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Résumé francais

Plusieurs médicaments de diverses classes pharmacologiques ont été impliqués dans la
genese de phénomenes proarythmiques connus sous le nom de syndrome du QT long
(LQTS) médicamenteux. Les manifestations éiectrophysiologiques principales de ce
syndrome sont les torsades de pointes (TdP) qui peuvent étre associées & une mort
subite. De plus, il existe une variabilité interindividuelle trés significative dans la
réponse a ces médicaments, avec une prépondérance plus importante chez les femmes,
. sans que cette variabilité soit bien élucidée pour une meilleure prévention. Ainsi, un
médicament connu pour prolonger lintervalle QT n’induira des phénoménes
proarythmiques importants que chez une tres faible minorité de personnes, ces derniers
présentant généralement des facteurs prédisposants. Plusieurs de ces facteurs de risque
n’ont pas de mécanisme bien élucidé pouvant expliquer la maniére dont ils favorisent
I’occurrence de TdP. Pour cela, I’objectif principal de ces travaux de doctorat était de
mieux comprendre et de proposer de nouveaux mécanismes concernant le sexe féminin,
les interactions médicamenteuses, I’effet des transporteurs membranaires et le diabéte
comme facteurs prédisposant au LQTS médicamenteux. Pour arriver a cette fin, deux
techniques complémentaires d’électrophysiologie ont été utilisées, i.e. la perfusion de
ceeurs isolés de cobayes, et la technique de patch-clamp en configuration de cellule
entiere.

Afin de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents aux différences liées au sexe
dans le LQTS médicamenteux, nous avons évalué dans le chapitre II chez des cobayes
males et femelles en age pré-pubertaire les différences liées au sexe dans la prolongation

de la repolarisation cardiaque sous les conditions de blocage d’Ik;, d’Iks, et d’un blocage
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concomitant d’Ix/Ixs. Nos résultats ont démontré une différence liée au sexe lors d’un
blocage d’Ixs avec I'indapamide et non avec les bloqueﬁrs d’ Ik, Daﬁé le chapitre III,
' nous avons démontré que I’administration concomitante de deux bloqueurs d’li,
induisait.un effet additif partiel et non synergique. De plus, nous avons démontré pour la
premiere fois que I’ordre d’administration séduentielle de deux bloqueurs d’Ik, était un
facteur important de prolongation de la repolarisation cardiaque. Dans le chapitre 1V,
nous avons trouvé pour la premieére fois une interaction physique trés étroite entre le
géne humain ether-a-go-go (HERG) et P-glycoprotéine (P-gp) dans les cardiomyocytes
humains et de cobayes. De plus, nous avons démontré que I’expression de P-gp, un
transporteur membranaire d’efflux, diminuait 1’effet inhibant de la dompéridone sur I;.
Dans le chapitre V, nous avons conclu que I’hypo- et I’hyperglycémie induisaient une
augmentation des effets de la dofétilide, un bloqueur d’lg;, sur la repolarisation
ventriculaire, sans aucun effet significatif observé avec le bloqueur d’Ixs, ni avec
I’association du blocage d’Ik/Iks. Nous suggérons ainsi pour la premiere fois que le
niveau de glycémie est un déterminant majeur du blocage d’Ik,, et joue donc un role
important dans le LQTS médicamenteux.

Tous ces résultats nous menent a une meilleure compréhension des variabilités
interindividuelles et des différences reliées aux sexes observées dans le LQTS et les TdP
d’origine médicamenteuse. Ceci aboutira a une meilleure gestion/utilisation des

médicaments a potentiel arythmogénique connu chez les patients a risque.

Mots clés : LQTS, intervalle QT, sexe, interactions médicamenteuses, P-glycoprotéine,

repolarisation cardiaque, transporteurs ABC, diabete, HERG, torsades de pointes.
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Résumé anglais

- Several drugs from different therapeutic families have been implicated in the genesis of
proarthythmias known as drug-induced long QT syndrome (LQTS). The major clinical
manifestation of this syndrome is torsades de pointes (TdP), which could lead to sudden
death. Furthermore, a significant, partially explained, interindividual variability exists in
the response to these drugs, with a higher occurrence in women. Thus, a QT interval
prolonging drug will induce proarrhythmic incidents only in few treated patients; it
seems that the latter present some predisposing factors to the drug-induced LQTS.
However, many of these factors are poorly or partially understood. Therefore, the main
objective of this doctorate is to better understand and to offer innovati\;e mechanisms
explaining the réle of female gender, drug-drug interactions, membrane transporters and
diabetes/glycemia fluctuations as predisposing factors to drug-induced LQTS. Two
complementary techniques in cardiac electrophysiology were utilized to assess our
objectives, i.e. perfusion of isolated hearts from guinea pigs, and the patch clamp
technique in whole cell mode.

In order to better understand the underlying mechanisms in sex-related differences in
drug-induced LQTS, we assessed in chapter II in pre-pubertal male and female guinea
pigs sex-related differences in the prolongation of cardiac repolarisation under Ik,, Iks,
and Ix/Iks blockade. Our results demonstrated that a sex-related difference exists when
Iks is blocked (with indapamide) and not with Ik, blockers. In chapter III, we
demonstrated that the concomitant administration of two I, blockers induces a partial
additive effect, not a synergistic one. Moreover, we showed for the first time that the

order of sequential administration of two Ik, blockers was an important factor to be
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considered in the prolongation of cardiac repolarisation. In chapter IV, we demonstrated
for the first time the existence of a close physical interaction between HERG and P-gp in
human and guinea pigs cardiomyocytes. Furthermore, we showed that the expression of
P-gp, an efflux membrane transporter, decreases the inhibitory effect of domperidone on
Ikr. In chapter V, we concluded that hypo- and hyperglycemia induce an increase in the
inhibitory effects of dofetilide on Ik, current, without any significant effects on I,
block.ers, neither under Ig/Ixs blockade. We therefore suggested, for the first time, that
glycemia level is a major determinant in Ik, block and plays therefore an important role

in drug-induced LQTS.

These results lead to a better understanding of interindividual variabilities and gender-
related differences observed during drug-induced LQTS and TdP. Moreover, these
results will help to better manage/utilize drugs with known potential arrhythmogenecity

in high risk patients.

Key words: LQTS, QT interval, sex, drug-drug interactions, P-glycoprotein, cardiac

repolarization, ABC transporters, diabetes, HERG, torsades de pointes.
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CHAPITRE 1

Introduction



1. Electrophysiologie cardiaque

L’analyse histologique du cceur de mammifére indique que le cceur est constitué
dans sa majeure partie (~80 %) de cellules cardiaques musculaires ou cardiomyocytes
formant le tissu musculaire cardiaque ou myocarde. Hormis les cellules endothéliales,
fibroblastes ou neurones, il existe deux autres types de cellules qui sont les cellules
nodales et les cellules du tissu conducteur' .

Les cardiomyocytes sont des cellules de taille moyenne, mononucléées, dont le
cytoplasme contient des myofibrilles avec des unités répétitives ou sarcomeres,
présentant en alternance des filaments d’actine et de myosine.

Les cellules nodales sont des cellules de petite taille a disposition lache, et
contienhent quelques myofilaments (actine et myosine). Elles sont localisées dans deux
petits amas cellulaires, le nceud sinusal (ou nceud sinoatrial SA) et le nceud auriculo-
ventriculaire (AV). Ces deux nceuds forment le tissu nodal.

Les céllules du tissu conducteur sont des cellules pauvres en myofilaments. Ce tissu
est constitué du faisceau de His, qui part du nceud auriculo-ventriculaire, et aprés un
tronc commun, se divise en deux branches, droite et gauche, situées de part et d’autre de

la cloison interventriculaire. Chaque branche se ramifie dans le ventricule correspondant

pour former le réseau de Purkinje.

Le principe de pompage cardiaque est commandé par un processus électrique
complexe qui assure une stimulation harmonieuse des différentes régions cardiaques.

L’activation des cellules du nceud sinusal appelées cellules P (Pacemaker) transmettent

I’influx pour activer les cardiomyocytes auriculaires droits et gauches avant d’atteindre



le neud AV. Ce demier retarde ’activation en ralentissant la vitesse de conduction et

transmet la dépolarisation vers les ventricules droit et gauche via le faisceau de His" 2.

1.1. Potentiel d’action et électrocardiogramme de surface

A D’état physiologique, le cceur, doué d’automatisme, pompe le sang régulierement
d’une fagon coordonnée grice a une activité électrique intrinséque qui représente la
somme de toutes les activités électriques cellulaires.

Les cardiomyocytes expriment des différences de concentration des ions sodium,
potassium, calcium et chlorure entre les milieux intra- et extracellulaires et toute
excitation de la cellule entraine une variation transitoire de ces ions; ceci explique
I’existence de différences de potentiel électrique entre les deux faces de la membrane'™.
Le passage transmembranaire de ces ions est possible selon leurs gradients chimique et
électrique respectifs grace a I’existence de protéines transmembranaires appelées canaux
ioniques relativement sélectifs a un ion (ex. canaux potassiques, sodiques ou calciques).
A 1’état de repos, on observe un potentiel de repos dans les cellules myocardiquesiqui est
lié au gradient électrochimique du K a travers la membrane plasmique, cette derniere
étant perméable au K mais imperméable aux larges protéines anioniques et aux
phosphates organiques retrouvés dans le cytosol : ceci établit un équilibre appelé
équilibre Gibbs-Donnan dans lequel la concentration de I’ion K* intracellulaire est plus
élevée que celle extracellulaire avec un cytosol négativement chargé3. Dans cet

équilibre, la capacité du gradient de concentration du K & causer un efflux de K est

contré par un gradient électrique qui cause I’influx de K.



L’équation de Nernst décrit le potentiel d’équilibre pour un seul ion et indique que le
potentiel membranaire établi par une différence de concentration pour un seul ion 2
travers une membrane semi-perméable est :

Vm=RT/zF In (Pac/Paint)

(Vm étant le potentiel membranaire, R la constante des gaz parfaits, T la température en degrés Kelvin, z
la valence de !’ion, F la constante de Faraday, P la perméabilité de ’ion, et a,,, et a,, les activités des

ions a ’extérieur et a I'intérieur de la cellule).

Dans le cas du K ou du Na, z = 1 et pour une membrane perméable P=1 a 37°C, donc
Vm devient : Vm=61.5 log (a¢x/aint). Ainsi le Vm du K devient ~ -86 mV (celui du Na ~
+70 mV).
Hors, la membrane plasmique dans les cardiomyocytes a 1’état de repos n’est pas
parfaitement sélectivé au K. Il y a, par exemple, une légére perméabilité au Na, qui, a
cause d’une concentration plus €levée de Na a I’extérieur de la cellule, favorise un
potentiel membranaire opposé en polarité a celui associé au gradient potassique. Le
potentiel membranaire d’équilibre a travers la membrane qui est perméable a ces
différents ions est décrit par I’équation de Goldman-Hodgkin-Katz. Cette derniére prend
en considération les perméabilités et les activités de tous les ions, i.e. K*, Na* et CI,
pour lesquels il y a un gradient 2 travers la membrane. Pour une membrane perméable a
tous ces ions, I’équation devient :

Vm=RT/zF In [Px(akext/Paxint) + Pna(aNaext/Panaint) + Pai(aciex/Paciing)]
La contribution de tout ion au Vm disparait s’il n’y a pas d’activit¢ au niveau du
gradient ou si la perméabilité a cet ion devient nulle’.
Le potentiel d’action cardiaque présente une grahde diversité morphologique selon les

tissus cardiaques ou les espéces animales. La figure I montre des potentiels d’action



enregistrés dans différentes régions anatomiques du cceur. En effet, la configuration, la
durée et les périodes réfractaires des potentiels d’action varient selon les différents types
cellulaires du myocarde (Figure 1). Ceci est du a I’expression variable de courants
ioniques dans les différents types de cellules cardiaques’. Ces différences peuvent causer
des hétérogénéités de repolarisation entre les cellules.

Dans tous les cas, le potentiel d’action se caractérise par un changement transitoire du
potentiel membranaire Vm : le milieu intracellulaire devient ainsi positif par rapport au
milieu extracellulaire. Son amplitude totale est de I’ordre de 80 a 130 mV et sa durée est
généralement comprise entre 100 et 200 msec pour un potentiel d’action myocardique
auriculaire et entre 200 a 400 msec pour un potentiel d’action myocardique ventriculaire.
Le potentiel d’action ventriculaire est représenté sur un électrocardiogramme de surface
(ECG) par lintervalle QT, qui correspond a la durée de dépolarisation et de
repolarisation ventriculaire. Cet intervalle correspond donc a la systole ventriculaire. A
chaque potentiel d’action ventriculaire, on observe au niveaﬁ des myocytes une
dépolarisation rapide de la cellule caractérisée principalement par un courant sodique
entrant Iy, et secondairement par un courant calcique entrant Ic,1. La phase de
dépolarisation (phase 0) modifie le potentiel membranaire de -90 mV a +30 mV. Cette
phase est ensuite suivie de phases de repolarisation (phase 1—3) initiées principalement

par divers courants potassiques.



Figure 1 : Variabilité des potentiels d’action selon la région cardiaque
(Adapté de®)

1.2. Repolarisation cardiaque

Les principaux courants de repolarisation cardiaque sont, entre autres, les divers
courants potassiques sortants'™. En effet, I’amplitude et la durée des potentiels d’action
des cceurs de mammiféres sont largement déterminées par les canaux potassiques. Les
différents courants potassiques du myocarde peuvent €tre classifi€s en deux catégories :
1) les courants potassiques a rectification entrante tels que Ik, Ixach (courant activé par
I’acétylcholine) et Ixarp (courant sensible a I’ATP); et 2) les courants potassiques
voltage-dépendants (canaux Kv) qui comprennent le courant transitoire Iy, (to : transient
outward) et les différentes composantes du courant potassique rectifiant retardé Ig
(composantes rapide Ik, ultra-rapide Ik, et lente IKS)7.

Par ailleurs, les propriétés et la densité des différents courants Kv varient selon les
especes et entre les différentes régions du cceur (oreillette, ventricule, nceud sinusal...)
au sein de la méme espéce (Tableau 1). Ces différences contribuent a la variabilité de la

forme du potentiel d’action enregistré dans les différents types cellulaires'™.
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Tableau 1 : Principaux courants ioniques impliqués dans la repolarisation cardiaque®

La repolarisation ventriculaire débute a la phase 1, qui correspond & I’ouverture du
courant transitoire potassique sortant I, Ce courant est subdivisé en deux
composantes rapide L, ¢ (f : fast) et lente I s (s : slow). La phase 2 correspond au plateau
qui représente une balance entre un courant entrant positif I, 1, voltage-dépendant et un
courant sortant positif qui est la composante rapide du courant potassique rectifiant
retardé Ig,. La phase 3 correspond a la phase finale de repolarisation du potentiel
d’action ou Ik, continue d’augmenter avec |’apparition de la composante lente du
courant rectifiant retardé appelée Iks. Ensuite, un autre courant potassique sortant Ik, qui
présente une rectification dans le sens entrant devient dominant. La phase 4 correspond
au potentiel de repos qui est négatif, proche de -90mV. En plus de l’activité
repolarisante d’lg), il existe également une trés faible perméabilité aux ions sodium a

I’origine d’un courant sodique entrant dénommé courant de fond sodique Ipn, (b pour

—



background). La stabilité du potentiel de repos impose que la somme algébrique des
courants ioniques soit nulle, ce qui signifie que la somme de Ix; et Iy na €st nulle.
Signalons que les pompes (pompe 3Na"-2K"™ ou pompe 4 sodium ou pompe Na'/K'-
ATPase) ainsi que les échangeurs (échangeur 3Na'-1Ca™) rétablissent les
concentrations ioniques des différents ions de part et d’autre de la membrane.

Un autre courant potassique mais ligand-dépendant et sensible a I’ATP (appelé Ixare))
pourrait contribuer significativement a la repolarisation ventriculaire et ceci dans des
conditions particuli¢res. En effet, lorsque la cellule cardiaque se trouve en hypoxie, la
concentration en ATP diminue entrainant I’ouverture des canaux Katp ce qui provoque
une repolarisation précoce. Les canaux Karp joueraient un rdle important dans le

phénomeéne de préconditionnement ischémiqueg.

I
t Icar
I
i} [ ! Kr L | I 1
200 400 0o 800 1000
IKS Time [ms]
Echangeur Pompe Na'/K'- I
3Na*-1Ca™ ATPase K1

Figure 2 : Potentiel d’action ventriculaire et courants de repolarisation

1.3. Dysrythmies cardiaques
Les dysrythmies (ou arythmies) cardiaques sont définies comme étant une perturbation
dans la fréquence normale d’activation des oreillettes, des ventricules ou au niveau

d’autres tissus de conduction. Cliniquement, elles peuvent étre classées selon 1) le site



d’origine de I’anomalie (i.e. auriculaire, jonctionnelle ou ventriculaire) ou selon que 2)
le rythme cardiaque est augmenté (tachycardie) ou diminué (bradycardie). Pour
simplifier, nous utiliserons ici le premier type de classification et inclurons les

principales arythmies rencontrées en clinique.

1.3.1 Les arythmies auriculaires

Parmi les arythmies auriculaires humaines, on distingue la bradycardie sinusale et la
tachycardie sinusale; ces derniéres sont dues a des fréquences réguliéres inférieures a
60 battements/min ou supérieures a 100 battements/min respectivementz’ 10,41,

On distingue également les extrasystoles auriculaires (ou contraction auriculaire
prématurée) qui sont des impulsions prenant naissance prématurément dans un foyer
auriculaire ectopique. Une autre dysrythmie auriculaire est le flutter auriculaire

\

caractérisé par un rythme régulier mais rapide de la cadence auriculaire, s’étalant entre
250 et 350 battements/min; la fréquence ventriculaire varie alors autour de 150
battements/min. Finalement, |’arythmie auriculaire la plus sévere est la fibrillation
auriculaire; celle-ci est caractérisée par une dépolarisation anarchique et asynchrone
des cellules nodales du myocarde auriculaire, ce qui empéche toute contraction efficace
des oreillettes puisque les fibres musculaires se contractent indépendamment 1’'une de

I'autre. Cette irrégularité auriculaire peut aboutir a une fréquence ventriculaire

irréguliére.
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1.3.2 Les arythmies jonctionnelles

Parmi les arythmies jonctionnelles, nous distinguons la tachycardie supraventriculaire
paroxystique (TSVP) et les blocs auriculoventriculaires (A-V) 210,11 1 2 TSVP est
une arythmie impliquant un mécanisme d’automaticité auriculaire ou de réentrée au
niveau du nceud A-V, la fréquence pouvant varier entre 150 et 250 battements/min. Les
blocs A-V sont caractérisés par une anomalie de la conduction au niveau du nceud A-V
entrainant 1) un retard de la conduction A-V (bloc de 1* degré), 2) une interruption
intermittente de la conduction A-V (bloc de 2éme degré), ou 3) une interruption totale de

la conduction A-V (bloc de 3e¢me degré).

1.3.3 Les arythmies ventriculaires

Parmi les arythmies ventriculaires, nous distinguons les extrasystoles ventriculaires qui
sont des impulsions prenant naissance prématurément dans un foyer ventriculaire

ectopiquez’ 0. 11,

Il existe également des tachycardies ventriculaires qui sont
caractérisées par une succession d’au moins trois complexes d’origine ventriculaire
ectopique; la fréquence est comprise alors entre 150 et 250 battements/min. Une autre
arythmie ventriculaire est la fibrillation ventriculaire qui est une dépolarisation
anarchique et asynchrone des cardiomycoytes ventriculaires. Celle-ci résulte en une
contraction ventriculaire inefficace et peut souvent aboutir a un arrét cardiaque.

Finalement, les torsades de pointes (TdP) sont une forme de tachycardie ventriculaire

polymorphique parfois observée en association avec le syndrome du QT long (LQTS) >

10, 11
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2. Syndrome du QT long (LQTS)

2.1. LQTS congénital

Le LQTS congénital est un désordre cardiaque caractérisé par une prolongation de la
repolarisation ventriculaire; cette derniére est‘représentée par un prolongement de
Iintervalle QT sur un ECG'?. Ce désordre peut rester asymptomatique ou déyelopper

des TdP qui peuvent dégénérer en fibrillations ventriculaires pouvant étre fatales.

2.1.1 Historique

Jervell et Lange-Nielsen ont décrit pour la premiere fois en 1957 le LQTS congénital
chez une famille norvégienne de six enfants dont les 2/3 souffraient de surdité
congénitale, de syncope et d’une prolongation de I'intervalle QT sur I’'ECG évoluant
vers une mort subite'’. Au début des années soixante, Romano et.al. et Ward ont décrit
un désordre cardiaque similaire mais d’une forme plus légere sans surdité associée'* .
Ainsi, deux formes cliniques de LQTS congénital furent désignées, soit le syndrome de
Romano-Ward (RW), un désordre autosomal dominant, et le syndrome de Jervell et
Lange-Nielsen (JLN), un désordre autosomal récessif. Deux autres syndromes, le
syndrome d’Andersen-Tawil et le syndrome de Timothy, sont également définis comme
faisant partie de la famille du LQTS congénital, bien qu’ils présentent des manifestations
- cliniques différentes. Le point commun de tous ces syﬁdromes est donc ’absence d’un
geéne codant pour un courant ionique cardiaque important ou la traduction de ce géne en

protéine (canal ionique) non ou partiellement fonctionnelle. La premiere localisation

chromosomique d’un géne défectueux fut établie en 1995'® ' Depuis ces premicres
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publications, plus de 400 mutations dans les génes de cinq canaux cardiaques ont été
reliés a la majorité des patients présentant cliniquement un LQTS congénital'® (Tableau

2).

2.1.2 Epidémiologie

L’incidence et la prévalence exactes du LQTS congénital sont inconnues; on estime
cependant que le syndrome RW survient chez 1 personne sur 5000'. Par contre, le
syndrome JLN est beaucoup plus rare et la prévalence estimée est entre 1,6 et 6
individus par million d’enfants agés entre 4 et 15 ans*’. De plus, le LQTS congénital est
une cause importante de mortalité subite chez les enfants'® ', Ce syndrome est associé a
un taux de mortalité élevé, pouvant atteindre les 70 % chez des patients non traités

pendant 10 ans®'.



KCNQI/KvLQTI

Perte de fonction

k Exercie
LQT!I . KCNQ1/KvLQTI [1pl5.5 AD | P Perte de fonction | (natation), stress 30-35
émotionnel
1 Repos, stimuli
LQT2 KCNH2/HERG 7q935-36 AD Ik, Perte de fonction auditif, stress 30-35
émotionnel
LQT3 SCN5A 3p2]-p24 AD INa Gain de fonction ¢ Repos/Sommeil 5-10
LQT4 ANKB 4q25-q27 AD Na/Ca | Pertede fonction | LACreice, stress <1
‘émotionnel .
LQT5 KCNE1/mink 21q22.1 AD Ik Perte de fonction 777 <]
LQT6 KCNE2/MIRP1 21g22.1 AD Tks Perte de fonction m <l

R
N

§ TS1{LQTS8)

KCNE1/mink

CACNAIC

1q42-q43

Sporadique

Perte de fonction

Gain de fonction

Hypoglycémie,
sepsis 77?

Tableau 2 : Bases moléculaires du LQTS congénital (Adapté de

12, 13)



2.1.3 Traitement/Gestion des patients LQTS

Pour une gestion adéquate du LQTS congénital, il est primordial de génotyper les
patients diagnostiqués cliniquement comme étant atteints du LQTS. Actuellement, 30 a
35 % des patients cliniquement diagnostiqués n’ont pas été génotypés>. Dans ce cas-ci,
I’instauration d’une pharmacothérapie a base de bétabloquant est fortement
recommandée. En effet, dans plus de 12 % des patients, la premieére manifestation de la
maladie est un arrét cardiaque ou une mort subite et I’instauration rapide d’une thérapie
semble primordiale®.

L’efficacité des bétabloquants chez les patients atteints de LQTS fut évaluée a partir
d’une grande base de données intitulée International Registry for LQTS; cette derniere
incluait 869 patients — dont 69 % étaient asymptomatiques — sous bétabloquants et dont
la mortalité était de 2 %, comparativement a 50 % de mortalité sur 20 ans chez le groupe
non traité€. L’usage d’une dose complete de bétabloquant est recommandé en toutes
circonstances (3 mg/kg de propfanolol ou 1 mg/kg de nadolol; I’aténolol est moins
efficace et devrait étre évité) sans s’inquiéter si la fréquence cardiaque descend aux
alentours de 45 4 55 battements/min®.

La dénervation sympathique cardiaque gauche est réservée principalement aux patients a
haut risque de mortalité, avec des syncopes récidivantes non contrdlées avec les
bétabloquants®. La majorité des patients survivant 2 un arrét cardiaque regoivent un
cardioverteur/défibrillateur implantable qui semble significativement diminuer la
prévalence de la mort subite chez les patients atteints de LQTS™.

Certains patients LQTS génotypés présentent un intervalle QT normal. L’existence de

ces mutations silencieuses est expliquée par une faible pénétrance génétiquez7, et la
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fréquence de ces mutations silencieuses décroit de 36 % au niveau du LQTIL, a 19 % en
LQT2, et 2 10 % en LQT3%.

Le danger majeur chez les patients atteints de certains LQTS congénitaux portant des
mutations silencieuses est la prise de médicaments non-antiarythmiques bloqueurs d’lIk;
ainsi certains LQTS congénitaux deviennent un facteur de risque de survenue du LQTS
médicamenteux.et vice-versa. Chez les patients génotypés, il est primordial de prévenir
et traiter en fonction du type de LQTS. Comme décrit dans le Tableau 2, les
déclencheurs d’événements cardiaques varient selon le type de LQTS. En effet, pour les
patients LQT1 (sous-groupe génétique le plus large), les événements les plus dangereux
surviennent lors d’une activation sympathique, principalement par I’exercice physique
(natation) ou un stress émotionnel®. Pour cela, les patients LQT]1 sont particuliérement
bien gérés par une intervention antiadrénergique (bétabloquants); 1’usage des
cardioverteurs/défibrillateurs est moins justifié chez ce groupe de patients. Pour les
patients LQT2, les déclencheurs d’événements cardiaques sont principalement les
stimuli auditifs pendant le repos ou le sommeil, tel qu’une sonnerie d’alarme ou de
téléphone. Pour cela, la réponse de ces patients aux bétabloquants est moins compléte
comparativement aux patients LQT1. Mais plusieurs études confirment que la prise de
bétabloquants chez les patients LQT2 serait bénéfique. En effet, dans 1’étude de
Schwartz et al. chez des pqtients LQT2 symptomatiques prehant des bétabloquants,
aucune mort subite ne fut lobservée et seulement 4 % ont subi des arréts cardiaques”.
Comparativement, dans |’étude de Priori ef al. chez des patients LQT2 traités aux
bétabloquar;ts dont 47 % étaient symptomatiques, aucune mort subite ne fut observée et
seulement 7 % ont subi des arréts cardiaques™. De plus, il est primordial d’éviter au

maximum les stimuli auditifs dans les chambres de ces patients“. Dongc, il semblerait
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que les patients LQT2 répondraient bien au traitement bétabloquant, mais 1’occurrence
d’un arrét cardiaque avec ce traitement exige I|’implantation d’un
cardioverteur/défibrillateur. Par ailleurs, il semblerait que les patients LQT?2 soient
particulicrement plus vulnérables a des .niveaux bas de potassium. Des efforts
supplémentaires doivent &tre faits pour préserver un potassium sérique supérieur a 4
mmol/L”.

La gestion médicale des patients LQT3 semble trés complexe et incertaine. En effet, les
patients LQT3 sont significativement moins protégés par les bétabloquants que les
patients LQT1 ou LQT2 et certains suggerent que les bétabloquants pourraient étre
Adangereux chez certains de ces patients. En effet, les patients LQT3 a faible fréquence
cardiaque semblent avoir un prolongement supplémentaire de l’intérvalle QT, ce dernier
étant déja prolongé chez ces patients3 2, Ceci est également observé pendant la nuit alors
que la fréquence cardiaque est physiologiquement diminuée®. Comme les bétabloquants
diminuent la fréquence cardiaque, la possibilité qu’ils augmentent la probabilité. de
survenue d’arythmie est a considérer. Bien que la situation reste floue, les
recommandations semblent converger vers I’option d’utiliser des bétabloquants et de la
possibilité de l’associer a la méxiletine; cette derniére, en effet, pourrait raccourcir
I’intervalle QT. La dénervation sympathique cardiaque gauche semble €tre une approche
rationnelle puisqu’elle prévient le relargage soudain de norépinephrine au niveau
ventriculaire sans diminuer la fréquence cardiaque a cause de I’innervation sympathique
sélective du coté droit du nceud sinusal®®. L’usage d’un cardioverteur/défibrillateur est

également une considération logique®.
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2.2. LQTS médicamenteux

2.2.1. Historique

Dés 1920, le début d’un traitement a la quinidine fut associ€ a des syncopes importantes;
ceci était probablement la premiére cause décrite du LQTS acquis ou médicamenteux.
Grice a I’avénement du suivi électrocardiographique de type Holter dans les années 60,
ces syncopes furent expliquées par des tachycardies ventriculaires polymorphiques
pause-dépendantes. En 1964, Selzer et Wray décrivirent pour la premiére fois ce qui sera
plus tard connu sous le terme de LQTS médicamenteux en remarquant que la quinidine
pouvait provoquer une prolongation de I’intervalle QT et des arythmies chez des patients
sains®®. Depuis, les cliniciens se sont rendus trés familiers avec cet effet secondaire
sévére, particuliérement dans le contexte des traitements antia.rythmiques36. Hors, ce
phénoméne s’est amplifié et a été également observé avec plusieurs agents
thérapeutiques a indications  non cardiovasculaires; ainsi la liste des médicaments
associés avec une prolongation de I’intervalle QT est devenue relativement longue®™°.
A titre d’exemple, la cause la plus importante de retrait (ou de restriction) d’un
médicament du marché pendant la derniére décenni? a été une prolongation de
I’intervalle QT associée a des proarythmies parfois fatales*’. Plusieurs médicaments a
structures chimiques trés variées qui étaient disponibles sur le marché pour des
indications non cardiovasculaires ont été retirés du marché ou leur usage a été
sévérement restreint & cause de cette forme rare de toxicité médicamenteuse. Ces

médicaments incluent la terfénadine*!, I’astémizole®?, la grépaﬂoxacine“, la térolidine44,

le dropéridol®’, la lidoflazine®®, le sertindole’, la levomethadyl48 et la cisapride®. De



plus, plus de 125 médicaments actuellement disponibles sur le marché nord-américain

ont été associés au LQTS médicamenteux (http://www.Torsades.org/) (Tableau 3).

Clarithromycine Fénoltérol
Ery_thromym'ne Antiasthmatiques Procatérol
Antibiotiques Grepafloxacine Salbutamol
Fentamidine Salmétérol
Sulfaméthoxazole/ ’ ;
Triméthoprime Amisulpride
Enflurane Chlorpromazine
Fentanyl Clozapine
Anesthésiques Isoﬂuran.e Dropérlfiol
Pentobarbital Halopéridol
Propofol Antipsychotiques Meésoridazine
Thiopental Olanzapine
Amitriptyline Pimozide
Désipramine Prochlorperazine
Doxapine Rispéridone
Anti-dépresseurs FlFoxét@e S'_"ltc_'p "‘?"‘
Imipramine Thioridazine
Maprolidine Dolasétron
Trazodone Antiémétiques Ondansétron
Venlafaxine Granisetron
Astémizole . . Fluconazole
- Antifongiques
Azélastine Kétoconazole
Anti-histaminiques - Clémastme. Diurétiques In(_iap et
Diphenhydramine Triamtérene
Fexoféna(?me Gastrokinétiques ClsaprAlde
Terfénadine Dompéridone
Pronyieaie Immuno
Bloqueurs calciques Bépridil suppressenrs Tacrolimus
Térodiline

Tableau 3 : Médicaments non-antiarythmiques qui peuvent prolonger I’'intervalle QT (Adapté de“’)
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2.2.2. Incidence

11 est tres difficile d’estimer exactement 1’incidence du LQTS médicamentéux. En effet,
la prise en compte de plusieurs cas publiés sur les proarythmies d’origine
médicamenteuse est parfois erronée, étant donné que certains d’entre eux décrivent des
cas de surdosage extrémes et ne peuvent étre extrapolés a la pratique clinique de
routing®’. De plus, la coadministration de différehts médicaments qui peuvent prolonger
I"intervalle QT rend impossible 1’établissement d’une relation de cause a effet entre un
seul médicament et 1’occurrence de la prolongation de I’intervalle QT et/ou de TdP. De
plus, bien qu’il ait ét€ reconnu que tous les médicaments qui prolongent I’intervalle QT
~ont le potentiel de bloquer Ik, ils ne causent pas nécessairement une prolongation
significative du QT chez tous les individus (voir les facteurs prédisposants).

Dans une étude effectuée au Royaume-Uni et en Italie, il a €t€ démontré que les
médicaments non cardiovasculaires a potentiel proarythmique représentaieqt 3 % et2 %
du total des prescriptions respectivement dans les 2 payssz. Le danger de proarythmie

d’origine médicamenteuse est donc trés sérieux.

2.2.2. Manifestations et complications

L’intervalle QT — qui refléte la durée du poténtiel d’action des myocytes cardiaques —
est une résultante de la durée de dépolarisation et de repolarisation ventriculaires.
L’intervalle QT est donc controlé par un équilibre trés étroit entre les différents courants
entrants et sortants; ainsi, une diminution des courants repolarisants sortants et/ou une
augmentation des courants dépolarisants entrants peut prolonger la repolarisation et la

durée de I’intervalle QT. Parmi les courants repolarisants, les courants potassiques Ik et
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tout particulicrement Ik, sont les plus susceptibles & une influence pharmacologique®".
Dans tous les LQTS médicamenteux décrits, le blocage du courant Ik, est responsable au
‘moins en partie de la réduction du courant sortant, d’un ralentissement de la
repolarisation, d’une prolongation du potentiel d’action et cliniquement, d’une
prolongation de I'intervalle QT et d’un développement d’anomalies sur les ondes T ou U
sur I'ECG de surface’".

Parmi ces anomalies, nous pouvons observer une onde T & base élargie, biphasique ou
avec une encoche™. Parmi les caractéristiques structurelles qui peuvent expliquer
I’importante susceptibilité des canaux Ik, a étre bloqués par une si grande variété de
médicaments et agents chimiques, les domaines S6 des canaux Ik, contrairement aux
autres canaux potassiques voltage-dépendants, ont 2 résidus aromatiques qui s’opposent
dans la cavité interne®®; cette cavité peut lier de larges produits aromatiques par une
interaction de tjpe 7 (la liaison 7 étant un type de liaison chimique créée entre deux
atomes)™. De plus, Iaffinité de liaison des médicaments est augmentée lors de

I’inactivation d’Ig;.

2.2.2.1. Post-dépolarisations précoces

La prolongation de la repolarisation peut résulter d’une activation subséquente d’un
courant entrant dépolarisant (Ic,.. et In,), ce qui peut générer des post-dépolarisations
précoces (ou Early After Depolarizations (EAD) en anglais) (Figure 3). Les EAD sont
donc dues 2 la réactivation des courants calciques de type L, ou 4 d’autres courants issus

de I’échangeur sodium-calcium ou le courant sodique cardiaque56.



21

EAD
h Y =
200 mszc T =
—
Bloqueur d’I,
QT 1 T
— L SN
iR SR e
i Fh- e > gt L i e b Ty b
F ﬁ i i + A_;- i d

Figure 3 : Manifestations cliniques du LQTS médicamenteux

Les EAD peuvent a leur tour déclencher une activité arythmogénique a la fin de la
repolarisation, plus particuliecrement au cours des phases 2 et 3 du potentiel d’action;
ceci survient préférentiellement dans les fibres de Purkinje et dans la population de
cellules myocardiques M (cellules M)*". (Les cellules M sont des cellules situées dans
les couches intermédiaires du myocarde ventriculaire, entre I'epicarde et I’endocarde®®
Ces cellules présentent des propriétés électrophysiologiques intermédiaires entre les
cellules myocardiques et les cellules de conduction, et une réponse pharmacologique
différente des cellules de |’épicarde ou de l’endocarde. De plus, lors d’une diminution
de la fréquence cardiaque, les cellules M ont la capacité de prolonger leur potentiel
d’action d’une fagon beaucoup plus prononcée que les cellules épicardiques et

endocardiques).
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Quand il y a une augmentation importante de la dispersion de la repolarisation, nous
pouvons observer une réentrée et une survenue de TdP; ces derni¢res sont entretenues
par plus de réentrée ou une activité de « vague spirale ». Ainsi la présence d’EAD et une
dispersion significative de la repolarisation sont des prérequis pour I’initiation et le
maintien des TdP (Figure 4).

Une des raisons pouvant expliquer cette activité proarythmique est due au fait que la
durée des potentiels d’action dans les fibres de Purkinje et les cellules M est beaucoup
plus longue que les cellules épicardiques et endocardiques. Or, comme plusieurs
bloqueurs d’Ig, sont plus puissants lorsque le canal est inactivé, le plateau plus long de

ces potentiels d’action favorise un blocage plus important.

Blocage des ; | Repolarisation

canaux Ik, Ventriculaire
Post-dépolarisations précoces 1 Durée du potentiel d’action dans les

(EAD) fibres de Purkinje et cellules M
Activité déclenchée 1 Dispersion de la
repolarisation
Blocage unidirectionnel et
circuit de réentrée
intramural Soutenues
Non soutenues * l
l Fibrillati
. ibrillations
Syncope \ Torsades de Pointes / ventriculaires et arrét

cardiaque

Figure 4 : Role des EAD et arythmogenése des Torsades de Pointes (Adapté de*")
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De la méme maniére, les cellules M présentent une prolongation du potentiel d’action
plus importante en réponse a un bloqueur d’Ix, comparativement aux cellules subendo-

et subépicardiques58

. Ceci peut induire une dispersion plus importante de la
repolarisation, créant un potentiel déclencheur de réentrée qui soutient le développement

de TdP.

2.2.2.2. Développement des Torsades de Pointes (TdP)

Certains auteurs ont remarqué la présénce d’une séquence ventriculaire courte-longue-
courte précédant le déclenchement de TdP, et ce particulierement dans le LQTS
médicamenteux_5 ® (Figure 5). Le premier complexe ventriculaire de la séquence est
généralement un battement ventriculaire ectopique ou le derier battement d’une série de
battements ventriculaires prématurés. Ce complexe est suivi par une pause postectopique
et un battement sinusal subséquent, connu sous le terme de pause sinusale
compensatoire. Ce battement sinusal posséde généralement une onde U exagérée. Un
battement ventriculaire prématuré apparait de cette onde U exagérée et précipite la
survenue de TdP. Ce cycle caractéristique court-long-éourt et la présence d’une onde
post-pause U constituent le modéle typique d’une initiation de TdP. Cette observation
fut confirmée plus tard par Roden ef al. qui définit ce modéle par « court cycle — fong

cyle — long QT — complexe ventriculaire prématuré retardé »50- 61,
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Pause post-ectopique  Onde T/U anormale Torsades de Pointes

Figure 5 : Développement des TdP aprés un cycle ventriculaire court-long-court (Adapté de®)

L’origine du terme TdP date de 1966 lorsque Frangois Dessertenne décrit la forme

6 Cette

électrocardiographique d’une tachycardie ventriculaire polymorphe®®
dénomination était due au fait que ces tachycardies étaient caractérisées par des
complexes QRS changeant progressivement d’amplitude et de forme et qui apparaissent
pivoter autour d’une ligne isoélectrique. Cette forme typique des TdP est due a une
variation de la polarité qui varie d’un état positif a négatif sur le plan frontal (dérivation
périphérique) de ’ECG. Les TdP disparaissent le plus souvent par elles-mémes, mais
elles peuvent également dégénérer en fibrillation ventriculaire. Dans ce cas-ci, elles
peuvent causer un arrét cardiaque et une mort subite.

Bien que la séquence court-long-court déclenchant des TdP soit bien établie, le
mécanisme électrophysiologique de la transition périodique de I’axe QRS durant les TdP
n’est encore pas bien élucidé. Les premiéres hypothéses de Dessertenne avaient conclu
que le mécanisme du polymorphisme des TdP était probablement di a la présence de
deux foyers automatiques qui se compétitionnent pour I’excitation du ventricule, créant
ainsi la morphologie changeante des complexes QRS“. Cette hypothése fut ensuite

rejetée expérimentalement et théoriquement. Dessertenne postula ensuite que les TdP
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étaient dues a un seul foyer stable qui a acceés au ventricule par plusieurs voies. Avec ce |
mécanisme, les ventricules avaient un large circuit de réentrée faisant en sorte que la
conduction dans les ventricules était significativement réduite pendant les périodes
réfractaires de maniére qu’un circuit stable de réentrée ne pouvait pas €tre maintenu. Par
conséquent, la voie de réentrée change progressivement, ce qui explique les
changements continus de I’axe électrique des TdP. D’autres mécanismes ont été
formulés mais ceux-ci ne semblent expliquer que partiellement le mécanisme de

transition périodique de 1’axe QRS dans les TdP.

