla (-/-) and mdrla/l1b (-/-) mice.
This latter finding is surprising considering that grepafloxacin is a well recognised
substrate of P-gp (Tamai et al., 2000; Naruhashi et al., 2001; Lowes and Simmons,
2002). This interesting observation suggésted that mrpl makes a significant |
contribution to the distribution of its substrates in several tissues including the heart

(Sasabe et al., 2004).

Another study confirmed the importance of P-gp and/or mrpl in the tissue
distribution of vincristine by the use of combined mdrla/lb (-/-), mrpl (-/-) mice and
wild-type mice. Indeed, the knockout. mice simwed significantly higher tissue-to-plasma
concentration ratio compared to wild-type mice in several tissues, especially in

cardiopulmonary structures (Muramatsu etal., 2004).



TABLE 5

In-vivo evidence of the presence of ABC transporters 1n the heart by the use of knockout m1ce

3 ABC Transporter Studled Mlce Type ) Publlcatxon
______mdrla/lb (P-gporABCBl) o L . L .
‘Vmblastme levels were about 3 fold higher in heart of mdrla (-/-) mice wh1ch had a - mdrla (-/-)and 'wild-type' ' Schinkel et al., 1994
__ longer eliniination vs. w11d-type mice. _ L e L .
In mdr]a (-/-) mice, heéart accumulated increased amourit of vmblastme vs: w1|d- mdrla (</-) and wild-type ' * 'van Asperen et al., 1996

type mice.

Tlssue levels of rad1oact1v1ty in scme tissues mcludlng the heart of mdr]a (—/-) mice
is 2-fold hlgher followmg administration of *H-loperamide vs. w1ldatype mice.

" mdrla () and wild-type

Schinkel et al., 1996

A 17- fold increase in accumulation of vinblastine was observed in heart of mdila - mdrla (+/-) and wild-type 'van Asperen et al., 1999
(-/-) mice vs. wild-type mice. | , | o ,
'Tlssues such as the heart displayed at least 2-fold higher tissue levels in mdrla/] b (-' " mdrla/Ib (+/-) and wild-type " ' CbX'et al., 2002
/—) followmg admlmstratlon of énarminoné anticonvulsants vs w1ld-t1l mlce ) S N o
L mrgl(ABCCl) L I L D _
' There was mcreased ‘toxicity in the "TKO mice that accumulated etOPOSlde insome| "-’DKO l’-TKOaxid-'wild-t)'/t‘a'e- ' Wijnholds et al., 2000
~tissues like the heart vs. “DKO mice. o N .
A hlgher tlssue-to-plasma ratio was observed in some tissues such as the heart in | mdrla/lb (-/ ) mdrla (-/ ), mrpl (-/-) Sasabe et al., 2004

mrpl (-/-) following adminjstration of §repaﬂoxacm Vs. w1ld-type m1ce and wnld-tyge
~ mdrla/ib (P-gg or ABCB1) and mrpl (ABCC1) s - ' .
Vmcrlstme tissue/plasma ratio comparisons showed higher values in the heart of ' ‘-”TI_(Q and 'w'ild-type o - "Muramatsu et al.; 2004

both weanling and adult combined mdrla/1b (+/-), mrpl (-/-) mice than in w11d-type
mice.

“DKO means imdrla and mdr] b douhle-knockout mtce (or mdr]a/]b ( /-))
bTKO means mrpl, mdrla and mdr!b triple-knockout mice (or mrpl (-'/')/.’"d” a/lb )

€6C
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1.5.2 Cardiotoxicity Related to ATP-Binding-Cassette
Transporters

A wide range of drugs has been identified as highly effective modulators of P- ‘
gp and able to restore drug sensitivity of resistant tumor cells. These are called
fnultidrug resistance-reversing agents. Blockade of ABC transporters in-vivo by
multidrug resistance-reversing agents inevitably changes drug distribu~tion and
metabolism of anticancer agents because of the inhibition of the normal protective
function of P-gp in normal tissues. As a result, plasma and tissue concentrations of

drugs increase and may result in toxicity.

