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Avant-propos

Le SIDA, Syndrome de I'lmmunoDéficience Acquiset, @3e maladie infectieuse causée par le virus
de I'immunodéficience humaine (VIH), entrainantfbadrement du systéme immunitaire.

Depuis I'année 2002, le SIDA est considéré comneepandémie globale.

Les dernieres estimations fournies par le rapp®&USIDA 2007 portent a 33,2 millions, le nombre
de personnes séropositives dans le monde ; 2,%omsillle nhombre de personnes nouvellement
séropositives en 2007 ; et 2,1 millions, le nomieepersonnes mortes du SIDA en 2007. Ce qui
permet d'estimer a plus de 25 millions le nhombrendets depuis le début de la maladie en 1981.
L'organisation mondiale note une stabilisationalixtd'infection (c'est-a-dire du nombre de perssnne
infectées par rapport a la population globalejuieaméne a penser que le pic de I'épidémie eshatt
et que celle-ci se stabilise (Peter Pidhération n°7794 31 mai 2006 Cependant, le nombre de
personnes infectées a augmenté, en raison de Esutgtion de la population et de l'acces aux

trithérapies (qui retarde les déces).

Dans de nombreuses régions du monde, les nouwelxgions a VIH sont largement concentrées
parmi les jeunes (15-24 ans). Parmi les adulte$Sdens et plus, les jeunes ont représenté 40% des

nouvelles infections en 2006.

La dynamique de I'épidémie se rapporte aux voiedralesmission du VIH (sexuelle, sanguine et
materno-fcetale) et aux comportements des poputationcernées vis-a-vis des pratiques a risque de
contamination. Elle differe selon les régions emcfon de facteurs culturels, socio-politiques,
économiques, démographiques, religieux, selondesibpilités d’accés aux soins d'une population, la

célérité de mise en place de programmes de préventi

Dans les pays ayant accés aux traitements antiirging, la prise en charge de l'infection par leHVI

est désormais celle d'une maladie au long coud.ttithérapies antirétrovirales ont considérablemen
réduit la mortalité et la morbidité de l'infectioBn contrepartie ont émergé d'autres problématiques
liées aux complications des traitements eux-métigadystrophie, accroissement du risque cardio-
vasculaire, troubles glucido-lipidiques, pathologiitochondriale), ou des problémes d’échec
immuno-virologique, liés entre autre, a la questler’observance.

Cette situation privilégiée d’accés aux traitemear@soncerne que les pays riches qui peuvent assure
la prise en charge financiére de ces thérapeutiftesendant, le nombre de personnes recevant un
traitement antirétroviral contre le VIH/SIDA dansslpays en développement a considérablement
augmenté puisqu'il a plus que doublé, passant @D@0 personnes en décembre 2003 & environ un

million en juin 2005.
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Figure 1: Graphe représentant le pourcentage de personnes vivant avec le SIDA (en ordonnée) en

fonction du produit national brut du pays (en abscisse). Source : Gapminder
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Objectifs généraux

L’échappement thérapeutique aux antirétrovirawstitue I'obstacle majeur au traitement des patients
infectés par le VIH. Si I'implication des mutatiovisales dans la survenue de ces échecs virologique
et/ou immunologiques est démontrée, celle desdegieellulaires de I'hdte reste controversée. Parmi
ces facteurs, et par analogie avec la résistancargicancéreux, les transporteurs ABC tels que-la
glycoprotéine (Pgp), les protéines de résistandé-dnogues (MRPS), la protéine de résistance multi
drogues du cancer du sein (BCRP), ont été désignésme acteurs potentiels. De nombreux
arguments laissent en effet penser que la PgpViRBs, la BCRP sont a la fois des acteurs et des

cibles thérapeutiques, pouvant limiter ou amélibedficacité des multi-thérapies antirétrovirales.

Les protéines membranaires jouent un role clé danghénoménes généraux de la pharmacocinétique
et de la pharmacologie clinique de nombreux médicdaset en particulier des antirétroviraux (ARV).
Ces phénoménes sont principalement I'absorptiorestige (barriere intestinale), la distribution
tissulaire (barriere hémato-encéphalique, barribémato-testiculaire...), le métabolisme (en
particulier hépatique), et I'excrétion (biliaire awinaire). Ills impliquent les cytochromes P45Qsdi
enzymes de détoxification de phase I, et les tiamsprs ABC, dits enzymes de détoxification de
phase lll.

Parmi ces protéines, les transporteurs d'effludp, les MRPs et la BCRP, semblent jouer un réle
prépondérant dans la régulation des concentratigracellulaires des composés antirétroviraux au
niveau des sites de réplication du VIH-1. L'efflaktif des inhibiteurs de la protéase (IPs) et des
inhibiteurs nucléosidiques (INTIs) ou nucléotidiquéNtTIs) de la transcriptase inverse pourrait
conduire a des concentrations sub-inhibitrices e aomposés et favoriser I'émergence de souches
virales résistantes (Straghal., 2005).

Ainsi la compréhension des régulations géniguemttionnelle de ces transporteurs dans le cadre de
multi-thérapies antirétrovirales pourrait aider rée woptimisation de la biodisponibilité tissulairesd
ARV. Les protéines d'efflux sont exprimées a laface des cellules CD4+ cibles du VIH et de la
barriere hémato-encéphalique (BHE) et jouent um ddns la limitation de la perméabilité locale.
Cependant, les mécanismes de régulation de I'esipresle ces genes ne sont que partiellement
compris.

De plus, les données de la littérature et les mriétudes du laboratoire semblent montrer que les
combinaisons thérapeutiques incluant le ritonaRif\{) ou des INTIs et/ou des INtTIs, pourraient
influencer I'expression et la fonctionnalité destpies d'efflux (Pgp, MRP1 et BCRP) dans les
cellules mononucléées du sang périphérique (CM®8Psu niveau de la BHE, modifiant ainsi
'accumulation intracellulaire ou cérébrale des [Rtazanavir (ATZ), lopinavir (LPV), indinavir
(IDV), nelfinavir (NFV)) et de I'éfavirenz (EFV) (Kooet al., 2002 ; Forcet al., 2004 ; Meadest al.,
2002).
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Afin d'apporter des éléments de réponse a cegelitigs questions, ce travail de these s’est agticul
autour des axes suivants :

1. Définir le caractere substrat et/ou inhibiteur deuxd molécules clés des thérapies
antirétrovirales actuelles : I'emtricitabine (FT@t Ilatazanavir (ATV), vis-a-vis des
transporteurs Pgp, MRPs et BCRP, aux niveaux degeseCD4+ et de la BHE

2. Etudier I'impact des multi-thérapies anti-VIH sueXpression et la fonctionnalité de ces
transporteurs

3. Définir Iimpact de cette régulation sur lI'accumtige intracellulaire des médicaments

associés

Dans un schéma classique de prise en charge méditause, les cliniciens utilisent deux inhibiteurs
nucléosidiques ou nucléotidiques de la transcrptagerse, en association avec un inhibiteur de la
protéase boosté par de faibles doses de ritonawindnhibiteur non nucléosidique de la transcepta
inverse. Nous avons choisi de nous focaliser semtficitabine (FTC), nouveau médicament
administré en une prise quotidienne, qui présenéegnande efficacité antirétrovirale et de nombreux
autres avantages. Nous avons étudié plus partiealEnt les multi-thérapies associant cette molécule
soit a des inhibiteurs de la protéase couramméligést (lopinavir/ritonavir ou atazanavir/ritonayir

soit au ténofovir et & I'efavirenz (composant alesiouveau médicament ATRIPLA®).
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Chapitre 1

Le virus de I'immunodéficience humaine

1- Epidémiologie de I'infection a VIH

1-1-  Analyse phylogénétique

Deux virus distincts de 'immunodéficience humaime été reconnus : il s’agit des VIH-1 et VIH-2.

La plus ancienne souche VIH-1 retrouvée proviehdfan homme zairois, d’ethnie bantoue, décédé
en 1959. L’analyse génétique de ce virus, procte sieis-types D et F, placerait I'apparition de
'ancétre VIH-1 dans les années 1930 (Korbexal e2000).

La variabilité du virus et les possibilités de netxinaisons génétiques entre les différentes souches
font apparaitre a I'heure actuelle de grandes demres parmi les divers isolats du VIH-1. On
distingue ainsi, pour le VIH-1, trois groupes : Mdjor) composé de 11 sous-types représentés par les
lettres A & K (Louwagiet al., 1993 ; Myers, 1994) ; QQutlier) composé de 7 sous-types de A a G, et
N de répartition tres restreinte au Cameroun (Sietoal, 1998), comportant de grandes similitudes
avec le virus dimmunodéficience simienne (SIV) d#smpanzés de ce pays. Chaque sous-type
rassemble des souches ayant plus de 80% d’homaégitique entre elles.

Les sous-types VIH-1 se répartissent de maniegrdggne selon les régions touchées et I'ancienneté
de I'épidémie. Ainsi le sous-type B sévit princigralent en Europe, en Amérique du nord, au Japon et
en Australie, avec pour ces pays une tendancediéasification due a I'introduction de nouvelles
souches virales (Selit al., 1984 ; Brodinest al.,1995 ; Buonaguret al.,2007).