L’incidence des TdP est relativement faible et seulement un certain nombre de
médicaments qui bloquent I, ont un potentiel arythmogénique important. De plus,
certaines évidences montrent que leé patients subissant un LQTS médicamenteux
présentent une Eenaine prédisposition intrinséque a la proarythmie et aux TdP. Par
exemple, les patients ayant subi des TdP d’origine médicamenteuse semblera_i_ent évoir
une prolongation de I’intervalle QT plus importante comparativement a d’autres patients
recevant le méme bloqueur d’Ig; mais n’ayant pas développé des TdP, cette différence

n’étant pas corrélée au dosage du médicament administré®

. De plus, il semblerait que
les patients ayant un LQTS médicamenteux ont un risque plus élevé de subir des

arythmies récurrentes s’ils sont réexposés au méme médicament®.

En bref, plusieurs marqueurs électrophysiologiques ont été associés aux TdP et peuvent
aider a prédire leur survenue; en effet, nous pouvons citer 1) une prolongation excessive
du potentiel d’action ventriculaire, 2) 1’apparition de post-dépolarisations précoces, 3)

une augmentation de la dispersion de la repolarisation ventriculaire et 4) la présence
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d’un ou de plusieurs facteurs de risque prédisposants qui seront élaborés plus en

profondeur ci-dessous.

2.2.3. Facteurs de risque prédisposants

Comme on I’a vu précédemment, |’apparition de TdP suite a 1’administration de
médicaments qui peuvent prolonger I’intervalle QT et provoquer des EADs, et la
dégénération de ces TdP en fibrillations ventriculaires est trés rare. En effet, plusieurs
facteurs de risque prédisposants intrinséques et extrinséques doivent étre présents pour -
précipiter la survenue de ces arythmies dangereuses. Parmi ces facteurs de risque, nous
pouvons les diviser en deux catégories, i.e. des facteurs d’origine cardiaque et des
facteurs d’origine non cardiaque. Notons que certains de ces facteurs de risque peuvent
par eux-mémes provoquer des TdP, d’ou une attention encore plus importante doit étre
apportée lorsque ces facteurs sont associés a la prise de médicaments connus pour

prolonger I’intervalle QT.

2.2.3.1. D’origine cardiaque

a) Infarctus du myocarde

Schwartz et Wolf ont démontré en 1978 que I'intervalle QT était significativement
prolongé apres un infarctus du myocarde (IM) comparativement & des sujets controles®’.
De plus, les patients atteints d’IM qui sont morts subitement avaient plus de -chance
d’avoir eu une prolongation de l’intervalle QT comparativement aux survivants.
"~ D’autres chercheurs ont confirmé que la prolongation de I’intervalle QT apres un IM

p

aigu pouvait prédire |’occurrence d’une fibrillation ventriculaire et/ou d’une
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tachycardie®®. La prolongation de la durée du potentiel d’action aprés un IM a été
attribué surtout a une diminution de la densité de deux courants potassiques sortants, i.e.
Lio-fast (Lio-f) €t Liostow (Lio-s), plutdt qu’a un changement de la densité des -courants

calciques de type L%,

b) Cardiomyopathie dilatée et Insuffisance cardiaque congestive

Les patients atteints de cardiomyopathie dilatée ont souvent une prolongation de
I’intervalle QT™. Le mécanisme sous-jacent est du a une réduction des courants
potassiques I, et Ix, dans les myocytes déficientes’" 2 De plus, des études ont démontré
que I’ARNm de Ik, et I, étaient réduits au niveau du ventricule gauche chez les patients
atteints d’une insuffisance cardiaque importante’.

L’insuffisance cardiaque congestive est un facteur de risque majeur de survenue de TdP
suite 2 une prise de bloqueurs d’I,. A titre d’exemple, I'incidence de TdP induites par la
dofétilide était de 2,1 % chez les patients présentant une réduction de la fraction
d’éjection ventriculaire gauche. Parmi ces 2,1 %, les patients ayant subi un IM récent
développaient moins souvent des TdP comparativement aux patients atteints d’une

insuffisance cardiaque chronique’.

c) Hypertension
Certains auteurs ont remarqué que les patients atteints d’une hypertension essentielle
présentaient un prolongement de l’intervalle QT, surtout chez ceux atteints d’une
hypertrophie ventriculaire gauche75 ' De plus, les patients hypertendus présentant une
hypertrophie ventriculaire gauche ont une mécanistique de repolarisation altérée,

puisqu’un changement de la fréquence cardiaque induit une réponse rapide et exagérée
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de I'intervalle QT’; ceci peut induire un risque élevé chez des patients similaires

prenant des médicaments qui prolongent I’intervalle QT.

e) Bradycardie

La fréquence cardiaque est inversement proportionnelle a la durée de repolarisation
cardiaque’®; en effet, quand la fréquence diminue, ceci induit une augmentation de la
durée de repolarisation. De plus, il a été démontré que la bradycardie augmente
I’amplitude des EAD et peut produire une repolarisation anormale, augmentant le risque
de TdP”®. 1 est également bien établi que la majorité des bloqueurs d’Ig, prolongent
préférentiellement le temps de repolarisation a de basses fréquences cardiaques. Cette
caractéristique de blocage fréquence-dépendante (reverse-rate dependence) des
bloqueurs d’I, est un facteur important prédisposant la survenue de TdP a de basses
fréquences cardiaques. Ainsi, les bloqueurs d’Ix, augmentent le risque de TdP
majoritairement dans une situation de bradycardie dans la mesure ol aucune
accumulation d’Ig;s a de basses fréquences n’est possib1e79. En effet, bien que le courant
Iks a une désactivation lente, il s’accumule peu a basses fréquences. De plus, les pauses
provoquées par les extrasystoles peuvent €tre plus importantes que la bradycardie elle-
méme dans I’initiation de plusieurs cas de TdP*’. Notons qu’une bradycardie peut étre

causée, inter alia, par un rythme sinusal lent, une hypothyroidie ou une hypothermie.

f) Syndrome de Kawasaki et myocardite
D’autres pathologies cardiaques plus rares’ peuvent étre citées comme facteurs
prédisposant la survenue d’arythmies importantes d’origine médicamenteuse; celles-ci

peuvent inclure le syndrome de Kawasaki et la myocardite®" 82 1l semblerait que la
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prolongation de l’intervalle QT chez les patients atteints du syndrome de Kawasaki
serait due a une morphologie anormale de I’onde T alors que chez les patients atteints de

myocardite, la prolongation serait due a I’insuffisance cardiaque sous-jacente.

2.2.3.2. D’origine non cardiaque

a) Les facteurs génétiques

Parmi les patients atteints de LQTS congénital, nombreux restent toute leur vie
asymptomatiques et ne sont jamais détectés. Ces personnes sont particulierement a
risque puisqu’ils ne savent pas qu’ils doivent prendre des précautions trés séveres,
surtout en ce qui concerne la prise de médicaments potentiellement arythmogeénes. Ainsi,
le LQTS congénital peut étre considéré comme un facteur de risque du LQTS et TdP
d’origine médicamenteuse. De plus, Roden et al. ont découvert 1’existence de plusieurs
variations dans la région codante de ’ADN des geénes impliqués dans le LQTS
congénital83 . Ces variations ne causent pas par elles-mémes le LQTS congénital mais
peuvent prédisposer certaines personnes a une prolongation exagérée de |’intervalle QT,

pouvant aboutir a des TdP graves.

b) Troubles électrolytiques

L’ hypokaliémie est de loin la cause métabolique la plus commune favorisant le LQTS
médicamenteux et les TdP, principalement résultant de la prise de diurétiquesg4.
Plusieurs mécanimes ont été décrit pour expliquer la relation entre I’hypokaliémie et
I’induction d’arythmies. En effet, 1) la présencé d’une hypokaliémie peut entrainer une

augmentation de I’automaticité ou une diminution de la conduction; une conduction
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lente peut prédisposer ces patients a des cycles de réentrée puisque une déficience sévere
en ion potassium extracellulaire implique une dépolarisation de la membrane
cellulaire®. Par ailleurs, 2) il a été décrit qu’une faible concentration extracellulaire en
potassium réduirait Ix, et favoriserait la prolongation de l’intervalle QT; ceci fut
expliqué par une inactivation rapide plus importante d’Ik, en situation d’hypokaliémie85
ou par un blocage d’Ix, compétitif induit par le sodium®. 3) L’hypokaliémie agit
également en augmentant la liaison du médicament au canal, résultant en une

prolongation excessive de la repolarisation®’.

Hormis D’effet hypokaliémiant des
diurétiques, il est intéressant de noter que certains d’entre eux, tels que 1’indapamide et
le triamtéréne, bloquent Ik, et peuvent étre directement responsables d’une prolongation

de la repolarisation et de I’augmentation du risque d’apparition de Tdp® %,

La déplétion en magnésium ou hypomagnésémie a été également décrite comme un
facteur important qui peut précipiter la survenue de LQTS médicamenteux et de TdP.
Une faible concentration de magnésium extracellulaire, a I’instar du potassium, a été
associée a des troubles de la dépolarisation, de la repolarisation et de 1’automaticité.
Cependant, et contrairement au potassium, le mécanisme par lequel de faibles niveaux

L. L. . . . 9
de magnésium générent des potentiels d’action anormaux est encore mal compris 0. 91,

Néanmoins, il est bien établi qu’un supplément de magnésium est protecteurgo.

Une hypocalcémie peut €tre également un facteur prédisposant aux TdP, telle que décrite
dans certains cas cliniques’’. Par ailleurs, une surcharge calcique intracellulaire peut

induire des arythmies; un des mécanismes décrits étant 1’activation du courant transitoire

93, 94

entrant [ Cette activation provoquerait [’apparition de post-dépolarisations
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retardées (delayed afterdepolarizations DAD) qui peuvent déclencher des arythmies%.
Ce phénomene pourrait expliquer, entre autres, I’incidence plus importante des TdP
d’origine médicamenteuse chez les - patients atteints d’insuffisance cardiaque

congestive95 .

c) Troubles hépatiques
La prolongation de [lintervalle QT et des TdP d’origine médicamenteuse est
significativement accentuée chez les patients atteints de troubles ou de pathologies
hépatiques®® *’. En effet, une diminution de I’activité métabolique de 1’organisme
induirait une faible élimination des médicaments métabolisés principalement par le foie;
ceci induit alors une accumulation de ces médicaments, une augmentation des

concentrations sériques, et un risque accru de prolonger I’intervalle QT.

d) Maladies cérébrovasculaires
Certains auteurs ont remarqué qu’une prolongation importante de I’intervalle QT était
présente chez des patients atteints d’hémorragies sub-arachnoidiennes, d’encéphalite,

d’ischémie cérébrale et de traumatismes craniens’> °°.

Un trouble du systéme
sympathique causé par une hémorragie intracranienne serait probablement a 1’origine du
mécanisme d’induction de la prolongation de I’intervalle QT et des TdP. Cependant,

cette prolongation disparait en moins de quelques semaines aprés 1’accident

cérébrovasculaire.
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2.2.4. Traitement du LQTS et TdP d’origine médicamenteuse

La thérapie initiale de choix lors d’un épisode de battements ectopiques et TdP liés a
I’allongement de I’intervalle QT est I’administration immédiate de sulfate de magnésium
par voie IV (2 g en dose unique suivi par une perfusion de 2-4 mg/min)'%. Si les TdP ne
disparaissent pas, des tachycardies ventriculaires polymorphiques et hémo-
dynamiquement instables ainsi que des fibrillations ventriculaires peuvent se
développer: a ce stade, une défibrillation non synchronisée immédiate est
recommandée. Le potassium sérique doit étre maintenu a de hautes concentrations (4,5 -
5 mmol/L). De plus, il est primordial de suspendre tout médicament qui peut prolonger
I’intervalle QT ainsi que les médicaments qui peuvent interférer avec le métabolisme des
médicaments qui prolongent le QT. Il est également important de déceler tout facteur de
risque présent en essayant de 1’éliminer ou de le gérer adéquatement.

La stimulation endoveineuse rapide du myocarde (ou overdrive transvenous pacing) est

un traitement trés efficace pour prévenir les récurrences' .

Cette stimulation est
également recommandée dans des cas résistants au magnésium, et lorsque les TdP sont
précipitées par une pause ou une bradycardie. Des stimulations cardiaques de I’ordre de
90 - 110 battements/min sont utilisées. L’isoprotérénol, titré de fagon a avoir une
fréquence cardiaque supérieure a 90 battements/min, est utilisé lorsqu’il est impossible
d’effectuer une stimulation temporaire ou lors de la préparation de I'insertion d’un
cathéter transveineux'®. L’isoproterenol est contre-indiqué chez les patients atteints de
LQTS congénital ou d’une insuffisance cardiaque ischémique.

Hormis la prise en charge aigué et a moyen terme, le traitement a long terme consiste a

éliminer (ou remplacer) les agents responsables du prolongement de I’intervalle QT. Les

conditions qui prédisposent a un trouble électrolytique doivent étre corrigées.
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3. Autres facteurs de risque d’intérét prédisposant au LQTS médicamenteux

Nous avons vu précédemment quelques facteurs de risque qui favorisent le
développement d’une prolongation de I’intervalle QT et/ou de TdP. Dans cette partie,
nous allons exposer en détail quatre autres facteurs de risque qui forment le noyau de la
recherche effectuée tout au long de ce doctorat. Ces quatre facteurs sont 1) le sexe
féminin, 2) les interactions médicamenteuses de type pharmacocinétique (les
transporteurs membranaires et les cytochromes), 3) les interactions médicamenteuses de
type pharmacodynamique (antagonisme, synergie...) et 4) le diabete et la variation de la

glycémie.

3.1. Le sexe féminin

3.1.1. Etudes cliniques

Au début des années 1920, Bazett décrit pour la premiere fois la présence d’une différence
liée au sexe au niveau de I’électrophysiologie cardiaque, en observant un intervalle QT plus

long chez la femme'?,

Une soixantaine d’années plus tard, Abinader et al. reconnurent
pour leur part que les femmes étaient & plus haut risque de développer des TdP suite a
I’administration de médicaments tels que la prenylaminem. En 1986, Roden et al
décrivaient les circonstances cliniques et les mécanismes associ€s a |’apparition de TdP et
de' LQTS induits par la quinidine: parmi les 24 patients étudiés, 16 étaient des femmes (66
%)*. En 1993, I'analyse de Makkar et al. de 332 cas de TdP induits par des

antiarythmiques démontra que 70 % des cas étaient observés chez les femmes'®. Dans une

autre étude, 15 des 25 cas associés a des TdP suite a la prise de terfénadine
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(antihistaminique non sédatif) survenaient chez des femmes'®. L’étude SWORD (Survival
with Oral d-Sotalol) impliquant un antiarythmique de classe 111, le d-sotalol, décrit le genre
féminin comme facteur de risque majeur associé a une augmentation du risque de morts

arythmiques dans une population en post-infarctus du myocarde'”’

. De plus, une grande
étude de cas tirés des rapports de la FDA sur 346 cas d’effets cardiaques sérieux observés
avec I’érythromycine (antibiotique macrolide) conclut que 65 % de la cohorte était des

femmes'®.

3.1.2. Mécanismes hormonaux et physiologiques

Il est bien établi qu’une diminution de I'intervalle QT est observée a la puberté chez les
hommes alors qu’aucun changement notable ne s’observe chez les femmes. Par la suite,
I’intervalle QT augmente graduellement chez les hommes de lé puberté jusqu’a I’age de 50
ans, moment ou il redevient similaire a celui des femmes'®. La diminution de Iintervalle
QT observée durant la puberté chez les hommes serait due aux androgénes (spécifiquement
a la testostérone) plutot qu’aux estrogeénes. En effet, une étude effectuée chez des hommes
castrés montre que ces derniers ont un intervalle JT plus long par rapport aux hommes non-
castrés (’intervalle JT reflete la repolarisation ventriculaire et correspond a l ‘intervalle

compris entre la fin du complexe QRS et la fin de I’onde n''°

. La méme étude montre que
des femmes ayant un syndrome de virilisation auraient des intervalles JT plus courts
comparativement aux hommes castrés et aux femmes normales. De plus, il a été démontré
que des athlétes ayant pris de grandes doses de stéroides anabolisants androgéniques

111

avaient des intervalles QT plus courts . Par ailleurs, une étude rétrospective ne démontre

aucun effet significatif d’une hormonothérapie de remplacement (estrogene) sur I’intervalle
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QT chez les femmes post-ménopausées, démontrant ainsi 1’absence d’effet des estrogénes
sur le QT'". Dans un autre ordre d’idées, les femmes sous contraception orale ont un plus
grand risque de subir des extrasystoles ventriculaires comparativement aux femmes non
traitées' >, suggérant ainsi que l’estrogéne ou la progestérone pourraient étre
arythmogéniques.

Les récepteurs a I’estrogeéne et a I’androgéne se retrouvent dans le myocarde et plusieurs
études ont démontré lé rdle modulateur de ces hormones sur les niveaux d’ARNm de
canaux cardiaques calciques et potassiques chez le lapin et la souris''* ''*. Une étude de
Hara er al. a évalué les effets de la dihydrotestostérone (DHT) et de ’estradiol sur le
potentiel d’action des muscles papillaires de lapin et conclut que I’estradiol augmente
significativement le potentiel d’action alors que la DHT le diminue significativement''°.
Drici et al. ont démontré que la quinidine prolonge !’intervalle QT chez des lapins traités
par I’estradiol d’une fagon plus prononcée que les animaux traités par la DHT''. Cette
étude a aussi démontré que 1’effet chronique de I’estradiol et de la DHT diminue
I'expression des ARNm des canaux potassiques responsables du courant ultra-rapide Ixy
sans effet significatif sur la composante rapide Ix,. Les différences liées au sexe dans la
densité des courants ioniques intrinséques ont également été décrites par Liu et al.' "7 En
gffet, les densités d’Ik, et du courant potassique entrant Ig; étaient inférieures chez les
lapins femelles comparativement au;( lapins méles. Ceci induisait une repolarisation plus
lente et une prédisposition au LQTS chez les femelles. Une étude plus récente a analysé
I’effet de 1a déficience en androgene sur la repolarisation ventriculaire chez la souris''* ''®.

Une déficience en androgene entraine une réduction de la densité d’lx, dans les

ventricules, ce qui provoque un allongement du potentiel d’action et de I’intervalle QT. Ces
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résultéts suggerent alors que les hormones males contribuent a la différence liée au sexe
dans la repolarisation cardiaque.

Tous ces résultats suggerent que les hommes possédent un facteur de protection contre les
effets nocifs des médicaments sur la repolarisation cardiaque grace a un taux d’androgéne
supérieur, alors que les estrogenes chez la femme pourraient prédisposer aux arythmies. De
plus, les hormones sembleraient avoir un effet direct sur les canaux ioniques. Cependant,
I’ordre de grandeur des différences notées suggére que ces observations ne procurent
qu’une partiec du mécanisme expliquant les variations liées au sexe en ce qui a trait a la
repolélrisation ventriculaire et les arythmies. En effet, les différences hormono-dépendantes
observées dans ces études restent trés faibles par rapport aux grandes différences observées
en clinique. De plus, les concentrations hormonales utilisées ex-vivo et in vitro sont
largement supérigures a celles observées chez I’humain en situation physiologique normale.
Par ailleurs, bien que le courant pofassique repolarisant Ik, soit important chez la souris, le
role de ce courant reste discutable chez les humains dans la mesure ou le courant majeur de
repolarisation ventriculaire est le courant potassique rectifiant retardé (Ix). Il faut de plus se
rappeler que les mutations au niveau du géne codant pour Ik (et non pour lIg,) sont

principalement responsables de |’apparition de LQTS congénital.

Il est important de réaliser que les éléments décrits jusqu’a maintenant ne considerent pas
nécessairement le médicament dans le LQTS d’origine médicamenteuse. En effet, elles
ne prennent pas en considération I’effet des hormones ou du genre sur les changements
dans 1’affinité du médicament a se lier aux canaux ioniques. Egalement, elles ne

considérent pas d’autres facteurs hormono-sensibles tels que les transporteurs
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membranaires ou les enzymes qui métabolisent ces médicaments et qui peuvent moduler

indirectement leurs actions.

3.2. Interactions médicamenteuses de type pharmacocinétique

Le risque de survenue d’un prolongement de I’intervalle QT et/ou de TdP d’origine
.médicamenteuse dépend généralement de la concentration du médicament disponible au
site de fixation, i.e. le site de liaison a Ik, principalement (ou a d’autres canaux
ioniques). Cet effet de blocage concentration-dépendant met en relief I’importance de la
pharmacocinétique du médicament et les différents facteurs qui peuvent moduler cette
pharmacocinétique. Parmi ces facteurs, nous pouvons distinguer deux paramétres
importants, qui sont le métabolisme des médicaments (médié¢ principalement par les
cytochromes P450 (CYP)) et le transport transmembranaire (d’influx et d’efflux). Dans

cette partie, nous allons revoir et décrire ces deux parametres dans 1’organisme en

général, puis nous nous attarderons sur leurs implications au niveau cardiaque.

3.2.1. Les cytochromes P450

3.2.1.1. Le métabolisme des médicaments : un petit rappel
Le métabolisme per se fait référence a la transformation, via une réaction enzymatique,
d'un médicament en un ou plusieurs autres composés actifs ou inactifs au plan

pharmacologiqueI 19

. De nombreux organes peuvent réaliser cette transformation : peau,
poumon, rein, intestin... Cependant, le principal site de biotransformation est localisé au

niveau hépatique. Cette concentration du métabolisme est favorisée par un flux sanguin
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trés important au niveau du foie, comparativement aux autres organes : en effet, il regoit
environ 1,5L de sang par minute. Les hépatocytes contiennent un grand nombre
d'enzymes impliquées dans la transformation des médicaments, en particulier les
réactions d'oxydo-réduction, leé hydroxylations... Nous pouvons distinguer d’une fagon
schématique deux phases de métabolisme selon les processus de transformation induits
par ces enzymes : les réactions de phase I et celles de phase II' 9.

1) Les réactions de phase I sont des réactions essentiellement cataboliques et
comportent :

» Les réactions d'oxydation qui sont majoritairement localisées dans les cellules
hépatiques et intestinales. Elles consomment du NADPH (nicotinamide phosphate
réduit), de 'oxygeéne moléculaire et sont mediées par les CYPs.

» Les réactions de réduction sont beaucoup moins fréquentes' et sont présentes
principalement au niveau hépatique mais également dans l'intestin via la flore
bactérienne.

» L'hydrolyse est une réaction simple qui intervient un peu partout, dans le foie, les
différents organes et méme dans le plasma. Elle sert a cliver diverses formes
chimiques, tels que les esters ou les amides.

Les réactions de phase I conduisent a des dérivés plus polaires (donc plus facilement
€liminables par 1’organisme) dont les groupements fonctionnels sont le plus souvent des
hydroxyles (-OH), des amines (-NH2) ou des carboxyles (-COOH).

2) Les réactions de phase II sont des réactions synthétiques et sont, inter alia, des
réactions de conjugaison qui s’effectuent sur des groupements fonctionnels issus des

réactions de phase I; les réactions de phase II permettent d'ajouter 4 la molécule un
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groupement hydrophile qui peut étre l'acide glucuronique, un groupement sulfate, un

acide aminé (e.g. glycine, taurine), le glutathion...

3.2.1.2. Définitions et fonctions des CYPs

Les CYPs forment une superfamille d’hématoprotéines qui furent identifiés a 1’origine
comme des pigments dans des microsomes de foie de rat'*’; en effet, le nom de
cytochrome P450 provient de la propriété de ces pigments d’émettre un spectre
d’absorbance 2 450 nm, spécifique 2 ces hémoprotéines'?'.

Les CYPs permettent un grand nombre de réactions chimiques, dont la plus importante
est I’hydroxylation. Pour étre fonctionnels, les CYPs ont besoin d’une source d’électrons
qui sont apportés par une autre protéine : cette derniere serait la NADP cytochrome
P450 réductase si le CYP est localisé dans le réticulum endoplasmique, ou la ferrédoxine
si le CYP est situé dans les mitochondries. Il est bien établi que le NADPH est la source
majeure d’électrons dans ce systeme'??. Les CYPs sont des enzymes appélées mono-
‘oxygénases puisqu’elles incorporent un atome d’oxygeéne a partir de l’oxygeéne
moléculaire. Elles transforment une grande variété de médicaments et de composés
chimiques (plus de 200 000 produits chimiques ont été répertoriés)'>. Certains CYPs
sont responsables du métabolisme d’un nombre limité de structures chimiques (e.g. les
stéroides ou les acides gras), alors que d’al;tres CYPs présentent une spécificité de
substrats plus large.

Il existe plus de 3000 séquences de genes de CYPs connus appartenant a toutes les
especes. Chez ’homme, 57 genes et 47 pseudpgénes ont été séquencés'24. La variété des

propriétés catalytiques présente dans le systtme des mono-oxygénases trouve son
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origine dans la diversité de structure de la partie apoprotéique du CYP. Ainsi, les CYPs
ont été classés en familles et sous-familles selon le degré d’homologie entre les
séquences primaires des acides aminés constitutifs, les criteres phylogénétiques et
I’organisation génétique. En regle générale, les CYPs qui appartiennent a une méme
famille possédent plus de 40 % d’homologie de séquence; a I'intérieur d’une méme
sous-famille, I’identité peut étre supérieure a 55 %. Les génes qui appartiennent a une
méme sous-famille sont groupés sur un méme chromosome sous forme de clusters'?.

Les CYPs des familles 1, 2 et 3 sont en général impliqués dans les réactions de phase I
du métabolisme des médicaments et d’autres xénobiotiques, alors que les autres familles
possedent des fonctions endogenes. Différentes proportions des différents CYPs sont
retrouvées dans le foie. En effet, le CYP3A4 constitue 20 & 50 % des isoformes
retrouvés, le CYP2C8/9 de 10 430 %, le CYP2D6de 24 6 %, le CYP2C19de 1 4 10 %,
le CYP1A2 de 1 4 13 % et les CYP2EL, 2A6 et 4A forment 7 %%, Ces enzymes
représentent plus de 90 % des enzymes impliqués dans le métabolisme oxydatif des
médicaments. Parmi les 57 CYPs humains, nous distinguons 15 qui sont impliqués dans
le métabolisme des xénobiotiques; ceux-ci appartiennent essentiellement aux familles 1,
2 et 3. Enfin, plus de 90 % du métabolisme des médicaments est médié par I’activité des

CYPs et plus de 2000 substrats/médicaments ont été identifiés a ce jour'>’.

3.2.1.3. La sous-famille CYP3A : substrats, inducteurs et inhibiteurs
Nous distinguons 4 génes dans la sous-famille 3A, i.e. 3A4, 3A5, 3A7 et 3A43'%,
Cependant !’expression tissulaire de ces 4 isoformes differe; en effet, CYP3A4 est

exprimé principalement dans le foie, CYP3AS dans les tissus extrahépatiques, et



41

CYP3A7 dans le foie feetal alors que le CYP3A43 est trés faiblement exprimé. Le
CYP3A4 a un role fondamental puisqu’il métabolise plus de 50 % des médicaments
issus de diverses classes thérapeutiques (antihistaminiques, anesthésiques, statines,
corticostéroides, immunosuppresseurs...) (ZTableau 4). Compte tenu de sa large
implication dans tous ces médicaments, le CYP3A4 est impliqué dans de nombreuses
interactions médicamenteuses en clinique. Des stéroides naturels tels que la testostérone
et la progestérone sont également métabolis€s par cet enzyme.

Il existe un important syst¢tme de régulation — induction et inhibition — qui contrdle

I’expression de cet enzyme, notamment par 1’activation de facteurs de transcription par

des ligands spécifiques'®.

Substrats
Faibles

Alfentanil
Alfuzosine
Alprazolam
Astémizole

Bromocriptine
Carbamazépine
Chloroquine
Cisapride
Clindamycine
Clonazépam
Clopidogrel
Codéine
Colchicine
Dexaméthasone
Diazépam
Dompéridone
Donépézil
Doxorubicine
Fentanyl
Flupenthixol
Flurazépam
Granisétron
Hydrocodone
Hydrocortisone
Lidocalne
Lopinavir/ritonavir
Losartan
Midazolam
Nitrazépam
Ondansétron
Oxycodone

Pimozide
Pravastatine

Prednisolone
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Quétiapine
Quinidine
Sildénafil

Tacrolimus

Terfénadine
Testostérone

Vardénafil

Zopiclone

Tableau 4 : Quelques médicaments inhibiteurs, susbstrats ou inducteurs du CYP3A4
(Adapté de www.intermed-rx.ca)

Un inducteur enzymatique du CYP3A4 par exemple entraine 1’augmentation de
I’activité¢ de I’enzyme en augmentant généralement la concentration intracellulaire de
CYP3A4, donc son expression. Ceci est effectué par une augmentation de la
transcription du géne associé a cette protéinem. Il a été également démontré que
I’induction enzymatique peut étre due a une diminution du taux de dégradation de la

131 Pour mieux comprendre le

protéine, plutét qu’a des mécanismes transcriptionnels
mécanisme d’induction enzymatique, nous pouvons envisager la prise d’un substrat
quelconque du CYP3A4 en concomitance avec un inducteur enzymatique. Ce dernier
induira une augmentation du métabolisme du substrat en question, une augmentation de
son élimination et une diminution de ses taux plasmatiques.

Un inhibiteur enzymatique est un produit capable de réduire I’activité catalytique d’une
enzyme. Cet inhibiteur peut €étre ou non un substrat de ’enzyme en question. Cependant,
tout substrat est un inhibiteur relatif vis-a-vis d’un autre substrat. En effet, le substrat
avec la plus forte affinité pour I’enzyme va effectuer une compétition inhibitrice du
métabolisme du substrat a affinité plus faible. Si on prend pour exemple I’association du
vérapamil, substrat fort du CYP3A4, avec le losartan, un substrat faible du méme
enzyme. Dans ce cas-ci, le métabolisme du losartan sera diminué¢ 3 cause de la

compétition du vérapamil, ce qui induira une diminution de I’élimination du losartan et

une augmentation de ses concentrations plasmatiques.
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3.2.1.3. Variabilité interindividuelle / Polymorphismes

Comme on I’a vu précédemment, le métabolisme des médicaments est une étape cruciale
dans leur détoxification et leur élimination. Ce métabolisme est principalement médié
par quelques CYPs qui sont les CYPs 1A2, 2A6, 2B6, 2C9/19, 2D6, 2E1 et 3A4.
Cependant, il existe une forte variabilité interindividuelle des activités basales et induites
de certaines de ces enzymes. Lorsque la variabilité¢ génétique en question est présente
dans plus de 1 % de la population, cette variabilité est définie comme étant un
polymorphisme. Dans certains cas, ces variations génétiques (changement au niveau du
génotype) peuvent étre associées a des modifications de D’activité enzymatique
(changement au niveau du phénotype).

Parmi les phénotypes les plus étudiés, nous distinguons le polymorphisme d’activité du
CYP2D6. L’effet de ce polymorphisme peut étre une augmentation de I’activité (défini
comme « métaboliseur rapide ») ou une diminution de celle-ci (défini

132

comme « métaboliseur lent ») **. En ce qui concerne le CYP2C9, les variations

génétiques affectant D’efficacité de 1’enzyme représentent jusqu'a 32 % de la

population'*?

. En revanche, et pour ce qui est du CYP3A — notre sous-famille d’intérét —,
I’impact clinique a été longtempé controversé. Des études récentes ont démontré
clairement un lien entre certains polymorphismes de CYP3AS5 et une variation de la
pharmacocinétique de certains médicaments. Les médicaments dont le métabolisme est
affecté par les polymorphismes de CYP3A5 sont le midazolam'*, le sirolimus'®, le

tacrolimus'*®, la ciclosporinem, la simvastatine, P’atorvastatine'*® et la majorité des

substrats de CYP3A4/3A5.
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3.2.1.4. Modulation des CYPs et interactions médicamenteuses

A- Modulation des concentrations extracellulaires via les CYP hépatiques et intestinaux
Selon la pharmacocinétique classique d’une substance (substrat du CYP3A4)
administrée par voie orale, un médicament est absorbé par diffusion passive dans les
entérocytes (Figure 6). Une partie est ensuite rejetée dans la lumiére intestinale par les
transporteurs membranaires d’efflux tel que la P-glycoprotéine (P-gp) ou métabolisée
par le CYP3A4 intestinal. Le médicament et ses métabolites sont ensuite véhiculés par la
veine porte vers le foie ou ils peuvent également étre métabolisés. Ils sont ensuite
sécrétés dans le canal biliaire par les P-gp ou diffusent dans la circulation systémique

afin de produire I’effet pharmacologique recherché et/ou I’effet toxique indésirable.

Intestin

Entérocytes

Figure 6 : Pharmacocinétique des médicaments au niveau de ’intestin et du foie'”’
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Nous pouvons ainsi prédire que I’inhibition du CYP3A4 par un inhibiteur spécifique va
inévitablement aboutir a la diminution du métabolisme d’un médicament substrat du
CYP3A4, par conséquent la diminution de son élimination. Ceci induit une
augmentation de la concentration de ce médicament déversé dans la circulation
systémique pour se distribuer dans tout I’organisme. En revanche, si le méme
médicament est administré en méme temps (ou aprés) qu’un inducteur enzymatique du
CYP3A4, nous observerons une augmentation de I’élimination, et une diminution des

concentrations plasmatiques.

B- Modulation des concentrations intracellulaires via les CYPs cardiaques
Mis a part le métabolisme hépatiqué et en moindre partie intestinal, des études récentes ont
démontré la présence d’un métabolisme oxydatif CYP-dépendant au niveau cardiaque'®.
En effet, ’expression de 8 isoformes de CYP (CYP1A1, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C19,
CYP2D6, CYP2E1, CYP2J2 et CYP4B1) au niveau cardiaque a été bien établie'*" 2. 11
est intéressant de remarquer que les isoformes de la sous-famille CYP3A (CYP3A4 et
CYP3AS), qui sont les plus exprimés au niveau hépatique et intestinal, ne sont pas
exprimés dans le coeur'*" 1, Cependant, il semblerait que les substrats de CYP3A seraient
métabolisés par le CYP2J2, ce dernier étant abondamment exprimé dans le cceur. Une autre
étude effectuée au sein de notre laboratoire suggére que le CYP2CS8 situé au niveau
cardiaque serait responsable du métabolisme du vérapamil in situ™.
Par conséquent, et comme décrit schématiquement dans la Figure 7, les cardiomyocytes
semblent étre équipés en facteurs de détoxification que sont les CYPs et peu.vent
_métaboliser des substrats respectifs in situ au sein des cardiomyocytesl‘“’ 195 Ceci rajoute

un risque supplémentaire d’interactions médicamenteuses au sein du cceur.
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Figure 7 : Facteurs PK cardiaques pouvant moduler la survenue du LQTS médicamenteux



3.2.1.5. Modulation des CYPs comme facteur de risque du LQTS médicamenteux

Des études pharmacocinétiques et pharmacodynamiques ont démontré que plusieurs
substrats des CYP3A possédaient également une éonfdrmation structurale démontrant
une capacité a se lier a Ix,. En utilisant cette relation, notre laboratoire a identifié
plusieurs bloqueurs d’Ix; qui sont des substrats de CYP3A, dont I"érythromycine'*, le
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cisapride®, le dropéridol®, le pimozide'’, le sildéfanil'*®, la dompéridone'” et la

rispéridone’ .

Selon les principes connus de pharmacocinétique, on peut prédire que la co-
administration de deux ou de plusieurs substrats des CYP3A conduirait a une interaction
médicamenteuse avec cette enzyme. En effet, une inhibition compétitive de 1’activité des
CYP3A lors de I’'usage concomitant de substrats de CYP3A provoque une augmentation
des concentrations plasmatiques libres et totales de I’un de ces médicaments. 11 devient
ainsi possible de prédire que les concentrations tissulaires de I’'un de ces médicaments
seront augmentées. Si ce médicament s’accumule dans la région cardiaque et qu’il
posséde une affinité pour ‘le blocage d’Ik;, on pourrait observer une prolongation plus
importante du potentiel d’action et un risque élevé de TdP.

Par exemple, il a été démontré que la co-administration de terfénadine et
d’érythromycine conduisait a une accumulation critique de terfénadine dans le plasma et
dans le cceur secondairement a 1’inhibition des CYP3A par I’érythromycine. Ainsi, la
terfénadine, connue pouf bloquer Ik, s’accumulait et provoquait une prolongation

importante de la repolarisation cardiaque et un risque augmenté de TdP'*. Pour cela, les

interactions médicamenteuses de type pharmacocinétique qui sont médiées par les CYPs
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— exprimés aussi bien au niveau hépatique et intestinal mais également in situ au niveau

cardiaque — sont un facteur de risque majeur prédisposant au LQTS médicamenteux.

3.2.2. Les transporteurs membranaires

La distribution des xénobiotiques vers les tissus dépend principalement de leur capacité
a entrer dans la cellule et de leur capacité i en sortir'”'. Cette distribution est rhédiéé par
plusieurs facteurs, i.e. 1) les propriétés physico-chimiques du médicament (pour un
passage transmembranaire par diffusion passive), 2) son affinité pour les transporteurs
d’influx et finalement 3) son affinité pour les transporteurs d’efflux.

Les propriétés physico-chimiques du médicament — qui favorisent la diffusion passive
transmembranaire — sont des caractéristiques internes a la molécule elle-méme et ne sont
généralement pas modulables. Pour cela, nous ne nous attarderons pas ici sur ces
propriétés. En revanche, notre grand intérét se concentre sur le transport actif des
médicaments induit par les transporteurs membranaires. Ces derniers sont actuellement
classés en 2 grandes superfamilles, i.e. 1) la famille des transporteurs ABC (ATP-
Binding Cassette) et 2) la famille des transporteurs SLC (solute carriers). Chacune de

ces 2 familles incluent des transporteurs d’influx et d’efflux.

3.2.2.1. La superfamille des transporteurs ABC

Ce n’est qu’en 1973 que certains chercheurs se rendirent compte que 1’accumulation des
xénobiotiques dépendait également de la capacité des cellules a les expulser''.
Quelques années plus tard, Juliano et Ling isolérent une large glycoprotéine dans la

membrane plasmique de cellules CHO résistantes a la colchicine; cette protéine fut
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nommée alors P-glycoprotéine (P-gp)'*>

. Ce fut officiellement le premier transporteur de
lg famille des transporteurs ABC. Le géne codant pour P-gp fut identifié¢ en 1987 sous le
nom de MDRI (Multidrug Resistant)'>. Depuis, plusieurs transporteurs ABC ont été
isolés et identifiés; en effet, nous retrouvons aujourd’hui ces transporteurs chez toutes
les especes. A titre d’exemple, 28 transporteurs ABC sont exprimés chez les

Saccharomyces, 51 chez la Drosophila et 69 chez E. coli 154 Chez I’homme, plus de 48

transporteurs ABC ont été identifiés et classifiés.

A. Classification

La classification des transporteurs ABC est basée sur la séquencé et ’organisation de
leurs sites de liaison aux nucléotides (nucleotide binding domain ou NBD) et la
similarité de la structure du gene. Les transporteurs ABC sont divisés en 7 sous-familles
comme décrit dans le Tableau 5°°. Deux de ces sous-familles sont particuliérement
identifiées comme étant responsables du transport des xénobiotiques; ce sont la sous-
famille B avec les protéines MDR et la sous-famille C avec les protéines multidrug

resistance-associated (MRP).
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ABCAL (”1:,'[353:11) fwﬁfr% &BLCD?,; g)iCBF;,l) ABCFI ABCGI
ABCA2 ‘(“&CPE% (’;‘v]]’]flfzz) &BL%[})S ABCF2 &%CR‘;Z)
ABCA3 ?TE‘;ACPB2; gf:ﬁg ABCD3 ABCF3 ABCG4
ABCA4 ([1\\?51?34) 3\?153) ABCD4 ABCGS5
ABCAS ABCBS mss) ABCG8
Fa

ABCA6 ABCB6 3\,‘[’5;6‘;
ABCA7 ABCB7 ?ci%%
ABCA8 ABCBS g’iﬁﬁ;‘
ABCA9 ABCB9 ?S%CR(;?
ABCA10 | ABCBI10 ?:lﬁg;’
o | | e
ABCAI3 ”(‘13%;)2

ABCC13

Tableau 5 : Classification des transporteurs ABC humains (Adapté de'*%)
(Les transporteurs en foncé représentent ceux qui sont reconnus pour transporter des médicaments)

B- Structure et Mécanisme d’action

Pour assurer leur activité de transport, les transporteurs ABC ont besoin d’un minimum
de quatre domaines. Deux de ces domaines sont des domaines transmembranaires (TMD
pour transmembrane domain) qui forment le site de liaison et procurent la spécificité,
alors que les deux autres sont des NBD qui lient et hydrolysent I’ATP pour aboutir a la
translocation de la molécule liée'™®.