Cardiotoxicities linked to increased heart drug concentrations following co-
administration of antineoplasic agents and agents that reverse multidrug resistance
have been reported. Table 6 summarizgs these evidences. For instancé, it was found
that calcium channel blockers like nifedipine, ﬂuﬁarizine, verapamil or other agents
that reverse MDR, increase;d intracellular concentrations of anthracycline drugs like
doxorubicin, daunorubicin and idarubicin in cardiomyocytes (Santostasi ef al., 1991;
Cayre et al., 1996) and ex-vivo (Kang and Weiss, 2001) potentiating cardiotoxicities.
A study performed approximately at the same period showed that the co-
administration of verapamil and doxorubicin in mice incrgased the peak concentration
of doxorubicin in the heart by 40%, augmented ‘the incidence and severity of

degenerative changes in cardiac tissue, and decreased the survival rate compared to
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doxorubicin alone (Sridhar et al., 1992). Other studies in rodents demonstrated

that cyclosporine A or its analogue PSC 833 could increase doxorubicin (Colorribo et
al., 1994; Bellamy et al., 1995; Gonzalez et al., 1995; Colombo et al., 1996a) and
-etoposide concentrations (Cércel-Trullols et al., 2004) in several tissues including the
heart. This may be correlated with a higher in(;idence and severity of myocardial
damage when cyclosporine A and doxorubicin were administered in combination
(Bellamy et al., 1995). The mechanism responsible for the enhanced cardiotoxicities
is likely related to an accumulation of drugs in the heart due to the inhibition of P-gp,
or other ABC transporters, by agents like verapamil, cyclosporine A or PSC 833.
These findings suggested that caution is advisable when prescribing a combination of

one of these drugs to reverse the multidrug resistance to cancer patients.

It was shown that heart distribution of the anthracycline drug, epidoxombicin,
was significantly increased by a 30-minute pre-treatment with paclitaxel or
cremophor in CDF1 mice. Indeed, heart epidoxorubicin levels were two times .higher
.in mice pre-treated with paclitaxel and markedly higher in. mice pre-treated- with
cremophor compared with those treated with epidoxorubicin alone. This suggested
that the cardiotoxicity induced by anthracycline drugs could be increased when co-
administered with paclitaxel (Colombo et al., 1996b). In line with this previous
finding, a reduction in heart contractility and the development of congestive heart

failure was obtained with a co-administration of doxorubicin and paclitaxel in human
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(Gianni et al., 1995). Again, ABC transporters are thought to influence the

distribution of epidoxorubicin to the heart and toxicities induced by paclitaxel.

Cardiotoxicities in patients were also observed with the concomitant
administration of verépamil and erythromycin or clarithromycin.l The. bradychardia
and hypotension symptoms developed following verapamil and clarithromycin intake
disappeared with the withdrawal of verapamil (Kaeser et al., 1998; Steenbergen,
1998). Similarly, Goldschmi_dt et al. (2001) repdrted a case where a patient had an
AV block and a QT interval prolongation following co-administfation of
erythromycin and verapamil. Although it was not possible in these human studies to
know whether there is an inérease in the heart concentration of the drug responsible
for cardiotoxicities, it is likely that ABC transporters, like P-gp, would be involved in
these observed cardiotoxities. Indeed, verapamil (Kim, 2002), clarithromycin
(Wakasugi et al., 1998) and erythromycin (Schuetz ét al., 1998; Takano et al., 1998;
Kim et al., 1999) are well known substrates of P-gp. Therefore a possible mechanism
of action would be the increase of drug conéentrations in cardiac tissues producing

cardiotoxicities due to an inhibition of heart P-gp.

Recently, investigation of the effects of the anti-histamine agent ketotifen on
multidrug resistance in human breast cancer cells and doxorubicin toxicity in mice
demonstrated that ketotifen increased accumulation of doxorubicin in cardiac tissues,

likely due to a block of P-gp. However, ketotifen pre-treatment did not enhance
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doxorubicin cardiotoxicities, but in fact provided. protection both at the level of

cardiac tissue damage and in terms of survival (Zhang and Berger, 2003).