En Afrique sub-saharienne, berceau du VIH-1, tegssbus-types sont présents. En Asie, I'épidémie

indienne est due au sous-type C, en Thailandesséwikes sous-types B et E (Wenigeal.,1994).
1-2- L'épidémie a I’échelle mondiale

C’est le VIH-1, groupe M qui est responsable dpdadémie actuelle, le groupe O n’a pas diffusé au-
dela de I'Afrique centrale, le Cameroun en esti¢éptre. Le VIH-2 subsiste en Afrique de I'ouest su
un mode endémique.

Deux vagues de diffusion du VIH-1 se sont succédBess les années 1970 - 80, I'épidémie s’est
propagée en Afrique sub-saharienne et dans les ipaystrialisés (Europe, Amérique du nord,

Australie, Japon). Aprés 1980, le terme de pandéemsteutilisé, avec tout d’abord une diffusion
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explosive en Asie du sud et du sud-est (Indes, |din@¢) puis plus tard en Ukraine, Russie et

actuellement en Chine.

Selon le rapport ONUSIDA de décembre 2006, I'Afegsubsaharienne supporte toujours la plus
grande partie de I'épidémie mondiale. Deux tie3%% de tous les adultes et enfants vivant avec le
VIH dans le monde se trouvent en Afrique subsahagget I'épicentre de I'épidémie se situe en
Afrique australe. Un tiers (32%) de toutes les @emgs vivant avec le VIH dans le monde se trouvent
en Afrique australe et 34% de tous les déces d@s4& en 2006 s’y sont produits.

Le nombre de personnes vivant avec le VIH a augingams chacune des régions du monde au cours
des deux dernieres années. Les augmentationsugdrpppantes ont eu lieu en Asie de 'Est et en
Europe orientale et Asie centrale, ou le nombrepéisonnes vivant avec le VIH en 2006 était
supérieur d’'un cinquieme (21%) a celui de 2004.2:43% 000 adultes et enfants nouvellement infectés
par le VIH en Europe orientale et Asie central2@66 constituent une augmentation de prés de 70%
par rapport aux 160 000 personnes qui avaient actétie VIH en 2004. En Asie du Sud et du Sud-
Est, le nombre de nouvelles infections a VIH a aeigiéd de 15% en 2004-2006, alors qu’au Moyen-
Orient et en Afriqgue du Nord il a augmenté de 1Z6. Amérique latine, aux Caraibes, et en
Amérique du Nord, les nouvelles infections en 2806t restées approximativement les mémes qu’en
2004.

Eastern Europe
and Contral Asia

Westorn and 1.6 million
Contral Europe [1.2-2.1 million]
MNorth Amorica 760 000
1.2 millien (400 000-1.1 millisn] East Asia
[480 000-1.9 million] 800 000 Total : 33.2 (30.6 — 36.1) millions
[620 0O0-960 BOO]
Middle East
Caribboan and North Afriga South and |
230 000 480 000 Ec.ulh-E.':..it. Azia
[210 000-270 000] [270 000-500 000] 4.0 million
[3.3-5.1 millien]
Latin America Sub-Saharan
1.6 millien Africa
11.4-1.% miflion} 22.5 millien
[20.9-24.3 million] Oceania
75 000
[53 000-120 600}
Figure 2 : Schéma récapitulatif des personnes vivant avec le VIH (Estimations de décembre 2007,

ONUSIDA)
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2- Historique des découvertes

Les observatoires épidémiologiques ameéricains @grfor Disease Control, centralisés a Atlanta)
constaterent en juin 1981 une augmentation inex@écde la fréquence des cas de pneumocystoses
pulmonaires et de sarcomes de Kaposi : il s'agistes premiéres manifestations cliniques de
I'épidémie du SIDA.

Fin 1981, les premieres études montrent que cHeetian jusque la inconnue, se transmet par voie
sexuelle et sanguine et qu'elle ne frappe pasagubdmosexuels. Les Américains décident d'appeler
cette affection AIDS pour Acquired Immuno Deficigr8yndrome, que les Francais vont traduire par
SIDA (Syndrome d'Immuno-Déficience Acquise) (Mastal., 1981 ; Siegal al., 1981).

Le VIH-1 a été identifié en mai 1983 a I'InstitiagReur (Barre-Sinoussi at., 1983), puis aux Etats
Unis (Gallo etal., 1983).

En 1986,la communauté scientifique adopte le nom de HIVnddn Immunedeficiency Virus) ou
VIH (Virus de limmunodéficience humaine).

Cette méme année, le Pr Montagnier et son équipéndgtut Pasteur isolent un deuxieme virus, le
VIH-2, en collaboration avec les chercheurs et migdede I'Hbpital Claude Bernard de Paris et

I'Hépital Ega Moniz de Lisbonne. Le malade estioage de Guinée-Bissau (Clavelatt, 1986).

En 1987, 'AZT, nouvel antiviral venu des Etats &lninhibiteur de la transcriptase inverse, est
commercialisé. L’AZT apporte une amélioration diné des patients mais restant limitée dans le
temps.

Entre 1992 et 1994, de nouveaux inhibiteurs dealastriptase inverse (INTIs) apparaissent : ddC et
ddl. lls apportent une amélioration aux patienja déus AZT et en échec thérapeutique.

En 1994-1995, c'est le début des bithérapies (ddzF¥ ou ddC + AZT). Elles se révelent plus
efficaces que les monothérapies (plus puissantesrmes de diminution de la charge virale).

En 1995-1996, les inhibiteurs de protéase sonékmsar le marché. Associés en trithérapie avec des
INTIs, ils améliorent considérablement l'efficacities traitements : chute de la charge virale,
augmentation des lymphocytes CD4, diminution imguate de la mortalité.

En 1997 apparaissent les inhibiteurs non nuclépsidi de la transcriptase inverse (INNTIs).

En 2003, une nouvelle classe d'antirétroviraux $ait apparition, ce sont les inhibiteurs de fuskn.

en 2007, ce sont les inhibiteurs du corécepteur ZQRaraviroc) et les inhibiteurs de I'intégrase

(raltegravir).
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3- Description du VIH

Le VIH est I'agent responsable du SIDA. Le VIH estvirus a ARN (rétrovirus oRetroviridag. Le
clonage et le séquencage de I’ADN proviral du Vpidrifié & partir de lymphocytes T infectés, ont
permis de classer ce virus parmi les lentivitagt{virida€e) (Ratneret al., 1985 ; Wain-Hobsomet al.,
1985). Deux sérotypes ont été identifiés a ce jlmulIH-1 présent dans tous les pays et le VIH-2
cantonné principalement a I'Afrique de I'Ouest.

Les rétrovirus sont caractérisés par la capacit@ndj ils infectent une cellule, de transcrire leur
molécule d'’ARN (génome du virus) en une molécubdDll virale qui est intégrée a I'ADN de la

cellule infectée grace a une enzyme (transcriptaggse).

Deux autres caractéristiqgues du VIH sont commuuogdemtivirus.

L'une de ces caractéristiques est la laten8DN viral s'integre par lI'une de ses extrémifésng
Terminal Repeat, LTR) dans I'ADN de la cellule otée. Ce provirus se comporte alors comme un
des geénes de la cellule infectée :

- Il peut rester silencieux, il est alors transmiz eellules descendantes a chaque mitose ; mais
les génes du VIH sont temporairement endormiscduférant une invisibilité antigénique.
L'utilisation de la mesure de la charge virale acppendant montrer qu'un degré variable de
multiplication virale existait déja au cours detegiériode, et, donc, il s'agit plus d'une latence
clinique que biologique.

- Il peut également s'exprimer : l'information gégeéé est alors transmise en ARN messager,
puis en protéines virales.

L'autre caractéristique commune aux lentiviruslastariabilité génétique : elle existe d'un patiant
un autre, mais aussi chez un méme patient, a depiép différentes. La séquence la plus variable
analysée correspond au gene de I'envelaapeet plus particulierement a 5 régions hypervarsble
(V1 a Vs) distribuées parmi 5 régions conserveesdG) (Starcich etl., 1986 ; Willeyet al., 1986).

Les genes transactivateuet et rev ont une variabilité intermédiaire. Cette varidbilexplique la
possibilité d'apparition de résistan@esertains traitements qui seraient moins fréqeeaes le cadre
de polythérapie, puisque les chances que le Vitvrda combinaison de mutation seraient moindres.
La recherche d'une réponse contre les partiesartastde la structure génétique du VIH constitue la

base des travaux de recherche pour la mise augiomt/accin.

3-1- Structure

Le VIH se présente sous forme de particules sphésig’'un diamétre de 90 a 120 nm. Il comporte

une enveloppe virale constituée d'une bicouchditipe et de deux glycoprotéines : gp120 (SU) et
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gp41 (TM). La molécule gp41l traverse la bicoucpaique tandis que la molécule gp120 occupe une
position plus périphérique. La gp120 joue le réteréicepteur viral de la molécule membranaire CD4
des cellules héte. La gp41l est responsable deslanfude I'enveloppe avec la membrane cellulaire.
Ces deux glycoprotéines sont liées entre ellesdparliaisons non covalentes (Domsagt 1991).
L'enveloppe virale dérive de la cellule héte, edmtient donc quelques protéines membranaires de
cette derniére, y compris des molécules du compteajeur d’histocompatibilité (Henderson adt,
1987 ; Schols edl., 1992). A l'intérieur, le core viralu nucléocapside inclut une couche de protéines
de matrice pl7 et une couche plus profonde de ipestéde capside p24. pl7 est une protéine
myristilée renfermant la protéase virale. La polyisgtion de p24 conduit a la formation d’'un céne
tronqué renfermant le génome viral (Barré-Sinouk386). Ce génome est constitué de deux copies
d'ARN simple brin associées a deux molécules destrigptase inverse (p64) et a d'autres protéines

enzymatiques (protéase pl0 et intégrase p32).