Le mécanisme d’action des transporteurs ABC n’est pas encore complétement €lucidé.

Cependant, les auteurs s’entendent sur un mécanisme commun qui est décrit dans la
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Figure 8¢ 1a liaison d’une molécule & une poche de haute affinité formée par les TMD
induit un changement conformationel des NBD; ceci résulte en une affinité plus
importante envers I’ATP. Deux molécules d’ATP se lient aux NBD. L’énergie relarguée
grace a la formation du dimére NBD fermé cause un changement conformationel au
niveau des TMD. L’hydrolyse de I’ATP — qui est une conséquence de la conformation
fermée — déclenche la dissolution du dimére NBD fermé; ce qui résulte en des
changements conformationels supplémentaires dans les TMD. Finalement, le phosphate
et ’ADP relargués restaurent le transporteur en un dimére NBD ouvert, prét a un autre

cycle.

Figure 8 : Mécanisme de transport actif des transporteurs ABC (Extrait de'*")

C. Réle physiologique

Les transporteurs ABC peuvent étre des transporteurs d’influx ou d’efflux, selon leur
positionnement du coté apical ou baso-latéral. Les transporteurs d’efflux, tels que la P-
gp, jouent un réle trés important dans la régulation de 1’absorption des médicaments. A
titre d’exemple, la P-gp est hautement exprimée sur la bordure en brosse des entérocytes

(Figure 6). Dans ce milieu, la P-gp est une pompe active qui lie et transporte activement
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des médicaments (substrats de P-gp) contre un gradient de concentration. Ce processus
joue un rdle primordial dans I’efflux de xénobiotiques vers la lumiere intestinale,
exposant ainsi le médicament 8 moins d’absorption et a plus de métabolisme. Il est en de
méme dans les hépatocytes qui expriment des transporteurs membranaires tels que la P-
gp et qui jouent un role de sécrétion des xénobiotiques vers la bile, empéchant ainsi la
libération du médicament dans la circulation systémique. De plus, les transporteurs ABC
sont exprimés dans plusieurs organismes, tel que la barricre hémato-encéphalique, la
barriére placentaire, les testicules, les tubules rénaux... Donc, le réle de transport que
jouent les transporteurs ABC est souvent un rdle de protection et de détoxification de

’organisme en général, et de certains organes spécifiques en particulier.

3.2.2.2. La superfamille des transporteurs SLC

Contrairement aux transporteurs ABC qui hydrolysent I’ATP pour transporter les
substrats, les transporteurs SLC utilisent le gradient électrochimique des solutés
inorganiques (ou organiques) comme force de transport. Les protéines SLC sont des
transporteurs indispensables a 1’absorption cellulaire et & ’homéostasie de plusieurs
nutriments essentiels'>’. De plus, il est devenu de plus en plus établi durant la derniére
décennie qu’un nombre important de médicaments partagent les mémes voies de
transport que les nutriments. Un rdle important a été attribué a ces transporteurs dans
I’absorption, 1’excrétion et la toxicité de plusieurs médicaments, ainsi que dans la

modulation de leur profil pharmacocinétique et pharmacodynamique.
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Transporteurs SLC

Figure 9 : Famille des transporteurs SLC (Adapté de'®)

A. Classification

Contrairement aux transporteurs ABC qui effectuent un transport actif médié par une
source d’énergie (I’ATP), les transporteurs SLC comportent des transporteurs passifs,

des transporteurs ioniques couplés et des échangeurs (Figure 9)"° 8

. Un transporteur peut
étre assigné a une famille SLC spécifique s’il posséde au moins 20 a 25 % de la
séquence d’acides aminés par rapport aux autres membres de cette famille. La liste des
familles SLC qui existe actuellement est citée dans le Tableau 6. Les familles SLC

incluent, infer alia, les transporteurs organiques d’anions (OATP), les transporteurs

organiques de cations (OCT) et les transporteurs organiques de cation/carnitine (OCTN).



SLC1 The high-affinity glutamate and neutral amino acid transporter family 7
SLC2 The facilitative GLUT transporter family 14
SLC3 The heavy subunits of the heteromeric amino acid transporters 2
SLC4 The bicarbonate transporter family 10
SLCS The sodium glucose cotransporter family 8
SLCé6 The sodium- and chloride-dependent neurotransmitter transporter family 16
SLC7 The cationic amino acid transporter/glycoprotein-associated amino-acid transporter family 14
SLC8 The Na'/Ca** exchanger family 3
SLC9 The Na'/H' exchanger family 8
SLC10 The sodium bile salt cotransport family 6
SLC11 The proton coupled metal ion transporter family 2
SLC12 The electroneutral cation-Cl cotransporter family 9
SLC13 The human Na’-sulfate/carboxylate cotransporter family 5
SLC14 The urea transporter family 2
SLC15 The proton oligopeptide cotransporter family 4
SLC16 The monocarboxylate transporter family 14
SLC17 The vesicular glutamate transporter family 8
SLC18 The vesicular amine transporter family 3
SLC19 The folate/thiamine transporter family 3
SLC20 The type-111 Na*-phosphate cotransporter family 2
SLC21/SLCO | The organic anion transporting family 11
SLC22 The organic cation/anion/zwitterion transporter family 18
SLC23 The Na’-dependent ascorbic acid transporter family 4
SLC24 The Na‘/(Ca**-K*) exchanger family 5
SLC25 The mitochondrial carrier family 27
SLC26 The multifunctional anion exchanger family 10
SLC27 The fatty acid transport protein family 6
SLC28 The Na’-coupled nucleoside transport family 3
SLC29 The facilitative nucleoside transporter family 4
SLC30 The zinc efflux family 9
SLC31 The copper transporter family 2
SLC32 The vesicular mhibitory amino acid transporter family 1
SLC33 The acetyl-CoA transporter family
SLC34 The type-II Na*-phosphate cotransporter family 3
SLC35 The nucleoside-sugar transporter family 17
SLC36 The proton-coupled amino acid transporter family
SLC37 The sugar-phosphate/phosphate exchanger family
SLC38 The System A and N, sodium-coupled neutral amino acid transporter family
SLC39 The metal ion transporter family 14
SLC40 The basolateral iron transporter family 1
SLC41 The MgtE-like magnésium transporter family 3
SLC42 The Rh ammonium transporter family (pending) 3
SLC43 The Na'-independent, system-L-like amino acid transporter family 2
Total 298

Tableau 6 : Liste des familles de transporteurs SLC (Adapté de'*®)

54



55

B. Réle physiologique et pharmacologique

D’apres le tableau précédent, on remarque que les différentes familles SLC incluent des
transporteurs physiologiques de divers ions et nutriments nécessaires au bon
fonctionnement des cellules (échangeur d’ions, transporteurs de glucose...). En
association avec ces propriétés physiologiques, les transporteurs SLC jouent un rdle tres
important en pharmacologie clinique. En effet, plusieurs médicaments issus de diverses
classes thérapeutiques partagent cette voie de transport qu’offrent les transporteurs SLC
avec les divers nutriments'’. En effet, un role substantiel a été attribué a ces protéines
dans 1’absorption orale et la biodisponibilité des médicaments '’ 9, dans la résistance aux
médicaments'®’, dans 'excrétion de médicaments et de leurs métabolites par des

transporteurs SLC du rein et du foie, et dans la toxicité de ces médicaments'®' '3,

3.2.2.3. Variabilité interindividuelle / Polymorphismes

A- Les transporteurs ABC

Il est bien établi que la variabilité interindividuelle de la réponse d’un médicament est
due, entre autres, a I’expression des transporteurs médicamenteux dans les divers tissus
humains. En effet, plusieurs polymorphismes de geénes codant pour différents
transporteurs ABC ont été détectés, et ces polymorphismes font en sorte qu’une
personne est déficiente en P-gp par exemple comparativement a un autre individu.
Actuellement, la mutation silencieuse a la position 3435 de I’exon 26 (C3435T) est le
seul polymorphisme qui affecte I'expression de P-gp dans les tissus humains

identifiés'®. Ainsi, les individus portant le génotype TT avaient 1,5 fois moins de P-gp
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exprimé dans le rein, et 2 fois moins exprimé dans I’intestin gréle comparativement au
génotype CC'® '%_ De plus, des concentrations élevées de digoxine — un substrat de P-
gp — furent détectées chez les patients a génotype TT'®. Cependant, plusieurs études
qui avaient pour but de corréler le polymorphisme de P-gp avec les changements de
l’expressién et de la fonction de cette derniére, ont abouti a des études contradictoires'>.
Une explication possible de ces contradictions réside dans le fait que toutes ces études se
concentrent sur le seul polymorphisme C3435T alors qu’il semblerait que ce sont des
haplotypes — un haplotype étant une combinaison de 2 ou plusiéurs SNP (singie
nucleotide polymorphism) potentiellement liés — qui seraient responsables du
changement phénotypique. D’autres polymorphismes ont été trouvés sur d’autres
transporteurs ABC, tel que MRP2, BCRP... (Tableau 7)167‘ 188 Comme 1’intérét des
scientifiques sur les transporteurs ABC s’est surtout développé au cours des dix

dernieres années, un certain temps est encore nécessaire avant de pouvoir détecter tous

les polymorphismes impliqués et ceux qui jouent un role significatif en clinique.

B- Les transporteurs SLC

Plusieurs mutations ont été détectées dans les transporteurs SLC et ont été impliquées
comme étant la cause de plusieurs pathologies humaines. A titre d’exemple, des
mutations dans le transporteur des acides aminés cationiques SLC7A7 ou SLC7A9
résultent en une intolérance a la protéine lysinurique et a la cystinurie respectivement'5 8
Deux différents types d’hypertensi.on résultent de mutations dans les genes SLC12: le

9

co-transporteur rénal Na-K-2Cl (SLC12A1) pour le syndrome de Bartter'® et le co-

170

transporteur rénal NaCl (SLC12A3) pour le syndrome de Gitelman . Des altérations

dans le transporteur du glucose-6-phosphate (SLC37A4) causent une accumulation de
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glycogéne et des altérations dans le transporteur ferroportin (SLC40A1) induisent une
hémochromatose'”".

Mis a part les pathologies induites par les mutations au niveéu de certains des
transporteurs SLC, certaines mutations dans les transporteurs de médicaments peuvent
aboutir a des variations significatives de leurs propriétés pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques. Par exemple, la famille des OATP (transporteurs d’influx), qui
est responsable de I’entrée de plusieurs médicaments anioniques a I’intérieur de la
cellule, comprend plusieurs polymorphismes qui peuvent altérer ce transport' 2. En effet,
la pravastatine, un inhibiteur de la HMG-CoA réductase (enzyme responsable de la
synthése du cholestérol), est un substrat connu de ’OATP1B1 (SLCOI1B1). Niemi et al.
ont remarqué que les individus présentant un génotype 521 TC avaient en moyenne une

concentration plasmatique de pravastatine 106 % plus élevée comparativement aux

individus & génotype 521 TT'™,

MDR1 (ABCB1) C3435T (exon 26)
174
W1246C !
MRP1.(ABCCI) G1299T (exon 10) | 175,176
MRP4 (ABCC4) 272
MRP5 (ABCCS) 292
MRP7 (ABCC10) 227 2
168
P269S i
BCRP (ABCG2) QI41K (exon 5) 1 178
ABCAS 279
OCT3 (SLC22A3) rs4709426 and rs3106164 277 L2
OCTN2 (SLC22A5) G-207C L) o

Tableau 7 : Polymorphismes décrits dans les transporteurs ABC et SL.C
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3.2.2.4. Expression cardiaque des transporteurs ABC et SLC

Plusieurs membres des familles de transporteurs ABC et SLC sont exprimés dans de

nombreux tissus, dont le coeur'>> '8! 182,

Parmi les membres de la superfamille des transporteurs ABC, au moins 13 protéines

montrent des niveaux d’expression trés élevés dans le coeur (P-gp, MRP1, MRP4,

MRPS, MRP7, BCRP, ABCD2, ABCA1l, ABCAS5, ABCA6, ABCA8, ABCA9 et

ABCA10)'®. Les sept transporteurs en souligné sont impliqués dans le transport de
médicaments; seulement 3 de ces transporteurs, i.e. P-gp, MRP1 et BCRP, semblent
jouer un réle majeur.

Parmi les membres des transporteurs SLC, OATP1A2 (OATP-A), OATP2B1 (OATP-
B), OATP1B1 (OATP-C), OATP-D et OATP-E sont exprimés dans le coeur et sont
capables de transporter des médicaments'® ¥, OCT3 et OCTN2 sont également

s . ok 185-1
exprimés a des niveaux élevés dans le coeur'®>'*

3.2.2.5. Modulation des transporteurs : Interactions médicamenteuses et LQTS

Les transporteurs ABC et SL.C, comme les CYPs, peuvent jouer un rdle majeur dans les
interactions médicamenteuses observées en clinique, impliquant divers scénarios de
toxicité médicamenteuse, de surdosage ou d’inefficacité thérapeutique. La multitude de
tfanspoﬂems existant dans chacune des 2 superfamilles et leur manque de spécificité
envers les différents substrats rend impossible de citer toutes les interactions possibles.
Nous prendrons ici la P-gp comme exemple typique et extrémement étudié de

transporteur impliqué dans les interactions médicamenteuses.
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Plusieurs interactions médicamenteuses — désirables (en traitement oncologique) et
indésirables — ont été décrites. La P-gp, comme les CYPs, peut étre induite ou inhibée.
Plusieurs agents pharmacologiques sont connus pour étre inhibiteurs de la P-gp et sont
utilisés pour traiter la résistance aux anticancéreux; ceci aboutit a2 une interaction
médicamenteuse désirable et recherchée. Le vérapamil fut le premier agent modulateur
utilisé a cette fin, mais son usage clinique comme adjuvant anticancéreux fut

188

décevant . D’autres agents de 2éme et 3éme génération qui furent développés plus tard

s’avérerent plus efficaces.

Au niveau de I'intestin, la P-gp est exprimée au niveau de la bordure en brosse des
cellules épithéliales intestinales et a pour role d’empécher les médicaments substrats
d’arriver a la circulation systémique (Figure 6). Une interaction importante a €té décrite

par Greiner et al. entre la rifampicine et la digoxine'sg

. En effet, la rifampicine — comme
le millepertuis — est un inducteur connu de I’expression de la P-gp et son administration
induit une augmentation de 1’expression de ce transporteur, résultant eh une diminution
de I’absorption de digoxine. Un autre exemple clinique d’interaction médicamenteuse
fut observé avec I’apparition de rhabdmyolyse chez un patient traité avec
I’esoméprazole, I’atorvastatine et la clarithromycine'®’. Les auteurs conclurent que le
mécanisme de cette interaction était probablement une inhibition du fonctionnement des
P-gp et des CYP3A4 par la clarithromycine et moindrement par 1’esoméprazole,
aboutissant a une accumulation d’atorvastatine et une rhabdmyolyse conséquente.

La modulation des P-gp (ou transporteurs ABC ou SLC) intestinaux et hépatiques

aboutit 2 une modulation des concentrations plasmatiques des médicaments substrats

administrés par voie orale par exemple. Ceci peut avoir des effets majeurs sur
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Pefficacité / toxicité des médicaments qui doivent se distribuer dans les organes cibles
(selon la famille thérapeutique). Cependant, les transporteurs exprimés a la barriere des
organes cibles jouent un rdle encore plus important; ceci est le cas par exemple de la P-
gp exprimée au niveau de la barriere hémato-encéphalique et qui a pour réle de protéger
le systeme nerveux central de divers xénobiotiques lipophiles. Encore plus important, les
transporteurs ABC et SLC exprimés au niveau cardiaque ont un role primordial dans le
transport des médicaments a I’intérieur des cardiomyocytes. Donc ces transporteurs ne
modulent pas seulement les concentrations plasmatiques mais également les
concentrations intracellulaires des médicaments. L’inhibition d’un transporteur d’efflux
comme la P-gp cardiaque par exemple pourrait aboutir 2 une augmentation de la
concentration intra-cardiomyocytaire du médicament substrat. L’induction d’un
transporteur d’influx (OCTN2) exprimé au niveau cardiaque aboutirait a la méme
conséquence clinique. Et comme le site de fixation a Ik, est intracellulaire, ceci indique
que le médicament doit rentrer dans la cellule pour bloquer Ik,. Donc les transporteurs
membranaires d’influx et d’efflux exprimés in sifu au niveau cardiaque peuvent jouer un
réle majeur dans la prévention et I’induction du LQTS médicamenteux et/ou de TdP.

Des études récentes effectuées au sein de notre laboratoire ont montré que la
prolongation de la repolarisation cardiaque par le cisapride (bloqueur d’lk;) apres
traitement des cobayes par le vérapamil (modulateur non sélectif de premiere génération
des transporteurs membranaires ABC et OCT) était plus importante comparativement a

' En effet, il semblerait que le traitement au vérapamil induit

des animaux non traités
une modulation de I’expression de certains transporteurs cardiaques, impliquant ainsi

une accumulation plus importante du cisapride en milieu intracellulaire et alors une

toxicité accrue par rapport aux non traités.
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3.3.1. Triple affinité pour Ig,, CYP3A et P-gp : une triade intrigante

Nous avons précédemment vu que de nombreux bloqueurs d’I, étaient des subétrats des
CYPs, particuliérement le CYP3A4. De plus, il est bien établi que beaucoup de
médicaments qui sont des substrats du CYP3A4 sont également des substrats de P-gp'*%.
En effet, il est bien établi que I’expression de CYPs est généralement accompagnée
d’une expression de transporteurs membranaires (e.g. P-gp). Ces deux protéines forment
ensemble une barriére physiologique hautement efficace contre 1’absorption des
médicaments, notamment au niveau intestinal et hépatique.

Par analogie avec le croisement entre les substrats de P-gp/CYP d’une part et celui des
substrats de CYP/Ig, d’autre part, nous, et d’autres chercheurs, avions remarqué que
plusieurs bloqueurs d’Ik,, qui sont des substrats de CYPs, étaient également des substrats
de P-gp (et d’autres transporteurs membranaires). Pour expliquer ce phénoméne, il nous
semble intéressant de revisiter et d’expliquer la capacité que posséde un si grand nombre
de médicaments, a structures chimiques tellement différentes et provenant de classes

thérapeutiques aussi diverses, a bloquer le canal Ik;.

Morgan et Sullivan publierent une des premiéres revues décrivant les relations structure-
activité pour les antiarythmiques de classe III qui se lient & I, : ils proposérent un
modéle structurel pour un pharmacophore de classe III qui comporte un cycle
aromatique substitué en para, relié & un atome d’azote basique par une chaine trés
variable. La Figure 10 expose les structures moléculaires de quelques médicaments non
cardiovasculaires mais bloqueurs d’Ix, avec le pharmacophore de Morgan et Sullivan'®*.

Hors, nous remarquons que seulement une partie de ces médicaments peut s’identifier a

ce pharmacophore (colonne de droite dans la Figure 10). Une étude récente de Coi et al.
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a identifié¢ des caractéristiques « toxicophoriques » pour prédire les molécules pouvant
bloquer IK,195. Ceci a été effectué par une modélisation du pore de HERG/I;,. Leur étude
a conclu que les propriétés d’un bloqueur d’Ix, devaient inclure 1) un atome d’azote
protoné a distance d’un hétéroatome et 2) un groupe aromatique capable d’interagir au
sein d’une zone définie par les résidus Gly657 du pore ou au sein d’une zone localisée

au sommet de I'axe du pore.

_R1 Pharmacophore de classe III
RJ—< >—A——n

“R2
g-ﬁ H d-sotalol

’
astémizole _KQA % érythromycine

F
cisapride no
j.. : :u probucol
"' (]
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a
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Figure 10 : Comparaison structurelle des bloqueurs d’I, avec le pharmacophore de classe Il
(Adapté de'™)

Par ailleurs, une des caractéristiques majeures qui font d’une molécule un substrat de P-

gp est la lipophilie'®. De plus, les P-gp transportent les composés avec une charge
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électrique nulle ou une unité cationique donneuse d’électrons. Ainsi, plusieurs bloqueurs
d’Ik, qui sont des molécules aromatiques planaires ont des caractéristiques semblables a
celle des substrats types de P-gp (ou d’autres transporteurs membranaires), ce qui

pourrait expliquer le croisement entre les substrats.

3.3. Interactions médicamenteuses de type pharmacologique

Les interactions médicamenteuses peuvent é&tre divisées en deux catégories :
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques. Les interactions pharmacocinétiques,
comme vu précédemment, consistent en une action d’un médicament sur |absorption, la
distribution, le métabolisme ou ’excrétion d’une autre molécule. Ceci induit une
modulation de ses concentrations plasmatiques, par conséquent une modulation des
concentrations disponibles a son site d’action ou de toxicité. En revanche, les
interactions pharmacodynamiques concernent deux ou plusieurs médicaments ayant des

effets additifs, synergiques ou inhibiteurs.

3.3.1. Prise simultanée de deux ou plusieurs bloqueurs d’Tg,

Nous avons vu précédemment que la co-administration de deux ou plusieurs substrats
des CYP3A ou des P-gp pouvait conduire a une interaction médicam‘enteuse qui
résulterait en une augmentation des concentrations libres du bloqueur d’'Ik, et
I’augmentation du risque de TdP.

Les événements proarythmiques furent principalement observés durant la
coadministration de deux bloqueurs d’Ik; tel que 1’antihistaminique-H1 terfénadine et

|’antibiotique macrolide érythromycinem. Le mécanisme sous-jacent fut expliqué par
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une inhibition du métabolisme CYP3A4-dépendant de la terfénadine (substrat de
CYP3A4) par I’administration d’érythromycine (inhibiteur de CYP3A4); ceci induit une
augmentation majeure des concentrations plasmatiques de la terfénadine induisant une
prolongation significative de la repolarisation cardiaque et une augmentation du risque
de TdP'®. Hors, il semblerait que le vrai mécanisme ne soit pas bien clair, la question
résidant dans le fait que cette interaction soit de type pharmacocinétique ou de type
pharmacodynamique, via une potentialisation d’effets.

Parmi les cas cliniques de TdP retrouvés dans la littérature, il est intéressant de noter que
les médicaments impliqués dans des interactions médicamenteuses de type compétition
métabolique sont généralement des antibiotiques macrolides et des antifongiques

198, 199 Ces constatations

imidazolés, qui sont des bloqueurs puissants d’IKrl46’
influencerent les directives des scientifiques et des services de santé publique qui
suggerent d’éviter 1’association de médicaments a) connus pour prolonger I’intervalle
QT et b) ceux qui peuvent intéragir en inhibant le métabolisme résultant en une

) L 202
accumulation médicamenteuse?**2%2,

3.3.2. Association d’un bloqueur d’Ik; et d’un bloqueur d’Ik;

Notre laboratoire a déja démontré que la coadministration d’un bloqueur d’Ik; et d’un
bloqueur d’lgs aboutissait a une potentialisation de I’effet de prolongation de la
repolarisation cardiaque comparativement a 1’addition de I’effet des deux médicaments
chacun administré seul’”. Ces résultats furent expliqués par le fait que les canaux I, et
Ixs présentaient des sites de liaison distincts sur des protéines distinctes. De plus, le

blocage des deux courants Ik, et Ik élimine la grande majorité du potentiel de
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repolarisation cardiaque (réserve de repolarisation), impliquant une repolarisation

beaucoup plus lente, et un risque accru de développer des TdP.

3.4. Variations de la glycémie et réle du diabéte

La relation entre le diabéte et la prolongation de I’intervalle QT est de plus en plus un
sujet de grand‘interétzo‘l'zm. En effet, le diabéte est devenu un grand probleme de santé
publique, touchant plus de 150 millions de personne dans le monde aujourd’hui selon
I’OrganisationAMondiale de la Santé (OMS); les estimations avancent le nombre de 366
millions de diabétiques en 2030. Pour cela, une gestion performante de cette épidémie et
la prévention de la survenue de ses complications semblent prioritaires.

Les complications du diabéte sont typiquement des maladies macrovasculaires (i.e.
maladies cardiovasculaires, accidents vasculaires cérébraux, maladies vasculaires
périphériques...) et microvasculaires (i.e. rétinopathie, néphropathie, neuropathie...).
Parmi les désordres cardiovasculaires, le diabeéte — type I et II — a été fortement aschié a
des épisodes d’augmentation de la durée et de la‘disApersion de l'intervalle QT chez des
personnes de tout dge et sexe.

Des hypothéses ont été formulées stipulant que ces manifestations électrophysiologiques
étaient responsables de I’augmentation du risque de mortélité cardiaque soudaine chez
les patients diabétiques. La prévalence de la prolongation de I'intervalle QT chez les
diabétiques est d’un ordre élevé atteignant les 26 % avec un haut risque de mort

.. 208
subite

. Dans une étude impliquant 101 femmes, I'intervalle QTc était prolongé en
fonction de la détérioration de la tolérance au glucose, méme aprés ajustement de

possibles facteurs confondants®”. Récemment, une autre étude a démontré qu’une

ingestion de glucose, bien qu’elle n’ait peu d’effets chez des sujets sains, augmentait
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d’une maniere tres aigué et significative la durée et la dispersion de I’intervalle QT chez
les patients atteints de LQTS congénital, déclenchant des arythmies chez certains d’entre
eux’'?. Des cas de TdP et de mortalité ont également été rapportés chez des patients

211

diabétiques durant une hypoglycémie (glucose 2 mmol/L)"" ', ou durant une combinaison

de plusieurs facteurs de risque tel qu’une hypokaliémie, une hypomagnésémie et un
usage combiné de glibenclamide, probucol et indapamide?'?.

Dans une étude plus récente, une jeune fille homozygote pour une mutation de HERG a
développé un épisode de TdP a I’dge de deux ans, ce qui coincidait avec le

développement de diabate®"?

. A I’age de quatre ans, sa sceur, également homozygote
pour cette mutation, mourut aprés avoir subi une hypoglycémie non expliquée. La
probabilité que la mortalité a un si jeune age soit liée aux complications vasculaires du
diabete est peu probable, mais plutdét a un événement aigu telle que la variation de la
glycémie. o

De plus, dans une analyse multivariée récente, la glycémie était I’un des rares facteurs
de risque cardiovasculaires indépendants associé avec un prolongement de I’intervalle
QT*". Ceci a suggéré que la prolongation de I’intervalle QT était due per se au diabete
et que le glucose sanguin jouait un réle important dans la repolarisation cardiaque et les
courants repolarisants.

Par ailleurs, une étude expérimentale par Zhang et al. a demontré que I’hypo- et
I’hyperglycémie diminuait significativement I’amplitude du courant de base de HERG
dans des cellules HEK?293 transfectées -par HERG comparativement a la
normoglycémie®'®. Ces expériences ont suggéré que le diabéte, via une faible ou une

importante concentration de glucose, agissait comme une insulte métabolique sur la

réserve de repolarisation, indépendemment de l*insulinémie ou de I’influence sympatho-
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adrénergique. Cependant, cette étude n’a pas évalué 1’effet possible du diabéte et de la

concentration de glucose sur la pharmacologie d’ Ik, ou d’IK5216.

4. Mise en perspective et objectifs de recherche

Plusieurs médicaments (terfénadine, astémizole, érythromycine, pimozide, dropéridol,
cisapride, dompéridone, ondansétron...) de diverses classes pharmacologiques ont été
impliqués dans la genese de phénomenes proarythmiques connus sous le nom de LQTS
médicamenteux. La manifestation électrophysiologique de ce syndrome consiste
principalement en une tachycardie ventriculaire polymorphique (ou TdP) qui peut étre
associée a la mort subite. De plus, il est remarquable que les femmes sont a plus haut
risque pour cet effet toxique majeur de certains médicaments, et seulement des
explications mécanistiques partielles ont été proposées jusqu’a maintenant.

La majorité des médicaments responsables du LQTS médicamenteux ont une affinité
élevée pour la composante rapide du courant potassique rectifiant retardé (ou Ik,). Ik, est
codé par HERG (gene human éther-a-go-go) et le site de fixation a Ik, est intracellulaire.
Hors, un médicament connu pour prolonger I'intervalle QT n’induira des phénomeénes
proarythmiques importants que chez une tres faible minorité de personnes. Ces derniers
présentent généralement des facteurs prédisposants qui vont favoriser ou accélérer le
développement de TdP. Parmi les facteurs de risque décrits dans la littérature, nous
pouvons citer des facteurs cardiaques, tels que [I’insuffisance cardiaque ou la
bradycardie, et les facteurs non cardiaques, tels que les troubles €lectrolytiques, le sexe

féminin et les interactions médicamenteuses.
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Plusieurs de ces facteurs prédisposants n’ont pas de mécanisme-bien élucidé pouvant
expliquer la maniere dont ils favorisent 1’occurrence de TdP. Pour cela, 1’objectif
principal de ces travaux de doctorat était de mieux comprendre et de proposer de
nouveaux mécanismes concernant le sexe féminin, les intéractions médicamenteuses,
I’effet des transporteurs membranaires et le diabeéte comme facteurs prédisposant au
LQTS médicamenteux. Ainsi les quatre prochains chapitres, rédigés sous forme
d’articles scientifiques, analyseront les facteurs prédisposants suivants :

1. Sexe féminin : Le sexe féminin a été longtemps établi comme un facteur de risque
majeur du LQTS médicamenteux et de TdP. Les mécanismes décrits se concentrent
principalement sur les hormones sexuelles. Cependant les études publiées restent
lacunaires dans la mesure ou elles ne considérent pas nécessairement le médicament
dans le LQTS médicamenteux d’une part, et dans le fait qu’il y aurait peut-€tre d’autres
mécanismes impliqués d’autre part. Pour analyser plus en profondeur ce facteur, tout en
excluant I'effet des hormones, nous avons utilisé des cceurs isolés de cobayes pré-
pubertaires perfusés avec un bloqueur d’Ig;, d’Iks ou les deux ensembles, tel que décrit
dans le chapitre 2.

2. Interactions médicamenteuses : Les événements proarythmiques sont
majoritairement observés durant la coadministration de deux bloqueurs d’Ik, qui sont
également des substrats de CYP3A. Le mécanisme longtemps avancé dans la littérature
pour expliquer ce phénomene est une compétition métabolique qui augmenterait les
concentrations de 1’'un des bloqueurs d’Ik,. Hors cette interaction peut étre de type
pharmacocinétique ou de type pharmacodynamique. De plus, a notre connaissance, les
effets de I’administration concomitante de deux bloqueurs d’Ik, sur la prolongation de

I’intervalle QT indépendamment de I’interaction métabolique n’ont jamais été évalués
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en perfusion cardiaque. De plus, plusieurs études cliniques de TdP médicamenteuses ont
été observées aprés un long traitement avec un seul bloqueur d’lg, suivi par
I’instauration d’un traitement avec un second bloqueur d’IKr“’ 217. 218 Ainsi, 'ordre de
traitement n’a jamais été évalué. Pour cela, nous avons effectué une analyse de la
perfusion concomitante ou séquentielle de deux bloqueurs d’lk, en perfusion de cceurs
isolés de cobaye et par patch clamp sur des cellules HEK293 transfectées d’une maniere
stable par HERG/I,. Cette étude sera décrite dans le chapitre 3.

3. Transporteurs membranaires : Plusieurs médicaments associés avec le LQTS
médicamenteux sont également des substrats/inhibiteurs de la P-gp. De plus, plusieurs
études cliniques sur de nouveaux adjuvants anticancéreux utilisés comme modulateur
des transporteurs d’efflux furent suspendues avant la mise sur le marché a cause de leur
potentiel arythmogene®'®. Ces observatiAons nous ont poussés a étudier une possible
interaction physique et fonctionnelle entre HERG et P-gp et de voir si les transporteurs
peuvent moduler I’effet des médicaments sur la repolarisation cardiaque puisque les sites

e ‘ ' 0. 2
de liaison a Ik, sont intracellulaires®> 220 22!

. L’interaction physique fut étudiée par
immunohistochimie et celle fonctionnelle par patch-clamp sur des cellules co-
transfectées avec MDR1/P-gp et HERG/Ik,. Cette étude sera décrite dans le chapitre 4.

De plus, nous avons déja publié des données démontrant ’effet du vérapamil —
probablement comme modulateur des transporteurs membranaires — sur ['effet
électrophysiologique du cisapride, un bloqueur d'Ig,"". Ici, nous avons voulu confirmer
cet effet sur un autre bloqueur d’lg,, la dompéridone, et sur un bloqueur d’Is,

I'indapamide. De plus, nous avons évalué ces effets en fonction du sexe, ce qui nous

permet d’avoir un apercu sur un role possible des transporteurs membranaires dans les
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différences liées au sexe du LQTS médicamenteux. Cette €tude sera décrite dans le
chapitre 2.

4. Diabete: Le diabete de type I et II a été fortement associé a des épisodes
d’augmentation de la durée et de la dispersion de I’intervalle QT chez des personnes de
tout age et sexe. Ceci était également li€ a I’apparition de TdP. Plusieurs études ont
observé I’effet de la concentration de glucose sur le courant de base d’ Ik, mais aucune, a
notre connaissance, n’a évalué le méme effet en utilisant des bloqueurs d’ I, ou d’Iks
spécifiques. Pour cela, nous avons étudié en perfusion de cceurs isolés et en patch clamp
I’effet d’un bloqueur d’Ik,, d’Igs ou des deux ensembles sur la repolarisation cardiaque
tout en variant les concentrations de glucose perfusé. Cette étude sera décrite dans le

chapitre 5.

La connaissance développée par ces travaux pourront amener a une meilleure
compréhension du mécanisme d’action des différents facteurs prédisposants étudiés et
permettront une meilleure évaluation et prévention des variabilités interindividuelles

observées dans le LQTS médicamenteux.
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1. Résumé

Introduction: Bien que le risque accru de survenue du LQTS médicamenteux chez les
femmes soit bien établi, les mécanismes sous-jacents sont encore partiellement compris.
Pour cela, 1’objectif majeur de cette étude était d’évaluer les différences liées au sexe
lors d’un blocage d’/x;, d’/ks et d’Ix+/ks dans des cceurs isolés de cobayes males et
femelles en dge pré-pubertaire. Nous étions particulierement intéressés dans 1’étude de
cceurs isolés d’animaux traités avec du vérapamil puisqu’il a été démontré que ce dernier
inhibe D’activité des transporteurs membranaires de certains médicaments et module
I’activité d’un bloqueur d’lx,, le cisapride. Méthodes: Les animaux (n=120) furent
sacrifiés par dislocation cervicale, leurs coeurs isolés et rétroperfusés avec une solution
tampon contenant de la dofétilide, de la dompéridone, de I’indapamide, du
dofétilide+indapamide ou de la domperidone+indapamide. La durée du potentiel
d’action monophasique a 90 % de repolarisation (MAPDgo) fut mesurée avant et apres la
perfusion de médicament(s). Résultats: L’indapamide (bloqueur d’/ks) prolongea la
MAPDy chez les femelles (15.1+0.5 msec) d’une facon plus prononcée que chez les
males (9.7£1.3 msec; p<0.05) dans les cceurs d’animaux traités au vérapamil et la méme
tendance fut observée dans les coeurs d’animaux non traités (17.0+5.7 vs 11.8+3.5;
p=0.069). Par contre, la prolongation de la MAPDy induite par les bloqueurs d’/k, que
sont la dompéridone et la dofétilide, n’était pas significativement différente entre males
et femelles. Le traitement au vérapamil fut associé a une prolongation plus importante
du MAPDy, dans les cceurs perfusés avec la dofétilide ou la dompéridone
comparativement aux animaux non traités (p<0.01). Hors, le traitement au vérapamil

n’induisit pas de différence liée au sexe lorsque des bloqueurs d’Ik, ou d’lks furent
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perfusés. Conclusion: En conclusion, 1) les cobayes femelles présentérent une
augmentation plus importante de leur MAPDy, lorsqu’elles furent exposées a
I’indapamide, un bloqueur d’l, 2) aucune différence significative liée au sexe ne fut
observée pour les bloqueurs d’ Ik et 3) le vérapamil n’a pas révélé de différences liées au

sexe lors du blocage d'Ig, ou d’Ik, bien qu’il augmenta le blocage d’ Ik, induit par le

dofétilide et la dompéridone.
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2. Abstract

Introduction: An increased risk for drug-induced long QT syndrome (LQTS) in women
is well established but the underlying mechanisms are still poorly understood. Therefore,
the main objective of our study was to evaluate gender-related differences for block of
Ix:, Ixs and I+ in isolated hearts from pre-pubertal male and female guinea pigs. We
were particularly interested in studying hearts from énimal treated with verapamil since
the drug has been shown to inhibit membrane drug transporters activities and modulate
block of Ik, Methods: Aﬂimals (n=120) were sacrificed by cervical dislocation, hearts
isolated and buffer-perfused with either dofetilide, domperidone, indapamide,
dofetilide+indapamide or domperidone+indapamide. Monophasic action potential at 90
% repolarisation (MAPDqg) V\‘/as measured during baseline, during drug(s) perfusion and
after a washout period. Results: Indapamide (/ks blocker) prolonged more the MAPDy,
in female (15.1£0.5 msec) than male (9.7£1.3 msec; p<0.05) in hearts from verapamil
treated animals and the same tendency was observed in hearts from untreated animals
(17.0+5.7 vs 11.843.5; p=0.069). In contrast, MAPDy prolongation induced by the Ix:

blockers domperidone and dofetilide was not significantly different between males and
females. Verapamil treatment was associated with a greater prolongation of MAPDy in
hearts perfused with dofetilide or domperidone (p<0.01). Yet, verapamil treatment did
not induce a gender difference when Ik, or Ik, blockers were perfused. Conclusion: In
conclusion, 1) female guinea pigs exhibited a greater increase in their MAPDg; when
exposed to indapamide, an Ik, blocker, 2) no gender-related differences were observed
for Ik, blockers, and 3)'verapamil did not uncover gender-related differences in Ik, or I

block although it increased block of Ik, by dofetilide and domperidone.
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3. Introduction

Drugs that prolong cardiac repolarization cause a lengthening of the QT interval on the
surface electrocardiogram and are associated with an increased risk of inducing torsades
de pointes (TdP)'. This polymorphic ventricular tachycardia may be self-terminating or
may degenerate into ventricular fibrillation and death. The first cases of drug-induced
QT prolongation were seen in patients treated with the antiarrhythmic drug quinidine®.
Clinical cases were later shown to occur with many other drugs; most cases of QT
prolongation have appeared in patients presenting with pfedisposing factors such as
bradycardia, low serum potassium or magnesium levels, or receiving concomitant
treatments with drugs that lengthen cardiac repolarization" 3. Since then, another
important predisposing factor to prolonged QT intervals and torsades de pointes has

been recognized: gender.

Indeed, in 1993 Makkar published an analysis of the gender distribution of 332 cases of
TdP induced by antiarrhythmic drugs®; the results of this study clearly demonstrated that
women were at an increased risk of developing proarrhythmic events. Larger studies
with the d-isomer of sotalol (SWORD study) also found female gender as a major risk
factor for proarrhythmic events related to drug intake in a post-myocardial infarction

population®.

The mechanisms responsible for the predisposition of women to TdP are unknown but
may be related to the fact that the baseline QTc interval is naturally longer in women

than in men after pubertys’ ® In fact, the QT interval shortens after puberty in men as it
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remains steady in women throughout their lifetime. It only returns to initial values
around the age of 50 or 60°. These evidences led to the hypothesis that sex steroids are
the cause of the prolonged QTc observed. In fact, studies have demonstrated that there is
an important down regulation of mRNA concentrations encoding for the IsK and Kv1.5
potassium genes when ovariectomized rabbits were treated with 17(-estradiol or
dihydrotestosterone’. A more recent study has indicated that menstrual cycle differences
exist in QTc responses to ibutilide with a greater increase in QTc during menses and
ovulation of the menstrual cycles. These results provide strong evidence that sex
hormones can modulate the expression of ion channels. Nevertheless, they explain only
part of the phenomenon and scientists agree that mechanisms responsible for gender-

related differences in the risk of proarrhythmia from drugs remain largely undefined.