Moreover, because of the toxic irreversible cardiac toxicity produced by
doxorubicin therapy, which inéludes mitochondﬁal damage, myofibril degeneration
and vacuolar changes, a team of investigators generated transgenic mice that
overexpressed the human multidrug resistance cDNA (MDRI1) specifically in the
cardiac muscle. The administration of a single or repeated doses of doxorubicin
intravenously led to degenerative changes in the heart of control micé that were
absent in transgenic animals (Dell’ Acqua et al., 1999).. Thié interesting experiment
provided strong evidence that MDRI gene therapy in the heart could provide
protection against doxorubicin heart toxicity, which confirms again the important role

of P-gp in detoxification processes of the heart.
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TABLE 6
Drug-drug interactions and increased concentrations in the heart
Drugs and Effects Study Type Species Publication
Calcium channel blockers that reverse MDR In-Vitro Sprague- Santostasi et al., 1991
increased levels of anthracyclines and potentiated Dawley Rat
cardiotoxicity.
Mice treated with verapamil and doxorubicin had In-Vivo (BALB/c x - Sridhar et al., 1992
a lower survival rate, higher incidence and DBA/2)F1
severity of degenerative changes in cardiac tissue, Mouse
and a higher peak concentration of doxorubicin in '
the heart compared with mice treated with
doxorubicin alone.
Cyclosprorine A increased doxorubicin In-Vivo | Crl/CD BR Rat [ Colombo et al., 1994
concentration in heart. ' and CD,F,/Crl
BR Mouse
Increase of cardiac levels of doxorubicin when In-Vivo SCID Mouse Bellamy et al., 1995
cyclosporine A administered and higher incidence .
and severity of myocardial damage.
Greater AUC of doxorubicin in the heart when In-Vivo CDF1 Mouse Gonzalez et al., 1995
combined with PSC 833 (cyclosporine A
analogue).
When myocardial cells incubated with In-Vitro | Wistar newborn Cayre et al., 1996

daunorubicin and MDR reversing agent

rat ventricular

(verapamil, PSC 833 or S9788), a moderate but myocytes
significant intracellular increase of 3H-
daunorubicin was obtained.
Doxorubicin concentration increased in heart of In-Vivo BDF1 Mouse | Colombo et al., 1996a
mice pre-treated with PSC 833,
There is an increased cardiotoxicity of In-Vitro ~Neonatal Estevez et al., 2000
doxorubicin in the presence of amiodarone. Wistar rat
Myocardial uptake of idarubicin (anticancer) was | Ex-Vivo Sprague- Kang and Weiss, 2001
increased by verapamil. Dawley Rat
Higher tissue concentration of etoposide in heart In-Vivo Wistar Rat Carcel-Trullols et al.,
following cyclosporine A administration. : 2004
Pre-treatment with paclitaxel induced a significant | In-Vivo CDF1 Mouse | Colombo et al., 1996b
increase in epidoxorubicin in the heart.
The reduction of heart contractility and the In-Vivo Human Gianni et al., 1995
development of congestive heart failure were
obtained with doxorubicin and paclitaxel
~ combination.
Patient received verapamil and clarithromycin and | In-Vivo Human Kaeser et al., 1998
developed bradychardia and hypotension.
Withdrawal of verapamil resulted in resolution of
symptoms.
Patient was taking verapamil and developed In-Vivo Human Steenbergen, 1998
bradycardia while receiving erythromycin and '
clarithromycin.
Following co-administration of erythromycin and | In-Vivo Human Goldschmidt et al.,
verapamil, the patient had AV block and QT 2001

interval prolongation.
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1.5.3 ATP-Binding-Cassette Transporters and Drug-

Induced Long QT Syndrome

* Drug-induced prolongation of cardiac repolarization (drug-induced Long QT
syndrome) is currently a major concern for drug industry and regulatory agencies.
But more importantly, it remains a majorl concern for patient’s safety. It is now well
accepted that a block of the specific cardiac potassium current, the rai)id component
of the delayed rectifier channel (Ix;) encoded by the human ether-a-go-go related
gene (hERG), is the underlying mechanism of prolonged repolarization observed in

patients undergoing treatment with some QT-prolonging drugs.

Excessive prolongation of cardiac repolarization (QT) increases the risk of
earlil afterdepolarisation that could trigger, in the context of increased dispersed
repolarization, a polymorphic ventricular tachycardia termed forsades de pointes.
The Ik, binding sité for currently used drugs is believed to be on the intracellular site
of the channel embedded in the plasma membrane (Zou et al., 1997; Zhaﬁg. et al.,
1999).. Consequently, factors such as ABC transporters that regulate intracellular

concentrations of Ix, binding drugs could modulate risk of cardiac toxicity.
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1.6 Expression of ATP-Binding Cassette

Transporters

1.6.1 Regulation of Expression of ATP-Binding Cassette

Transporters

1.6.1.1 Regulation by Drugs

Drugs have been shown to contribufe to an increase in the expression of ABC
transportefs in tissues. Jetté and co-workers (1996) showed that following daily
administration for 5 days of cyclosporine A (10 mg/kg) to rats, an increase in P-gp
expression. of 82% in the heart, compared with control groups, was obtained. After
the interruption of cyclosporine A administration, values returned to control levels
after 9 days. Therefore, cyclosporine A seemed to modulate the expression of P-gp in
normal tissues in-vivo in a reversible way. However, these results should be taken

with caution as only C219 antibody was used (Thiebaut et al., 1989; Liu et al., 1997).