A Capside
Protéine de
gp120 —;’ liaison
gpd1 Transcriplase
inverse
Matrice
Mucléocapside
Copies d'ARNsb
Intégrase

B
Figure 3 : A- Schéma de la morphologie de la particule virale du VIH-1

B- Représentations par microscopie électronique de particules virales matures, de la capside
virale (Briggs et al., 2003)
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Le génome du VIH est constitué uniguement de deobécules d’ARN monocaténaires de 9,2 kb et
de polarité positive, disposant a chaque extrémitde région R identique, indispensable a la
transcription inverse. Les ARN génomiques viraux one structure d’ARNm : ils possédent une
coiffe en 5’ et sont polyadénylés en 3.

Le VIH posséde 3 genes rétroviraux codant pouersfites protéines virales. Le géyeg (groupe
antigéne) code pour des protéines internes ("corEB) et p40 qui se cliveront en p13, p18 et pL24.
géne pol (polymérase) code pour des enzymes nécessaires r@pfication : notamment p68
(transcriptase inverse) et p34 (intégrase). Le gingenveloppe) code pour des glycoprotéines (gp
120 et gp 41 issues de gp 160).

Contrairement aux autres rétrovirus, le VIH poss@datres génes intervenant dans sa réplication. Il
existe des genes régulateuttat: qui favorise lI'augmentation du niveau de la sysghées protéines
virales,rev qui favorise 'augmentation des ARN messagers spordant aux protéines de gag, pol et
env ; ainsi que d'autres genes tels gifi@ui permet d'augmenter l'infectiositéef vpu ou vpr (vpx
pour le VIH-2) (Ratneet al.,1985).

R Protéine . -
Geéne . Fonction de la protéine
produite
pl7 forme la couche protéique externe du core
gag : code pour les protéines p24 forme la couche protéigue interne du core
de la nucléocapside p9 est un composant du core
p7 se lie directement au RNA génomique
env : code pour les gpal es} une protglne mgmbranalres associée a gp 120 et
- \ nécessaire a la fusion
glycoprotéines de I'enveloppe
gp 120 fait saillie au niveau de I'enveloppe et se lie au CD4
64 a une activité de transciptase inverse et une activité de
P RNase
pol : code pour des enzymes p51 aune aCtIVIt(,? de trarlsc.lptase |r1verse .
10 est une protéase qui clive le précurseur des protéines
P codées par le gene gap
p32 est une intégrase
vif p23 est a l'origine du pouvoir infectieux de la particule virale
vpr p15 active faiblement la transcription de I'ADN proviral
tat pla active fortement la transcription de I'ADN proviral
rev p19 permet I'exportation des ARNm du noyau
augmente la réplication virale ; diminue le nombre de
nef p27 cellules hoéte
est nécessaire a un assemblage viral efficace et au
vpu pl6 b
ourgeonnement
Tableau 1 : Tableau récapitulatif des fonctions des protéines virales
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Genomic Organization of HIV-1

e

Structural
Proteins

MWCHO

Figure 4 : Organisation génomique du VIH-1 (www.stanford.edu)

3-2-  Cycle de réplication virale

Tout comme les autres virus, le VIH ne peut seigépl qu’en pénétrant dans une cellule et en
utilisant sa machinerie cellulaire. Le cycle delicgtion du VIH se divise en deux phases: une
précoce et une tardive (Freed, 2001).

3-2-1- Phase précoce

Lors de la phase précoce, le virus se fixe suellale cible par reconnaissance entre la protéirsev
gpl120 et la protéine CD4 du lymphocyte T ou d'autcellules phagocytaires mononucléées, ainsi
qu’un co-récepteur. Le récepteur CD4 est une ghatéme monomérique de 58 kDa. Le co-récepteur
est un membre de la famille des chimiokines a 8aagess transmembranaires couplés aux protéines G
(Fenget al.,1996).

L'interaction du co-facteur au complexe gpl20/CDdiuit un changement conformationnel qui

permet le démasquage de gp41l et la fusion des raead(Clapham et Weiss, 1997).

Accrochage Changement  Recrutement  insertion de gpdl fusion de
Wirus  gp120/CTM conformationnel de CCRS dans la membrane  la membrane
- — o — —

Figure 5: Schéma des étapes de fixation et de fusion du virus et de la cellule hote
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Aprés fusion de I'enveloppe virale avec la membalasmique de la cellule cible, la nucléocapside
(contenant le génome viral et les enzymes) peuttpgmdans la cellule cible. Il y a alors élimioati
des protéines de la nucléocapside, ce qui libérgéleome viral et les enzymes. La transcriptase
inverse virale catalyse la transcription inversd’ AN, formant des hybrides ADN-ARN. La matrice
d'ARN étant ensuite dégradée par une activité RNade la transcriptase inverse, il y a synthese d'u
second brin d'ADN. Cette étape est fortement régudéest sous le contrdle des protéines Vif et NC
(nucléocapside). Vif a pour réle de contrbler l'mmbhage de I'amorce spécifique, un t-RNALys, qui
permettra par la suite de reconnaitre le progéngraket de I'adresser au noyau de la cellule. LM\D
nouvellement synthétisé (ou progénome) est alonesad vers le noyau, lié au complexe
supramoléculaire protéique : le PIC ou complexprdeintégration qui contient I'intégrase, la prodi

de matrice, la transcriptase inverse et Vpr quéjan réle majeur dans I'import nucléaire (Nieal.,

1998). Le progénome viral est ensuite intégré tagénome de la cellule héte, grace a l'intégrase.

3-2-2- Phase tardive

La phase tardive du cycle correspond aux étapesgttemt d’obtenir des virions complets, qui seront
capables de bourgeonner et de maturer aprées bguation dans le milieu extracellulaire. Ce sont le
enzymes cellulaires qui, sous linfluence de fated’activation environnementaux (cytokines,
antigénes) et viraux propres au VIH, réalisentringcription de I'ADN proviral. Les fonctions
cellulaires sont détournées au profit du virus. BEIN courts et épissés, codant pour les protéines
Tat, Rev et Nef (dites précoces), sont produitd. é¢e une protéine accéssoire. Tat est un activateu
transcriptionnel qui se fixe sur 'ARN en cours signthése au niveau de la région TAR (Trans-
Activating Response Element), et permet ainsi deuter différentes protéines cellulaires favorisant
I’élongation de la transcription. Rev permet I'expies ARNmM non épissés via sa fixation sur le RRE
(Rev Responsive Element) des transcrits primaistspermet le recrutement de I'exportine-1
(Hofmann et al., 2001) et du facteur Ran-GTP (Askjagtrr al., 1998). Des ARN non épissés ou
simplement épissés, correspondant aux ggags gag-pol(protéines de structuregnv (enveloppe),

vif et vpr, sont ensuite produits pour donner des protéintes dardives. Une fois traduits, les
différents composants viraux sont adressés a labmara cellulaire, s’assemblent pour former un
virion qui bourgeonne et finit sa maturation grada protéase dans le milieu extracellulaire (Wigge
et al.,1998).

Dans les cellules quiescentes, 'ADN proviral n’pas intégré dans le génome de la cellule héte (cf
Introduction Générale, Chapitre 2, Paragraphe (Zdgket al, 1990).
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C. HIV-1 Life Cycle
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Figure 6 : Schéma des principales étapes du cycle biologique du VIH-1 (d'aprés Shermann et Greene,
2002)

Particularité de la transcription inverse :

La transcriptase inverse commet continuellementedesurs lors de la fabrication de I'ADN a partir
de 'ARN viral, créant ainsi de hombreux varian&gmiques. Aucune réparation n’est possible, que
le génome donne naissance a un virus viable ou non.

La conséquence est une extréme variabilité gérmigpet phénotypique des virus produits. Les
pressions exercées par le systéme immunitaire kEtgoonolécules antirétrovirales permettent, siselle
sont insuffisantes, une sélection puis I'émergedeepopulations virales mutantes échappant aux

mécanismes de contrble mis en place a I'égardmfedtion virale.

4- Physiopathologie de l'infection & VIH

4-1- Cellules cibles

Deux catégories de cellules exprimant la molécidd Sont infectées par le VIH.

- les lymphocytes CD4+, dit$ helper ayant pour fonction de coordonner I'ensemble des
réactions immunes humorales et cellulaires. lIst sSopliqués dans un cycle hautement
réplicatif du virus.

- Les cellules présentatrices d’antigenes : monoogtasacrophages, cellules de Langherans,

cellules folliculaires dendritiques ganglionnaireg]lules microgliales du systéme nerveux
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central. Elles sont impliquées dans un cycle pelicatif et participent a la diffusion et la

dissémination du virus, elles constituent, enttteesyi un pool réservoir du VIH.