Some researchers have tried to explain drug induced long QT syndrome while
examining gender differences in the pharmacokinetics of drugs. It has been shown that
the activity of the hepatic enzyme CYP3A4 which is often involved in the metabolism of
drugs that prolong cardiac repolarization, is higher in women than in men’. However,
such an effect would reduce rather than increase the QTc, unless these actions were
produced by active metabolites. Gender-associated differences in transport processes for
endogenous and exogenous substrates have also been reported in various organs of the

. 10-13
body for rats, mice and humans 0-1

. Hepatic P-glycoprotein (P-gp) expression is 2-fold
higher in men than in women suggesting that the disposition of P-gp substrates is

different between gendersl4.
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Several membrane transporters are also expressed in the heart'®. Yet, very few studies
“have looked at the potential for gender-related differences in the transport of drugs to the
heart. We recently reported that treatment with verapamil, a calcium channel blocker
and a well-known modulator of membrane transporters, can potentiate the
electrophysiological effects of cisapride, a gastrokinetic drug with Ik, blockade
properties“s. Based on these results, we hypothesized that the potential verapamil-
induced modulation of the activity of membrane transporters would alter the effects of
other potassium channel blockers on cardiac repolarization and would partly explain

gender differences.

Therefore, the objectives of the present study were to 1) Evaluate gender-related
differences  in the prolongation of cardiac repolarization under conditions of Ik,
blockade, [Ixs blockade, and under concomitant Ik./Ixs blockade, 2) Confirm the
modulatory role of verapamil’treatment on the cardiac electrophysiological effects of Ik,
blockers other than cisapridelé, 3) Evaluate effects of verapamil treatment before Ik, Iks
and Ix/Iks blockade, and 4) Determine if this modulatory role could explain the gender-
related differences in drugl-induced prolongation of cardiac repolarization. In order to
eliminate the role of hormonal modulation on ion channels, experiments were performed

in pre-pubertal animals.



108

4. Methods /

Experiments were performed in accordance with our institutional guidelines on animal
research. Animals were housed and maintained in compliance with the Guide to the

Care and Use of Experimental Animals of the Canadian Council on Animal Care.

Drug preparation

Verapamil (Sigma-Aldrich) was dissolved in saline and administered at a dose of 11.6
mg/kg. Dofetilide (generously supplied by Pfizer, USA) and domperidone (Sigma-
Aldrich) were dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) and then added to the buffer
solution at a final concentration of 20 nM and 100 nM, respectively. Indapamide
(Sigma-Aldrich) was dissolved in methanol and then added to the buffer solution at a

final concentration of 66 uM.

Treatment with verapamil

Pre-pubertal male and female Hartley guinea pigs (age, 3 to 4 weeks; weight, 300 to 350
g; n=120: 6 animals per drug group per gender and per verapamil treatment; Charles
River Laboratories, Montreal, Quebec, Canada) were utilized in this study. Half of them
(n=60) were injected daily with verapafnil 11.6 mg/kg i.p. for 5 days. The last injection
was given 24 hours prior to animal sacrifice, isolation of the heart and conduct of

electrophysiological studies.
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Heart Isolation and perfusion technique

Animals were anticoagulated by injection of heparin sodium (400 IU i.p.). Twenty
minutes later, animals were killed by cervical dislocation, and their hearts were rapidly
excised and immersed in cold (4°C) Krebs-Henseleit buffer containing (mM) glucose
11.2, KCl1 4.7, CaCl, 1.2, NaHCOs 25, NaCl 118.5, MgSO, 2.5, and KH,PO4 1.2. This
solution was continuously gassed with 95 % oxygen plus 5 % carbon dioxide (pH 7.4,
37°C). Each heart was cannulated and retrogradely perfused via the aorta with the
Krebs-Henseleit buffer at a constant pressure equivalent to 100 cm H>O. To permit rapid
exchahge in perfusion solutions, a double Warming coil heart perfusion system (Harvard

Apparatus, Inc., South Natick, MA) and two parallel liquid columns were used.

Electrophysiological Measurements

Hearts were electrically stimulated (clinical stimulator, Digital Cardiovascular
instruments inc.) at a basic cycle length of 250 msec (4 Hz) at three times threshold via
two silver electrodes implanted in the epicardium of the right ventricle. A monophasic
action potential catheter (Langendorff probe model 225, EP Technologies Inc) was
introduced in the left ventricle through the mitral valve and securely positioned to obtain
a visually adequate signal (amplitude >5 mV, stable phase 4). During the protocol,
monophasic action potential signals were continuously recorded and sampled at 2000
Hz. The output was analyzed using the Notocord-hem version 3.5 software (Notocord
Systems, Croissy sur Seine, France).

Hearts were perfused with Krebs-Henseleit buffer during a control period of 10 minutes
to reach stability of the monophasic action potential signal. Thereafter, perfusion was

performed for 10 minutes with buffer containing one of the following drugs: 20 nM
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dofetilide, 100 nM domperidone, 66 pM indapamide, 20 nM dofetilide + 66 uM
indapamide or 100 nM domperidone + 66 uM indapamide. Perfusion with buffer
containing no drug was then restarted during a 10 minute washout period to assess

reversal of drug effects.

Statistical analysis

Only hearts with reversal of drug effects on reperfusion with buffer containing no drug
were included in the analysis. Data on the magnitude of drug effects were compared by a
Student ¢ test. In addition, a 3-way ANOVA was performed to assess the statistical
significance of the 3 parameters studied — namely the gender, verapamil treatment and
the type of drug perfused — independently and in association. All values are expressed as

mean + S.D. Level of statistical significance was set at p<0.05.
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5. Results

Typical recordings of monophasic action potentials obtained from isolated guinea pig
hearts recorded at baseline and during perfusion of dofetilide 20 nM are illustrated in

Figure 1. Amplitude of the signals was stable throughout the duration of the

experiments.

Inter-gender comparison of MAPDy, prolongation in non-treated animals

Dofetilide 20 nM (Ik, block) prolonged the MAPDgy by 21.6 + 2.3 msec in hearts from
untreated male animals versus 21.6 = 1.1 msec in hearts from untreated females (p>0.05)
(Fig. 2A). Similarly, prolongation of the MAPDg, caused by another Ik, blocker,
domperidone 100 nM, was not significantly different in males versus females (15.9 + 4.7
vs 15.5 + 4.2 msec respectively; p>0.05) (Fig. 2A). On the other hand, a gender-related
effect tended to be observed with indapamide used as a selective Iks blocker. Indeed, at a
concentration of 66 UM, the drug prolonged MAPDg, by 11.8 + 3.5 msec in hearts from
untreated male animals compared to 17.0 = 5.7 msec in untreated female animals (p =
0.069) (Fig. 2B). Finally, concomitant blockade of Ik, (with dofetilide 20 nM or
domperidone 100 nM) and Ik, (with indapamide) was not associated with gender-
differences in MAPDg, prolongation (p>0.05) (Fig. 2C). Indeed, dofetilide 20 nM +
indapamide 66 uM prolonged the MAPDgy by 35.6 + 1.1 msec in males vs 36.0 £ 0.8
msec in females (p>0.05) while domperidone 100 nM + indapamide 66 uM prolonged

MAPDy, by 20.8 + 1.8 msec in males vs 22.4 + 1.6 msec in females (p>0.05).
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Gender-independent comparison of MAPDy, prolongation in verapamil-treated
animals

In this set of experiments, we compared — independently from the gender covariable -
the potential modulatory effects of verapamil treatment on the prolongation of MAPDg
due to I, blockade (dofetilide or domperidone), Ik, blockade (indapamide) or I/l
blockade. Therefore, we pooled together results from male and female guinea pig hearts.
Fig. 3A shows that prolongation of MAPDy with Ik, blockers was greater in hearts from
animals treated with verapamil compared to untreated animals. Indeed, dofetilide 20 nM
prolonged the MAPDg; by 24.8 + 3.5 msec in animals treated with verapamil compared
to 21.6 £ 1.7 msec in untreated animals (p<0.05, n = 12). Similarly, a significant
difference was observed with domperidone 100 nM in animals treated with verapamil
compared to untreated animals (19.7 % 4.1 vs 15.7 + 4.3 msec respectively, p<0.01, n =
12). In contrast, no differences were observed between results from verapamil treated or
untreated animals when these hearts were perfused with the Ik, blocker indapamide 66
UM (13.1 £ 3.2 vs 144 + 5.2 msec respectively, Fig. 3B, p>0.05). Finally, Fig. 3C
illustrates results of MAPDg prolongation under concomitant /x./Ixs blockade with or
without verapamil treatment. While verapamil treatment did not cause rﬁodulation in the
MAPDy, prolongation with dofetilide 20 nM + indapamide 66 UM (34.2 + 3.4 in
verapamil-treated animals vs 35.8 + 1.0 msec in control animals, p>0.05), it induced a
more significant prolongation when hearts were perfused with domperidone 100 nM +
indapamide 66 UM (25.2 + 5.5 in verapamil-treated animals vs 21.1 + 3.9 msec in

control animals, p<0.05, n = 12).
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Inter-gender comparison of MAPDyy prolongation with or without verapamil-
treatment

Fig. 4 compares results obtained taking into account both variables i.e. verapamil
treatment and gender. Data presented in Fig. 4A and 4B suggest that verapamil does not
play a significant role in gender-related differences. Indeed, the absence of gender-
differences observed in the prolongation of MAPDy, induced by /. blockers (Fig. 4A) is
not modified by verapamil treatment (Fig. 4B). Moreover, when indapamide 66 uM was
perfused, verapamil treatment (Fig. 4D) did not modulate the gender-related differences
already observed with untreated animals (Fig. 4C). Indeed, MAPDy; was prolonged by
15.1 £ 0.5 msec in verapamil-treated females compared to 9.7 = 1.3 in verapamil-treated
males (p<0.05). However, the non significant difference observed without verapamil
treatment became significant when animals were treated with verapamil. Finally, the
association of /k//ks blockade with dofetilide 20 nM + indapamide 66 uM showed a
gender-related modulation induced by verapamil [(Fig 4F, 32.7 + 1.5 vs 36.9 £ 0.9 msec
in male vs femelle respectively, p<0.05) while no significant gender-related differences
were observed with domperidone 100 nM + indapamide 66 UM (Fig. 4F, 25.1 £ 7.4 vs

25.4 +£2.8 msec in male vs female respectively, p>0.05)].

In a more global statistical comparison of our results, a 3-way ANOVA statistical
analysis showed that the gender parameter exhibits a significant effect (p = 0.0091) with
a significant male/female difference present in all groups. The gender parameter does
not interact with other factors, which indicates that these gender-related differences are
significant in all circumstances (independently from the type of drug perfused or the

absence or presence of the verapamil treatment). Furthermore, the verapamil treatment
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parameter shows a significant effect (p = 0.0323) and interacts significantly with the
type of drug perfused (p = 0.0168). Thus, the type of drug perfused is critical for the
verapamil treatment effect. In this case, the significant drugs that interact with the
verapamil treatment are I, blockers (dofetilide and domperidone), and the association

domperidone + indapamide.
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6. Discussion

Results obtained in this study demonstrate that a gender-related difference exists for the
block of Ix; when indapamide is used. They further confirm that treatment of guinea pigs
with the membrane transporters modulator verapamil for 5 days modulates the
prolongation of cardiac repolarization induced by Ik, blockers, although no gender-

related differences could be revealed.

We have previously reported that prolongation of cardiac repolarization by cisapride (/k,
blocker)'” in isolated guinea pig hearts was significantly increased when animals were

treated with verapamil'®

. That study aslo showed intracellular accumulation of cisapride
in isolated cardiac myocytes after verapamil treatment. In addition, we clearly showed
that block of Ik, by verapamil was not a direct factor in potentiation observed; indeed,
verapamil concentrations in cardiomyocytes at the time of perfusion was more than 10-
time less than the ICsp for verapamil’s block of I "%, In the present study, we aimed to
confirm modulatory effects of verapamil treatment on the prolongation of cardiac
repolarization for two other Ik, blockers. Drugs used were a pure class-III antiarrhythmic
Ik, blocker, dofetilide'g, and a drug with pharmacological properties similar to those of
cisapride, namely domperidone®. On one hand, domperidone — a gastrokinetic drug with
Ik, blocking properties — has been identified as an ABC transporter substrate, in
particular the P-gpm' 22 On the other hand, little is known about the membrane transport
of dofetilide although the drug represents a potential ABC membrane transporter

substrate?’. The increase in Ix: block observed with dofetilide and domperidone in hearts

from animals treated with verapamil suggest that the access to the intracellular binding
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of these drugs on Ik, channel was increased. This suggests that verapamil treatment

would increase intracellular concentrations of dofetilide and domperidone'é.

We also intended to assess the modulatory role of verapamil treatment on /s and
combined Ik,/Ixs block. Indapamide, selected as aﬁ Iks blocker24, prolonged ventricular
repolarization indifferently in hearts isolated from animals receiving or not a verapamil
treatment, suggesting that indapamide concentrations may not be modulated by
verapamil. In addition, mixed results were obtained concerning verapamil treatment
effects on the combined block of Ik, and Ik,. Indeed, domperidone appeared more

sensitive than dofetilide to verapamil modulatory effects.

The main objective of the current study was to evaluate gender-related differences in the
prolongation of ventricular repolarization in pre-pubertal guinea pigs under various
conditions. A previous study by James et al. evaluated the gender-related differences in
the repolarization of ventricular myocytes in post-pubertal guinea pigs™. These authors
showed significant gender-related differences in the densities of /Iy, Ix and Ica. They did
not however evaluate the effects of channel blockers on that difference. Our results are
similar to those reported previously by Brouillette et al. which could not show a gender-

1%, However, our

difference in QTc prolongation induced by another I, blocker, E-403
results differ from theirs by éhowing gender-related differences when an Ik, blocker is
perfused. Several féctors could explain these different results: on the one hand, we used
in our experiments guinea-pigs at a pre-pubertal age. This allowed us to exclude the

effect of sexual hormones on cardiac repolarization in the assessment of gender-

differences, contrary to Brouillette et al. who utilized adult animals. On the other hand,
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Brouillette et al. measured the QTc prolongation in the absence of heart stimulation; we,
however, measured the MAPDy, prolongation in hearts electrically stimulated at a basic
24, 27

cycle length of 250 msec. Finally, we used indapamide as an /g blocker probe ,

while Brouillette ef al. used HMR1556.

Even though the guinea pig is an ideal model to stu(fy Ik, and Ik, a limitation to our
study is the unavailability of monoclonal antibodies for various membrane transporters
in this species; furthermore, genetic sequences of these proteins are unpublished. This
prevented us to directly measure the level of expression of several of these proteins or
their mRNA. Consequently, no direct proof could be brought to demonstrate the
modulatory effects of verapamil on these transporters. One possible mechanism that
could explain the modulatory effects of verapamil could be an upregulation of Ic, L.
Indeed, Schroder et al. recently showed that chronic calcium channel blockade via
verapamil treatment significantly causes an upregulation of Ic, | in mouse ventricle?®. In
our model, if an upregulation of I, occurs, an increase in calcium channel density and
activity would definitely lead to-an increase in the MAPD,y and MAPDs, and could lead
to an increase in the MAPDyy. This increase could explain the more pronounced
prolongation of repolarization observed in our model when hearts were perfused with
dofetilide or domperidone after verapamil treatment. Even if our model of verapamil
treatment differs from Schroder ef al. model, a future assessment of the verapamil effect

on calcium currents in our model seems necessary.

Other species were utilized in experimental studies in order to evaluate gender-related

effects of potassium channel blockers on cardiac repolarization. Usage of mice and rats
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for this matter is very limited due to the fact that Ik, and Ik, do not play a significant role
in ventricular cardiac repolarization of adults animals®. Dogs and rabbits both express
Ix: and_le30 but female estrus cycle differ significantly from humans and render
extrapolation tb humans rather difficult. To our knowledge, our study is the first to
evaluate gender-related differences of /x./Is blockers on cardiac repolarization in a pre-

pubertal animal model.

Among the main objectives of this study, we aimed to better understand the mechanisms
underlying gender-related differences in the prolongation of cardiac repolarization. Our
formulated hypothesis was that influx/efflux membrane transporters expressed in situ are
differentially expressed in males and females. This concept is based on previously
described studies showing discrepancies in membrane transporters expression between

'0-14 " This variance could generate different intracellular concentrations of

gender
potassium channel blockers leading to different prolongation amplitudes in cardiac
repolarization. In other words, if more influx transporters or less efflux transporters are

expressed in females compared to males, a higher intracellular drug concentration will

occur in females leading to more potassiurh channel blocking effects.

Recent reports reveal the wide expression of influx and efflux membrane transporters in

the heart, but few is known on their exact role in the transport of drugs, especially

15, 31, 32

potassium channel blockers . Moreover, verapamil has been used as a wide-scale

multidrug resistance modulator and has been demonstrated to alter the pharmacokinetics

233-35.

of many drugs that are transported by ABC transporters or OCTN In the

interpretation of our results, one must consider the diversified expression of membrane
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transporters in the heart and the limited selectivity of verapamil towards these
transporters.
(

The clinical relevance of our findings in regard to gender-related differences is a better
understanding of the risk of using an Ik, blocker in women, an issue less evaluated
comparatively to Ik blockers usage. So far, reports on indapamide-induced TdP have
been described only in women®®. Our verapamil-related results are of great. clinical
importance in patients with polypharmacy. The community is at great needs to better
understand the role of drug response modifiers like verapamil in order to predict

occurrence of major side effects.
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7. Conclusion

In conclusion, results obtained in this study demonstrate that gender-related differences
in cardiac repolarization are observed in guinea pig hearts exposed to Ik blockers but
not to Ik, blockers. In addition, we confirmed the modulatory effect of verapamil on the
prolongation of cardiac repolarization with Ik, blockers. This is of major importance in
the understanding of predisposing factors that could exacerbate the onset of drug-
induced arrhythmias. Finally, we could not demonstrate that verapamil treatment - via a
potential modulation of the aqtivity of membrane transporters — is implicated in the
gender-related differences in drug-induced LQTS and therefore, further studies need to

be conducted.
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9. Figure Legends

" Figure 1: Recordings of monophasic action potential signals obtained from isolated
guinea pig hearts exposed to Krebs-Henseleit buffer containing no drug or dofetilide 20

nM..

Figure 2: MAPDy, prolongation (msec) observed in hearts isolated from pre-pubertal
male (black bars) and female (white bars) guinea pigs perfused with buffer followed by
dofetilide 20 nM or domperidone 100 nM (Panel A), indapamide 66 uM (Panel B), or
(dofetilide 20 nM + indapamide 66 uM) and (dofetilide 20 nM + indapamide 66 UM)

(Panel C); n = 6 per group.

Figure 3: MAPDq proiongation (msec) observed in hearts isolated from pre-phbertal
male and female guinea pigs treated with (horizontal pattern) or without (vertical
pattern) verapamil 11.6 mg/kg/j for 5 days and perfused with buffer followed by
dofetilide 20 nM or domperidone 100 nM (Panel A), indapamide 66 uM (Panel B), or
dofetilide 20 nM + indapamide 66 UM and dofetilide 20 nM + indapamide 66 UM (Panel

C); n = 12 per group, *: p<0.05, **: p<0.01 for untreated vs treated with verapamil.

Figure 4: MAPDq, prolongation (msec) observed in hearts isolated from pre-pubertal
male and female guinea pigs treated with or without verapamil 11.6 mg/kg/j for 5 days
and perfused with buffer followed by dofetilide 20 nM or domperidone 100 nM (Panel

A and B), indapamide 66 uM (Panel C and D), or dofetilide 20 nM + indapamide 66 uM
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and dofetilide 20 nM + indapamide 66 uM (Panel E and F); n = 6 per group, *: p<0.05

for males vs females.
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Figure 4
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1. Résumé

Introduction: Le blocage du courant Ik, induit une prolongation significative de la
repolarisation cardiaque et constitue une préoccupation majeure en pharmacovigilance.
Les avertissements cliniques ont souvent €té associés a 1I’administration concomitante de
deux médicaments (bloqueurs d’lx,) pouvant prolonger I’intervalle QT. Pour cela,
I’objectif de cette étude était d’évaluer la prolongation de la repolarisation cardiaque
durant le blocage combiné de deux bloqueurs d’Ix, administrés simultanément ou
séquentiecllement en différents ordres. Méthodes et Résultats: 1) La MAPDy, fut
déterminée dans des coeurs isolés et perfusés de cobayes males. Les cceurs (n=80) furent
exposés a des bloqueurs d’Ix, — dofétilide (20 ou 200 nM), N-acetyl procainamide
(NAPA) (100 ou 1000 uM) ou érythromycine (60 ou 120 .LlM) — seuls ou en
combinaison (a faibles et hautes concentrations). Nos résultats ont démontré que la
prolongation de la MAPDgy observée lorsque les médicaments sont combinés était
moindre que la somme des effets observés pour chaque médicament seul et cela aussi
bien a faibles et a hautes concentrations. Dans une seconde série d’expériences, des
cceurs (n=180) furent perfusés avec du tampon contenant de la dompéridone (5 ou 50
nM) pendant 10 min suivies par I’addition de kétoconazole (10 ou 100 uM) ou
érythromycine (10 ou 100 uM) pour 10 min additionnelles. La séquence opposée fut
égalemenf évaluée en perfusant le kétoconazole (0.3, 1, 3 ou 10 uM) ou I’érythromycine
(iO uUM) en premier, suivie par I’addition de dompéridone (50, 150 ou 300 nM) ou
dofétilide (20 ou 150 nM) a la solution tampon. Le kétoconazole et I’érythromycine,

quand ils sont perfusés en premier, antagonisent les effets de la dompéridone sur la
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MAPDy. En contraste, le kétoconazole et I’érythromycine prolongent la MAPDgy méme
si la MADPy était prolongée a prioiri par la dompéridone ou la dofétilide. 2) Les
expériences de patch-clamp ont été effectuées dans des cellules (n = 61) issues d’une
lignée cellulaire stable HEK293 transfectée par HERG. Le blocage de HERG fut évalué
dans des cellules exposées a la dompéridone 50 nM suivie par dompéridone 50 nM +
kétoconazole 10 pM ou I'inverse (kétoconazole 10 uM suivi par du kétoconazole 10 pM
+ dompéridone 50 nM). La perfusion de dompéridone 50 nM sous des conditions de
blocage deZHERG a priori par le kétoconazole 10 uM induit une augmentation du
courant de queue de HERG par 135 + 38 %, alors que la dompéridone 50 nM lorsque
perfusée aprés le tampon, diminue le courant de queue de HERG de 47+6 %. En
contréste, la perfusion de kétoconazole 10 UM sous des conditions de bldcage de HERG
a priori par la dompéridone 50 nM induit une diminution plus importante du courant de
queue de HERG de 81%2 %, alors que le kétoconazole 10 uM lorsque perfusée seule
aprés le tampon, diminue le courant de HERG de 564 %. Conclusion: Cette étude
mécanistique ne supporte pas le concept de potentialisation des effets des médicaments
observés durant I’administration concomitante de deux bloqueurs d’lx, (HERG). De
plus, I’ordre d’administration de deux ou plusieurs bloqueurs d’Ix, ensemble, ainsi que
les changements dans les concentrations de ces médicaments au niveau du site de
fixation a Ik, semblent étre des facteurs importants a considérer lors de I’évaluation du

risque chez les patients de subir le LQTS médicamenteux.
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2. Abstract

Background: Block of Ik, causes lengthening of cardiac répolarization. This effect is of
major concern for patient safety such that it warrants clinical attention during the
combined administration of two QT prolonging drués (Ik, blockers). The objective of the
present study was to assess prolongation of cardiac repolarization during the combined
use of two Ik, blockers when administered either concomitantly or sequentially. Methods
and Results: 1) MAPDgy, was determined in isolated, buffer-perfused hearts from male
guinea-pigs. Hearts (n=80) were exposed to Ik, blockers — dofetilide (20 or 200 nM),
NAPA (100 or 1000 uM) or erythromycin (60 or 120 uM) — alone or in combination
(low and high concentrations). Our results demonstrated that MAPDgy prolongation
observed when drugs were combined was less than the summation of effects observed
for each drug perfused alone either at low or high concentrations. In a second series of
experiments, hearts (n=180) were perfused with buffer containing domperidone (5 or 50
nM) for 10 min followed by the addition of ketoconazole (10 or 100 uM) or
erythromycin (10 or 100 uM) for another 10 min. The opposite sequence was also
evaluated by perfusing ketoconazole (0.3, 1, 3 or 10 uM) or erythromybin (10 uM) first,
followed by the addition of domperidone (50, 150 or 300 nM) or dofetilide (20 or 150
nM) to the buffer solution. Ketoconazole and erythromycin, when perfused first,
antagonized MAPDy prolonging effects of domperidone. In contrast, ketoconazole and
erythromycin were able to prolong MAPD90 even though MADP90 was a prioiri
prolonged by domperidone or dofetilide. 2) Patch-clamp experiments were performed
with cells (n=61) taken from a HERG-transfected HEK293 stable cell line. Blocking of

HERG was assessed in cells exposed to domperidone 50 nM and then domperidone 50
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nM + ketoconazole 10 uM or the opposite (ketoconazole 10 uM and then ketoconazole
10 uM + domperidone 50 nM). Perfusion of domperidone 50 nM under conditions of a
priori block of HERG by ketoconazole 10 UM causes an increase in HERG tail
amplitude by 135+38%, while domperidone 50 nM when perfused after buffer,
decreases HERG tail amplitude by 474+6%. In contrast, perfusion of ketoconazole 10 pM
under conditions of a priori block of HERG by domperidone 50 nM causes a greater
decrease in HERG tail amplitude by 81+2%, while ketoconazole 10 uM when perfused
alone after buffer, decreases HERG tail amplitude by 56#4%. Conclusion: This
mechanistic electrophysiological study does not support the concept that potentiation of
drug effects is observed during the combined administration of two Iy, (HERG)
blockers. Furthermore, the order of administration of two or more Ik, blockers together,
as well as changes in drug concentration levels next to the effector binding site on Ik,

needs to be taken into account when establishing risk of drug-induced LQTS in patients.

Key Words: HERG; Drug-induced long QT syndrome; Ketoconazole,
Domperidone, Erythromycin, Dofetilide, NAPA, Potassium channel blockers;
Monophasic action potential duration; Cardiac repolarization; Membrane

{ransporters.
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3. Introduction

Drug-induced long QT syndrome (LQTS) is a cardiac electrophysiological abnormality
characterized by a prolonged QT interval on the surface ECG which may predispose
patients to the polymorphic ventricular arrhythmia termed torsades de pointes (TdP) [1-
3]. Clinicians have long been familiar with this severe adverse drug effect particularly in
the context of antiarrhythmic drug therapy [4, 5]. However, and since the eariy nineties,
several non-cardiovascular drugs with various primary pharmacological activities have
been withdrawn from the market — or restrictly delivered — because of their
“torsadogenic” effects [6]. These include terfenadine [7], astemizole [8], grepafloxacin
[9], terodiline [10], droperidol [11], lidoflazine [12], sertindole [13], levomethadyl [14]
and cisapride [15]. Today, more than 125 drugs currently available in the North
American market have been associated with the drug-induced LQTS

(http://www.Torsades.org/).

Except for a handful of them, it has been shown that most drugs known to prolong the
QT interval are potent blockers of the delayed rectifier potassium current (Ix). Ik is the
major outward current responsible for cardiac repolarization in humans. This current
comprises rapidly (Igx,) and slowly (Iks) activating components [16-19]. Class III
antiarrhythmic agents such as N-acetylprocainamide (NAPA), d-sotalol, E-4031 and
dofetilide [20-22] as well as many non-cardiovascular drugs (antihistamines, macrolide
antibiotics, ...) [11, 15, 23-28] prolong action potential duration by selectively blocking

Ik, whereas other drugs such as indapamide or triamterene block preferentially Ik, [29].
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Drug-induced LQTS is often observed under conditions of impaired drug elimination as
it was first described for the drug-drug interaction between the histamine H1-antagonist
terfenadine and the macrolide antibiotic erythromycin [30]. Indeed, these events were
explained mostly through an inhibition of terfenadine CYP3A4-mediated metabolism by
erythromycin (CYP3A4 inhibitor). Inhibition of CYP3As caused a major increase in
terfenadine plasma concentrations leading to an increased block of Ik, by terfenadine,
prolongation of cardiac repolarization and ultimately TdP [31]. It is noteworthy that
macrolide antibiotics (including erythromycin) and imidazole antifungals that often
cause the impaired metabolism status on CYP3As are also potent Ik, blockers [32-34].
Yet, the question arises whether the true mechanism of drug-induced LQTS under
conditions of drug-drug interactions is explained only by a pharmacokinetic interaction
or whether potentiation of drug effects (pharmacodynamic interaction) is also part of the

explanation?

Our laboratory has established that the coadministration of Ik, and Iks blockers leads to a
potentiation of drug effects on the lengthening of cardiac repolarization [35]. We studied
block of Iks by diuretic agents and subsequently demonstrated how they could potentiate
QT-prolonging drug effects of dofetilide and NAPA (in isolated hearts) or sotalol (in
whole animals) [29, 35-38]. This mechanism of potentiation of drug effects is easily
understandable since Ix, and Igs present different binding sites on different proteins.
However, to our knowledge, the effects of the concomitant administration of two Ik,
blockers on QT prolongation independently from their metabolic drug-drug interactions
have not yet been assessed. Moreover, many clinical cases of drug-induced TdP have

been described when treatment with an Ik, blocker is being initiated while a long term
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treatment with another Ik, blocker was already in place [7, 39, 40]. Yet, fhe importance
of the order of administration of drugs on the lengthening of repolarization observed is

still unknown.

With these concepts in mind, we investigated the modulation of cardiac repolarization
lengthening during the administration of Ik, blockers either alone or combined.
Furthermore, we assessed the importance of the order of administration of two Ik,
blockers when administered sequentially. Our hypothesis was tested using buffer-
perfused guinea pig hearts (monophasic action potential duration measured at 90%
repolarization (MAPDyp)) and isolated cells using the whole-cell patch clamp technique;
dofetilide, NAPA, erythromycin, ketoconazole, and domperidone were used as selective

Ik: blockers.
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4. Methods

Experiments were performed in accordance with our institutional guidelines on animal
research. Animals were housed and maintained in compliance with the Guide to the

Care and Use of Experimental Animals of the Canadian Council on Animal Care.

A- Drug preparation

Dofetilide (generously supplied by> Pfizer Inc.) was dissolved in dimethylsulfoxide
(DMSO) and then added to the buffer solution at a concentration of 20, 150 or 200 nM.
Domperidone was dissolved in DMSO and added to the buffer solution at a final
concentration of 5, 50, 150 and 300 nM. Ketoconazole was dissolved in methanol and
then added to the buffer solution at a final concentration of 0.3, 1, 3 and 10 uM. NAPA —
(100 uM or 1 mM) and erythromycin — (10, 60 or 120 uM) containing buffer solutions
were prepared by adding the required amount of the drug to a freshly prepared Krebs-
Heinseleit solution. NAPA, erythromycin, domperidone and ketoconazole were

purchased from Sigma-Aldrich.

B- Experiments with buffer-perfused isolated hearts

Heart Isolation and Perfusion Technique
Male Hartley guinea pigs (weight, 300 to 350 g; Charles River Laboratories, Montreal,
Quebec, Canada) were anticoagulated by injection of heparin sodium (400 IU IP).
Twenty minutes later, animals were killed by cervical dislocation, and their hearts were
rapidly extirpated and immersed in cold (4°C) Krebs-Henseleit buffer containing (mM)

glucose 11.2, KCI 4.7, CaCl, 1.2, NaHCO; 25, NaCl 118.5, MgSO; 2.5, and KH,PO,
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1.2. This solution was continuously gassed with 95% oxygen plus 5% carbon dioxide
(pH 7.4, 37°C). Each heart was cannulated and retrogradely perfused via the aorta with
the Krebs- Henseleit buffer at a constant pressure equivalent to 100 cm H,O. To permit
rapid exchange in perfusion solutions, a double warming coil heart perfusion system

(Harvard Apparatus, Inc., South Natick, MA) and two parallel liquid columns were used.

Electrophysiological Measurements
Hearts were electrically stimulated (EP-2, clinical stimulator, Digital Cardiovascular
instruments inc.) at a basic cycle length of 250 msec (4 Hz) at three times threshold via
two silver electrodes implanted in the epicardium of the right ventricle. A monophasic
action potential catheter (Langendorff probe model 225, EP Technologies Inc) was
introduced in the left ventricle through the mitral valve and securely positioned to obtain
a visually adequate signal (amplitude > 5 mV, stable phase 4). During the protocol,
monophasic action potential signals were continuously recorded and sampled at 2000
Hz. The output was analysed using the Notocord-hem version 3.5 software (Notocord
Systems, Croissy sur Seine, France) for Windows 2000. Average action potential
duration at 90% repolarization (APDgyy) was calculated for each complex as the average

duration from the potential beginning to 90% repolarization of the MAP measurements.

Protocols
1- Single and concomitant administration of two I, blockers.
The effects of three potent Ik, blockers, alone and combined in pair, were evaluated in
this protocol. Hearts were perfused with Krebs-Henseleit buffer during a control period

of 10 minutes. Thereafter, perfusion was performed for 10 minutes with buffer
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containing [dofetilide (20 nM or 200 nM, n=8 per concentration)|, [NAPA (100 uM or 1
mM, n=8 per concentration)], [erythromycin (60 puM or 120 puM, n=8 per
concentration)], [dofetilide + NAPA (20 nM + 100 uM or 200 nM + 1 mM respectively,
n=8 per concentration regimen)] or [dofetilide + erythromycin (20 nM + 60 pM or 200
nM + 120 uM respectively, n = 8 per concentration regimen)]. Perfusion with buffer
containing no drug was then restarted during a 10 minute washout period to assess
reversal of drug effects. To evaluate reverse frequency-dependent properties,

monophasic action potential signals were recorded at various basic pacing cycles lengths

(250, 200 and 150 msec).

2- Single and sequential administration of two Ik, blockers.

First, the effects of four Ig, blockers administered alone were tested. After a 10 min
Krebs-Henseleit buffer-based perfusion, hearts were perfused with either [domperidone
(5, 50, 150 or 300 nM, n=6 per concentration)], [ketoconazole (0.3, 1, 3, 10 and 100 uM,
n=6)], [erythromycin (10 or 120 uM, n=6)] or [dofetilide (20 \or 150 nM, n=6)]. Then, a

washout period with the buffer alone was performed to assess reversibility of the effects.

Thereafter, the effects of erythromycin or ketoconazole respectively coadministered with
domperidone were evaluated after a primary perfusion step with domperidone. This
sequence intended to determine the effects obtained when a potent additional Ik, blocker
is administered on top of a previously administered Ik, blocker. Hearts were perfused
with Krebs-Henseleit buffer containing domperidone (5 or 50 nM,I n=6 per

concentration) during a period of 10 minutes. Then ketoconazole (10 or 100 uM) or

erythromycin (10 or 120 pM) was added to the perfusion for 10 minutes. Perfusion with
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the original domperidone-containing solution was then restarted during a 10 minute
washout period to assess reversal of drug effects.

Finally, the opposite sequence was evaluated by perfusing ketoconazole (0.3, 1, 3 and 10
uM) or erythromycin (10 uM) first, followed by the addition of domperidone (50, 150 or
300 nM, n=6 per concentration) or dofetilide (20 or 150 nM, n=6 per concentration) to
the buffer solution. After 10 min, buffer containing either ketoconazole 6r erythromycin

was restarted.

Statistical analysis
For all protocols, only hearts with reversal of phase 2 drug effects on reperfusion with
the buffer containing no drug or phase 1 drug respectively were included in the analysis.
Data on the magnitude of drug effects vs. control were analyzed with a Student's paired ¢
test. Drug effects at different concentrations were analysed with a Student’s unpaired ¢
test. Differences in MAPDg, prolongation were compared with an ANOVA test
combined with a Bonferroni post-hoc test. All values are expressed as mean = SD.

Statistical significance was set at p<0.05.

C- Patch-clamp experiments

HEK 293 cell preparation and electrophysiological measurements
HERG-transfected HEK293 cells were kindly donated by Dr Craig January (University
of Wisconsin). The stably transfected cells were cultured in minimum essential medium
(MEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 uM non-essential amino acids,
1 mM sodium pyruvate and 400 pg/mL G-418. Prior to electrophysiological studies the

cells were harvested from the culture dish by trypsinization and transferred to a 0.5 mL
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bath mounted on the stage of an inverted microscope (Axiovert 35, Zeiss). Cells were
superfused with HEPES-buffered tyrode solution containing (in mM) 137 NaCl, 4 KClI,
1.8 CaCly, 1 MgCl,, 10 glucose and 10 HEPES (pH 7.4 with NaOH). Membrane
currents were recorded in whole cell configuration using suction pipettes. The pipettes
had a tip resistance of 1 to 3 MQ. The internal pipette solution contained (in mM) 130
KCl, 1 CaCl,, 2 MgCl, 11 EGTA, 5 MgATP, 5 KATP and 10 HEPES (pH 7.2 with
KOH). An Axopatch-200A amplifier was used to generate voltage-clamp protocol,
acquire data, and analyse voltage and current signals. All experiments were performed at

room temperature (22—-23°C).

Protocols

Effects of several Ik, blockers on the HERG/Ik, current were studied in cells clamped at
-holding potential of -80 mV. Depolarizing steps were applied for 1 sec to voltages
between 50 and -50 mV in 10 mV increments. Cells were then repolarized at -40 mV for
1 sec, before they returned to the holding potential (-80 mV).

In a first set of experimenfs, domperidone (50 and 300 nM, n=5 per concentration) and
ketoconazole 10 uM (n=5) effects on HERG/Ik; current were assessed. Then, the effect
of ketoconazole 10 UM was assessed when it was perfused after a 10 min perfusion with
domperidone 50 or 300 nM (n=5 per concentration). Finally, HERG blocking effects of
domperidone 50 and 300 nM were evaluated after a 10 min perfusion of ketoconazole 10

UM (n=5 per concentration).
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Data storage and analysis
Currents were low-pass filtered at 1 kHz (4-pole Bessel filter; -3 dB/octave) and
sampled at 2 kHz. Magnitude of domperidone effects for patch-clamp data were
analysed with a Student paired t-test. A p value <0.05 was considered statistically

significant. All values were expressed as mean + SD.
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5. Results

Experiments with buffer-perfused isolated hearts

1- Single and concomitant administration of two Iy, blockers.

Figure 1 illustrates prolongation of the MAPDg, observed in hearts exposed to dofetilide
(20 nM or 200 nM), NAPA (100 uM or 1 mM), erythromycin (60 uM or 120 uM) or
their combination at their respective ICs for block of Iy; and at a basic cycle length of
250 msec. Perfusion of hearts with dofetilide 20 nM caused an increase of 17.8 = 1.6
msec in MAPDgg (p<0.001 vs. baseline), whereas use of 10 times higher concentrations
of dofetilide (200 nM) caused an increase of 27.0 = 3.3 msec in MAPDy (p<0.001 vs,
baseline and vs. dofetilide 20 nM). Mean increases in MAPDgyy during perfusion with
NAPA 100 uM was 15.7 = 1.0 msec (p<0.001 vs. baseline) compared to a 22.4 + 1.9
msec increase observed with NAPA 1 mM (p<0.001 vs. baseline and vs. NAPA 100
uM). Erythromycin 60 uM increased the MAPDyy by 16.4 + 3.6 msec (p<0.001 vs.
baseline) while a 2 times higher concentration-caused a 23.7 + 3.9 msec increase
(p<0.001 vs. baseline, p<0.01 vs. erythromycin 60 yM). Perfusion of dofetilide 20 nM +
NAPA 100 uM increased the MAPDyy by 24.3 * 2.9 msec (p<0.001 vs, baseline) while
10 times higher concentrations of both drugs increased MAPDygg only by 26.4 *+ 4.4 msec
(p<0.001 vs. baseline; p = NS vs. dofetilide 20 nM + NAPA 100 uM). Combination of
dofetilide 20 nM + erythromycin 60 uM increased the MAPDgo by 25.1 + 3.8 msec
(p<0.001 vs. baseline) while 10 times and 2 times higher concentrations respectively
induced a 30.0 + 5.3 msec prolongation of MAPDyg (p<0.001 vs. baseline; p = NS vs.

dofetilide 20 nM + erythromycin 60 uM). This indicates that MAPDgy augmentation
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reaches a certain plateau when concentration of Ik, blockers is increased. Furthermore, at
low concentrations (20 nM and 100 uM respectively), the combination of dofetilide and
NAPA induced a mean increase of 24.3 + 2.9 msec in MAPDg, which is much less than
the summation of the effect observed with each drug perfus¢d separately (17.8 + 15.7 =
33.5 msec). Similarly, the combination of high concentrations of dofetilide and NAPA
increased the MAPDg by less than the addition of the effect of each drug alone (26.4
msec vs. 27.0 + 22.3 = 49.3 msec respectively). Similar effects were observed with the
combination of dofetilide and erythromycin at both concentrations, indicating that a
partial additive effect, not potentiation, is observed during concomitant administration of
two Ik, blockers.