More recently, a study demonstrated that a 10-day treatment in Ehrlich ascites
carcinoma cell-inoculated mice with rifampicin or verapamil increased levels of P-gp
proteins. On the other hand, no increase in the transcripts of mdrla was detected
(Granzotto et al., 2004). The increase in protein expression without an increase in

mRNA was observed by other investigators who attributed this observation to an
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increased half-life of the ABC transporter protein or a post translational effect of

drugs (Hill et al., 1990; Westphal et al., 2000). However, another r'ecentistudy .
demonstrated that in tubular renal cell line, a 15-day treatment with hrifampicin
. signiﬁcantfy ‘increased the mRNA levels of P-gp, MRP1, MRP2, LRP and
cytochrome P450 3A4 but an increase in protein was o_Bsérved only for P-gp and

MRP2 tranéporters (Magnarin et al., 2004).

Little attention has been paid to the possibility that the expression of ABC
transporters may be affected by administration of compounds given to cancer patients
for other pathologies. For example, it is nof rare that cardiovascular'diéeascs affect
cancer patients. Many drugs commonly adfninistered in patients with heart failure
are P-gb substrates such as amiodafone, losartan and digoxin (Schinkel et., 1995; .
Soldner et al., 2000). A chronic treatment with ABC transporter substrates could
therefore potentially increase the expression level of these proteins, thereby
conferring drug resisténce 'to cancer cells in these situations, and promoting

therapeutic failure.

Greiner et al., (1999) have suggested that P-gp induction may be restricted to
some‘cell types; however, few .data exist about the induction of P-gp in tissues.
Therefore, further studies are required to assess the implication of ABC transporter -
induction in tissues such as the heart, which could lead to important consequencés in

therapeutic effects and cardiotoxicities.
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1.6.1.2 Regulation by Pathological Conditions

Quantitative analysis of MRP5 in ventricular heart samples from patients
suffering from isch¢mic cardiomyopathy compared to patients having dilated
cardiomyopathy or a normal heart suggested an up-regulation of MRP5 under
ischemic conditions (Dazert et al., 2003). Another investigation pointed to reduced
expression of P-gp in pgtients with dilated cardiomyopathy compared to patients with
ischemic cardiomyopathy or healthy heart. This latter result was consistent both at
the protein and mRNA levels (Meissner et al., 2002). Recently, thé same team of
invéstigators demonstrated that cardiac expression of BCRP was up-regulated in
patients with both dilative and ischemic cardiomyopathy (Meissner et al., 2006).
Sims and colleagues (2004) could not demonstrate a change in  myocardial

expreséion of P-gp associated with heart failure.

Further observations on the effect of pathological conditions on ABC transporter

expression remain to be demonstrated.

1.6.2 Polymorphisms

Therapeutic effects following the administration of a drug show a wide inter-

individual variability, which may in part be explained by expression of drug
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transporters in human tissues. This variability can be partly explained by

" polymorphisms of ABC transporter genes.

The silent mutation at position 3435 in exon 26 (C3435) is the only
polymorphism'identiﬁed so far that affects P-glycbprotein expression in human
tissues (Hoffmeyer et al., 2000). For instance, in the human kidﬁey, subjects with TT
genotype had 1.5-fold lower P-glycoprotein expression compared to the CC genotype
(Siegsmund et al., 2002). Similarly, in small intestine two-fold lower intestinal
MDR]I expression or P-gp levels were observed in the carriers homozygous for the T-
allele cor;lpared to kthe CC genotype (Hoffmeyer et al., 2000; Schwab et al., 2003). In
line with the’latter finding, higher digoxin plasma concentrations were found in
patients with the 3435TT genotjpe compared with individuals with the 3435CC
genotype (Hoffmeyer et al., 2000). This relationship between MDRI
polymorphism/P-gp expression and drug disposition was not observed for other drugs
’such as, cyclosporine, talinolol and loperamide (von Ahsen et al., 2001; Siegmund et
al., 2002; Pauli-Magnus et al., 2003). Moreover, the opposite trend was observed in
~ some inve’stigétic)ns. For instance, Fellay and colleagues (2002) obtained higher
plasma concentrations of nelfinavir with the CC genotype compared with the TT and
CT genotypes. Several studies were performed attempting to correlate MDR]
polymorphisms, particularly C3435T, to changes in P-gp expression and function
which led to contradictions. A possible explanation for these discrepancies is that