Ces diverses cellules sont présentes au sein delgosysteme lymphoide (ganglions, thymus,
intestin...) au niveau de la peau, des muqueusatalgs, du placenta, du cerveau... Leur circufatio

est assurée par les voies lymphatiques et sanguines

Le VIH infecte les cellules qui portent I'antige@®4 a leur surface. En effet, il se produit une
interaction de haute affinité entre la protéine2fptle I'enveloppe virale et le marqueur membranaire
CD4 de la cellule cible (Klatzmaret al, 1984). La liaison gp120/CD4 n'est toutefois paiisante
pour assurer I'entrée du VIH dans la cellule (Maddo al, 1986) : I'expression de co-récepteurs
membranaires présents sur les lymphocytes T CD4suetles monocytes est nécessaire a cette
pénétration. Ce co-récepteur est la molécule CXQ@&Ryalement appelée fusine) dans le cas des
lymphocytes T4 ; il s'agit de la molécule CCR5 dknsas des monocytes ou des macrophages. De
fait, il existe plusieurs souches de VIH : les dmsqui utilisent le co-récepteur CCR5 et infectent
donc les monocytes et les macrophages (souchepianie M) (Alkhatibet al, 1996 ; Denget al,
1996) ; des souches qui utilisent le corécepteurCRX et infectent préférentiellement les
lymphocytes T CD4+ (souches a tropisme lymphoogtair tropisme T) (Oberliat al, 1996).

L'étude approfondie de la protéine gpl20 de l'epmd virale a permis d’identifier une région
appelée boucle V3 qui joue un role dans le chosxaderécepteurs utilisés par le virus. Une difféeen
d'un seul acide aminé dans cette boucle de la gpt@frait étre suffisante pour déterminer le co-

récepteur utilisé (Roseet al.,2006).

Dans linfection & VIH, le macrophage joue un rééeréservoir avec la possibilité de transmission
directeintercellulaire du virus aux lymphocytes T lors ldeprésentation de I'antigéne. Le tropisme
macrophagique permet d'expliquer le neurotropism&iiH, la présence du virus dans les structures
nerveuses des patients asymptomatiques, et la einéqu des symptdbmes neurologiques et
psychiatriques non causés par une affection oppistéu

D'autres cellules ont été reconnues aussi commeibles du VIH : précurseurs médullaires (CD34),
certains lymphocytes B, et les cellules intestindkolkset al., 1988 ; Malkovskyet al.,1988 ; Fantini

et al.,1991).

A noter que le récepteur CCR-5 n'est pas fonctiocimez certaines personnes en raison d'une
mutation génétique : une mutation d'un des dewegeéliminuerait de 50% le risque de
contracter une infection par le VIH (Huaegal, 1996). Ce récepteur est aussi celui de trois
chimiokines (Rantes, MIPalpha, MIP1 béta) qui inhibent I'infection et Igh€ation du VIH
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(Kitai et al, 2000 ; Paliardet al, 1996 ; Cocchiet al, 1995). Donc, une autre voie de

traitement consisterait a bloquer ce récepteudparchimiokines.

4-2- Dynamique de la réplication virale

Selon le type de cellules infectées, deux dynansigigeréplication virale sont observées. Il existe u
cycle de réplication rapide ou de nouveaux lymphes¥°D4+ naifs sont infectés en permanence, leur
demi-vie est estimée a 1 jour. Le cycle de répbicaiente concerne les cellules présentatrices
d’antigenes, ou le virus infecte des cellules a idgen plus longue, de 6 a 25 jours pour les
macrophages.

Un véritable pool cellulaire réservoir du VIH egprésenté par les lymphocytes CD4+ mémoire
hébergeant le virus sous sa forme d’ADN provirgut.demi-vie est estimée a plus de 120 jours pour
une population d’'un million de cellules.

Ce dernier secteur est d’'importance capitale guant possibilités d’éradication du VIH. Les
antirétroviraux actuels n’agissent que sur un veasréplication. Le systéme immunitaire ne peut
reconnaitre une cellule non activée, n'exprimarst |pa antigénes viraux a sa surface et contenant un

virus réduit a une simple expression génomiques @maipotentiel infectieux conserve.

CDd4+ meémoire infection latente
Y2 vie 120 jours

CD4+ infection productive
Y2 vie 1 jour

CD4+ non infectés

YIHA B e i_ﬁ- <19 Virus sur des cellules dendritiques
plasmatigue ™o Yavie 1 a 14 jours

CD4 actives
non infectés Macrophages tissulaires infectés
Y2 vie 6 a 14 jours
Phase rapide Phase lente
Figure 7 : Dynamique de I'infection in vivo
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4-3- Evolution de l'infection a VIH

L’infection par le VIH est chronique et persistariteexiste trois phases distinctes dans I'évolutite

la maladie.

La primo-infection intervient juste aprés la contaation par le VIH, le nombre de virus présents

(charge virale) augmente fortement, puis diminugidement du fait de la réponse du systeme
Immunitaire.

Lors de la phase asymptomatique, l'individu infec&eprésente aucun symptdme de la maladie. Le
nombre de virus n‘augmente que tres légéremens l@aiombre de variants augmente fortement,
notamment dans les réservoirs viraux. Malgré leréte de la maladie par le systeme immunitaire

(réponse humorale et cellulaire), les lymphocyte®fit progressivement détruits par le virus.

Lorsque le SIDA est déclaré, le systeme immunitaise débordé; le nombre de virus augmente

fortement (mais le nombre de variants se limite glug efficaces) ; les symptdémes apparaissent.

nomkre débordement du
Fy contrdle par ke systéme immunitaire systeme immunitaie

destruction progressive des lymphocytes T
charge rale

variants ou wirus

o
: -
3-8 zemaines jusqu'a 12 ans 2 34ars
primo infection phase asymptomatigue SIDA
nombre débarderment du
‘ systéme immunitaie

/\HN viral

contrdle par ki systéme immunitaire \
destruction progressive des fymphocytes T an}icalr
anti-
AN AN CD 4
|

3-8 semaines jusqu'd 12 ars 23damns

 TE— - e ] o
prima infection phase asymptomatigue SIDA
Figure 8 : Evolution des parameétres virologique et immunologique au cours de l'infection a VIH (Dossier :

Le virus du SIDA, Gilles Furelaud)
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Parallelement & I'évolution de linfection, un a@rtnombre de parametres varie : la quantité de CD4
correspondant au nombre de lymphocytes (elle diempandant la phase asymptomatique), la quantité
d'ARN viral (correspondant au nombre de virus)estanticorps anti-VIH. Ces derniers montrent la
réaction du systeme immunitaire face a l'infectpar le VIH. lls apparaissent lors de la primo-

infection (qui dure de 3 a 8 semaines).

5- Thérapeutique anti-VIH

En l'absence de vaccin, la thérapie antirétrovidastitue aujourd’hui 'unique moyen de lutter
contre le VIH. Si elle ne permet pas I'éradicatmmplete du virus présent dans I'organisme, elle
diminue néanmoins la mortalité et la morbidité graaine prévention et/ou une restauration du tléfici
immunitaire. Le traitement vise donc, d’'une paghbaisser la charge virale globale, et d’autre part
stabiliser le nombre de lymphocytes T CD4+, fawmtsainsi un équilibre immuno-virologique.

La stratégie des traitements antirétroviraux eshiber de facon ciblée les différentes étapesydiec
de réplication du VIH afin de prévenir I'infectiae nouvelles cellules et la production de viridbes
traitements complémentaires, dits adjuvants, peus@jouter aux premiers, incluant en particulier
'immunothérapie.

Aujourd’hui, linitiation du traitement est fondésur I'évaluation du risque de progression de la
maladie (niveau et évolution de la charge virdlgjtensité du déficit immunitaire (taux et évolori

du nombre de lymphocytes T CD4+) et I'engagemenpadiient a suivre son traitement. Ainsi, le
commencement d'un traitement est recommandé chezlés patients symptomatiques ou au stade
SIDA, et/ou ayant un nombre de CD4+ inférieur /@06°. Chez les patients asymptomatiques, le
traitement est généralement débuté lorsque ledau®D4+ est en dessous de 350/rime traitement
précoce est quant a lui, controversé, car il pdufeworiser 'émergence de populations virales
résistantes aux antirétroviraux, limitant par l#esle choix des thérapies, et augmenter 'apariti

d’effets indésirables a long terme.

5-1- Différents traitements antirétroviraux actuels et a venir

5-1-1- Les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTIs)

Ce sont les premiers antirétroviraux développés.stint actifs sur les VIH-1 et 2. Ce sont des
analogues de bases nucléiques. lls nécessitent gimuractifs d'étre phosphorylés dans le milieu
intracellulaire. lls rentrent ensuite en compétitavec les substrats naturels de la transcriptasese

et inhibent I'action de cette derniére. lls blodwensi la fabrication d’ADN pro-viral.

30



Rappels Bibliographiques

Néanmoins, des résistances sont observées, notdamneuse de la survenue de mutations de la

transcriptase inverse.

Cette classe d'inhibiteurs comprend Iantirétroviree plus connu, P'AZT ou zidovudine
(RETROVIR®). Il s’agit d'un nucléoside analogue de la thymali(Nakashimeet al., 1986). Il
présente une bonne résorption digestive, une dtioim rénale et un passage trans-placentaire
(Hasegaweet al., 1996 ; Ponst al., 1991). Mais il posséde de nombreux effets indbEg une
toxicité hématologique (neutropénies, leucopérsagmies) et des manifestations digestives (nausées,
diarrhées, pancréatites, atteintes hépatiques).