At basic pacing cycles of 200 msec and 150 msec, MAPDg, was significantly shorter
than during the slower pacing rate (250 msec) during all steps of the protocol. Indeed, as
shown in figure 2, MAPDgy prolongation was less important at a short cycle length
(p<0.001 at 250 msec vs. 200 msec vs. 150 msec for all tested drugs), confirming the
reverse rate-dependence characteristic of Ik, blockers. Qualitatively, similar partial
additive effects as those described for BCL 250 were observed ‘at BCL 200 and 150

msec.

2- Single and sequential administration of two Ik, blockers.

In this protocol, measurements of MAPDg, were performed in a series of experiments at
a basic pacing cycle length of 250 msec. Table 1 summarizes MAPDyg, prolongation (in
msec) observed after administration of the drug alone and after the sequential

administration of two Ik, blockers.
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Figure 3A illustrates the effects of ketoconazole 10 and 100 uM after perfusion with
buffer, domperidone 5 and 50 nM. Ketoconazole 10 and 100 uM induced an MAPDg,
prolongation of 10.0 £ 1.0 and 19.5 + 1.5 msec respectively when they were preceded
with buffer perfusion. The magnitude of MAPDg, prolongation induced by ketoconazole
10 and 100 puM remains unaltered when domperidone 5 or 50 nM were perfused first

(12.3 £ 0.7 and 19.2 + 1.6 msec for domperidone 5 nM pre-perfusion, versus 12.7 + 1.3

and 19.0 + 1.7 msec for domperidone 50 nM pre-perfusion respectively, p<0.05).

In contrast, Figure 3B illustrates the effects of domperidone 50, 150 and 300 nM after
perfusion with buffer, ketoconazole 0.3, 1, 3 and 10 uM. Domperidone 50 nM prolonged
the MAPDy, by 12.5 + 1.2 msec when it was preceded with buffer perfusion containing
no drug comparatively to 10.6 + 0.3 and 10.7 + 2.0 msec when preceded with
ketoconazole 1 and 10 pM (p<0.05). Similarly, domperidone 150 nM prolqnged
MAPDy, by 17.2 £ 0.9 msec when perfused after buffer containing no drug compared té
12.2 + 0.4 and 10.6 + 1.2 msec when it was perfused after ketoconazole 1 and 10 uM
respectively (p>0.001 vs buffer pre-perfusion). Domperidone 300 nM prolonged
MAPDg, by 22.2 + 1.1 msec when it was preceded with buffer containing no drug. This
prolongation was significantly decreased when domperidone 300 nM was preceded with
ketoconazole 10 uM (11.8 £ 1.1 msec, p>0.001), ketoconazole 3 UM (11.7 £ 0.7 msec,
p>0.001), 1 uM (17.4 = 0.5 msec, p>0.001), and as low as 0.3 uM (19.5 + 0.5 msec,
p>0.01). It is noteworthy to mention that the lowest ketoconazole concentration studied

(0.3 uM) does not cause any significant prolongation of MAPDgyy when perfused alone.
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Similarly to Figures 3A and 3B, Figures 4A and 4B describe the effects observed after
the sequential administration of erythromycin and domperidone. Domperidone, when
administered first, does not antagonize erythromycin effects on repolarization (Figure
4A). However, erythrmocyin (like ketoconazole), when administered first, antagonizes

domperidone effects on repolarization (Figure 4B).

To further evaluate the potential antagonism induced by ketoconazole, we perfused
ketoconazole 10 uM before adding dofetilide 20 or 150 nM. Similarly to results
observed with domperidone, MAPDg; prolongation induced by dofetilide was
significantly decreased when ketoconazole was perfused first compared to a buffer

perfusion (data shown in table 1).

C- Patch-clamp experiments

Patch-clamp experiments in HEK293 cells stably transfected with HERG/Ix, were
performed to assess the action potential-prolonging effects of the sequential
administraton of two Ik, blockers (domperidone and ketoconazole). Table 2 summarizes
results of Ix, blockade (%) observed during the exposure to each Ik, blocker alone or
combined, i.e. ketoconazole and domperidone.

Figure 5A shows activating and tail currents of Ik, elicited in HEK293 cells perfused
under control conditions, after 10 minutes of domperidone 50 nM and after 10 minutes
of washout. Domperidone 50 nM caused a 46.6+5.9% reduction in the tail current (n=5).
Fig. 6B shows activating and tail currents of Ik, elicited in HEK293 cells perfused with

ketoconazole 10 pM, after 10 minutes of domperidone 50 nM + ketoconazole 10 uM

and after 10 minutes of ketoconazole 10 UM as a washout. Contrary to the inhibitory
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effect observed previously with domperidone 50 nM alone, domperidone 50 nM
increased tail amplitude by 1353 * 37.9% (n = 5, p<0.001 vs domperidone 50 nM
alone) when cells were exposed to ketoconazole first.

On the other hand, when domperidone was perfused first, modulation of ketoconazole
effects on HERG block were observed. Indeed, ketoconazole 10 UM caused a
55.9+3.8% reduction in the tail current (n = 5) when it was perfused alone (Table 2).
When preceded with domperidone 50 or 300 nM, ketoconazole 10 UM reduced HERG
current by 81.1 + 2.0 or 35.5 + 12.0% respectively (n = 5, p<0.01 vs ketoconazole 10

UM alone).
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6. Discussion

Results obtained in this study indicate that the concomitant administration of two Ikr
blockers — either “classical” class III antiarrhythmic agents (such as dofetilide and
NAPA) or non-cardiovascular drugs (such as domperidone, erythromycin or
ketoconazole) — in isolated guinea pig hearts leads to a partial additive effect, not to a
synergism. Furthermore, we demonstrated that the order of administration of two Ik,
blockers modulates the magnitude of effects observed on cardiac repolarization. Indeed,
when ketoconazole or erythromycin are perfused first in isolated guinea pig hearts, they
antagonize the prolonging effect of domperidone or dofetilide. Yet, this antagonism is
not observed when domperidone is perfused first, indicating that not all Ik, blockers can
induce antagonism on other Ix, blockers when they are perfused first. Patch clamp
experiments confirmed that HERG block is sensitive to the order of

perfusion/administration of drugs.

Concomitant administration of two Ik, blockers

In the first part of the study, combined perfusion of dofetilide and NAPA at their
respective ICsp for block of Ik, caused a significantly greater increase in MAPDyg, than
did the ‘perfusion of either drug alone; however, the magnitude of drug effects was less
than that estimated by the summation of effects observed during the perfusion of each
drug alone. Furthermore, we aimed to evaluate the effects of combined perfusion of
drugs at 10-fold their respective ICsy for block of Ik, Concomitant perfusion of
dofetilide and NAPA at a concentration 10 times higher led to no more significant

increase in MAPDg, compared to the lowest concentrations. Following the same
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protocol as previously described, dofetilide and erythromycin showed comparable
results as those observed with dofetilide and NAPA.

Previous clinical observations have indicated that the combined -administration of two or
more Ik blockers was dangerous, without indicating the extent of potentiation that could
be observed [2, 41]. In agreement with our results, Rubart et al. have shown that a
pretreatment of erythromycin in dog Purkinje fibers and papillary muscles antagonizes
the lengthening of APD observed with dofetilide [42]. Our study clearly shows that the
combination of two Ik, blockers does not lead to any potentiation of effects, but only to a
partial additive effect. Unlike most ion channels, HERG binds several compounds of
widely differing structures [43, 44], mainly into one intracellular site. It has been shown
that block of HERG is made possible by a binding at the level of two unique
hydrophobic residues that are Phe 652 and Tyr 656. These residues are situated
intracellularly in the sixth transmembrane spanning domain [45]. Two exceptions to this
block are observed with fluvoxamine (sites of interaction not identified yet [46]) and
ERG toxins (extracellular sites of interaction [47]).

As a basic principle in agonist/antagonist binding to a receptor, it is well known that
most drugs interact with specific receptors by precise physico-chemical and steric
interactioﬁs between specific chemical moieties of the drug. When two drugs with
various affinities for binding to the same receptor are exposed simultaneously to their
receptor, antagonism develops. The affinity and concentration of each drug at the site of
binding is the key determinant of this competition. In addition, a group of receptors
expressed in a cell membrane can be saturated by a certain concentration of one or more
drugs applied together, and this depending mainly on the number of receptors expressed.

These concepts are clearly applicable to the binding site of HERG by Ik, blockers. By
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homology, when two Ik, blockers are co-perfused simultaneously, a competition is
expected and the drug with the highest affinity to HERG is binded. Furthermore, with a
certain drug concentration, the Ik, receptors are saturated leading to a plateau effect. This
was observed when we augmented by 10-times the concentration of dofetilide or NAPA
and by 2-times that of erythromycin. A recent publication by Margulis et al. evaluated
the effect of simultaneous application of two Ik, blockers on HERG current amplitude in
patch clamp [48]. The Ik, blockers selected in their study were chosen depending on
their binding sites and classified in three categories: 1) cisapride and quinidine (with
similar sites), 2) cisapride and fluvoxamine (with possibly dissimilar sites) and 3)
cisapride and BeKm-1 (with clearly distinct sites). Compared to our results conducted ex
vivo, the authors concluded that no synergism was observed in the three categories, and

that there was a trend towards a partial additive effect [48].

Rate-dependent changes in MAPDy,

Class III antiarrhythmic drugs prolong action potential duration preferentially at slow
heart rates. This rate-dependent effect is called reverse use-dependence [49]. We
confirmed this effect with non-cardiovascular Ik, blockers, and during the
coadministration of two Ik, blockers. Reverse-use dependence was observed with
dofetilide, NAPA, erythromycin, dofetilide + NAPA and dofetilide + erythromycin. It
has been suggested that reverse-use dependence could result from a nearly constant
block of I, if other repolarizing potassium currents, like Ik, increase in magnitude and

thus lessen the impact of Ik, block at fast heart rates.
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Sequential administration of two I, blockers

In the second part of our study, our objective was to evaluate the effects of Ik, blockers
when they are perfused after a previous Ik, block, excluding any metabolic interaction
between the two drugs. This experimental model is frequently observed in clinical
situations, especially when patients treated chronically with a certain drug possessing Ik,
blocking properties are being administered with another I, blocker [7, 39, 40]. Yet, our
model is mechanistically interesting because it excludes any intestinal or hepatic
metabolic interaction that can be observed in clinical situations; this lead to a better
focus on the pharmacodynamic interaction observed in situ. When ketoconazole (or
erythromycin) is perfused after several increasing concentrations of domperidone, no
significant antagonism mediated by domperidone is observed on Ik, block. This is
coherent with our previous results concluding that dual Ik, block does not lead to a
potentiation but to a competition and results in a partial additive effect until saturation of
the receptors. Furthermore, we assessed the reverse situation by perfusing ketoconazole
at clinical concentrations in the first phase, followed by an addition of domperidone at
different concentrations. When we augmented domperidone concentrations, no further
increase in the MAPDg, was observed when hearts are pre-perfused with ketoconazole,
compared to pre-perfused with buffer containing no drug. We even assessed a very low
concentration of ketoconazole (0.3 uM), which doesn’t have any effect on repolarization
by itself, and yet ketoconazole was still able to antagonize the prolonging effect of
domperidone. The same effects were observed when erythromycin was perfused before
domperidone and not vice-versa.

Following these experiments, we aimed to assess whether the previously observed

effects were characteristic of domperidone, or if they could be reproduced with other Ik,



156

blockers. Therefore, we evaluated the effects of dofetilide (as a pure I,) after perfusion
of ketoconazole. And similarly to domperidone, dofetilide effects were antagonized by

the pre-perfusion of ketoconazole.

Several hypothetical mechanisms could be proposed to explain this antagonism
phenomenon when ketoconazole (or erythromycin) is perfused first. Indeed,
ketoconazole and erythromycin are large molecules that can create steric barrier to other
smaller molecules like domperidone, and restrict their access to the binding site on Ik, A
second hypothesis is that ketoconazole or erythromycin are potential inhibitors of influx
transporters expressed at the membrane surface of cardiomyocytés. These influx
transporters, like many solute carrier transporters (SLC), are known to be expressed in
the heart and can play a major role in modulating the intracellular concentration of their
substrates [50-52]. Keeping in mind that the binding site on .IKr_ i$ intracellular,
domperidone (and dofetilide) needs to enter the cardiomyocyte to block'i@. Therefore, -
domperidone transport would be inhibited by ketoconazole or erythromyecin, this leading
to a decrease in the intracellular concentration of domperidone and a decrease in the
block of Ik, Yet, more studies need to be accomplished in order to evaluate the
possibility of this mechanism by clearly identifying which membrane transporters are

expressed in cardiomyocytes, and what are their specific substrates.

To further elucidate the potential mechanisms involved, we evaluated the ketoconazole-
domperidone like effects in HERG-stably transfected HEK293 cells with the patch-
clamp technique. Results showed that domperidone, when perfused first, slightly but

significantly increases the inhibitory effects of ketoconazole on HERG/Ik, (from ~ 56%
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inhibition with ketoconazole alone to ~ 81% when ketoconazole is preceded by
domperidone). More interestingly, when ketoconazole was perfused first and
domperidone 50 nM added afterward, the latter increases the amplitude of HERG
current by an average of 135%; in comparison, this current was inhibited (not increased)
by 47% when domperidone 50 nM was perfused alone. These results clearly show that
the order of perfusion of two Ik, blockers is a determining factor in protecting or

aggravating the toxic effects of these drugs.

Clinical implications
The observed partial additive effects on the prolongation of action potential during the
combined administration of two Ik, blockers supports to a certain limit the clinical
recommendations suggesting to avoid the administration of more than one drug known
to prolong the QT interval at the same time. However, our results clearly suggest that
major pharmacokinetic interactions associated with the inhibition of specific metabolic
pathwayé such as those mediated by CYP3As are of greatest clinical relevance. The
resulting increase in plasma levels of one Ik, blocker appears to explain most of the QT
prolongation observed under these clinical situations.

Moreover, the order of administration seems to be an important factor to be considered
when administering two Ik, blockers. Yet, many studies need to be elaborated -before
obtaining tools to understand and predict which I, blocker can be dangerous when

preceding another specific Ik, blocker.
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7. Conclusion

Simultaneous perfusion with two Ik, blockers leads to a partial additive effect, not to a
synergistic effect, such as widely believed. Therefore, results in this study only partially
support the hypothesis that the coadministration of two Ik, blockers with different
metabolic pathways should be clinically avoided. Moreover, the order of a sequential
administration of two Ik, blockers is an important factor to consider when treating with
drugs known to prolong cardiac repolarization. Indeed, not all I, blockers interact

identically whether they are perfused before or after another Ik, blocker.
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9. Table Legends

Table 1. Summary of the extent of MAPDy, prolongation observed from different
protocols of drug perfusion. Phase 1 consists of a 10 min perfusion with Kerbs '
Henseleit buffer or an Ik, blocker. Phase 2 consists of adding an I, blocker (in bold in
Phase 2 column) to the Ik, blocker (or buffer) already present in phase 1. Phase 3 is a

return to the perfusion solution used in phase 1.

Table 2. Extent of Ik, blockade (%) observed with different drug perfusion in
HEK293-stably transfected HERG cells. Drugs were perfused either alone or

combined in a sequence
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Table 1
Phase 1 Phase 2 Phase 3 N MAPD,, prolongation: SEM
Phase 2 — Phase 1 (msec)
Buffer Ketoconazole 10 yM Buffer 6 10.00 0.97
Domperidone 5 nM Ketoconazole 10 uM Domperidone 5 nM 6 12.33 0.73
Domperidone 50 nM Ketoconazole 10 uM Domperidone 50 nM 6 12.67 1.33
Buffer Ketoconazole 100 uM Buffer 6 19.50 1.50
Domperidone 5 nM Ketoconazole 100 uyM Domperidone 5 nM 6 19.17 1.59
Domperidone 50 nM Ketoconazole 100 uyM Domperidone 50 nM 6 19.00 1.73
Buffer Domperidone 50 nM Buffer 6 12.50 1.19
Ketoconazole 1 uM Domperidone 50 nM Ketoconazole 1 uyM 6 10.67 0.33
Ketoconazole 10 uM Domperidone 50 nM Ketoconazole 10 uM 6 10.67 2.01
Erythromycin 10 yM Domperidone 50 nM Erythromycin 10 uM 6 9.83 0.51
Buffer Domperidone 150 nM Buffer 6 17.20 0.86
Ketoconazole 1 uM Domperidone 150 nM Ketoconazole 1 uM 6 12.17 0.44
Ketoconazole 10 pyM Domperidone 150 nM Ketoconazole 10 yM 6 10.60 1.17
Erythromycin 10 uM Domperidone 150 nM Erythromycin 10 uyM 6 12.88 1.23
Buffer Domperidone 300 nM Buffer 6 22.20 1.07
Ketoconazole 0.3 pM Domperidone 300 nM Ketoconazole 0.3 uM 6 19.50 0.50
Ketoconazole 1 uyM Domperidone 300 nM Ketoconazole 1 uyM 6 17.38 0.47
Ketoconazole 3 yM Domperidone 300 nM Ketoconazole 3 uM 6 11.67 0.67
Ketoconazole 10 pM Domperidone 300 ntM Ketoconazole 10 uM 6 11.83 1.08
Erythromycin 10 pM Domperidone 300 nM Erythromycin 10 uM 6 14.20 0.58
Buffer | Erythromycin 10 yM Buffer 6 10.33 0.76
Domperidone 5 nM Erythromycin 10 yM Domperidone 5 nM 6 10.00 0.58
Domperidone 50 nM Erythromycin 10 yM Domperidone 50 nM 6 9.67 0.33
Buffer Erythromycin 120 yM Buffer 6 21.33 1.20
Domperidone 5 nM Erythromycin 120 pM Domperidone 5 nM 6 18.50 2.25
Domperidone 50 nM Erythromycin 120 pM Domperidone 50 nM 6 20.33 0.33
Buffer Dofetilide 20 nM Buffer 6 18.00 0.77
Ketoconazole 10 uM Dofetilide 20 nM Ketoconazole 10 uM 6 9.67 1.76
Buffer Dofetilide 150 nM Buffer 6 23.50 0.50
Ketoconazole 10 uM Dofetilide 150 nM Ketoconazole 10 uM 6 12.17 0.60
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Table 2
Ik blockade:

Phase 1 Phase 2 Phase 3 N | Phase 2— Phase 1 (%) SEM
Bufter Domperidone 50nM Buffer 5 -46.60% 5.93%

Buffer Domperidone 300nM Buffer 5 -83.40% 1.21%

Buffer Ketoconazole 10uM Buffer 5 -55.94% 3.80%
Domperidone 50nM + Ketoconazole 10pM Domperidone 50nM 5 -81.06% 2.04%
Domperidone 300nM + Ketoconazole 10uM Domperidone 300nM 5 -35.53% 11.98%
Ketoconazole 10uM + Domperidone 50nM Ketoconazole 10uM 12 135.28% 37.87%
Ketoconazole 10uM + Domperidone 300nM Ketoconazole 10uM 12 -48.13% 7.72%
Domperidone 50nM Buffer 2 83.45% 231%

Buffer

+ Ketoconazole 10uM
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10. Figure Legends

Figure. 1. MAPDy, prolongation observed after hearts perfusion of {dofetilide 20 and
200 nM], [NAPA 100 uM and 1| mM], [erythromycin 60 uM and 120 uM], [dofetilide +
NAPA (20 nM + 100 pM and 200 nM + | mM respectively)] and [dofetilide +
erythromycin (20 nM + 60 pM and 200 nM + 120 pM respectively)] (n = 8 per

concentration).

Figure 2. Panels A and B illustrate changes in MAPDy; at different pacing cycle lengths
(250, 200 and 150 msec) in hearts perfused with dofetilide, NAPA, erythromycin,
dofetilide + NAPA and dofetilide + erythromycin at different concentrations (n = 8 per

concentration).

Figure 3. Panel A shows changes in MAPDy, observed in hearts perfused with buffer,
domperidone 5 or 50 nM followed respectively by an dddition of ketoconazole 10 or 100
UM. Panel B shows changes in MAPDg; observed in hearts perfused with buffer,
ketoconazole 0.3, 1, 3 or 10 uM followed respectively by an addition of domperidone
50, 150 or 300 nM (n = 6 per group, **: p<0.01; ***: p<0.001 vs after Krebs henseleit

buffer).

Figure 4. Panel A shows changes in MAPDy; observed in hearts perfused with buffer,
domperidone 5 or 50 nM followed respectively by an addition of erythromycin 10 or

120 uM. Panel B shows changes in MAPDy observed in hearts perfused with bu.ff,er,‘_or
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erythromycin 10 uM followed respectively by an addition of domperidone 50, 150 or

300 nM (n=6 per group, **: p<0.01; ***: p<0.001 vs after Krebs henseleit buffer).

Figure 5. HERG outward and tail currents are shown, elicited by a 4 sec step to + 20

mV in HEK293"ERS* control cells (Panel A) and HEK293"ER%* cells perfused with
ketoconazole 10 UM (Panel B) under control conditions and in the presence of

domperidone 50 nM.
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Figure 3
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Figure 4
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1. Résumé

" Introduction: Le syndrome du QT long (LQTS) médicamenteux est un effet indésirable
majeur des médicaments associés au blocage du courant potassique cardiaque Ik,
(HERG). Nous avons remarqué que plusieurs des médicaments associ€és au LQTS
médicamenteux sont également des substrats/inhibiteurs du transporteur membranaire
d’efflux P-glycoprotéine (P-gp). Pour cela, les objectifs de cette étude étaient d’év‘aluer
I’interaction possible entre HERG et P-gp au niveau des cardiomyocytes humains et de
cobayes et d’évaluer le role de la P-gp durant le blocage fonctionnel d’Ik, par les
médicaments.

Meéthodes et Résultats: Nos résultats ont démontré pour la premiére fois une étroite
interaction physique entre la protéine d’un canal potassique cardiaque (HERG) et un
transporteur membranaire d’efflux (P-gp). Nous avons également démontré que
I’expression de la P-gp dans des cellules HEK293 transfectées par HERG augmentait le
blocage d’lk, induit par la dompéridone, un substrat de P-gp avec des propriétés de
blocage d’Ik;.

Conclusions: L’ étroite interaction physique et fonctionnelle entre ces deux protéines
fournit une nouvelle donnée qui servira & une meilleure compréhension des mécanismes

sous-jacents au LQTS médicamenteux.
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2. Abstract

Background: Drug-induced long QT syndrome (LQTS) is the major side effect of drugs
associated with block of the cardiac potassium current I, (HERG). We noticed that
several of the drugs associated with drug-induced LQTS are also substrates/inhibitors of
the membrane transporter P-glycoprotein (P-gp). Therefore, the objectives of our study
were to assess the possible interaction between HERG and P-gp in human and guinea
pig cardiomyocytes and to evaluate the role of P-gp during functional block of Ik, by
drugs.

Methods and Results: Our results show for the first time a tight physical interaction
between a cardiac potassium channel protein (HERG) and a membrane drug efflux
transporter (P-gp). We also show that P-gp expression in HERG transfected HEK293
cells increased the apparent ICsq for block of Ik, by domperidone, a P-gp substrate and
known Ik, blocker.

Conclusions: The close physical interaction and functional relationship between these
two proteins provides new information for a better understanding of mechanisms

underlying the drug-induced LQTS.
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3. Introduction

The hallmark of all LQTS — congenital or drug-induced — is an abnormal cardiac
ventricular repolarization which translates on the surface ECG into a prolonged QT
interval'. Excessive prolongation of the QT interval is associated with an increased risk
of torsades de pointes (TdP), a polymorphic ventricular tachycardia that can degenerate

into ventricular fibrillation and death.

Prolonged repolarization can be caused by an increase in depolarizing inward currents
(Ina; LQT3, or Ic,.; LQT8) or by a decrease in repolarizing outward currents. The latter
mostly involves potassium channels and particularly the delayed rectifier current (Ix) for
drug-induced LQTS'. In guinea pigs and humans, Ix comprises both a rapidly (Ig,) and a
slowly (Iks) activating compdnentzl‘. In humans, I, is encoded by HERG (human ether-a-
go-go-related gene; KCNH2)> © and studies at the molecular level demonstrated that the
molecular physiology and pharmacology of HERG and I, are similar” 8. In addition, we
and others have identified that many drugs responsible for the occurrence of drug-induced
LQTS have an important blocking affinity towards | PRaLL Today, the list of drugs
associated with a prolongation of the QT interval is rather long and includes non-
antiarthythmic agents, some of which had to be removed from the market (cisapride,

. . 12
terfenadine, astemlzole)g' .

We recently compiled complete information on the relative expression and function of
numerous ABC (ATP-Binding Cassette) efflux transporters in the heart"’. Hence, from

the ABC transporter family, it is known that at least 13 proteins exhibit a considerable
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level of expression in the heart (P-gp/MDR1, MRP1, MRP4, MRP5, MRP7, BCRP,
ABCD2, ABCA1, ABCAS, ABCA6, ABCAS, ABCA9, ABCA10)". Seven of them
(bold type) have been involved in drug transport; but 3 of them namely, P-gp, MRP1
and BCRP, seem to have major roles'*. Due to their presence, we suggested that
distribution of several drugs to cardiac tissues would be modulated by the activity of
these transporters'®, Influx transporters would increase the intracellular concentration of
drugs while efflux transporters would cause the opposite.

Data in the literature indicate that several P-gp substrates/inhibitors (e.g. domperidone) are
often associated with block of Ik;, and inversely that several drugs with Ik, blocking
properties are substrates/inhibitors of P-gp'® °. For example, several anticancer adjuvants /
Pgp modulators such as S9788 never reached the market due to their potential pro-
arrhythmic side effects'®. These observations prompt us to study the physical and
functional interaction between HERG and P-gp and to hypothesize that transporters would
modulate drug effects on cardiac repolarization since major binding sites to Iy, are

1
intracellular'""'®.

Therefore, the objectives of the present study were 1) to determine whether HERG and
P-gp physically interact together in human and guinea pig ventricular mycoytes and 2) to
evaluate the functional role of P-gp expression on the block of Ix, mediated by

domperidone, a probe drug that is a P-gp substrate and a non-antiarthythmic I, blocker.
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4. Methods

1. Study of the physical interaction of HERG énd P-gp

1.1. Membrane protein extraction

Samples from human (RETEB, Réseau en Santé Cardiovasculaire, FRSQ, Canada) and
male Hartley guinea pig (Charles River Laboratories) left ventricular tissues were
washed in cooled PBS and then rapidly frozen with liquid nitrogen. The tissue was
grinded and suspended in 10 mL of lysis buffer (20 mmol/L Tris-HCI], 300 mmol/L
NaCl, 0.1 %SDS, 1 % NP40, 10 uL Protease Inhibitor Cocktail (Sigma)). Using a
polytron, the suspension was homogenized for 20 seconds and centrifuged for 15 min at
5,000g at 4°C to remove the remaining cells. The supernatant was then centrifuged at
120,000 g for 1 hour to pellet the membranes, and then analysed by Western blotting.
The pellet was then resuspended in 500 pL (75 mmol/L Tris, 12.5 mmol/L, MgCl,, 5

mmol/L EDTA, pH 7.4) and then used for the co-immunoprecipitation experiments.

1.2. Co-immunoprecipitation

The supernatant described above was diluted with equal volume of dilution buffer (20
mmol/L Tris-HCI, 0.1 %SDS, 1 % NP40, 10 pL Protease Inhibitor Cocktail (Sigma), pH
7.4) and centrifuged at 45,000 g to remove crude membranes. The supernatant
corresponding to the protein membranes was incubated overnight with antibodies
directed either against P-gp (C219, Zymed) or HERG (APC-062, Alamone). A negative
control was performed with anti-rabbit or anti-mouse secondary antibodies. Agarose
beads A/G were then added for 30 min to 1 hour to the immunoprecipitates. After

washing with the dilution buffer 4 to 10 times, protein concentration was determined
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using the detergent compatible kit (Pierce). Co-immunoprecipitated proteins were then

separated by Western blotting.

1.3. Western Blotting

Membrane protein extracts from human and guinea pigs hearts were separated by 8 %
SDS-PAGE and then transferred to nitrocellulose filters (Amerscham-Biosciences). Free
binding sites were blocked with 1 % fat-free dry milk, 1 % BSA, 0.05 % Tween 20 in
PBS (pH 7.4), and membranes were probed with rabbit anti-HERG antibodies
(Alamone) and mouse anti-P-gp antibodies (C219), and iﬁcubated overnight at 4°C.
Nitrocellulose membranes were washed three t\imes with PBS-T (0.05 % Tween 20 in
PBS) and incubated with goat anti-rabbit IgG horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibodies or anti-mouse IgG antibodies followed by the ECL method

(Amerscham-Biosciences), and then analysed with Chemimager (Alpha Innotech).

1.4.Immunohistochemistry

The relationship between HERG and P-gp was studied in guinea pig ventricular
cardiomyocytes by an immunohistochemical procedure. Guinea pig cardiomyocytes
were freshly isolated as described previously following exposure to collagenase 2,
Cardiomyocytes were washed with PBS then incubated in Labteck dishes — treated
previously with Polylysine 80 % — at 37°C for 1 hour to allow the adherence of
cardiomyocytes. Subsequently, cardiomyocytes were washed and permeabilized with
0.25 % Triton X-100 in PBS. Non-specific binding sites were blocked with 10 % FCS

and 3 % BSA for 1 hour at room temperature. Cardiomyocytes were incubated with

primary anti-P-gp antibodies (dilution 1:100) or primary anti-HERG antibodies (dilution
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1:25) in 10 % FCS and 1 % BSA overnight at 4°C. P-gp was visualized with Alexa 488-
conjugated goat -anti-mouse IgG secondary antibodies (Molecular Probes) and HERG
was visualized with TexasRed-conjugated goat anti-rabbit IgG secondary antibodies
(dilution 1:400). Nuclei were visualized with‘ propidium iodide contained in the
Vectashield mounting medium (Vector Laboratories). Cardiomyocytes were examined
under a Leica confocal laser screening microscope with argon ion lasers appropriate for
Alexa 488 and propidium iodide. Images were collected with Leica 10x, 40x oil
objectives and 63x.

Human ventricular heart tissue samples were rapidly rinsed in PBS, recovered with OCT
(Optimal Cutting Temperature compound, Somagen) and immediately frozen in liquid
nitrogen. Six-micrometer cryosections of human tissues were fixed with cold acetone for
10 min. The immunohistochemical procedures were performed exactly as described

above for guinea pig ventricular cardiomyocytes.

2. Study of the functional interaction of HERG and P-gp

2.1 Cloning of MDR1 ¢cDNA

MDRI cDNA clone was prepared using vector pGEM3ZF(-)Xba-MDR1.1 (ATCC,
Manassas, Virginia, USA) as cDNA template. The cDNA fragment of MDR1 was
amplified by polymerase chain reaction (PCR) (at 94°C for 2 min, followed by 40 cycles at
94°C for 30 sec, 55°C for 30 sec and 68°C for 4 min) with upstream primer H-1b
5’ACGCGTCGACGATGGATCTTGAAGGGGA and downstream primer R-1b
5’CGCGGATCCTCAATGGCGCTTTGTTCCA. These primers contain a new restriction
site in the end of the fragment for endonucleases Sal I and BamHI. PCR reactions were

performed with 2U of Platinum pfx DNA polymerase (Invitrogen). cDNA insert was
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enclosed cohesively into multiple cloning sites (MCS) of vector pEGFP-C1 (Clontech) by a
digestion of the insert and the vector with Sal I and BamHI. Recombinant pEGFP-MDR1

vector was sequenced before transfection into HEK293 cells.

2.2. Transfection of MDRI1 in HEK 293 cells that stably express HERG.

Cells from HERG-transfected HEK 293 stable cell line (kindly donated by Dr. Craig
January, University of Wisconsin) were cultivated with 10 pg of the recombinant pGFP-
MDRI1 vector using the calcium phosphate precipitation technique®'. Transiently
transfected cells were incubated for 18 h in 100 mm dishes and then trypsinized and
transferred to 35 mm dishes. The green fluorescent protein was coexpressed with MDR 1
to assess the transfection efficiency and to identify expressing cells for voltage-clamp

analysis. Fluorescent cells were voltage-clamped 48 to 72 h after transfection.

2.3. Patch-clamp experiments

Whole-cell voltage-clamp recordings were performed on transfected cells (or non-
transfected controls) well displaying green fluorescence. The setup was performed at
37°C with the preparation in 35-mm dishes mounted on the stage of an inverted
microscope (Axiovert 35, Zeiss). Currents were recorded in the whole-cell configuration
of the patch-clamp teéhnique using an Axopatch 200A amplifier (Axon Instruments,
Burlingame, Calif., USA). Voltage clamp were controlled by the pCLAMP software
package (version 9 Axon Instruments).

Patch pipettes used were heat-polished to obtain a tip resistance of about 3 MQ when
filled with intracellular solution containing (mM): 110 KCI; 1 MgCl,.6H,0; S BAPTA-

K4; 5 K:ATP; 10 HEPES (pH = 7.2, adjusted with KOH). Cells were superfused with a
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control external solution containing (mM): 145 NaCl; 4 KCI; 1.8 CaCl,.2H,0; 1
MgCl,.6H,0; 10 glucose; 10 HEPES (pH = 7.35, adjusted with NaOH). This solution is
compatible with patch-clamp experiments and is suitable for transporter activity.
Domperidone solution was prepared daily by dissolving required amount of the drug in
DMSO then in the Tyrode solution perfusing the cells. Effects of domperidone on the
HERG current were studied in cells clamped at holding potential of -80 mV.
Depolarizing steps were applied for 4 sec to voltages between 60 and -40 mV in 10 mV
increments. Cells were then repolarized at -40 mV for 6 sec, before they returned to the

holding potential (-80 mV).

3. Data storage and analysis

Currents were low-pass filtered at 1 kHz (4-pole Bessel filter; -3 dB/octave) and
sampled at 2 kHz. Magnitude of domperidone effects for patch-clamp data were
analysed with a Student paired t-test. A p value < 0.05 was considered statistically

significant. All values were expressed as mean * SD.



187

5. Results

1. Physical interaction Qf HERG and P-gp

To improve the resolution and the sensitivity of the detection techniques, we performed
immunochemistry using fluorescent antibodies combined with confocal microscopy.
Fig. 1A shows a longitudinal morphological presentation of slices of human cardiac
ventricles where cardiomyocytes can be distinguished (enlargement 10X, 40X and
100X). Fig. 1B shows that both HERG and P-gp could easily be localized in such slices
of human cardiac ventricular tissue. In addition, the co-localization of the two proteins
was revealed by simultaneous exposure to wavelengths for both HERG and P-gp
antibodies. These results were confirmed in isolated guinea pig cardiac ventricular

myocytes (Fig. 2).

As a second step and in order to determine whether the two proteins physically interact,
we performed co-immunoprecipitation studies by exposing membrane protein extracts
from human and guinea pig cardiac ventricular tissues to anti-P-gp antibodies and
looked for the presence of HERG in these immunoprecipitates. Human heart protein
extracts were exposed to non-selective IgG antibodies (Fig. 3A and 3B; lines 2 and 4)
and to anti-P-gp antibodies where P-gp could be detected after 24 and 4 hours of
exposure (Fig. 3A; lines 3 and 5). Western blotting with anti-HERG antibodies of these
immunoprecipitates also revealed the presence of HERG (Fig. 3B; lines 3 and 5). Non-
selective binding was not observed with A/G beads (Fig. 3A and 3B; line 6). We also
performed reversed co-immunoprecipitation by precipitating HERG first and revealed

the presence of P-gp in these immunoprecipitates. Finally, the presence of P-gp and
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HERG was also demonstrated in membrane protein extracts from guinea pig hearts (Fig.

4).

2. Functional interaction of HERG and P-gp

2.1. Patch-clamp experiments

Figure SA shows HERG currents elicited by 4 sec step from a holding potential of -80
mV to + 20 mV, followed by repolarization to -50 mV for 6 sec, in a HERG+ stably
transfected HEK293 cells perfused under control conditions and in the presence of
domperidone 100 nmol/L. After a repolarizing step to -50 mV, an outward tail current
was recorded. Tail current amplitude increased with depolarizing steps from -40 to
+10mV and was then superimposed on further depolarizing steps to +50 mV. At 37°C,
domperidone 100 nmol/L suppres.sed both the outward and tail current, as shown in Fig.
5A and B. The mean decrease in HERG tail-current peak amplitude in 5 HEK293
control cells exposed to the same concentration of domperidone was 63+8 %. In

contrast, HEKHERG*

cells transfected with MDR1 exhibited a significant lower inhibition
of 31+2 % when perfused with domperidone 100 nmol/L at 37°C (Fig.5B; p<0.001,
n=5). To further validate our paired results (measurement and comparison for each cell
of HERG amplitude in the absence and presence of domperidone), we used a non-paired
approach by using different cells for measurement of the current amplitude under control
conditions and during the exposure to drug. This approach eliminates the potential
overestimation of Ik, block due to rundown of the current. After amplitude
normalization, domperidone 100 nmol/L showed lower inhibition of HERG current in

HEK"ERS* cells transfected with MDR1 compared to non-transfected HEKMERS* cells

(30 vs 48 %, p<0.01, n =25/ group).
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6. Discussion

Results obtained in this study indicate a very close physical interaction between HERG
and P-gp in human and guinea pig cardiac ventricular myocytes. Furthermore, we

showed that expression of P-gp in HEK293HERG*

cells decreases the blocking effect of
dorﬁperidone, a well-known P-gp substrate. This is most probably explained by a

decrease in domperidone intracellular concentrations mediated through a drug efflux by

P-gp.

Our results clearly confirmed the presence of HERG and P-gp in human and guinea pig
hearts. Although the expression of HERG has been indisputable in cardiac myocytes,
various levels of expression of P-gp have been reported”. To our knowledge, these
findings are the first to describe a physical interaction between HERG, the main
potassium channel responsible for human ventricular repolarization, and P-gp, an ABC
efflux membrane transporter that actively transports diverse molecules across the
membrane. Moreover, we believe that this is the third report of a close interaction
between ion channels and transporters in various cell types. Indeed, others have shown
that CFTR (ABCC?7) is a constituent of chloride channels®?, while SUR1 (ABCCS8) is a
constituent of ATP-dependant potassium channels (IK(ATP))23’ ** CFTR and SURI are
important and necessary subunits for the normal functioning of these channels, and
comparatively, P-gp may be an essential element for HERG function in the heart and in
other vital ‘organs. Indeed, P-gp and HERG proteins play an important role in several
pathologies. For instance, P-gp is highly expressed in several tumour types and has a

prevalent role in cancer treatment where it explains some of the multidrug resistance
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phenomenazs. Increasing evidences also indicate that ion channels such as HERG are
involved in the pathophysiology of cancer’® 27, HERG is frequently over-expressed in
many tumour cell lines as well as in primary human cancers. It is believed that HERG
may interact with adhesion receptors of the integrin familyzg. However, the direct
interaction of P-gp and HERG in tumour cells has not been evaluated yet and our results
may be a trigger to further studies concerning this potential close relationship.

We have also shown that transfection of HEK293HERG*

cells with P-gp clearly modulates
the amplitude of Ik, blockade mediated by domperidone. Domperidone was marketed
worldwide since 1978 as a gatsrokinetic and antiemetic drug. However, it was associated

h29, 30;

with several cases of QT prolongation and sudden deat the mechanism of its

proarrhythmic properties was explained by a direct blocking effect on HERG channel'°.
Furthermore, domperidone is a proven substrate of P-gp and can be used as a valid P-gp
probe’" *2. For these reasons, domperidone was chosen as a double probe for both P-gp
and HERG in this study.