most studies have focused on individual polymorphism, like C3435T alone, instead
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of accounting for combinations of single nucleotide polymorphisms (SNPs)

potentially linked, called haplotypes (Woddahl and Ho, 2004). Environmental factors

and interethnic differences could have been influencing factors.

Up uﬁtil recently, there was no evidence in the literature discussing the impact
of ABC transporter polymorphisms at the cardiac level. It could be predicted that
low or high cardiac expression of P-gp would increase or reduce, respectively, uptake
of P-gp substrate dl'l‘lgS leading to important therapeutic or toxic implications.
Meissner and co-workers (2004) investigated the significance of the MDRI gene
polymorphism for cardiac P-gp expression levels. They observed no sigr‘liﬁcant
influence of the exon 26 C3435T genotype on MDR1 mRNA expression in human
heart samples from the auricles.  Further studies are required to assess the clinical
relevance of MDRI1 as well as other ABC transporter gene polyrhorphisms, especially

at the ventricular level.

1.7 Summary and Future Perspectives

There are approximately fifty AIBC transporters discovered so far in human
and among them, we reported that fourteen transporters have at least one pﬁblished
evidence of activity in the transport of xenobiotics. In this review, we summarized
literature evidence of the presence of these ABC transporters in the cardiac tissues by

the use of molecular biology techniques. Indirect evidence of the expression of these
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transporters in the heart were as well obtained by the use of knockout mice devoid '

of ABC transporter genes. Indeed, an increase in the cardiac uptake of ABC
transporter substrates in these animals led to convincing proof of the involvement of
these proteins in the distribution of drugs to cardiac tissues. Moreover, cases of
increased concentr.ations of drugs in the heart and cardiotoxicities occurring
following the :ddministr\ation of concomitant ABC transporter substrates appear to

confirm the important role of these proteins in the transport of drugs to the heart.

Underlying mechanisms.of cardiac toxicities following administration of ABC
transporters substrates are probably complex. Ion channels involved in the generation
of cardiac action potential are likely one of the key factors indirectly affected by the
modulation of ABC transporters in the production of cardiac adverse effects, just as
the inhibition of the Ix, channel in the etiology of the drug-induced long QT

syndrome.

Regulation of expression of ABC transporters remains an obscure subject |
considering contradictions reported in the literature in regards to drug induction.
Interéstingly, it was reported that the expression of ABC transporters in the heart
could be modulated by cardiac pathologiés. Polymorphisms in ABC transporter
genes have been showﬂ to modulate drug disposition although their impact on éardiac

drug levels remains to be demonstrated. Also, there is some evidence for the
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involvement of polymorphisms in drug disposition although none so far with an

impact at the cardiac level.

Although P-gp remains the most studied ABC transporter, the expression of
MRP transporters in the heart and in-vivo observations with knockout mice strongly
demonstrated the high involvement of. MRPs in the distribution of drugs to cardiac
tissues. Over the next years, increasing observations promoting the involvement of

MRPs in the distribution of drugs to the heart might emerge.

In brief, we are still at an early stage in the discovery of ABC transporters and
their involvement in the distribution of drugs to the heart. Nevertheless, several
pieces of information already indicate a major role of ABC transporters for drug

efficacy or toxicity in the heart.
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1.10 Figure legends

F igure 1: General representation of the ABC transporter protein arrangements. A) P;
gp, BSEP, MRP4, MRP5, MRP8, MRP9 proteins contain 12 transmembran_e' regions,
split into two halves forming transmembrane domains (TMD), each with a
nucleotide-binding domain (NBD). B) MRP1, MRP2, MRP3, MRP6 and MRP7
have five extra transmembrane regions towards the N-terminus. C) BCRP is a half

transporter and contains only six transmembrane regions and one NBD.
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2.1 Résumé