Le ddC ou zalcitabine (HIVIB) est un analogue de la cytosine. Il présente tfetsandésirables
comme des neuropathies périphériques et des péteséa

Le d4T ou stavudine (ZER®) est un analogue de la thymidine et présente lémen effets
secondaires que le ddC.

Le 3TC ou lamivudine (EPIVIR) est un analogue de la cytidine, il est actiflearsouches résistantes
a I'AZT. Mais il présente des effets indésirablels tque I'acidose lactique, la pancréatite, et une
toxicité hématologique.

Le FTC ou emtricitabine (EMTRIV®) est un analogue de le cytidine dont la structihienique est
proche de celle de la lamivudine (un atome de fluda place d'un atome hydrogéne sur le noyau
pyrimidique) ainsi que ses propriétés pharmacologgsqg

L’ABC ou abacavir (ZIAGEN®) est un analogue de la guanine.

Le ddl ou didanosine (VIDE®) est un analogue de I'adénosine.

Ces médicaments sont éliminés par voie rénale. pesologie doit donc étre ajustée chez le sujet
insuffisant rénal ce qui est assez fréquemmentordre chez le sujet VIH compte-tenu de la
possibilité de néphropathie induite par le VIH (Optet al., 1999). lls présentent également une forte
toxicité mitochondriale, liée principalement a ladfinité pour 'ADN polymérasey mitochondriale
humaine (Chemet al.,1991).

Les INTIs sont responsables d’'une baisse de lagyeharale modérée. Leur action est transitoire avec
possibilité d'apparition de résistances. Ills santvent associés entre eux ou aux inhibiteurs de la
protéase. Des associations d'INTIs ont été dévékppafin de limiter le nombre de prises
guotidiennes de médicaments et ainsi de renfol@esdrvance : AZT + 3TC (Combivir®) ou AZT +
3TC + ABC (Trizivir®).
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Figure 9 : Structures chimiques d'inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse

5-1-2- Les inhibiteurs nucléotidiques de la transcriptase inverse (INtTIs)

Il s'agit de médicaments fonctionnant de la mémaeiéna que les INTIs (analogues de nucléosides).
Les INTIs sont des prodrogues qui sont phosphorgéss la cellule en leur métabolite actif. Ce
métabolisme intracellulaire, incluant des étapesét@uement limitantes, contrdle les taux
intracellulaires d'INTI-triphosphates et donc Imit€ antivirale. De plus, des nucléotides
biologiquement actifs ne peuvent pas étre adm@ssiie facon directe car leur nature poly-anionique
empéche leur entrée dans 'organisme et la cellidatefois, une stratégie utilisant des prodrogues,
permet de délivrer des analogues nucléotidiquga (dénophosphorylés). Ainsi, le ténofovir ou TFV

un analogue nucléotidique de I'adénosine, a éténmneialisé en 2002. Il est administré sous une
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forme prodrogue, le ténofovir disoproxil-fumarate dDF (VIREAD®). Le TDF présente un
groupement phosphonate qui permet son absorptiestimale. Néanmoins, la biodisponibilité du
TDF reste faible (environ 25%) et un repas copiguatégeant le TDF des sucs gastriques, améliore
son passage dans le sang (environ 35 a 40%) (BaireaSinko, 1999 ; Kearnet al., 2004). Les
groupements protecteurs du TDF sont ensuite aigémelrolysés par les enzymes plasmatiques,
expliquant la présence de TFV au niveau plasmaii§bawet al.,1997). L'entrée du TFV au niveau
de la cellule, permet de contourner I'étape cingtigent limitante de monophosphorylation du
nucléoside et simplifie I'activation cellulaire diFV en TFV-diphosphate. La demi-vie intracellulaire
du TFV est beaucoup plus longue que celle des INR&sbbinset al., 1998). Son élimination est

rénale. Il est de plus responsable de toxicitélaitgurénale (Peyrieret al.,2004).

N-\—..
HO =/

=" NH,
2 OO
HO—P._0O

Tenofovir

Figure 10 : Structure chimique d’un inhibiteur nucléotidique de la transcriptase inverse

5-1-3- Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTIS)

Ces inhibiteurs regroupent une famille de moléculés diverses qui inhibent, de fagon non
compétitive, I'activité de la transcriptase invetheVIH par interaction avec un site allostériqDe (
Clercq, 1998). Contrairement aux INTIs, ils agissdirectement, sans activation métabolique. lls ne
sont actifs que sur le VIH de type 1.

Il existe 3 médicaments dans cette classe : larbigivie (VIRAMUNE®), I'Efavirenz (SUSTIVA®)

et la Delavirdine (RESCRIPTOR®).

Leur efficacité a été testée en association aveatrds traitements anti-rétroviraux notamment les
INTIs.

Leur élimination est rénale. Les principaux effs¢gondaires sont des éruptions cutanéo-muqueuses
(Névirapine), des hépatites, des troubles neurglezs de type vertige et trouble du sommeil
(Efavirenz) (Moureet al.,2008 ; Reid et Dwyer, 2005 ; Kontorinis et Dietéri2003)

33



Rappels Bibliographiques

o
e y CHy H IT| CH350,0H
N 0,5 N
X 1)
N (\N NZ
=N N N | \)
N
M
H O
Névirapine Efavirenz Delavirdine
Figure 11 : Structures chimiques d'inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse

5-1-4- Les inhibiteurs de la protéase du VIH (IPs)

Ces molécules constituent un progres majeur dalstéacontre le VIH. Comme leur nom le suggére,
ces médicaments inhibent l'activité de la protéhse/IH. Les IPs sont particuliéerement efficaces
lorsqu'ils sont utilisés en association avec deibiteurs nucléosidiques de la transcriptase irvers

Les IPs sont des inhibiteurs spécifiques et réblaside ces enzymes. lls entrainent la producton d
particules virales immatures et non infectieuseda Alifférence des INTIs, ils ne nécessitent pas
d'activation métabolique intracellulaire et sonbcactifs dans les cellules au repos (Jamjoom,)1991
Les IPs sont des pseudopeptides analogues struxtdeala séquence peptidique du site de clivage
reconnu par la protéase. lls s’'insérent au sit@\ydajue, a l'interface des deux sous-unités duédem

qui constituent 'enzyme, et bloquent son actipitétéolytique de fagon sélective et réversible.

Les inhibiteurs de protéase actuellement disposilsient I'indinavir (CRIXIVAN®), le ritonavir
(NORDIR®), le nelfinavir (VIRACEPT), le saquinavir (accessible sous deux formes IN\BE®,
FORTOVASE), le lopinavir/ritonavir (KALETRA), latazanavir (REYATAZ?). La forme
d'administration de 'amprénavir (huit gélules d#Img a prendre toutes les douze heures) la rend
difficile d'usage. Il a été remplacé par le fosamawir (TELZIF). Tipranavir (APTIVUS) et

darunavir (PREZISTR) sont les deux derniers nés de cette classe diganéeht.

Ces inhibiteurs inhibent la protéase du VIH de typs 2 (saquinavir, ritonavir), ou préférentielkmrh
de type 1 (indinavir, nelfinavir) (Vella, 1995 ; j&dTouréet al.,2003 ; Witvrouwet al.,2004).

Divers effets indésirables peu spécifiques : tresitaligestifs, neurosensoriels, cutanés parfoisegrav

ont été répertoriés. Un autre effet indésirablel'agparition d'une résistance croisée aux inhiioite
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des protéases. L'indinavir peut donner une lithiaseaire par cristallisation se traduisant par des

douleurs lombaires avec ou sans hématurie.
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Figure 12 : Structures chimiques d’inhibiteurs de la protéase du VIH
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5-1-5- Les inhibiteurs de fusion

L'enfuvirtide (appelé également pentafuside, T-AaFIZEON’) est le premier médicament de cette
nouvelle classe d’inhibiteurs. Contrairement auttemuantirétroviraux qui agissent a l'intérieurlae
cellule, I'enfuvirtide est un polypeptide synthéggde 36 acides aminés, qui se fixe sur la régiple t
hélice de la gp41 du VIH, stabilisant sa conforomatiil bloque son activité fusiogene et empéche
ainsi l'infection des cellules cibles (James, 19%Bhenet al., 2002). La résistance a I'égard des
antirétroviraux connus jusqu'ici ne semble pas pigper (résistance croisée) a lI'enfuvirtide,
vraisemblablement en raison de son mécanisme atladistinctif (Romanet al., 2003 ; Olson et
Maddon, 2003). Par contre, des mutations du VIléGéss a une diminution de la sensibilité du virus

a I'enfuvirtide ont été observées (Véeil, 2002).

5-1-6- Les inhibiteurs de I'entrée du VIH

Il existe des inhibiteurs de linteraction CD4/gpl2.a premiere étape de l'entrée du virus est la
fixation de la particule virale sur une cellule pame liaison spécifique entre la glycoprotéine
d'enveloppe, la gp120, et le récepteur CD4 prédzamd la membrane cellulaire de certaines cellides d
I'immunité (lymphocytes T4 et macrophages). Il & gtoposeé d'utiliser le récepteur CD4 sous forme
soluble pour bloquer les particules virales. Caftproche rencontre depuis peu un certain succes ave
la conception d'une molécule développée sous llatipe PRO 542 Rrogenics Pharmaceuticafui

a démontré une bonne activité antivirale en ph#le Les études se poursuivent actuellement
(Jacobsoret al.,2000 ; Jacobsoet al.,2004).