In our study, modulation of domperidone blocking effects mediated by P-gp transfection
could be explained from a pharmacokinetic approach. First, we co-expressed the green
fluorescent protein (GFP) with P-gp to identify by a fluorescent microscope detector
which cells do truly express P-gp. This expression shows that these new cells have an
additional pharmacokinetic factor that plays a role in detoxification, i.e. expulsing
domperidone (P-gp substrate) towards the extracellular milieu. Decreasing the
intracellular coﬁcentration of domperidone leads to a decrease in domperidone

availability at HERG binding site; this manifestly leads to a decrease in the Ik, blocking

effect of domperidone and to a larger Ix, amplitude as shown in our results.
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These findings are of great importance from a drug safety perspective. Indeed, patients
that exhibit different activities in their influx/efflux transporters could have major
variations in the magnitude of drug action, and more particularly with non-
antiarthythmic drugs in the heart. For instance, a decrease in the activity of an efflux
transporter such as P-gp due to genetic polymorphisms could result in the accumulation
of P-gp substrate drugs in the heart, the brain or in the placenta that all express high
levels of this efflux transporter33. Conversely, a decrease in the activity of an influx
transporter could result in lower tissue levels for similar plasma concentrations. This
could bring a new explanation to the inter-individual variability observed in the drug-
induced LQTS. Despite the fact that many risk factors (gender, bradycardia, drug-drug
interactions...) have been identified for the drug-induced LQTS, we still remain unable
to adequately predict which patient will develop proarthythmia with a specific drug.
With these findings in hand (associated with future more elaborated fundamental and
clinical data), physicians will look further at genetic polymorphisms in influx/efflux
transporters aﬁd drug interactions that could lead not only to an impaired metabolism but

also to an impaired active transmembrane transport.
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7. Conclusion

In conclusion, we demonstrated in this study a physical and functional interaction
between HERG and P-gp in cardiac ventricular myocytes and HEK293 cells expressing
HERG. Our results suggest that the extent of block of Ik, by various drugs in cardiac
myocytes could be linked to the activity of the efflux drug transporter P-gp. Intersubject
variability in the activity of P-pg due to genetic polymorphisms or drug-drug
interactions that could lead to a modulation in P-gp activity could be major determinants

of drug channel block on Ik, hence, of the risk of drug-induced LQTS.
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9. Figure Legends

Figure 1: Detection of HERG and P-gp in Human cardiac ventricular tissues by
immunohistochemistry.

Fig. 1A shows longitudinal morphological presentation of slices of human cardiac
ventricles by optical microscopy. The tissue was fixed in formol 10 %, and then stained
with hematoxyline. Fig. 1B shows, from left to right, the localisation of HERG (red), P-
gp (green), their co-localisation (merge) and the negative controls obtained following
exposure to mouse secondary antibodies (without anti-P-gp) and rabbit secondary

antibodies (without HERG).

Figure 2: Detection of HERG and P-gp in guinea pig cardiac ventricular myocytes
by immunohistochemistry.

Fig. 2 reveals the localisation of P-gp and HERG in the cell membrane of guinea pig
cardiac myocytes. Fig. 2A and B show from left to right, the localisation of HERG (red)
and P-gp (green), and their co-localisation (merge). Fig. 2C shows from left to right,
negative controls obtained following exposure to rabbit secondary antibodies (without

HERG) or mouse secondary antibodies (without anti-P-gp).

Figure 3: Association of P-gp with HERG in human heart

Using Western blotting and specific antibodies, Fig. 3A shows, from left to right, P-gp
revealed from a crude human membrane extract corresponding to the input (line 1), IP
revealed with mouse IgG antibodies as a negative control (lines 2 and 4), IP revealed

with P-gp antibodies (24 hours and 4 hours; lines 3 and 5), and IP revealed with A/G
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beads as another negative control (line 6). Fig. 3B shows, from left to right, the presence
of HERG, visualised with HERG antibodies (lines 1, 3 and 5). (IP: Inmunoprecipitation,
IB: Immunobloting, P-gp: P-glycoprotein, HERG: human ether-a-go-go-related

channel).

Figure 4: Association of P-gp with HERG in guinea pig heart
Using Western blotting and specific antibodies, figure 4A shows, from left to right, P-gp
revealed from a crude guinea pig heart membrane extract correSponding to the input
(line 1), IP revealed with P-gp antibodies (24 hours and 4 hours; lines 2 and 3), IP
revealed with mouse IgG antibodies as a negative control (line 4), IP revealed with A/G
beads as another negative control (line 5). Figure 4B, shows from left to'right the

presence of HERG, visualised with HERG antibodies (lines 1, 2 and 3).

Figure S: HERG block in control and MDR1 transfected cells.
HERG outward and tail currents are showed, elicited by a 4 sec step to +20 mV in
HEK293"ERG control cells (Panel A) and HEK293ERS* transfected with MDR1 (Panel

B) under control conditions and in the presence of domperidone 100 nmol/L.
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1. Résumé

Introduction: e diabéte a été fortement associé a une prolongation de I’intrevalle QT,
qui peut déclencher ultimement des arythmies fatales. L’objectif de la présente étude
était d’évaluer la fagon dont la concentration de glucose peut moduler les effets des
médicaments sur la repolarisation ventriculaire et sur les courants potassiques cardiaques
de repolarisation. Méthodes: Des cceurs de cobayes Hartley mailes furent isolés et
rétroperfusés selon le modele de Lanéendorff et la durée du potentiel d’action
monophasique a 90 % de repolarisation (MAPDgo) fut mesurée dans le ventricule
gauche. Trois concentrations de glucose (1, 5 ou 20 mmol/L) furent testées avec de la
dofétilide 20 nmol/L (un bloqueur spécifique d’Ik,), du chromanol 293B 10 pmol/L (un
bloqueur spécifique d’Iks) ou les deux ensembles. Les effets des concentrations de
glucose (1, 5 ou 20 mmol/L) sur le blocage d’Ik, induit par la dofétilide 20 nmol/L furent
également mesurés dans des cellules HEK293 transfectés avec HERG en utilisant la
technique de patch clamp en mode cellule entiére. Résultats: La dofétilide 20 'nmoi/L
prolongea la MAPDyg de 17.0 = 0.7 msec avec du glucose 5 mmol/L, 25.1 + 2.7 msec
avec du glucose 1 mmol/L (p<0.01 vs glucose 5 mmol/L) et 24.2 + 1.3 msec avec du
glucose 20 mmol/L. (p<0.05 vs glucose 5 mmol/L). Le chromanol 293B 10 pumol/L
prolongea la MAPDy de 7.4 + 0.2 msec en présence de glucose 5 mmol/L, 7.5 + 0.3
msec en présence de glucose 1 mmol/L (NS) et 7.3 + 0.2 msec en présence de glucose
20 mmol/L. (NS). Quand les deux médicaments furent perfusés ensembles, la MAPDq,

fut prolongée par 35.3 + 0.8 msec avec du glucose 5 mmol/L, 34.8 + 1.0 msec avec du

glucose 1 mmol/L (NS) et 35.8 = 1.3 msec avec du glucose 20 mmol/L (NS). La
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dofétilide 20 nmol/L inhiba le courant HERG/Ik, par 47.8 = 4.0 % en présence de
glucose 5 mmol/L, 62.9 + 5.0 % en présence de glucose 1 mmol/L (p<0.01 vs glucose 5
mmol/L) et 60.1 = 2.0 % en présence de glucose 20 mmol/L (p<0.05 vs glucose 5
mmol/L). Conclusion: Des concentrations faibles et élevées de glucose potentialisent et
inhibent les effets de la dofétilide sur la MAPDg, et sur le courant HERG
respectivement. Par contre, aucune potentiation de la prolongation de la MAPDy induite
par le chromanol 293B ne fut observée avec des concentrations faibles et élevées de
glucose. Le blocage combiné d’Ik, et d’Ixs donne un prolongement synergique de la
MAPDy, en présence de glucose 5 mmol/L; cet effet n’était pas significativement
différent en présence de glucose 1 ou 20 mmol/L. L’hypo- et I’hyperglycemie observées
chez les diabétiques n’augmentent pas seulement la durée de I’intervalle QT, mais
peuvent prédisposer a une prolongation encore plus prononcée de I’intervalle QT induite

par les médicaments.
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2. Abstract

Aims: Diabetes has extensively been associated with QT interval prolongation, which
ultimately may trigger life-threatening arrhythmias. The objective of the present study
was to evaluate how glucose concentration may modulate drug effects on ventricular
repolarization and on cardiac repolarizing potassium currents. Methods: Hearts from
male Hartley guinea pigs were isolated and retroperfused in the Langendorff mode and
monophasic action potential duration was measured at 90 % repolarization (MAPDgg)
from the left ventricle. Three glucose concentrations (1, 5 or 20 mmol/L) were tested
with either dofetilide 20 nmol/L (a specific Ik, blocker), chromanol 293B 10 pmol/L (a
specific Iks blocker) or both. Effects of glucose concentration (1, 5 or 20 mmol/L) on Ik,
blockade mediated by dofetilide 20 nmol/L were also measured in HERG-transfected
HEK?293 cells using the whole cell patch-clamp technique. Results: Dofetilide 20
nmol/L prolonged MAPDgy by 17.0+0.7 msec at glucose 5 mmol/L, 25.1+2.7 msec at 1
mmol/L (p<0.01 vs glucose 5 mmol/L) and 24.2+1.3 msec at 20 mmol/L (p<0.05 vs
glucose 5 mmol/L). Chromanol 293B 10 pmol/L prolonged MAPDgyy by 7.440.2 msec at
glucose 5 mmol/L, 7.5£0.3 msec at 1 mmol/L (NS) and 7.320.2 msec at 20 mmol/L
(NS). When both drugs were used concomitantly, MAPDgy was prolonged by 35.310.8
msec at glucose 5 mmol/L, 34.8£1.0 msec at 1 mmol/L. (NS) and 35.8%1.3 msec at 20
mmol/L. (NS). Dofetilide 20 nmol/L inhibited HERG/Ik, current by 47.834.0 % at
glucose 5 mmol/L, 62.9+5.0 % at 1 mmol/L (p<0.01 vs glucose 5 mmol/L) and 60.1+2.0
% at 20 mmol/L (p<0.05 vs glucose 5 mmol/L). Conclusion: Low and high glucose

concentrations potentiate the MAPDgy-prolonging and HERG-inhibiting effects of
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dofetilide. In contrast, no potentiation of the MAPDg-prolonging effect of chromanol
293B is observed at low or high glucose concentration. Combined block of Ik, and Ik,
has a synergistic MAPDgo-prolonging effect at glucose 5 mmol/L; and this effect is not
significantly different at glucose 1 or 20 mmol/L. Hypo- and hyperglycemia observed
during diabetes not only increases QT interval duration, but may also predispose to

further drug-induced QT prolongation.



3. Introduction

The prevalence of diabetes for all age-groups worldwide was estimated to be 2.8 % in
2000 and 4.4 % in 2030. The total number of people with diabetes is projected to rise
from 171 million in 2000 to 366 million in 2030. Considering the global increase in the
proportion yof people > 65 years of age and the increasing prevalence of obesity
worldwide, it is likely that these figures provide an underestimate of the future “diabetes
epidemic”'. Cardiovascular complications of diabetes are typically assigned to
macrovascular (coronary artery disease, stroke, peripheral vascular disease) and
microvascular (retinopathy, nephropathy and neuropathy) disorders. Much less known is
the fact that diabetes (type I and II) has also been extensively associated with increases
of both QT interval duration and dispersion in people of all ages and both genders®*®. In
fact, the prevalence of QTc prolongation among diabetic patients was shown to be as
high as 26 %°. Interestingly, QT prolongation has been extensively observed during both

hypo- and hyperglycemia'o'lz.

The long QT syndrome (LQTS) is characterized by a prolongation of the QT interval on .- '

the ECG and a delayed ventricular repolarization. It is associated with triggering of life-
threatening polymorphic ventricular tachycardia (torsades de pointes), which can
degenerate into ventricular fibrillation, syncope and sudden death. Of note, large clinical

trials have shown that patients with diabetes are at an increased risk for sudden

death'®'*,
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The congenital LQTS is an inherited condition in which arrhythmias are most often the
consequence of allelic variants involving either the rapid (Ix;) or slow (Igs) delayed
rectifiers, two major repolarizing potassium currents of the human heart. Acquired
LQTS is mainly caused by a wide variety of drugs. One of the most intriguing
observations has been that although drug-induced LQTS could theoretically result from
blockade of any repolarizing current, almost all of the drugs causing acquired LQTS
appear to do so by preferentially blocking Ix,. Moreover, only a minority of subjects
treated with these drugs actually develop arrhythmias each time they accidentally take
harmful drugs. Therefore, interplay of multiple precipitating factors is probably needed
to actually induce proarrhythmia. Indeed, allelic variants in ion channel genes have been
identified in some patients suffering from drug-induced LQTS, thus linking congenital
and acquired LQTS". Interestingly, another report demonstrated that while having little
effect on normal subjects, glucose ingestion acutely and markedly increased the QT
interval duration and dispersion in congenital LQTS patients, triggering arrhythmias in

some of them'®.

Pharmacological studies suggest that in the normal human heart, Ig, and Ig, currents
contribute to preserve a stable repolarization process and a sufficiently large
repolarization reserve'’. To develop proarthythmic conditions would require the
simultaneous presence of strong repolarization unbalancing forces that can be generated
by allelic variants in cardiac ion channel genes, drugs, and other factors, such as the

potential link to abnormal glucose metabolism.

\
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It was therefore our hypothesis that on top of their effect on baseline Ik, hypo- and
hyperglycemia might increase Ik, sensitivity to specific blockers such as dofetilide,

further increasing their QT-prolonging effect and the risk for cardiac proarrhythmia.

4. Methods

Experiments were performed in accordance with our institutional guidelines on animal
research. Animals were housed and maintained in compliance with the Guide to the

Care and Use of Experimental Animals of the Canadian Council on Animal Care.

1. Experiments with retroperfused isolated hearts

Drug preparation

Dofetilide (generously supplied by Pfizer, Groton CT), used as a specific Ik, blocker,
was dissolved in a limited amount (0.02 % final concentration) of dimethylsulfoxide
(DMSO) and then added to the buffer solution at a final concentration of 20 nmol/L.
Chromanol 293B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), used as a specific Ixs blocker, was
dissolved in a limited amount (0.02 % final concentration) of DMSO and then added to

the buffer solution at a final concentration of 10 pmol/L.

Heart Isolation and Perfusion Technique
Male Hartley guinea pigs (weight, 300-350 g; Charles River Laboratories, Montréal,

QC, Canada) were anticoagulated by injection of heparin sodium (400 IU IP). Twenty
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minutes later, animals were killed by cervical dislocation, and their hearts were rapidly
extirpated and immersed in cold (4°C) Krebs-Henseleit buffer containing (in mmol/L)
glucose either 1, 2, 5 or 20, KCI 4.7, CaCl, 1.2, NaHCO; 25, NaCl 118.5, MgSOq4 2.5,
and KH,PO, 1.2. This solution was continuously gassed with 95 % oxygen plus 5 %
carbon dioxide (pH 7.4, 37°C). Each heart was cannulated and retrogradely perfused via
the aorta with the Krebs- Henseleit buffer at a constant pressure equivalent to 100 cm
H,0. To permit rapid exchange in perfusion solutions, a double warming coil heart
perfusion system (Harvard Apparatus, Holliston, MA) and two parallel liquid columns

were used.

Electrophysiological measurements

Hearts were electrically stimulated (EP-2, clinical stimulator, Digital Cardiovascular
Instruments Inc.) at a basic cycle length of 150 (with chromanol 293B) or 250 msec
(with dofetilide) via two silver electrodes implanted in the epicardium of the right
ventricle. A monophasic action potential catheter (Langendorff probe model 225, EP
Technologies Inc., Sunnyvale CA) was intfoduced in the left ventricle through the mitral
valve and securely positioned to obtain a visually adequate signal (amplitude >5 mV,
stable phase 4). During the protocol, monophasic action potential signals were
continuously recorded and sampled at 2000 Hz. The output was analysed using the
Notocord-hem version 3.5 software (Notocord Systems, Croissy-sur-Seine, France) for
Windows 2000. Average action potential duration at 90 % repolarization (APDgg) was
calculated for each complex as the average duration from the action potential beginning

to 90 % completion of repolarization of the MAP measurement.
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Protocols

In a first set of experiments, hearts (n=6/group) were perfused with Krebs-Henseleit
buffer containing 5 mmol/L glucose during a control period of 10 minutes to reach
stability of the monophasic action potential sigﬁal. Thereafter, perfusion was performed
for 10 minutes with buffer containing 1 or 20 mmol/L glucose. Perfusion with buffer
containing 5 mmol/L glucose was then restarted during a 10-minute washout period to

assess reversal of glucose concentration effect.

In a second set of experiments, hearts (n=6/group) were perfused with Krebs-Henseleit
buffer containing either 1, 2, 5 or 20 mmol/L glucose during a control period of 10
minutes to reach stability of the monophasic action potential signal. Thereafter,
perfusion was performed for 10 minutes with one of the following drug regimen: 20
nmol/L dofetilide, 10 pmol/L c;hromanol 293B, or 20 nmol/L dofetilide + 10 pmol/L
chromanol 293B simultaneously. Perfusion with buffer containing no drug was then

restarted during a 10-minute washout period to assess reversal of drug effects.

Statistical analysis

Only hearts with reversal of drug or glucose effects upon reperfusion with baseline
buffer were included in the analysis. Data on the magnitude of glucose or drug effects
were compared with an unpaired Student’s t-test. All values are expressed as mean *

S.D. Level of statistical significance‘ was set at p<0.05.

2. Whole cell patch-clamp experiments
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HEK?293 cell preparation and electrophysiological measurements

HERG-transtfected HEK?293 cells were kindly donated by Dr Craig T. January
(University of Wisconsin, Madison WI). The stably transfected cells were cultured in
minimum essential medium (MEM) supplemented with 10 % fetal bovine serum, 1X
non-essential amino acids solution for MEM (#321-011-EL, Weisent. In mgﬂ, final: 8.9
L-alanine, 15 L-asparagine.H>O 13.3 L-aspartic acid, 14.7 L-glutamic acid, 7.5 glycine,
11.5 L-proline, 10.5 L-serine), 1 mmol/L sodium pyruvate, 2 mmol/L L-glutamine and
400 pg/mL G-418. Whole-cell voltage-clamp recordings were performed in 35-mm
dishes mounted on the stage of an inverted microscope (Axiovert 35, Zeiss). Currents
were recorded in the whole-cell configuration of the patch-clamp technique using an
Axopatch 200A amplifier (Molecular Devices-Axon Instruments, Union ACity, CA).
Voltage clamps were controlled by the pPCLAMP software package (version 9.0 Axon
Instruments). Patch pipettes used (Warner Instruments, Hamden, CT) were heat-polished
to obtain a tip resistance of about 3 MQ when filled with intracellular solution
containing (mmol/L): 110 KCl; 1 MgCl,.6H,0; 5 BAPTA-K4; 5 K;ATP; 10 HEPES
(pH=7.2, adjusted with KOH). Cells were superfused with a control external solution
containing (mmol/L): 145 NaCl; 4 KClI; 1.8 CaCl,.2H,0; 1 MgCl,.6H,O; either 1, 5 or
20 glucose; 10 HEPES (pH=7.35, adjusted with NaOH). Dofetilide solution was
prepared daily by dissolving required amount of the drug in DMSQ then added in the
Tyrode solution perfusing the cells (maximal final DMSO concentration 0.002 % v/v).
Effects of dofetilide on the HERG current were studied in cells clamped at a holding
potential of -80 mV. Depolarizing steps were applied for 4 sec to voltages between -50
and +50 mV in 10-mV increments. Tail currents were measured at -40 mV for 6 sec, and

cells were then returned to the holding potential (-80 mV).
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Data storage and analysis

Currents were low-pass filtered at 1 kHz (4-pole Bessel filter; -3 dB/octave) and
sampled at 2 kHz. Magnitude of dofetilide effects for patch-clamp data were analysed
with an unpaired Student’s r-test by comparing cells perfused with dofetilide with cells
perfused with buffer containing no drug. All values were expressed as mean + SD. Level

of statistical significance was set at p<0.05.
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5. Results

1. Experiments with retroperfused isolated hearts

Effects of glucose concentration on MAPDgy:

When isolated hearts from guinea pigs were perfused with Krebs-Henseleit buffer
containing 5 mmol/L. glucose followed by a buffer containing 1 mmol/L glucose,
MAPDgy, was prolonged by 0.8 = 3.1 msec (p>0.05, vs glucose 5 mmol/L (Fig.1).
However, when hearts were perfused with buffer containing 5 mmol/L glucose followed
by a buffer containing 20 mmol/L glucose, MAPDyy was prolonged by 7.5 + 1.3 msec

(p<0.001 vs glucose 5 mmol/L (Fig. 1).

Effects of glucose concentration on MAPD-prolonging properties of dofetilide:

Typical recordings of monophasic action potentials obtained from isolated guinea pig
hearts recorded at baseline and during perfusion of dofetilide 20 nmol/L at 1, 5 and 20
mmol/L glucose concentration are illustrated in Figure 2. Dofetilide 20 nmol/L (a
specific I, blocker) prolonged the MAPDgy by 17.0+0.7 msec in hearts paced at a basic
cycle length (BCL) of 250 msec (n=5) perfused with glucose 5 mmol/L (equivalent to
normoglycemia) (Fig. 3). When perfusing with glucose 2 (n=5) and 1 mmol/L (n=5)
(equivalent to hypoglycemia) dofetilide 20 nmol/L prolonged MAPDgy by 22.0+0.9 and
25.1+2.7 msec respectively (both p<0.01 vs glucose 5 mmol/L). Similarly, when
perfusing with glucose 20 mmol/L (n=5) (equivalent to hyperglycemia), dofetilide 20
nmol/L prolonged MAPDy, by 24.2+1.3 msec (p<0.01 vs glucose 5 mmol/L).

Effects of glucose concentration on MAPD-prolonging properties of chromanol 293B:



219

Figure 4 shows that chromanol 293B 10 pmol/L (a specific lgxs blocker) prolonged
MAPDyg by 7.5+0.3, 7.440.2 and 7.3+0.2 msec when hearts were paced at a BCL of 150
msec and perfused with buffer containing 1 (n=5), 5 (n=5) or 20 mmol/L glucose (n=5)

respectively (p>0.05 for both glucose 1 and 20 mmol/L, vs glucose S mmol/L).

Effects of glucose concentration on the MAPD-prolonging properties of dofetilide +
chrbmanol 293B:

Figure 5 shows the effect of simultaneous Ix+Ix; blockade with dofetilide 20 nmol/L
and chromanol 293B 10 pmol/L on MAPDg,. With buffer containing 5 mmol/L glucose
in hearts (n=5) paced at a BCL of 250 msec, MAPDy, was prolonged by 34.8+1.1 msec
compared to 35.3+0.8 and 35.9+1.4 msec with buffer containing 1 (n=5) or 20 mmol/L

glucose (n=5) respectively (both p>0.05, vs glucose 5 mmol/L).
2. Whole cell patch-clamp experiments

Figure 6 shows typical recordings of HERG currents obtained from stably-transfected
HEK293 cells, at baseline, and after perfusion with dofetilide 20 nmol/L in an

extracellular buffer containing either 1, 5 or 20 mmol/L glucose.

Effect of glucose concentration on the HERG-blocking properties of dofetilide
Figure 7 shows modulation of HERG-blocking effect of dofetilide 20 nmol/L under
different extracellular glucose concentrations. Indeed, dofetilide 20 nmol/L reduced

HERG tail current amplitude by 47.8+4.0 % at glucose S mmol/L (n=8 cells), but by
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62.9+5.5 % and 60.1+2.7 % at glucose 1 and 20 mmol/L respectively (n=8 cells each,

both p<0.05 vs glucose 5 mmol/L).
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6. Discussion

As diabetes was strongly associated with sympathoadrenal neuropathy, it was generally
assumed that increased QT duration and dispersion were due to increased plasma
catecholamines concentrations seen during both hypo- and hyperglycemia, and to
hypokalemia associated with hyperinsulinemia'®'?>. However, ECG parameters during
hyperinsulinemia in normoglycemic clamps indicate that insulin levels per se do not
prolong the QT interval nor increase the QT dispersion™'®. Moreover, further studies'**°
aiming to establish an association between QTc prolongation and diabetic autonomic

neuropathy revealed that QTc prolongation was also present in diabetic patients without

. 2
autonomic neuropathy '

Interestingly, Zhang et al.”> showed in HERG-transfected HEK293 cells that both acute
hypo- and hyperglycemia cause a significant depression of the amplitude of baseline
wild-type HERG current, when compared to normoglycemia. They showed that
depression of HERG current in hypoglycemia results from underproduction of ATP and
in hyperglycemia from overproduction of reactive oxygen species. This report therefore
suggested that diabetes, via low or high blood glucose acts as a metabolic insult on
repolarization reserve, independently of insulinemia énd sympathoadrenal influence.
However, this latter study did not look at the possible effect of diabetes and glucose
concentration on the pharmacology of Ik,, the main potassium current found to be the

target of nearly all QT-prolonging drugs23 .
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In the present paper, we report that low (1 mmol/L) and high (20 mmol/L) glucose
concentrations potentiate the HERG-blocking effect of dofetilide, a specific Ik, blocker,

when compared to normal (5 mmol/L) glucose concentration.

These cellular data were confirmed in the Langendorff-perfused isolated guinea pig
heart model. Indeed, we also report that low and high glucose concentrations potentiate
the MAPDgo;prolonging effect of dofetilide, when compared to normal glucose level. In
contrast, no such potentiation of the MAPDg,-prolonging effect of chromanol 293B, a
specific Ixs blocker, is observed under low or high glucose concentration, when

compared to normal glucose. Moreover, as it has been shown before®*>

, concomitant
block of Ik, and Ik, has a synergistic effect on MAPDyg. Indeed, as dofetilide 20 nmol/L
alone was shéwn to prolong MAPDg by ~17 msec and chromanol 293B 10 pmol/L
alone by ~8 msec, a “combined prolongation” of ~25 msec would have been expected
from a simple additive effect at glucose 5 mmol/L.. The combined effect of both drugs
was rather shown to be more than additive, reaching ~35 msec. This is a classic example
of the effect of a combined attack on the repolarization reserve. However, MAPDgo-
prolonging effect of combined dofetilide and chromanol 293B is not significantly

different at glucose 1 or 20 mmol/L., when compared to glucose 5 mmol/L. (p>0.05). In

fact, this synergistic effect is observed at all glucose concentrations.
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Therefore, deviation from normal glucose concentration on either side (hypo- or
hyperglycemia) not only reduces baseline HERG/Ix,?, but potentiates HERG current
block and MAPD-prolonging effect of drugs such as dofetilide, further decreasing the
repolarization reserve and increasing the risk for excessive QT interval prolongation and

cardiac proarrhythmia.

The fact that we observe the same effect on “either side of normoglycemia” seems
intriguing at first. Indeed, it is not intuitive that both hypo- and hyperglycemia may
result in similar electrophysiological and pharmacological phenotypes. However, getting
back to clinical observations and as mentioned before, numerous reports have indeed
shown similar effects on the ECG of both hypo- and hyperglycemia in diabetic patients,

i.e. prolongation of the QT interval'?"'%,

In fact, there is a possible unifying explanation for these similar electrophysiological and
pharmacological effects observed during either hypo- or hyperglycemia. First, before
considering the modulating effect of glucose concentration on any QT-prolonging drug,
one must remind that Zhang et al. have shown that depression of baseline HERG current
amplitude results from underproduction of ATP during hypoglycemia and from

overproduction of reactive oxygen species during hyperglycemia®.

Underproduction of ATP in HERG-transfected HEK293 cells:
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As low levels of intracellular ATP were shown to reduce baseline HERG current
amplitude, it is reasonable to think that they may also affect other ATP-dependent

intracellular machineries, such as the P-glycoprotein drug efflux transporter.

P-glycoprotein (P-gp) is a plasma membrane glycoprotein of about 170 kD that belongs
to the superfamily of ATP-binding cassette (ABC) transporters%. P-gp functions as an
energy-dependent drug efflux pump that lowers intracellular drug concentrations.
Expressed in tumor cells, P-gp causes the multi drug resistance (MDR) phenotype.b‘y
the active extrusion of a wide variety of cancer chemotherapeutic drugs®’. Interestingly,
P-gp expression is not only confined to tumor cells, but also present in numerous tissues
including the human heart®®*'. More interestingly, in large clinical trials ipvolv.ing a
total of 1445 patients, P-glycoprotein substrates and inhibitors, among other drugs, were
shown to causé a difference in clearance of dofetilide ranging between -16 and +3 %2, |
thus strongly suggesting that dofetilide is indeed a P-gp substrate. This is also consistent
with the fact that dofetilide is a CYP3A4 substrate> and that considerable overlap exists

between CYP3A4 and P-gp substrates?®.

Getting back to our cellular model, endogenous ABCB1 (P-gp) is indeed expressed in
HEK?293 cells™. Furthermore, dofetilide binding site on the HERG channel was shown
to be located on the intracellular site of the S6 segment of the protein, as the vast
majority of HERG-blocking drugs3 336 As a consequence, Hypoglycemia would not only

reduce baseline HERG current via ATP depletion, but also reduce intracellular dofetilide
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extrusion, thus increasing its HERG-blocking effect. This would also be applicable to
other HERG-blocking drugs. Indeed, we have previously shown similar results during

low glucose exposure with d-sotalol"’.

Underproduction of ATP in isolated retroperfused isolated guinea pig hearts:

As expression of P-gp was also demonstrated in guinea pig ventricular myocytesm;39

, it
is likely that potentiation of MAPDgg-prolonging effect of dofetilide during perfusion
with low glucose buffer is also due to P-gp inhibition via depletion of irﬁracellular ATP.
Interestingly, this would also be applicable to the human heart, as it has been shown to

express P-gpf"g'3 g

Overprodfié;ion of reactive oxygen species (ROS) in HERG-transfected HEK293 cells:

The consequence of hyperglycemia in the physiological process of oxidative
phosphorylation is the generation of excessive amounts of ROS as by-products of the
consumption of molecular oxygen in the electron transport chain®®. Superoxide anion Oy’
was found to be the major ROS produced under hyperglycemia, along with H,O; and the
highly reactive hydroxyl group (OH)*. Interestingly, NADPH oxidase, which was
found to be a major source of glucose-induced oxidative stress during hyperglycemia via

0O, production‘“, is endogenously expressed in HEK293 cells®.
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Therefore, in addition to damages induced to mitochondria, ROS may diffuse throughout
the cytoplasm and cause further deleterious effects on other cellular structures and
processes, such as P-gp and its drug extrusion activity. Indeed, down regulation of P-gp
expression and activity under the effect of ROS was demonstrated”**. Reduction of
dofetilide extrusion from its intracellular binding site, via ROS-mediated down
regulation of P-gp activity during hyperglycemia, may explain potentiation of the drug’s
HERG-blocking effect. This would also be applicable to other HERG-blocking drugs.
Indeed, we have previously shown similar results during high glucose exposure with d-

sotalol®’.

Over production of ROS in isolated retroperfused isolated guinea pig hearts:

Again, as expression of P-gp and NADPH oxidase were also demonstrated in guinea pig

3846 it is likely that potentiation of MAPDgy-prolonging effect of

ventricular myocytes
_dofeﬁlide during perfusion with high glucose buffér is also due to P-gp down regulation
via over exposure to ROS. Interestingly, this would also be applicable to the human

heart, as it has been shown to express P-gp28'3'

. Along those lines, we have previously
demonstrated the concept of poteﬁtiation of MAPD-prolonging effect of an Ix.-blocker
by inhibition of intracellular drug extrusion?’. Indeed, under the effect of verapamil, a P-
gp inhibitor, we have shown concentration- and time-dependent potentiation of the
MAPD-prolonging effect of cisapride. In fact, intracellular concentrations of cisapride
were shown to be significantly higher in cardiomyocytes from animals treated with

verapamil, when compared to those treated with saline. More recently, we confirmed the

modulating role of P-gp on the HERG-blocking properties of domperidone, a well-
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characterized Ix-blocker*™® and P-gp substrate®®. Indeed, we showed that when MDR1
(P-gp) is co-transfected with HERG in HEK?293 cells, block of Ik, by domperidone 100
nmol/L is dramatically reduced®. This illustrates the same concept, but in the opposite

direction.

Animal models of type I diabetes: Effects on cardiac repolarization

A number of cardiac electrophysiological studies on animal models of diabetes were
carried out in the past’*>>. However, these were conducted nearly exclus‘ively in rats and
mice, two species that do not express phenotypically and physiologically significant Ik,
and Ik, in their adulthood. Therefore, use of these species appears questionable when
one wishes to study the modulating role of diabetes on the QT interval and on LQTS
phenotype, as LQTS in humans is mostly an “IK,/I;QS disease”. More interestingly, in the
recent past, studies using one of the very few Ix,/Ix,-bearing mammalian animal spécies ‘
{(dog, rabbit and guinea pig) have evaluated the modulating role of diabetes on cardiac
repolarization. Indeed, Lengyel et al.54, using the alloxan-induced diabetic canine heart
have shown action potential prolongation and significant reduction in the density of Ik
in the alloxan-treated group. They showed that this reduction of Ik, was likely due to a
diminished expression of minK (KCNE1), the gene encoding the B-subunit of Is.
Interestingly, this was corrected upon exposure to insulin. No such difference was
observed in the density of Ik, Latter on, similar results were obtained by the same group
using the alloxan-treated diabetic rabbit heart™. Zhang et al.*®, also using the alloxan-
treated diabetic rabbit heart, came up with results a bit different. Indeed, they showed,

among other things, ~20 % QT prolongation, ~70 % reduction in the density of Ik, and
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~40 % reduction in the density of I; in the alloxan-treated animals. Indegd, they showed
reduction of expression of HERG, KCNQ1 (encoding the a-subunit of Igs), and KCNEI],

thus explaining reduction of both I, and Ik in their alloxan-treated rabbits.

However, again, none of these studies has evaluated the possible modulating effect of
diabetes on the QT- and/or MAPD-prolonging properties of I, and Ixs blocking drugs

such as dofetilide and chromanol 293B.
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7. Conclusion

Low and high glucose concentrations potentiate the MAPDgy-prolonging and Ik,-
blocking effects of dofetilide. It does not appear to be the case when block of Ik is
performed with chromanol 293B, or when block of Ix, and Ik, is performed
simultaneously. These results suggest that glycemic level could represent a major
determinant of I, block and hence, of drug-induced long QT syndrome. Further studies
using Ik./Ixs-bearing animal species will therefore be required to assess this potential
drug-modulating effect of diabetes in a more physiologically relevant context.
Moreover, as 90 % of clinical cases of diabetes are Type II diabetes, studies involving

diet-induced animal models of this form of the disease are definitely warranted.
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9. Figure Legends .

Figure 1: MAPDg prolongation (msec) observed in hearts isolated from guinea pigs
perfused with buffer containing 5 mmol/L glucose followed by 1 mmol/L glucose and
buffer containing 5 mmol/L glucose followed by 20 mmol/L glucose (n=6 per group,

**%: p<0.001, vs 5 mmol/L glucose).

Figure 2: Recordings of monophasic action potential signals obtained from isolated
guinea pig hearts exposed to Krebs-Henseleit buffer containing no drug or dofetilide 20

nmol/L at 1, 5 or 20 mmol/L glucose concentration.

Figure 3: MAPDy prolongation (msec) observed in hearts isolated from guinea pigs
perfused with buffer containing dofetilide 20 nmol/L at 1, 2, 5 or 20 mmol/L glucose

concentration (n=6 per group, **: p<0.01 vs 5 mmol/L glucose).

Figure 4: MAPDy, prolongation (msec) observed in hearts isolated from guinea pigs
perfused with buffer containing chromanol 293B 10 Omol/L at 1, 5 or 20 mmol/L.
glucose concentration (n=6 per group, both 1 and 20 mmol/L glucose p>0.05 vs 5

mmol/L glucose).

Figure 5: MAPDg prolongation (msec) observed in hearts isolated from guinea pigs
perfused with buffer containing dofetilide 20 nmol/L + chromanol 293B 10 Omol/L at 1,
5 or 20 mmol/L glucose concentration (n=6 per group, both 1 and 20 mmol/L glucose

A

p>0.05 vs 5 mmol/L glucose).
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Figure 6: Typical recordings of HERG activating and tail currents are shown in
HEK?293 cells before and after exposure to dofetilide 20 nmol/L with 1, 5 or 20 mmol/L

extracellular glucose concentration.

Figure 7: HERG-blocking effect of dofetilide 20 nmol/L in HEK293 cells under
different extracellular glucose concentrations (1, 5 or 20 mmol/L) (n=8 per group, *:

p<0.05 vs 5 mmol/L glucose).
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Discussion générale et Conclusion

Les médicaments identifiés pour leur capacité a prolonger I’intervalle QT n’induisent
des phénoménes proarythmiques que chez un treés faible nombre d’individus. Ces
derniers semblent en effet présenter des facteurs prédisposants qui vont favoriser ou
accélérer le développement de TdP. Pour cela, les objectifs de ces travaux de doctorat
consistaient a étudier et évaluer plusieurs facteurs de risque prédisposant au LQTS
médicamenteux, qui ont été longtemps connus mais dont le mécanisme sous-jacent a été
mal ou partiellement €lucidé.

Pour arriver a cette fin, deux techniques complémentaires d’électrophysiologie
cardiaque ont été utilisées, i.e. la perfusion de cceurs isolés de cobayes, et la technique de
« voltage imposé » (patch-clamp en anglais) en configuration de cellule entiére (whole

cell).

Choix de Uespéce animale pour ces études

Le laboratoire du Dr Turgeon a développé une importante expertise dans les études
électrophysiologiques chez le cobaye qui représente un modele idéal pour étudier Ik, et
Ixs dans des cceurs isolés et perfusés. Pour étudier le transpoteur membranaire P-gp, le
modele de souris muté pour le géne mdrla représente un modele intéressant pour des
études complémentaires. Cependant, Ik, est exprimé principalement chez les souris
embryonnaires mais ne peut étre détecté chez les souris males. Le cobaye représente

également un modele intéressant pour étudier les différences males-femelles.

Microélectrodes sur cceurs entiers isolés de cobayes
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La préparation de cceur perfusé de mammiferes fut mise au point en 1897 par Oscar
Langendorff. Cette méthode fut développée en se basant sur le modele de perfusion de
ceeur de grenouille établi par Elias Cyon en Allemagne en 1866. Trés peu de modéles
expérimentaux d’organes isol€s furent autant utilisés a travers les années que le modele”
de Langendorff. Parmi les avantages de cette méthode, il a été démontré qu’elle fournit
des résultats hautement reproductibles, et permet un large spectre d’études
physiologiques, morphologiques, biochimiqﬁes et pharmacologiques, incluant la
fonction contractile, la fréquence cardiaque, la fonction vasculaire coronaire, le
métabolisme cardiaque, la morphologie et I’activité électrique du cceur. Bien que le coeur
soit isolé de I’organisme entier, I’organe reste quand méme intact, et lorsqu’on lui
fournit un environnement approprié (e.g. I’oxygénation, la température, le tampon
physiologique), le cceur bat spontanément et la méthode reste relativement
physiologique. Cette méthode permet également d’exclure toute influence de la
circulation systémique et des systémes nerveux autonome (SNA) et central (SNC),
permettant de déceler 1’action directe des médicaments (détermination précise de la
relation concentration/réponse) sur les différents parameétres cardiaques.

Par contre, plusieurs inconvénients/limites peuvent €tre associés au systéme de perfusion
de Langendorff. En effet, un risque de préconditionnement du cceur lors de 1’isolation et

I’instrumentation est présent, d’ou la rapidité de manipulation est nécessaire.

Dans notre cas, ce modele ex vivo de cceur isolé de cobaye nous permet de mesurer les
potentiels d’action monophasiques (MAP) avec une électrode de contact de type Franz.
Contrairement aux ECG de surface qui représentent la somme de I’activité électrique

totale du cceur, les MAP fournissent une indication des changements locaux de potentiel



251

transmembranaire. Hors, le MAP n’est pas représentatif des changements d’amplitude
réelle du potentiel transmembranaire mais représente avec fidélité les changements de
voltage dans le temps. Ainsi, bien que I’amplitude de la phase de dépolarisation O n’est
pas exacte, le changement de la durée du MAP reste une valeur tres fiable longuement
utilisée en électrophysiologie cardiaque; elle permet ainsi de mesurer les changements
dans la repolarisation cardiaque [1]. Des enregistrements de signaux de ces électrodes
permettent la mesure de la durée du potentiel d’action des cellules adjacentes et cette
mesure est considérée une reproduction fiable de la durée du potentiel d’action mesurée
par des techniques intracellulaires [2]. Des enregistrements stables jusqu'a 2 heures ont
été rapportés avec un cathéter conventionnel de MAP in vivo chez les animaux et les
humains [3]. De plus, Hamlin et al. ont conclu en 2004 que la capacité d’identifier le
prolongement de I’intervalle QT dans ce modele de perfusion chez le cobaye présentait
une sensibilité de 1 (26 positifs sur un total de 26 qui prolongent I’intervalle QT) et une
spécificité également de 1 (13 négatifs sur un total de 13 qui ne prolongent pas
I’intervalle QT) [4]. Ils conclurent également que la préparation de cceur isolé de cobaye
était égale ou méme supérieure a d’autres préparations in vitro puisque le cobaye
contient tous les types tissulaires, récepteurs et canaux (sauf I,) sur lesquels une

molécule peut avoir un impact et altérer la repolarisation ventriculaire.