Les transporteurs ABC consistent en une famille de protéines qui transportent
des substrats contre un 'gradient deconcentration du milieu intracellulaire vers le
milieu extracellulaire. La P-glycoprotéine (P-gp), le transporteur le plus étudié de la
grande famille deé transporteurs ABC, a été trouvée comme étant exprimée dans des
tissus tels que le foie, les reins et les intestins. Ceci suggérait donc un réle
physiologique de la P-gp dans la protection et détoxification de ’organisme. La P-gp
et d’autres transporteurs ABC ont été reconnus par la suite comme étant exprimés
dans le myocarde. La littérature actuelle suggere que les transporteurs ABC auraient
un rdle dans le contrdle de la distribution de xénobiotiques au cceur protégeant ainsi
cet organe.

Mots-clés: transporteurs ABC, distribution de médicaments au coeur, cardiotoxicité,

efflux de médicaments, protection du coeur
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2.2 Abstract

ABC transporters consist of a family of proteins that translocate substrates
against a concentration. gradient from the intracellular toward the extracellular miliéu.
The most studied transporter from the ABC transporter superfamily, P-glycoprotein
(P-gp), was found to be expressed in tissues such as liver, kidneys and intestines.
This suggested a physiologic function for P-gp in the protection and detoxification of
the organisrh. P-gp and other ABC transporters were also found to be expressed in
the myocardium. Current literature suggests that ABC transporters havé a role in
controlling distribution of xenobiotics to thé heart thus protecting this organ.
Keywords: ABC transporters, cardiac drug distribution, cardiotoxicity, drug efflux, |

heart protection
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2.3 Introduction

Accumulation of xenobiotics into tissues does not depend only on their ability
to enter cells, but also on their ability to leave them. The ABC (ATP-binding
cassette) proteins represent a large family of transmembrane transporters of around
fifty ABC transporters that translocate substrates against a concentration gradient
from the intracellular toward the extracellular regions following ATP hydrolysis. The
most studied transporter from the ABC transporter superfamily, the P-glycoprotein
(P-gp), was first found to be overexpressed in tumour cells conferring resistance to
several anticahcer drugs [1]. P-gp thought at first to be confined to tumour cells, was
subsequently recognized to be expressed in norma-l tissues such as at the apical
surface of liver hepatocytes, in proximal tubular cellé of kidneys and in enterocytes of |
intestines. This suggested a physiologic function for P-gp in the detoxification of the
‘organism by excreting its substrates into bile, urine and intestine contents [2-4].
Giveﬁ the impoﬁance of these tissues in drug absorption, metabolism and excretion, it
was rapidly conceived that P-gp had an important influence on drug disposition.
ABC transporters Wére also found to be expressed in other tissues such as the heart
suggesting a role in detoxification and protection of the heart from accumulation of
xenobiotics [5]. The aim of this paper is to shed light on the involvement of ABC

- transporters in the distribution of xenobiotics to the heart and to discuss their role in

the protection of this organ from toxic compounds.
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2.4 Expression of ABC transporters in the heart

The superfamily of ABC transporters is divided into seven different
subfamilies [6] presented in Table 1. Encoded proteins are classified based on the
sequence and organization of their nucleotide-binding domain(s) and similarity in
gene structure. So far eight of them, recognized to have a role in the transport of
xenobiotics in tissues, were found to be expressed in the heart (highlighted in Table
1). These protéins are P-gp, MRP1, MRP3, MRP4, MRP5, MRP7, BCRP, ABCAS
and ALDR. These transporters were found to be expressed either in myocytes or
vascular endotheliai cells of the heart in human and rodents using molecular biology
techniques in human and rodents [5]. Due to the expressién of P-gp iﬁ endothelial
cells of human cardiac vasculature, it was proposed that P-gp serves as a functional
barrier between blood and cardiac myocytes in a similar rﬁanner to the blood-brain