Des études sont réalisées sur des inhibiteursrderfiction gp120/co-récepteur. La seconde étape du
cycle viral implique la fixation de la gp120 sur co-récepteur qui peut étre soit le récepteur CCR5,
soit le récepteur CXCRA4, selon le type cellulaifedte.

Le potentiel thérapeutique des ligands de CCRXepiible de bloquer l'interaction gp120/CCRS5,
s'est imposé lorsque des individus porteurs d'aeptéur inactif, résistants a l'infection par leHYI
ont été découverts. Le maraviroc (CELSENTRést le premier antagoniste de CCR5 mis sur le
marché. Il agit de fagon synergique avec les itdils de transcriptase inverse et de protéasegKeta
et al.,2007).

Il existe également un antagoniste puissant du GXCRMDO070 (Anormed qui empéche la fixation

du ligand naturel du co-récepteur. Son action senmdjjalement additive ou synergique en
combinaison avec les inhibiteurs de fusion, dedadcriptase inverse et de la protéase (Sebrad.,
2007).
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5-1-7- Les inhibiteurs de l'intégrase

L'intégrase du VIH est une enzyme qui catalysediiporation de I'ADN proviral dans 'ADN de
I'héte, étape cruciale du cycle de réplication duss Des chercheurs ont mis au point de nouveaux
inhibiteurs de l'intégrase. Ces inhibiteurs, poaséde noyau styrylquinoléine, ont montré une
excellente activité anti-intégrasevitro. lls bloquent la réplication du VIH en cultureloiire et sont
dénués de cytotoxicité (D'Angelet al., 2001). lls ouvrent ainsi de nouvelles perspectipesr le
développement d'antiviraux destinés au traitemergIDA.

Trois inhibiteurs existent en 2007 : le raltégravielvitégravir et le MK-2048. LA Commission
européenne et I’Agence frangaise de Sécurité s@nii@s Produits de Santé (AFSSAPS) viennent

d’autoriser la mise sur le marché du raltégrageiftress®).

5-1-8- Les molécules en développement clinique

Inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptaserse

L'étravirine (TMC 125) et la rilpivirine (TMC 278pnt, par rapport aux INNTIs actuellement
disponibles, une barriere génétique a la résistangenentée et resteraient actives sur des souches
présentant des mutations de résistance aux INNB&ore, 2006 ; Vingerhoetst al., 2005).
L'étravirine est évaluée en phase lll et dans o&taas en association avec le darunavir (Bo#ito

al., 2007). La rilpivirine est en phase Il et suscdptiiétre administrée en une prise quotidienne.

Inhibiteurs de protéase
Le brécanavir (GW 640385) est un inhibiteur de gaee actifin vitro sur des souches virales
résistantes a d’autres inhibiteurs de protéased(tieizal., 2007). Il est développé en administration

biquotidienne avec du ritonavir.

Inhibiteurs de la maturation

Le PA-457 est le premier composé de cette classiéeloppement clinique (Salzwedlal., 2007).

Ce dérivé de l'acide bétulinique stoppe la mataratie la capside virale en bloquant la conversion d
précurseur de la capside (p25) en protéine dedsidm mature (p24), ce qui aboutit a la libératien
particules virales immatures non infectieuses. ib@irdition de la charge virale en monothérapie a 200

mg/j est de l'ordre de 1 log.
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5-2-  Pharmacologie des traitements antirétroviraux

Le suivi thérapeutique pharmacologique occupe dégisrune place importante dans le domaine de la
recherche tant clinique que fondamentale. Plusigissns plaident en faveur de la nécessité destell
études pharmacologiques (Azouktyal.,2005):
- le nombre grandissant d’antirétroviraux disponil@ekes choix multiples de combinaisons qui
en découlent
- l'efficacité des antirétroviraux. Méme si la sungel’amélioration des conditions de vie des
patients se sont grandement améliorées, de nongsrétisdes clinigues montrent que 50 %
d’entre eux n'ont pas une charge virale en ARNs&iiante (inférieure a 50 copies/mL).

- la présence de nombreux effets secondaires inbesra

Il existe une grande variabilité interindividueties concentrations plasmatiques et intracellulaires
L'uniformité des doses prescrites ne prend pasoempte les différences métaboliques observées d'un
patient a l'autre. Le suivi thérapeutique pharmagigjue, au travers des dosages plasmatiques et/ou
intracellulaires, permet d'optimiser la posologiesd antirétroviraux afin d'individualiser les
traitements et de définir une relation adéquateeelat dose administrée et I'effet thérapeutique ou

toxique.

5-2-1- Les inhibiteurs de la transcriptase inverse (INITI, INtTI et INNTI)

Les principaux parameétres pharmacologiques desiiebis de la Tl sont rassemblés dans le
tableau 2.

Les INTIs et les INNTIs sont rapidement absorbégravers de la barriere gastro-intestinale. Leur
biodisponibilité orale est en général bonne : edlde de 60 a 90 %, excepté pour la didanosing (ddl
et le tenofovir.

La concentration plasmatique maximale (Cmax) deBdMst atteinte entre 0,5 et 2 heures apres la
prise. lls se fixent peu sur les protéines plasyoat et sont éliminés tels quels dans les uriaes$,|®
zidovudine (AZT) (Mooreet al, 1995 ; Singla®t al, 1989) et I'abacavir (McDowekt al, 1999),
éliminés en partie sous forme de glucuronides.

La demi-vie intracellulaire des formes triphosphéeg est importante et nettement supérieure a celle
des analogues nucléosidiques correspondants, psédams le plasma ; par exemple 7 heures pour
'AZT-TP et la stavudine-TP (d4T-TP) (Bechetral, 2004) et 22 heures pour la lamivudine-TP (3TC-
TP) (Rodriguezt al, 2000).
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Les INNTIs, métabolisés par les cytochromes hépatigont la particularité d’avoir une demi-vie
prolongée et une liaison aux protéines plasmatigsesz importante. Leur Cmax est atteinte environ

3 heures apres la prise.

Antirétroviral Biodisponibilité orale (%) T rax (h) T,z (h) Liaison protéine (%)
Inhibiteurs nucléosidigues de la T1

Zidovudine 63+ 10 0,5-1 0,9-1,4 20
Zalcitabine 75+5 1 12+08 nd
Didanosine 30+£10 1 05-2 <5
Stavudine 82-99 0,5-0,75 1-1,6 0
Abacavir 78-100 0,7-1,7 0,8-1,5 nd
Tenofovir 40 25+05 14 <10
Inhibiteurs non nucléosidiques de la T1

Mévirapine 90 2-3 30 60
Efavirenz 50 2-5 50 99
Delavirdine 85 nd nd 98

nd : non dispanible

Tableau 2 : Principaux parameétres pharmacocinétiques des inhibiteurs de la transcriptase inverse (Azoulay
et al., 2005)

Concernant les INTIs, il ne semble pas y avoir derétation entre les formes phosphorylées
intracellulaires et le nucléoside présent danddsnpa (Azoulaet al, 2005). Par contre, le dosage des
formes triphosphorylées des INTIs pourrait étrebon marqueur de succés ou d’échec virologique.
Par exemple, I'équipe d’Anderson a montré qu'urxtdlAZT triphosphate supérieur & 30 fmol?10
cellules est prédictif d’'une bonne réponse viralkafge virale inférieure & 50 copies/mL). Elle a
également mis en évidence qu’'une concentrationrgupé a 7017 fmol/f0cellules de 3TC-TP était

prédictive d’'une réponse virale plus longue (Andeet al, 2003).

En ce qui concerne I'efavirenz, une étude a majueél’échappement thérapeutique pouvait étre lié a
une concentration résiduelle (Cres) faible (< 1mly/tandis qu’a une Cres élevée (> 4 pg/ml)
correspondrait des effets secondaires au niveasystéme nerveux central (Marzoliei al, 2001).
L'équipe de Brundage a pu montrer, chez 50 enfapis,la Cres de 'EFV au bout de 6 semaines de
traitement était prédictive de la réponse virologigur une année (Brundagjeal, 2004).

D’autres équipes ont pu montrer que le succesémhdc d'un traitement avec la névirapine (NVP)

étaient associées a sa concentration plasmaticgldik@mpet al, 2001 ; Duonget al, 2005).

5-2-2- Les inhibiteurs de la protéase (IPs)

Le tableau 3 regroupe les principaux paramétresywlogiques des inhibiteurs de la protéase.
Les IPs sont rapidement métabolisés au niveautimset hépatique, principalement par les
cytochromes P450 (CYP) 3A4 (Huaagal, 2001), mais aussi par les CYP3D6 et CYP2C9 (Kleyl
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Back, 2001). De ce fait, la biodisponibilité des,IlRotamment du saquinavir (SQV) et du lopinavir
(LPV), est inférieure a celle des INTIs et des INNT

Par ailleurs, des modulations de l'activité de CXB3Peuvent induire de grandes différences. Ainsi,
I'administration de molécules stimulant I'actividés CYP3A4 diminue la concentration plasmatique
d’IPs tandis que des molécules inhibitrices deecet®me activité ont un effet inverse (Acosta, 2002)
La plupart des IPs inhibent & des degrés divecsiVige de I'isoenzyme CYP3A4. Le ritonavir s’est
révélé étre un puissant inhibiteur des CYP 3A4 ¥PQ@D6 et dans une moindre mesure des CYP
2C9/10 (Kumatet al.,1996). Il est depuis administré a faible dose@nhinaison avec les autres IPs
afin d’augmenter leur demi-vie en diminuant leumé@hation hépatique par les cytochromes (Condra

et al, 2000 ; Kempkt al.,1997). On parle alors de régime « boosté ».