Technique de patch-clamp en mode cellule entiére.

Le patch clamp est une technique couramment utilisée en électrophysiologie cardiaque
et neuronale, permettant d’utiliser I’activité électrique d’une cellule au repos et en
action. Elle permet également d’étudier tous les courants ioniques de la membrane

cytoplasmique entiere ou d’étudier un canal ionique spécifique tel qu’lk.
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Techniquement, elle consiste a mettre en continuité électrique une micropipette en verre
avec la cellule d’intérét, de rupturer la membrane et d’étudier I’activit€ macroscopique
de I’ensemble des courants cellulaires. Ce mode est appelé cellule entiere (ou whole cell
en anglais).

L’avantage de cette technique est d’étudier avec précision la relation directe de cause a
effet d’'un médicament envers un canal ionique particulier — qui est HERG/Ik, dans notre
cas. Ainsi, dans nos travaux, nous avons utilis€ une lignée cellulaire stable HEK293
exprimant HERG (généreusement fournie par Dr. Craig January, Université du
Wisconsin). De plus, pour évaluer les effets de la P-gp, nous avons transfecté le géne
responsable de cette protéine, MDRI, dans les cellules exprimant HERG. Ceci nous
permettait d’étudier I’interaction directe entre 1’expression de la P-gp dans les cellules et
le blocage du courant Ik, par un médicament spécifique.

Cependant, un des inconvénients de cette technique réside dans le fait qu’on est loin du
modele physiologique réel in vivo, et il faut étre trés prudent avant d’extrapoler les
résultats observés en patch clamp par rapport a ce qui pourrait étre observé dans

I’organisme entier.

Sexe féminin comme facteur de risque du LQTS médicamenteux

Dans le chapitre II, nous avons évalué chez des cobayes males et femelles les différences
liées au sexe dans la prolongation de la repolarisation cardiaque sous les conditions de
blocage d’Ik,, d’Iks, et d’un blocage concomitant d’Ig/Ix,. Cette étude avait pour but
principal une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents aux différences
liées au sexe dans le LQTS médicamenteux, et ceci indépendemment de I’effet des

hormones sexuelles. Afin d’éliminer le role de ces hormones sur les canaux ioniques, les
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expériences ont été effectuées chez des cobayes en age de pré-puberté. De plus, nous
voulions €valuer |’effet potentiel de la modulation des transporteurs membranaires par le
vérapamil  (modulateur des transporteurs membranaires) en fonction du sexe. Cette
évaluation fut effectuée en traitant les cobayes maéles et femelles par du verapamil
pendant 5 jours avant |’isolation et la perfusion des cceurs; ce prétraitement fut
préalablement décrit par notre équipe dans I’ article de Morissette et al. [5].

Les résultats obtenus dans cette étude ont démontré une différence liée au sexe lors d’un
blocage d’Ixs avec [I’indapamide et non avec les bloqueurs d’Ik,
(dofétilide/dompéridone). De plus, nous n’avons pas pu démontrer dans ce modele
I’implication de la modulation des transporteurs membranaires dans les différences liées
au sexe, sans néanmoins rejeter notre hypothése d’origine.

La relevance clinique des résultats de cette étude est d’approfondir la compréhension des
différences liées au sexe dans le LQTS médicamenteux, particulierement lors de I’usage
de bloqueurs d’Iks chez les femmes, un sujet moins étudié comparativement a I’usage
des bloqueurs d’Ik,. En effet, les cas de TdP associés a I’indapamide ont été seulement
observés chez les femmes [6]. De plus, nos résultats signalent 1’importance de mieux
comprendre le rdle des médicaments « modificateurs de réponse » tels que le vérapamil
afin de mieux pouvoir prédire la survenue d’effets indésirables majeurs comme le LQTS

médicamenteux.

Interactions médicamenteuses : administration concomitante et séquentielle
La prise de deux médicaments pouvant prolonger I’intervalle QT a souvent été référée
comme une contre-indication majeure en clinique. Dans le chapitre III, notre objectif

était d’évaluer si ’administration concomitante de deux bloqueurs d’Ik, (dofétilide,
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NAPA ou érythromycine) résultait en une prolongation majeure de la repolarisation
cardiaque comparativement au blocage d’lk; induit par un de ces médicaments
administrés seul. De plus, nous avons évalué I’importance de I’ordre d’administration
séquentielle de deux bloqueurs d’Ik;. Ces deux séries d’expériences furent effectuées
dans des cceurs de cobaye isolés puis perfusés ainsi que dans des lignées cellulaires
HEK?293 exprimant HERG par patch clamp.

Nos résultats indiquent que !’administration de deux bloqueurs d’lk, dans des cceurs
isolés de cobayes induit un effet additif partiel et non synergique. De plus, nous avons
démontré pour la premicre fois que l'ordre d’administration séquentielle de deux
bloqueurs d’I, €tait un facteur important de prolongation de la repolarisation cardiaque.
En effet, quand le kétoconazole ou I’érythromycine, deux bloqueurs d’lIk,, sont perfusés
en premier, ils antagonisent I’effet électrophysiologique de la dompéridone, un autre
bloqueur d’lx,. Hors, cet antagonisme n’est pas observé quand la dompéridone est

administrée en premier. De plus, ces résultats furent reproduits en patch clamp dans des

cellules HEK293 exprimant HERG.

Tran.sporteurs membranaires

Nous avons déja démontré que lorsque des cobayes étaient traités avec du vérapamil
pendant 5 jours, I’effet de blocage d’Ik, par le cisapride était significativement augmenté
par rapport aux contrdles [S5]. Ceci fut expliqué par une probable modulation des
transporteurs membranaires (transporteurs ABC) par le vérapamil. Dans le chapitre II,
nous avons voulu confirmer le réle modulateur du traitement au vérapamil sur les effets
électrophysiologiques de bloqueurs d’Ik, autres que le cisapride. Les résultats obtenus

ont confirmé que le traitement des cobayes avec le vérapamil pendant 5 jours modulait
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la prolongation de la repolarisation cardiaque induite par les bloqueurs d’Ik, (dofétilide

et dompéridone) sans effet significatif sur les bloqueurs d’Is.

Dans le chapitre IV, nous avons évalué 1) la possibilité que HERG et P-gp interagissent
physiquement ensemble dans des cardiomyocytes humains et de cobayes et 2) le role
fonctionnel de ’expression de P-gp sur le blocage d’Ik, induit par la dompéridone, un
substrat de P-gp et un bloqueur d’Ik;.

Nos résultats ont démontré, par immunohistochimie et co-immunoprécipitation, une
interaction physique trés étroite entre HERG et P-gp dans les cardiomyocytes humains et
de cobayes. De plus, nous avons démontré que 1’expression de P-gp dans une lignée
cellulaire HEK293 exprimant d’une fagon stable HERG diminue |’effet inhibant de la
dompéridone sur Ik, Ceci est probablement expliqué par une diminution des
concentrations intracellulaires de domperidone due a une augmentation du transport
d’efflux actif induit par la surexpression de P-gp.

Ces résultats présentent une grande importance d’un point de vue clinique et d’inocuité
des médicaments. En effet, les patients qui présentent des activités différentes de
transporteurs d’influx/efflux (dues a des mutations génétiques ou a des interactions
médicamenteuses) peuvent présenter des variations majeures dans I’amplitude de
I’action médicamenteuse, et particulierement dans les médicaments non antiarythmiques
au niveau cardiaque. Ceci pourrait fournir uné nouvelle explication aux variabilités

interindividuelles observées dans le LQTS médicamenteux.
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Diabete et variations de la glycémie

Le diabete (type I et II) a été longtemps associé a une augmentation de la durée et de la
dispersion de I’intervalle QT chez des patients de tout 4ge et sexe, pouvant ultimement
induire des arythmies fatales [7-9]. Dans le chapitre V, nous avons ainsi étudié le role de
la variation de la glycémie dans des conditions de blocage d’Ik,, d’Iks et des ‘deux
ensembles. Ceci a été effectué dans un modele de cceurs isolés de cobayes males
perfusés avec la dofétilide (bloqueur d’lk;), le chromanol 293B (bloqueur d’I;), et
I’association des deux. De plus, nous avons évalué ces effets en patch clamp sur des
cellules HEK293 exprimant d’une fagon stable HERG. Nos résultats ont démontré que
I’hypo- et I’hyperglycémie induisaient une augmentation des effets de la dofétilide, un
bloqueur d’Ik,, sur le MAPD90. De plus, cet effet était observé en patch clamp avec une
augmentation de I’inhibition d’Ig,. Par ailleurs, aucun effet significatif de ’hypo- ou
I’hyperglycémie n’a été observé avec le bloqueur d’Ik, ni avec I’association du blocage
d’Ik: / Ixs. Bien qu’il semble intriguant que I’hypo et I’hyperglycémie conduisent au
méme effet électrophysiologique, ceci est bien corrélé avec les données cliniques chez
des patients diabétiques [10-12]. Les résultats de cette étude suggeérent ainsi pour la
premiere fois que le niveau de glycémie est un déterminant majeur du blocage d’lk;, et

joue donc un réle important dans le LQTS médicamenteux.

In fine, les résultats de cette these de doctorat nous meénent a une meilleure
compréhension des mécanismes Sous-jacents aux variabilités interindividuelles
retrouvées dans le LQTS d’origine médicamenteuse. Le sexe féminin, les interactions

médicamenteuses (via |’association concomitante ou séquentielle de deux bloqueurs
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d’Ik,), les transporteurs membranaires (comme la P-gp), et le diabete (et fluctuations de

la glycémie) s’ajoutent a la liste de facteurs pouvant expliquer les variabilités

interindividuelles dans le LQTS médicamenteux.

Avec le vieillissement constant de la population, la polypharmacie devient de plus en
plus fréquente. Cette polypharmacie est inévitablement associée a une augmentation du
risque d’interactions médicamenteuses graves telles que le LQTS médicamenteux. Ainsi
les résultats de cet ouvrage associés a de futures études qui comprendront et identifieront
encore plus les mécanismes de prédisposition au LQTS permettront une meilleure
¢valuation par le médecin traitant des rapports bénéfice/risque lors des prescriptions
médicamenteuses. L’individualisation de la pharmacothérapie de chaque patient en
fonction de son bagage génétique, son dossier thérapeutique et ses différents facteurs

prédisposants restera I’élément majeur & prendre en considération.
Perspectives futures

Sexe féminin comme facteur de risque du LQTS médicamenteux : En complément
de cette étude, il serait intéressant de voir si les différences liées au sexe observées lors
du blocage d’Iks avec I’indapamide sont retrouvées avec d’autres bloqueurs d’Iks ou s’ils
sont spécifiques a I’indapamide.

Interactions médicamenteuses, administration concomitante et séquentielle : Afin
de comprendre la mécanistique derriere I’antagonisme observé lors de I’administration
séquentielle de deux bloqueurs d’I;, il serait trés intéressant de faire des expériences de

patch clamp plus poussées en analysant les potentiels d’action et la cinétique des
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courants bloqués. Des études de liaisons pharmacologiques classiques seraient
également utiles afin de connaitre les compétitions observées entre les différents
bloqueurs d’Ik; utilisés.

Transporteurs membranaires et interaction P-gp/HERG: Des études
complémentaires pour analyser la présence ou non d’autres transporteurs membranaires
(tel que BCRP, MRP5...) dans le cardiomyocyte permettraient de mieux comprendre le
profil d’expression de ces transporteurs et leur interaction avec HERG. 1l serait
également intéressant de développer des mutageneses dirigées au niveau de P-gp_
exprimé dans les cellules HEK293 et d’analyser 1’impact de ces mutations sur le blocage
du courant repolarisant induit par les bloqueurs d’Ik;.

Diabete et variations de la glycémie : Suite aux résultats significatifs obtenus dans le
chapitre V, il serait, entre autres, treés intéressant d’étudier chez des animaux pseudo-
diabétiques de type 1 (animaux traités a 1’alloxane) et des animaux pseudo-diabétiques
de type 2 (animaux nourris avec une diéte hyperglycémique) 1’effet des bloqueurs d’Ik,
sur. la repolarisation cardiaque. Des études sur les espeéces réactives de ’oxygeéne
seraient également intéressantes afin de pouvoir expliquer le mécanisme modulateur des

hypo- et hyperglycémies.
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Abstract

Background: Women are at an increased risk of drug-induced long QT syndrome
(LQTS). This major cardiac adverse effect may lead to malignant polymorphic
ventricular tachycardias, termed torsades de pointes, which may degenerate into
ventricular fibrillation and cause sudden death. Objective: This article reviews the
current evidence and remaining gaps of drug-induced LQTS in women. Methods: Using
the PubMed database, with search terms such as gender, sex, sex diﬂeren&s in
combination with cardiac electrophysiology, long QT syndrome, HERG, membrane
transporters, cytochromes, we conducted a systematic review of the available literature
on sex differences in the LQTS. English- and French-language publications were
searched until October 2007. Results: Clinical and experimental studies have reported
that gonadal hormones play a role in sex-related differences of QT interval prolongation.
Androgens may diminish drug effects on heart repolarization, and estrogens may
facilitate arrhythmias. Furthermore, sex-related differences in the density of ion chémncls
may partially explain this phenomenon. However, the magnitude of hormone-dependent
differences observed in these studies remains very small compared with the large
differences observed in clinical settings. Therefore, many scientists agree that the
mechanisms responsible for sex-related differences in the rlisk of proarrhythmia from
drugs remain largely undefined. Conclusions: Other factors, such as sex-related
modulation of drug disposition in situ, may fill the gaps in our understanding of sex
differences observed in drug-induced LQTS. We suggest that mechanisms, such as the
modulation of the pharmacokinetics of Ik, blockers (via modulation of intra- and

extracellular concentrations), may be of major importance. Sex-specific changes in drug
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transport and metabolism will result in different plasma and intracellular levels acting
along a dose-response effect on Ik, block. Consequently, important hormone-dependent
factors such as metabolic enzymes and membrane transporters need to be investigated in

new basic research studies.
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Long QT Syndrome: Congenital versus Acquired

The congenital long QT syndrome (LQTS) was first described in 1957 in a family of
several children with bilateral neural hearing defect.' Soon thereafter, a milder clinical
form of congenital LQTS was described by Romano® and Ward er al’ Currently, 10
forms have been identified, and mutations in several ion channels involved in
depolarization and/or repolarization of cardiac ventricular myocytes have been identified
as causal agents (Table N Women present with congenital LQTS more often than do
men; indeed 70 % of patients are female according to the Internaﬁonal LQTS registry™ °.
In 1964, Selzer and Wray first described what would subsequently be termed drug-
induced (or acquired) LQTS with the observation that quinidine could provoke QT
prolongation and arrhythmias in otherwise healthy patients.” Over the years, this
phenomenon has also been noted with several therapeutic agents, and the list of drugs
associated with prolongation of the QT interval has become quite long.*'® This
observation is increasingly intriguing, because the list includes drugs with no apparent
cardiac action and from different therapeutic families'' (Table I1').

From a clinical perspective, the hallmark of LQTS——in both the congenital and acquired
forms—is an abnormal cardiac ventricular repolarization that translates, in most cases,
into a prolonged QT interval on the surface electrocardiogram (ECG).!" ¥ The QT
interval reflects global ventricular repolarization (ie, the duration of action potentials of
all ventricular cardiomyocytes). Excessive prolongation of cardiac repolarization may be
associated with an increased risk of torsades de pointes (TdP), a polymorphic ventricular
tachycardia that can degenerate into ventricular fibrillation, which may account for

cardiac arrest or sudden death'* ' (Figure 1).
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Prolonged repolarization in cardiac ventricular myocytes may be due to an increase in
depolarizing inward currents or to a decrease in repolarizing outward currents. The latter
mostly involves potassium channels and, for drug-induced LQTS in particular, the
delayed rectifier potassium current named IK¢“ In guinea pigs, dogs and humans, Ig
comprises both a rapid (I, ;apid component of the delayed rectifier potassium current)
and a slow activating component (Igs, slow component of the delayed rectifier potassium

16-18 14, is the main target of most drugs associated with acquired LQTS."!

current).
Predisposing Factors to Drug-Induced LQTS

Many risk factors have been identified as promoters that could favor drug-induced
LQTS despite its unpredictability.'" ' Among these factors, electrolyte disorders, such
as hypokalemia, have been considered as an important risk for the occurrence of QT
interval prolongation and TdP. Intriguingly, low extracellular potassium concentration
reduces lx, and promotes QT prolongation, which has been explained by either a more
extensive fast inactivation of Ik, in hypokalemia19 or by a competitive sodium-induced
Ix; block.”® Hypokalemia increases drug binding to the channel as well, resulting in
excessive prolongation of repolarization.”! On the other hand, depletion of extracellular
magnesium has been associated with abnormalities in depolarization, repolarization, and
automaticity, and may be involved in triggering TdP. However, the mechanisms
implicated are not clearly understood, although it appears that magnesium
supplementation may be protective.22

Bradycardia, caused largely by either slow sinus rhythm, hypothermia, or

hypothyroidism, physiologically induces prolonged repolarization, which leads to a
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higher risk of TdP occurrence."’

Pause provoked by extrasystoles may be more
important than bradycardia itself at the initiation of several cases of TdP.?

Structural heart diseases, such as hypertrophy or congestive heart failure, have been
associated with altered repolarization.”* This is of great importance as a major risk factor
for drug-induced LQTS because of its clinical impact as a confounding common factor.
For example, electrical instability is a main characteristic of heart failure and is
responsible for more than 50 % of deaths. Therefore, extreme caution must be exercised
with these patients taking potential I, blockers (Table II).

Another important risk factor is the concomitant administration of 2 Iy, blockers.'" 13 13
Frequently, the drugs responsible for the impaired metabolic‘ status via cytochrome
(CYP) 3As are macrolide antibioticé or imidazole antifungals, which are also potent Ik,
blockers.”**?® One plausible mechanism of this interaction is an alteration in metabolism,
leading to an increase in plasma concentrations of one of the Ik blockers and therefore
to an increased risk of TdP.”” Another possibility may be a simple additive blocking

effect on Ig;, although competitiveness is expected.

Further predisposing factors to drug-induced LQTS (not described herein) are, among

28,29 0, 31

others, togins and cerebrovascular disease.’
Alteration pf Repolarization Reserve

The valid prediction of the development of TdP is a challenge in clinical practice. For
example, whereas high drug plasma concentrations are somehow a good predictor,
predicting the development of TdP with low drug concentrations remain uncertain. To
address this idiosyncratic development of TdP, Roden et al” have developed the concept

of repolarization reserve. Normal repolarization is accomplished by multiple ion
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channels, thus providing a safety reserve; therefore, in an ordinary situation when an I,
blocker is administered, a small or no QT interval prolongation is observed. However, in
the presence of a reduced repolarization reserve (eg, in heart failure when Ito current is

reduced), the same Ik, blocker ma'y precipitate QT prolongation and TdP.
Sex as a Major Risk Factor for Drug-Induced LQTS

Historical Insight

In the early 1920s, Bazett® was one of the‘first authors to describe the existence of sex-
related differences in cardiac electrophysiology. He ﬁoted that QT intervals on an ECG
were longer in women than in men. Sixty years later, Abinader and Shahar™ observed
that, compared with men, women were more susceptible to developing TdP with

1%° described the clinical

administration of prenylamine (71.4 %). In 1986, Roden et a
circumstances associated with the occurrence of acquired LQTS and TdP with quinidine;
among the 24 patients studied, 16 (67 %) were women. An excellent analysis by Makkar -
et al™ in 1993 examined 332 cases of antiarrhythmic-induced TdP and found that 70 %
of all cases occurred in women. These results clearly demonstrated, for the first time,
that women were at greater risk of developing TdP than were men. In another study, 15
of 25 cases associated with terfenadine-induced TdP occurred in women.?7 The large
clinical SWORD (Survival with Oral d-Sotalol) trial was intended to investigate whether
d-sotalol, a class III antiarrhythmic drug with no B-blocking activity, could reduce
mortality in patients with left ventricular dysfunction after myocérdial infarction.™ This

trial found that female sex was a major risk factor associated with an increase in

arrhythmic deaths (Relative Risk = RR ~ 4 in women compared to RR ~ 1.5 in men). A
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large US Food and Drug Administration MedWatch database retrospective analysis of
346 clinical cases of erythromycin-associated cardiac arrhythmias also found a female
predominance (65 %).39 Furthermore, In a data analysis, Gowda et al*® determined that

the prevalence of TdP induced by the class III antiarthythmic drug ibutilide was

significantly higher in women than in men (p=0.05).

Physiological Differences

It is important to emphasize that the QT interval is frequency dependent.33 To
adequately assess and compare QT intervals among different individuals, a correction of
the QT interval with heart rate is necessary. The most commonly used formulas are
Bazett’s square-root formula (corrected QT [QTc] = QT/RR'? ; RR = l/heart rate) and
Fridericia’s cube-root formula (QTc = QT/RR'?).*" Whereas Bazett’s formula is more
commonly used, mainly for its simplicity, it is now well recognized that it is the least
accurate. Other formulas (eg, Hodges, Framingham) are also used.

Some physiological féctors (ie, corporal development and age) have been associated
with an increased risk of QT interval prolongation and occurrence of TdP. Indeed, heart
rate has been found to vary with age and sex.*” In infants and children under 10 years of
age, no significant séx-related differences in heart rate were observed. However, women
from puberty to adulthood present with an increased heart rate (p=0.0001) compared
with men, with a similar uncorrected QT interval, fhereby suggesting that the QTc
interval is longer in women at this age span (p<0.0001)." ** This difference seems to
vanish at age >65 years, resulting in similar QTc intervals between men and women.

142

Rautaharju et al™ found that men present with a decrease in the QTc interval at puberty

(due to a decrease in their heart rate), whereas women had no significant changes. In
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contrast to women, the QTc interval in men increases gradually from puberty to age 50.
years, when it returns to values comparable to women’s. Based on these notions, this
phenomenon is believed to be mainly related to variations in sex hormone levels and
activity during puberty.

Besides variations observed in the duration of the QT interval, sex-related differences
have been observed in QT dispersion. The latter is defined as the difference between the
longest (QTmax) and the shortest (QTmia) QT intervals within a 12-lead ECG. Clinical
and experimental studies completed by Kassotis et al have shown that QT dispersion is
greater in men than in women.” It was suggested that the prolonged QT interval
induces proarrhythmia related to early afterdepolarizations, while an increase in
dispersion of repolarization seems to correlate with reentrant type ventricular
arrhythmias. Therefore, and according to these authors, this may explain the increased
risk of sudden cardiac death in men compared \with an increased risk of drug-induced

TdP in women.

Mechanisms of Female Predisposition: Clinical, In Vivo, and In Vitro Experiments
The decrease in the QT interval observed during puberty in men appears to be linked to
androgens (specifically testosterone) rather than estrogens. In fact, a study by Bidoggia

et al*

noted that castrated men had a longer JTc interval (JTc is the corrected JT interval
which reflects ventricular repolarisation than did noncastrated men (311.27+54.52 msec
in castrated men versus 277.46+38.54 msec in noncastrated men, p<0.01). The same
study found that women with a virilization syndrome had shorter QTc intervals than did

castrated men and healthy women. A prospective study by Stolt et al*’ found that

athletes who took large doses of anabolic steroids had shorter QTc intervals. In a
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retrospective study by Larsen et al,*® no significant effects of hormone replacement
therapy (mainly estrogen) on the QTc interval were noted for postmenopausal women.
However, some discrepancies remain for the role of estrogens: Romhilt et al* observed
that women who took oral contraceptives had a higher risk of developing ventricular
extrasystoles than did nontreated women, which suggested that both estrogen and
progesterone were arrhythmogenics. Indeed, 53 % of women taking contraceptives
developed premature ventricular contractions comparatively to 12 % of untreated
women. Furthermore, women are more susceptible to developing ibutilide-induced QT
prolongation during menstruation, especially during the ovulatory phase of the menstrual
cycle compared with the luteal phase (mean inérease in QTc = 59 msec during the
ovulatory phase versus 53 msec in the luteal phase).”

Estrogen and androgen receptors are found in myocardium, and studies have showed the
modulatory role of hormones on the levels of messenger RNA in the calcium and
potassium cardiac channels of mice’' and rabbits.”> A study by Hara et al>> assessed the
effects of dihydrotestosterone (DHT) and estradiol on the action potential of pap'illary
muscles in oophorectomized rabbits. The authors concluded that estradiol significantly
increases the action potential (p<0.05), whereas DHT shortens it. The same study also
found that sex hormones modulate response to Ik, blockers (ie, E-4031). Indeed, a
greater action potential prolongation was observed in rabbits treated with estradiol than
in those treated with DHT.>® Moreover, Drici et al’> observed that quinidine provoked
more QTc interval prolongation in estradiol-treated rabbits than in DHT-treated rabbits.
This study also found that £he chronic use of estradiol and DHT decreased mRNA levels
for the ultrarapid component of the delayed rectifier potassium current Ik, (decrease of

more than 85 % of mRNA levels) without any significant effects on the rapid component
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Ikr. An in vivo study by Lu et al’* found that female rabbits were more susceptible than
were males to QT prolongation when both sexes were administered dofetilide, a potent
Ik: blocker.

Sex-related differences in current densities have also been described by Liu et al.® Ik,
and Ix; (Ix): inward rectifier potassium current) outward current densities were
significantly lower (p<0.01 for Ik, and <0.05 for Ix)) in female rabbits than in males,
which implies prolonged repolarization and predisposition to L.QTS in females. Another
study analyzed the effects of androgen deficiency on ventricular repolarization in mice
and reported that this deficiency induces a reduction in Ik, density in ventricles, which
may provoke a prolongation of action potential duration and QTc interval. >"" > In
addition, data suggest that the main factor associated with a lower risk of TdP in males is
testosterone, which increases Ik, and Ik, densities and subsequently shortens QTc.57
Besides the direct effeéts of sex hormones on channel expression and channel function,

Pfeufer et al’®

and others have suggested that the common genetic variants which
modulate QT in the general population show sex differences that may account for some
of the intrinsic gender and individually distinct myocardial electrical properties. Indeed,
the effect of the KCNH2-K897T variant’s association on the QT interval was found to
be more pronounced in females than in males.” Moreover, genetic markers KCNE]1-
rs727957, KCNQI1-rs757092, and KCNH2-rs3815459 were associated with sex
differences.’®

All the findings previously mentioned suggest that men may have protection against
drug-induced effects on cardiac repolarization because of their high androgen levels,

whereas high estrogen levels may predispose women to arrhythmic events. In addition, it

appears that hormones have a direct effect on ionic channel densities. However, the
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small hormone-dependent differences noted suggest that these observations may only
partially explain the mechanisms associated with sex-related differences in ventricular
repolarization and arrhythmias. The magnitude of hormone-dependent differences
observed in these studies remains very small compared with the large differences
observed in clinical settings. Moreover, hormonal concentrations used in ex vivo and in
vitro experiments largely exceed those observed in humans under normal physiological

circumstances.

Other Potential Mechanisms

Not all the studies described in this article consider the drug itself — from b.oth a
pharmacodynamic and pharmacokinetic perspective — in the acquired LQTS. They failed
to consider the effects of hormones on membrane transporters or enzymes that
metabolize these drugs and could indirectly modulate their response.

The mechanisms responsible for sex-related differences in drug-induced LQTS remain
poorly understood.” ® 1t is therefore possible that other factoré,' sucﬁ as the
pharmacokinetics of Ik, blockers, may play key roles in the prevalence of drug-induced
QT intervai prolongation and TdP in women. In fact, Ik, blockade is drug concentration—
dependent, and, comparatively to other intracellular drug targets, any modulation in drug
pharmacokinetics (ie, in absorption, distribution, metabdlism, or elimination) could
modify plasma éoncentrations and, more particularly, intracellular levels.®' This notion
is of grezit importance, because major binding sites to Ik, are intracellular. Determinants
of intracellular concentrations of Ik, blockers include membrane transporters and CYP

expressed, in situ, within the heart.
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Cytochromes P450 Enzymes

The CYP family is a superfamily of hemoproteins responsible for the oxidative
metabolism of many xenobiotics and is therefore invdlved in major elimination
pathways of many drugs®® (Figure 2). CYP3A is the predominant subfamily found in
humans'and accounts for the metabolism of >50 % of commercially available drugs.63
Pharmacokinetic and pharmacodynamic studies have shown that many compounds that
are CYP3A substrates also possess the capacity for binding to Ik, To cite a few,
macrolide antibiotics  (erythromycin, clarithromycin), - imidazole antifungals
(ketoconazole, itraconazole), cisapride, droperidol, pimozide, sildenafil, thioridazine,
and domperidone are all Ik, blockers and CYP3A substrates. ! ‘

Studies have shown that sexual hormones play an important role in CYP3A expression
and functionality because they are also CYP3A substrates. Harris et al®* noted that
clearance of CYP3A4;metabolized drugs is greater in women, suggesting greater
enzymatic activity; howéver, the activity of other pharmacokinetic systems appears to be
greater in men. In contrast, the same authors noted that certain drugs had >superi0r
bioavailabilities in women. A recent in vivo study by Suzuki et al® reported that hepatic
expression of CYP2B1 was greater in male than in female rats. In another experimental

1° found that renal CYP2J5 levels in male mice were greater than in

study, Ma et a
female rﬁice. These differences disappeared when male mice were castrated, suggesting
a direct effect of sex hormones on CYP expression. This observation evoked a greater
metabolic capacity in males, which leads to a slower drug clearance and increased drug
levels in females.

Besides CYP-dependent hepatic and intestinal metabolism, recent studies reported the

presence of CYP-dependent oxidative metabolism in the heart.®” % Consequently, as



275

depicted in Figure 2 — that describés pharmacokinetic factors which modulates the
bccurrence of acquired long QT syndrome —, cardiomyocytes seem to be CYP equipped
(CYP2C8, 2C19, 2D6, 2J2, 1A1, and 2E1) and may metabolize respective substrates in
situ within the cardiomyocyte miliew.*” "° Given that the majority of Ik, blockers are
CYP substrates, and by analogy to sex-related differences observed in hepatic CYPs, it
is possible that cardiac CYPs may be modulated by sex and may lead to differences in
cardiac intracellular concentrations. Therefore, potential sex-related variability in
cardiac CYPs may play an important role in the understanding of sex-related differences
in acquired LQTS. Additional studies are needed to better comprehend the role of these

enzymes.

Membrane Transporters

ATP-binding cassette (ABC) transporters (eg, P-glycoprotein [P-gp] and multidrug
resistance-associated protein [MRP]) are influx and efflux membrane transporters. By
using ATP hydrolysis, ABC transporters can transport a wide variety of xenobiotics
across the cellular membrane from the extracellular to the intracellular milieu and vice
versa’' (Figure 2). Many membrane transporters can modulate drug intracellular’
concentrations in the intestine, liver, kidneys, brain, uterus, and other sites, especially in
the heart. Indeed, many ABC transporters were discovered at the cardiac level, MDR1
(P-gp), MRP1, MRP2, MRP5, MRP7, and BCRP in particular.n’ 3 Given that the
binding site for Ik; is intracellular, modulation of the intracellular concentration of Ik,
blockers due to variability in membrane transport activity is crﬁcial to their

pharmacological blocking effects on I;.
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Sex-related differences in the transport process of endogenous and exogenous substrates
~ have been reported in different organs in rats, mice, and humans.”* Hepatic expression of
P-gp, for example, is 2-fold higher in men compared with women, suggesting that .the
transport of P-gp substrates may vary with gender.T5 Another study confirmed the
existence of sex-related differences in the functional activity of P-gp in mice.’®
Organic anion transporters (OATs) and organic cation transporters (OCTs) are 2 large
families of membrane transporters. They play a major role in the absorption,
distribution, and elimination of numerous drugs and their metabolites, and participate
more particularly in the distribution of many drugs in the heart.”’ Kobayasti et al’®
clearly described a sex-related differential genetic expression of OATSs that is dependent
on sex hormones. Moreover, Buist et al” observed variable expression of organic anion
transporting proteins accérding to sex and the organ involved (intestine, kidney, etc).
These 2 large membrane transporter families can play a key role in modulating
intracardiac concentrations of drugs next to their binding site.® 8! For the past several
years, our research group has conducted studies on membrane transporters and
metabolic enzymes expressed in the heart and their relationship with drug-induced
LQTS. We observed that P-gp and HERG (protein of Ik,) interact very closely in
cardiomyocytes (data submitted for publication, Hreiche et al., 2008) Furthermore, our
research group described the presence of CYP in cardiomyocytes.82 We also noted that
treatment with the membrane transporter modulator verapamil in guinea pigs altered Ik,
blocker effects on action potential duration.® Most importantly, we are currently
assessing the role of membrane transporters and metabolic -enzymes in sex-related

differences in acquired LQTS.
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Conclusions

Women are at an increased risk of presenting with severe cardiac adverse effects such as
drug-induced LQTS and TdP. Since the first study by Bazett in 1920, many othérs have
shown the existence of electrophysiological differences between women and men,
especially for the QTc interval. Sex hormones explain only part of the observed
differences. Androgens provide prptection against drug effects on repolarization,
whereas estrogens seem to be proarrhythmic. In addition, sex differences in the density
of ionic channels do exist but appear to partially explain women’s predisposition to
drug-induced LQTS. Hence, hormones act directly on the substrate that defines
myocardial electrical properties, namely, cﬁannel expression and channel function. We
suggest that other mechanisms, such as the modulation of the pharmacokinetics of Ik,
blockers (via modulation of intra- and extracellular concentrations), may be of major
importance in our understanding of women’s predisposition to acquired LQTS. Sex-
specific changes in drug transport and metabolism will result in different plasma and
intracellular levels acting along a dose-respolnse effect on block of Ik,. Consequently,
important hormone-dependent factors such as metabolic enzymes and membrane

transporters need to be investigated in new basic research studies.
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Table I. Channelopathies associated with congenital long QT syndrome. Reproduced

. . 4
with permission.

Ton Effect of
Type Gene Protein || Locus || Current . Common Triggers
Mutation :
Affected
' Exercise, especially
LQT1 | KeNQl | KYEQTL yiiss) ! swimming;
(Kv7.1) .
emotional stress
Rest/sleep, auditory
hERG 7q35- stimuli, emotional
LQT2 KCNH2 (Kv1l.1) q36 ke ! stress; postpartum
state
LQT3| SCN5A | Navls 35;;“ I ' Rest/sleep
Affects Exercise, emotional
LQT4| ANK2 || Ankyrin-B 4q25- | Na+, K+, | stress (based on
q27 Ca++ ..
limited data)
exchange
LQT5|| KCNE1 MinK 21g22 Iks ! Insufficient data
LQT6| KCNE2 MiRP1 21q22 Ik, ! Insufficient data
Accompanied by
. alterations in serum
LQT7| KCNI2 Kir2.1 17q23 Ik, I K+ level in some
-cases
Hypoglycemia, sepsis
‘LQT8 CACNAIC| Cavl.2 |[12pl13.3] Ig,L 7 (2 cases)
| LQT9 CAV3 Caveolin 3 |3p25.3 INa 1 Insufficient data
LQT10| SCN4B Navb4 11g23.3 Ina 1 Insufficient data

' 1 : Increase, |: Decrease, I,: rapid component of the delayed rectifier potassium channel, [
slow component of the delayed rectifier potassium channel, I: inward rectifier potassium current,
Ing: sodium channel, I¢,,: L-type calcium current.




290

Table II. List of drugs known to induce torsades de pointes and to be more prevalent in

women (adapted from www.torsades.org with permission)lz.

Therapeutic Class

Chemical Name

Antiarthythmics

Amiodarone

Disopyramide

Ibutilide

Quinidine

Sotalol

Antibiotics/Anti-infectious

Erythromycin

Halofantrine

Pentamidine
Anti-angina Bepridil
Antipsychotics Pimozide
Gastrokinetic stimulants Cisapride
Opioids Methadone
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Figure Legends

Figure 1. Clinical manifestations of drug-induced long QT syndrome. (A) Typical
monophasic action potential (MAP) recording showing that the action potential of a
normal ventricular cardiomyocyte (1) is prolonged in presence of an Ik, blocker (2).
Occurrence of early after-depolarizations may lead té torsades de pointes (3). (B) QT

interval is represented on a classical surface electrocardiogram. Drug-induced Ik, block

produces a QT interval prolongation (2) and can trigger torsades de pointes (3).

Figure 2. Pharmacokinetic factors that modulate the occurrence of acquired long QT
syndrome. Free concentration of a drug crosses cellular membrane either by passive
diffusion or actively using membrane transporters. A fraction is then either metabolized
by cytochrome P (CYP) or transported unchanged toward extracellular milieu by other
membrane transporters. The remaining fraction in the intracellular milieu blocks the
rapid component of the delayed rectifier potassium current (Ix,). Binding to Ik, is
- intracellular and induces a decrease in K+ efflux; this generates a prolongation of the

ventricular repolarization and an increase in QT interval.”

? Ixs: slow component of the delayed rectifier potassium current
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Introduction

Historically, North American population was formed by episodic migration flows. While
the majority of these flows initiated from Europe—mainly English, Spanish, and
French—, North America’s current demographic makeup is much more diversified. In
2005, the U.S. Census Bureau estimated the national population to be at 296,410,404, Of
this total, 14.4 % self-identified as Hispanic or Latino origin, 12.8 % as Black, 4.3 % as
Asian, and 1 % as American Indian and Alaskan native among other less numerous
groups (U.S. Census Bureau 2005). This heterogeneity can be easily found in the
majority of the world’s metropolitan areas, and therefore raises major issues related to
disparities, ranging from health risk factors to disease prevalence, life expectancy and
adequate health care delivery. All these issues are inevitably related to genetic and

environmental factors.

The term ethnicity stems from the Greek ethnos [1, 2], meaning people or nation. It is “a
multi-faced quality that refers to the group to which people belong, and/or are perceived
to belong, as a result of certain shared characteristics, including geographical and
ancestral origins, but particularly cultural traditions and languages” [1]. However, the
concept of ethnicity in health care and public 'health remains a controversial variable,
with many ethical and definition issues. In clinical studies, .it is still difficult to have a
good grasp of terms like Asians, Blacks or Hispanic because of their inconsistency
usage, intra-group heterogeneity (many studies do not mention the subgroups) and an
absence of internationally recognized definitions. In this chapter, the “Asian” term in
one clinical study, for example, may not be as representative of a subpopulation as the

same term used in another study.
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According to the World Heart Federation, heart disease is the world's number one killer
and is responsible for one in every three deaths. This prevalence is even more
pronounced in the Western Industrialized World. In the United States, heart disease has
been the leading cause of death for the past 80 years [3]. Moreover, it is worth noting
that rapid economic development, urbanization and lifestyle changes in develbping
countries are heavily responsible for an impressive increase in cardiovascular disease
. (CVD) [4]. Due to many genetic and environmental factors, not all individuals are equal
with regard to CVD prevalence or in treatment responses, which inevitably leads to
inequalities in their health management. In addition, the majority of clinical studies have
been conducted using white men, and their results have been generalized to all patients
irrespective of their ethnic group. This has led.to the rise of “Ethnopharmacology,”
which Munoz et al. define as “the study of the effect of ethnicity on responses to

prescribed medication...” [5].
1- Environmental and cultural factors in treatment response

Environmental factors, such as climate, pollution, smoking, alcohol, drug intai;e, diet
and so on, can be responsible for an important variation in drug response within the
same individual [6]. Furthermore, these factors can cause disparities among groups of
individuals, which could be related ethnicity.