barrier [7,8].
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Table 1
Classification of human ATP-binding cassette (ABC) transporters into subfamilies”
ABCI1 MDR/TAP .| MRP/CFTR ALD OABP GCN20 White
(Subfamily A) | (Subfamily B) | (Subfamily C) [(Subfamily D) | (Subfamily E) | (Subfamily F) | (Subfamily G)
ABCALI Te] P1)f| ABCDI (ALDP) | ABCEI (OABP) | ABCFI ABCG1
ABCA2 ABCB2 (TAP1) | ABCC2 (MRP2 | ABCD2 ABCF2 [ABCG2 (BCRP)E
or cMOAT) (ALDR) .
ABCA3 ABCB3 (TAP2) [[ABGG3(MRP3)7| ABCD3 ’ ABCF3
ABCA4 ABCB4 " ABCD4 ABCG5
(MDR3)
ABCAS ABCB5 ABCGS
ABCAG ABCB6 ABCC6 (MRP6)
ABCA7 ABCB7 ABCC7 (CFTR)
ABCBS ABCCS (SURI)
"ABCA9 ABCB9 ABCC9 (SUR2)
ABCAI10 ABCBI0
ABCAI2 ABCBI1 (BSEP | ABCCIT
or SPGP) (MRPS)
ABCAI3 ABCCI12
(MRP9)
ABCCI13

. % Highlighted cells represent ABC transporters expressed in the heart and having recognised activities in the

transport of drugs.

Table adapted from [5].
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2.5 ABC transporters and evidence of their role in

the protection of the heart

2.5.1 ABC transporter drug substrates and cardiotoxicities
associated with deficiency in ABC transporter genes

Mice genetically deficient in genes coding for ABC transpoﬁers such as P-gp
or mrpl have been‘ useful to demonstrate the role of transporters to ‘p»revent
accumulation of xenobiotics into the heart. Indeed, in mice genetically deficient in
genes coding for P-gp, significant higher levels of drugs such as vinblastine,
loperamide and enaminone anticonvulsants were observed in the heart compared to
wild-type mice [9-1 1]; Greater levels of drugs such as etoposide, grepafloxacin and
vincristine were also observed in the heart of mice genetically deficient for the gene
coding for mrpl [12-14] in comparison to wild-type mice. These findings suggest
that these ABC transporters contribute to the protection of the heart from xenobiotics.
Moreover, a team of investigators generated transgenic mice that overexpressed
MDRI, the human gene coding for P-gp, specifically in the cardiac muscle. The
administration. .of single or repeated intravenous doses of doxorubicin led to
degenerative changes in the heart of control mice that were absent in transgenic
animals [15]. This experiment confirms again the role of P-gp for detoxification

processes in the heart.
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In humans treated with anthracyclines for non-Hodgkin lymphoma, the

propensity to anthracycline-induced cardiotoxicity was increased in patients carrying
single nucleotide polymorphis.ms. in MRP1 and MRP2. The acute anthracycline-
in(iuced cardiotoxicity was associated with the Gly671Val variant of MRP1 and with
fhe Vall 188Glu-Cysl 515Tyr haplotype of MRPZ. The association of polymorphisms
in the gene coding for MRP1 and MRP2 and observed anthracycline-induced
qardiotoxicity is another pron of the importance of ABC transporters in the

protéction of the heart [16].

2.5.2 Cardiotoxicities and interactions of ABC transporter
drug substrates

Many cases of cardiotoxicities have been linked to an increase in drug
concentrations in the heart following co-administration of antineoplasic drugs and
multidrug resistance-reversing agents (drugs identified as P-gp inhibitors and having
the capabilities to restore drug sensitivity of antineoplasic-resistant tumor cells). For
instance, it was fouhd that the co-administration of doxorubicin and the multidrug
resistance-reversing drug verapamil increased the peak concentration. of doxorubicin
in the heart of mice by 40%. The co-administration augmented the incidence and
severity of degenerative changes in cardiac tissue, and decreased the survival rate
compared to doxorubicin alone [17]. Other studies in rodents demonstrated that

cyclosporine A or its analogue PSC 833, two other mﬁltidrug resistance-reversing
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agents, could also increase doxorubicin concentrations [18,19]. This latter

finding correlated with a higher incidence and severity of myocardial damage [19].
The mechanism involved is likely related to an accumulation of drugs jn the heart due
to the inhibition of the normal protective function of P-gp, or other ABC transporters,
by multidrug resistance-reversing agents. These findings suggested that caution is
advisable when prescribing a combination 'of ABC transporter substrates to patients.
Some commonly used drugs for the tfeatment of cardiac diseases, cancer, infections,
HIV, and immunosuppressive drugs which are substrates of ABC transporters and
that may be associated with drug-drug interaction-related cardiotoxicities are

presented in Table 2.
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Examples of commonly used drugs that are substrates of ABC transporters and that

may be related to drug-drug interaction-related cardiotoxicity

A
CARDIAC DRUGS ANTIBIOTIC DRUGS
Sodium channel | Calcium channel Cardiac Fluoroquinolones Macrolides
blockers blockers glycosides
Quinidine Verapamil Digoxin Grepafloxacin Erythromycin Clarithromycin
ABCBI [23,24] [25,26] [27.28] [29,30] [24,31] [32]
(MDRI or
- P-gp)
ABCCI [29]
(MRP1)
ABCAS (331