De plus, contrairement aux INTIs, les IPs, excdjptéinavir (IDV), sont fortement liés (90-99 %)
aux protéines plasmatiques, principalement I'allmemeét les acides-1-glycoprotéiques (Owen et
Khoo, 2004 ; Andersoet al, 2000 ; Jonest al, 2001-b). La concentration de ces glycoprotépeas
varier considérablement en réponse aux différepisodes inflammatoires liés a I'infection par le
VIH. Elle est dépendante de I'ethnie, du poids|'@ge des individus et méme du moment de la prise

dans la journée.

Antirétroviral Biodisponibilité T max (h) Ty (h) Liaison Cres”
orale (%) protéine (%) efficace (ng/mlL)

Ritonavir 70 3,3+22 4+1 99

Inclinavir B0 0,8+03 1.8+04 B0 0,15-0,8
Lopinavir =10 4+05 5+ 1 99 3-8
Amprénavir a0 1,9+ 1,0 89+1,8 a0 0,375-3
Saquinavir 4-10 25+05 nd 97 0,2-4
Melfinavir B0 28+1,0 4006 98 1-4
Atazanavir 58 25 65+2,6 B6 0,2-1

* Prize en charge thérapsutique des personnes infectées par le VIH. Rapport 2004 Médecine-Science Flammarion.
nd : non disponible

Tableau 3 : Principaux parametres pharmacocinétiques des inhibiteurs de la protéase (Azoulay et al., 2005)

En ce qui concerne les concentrations intracetledai dans les lignées lymphoblastiques,
I'nydrophobicité des IPs est partiellement respblesdu degré variable de leur accumulation dans ces
cellules : nelfinavir > saquinavir > lopinavir >tahavir > indinavir (Jone®t al., 2001-c). Les
mécanismes d’entrée ne sont pas connus, mais ibasstible que le caractere lipophile des IPs
permette une diffusion passive a travers les memaisraellulaires.

La pénétration, l'accumulation mais aussi l'efflikes IPs influencent leurs concentrations
intracellulaires. Nous développerons le role anfiortance de ces transporteurs dans l'efflux des

antirétroviraux dans le chapitre 3 de I'Introdunti@énérale.
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Le dosage plasmatique des IPs semble étre un mardoressant du succés ou de I'échec
virologgiue (Breilhet al, 2004 ; Gattiet al, 2002 ; Dumonet al, 2000 ; Burgeret al, 1998 ;
Andersonet al, 2002-a; Pellegriret al, 2002), ainsi que de la présence d'effets sedmsla
(Gutierrezet al., 2003 ; Gutierreet al, 2004).

5-3-  Les polychimiothérapies antirétrovirales

Aujourd’hui des multithérapies, traitements antmgiraux hautement actifs (Highly Active
Antiretroviral Therapy, HAART) sont utilisées paesl cliniciens. L'utilisation de plusieurs
médicaments de plus en plus puissants est moti@edep capacités du virus a muter et créer des
résistances face aux diverses molécules qui peraers de leur efficacité. En effet lors de la
transcription de I'ARN viral en ADN, la transcripta commet des erreurs créant ainsi des virus
mutants, certaines mutations entrainant une balssda sensibilité du virus aux médicaments
(Bakhanashviliet al., 1996). Le virus se multipliant jusqu'a plusieurslliands de fois dans
l'organisme chaque jour, le réle des multithérapigsnotamment de réduire considérablement et si
possible rapidement cette multiplication, limitamsi également les possibilités de mutation viedle

les phénomenes de résistance.

L'utilisation de ces associations médicamenteusesd’un premier traitement antirétroviral, permet
de rendre la charge virale plasmatique indétectblmoins de 3 mois, chez 80% des patients traités.
Pour un premier traitement antirétroviral, il ca™i de recourir a une association de trois
antirétroviraux (trithérapie), en faisant app€ela Ides schémas suivants (tableau 2) :

- 2 inhibiteurs nucléosidiques ou nucléotidiques detranscriptase inverse (INTIs) + 1
inhibiteur de la protéase (IP) ou 2 INTIs + 1 iritébr non nucléosidique de la transcriptase
inverse (INNTI) (schéma privilégié)

- 3 INTIs : I'associatioreidovudine + lamivudine + abacavist généralement prescrite ; elle
doit étre réservée aux seuls patients ayant ungeharale inférieure & 100 000 copies/ml,
ayant une contre-indication & une trithérapie dPeou INNTI (par exemple, co-prescription
d’un traitement antituberculeux contenant de kannipicine)

Il existe de nombreuses options validées en tentefficacité viro-immunologique. Dans le choix
d’un premier traitement antirétroviral, il faut mgnant prendre en compte d’autres éléments, tels q
la tolérance immédiate, la tolérance a long tetensimplicité de prise et les conséquences d’'ue@ch
sur les options ultérieures (Rapport « Prise emgehenédicale des personnes infectées par le VIH »,
sous la direction du Pr P. Yeni, 2006).
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2 INTIs + 1INNTI ou 1 IP "boosté"
AZT Fos-APV
ou ou
TRV 3TC EFV IDV
ou + ou + ou ou ou +RTV
ddl FTC NVP LPV
ou ou
ABC ATV
ou
NFV
ou
TPV
3 INTIs AZT + 3TC + ABC
Tableau 4 : Exemples d’associations recommandées pour un premier traitement antirétroviral

Les traitements de deuxiéme ou troisieme intergmmt proposés en fonction de leur efficacité, apres
évaluation a l'aide de tests génotypiques de egfsist afin de s'assurer de I'absence de résistance
croisée entre les médicaments précédemment peesthit nouvelle association.

Enfin, linterruption thérapeutique peut étre eageable chez des patients souffrant d'effets
indésirables importants associés a une excelléptnse virologique et immunologique (charge virale
indétectable et nombre de CD4 supérieur & 400-58¢)/nCette interruption est éventuellement
précédée ou entretenue par une immunothérapiesquigp de stimuler la réponse immunitaire dans le

cadre de la recherche clinique (Imaehil.,2002).
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Chapitre 2

Echappement thérapeutique

L’échec thérapeutique regroupe des situations drésrses, qu'il s’agisse d’'un échec virologique
résultant d’'une réplication virale persistante sdrastement, d’'un échec immunologique avec
persistance d'un déficit immunitaire ou d'un échamique qui associe habituellement un échec
virologique et une détérioration immunitaire. Adtement, 5 a 6 % des patients infectés par le VIH-1
et bénéficiant d’un traitement antirétroviral, sentéchec thérapeutique sévere, défini par ungehar

virale > 30 000 copies/ml et des lymphocytes CI208/mni (Rapport 2004 du Pr Delfraissy).

L’échec virologique constitue la situation la pliuéquente. Il pourrait étre défini, au sens stdat
terme, comme toute valeur de la charge virale pfise au-dessus du seuil de détection. En
pratique, I'échec virologique est classé en fomctla niveau de charge virale (CV).

- Echec virologique minime : CV < a5 000 copies/ml

- Echec virologique modéré : CV comprise entre 5&0B0 000 copies/ml

- Echec virologique majeur : CV > a 30 000 copies/ml

En régle générale, I'échec virologique résulte dumhibition sub-optimale de la réplication virale

pouvant étre liée :

- aune concentration plasmatique ou intracellulmiseffisante de(s) molécule(s) antirétrovirale(s)
le plus souvent par défaut d'observance, parfoisieon de posologies inadaptées, d’interactions
médicamenteuses, de I'activité de systemes acaffk

- al'existence de mutations de résistance vis-@&Fuse ou de plusieurs molécules antirétrovirales

Les mécanismes qui conduisent a I'échec virologapre d’origine multifactorielle et le plus souvent

évolutifs dans le temps. Au début d'un traitemergst le plus souvent un défaut d’'observance qui

conduit & la persistance d’'une réplication virgeis s’installent progressivement des mutations de
résistance qui vont ultérieurement réduire I'effitd antivirale des molécules. Toutes les classes
d’antirétroviraux ne sont pas comparables en temffinduction de résistance. Lors de la réplication,
la résistance survient tres rapidement avec deéamiels comme le 3TC dans la classe des inhibiteurs
nucléosidiques de la transcriptase inverse ou l@gdahibiteurs non nucléosidiques de la transaspt

inverse (Efavirenz, Nevirapine) (Clavel et Handg04).

L'échec immunologique est défini par I'absence dimentation des lymphocytes CD4 malgré un

traitement antirétroviral efficace depuis au madinmois. Celui-ci s’observe plus fréquemment chez
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les patients dont le taux de lymphocytes CD4 étitielement bas. Cet échec immunologique peut
s’accompagner d’'un succes virologique (charge eiramidétectable) ou d’'un échec virologique
(Katlamaet al., 2002).