For example, in addition to its proven direct effect on the prevalence of CVD [7],
tobacco use has been implicated in drug-interactions with the widely-prescribed

anticoagulant warfarin. It is well known that tobacco smoke is a potent inducer of the
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cytochrome P450 (CYP) 1A2 which is partially responsible for the metabolism of
warfarin in humans. Therefore, many clinical cases of increase in warafarin efficacy
have been described in people who have recently stopped smoking [8]. In addition,
possible warfarin treatment failure has been associatéd with smokeless tobacco. This
failure was explained by an increased dietary source of vitamin K from tobacco [9].
These interactions can be of significant importance due to variations of prevalence of
cigarette smoking within each population. According to the 2005 National Health
Interview Survey, American Indians and Alaska Natives had the highest prevalence
(32.0 %), followed by non-Hispanic' whites (21.9 %), non-Hispanic blacks (21.5 %),
Hispanics (16.2 %), and Asians (13.3 %) [10].

On the other hand, chronic and acute ethanol consumption can modulate the response
and toxicity of many cardiovascular treatments. For example, ethanol can cause additive
vasodilatation with such agents as nitroglycerin, methyldopa and hydralazine [11].V
Moreover, ethanol can decrease plasma clearance of propranoloi, leading to a dec;ease
in the latter’s efficacy [12]. Because of historical, religious and cultural factors, alcohol
consumption varies among ethnic groups, which leads to a disparity in the toxicity
observed with these drugs among these groups [13].

Treatment adherence is a key factor among cultural factors that could also modulate
drug response, For example, many studies have correlated mediocre blood pressure

control to poor treatment adherence, equally correlated to ethnicity [14].
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2- Role of genetic factors in treatment efficacy and toxicity

Polymorphisms are naturally occurring variations in the sequence of genetic information
on a segment of DNA in more than 1 % of the population. These variations lead to a
modﬁlation in the gene products—mostly proteins—which interact directly or indirectly
with drugs. This could result in absence of the gene product (e.g., absence of a specific
enzyme), presence of an inactive gene product (e.g., presence of an inactive enzyme), or
increased gene product activity (e.g., presence of higher copies of this enzyme).
According to Burroughs et al., three processes or mechanisms are involved in the
polymorphisms-drug response interaction, namely, drug metabolism, drug targets, and
disease pathway [6]. However, polymorphisms in drug metabolism are usually
considered thg most relevant due to their recurrence in many important therapeutic
classes. This is especially true in compz}fison with the other two mechanisms that may
affect only oné drug or one class of drugs [6].

Polymorphisms of drug metabolism can influence individual response to drug therapy as
a result of highly variable plasma concentrations of the parent compound or its
metabolites [15]. Oxidation, acetylation, and/or methylation are the main processes of
biotransformation. The CYP family is the major oxidative system and is implicated in
the oxidation—and elimination—of more than 50 % of all mafketed drugs [16]. More
importantly, many polymorphisms in CYP activity have been described.

Drug targets are extremely numerous and consist of énzymes, cell surface receptors,
nuclear hormone receptors, ion channels and transporters [17]. Many polymorphisms are
observed within the genes encoding for these drug targets and can cause an alteration in

sensitivity to several therapies.



300

Many of the above-mentioned polymorphisms are not uniformly distributed among
ethnic groups [18]. This ethnicity-related discrepancy results in significant variation of
drug response and takes one of the following forms: 1) alteration in treatment efficacy

and responsiveness, or 2) alteration in treatment toxicity and adverse reactions (Figure

1).

2.1- Alteration in treatment responsiveness and efficacy
One of the best illustrations of the polymorphism of drug metabolism and its relation to
ethnicity and treatment responsiveness may be the polymorphisms observed in CYP2D6.
Indeed, CYP2D6 polymorphisms are clinically very important due to the fact that around
20-25 % of all drugé are metabolized by this enzyme. Mutations in the CYP2D6 locus '
result in either a no encoded enzyme, a deficient enzyme or an enzyme with increased
activity [19]. This leads to four act.ivity levels (or pheﬁotypes): poor metabolizers (PMs); -
intermediate metabolizers (IMs); extensive metabolizers (EMs); and ultrarapid
metébolizers (UMs) [20, 21]. Presently, more than 46 different major polymorphic
CYP2D6 alleles are known [22]. However, few are clinically and quantitatively relevant,
namely, CYP2D6*2, CYP2D6*4, CYP2D6*5, CYP2D6*10, CYP2D6*17 and
CYP2D6*4] (Table 1). In particular, the *2 allele variant, resulting from a gene multi-
duplication, increases enzyme activity, which leads to an extensive CYP2D6-mediated
metabolism and a decrease in the efficacy of CYP2D6 substrates (many cardiovascular
drugs). An excellent review by Bernard et al. provides a list of numerous studies

conducted in many countries that demonstrated significant interethnic differences in
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CYP2D6 allele frequencies (Table 2) [23]. These interethnic differences lead to
significant variations in treatment efficacy among ethnic groups.

To cite some examples, many beta-blockers are partially or entirely cleared from the
organism via a CYP2D6-mediated metabolism, such as bufuralol, bupranolol, carvedilol, |
labetalol, metoprolol, propranolol and timolol [22]. An increase in their metabolic
clearance decreases their plasmatic concentrations and efficacy. In Ethiopian and Saudi
Arabian descendants, for example, special attention—and probably higher doses—
should be given in their hypertension management with many beta-blockers [22, 23].
Indeed, 29 % of Ethiopians and 21 % of Saudi Arabians are UMs for CYP2D6
compared to Caucasians (4 %).

Other polymorphisms could diminish beta-blockers efficacy and response. In fact, many
polymorphisms have been observed in betal-adrenergic receptors, showing altered
functions or regulations [24]. These receptors are the drug targets of beta-blockers and
could therefore reduce their responsiveness. However, many clinical studies still need to

be conducted in order to gain a better understanding of these polymorphisms and the

way to use them in managing cardiovascular patients from different ethnic groups.

As is the case with beta-blockers, several antiarrhythmics are also metabolized by
CYP2D6. Indeed, propafenone and flecainide can be less effective in UMs for CYP2D6

and higher doses may be required [25]. Special attention should be given to these drugs.

Angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors are currently the cornerstone of

managing patients with cardiovascular and renal disease [26]. However, responsiveness

to equivalent doses of ACE inhibitors fluctuates significantly between individuals within
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the same group or from different ethnic groups [27] (Figure 2). Rigat et al. were among
the first to explain inter-individual variability in the response to ACE inhibitor treatment
[28]. They found that the ACE insertion/deletion (I/D) polymorphism—corresponding to
an insertion or a deletion of a 287 bp Alu repeat polymorphism in intron 16—explained
around 50 % of the variance in serum ACE levels. While many studies have been
conducted since then in order to elucidate this polymorphism impact, the results have
been inconclusive [29]. Still, a trénd has been observed towards a better response to
ACE inhibitors in Caucasian DD carriers compared to II carriers [30]. Moreover, some
studies have found that ACE inhibitors do not normalize hypertension in African
Americans as effectively as in Whites, and therefore the addition of a second

antihypertensive agent, such as a diuretic, would be an excellent strategy [31-33].

2.2- Alteration in treatment toxicity and adverse reactions
Anticoagulotherapy is a perfect example for describing the variation of adverse reactioné
and its correlation with ethnicity. Indeed, warfarin—an oral anticoagulant from the
coumarin family—is one of the most widely prescribed anticoagulant drugs for
prophylaxis and treatment of pulmonary embolism and venous and arter‘ial thrombosis
[34]. However, its use requires very close patiént monitoring (INR should fluctuate
between 2 and 3) because of the clinical importance of observed adverse reactions. More
precisely, bleeding is observed in up to 16 % of patients per year and serious
hemorrhages are observed at a rate of 1.3 to 4.2 per 100 patients per year of exposure
[35, 36]. These adverse reactions and the variability in warfarin dosage requirements
have been related, inter alia, to genetic polymorphisms in CYP2C9 (polymorphism of

drug metabolism) and VKORC! (polymorphism of drug target).
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First, CYP2C9 is the main metabolic enzyme responsible for the metabolism of ‘S-
warfarin, the isomer with the most pharmacological activity [37]. In addition, numerous
allele variants have been identified for CYP2C9. Two of these allele variants (*3 and *6)
are associaged with a loss of activity while *2, *4, *5 and *I] are associated with
weaker enzyme activities [38-41]. However, a decrease in warfarin’s metabolic
capability has only been described in carriers of *2 and *3 variants [42]. Diminution of
the metabolic clearance of warfarin in PMs leads inevitably to an increase in plasma
concentrations of S-warfarin and an increase in .the drug’s activity compared to an
equivalent dose in EMs. A risk of severe adverse reactions is very frequent in PMs,
making a dose adjustment necessary. Health managément in warfarin-treated patients is
complicated by the fact that these polymorphisms are not uniformly distributed in all
ethnic groups. A review by Lee et al. describes the heterogenic distribution of CYP2C9
polymorphisms afnong ethnic groups (Table 3) l[43]. For example, _w"hile one-third -of
Caucasians expréss either the *2 or *3 genotypes, no individuals of J apariese, Ch‘ineSe,
Korean or Taiwanese origin express the *2 variant, and few express the *3 variant.
Another factor that can explain the lvariability in warfarin treatment is the
polymorphisms expressed in the warfarin pharmapodynamical target, namely, the
vitamin K epoxide reductase (VKOR). These polymorphisms may lead to warfarin
resistance and to a decrease in its activity. Many variants in the VKOR complex subunit
1 (VKORC1) gene have recently been described, including many haplotypes—based on
single nucleotide polymorphisms. Moreover, it would appear that individuals carrying
the H1 and H2 haplotypes require significantly lower doses. of warfarin than those
carrying the H7, H8 and H9 haplotypes [44, 45]. This is more pronounced in Asian sub-

populations where, contrary to CYP2C9 polymorphisms, VKORCI haplotypes account
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for the difference in warfarin requirements between Chinese, Malays, and Indians [46].
Indeed, the VKORCI H1 haplotype-is common among Chinese (87 %) and Malays (65
%) and less so among Indians (12 %) whille H7, H8 and H9 haplotypes were inversely
distributed among these groups [46]. In short, according to ethnic group, CYP2C9 and
VKORCI account for 5-22 % and 6-37 % of warfarin variability respectively [47]. In
this light, new studies are needed to elucidate all the mechanisms and parameters that

account for genetic-related variability of warfarin treatment [48].

ACE inhibitors have also been associated with an increase in treatment téxicity
according to the ethnic background of the patient. Indeed, many studies have concluded
that Black patients under ACE inhibitors had a’three—fold increase in relative risk of
angio-oedema episodes compared to non-Blacks [49]. It has been also suggested that
American Asian patients have a high risk (50 %) of cough with ACE inhibitors, making
this therapeutic class léss tolerable in this ethnic .population [50]. On the other hand,
some small clinical trials have reported more depression incidénce with

hydrochlorothiazide in Black patients than in White patients [49].

3- Towards an individualized therapy for better management of

cardiovascular patients from ethnic minorities?

As shown above, many examples of ethnicity-related pharmacogenetics can be listed to
illustrate variability of drug efficacy and toxicity énd, therefore, the difficulty of health

management in these cases.
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The genomic revolution, with the Human Genome Project as its center piece, has made
many strides in providing a better understanding of the relationship between drug
therapy and ethnicity. However, we are still at the very beginning of this knowledge
development process. Indeed, many studies confirm that the impact of genetic ethnicity-
related polymorphisms is still very controversial. This uncertainty can be explained by
the fact that there have only been a few large clinical trials that have closely studied the
impact of ethnicity on drug response. Moreover, even many published comparative trials
between ethnic groups remain controversial because of the small number of Black,
Asian or Hispanic subjects included compared to White subjects. This imbalance can
create many biases and cduld lead to false conclusions.

In addition, we still lack an understanding of the clinical impact of every polymorphism
discovered and of their impact on observed inter-ethnic variability. For example,
polymorphisms in VKORI and CYP2C9 can only explain some of the variability in
warfarin therapy. Many other yet-to-be-discovered genetic polymorphisms and

environmental factors remain to be elucidated.

The dilemma that every physician faces remains the same: what is the optimal approach
to, say, a self-described Blaék patient. Will he or she respond less with an ACE
inhibitor? It is well established that even though Blacks in general respond less to ACE
inhibitors, this therapeutic family should not be avoidea for all Black patients. Even
though physicians can ask—at a relatively high cost with many pharmacoeconomic
doubts—for the genetic “fingerprints” of their patient, theré is still a probleﬁl with the

predictability of this information. Although genetic fingerprints are undoubtedly very
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useful in predicting plasmatic concentrations of a drug and its clearance, they do not

necessarily predict its pharmacological response.

The pharmacogenetic gaps we are currently facing in our understanding and prediction
of drug response and toxicity can be overcéme by continuing research in
pharmacogenomics at the basic and clinical levels. The direction this research should
take should be based on discovering new genetic markers followed by their validation in
large clinical trials in different ethnic groups. Subsequently, this research could be used
as a tool for physicians in everyday clinical practice. In addition, pharmaceutical
companies should be pressed to include more individuals from ethnic groups in their

clinical studies before drug launching.

Good health is our birthright, with no discrimination according to ethnic background. As
such, healthcare should seek to eliminate disparities in cardiovascular health é'nd
healthcare.delivery. All socioeconomic and environmental parameters indicate that
population migrations will constantly increase over the next decades. As such, many
societies which had genetically hofnogenous populations are being transformed into a
mix of various ethnic backgrounds. Physicians will face new challenges in healthcare

management because of greater variability in drug response.

The goal of rational drug treatment is to maximize benefits and to minimize harm.
Despite the fact that we are not yet adequately able to predict drug effect and determine
which treatment to use based on the patient’s genetic characteristics, physicians should

base their treatment plan on their clinical judgment, keeping in mind that a particular
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individual interacts with his or her environment and can have phenotypic characteristics

that might false genotype-based predictions.

In conclusion, the pharmacogenomic tools currently at our disposition (i.e. genetics
chips, etc.) are—and even more so in the future—very useful for developing better

individualized therapies, especially for ethnic groups.
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Table legends

Table 1: Major human polymorphic variant CYP2D6 alleles and their global distribution

(Reproduced from Ingelman-Sundberg et al. with journal permission) [22].

Table 2: Incidence of CYP2D6 enzyme phenotypes among different ethnic populations

(Reproduced from Bernard et a/. with journal permission) [23].

Table 3: Population distribution of CYP2C9 genotype among ethnicity (Reproduced

from Lee ef al. with journal permission) [43].
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Major variant

Allele frequencies (%)

substrates

alleles Mutation Consequence . . Black Ethiopian§
Caucasians | Asians Africans and Saudi
Arabians
Lo Increased
Cyp2ps” 2xn | GCNC duplication/ enzyme 1-5 0-2 2 10-16
‘ multiduplication 2
activity
CYP2DG6 " 4 Defective splicing Inactive 12=21 | 1-4
enzyme
CYP2D6 " 5 Gene deletion No enzyme 2-7 6 4 -3
CYP2D6" 10 P34S, S486T Unstable (-2 51 3-9
enzyme
Altered
* T1071, R296C, . .
CYP2D6 " 17 S486T affinity for 0 0 20-35 3-9
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Diminished
Population PM phenotype (%) activity ol IMs (%) UM phenotype (%)  Relerence
" White 12 m
American 77 4.3 [20, 40]
British 8.9 [26]
Polish 8.1 [73]
Swiss 1 125]
Danish .8 [22]
German 77 0.8 149]
Swedish I [50]
Spanish 10 23]
Turkish 1.5 8.7
Croatian 3.0 4.0 1 74]
Alrican
African-American 1.9-7.3 4.9 20, 39-42]
Nigerian 0-8.1 [35,36]
Ghangian 6.0 [37
Ethiopian 1.8 29 [21]
South African 19 |38]
Asian 51 1]
Japancse 0 129]
Chinese <1.0 0.9 (28, 75]
Thai 12 (271
[ndian 1.8-4.8 [30-33)
Saudi Arabian 12 3-9 21.0 11.51, 76|
Hispanic }
Colombian 6.6 1.7 [47]
Mexican 32 [46}
Panamanian {Amerindian) 22-44 [45]
Nicaraguan 36 [48]

Abbreviarions: TM, intermediate metabolizer; PM, poor metabolizer; UM, ultrarapid metabolizer.
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Table 3
Ethnic group Reference *1*] *]%2 *]*3 *2%2 *2%3 *3%3 n
102 24 22 4 3 2
Scordo et al 65.0%) | (168%) | (140%) | @.5%) | 1.9%) | (1.3%) | 7
392 107 53 3 6 0
Taube ez al. 700%) | (19.0%) | 9.5%) | 05%) | 1.0%) | ©%) | %!
Margaglione et al. 88 62 28 0 2 0 180
. £ag © | (48.9%) | (34.4%) | (156%) | (O%) | (1.1%) | (0%)
Caucasian
Yasar et al. 287 80 50 2 8 3 430
: 66.7%) | (18.6%) | (11.6%) | 0.5%) | (1.9%) | ©0.7%)
Lee er al 34 ? 8 3 ' 0 55
: 61.8%) | (16.4%) | (14.5%) | (5.5%) | (1.8%) | (©0%)
903 282 161 12 20 5
Total (%) 653%) | (204%) | (11.6%) | 0.9%) | (1.4%) | (0.a%) | 1383
African- . 97 2 1 0 0 0
American Sullivan-Klose etal. | o700y | .0%) | (1.0%) | ©%) | 0% | ©n | '%
- 130 3 7 0 0 0
African Scordo er al. S7.0%) | (8.7%) 4.3%) 0%) (0%) (0%) 150
. . 308 90 86 5 6 4
Turkish Aynacioglueral | o1 30y | (18.0%) | (172%) | (1.0%) | (1.1%) | ©0.8%) | *°
. . . 78 25 37 3 14 0
Spanish Garcia-Martin et al. “9.7%) | (159%) | 23.5%) | (1.9%) | 8.9%) | ©0%) 157
Japanes Nasu et al. 209 0 2 0 0 0 218
panese etat. 959%) | %) | @1%) | 0% | 0% | ©O%)
. (1 0 4 0 0 0
Chlnese' Wang et al. (96.5%) O%) (3.5%) (0%) 0%) O%) 15
. . 93 0 5 0 0 0
Taiwanese Sullivan-Klose er al. ©1.8%) 0%) (8.2%) 0%) 0%) (0%) 98
561 0 13 0 0 0
Korean . Yoon et al. ©1.1% | 0% | e3% | on | on | o | 7*
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Figure legends

Figure 1: Ethnicity can play a major role in pharmacological response. Within a
population, patients with the same diagnostic can be divided into two groups: 1) patients
with favorable response; and 2) ethnic patients with no response or toxicity. The latter
group requires a treatment adjustment with an alternative drug or dose (Adapted and
reprinted, with permission, from the Annual Review of Genomics and Human Genetics,

Volume 2 ©2001 by Annual Reviews www.annualreviews.org) [43].

Figure 2: Percentage of patients by race/ethnicity who achieved goal blood pressure
with the ACE inhibitor captopril (CAP) (Reproduced from Materson et al. with

permission) [51].
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n=35

Figure 2
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INTERACTIONS MEDICAMENTEUSES ET RISQUE DE TORSADES DE POINTES
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Résumé

a. Objectif : Certaines études pharmacoépidémiologidues font état de plus de 10 000
morts annuellement au Canada suite a l'utilisation inappropriée de médicaments. De
plus, on dénote par des études semblables qu'environ 30 % des hospitalisations seraient
reliées a des problémes de pharmacothérapie. |

b. Résumé du cas: Une patiente traitée par de la quinidine, de la rispéridone et de
I’'indapamide se voit prescrire de la clarithromycine pour une sinusite aigué€. Le risque
d’interactions médicamenteuses graves est-il présent et QUelles en seraient les
conséquences ?

c. Discussion et Conclusion : Des modifications dans le métabolisme ou le transport
des médicaments préseﬁts au dossier pharmacolo:gique de cette patiente ri;quent de
provoquer un allongement importaﬁt de I’intervalle QT. De plus, ces interactions
médicamenteuses peuvent induire une potentialisation des effets électrophysiologiques
cardiaques de certains de ces médicaments. Les mécanismes sous-jacents a ces
interactions seront discutés menant a la conclusion que 1’administration de
clarithromycine peut créer une condition prédisposant a des risques de torsades de
pointes et de mort subité.

d. Mots clés : Cytochromes P450, interactions médicamenteuses, torsades de pointes,

transporteurs ABC, canaux potassiques.
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Présentation du cas clinique

Il s’agit d’une patiente J.K. agée de 53 ans qui se présente a la pharmacie pour se
procurer une prescription de Biaxin® (Clarithromycine) 500 mg BID pour 10 jours dans
le but de traiter une sinusite aigué a Streptococcus pneumoniae. Mme J.K. est traitée
depuis 2 ans par le sulfate de quinidine 200 mg TID pour une fibrillation auriculaire. De
plus, elle est traitée depuis 6 mois pour des troubles psychotiques par du Risperdal®
(Rispéridone) 2 mg BID. Enfin, I"hypertension artérielle de Mme J.K. est contrdlée par
du Lozide® (Indapamide) 2,5 mg ID.

Apres avoir consulté son dossier pharmacothérapeutique, le pharmacien hésite a remettre
la prescription de clarithromycine en raison du risque majeur d’interactions
médicamenteuses pouvant causer des torsades de pointes (TdP). Cette hésitation est-elle
justifiée ? Quels sont les facteurs prédisposants et les mécanismes impliqués dans ces

interactions ?

Analyse:

Le syndrome du QT long médicamenteux et les torsades de pointes

Le syndrome du QT long (LQTS) est un désordre électrophysiologique caractérisé
par un prolongement de I’intervalle QT, une propension a des arythmies ventriculaires
séveres telles que les TdP et a des fibrillations ventriculaires pouvant conduire a une
syncope et a une mort subite'. Les agents antiarythmiques associés a une prolongation

de la repolarisation cardiaque furent parmi les premiers produits identifiés comme agents
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pouvant causer des TdP. Par la suite, et grice entre autres a la mise en place de
programmes de surveillance des effets secondaires des médicaments, plusieurs
médicaments de diverses classes' pharmacologiques ont également été associés a une
prolongation de [Iintervalle QT et a une induction de TdP. Des études
électrophysiologiques ont démontré q'ue la majorit¢ des médicaments qui
prolongent I’intervalle QT sont des bloqueurs puissants d’un canal potassique spécifique
au niveau cardiaque soit la composante rapide (Ix,) du courant potassique rectifiant
retardé au niveau de la repolarisation ventriculaire. Ainsi, un blocage important d’Ik, a
€té observé avec des antihistaminiques comme la terfénadine et 1’astémizole, des
antibiotiques comme I’éryhtromycine et la clarithromycine, des antifongiques comme le
kétoconazole et I'itraconazole’. Le cisapride et la dompéridone de méme que le
sildénafil sont également des bloqueurs d’Ix”. Plusieurs antipsychotiques ont été aussi
associés a un prolongement de I’intervalle QT, notamment la rispéridone, le pimozide, la
clozapine, et plus récemment I’olanzapine et la quétiapine6. Plusieurs autres exemples de
LQTS médicamenteux furent observés avec des anesthésiques généraux, des

antidépresseurs, des antipaludéens...

Facteurs prédisposant au LQTS médicamenteux et aux TdP

1- Mutations génétiques

Des mutations génétiques au niveau des canaux ioniques cardiaques peuvent provoquer
un LQTS dit congénital ; en effet, au moins 7 sous-types de LQTS congénital ont été
identifiés a ce jour. Les données épidémiologiques indiquent que les formes majeures de

LQTS congénital seraient reliées a des mutations au sein des 2 composantes lente (Iks) et
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| rapide (Ikr) du courant potassique rectifiant retardé’. Il est aussi connu que des patients
peuvent présenter des mutations « cliniquemem silencieuses » au niveau des genes
codant pour Ik,. Ces patients présentent alors une repolarisation cardiaque d’apparence
normale grice a un courant Ik, normal. Cependant, ils démontrent concfétement une
réduction de leur réserve de repolarisation par la diminution d’Igs. Ainsi, la prise d’un
bloqueur d’Ik, élimine le seul courant sortant principal chez ces patients et démasque la
déficience latente d’Ix;. Le médicament bloqueur d’Ik, provoque alors un allongement
important de l;intervalle QT et augmente significativement le risque de TdP par rapport
aux patients ne présentant aucune mutation. De cette fagon, la présence éventuelle de
mutations non identifiées pourrait €tre un facteur majeur prédisposant aux TdP

médicamenteuses. Cette notion fait naitre un intérét de génotyper les patients a risque.

2- Bradycardie

La repolarisation cardiaque est étroitement liée a la fréquence cardiaque. En effet, plus la
fréquence cardiaque est basse, plus la repolarisation cardiaque s’effectuera lentement.
Ainsi, une bradycardie importante, voire une pause, peut entrainer un prolongement de -
I’intervalle QT et une induction de TdP. La majorité des bloqueurs d’Ix, prolonge
préférentiellement et d’une facon plus prononcée le potentiel d’action a de basses
fréquences de stimulation (bradycardie). Cet effet, plus connu sous le terme de « reverse
rate dependence », serait relié a I’accumulation d’Ixs durant une stimu.iation rapide. En
effet, il a été .démontré que le courant Ik, lors d’une stimulation rapide, n’avait pas le
temps nécessaire pour se désactiver completement, ce qui augmentait le potentiel de
repolarisation et minimisait les effets des bloquéursfd’IKr a ces fréquences rapides. Ainsi

les bloqueurs d’Ix, augmentent le risque de TdP majoritairement dans une situation de
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bradycardie dans la mesure olt aucune accumulation d’Igs & de basses fréquences n’est

possible®.

3- Sexe

Plusieurs études cliniques indiquent que les femmes sont a plus haut risque de
développer des TdP induites par les médicaments. En effet, I’étude de Makkar et coll. en
1993 conclut que 70 % des 332 cas de torsades de pointes induites par des médicaments
étaient observés chez des femmes’. De plus, au cours de I'’étude SWORD (Survival with
Oral d-Sotalol), le genre féminin fut identifié comme facteur de risque majeur associé a une
augmentation du risque de morts par arythmie dans une population en post-infarctus du
myocarde'®. Plusieurs investigateurs sont d’avis que les hprmones sexuelles et les
variabilités inter-sexes dans la densité des canaux ioniques n’ont qu’un rdle mitigé dans
I"implication des différences observées entre les hommes et les femmes. Par ailleurs, no'us
avons proposé que les variations observées au niveau de la pharmacocinétique des
médicaments tant au niveau des cytochromes P450 que des transporteurs membranaires

pourraient représenter un facteur majeur dans les différences liées au sexe.

4- Troubles électrolytiques : hypokaliémie et hypomagnésémie

Un désordre électrolytiqué — particulierement une hypokaliémie - est considéré comme
un facteur important de survenue de LQTS. En effet, Roden et coll. ont démontré qu'une
hypokaliémie induisait une inactivation rapide et importante d’Ik;, ce qui ﬁrovoquait une
diminution globale des courants repolarisants sortant et une prolongation de la

repolarisation. Cette derniere favorisait I’observation d’un prolongement de !’intervalle
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Comme le potassium, une baisse de la concentration extracellulaire de magnésium fut
associée a des troubles de la dépolarisation, de la repolarisation et de I’automaticité. Des
niveaux bas de magnésium semblent étre dépendants des concentrations de calcium. et
potassium. Contrairement au potassium, le mécanisme par lequel une hypomagnésémie

génére des potentiels d’action anormaux reste encore mal connu'?,

5- Interactions médicamenteuses

- 5.1. Inhibition des cytochromes P450

Les cytochromes P450 constituent une superfamille d’enzymes responsables du
métabolisme de la majorité des médicaments utilisés actuellement en clinique”. La
sous-famille CYP3A est responsable du métabolisme de plus de la moitié de ceux-ci et
est présente principalement au niveau du foie et de I’intestin gréle chez I’homme (Figure
1). Des études pharmacocinétiques et pharmacodynamiques ont démontré que plusieurs
substrats des CYP3A possédaient également une conformation structurale démpntrant
une capacité a‘ll se lier a Ik, Utilisant cette relation, nous avons identifié plusieurs
bloqueurs d’Ix, dont l’érythromycine”, le cisapride3 , le dropéridol15 , le pimozide‘ﬁ, le
sildénafil’, la dompéridone4 et la rispéridone’”.

Selon les principes connus de pharmacocinétique, on peut prédire que la
coadministration de 2 ou de plusieurs substrats des CYP3A conduit a une interaction
médicamenteuse au niveau de cette enzyme. En effet, une inhibition compétitive de

"activité des CYP3A lors de 'usage combiné de substrats de CYP3A provoque une

augmentation des concentrations plasmatiques libres et totales de 1’un des médicaments.
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Il devient ainsi possible de prédire que les concentrations tissulaires d’un de ces
médicaments seront augmentées. Si ce médicament s’accumule au niveau cardiaque et
qu’il possede une affinité pour le blocage d’Ik,, on pourrait observer une prolongation
plus importante du potentiel d’action et un risque élevé de TdP. Par exemple, il fut
démontré que la coadministration de terfénadine et d’érythromycine conduisait a une
accumulation critique de terfénadine au niveau plasmatique et cardiaque secondairement
a I’inhibition des CYP3A par I’érythromycine. Ainsi, la terfénadine, connue pour
bloquer Ik, s’accumulait et provoquait une prolongation importante de la repolarisation

cardiaque et un risque majoré de TdP'3.

5.2. Inhibition des transporteurs ABC

L’inhibition des transporteurs ABC (ATP Binding Cassette), et particuliérement la P-
glycoprotéine (P-gp), est un facteur additionnel qui pourrait aider a mieux comprendre
les mécqnismes sous-jacents a I’induction de la prolongation de I’intervalle QT et des
TdP. En utilisant l'hydrolyse de 1'ATP, les transporteurs ABC sont capables de
transporter a travers les membranes cellulaires une grande variété de xénobiotiques des
sites intracellulaires vers le milieu extracellulaire'’. ‘Ainsi, ces transporteurs
membranaires peuvent protéger les principaux organes par la modulation des
concentrations intracellulaires des médicaments au niveau de leur site d’action.

La P-gp pourrait représenter un facteur important du controle de la distribution des
médicaments au niveau des tissus exprimant cette protéine en diminuant la concentration
intracellulaire des médicaments substrats de ce transporteur membranaire. Par ailleurs,
lors d’une diminution de I’activité des P-gp, une accumulation intracellulaire des

médicaments pourrait étre observée.
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De récentes études suggérent la présence de P-gp au niveau cardiaque, le tout supportant
I’hypothese que I’inhibition d¢ ce transporteur pourrait conduire a une augmentation des
concentrations intracardiaques des médicaments (Figure 2). Comme le site de blocage
d’Ix, est intracellulaire, 1’augmentation des concentrations intracardiaques d’un
médicament bloqueur d’Ig, induirait une grande probabilité de diminution du courant
repolarisant et augmenterait les risques de TdP.

Nous avons récemment démontré que la prolongation de la repolarisation cardiaque par
le cisapride ou la dompéridone induisait une augmentation plus importante du potentiel
d’action ventriculaire chez les animaux prétraités au vérapamil (modulateur des
transporteurs ABC). En effet, le traitement chronique au vérapamil semblerait diminuer
I’expression des P-gp au niveau des cardiomyocytes. Ceci augmenterait les
concentrations intracellulaires biodisponibles et induirait une augmentation de 1’effet
observé sans prétraitement. Pour cela, une attention particuliere devrait étre accordée
lors de I’administration de médicaments prolongeant I’intervalle QT en association avec
un substrat ou un inhibiteur des transporteurs ABC. De plus, plus de 50 SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) ont été identifié€s au niveau du gene MDRI qui code pour la
P-gp. Les SNP en position 3435 et 2677 suscitent le plﬁs_ d'intérét car ils ont été associés
a des modifications d'expression de la P-gp et/ou des variations cinétiques. Egalement, le
génotype C3435T est associé a des variations d'expression de la P-gp. Ainsi, les
personnes présentant des mutations au niveau des transporteurs ABC pourraient €tre a
risque plus élevé de développer des TdP lors de la prise d’un bloqueur d’I,. Par ailleurs,
des différences liées au sexe dans le processus de transport des substrats endogénes et
exogeénes ont été reportées dans différents organes chez le rat, la souris et ’homme.

L’expression hépatique de la protéine P-gp est deux fois plus importante chez ’homme
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que chez la femme, suggérant que la disposition des substrats de P-gp est différente

selon le sexe, et expliquerait en partie la prédisposition des femmes aux TdP.

5.3. Prise simultanée de 2 ou plusieurs bloqueurs d’Ig,

Nous avons vu précédemment que la coadministration de 2 ou plusieurs substrats des
CYP3A pouvait conduire a une interaction médicamenteuse résultant en I’augmentation
des concentrations libres du bloqueur d’Ik, et I’augmentation du risque de TdP. Les
médicaments responsables d’une modification métabolique due a une interaction sont le
plus souvent des antibiotiques macrolides ou des antifongiques imidazolés qui sont
également des bloqueurs d’Ig, Ceci a laissé croire que 1’usage combiné de bloqueurs d’I,
est dangereux. Cette explication est attirante a premi€re vue mais représente une
exagération du mécanisme réel du LQTS médicamenteux. Les données expérimentales
n’appuient pas ’hypothése que I'usage combiné de bloqueurs d’Ix, cause une
potentialisation des effets des médicaments. Nous avons effectué des expérimentations
sur des modeles animaux avec une combinaison de bloqueurs d’Ik;, tels que dofétilide et
NAPA, dofétilide et éryfhromycine, dompéridone et kétoconazole (résultats en cours de
publication). Dans tous les cas, nous observons une synergie additive partielle des
bloqueurs d’Ix, sur la prolongation de la repolarisation cardiaque, sans aucune
potentialisation. En effet, les bloqueurs d’Ik, présentent un site d’action commun, et a
une certaine dose, une compétition s’établit au niveau du site de fixation a Ik, sans

possibilité d’observer une majoration de I’effet, mais seulement une addition partielle.

5.4. Association d’un bloqueur d’Ig, et d’un bloqueur d’Ig;
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Contrairement au blocage d’Ik, par plusieurs agents, nous avons déja démontré que le
blocage concomitant de la composante lente (Ixs) et de la composante rapide (Ix,) du
courant potassique rectifiant retardé conduisait 2 une potentialisation de la prolongation
de la repolarisation cardiaque comparativement a la somme des effets du bloqueur d’I,
et du bloqueur d’Ik, seuls, ce qui prédispose les patients a un risque majoré de TdP et de
mort subite’. En fait, le bloc concomitant des 2 composantes se rapproche du scénario
présent chez des patients exhibant des mutations génétiques au niveau d’lIgs (réduction

de la réserve de repolarisation) lors de I’administration d’un bloqueur d’I;.

Retour au cas:

Les cas d’interactions médicamenteuses sont fréquents en pharmacothérapie et certaines
sont trés simples et prévisibles n’ayant que des conséquences mineures sur 1’état du
patient. Par contre, d’autres interactions sont plus compléexes comportant des effets
indésirables majeurs qui peuvent étre fatals et souvent imprévisibles. La proarythmie
cardiaque constitue 'un des effets indésirables .le.s plus dangereux résultant
d’interactions médicamenteuses déléteres telles que celles décrites dans notre cas
clinique (Tableau I). |

Voici donc un sommaire et une analyse de.ce cas :

1) Mme J.K. est traitée pour sa fibrillation auriculaire par de la quinidine, un
antiarythmique de classe IA, qui posseéde, outre le blocage des canaux sodiques, des
propriétés de prolongation de la repolarisation par blocage des courants potassiques I,
et Ix. Le risque de TdP estimé chez les patients traités a la quinidine est de 2 a 8 %. De

plus, la quinidine est un substrat du CYP3A4, et un inhibiteur puissant du CYP2D6 et de
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la P-gp. La quinidine possede donc un risque élevé d’interactions au niveau du
métabolisme et du transport de plusieurs médicaments.

2) La rispéridone est un antipsychotique et un bloqueur d’Ik,. Le blocage d’Ik, peut &tre
observé 2 des concentrations légeérement supérieures a celles observées en clinique. La
rispéridone est €liminée principalement par un métabolisme li¢ au CYP2D6 et au
CYP3A4. L’ administration combipée de quinidine chez cette patiente fait en sorte que
les voies de métabolisme dépendantes du CYP2D6 sont éliminées. La patiente dépend
donc uniquement de son activité en CYP3A4. La coadministration proposée de
clarithromycine qui est un inhibiteur puissant du CYP3A4, en association avec la
rispéridone et la quinidine, deux substrats du CYP3A4, risquera donc de causer une
accumulation trés importante de la rispéridone et de la quinidine avec des risques
importants d’effets secondaires incluant des TdP.

3) L’hypertension de Mme J.K. est traitée par I’indapamide, un diurétique qui peut
provoquer des pertes de potassium et augmenter le risque de TdP. Mais de facon encore
plus importanté, I’indapamide es:t un bloqueur d’Ik;. En combinaison avec des bloqueurs
d’Ik,, il y aura une potentialisation des effets.

4) Enfin, la clarithromycine est un inhibiteur du CYP3A4, des P-gp, et d’Ix.. Son
introduction au régime thérapeutique causera assurément une auémentation des
concentrations plasmatiques et tissulaires de quinidine et de rispéridone.

5) La patiente recoit conjointement plusieurs bloéueurs d’Ix; (quinidine, rispéridone et
clarithromycine) et d’lgs (quinidine et indapamide) conjointément. Il est ainsi fort

probable d’observer une prolongation importante de I’intervalle QT chez cette patiente.
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6) De plus, Mme J.K. est plus a risque du fait qu’elle est une femme, ce qui la
prédispose fortement a développer des TdP. En effet, 2/3 des patients développant des
TdP sont des femmes.

7) Finalement, une hypokaliémie causée par I’indapamide pourrait étre observée chez
Mme J K. aggravant ainsi le risque de prolongement de I’intervalle QT.

En bref, la patiente se voit prescrire 3 substrats / inhibiteurs du CYP3A4, 2 substrats /
inhibiteurs du CYP2D6, 2 substrats / inhibiteurs de P-gp, 3 Bloqueurs d’' g et 2
bloqueurs d’Ik. Il nous apparaitrait alors judicieux d’effectuer un électrocardiogramme
de surface chez cette patiente afin d’évaluer un éventuel allongement de son intervalle
QT. La prescription du Biaxin® nous semblerait, dans ce cas précis, d’un rapport
bénéfice / risque trés bas et potentiellement torsadogénique, voire méme fatal. Cette
prescription pourrait &tre remplacée a titre d’exemple par 1’association amoxicilline /

acide clavulanique.

Conclusion

Il semble exister un lien étroit entre I’affinité de certains médicaments pour le courant
Ik, les CYP3 A4 et les P-gp. L’interaction des médicaments avec chacun des constituants
de cette « triade » semble étre le mécanisme clé dans la compréhension de la variabilité
de la réponse pharmacodyn.amique de chaque individu. Ceci aboutirait in fine & une
meilleure évaluation des rapports bénéfice / risque lors des prescriptions
médicamenteuses. L’individualisation de la pharmacothérapie de chaque patient en
fonction de son bagage génétique, son dossier thérapeutique et ses différents facteurs

prédisposants reste un élément majeur a prendre en compte.
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Tableaux

Tableau I : Interactions médicamenteuses dans le cas clinique de Mme J.K.
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(Indapamide) '

Tableau I :
CYP3A4 | CYP2D6 P-gp | e Ik
Biaxin® Inhibiteur Inhibiteur | Inhibiteur
(Clarithromycine) '
Quinidine Substrat | Inhibiteur | Inhibiteur | Inhibiteur | Inhibiteur
: )
l{'lsp’e l:dal Substrat Substrat Inhibiteur
(Rispéridone)
T®
Lozide Inhibiteur
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Figures

Figure 1 : Pharmacocinétique des médicaments au niveau de |’intestin et du foie.

Les médicaments sont absorbés par diffusion passive au niveau des entérocytes. Une
partie est rejetée dans la lumiére intestinale par les P-gp et/ou métabolisée par les CYP.
Les médicaments et leurs métabolites sont ensuite circulés par la veine porte vers le foie
ou ils peuvent également étre métabolisés. Ils sont ensuite sécrétés dans le canal biliaire
par les P-gp ou diffusés dans la circulation systémique pour procurer 1’effet

pharmacologique recherché.

Figure 2 : Interaction des médicaments bloqueurs d’Ix au niveau cardiaque.

Les médicaments bloqueurs d’Ig, et d’Ixs traversent la membrane plasmatique des
cardiomyocytes par diffusion passive. Une partie se fixe aux canaux potassiques pour
bloqueur les courants repolarisant Ix; ou Ixs selon les affinités. Dans un processus de
protection et de détoxification cellulaire, une autre partie est transportée activement par

les P-gp vers I’extérieur de la cellule.
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Figure 1
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Figure 2
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