Clear cells represent evidence that the drug is a substrate (or inhibitor) of the ABC transporter.

Shaded cells represent evidence that the drug is not a substrate (or inhibitor) of the ABC transporter.
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B
ANTICANCER DRUGS
Anthracyclines Vinca alkaloids Epipodophylloto Other
xins
Daunorubicin Doxorubicin Vinblastine Vincristine Etoposide (VP- Paclitaxel
- 16)

ABCBI [34] [1,35] [1,35] [35] [36]

(MDRI or
P-gp)

ABCCI [37] [37,38] [371° [37,38] [37,38] [37]

(MRP1) '
- ABCC3 [39] [39] [39] [39,40]

(MRP3)

(MRP5)

ABCCS

ABCCI10

Clear cells represent evidence that the drug is a substrate (or inhibitor) of the ABC transporter.

[42]
(MRPT)
ABCG2 [43] [43] - [44]
(BCRP)
ABCA8

Shaded cells represent evidence that the drug is not a substrate (or inhibitor) of the ABC transporter.
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C
HIV DRUGS. IMMUNOSUPPRESSIVE DRUGS
Protease inhibitor Cyclosporin A Tacrolimus
: FK
Indinavir Nelfinavir Ritonavir Saquinavir (FK506)
ABCB!1 [45] [45,46] [46] [45.46] [1047] [47]
(MDRI or
P-gp)

(MRP3)

(MRP4)

(MRP5)

ABCG2
(BCRP)

ABCC3

ABCC4

ABCCS

Clear cells represent evidence that the drug is a su

bstrate (or inhibitor) of the ABC transporter.

Shaded cells represent evidence that the drug is not a substrate (or inhibitor) of the ABC transporter.
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2.6 ABC transporters and cellular mechanisms of
cardiotoxicity such as drug-induced Long QT

syndrome

ABC transporter activities control intracellular access of drugs to their binding
sites and modulate drug efficacy or toxicity. Drug-induced prolongation of cardiac
repolarization (drug-induced Long QT syndrome) is currently a major concern for
patient’s safety and drug industry. The block of a specific cardiac potassium current,
the rapid component of the delayed rectifier channel (Ix,) encoded by the Auman
ether-a-go-go related gene (hERG), is the underlying mechanism of prolonged
repolarization observed in patients undergoing treatment ;vith most QT-prolonging
drugs. Excessive prolongation of cardiac repolarization (interval QT) increases the
risk of early afterdepovlarisation that could trigger, in the context of increased
dispersed repolarization, a polymorphic ventricular tachycardia termed t.orsad.es' de
pointes. The Ik, binding site for currently used drugs is believed to be on the
intracellular site of the channel embedded in the plasma membrane [20,21].
Consequently, factors such as ABC transporters that regulate intracellular
concentrations of Ii(r binding drugs could modulate the risk of the drug-induced Long
QT syndrome. Recently, the risk of QT prolongatioﬂ following concomitant
administration of two P-gp substrates, domperidone and ketoconazole, has been

recognised [22]. Indeed, a cardiac prolongation was observed when domperidone
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and ketoconazole were administered concomitantly, but not when domperidone

was administered alone.

2.7 Conclusion

It is now widely accepted that transporters, along with CYP450 enzymes,
contribute significantly to bioavailability and drug disposition of xenobiotics. Cases
of increased concentrations of drugs in the heart, cardiotoxicities occurring following
the administration of concomitaﬁt ABC transporter substrates and the use of knockout
mice demonstrate the important role of these proteins in the efflux of drugs from the
“heart. We are still at an early stage in the discovery of ABC transporters in the
myocardium and their involvement in the cardiac disposition of drugs. Nevertﬁeléss,
there is increasing evidence that already indicate a major role of these 'transporters in

the protection of the heart from toxic compounds.

\
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