L’échec clinique se caractérise par la survenuendeifestations cliniques, témoin de la progression
de la maladie (symptdomes liés au VIH, nouvelle étitex opportuniste ou rechute d’'une infection

préexistante, survenue de tumeurs). Habituellemsatt,échec clinique s’accompagne d’'un échec
immuno-virologique (lymphocytes CD4 effondrés eargje virale élevée). Cependant, un lymphome
ou une maladie de Hodgkin, une maladie de Kapasigrg survenir chez un patient bien contrélé au

plan virologique et dont le niveau immunitaire sstisfaisant (CD4 > 300/nn

1- Observance au traitement antirétroviral

Une observance tres stricte au traitement antirigloest nécessaire pour supprimer la réplication
virale de facon durable et éviter I'apparition deiches virales résistantes (Bangshetrgl., 2003).
Cependant, la lourdeur et la complexité des trates) ainsi que les nombreux effets secondaires
conduisent parfois a une mauvaise observancemérine a I'abandon des traitements par les patients.
L'apparition des traitements a un comprimé en wundesprise quotidienne va permettre d’améliorer
cette observance, et montre déja des effets bé&estiq

Les principaux effets secondaires actuellementiiien sont :

- le syndrome de lipodystrophie et ses conséquenmdmigles sur le systéme cardiovasculaire,
mettant principalement en cause les IPs et dananaiedre mesure les INTIs (notamment la
d4T)

- les atteintes mitochondriales, exposant au risqaeidbse lactique, qui sont associées a
I'administration des INTIs

- la dyslipidémie, lintolérance au glucose, I'hépati la neuropathie périphérique, la

néphrolithiase...

2- Résistance aux antirétroviraux

La résistance aux antirétroviraux est liée a ladi&n de quasi-especes virales comportant des
mutations dans les genes des protéines viralesl(gpanscriptase inverse, protéase du VIH-1...)
lorsque la réplication virale persiste en présedeel’antirétroviral (Menendez-Arias, 2002). La

sélection de mutations de résistance dépend deufactpharmacologiques (concentrations sub-
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thérapeutiques d’'antirétroviral, interactions médienteuses), de la puissance du traitement ahtivira
et de la « barriere génétique » du virus vis-adds différents antirétroviraux, c’est-a-dire du ioen

de mutations virales requises pour que le virusemene résistant (Blaiset al., 2002 ; Younget al.,
1998).

Le risque de sélectionner des mutations de résistaliffere selon les antirétroviraux, méme a
I'intérieur d'une méme classe. Les mutations diraimula sensibilité aux antirétroviraux par des
mécanismes différents selon les classes et méme Ishtirétroviral dans une méme classe (Clavel et
Hance, 2004 ; Hirscht al., 2003).

2-1- Résistance aux inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques de la transcriptase inverse

Deux mécanismes différents sont impliqués danédestance aux inhibiteurs nucléosiques (INTIs) et
nucléotidiques (INtTIS).

La diminution d’incorporation des nucléosides ouwlaatides artificiels au profit de nucléotides
naturels est observée avec certaines mutationgpaBiculier, la mutation M184V (la méthionine au
codon 184 de la transcriptase inverse (TI) est lacdp par une valine) sélectionnée par la lamivaudin
(3TC) et I'emtricitabine (Borroto-Esodet al., 2007). La méthionine 184 est située dans le site
catalytique de la Tl et son remplacement par uti@esanterfére avec le positionnement de la 3TC
(Gaoet al., 2000).

L'excision de I'analogue nucléosidique déja incagpest conférée par les mutations appelées TAMs
(thymidine analog mutations). Elles sont sélect@m®par les analogues de la thymidine, AZT et d4T,
et comprenant : M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/FK219Q/E (Mourouxet al., 2000). Les
TAMs sont responsables d’'une résistance a I'ensemés inhibiteurs nucléosidiques sauf la 3TC.
Cette résistance croisée est variable en fonctionainbre de TAMs et de l'inhibiteur (Whitconeb

al., 2003). Par ailleurs, les mutations K70R et K219QAEmoins d'impact que les quatre autres dans
cette résistance croisée. La mutation M184V, esgmée de TAMs, augmente la résistance in vivo a
I'abacavir et n’a pas d’'impact sur le ténofovirsor la didanosine (Whitet al., 2002 ; Marceliret al.,
2003) (figure 13-A).

2-2- Résistance aux inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse

Ces molécules bloquent la Tl en se fixant au nivdfane poche hydrophobique étroite et proche du
site actif de I'enzyme (figure 13-B). Une seule atign a ce niveau va entrainer une résistanceute ha
niveau a I'ensemble des molécules de cette cl&isez un patient échappant a un inhibiteur non
nucléosidique de la transcriptase inverse (INNTOQus les composés de cette classe perdent

définitivement leur activité. Par exemple, la déldine sélectionnén vitro la mutation P236L qui
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confére une sensibilité accrue a touts les autidéTIls (Duewekeet al., 1993). Des INNTIs de
deuxiéme génération (tel TMC 125) sont en coursaliéation mais il est encore trop tdt pour savoir

s’ils seront actifs quand les patients ont déjaappk a un composé de la premieére génération.

Figure 13 : Structure cristallographique de la transcriptase inverse du VIH-1 complexée a une molécule
d’ADN double brin (brin néosynthétisé en rouge et bri matrice en blanc) et un dTTP
(deoxythymidine-5'-triphosphate, sphéeres jaunes). Les sous unités p66 (orange) et p51 (vert) de
la Tl sont sous forme de rubans. Les acides aminés impliqués dans la résistance aux analogues
nucléosidiques sont représentés par des spheres magenta dans la figure A ; ceux impliqués
dans la résistance aux analogues non nucléosidiques par des spheéres bleues dans la figure B
(Menendez-Arias, 2002).

2-3- Résistance aux inhibiteurs de la protéase

La résistance aux inhibiteurs de la protéase (&8¢)liée a des mutations situées au niveau ou a
distance du site actif de cette enzyme (figure(AdB et al., 1997). Typiquement, la résistance aux IPs
est un phénoméne graduel avec accumulation progeese mutations. Les mutations les plus
communément observées sont les mutations L90M, eL™M82A/T/F (Younget al., 1998). Il existe

des mutations primaires sélectionnées en premier dun échappement, trés souvent situées au
niveau du site actif de 'enzyme, et les mutatisesondaires qui viendront s’accumuler pour renforce
la résistance (Menendez-Arias, 2002). Certainesedamutations primaires sont spécifiques d’'un IP ;
c’est le cas de la mutation D30ON sélectionnée wammgnt par le nelfinavir et qui n’entraine pas de

résistance croisée vis-a-vis des autres IP (mais 80s patients échappant a cet IP ont un virus
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porteur de la mutation L90M impliquée dans la tésise & de nombreux IPs) (Sugietal., 2002).
C’est le cas aussi de la mutation 150V sélectiorpa¥d’amprénavir qui peut contribuer a la résisean
au lopinavir (Pradet al., 2002). L’atazanavir sélectionne chez des patieaifs la mutation I50L qui,
invitro, nentraine pas de résistance croisée (Coloniah,e2004 ; Pellegriret al., 2006). Par contre
chez des patients ayant déja recu d'autres IPsjtrds mutations vont étre sélectionnées par
I'atazanavir, en particulier la mutation 184V respable de résistance croisée (Geng., 2000). Les
autres IPs sélectionnent des mutations responsdélessistance croisée, en particulier les mutsition
V82A/F/SIT, I184V/A et L90OM qui, lorsqu’elles sontssociées, rendent difficiles le choix d'un
traitement de relais (Met al., 2007). Cependant, des résultats récents montiegreraent qu'il existe
une grande différence entre les IPs potentialiaédepritonavir, dont la barriere génétique esvéde

et les IPs non potentialisés, en termes de tawsélgetion de mutations de résistance chez lesnpatie
naifs d’antirétroviraux. Les échappements aux s potentialisés s’accompagnent dans un certains
nombre de cas de sélection de mutations de résis&0% des cas avec le nelfinavir, 16% des cas
avec l'atazanavir). En revanche, les échappememtsPs potentialisés qui ont pu étre analysés chez
les patients naifs sous lopinavir/ritonavir et stasamprénavir/ritonavir ne s’accompagnent d’aucune
sélection de mutation dans la protéase (Kesl., 2004). Parmi les nouveaux IPs, le tipranavir
semble sélectionner, chez les patients prétrdééanutations L10I/V, K20M/L/T, L33I/F/V, M46l,
154V, V82L/T, 184V qui sont des mutations impliqeeet sélectionnées par beaucoup d’autres IPs
(Muzammil et al., 2007).In vitro, le TMC 114 sélectionne les mutations R41T et Ktas la
protéase. Ces mutations ne sont habituellemensglastionnées par les autres IPs (De Meyei.,
2005).

Figure 14 : Structure cristallographique de la protéase du VIH-1 complexée a un inhibiteur (sphéres
rouges). Les deux sous-unités de la protéase sont représentées par des rubans jaunes et verts.
Les sphéres vertes et jaunes représentent les acides aminés impliqués dans I'acquisition de
résistance. Les résides 63 et 71, a I’extérieur du site de liaison, ont un réle secondaire dans la

résistance aux antirétroviraux (Menendez-Arias, 2002).
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2-4- Resistance aux inhibiteurs de fusion

La résistance au T20, inhibiteur de fusion, esb@és a des changements des acides aminés 36 a 45
du domaine HR1 de la protéine virale gp4l (Mikeral., 2004 ; Carmonat al., 2005). Certaines
équipes ont également décrit des mutations dassnaine HR2, voire dans la protéine gp120,iqui
vitro semblent liées a la résistance au T20 (JenwitkeesiBamudrala, 2005). Il n'existe pas de
résistance croisée entre le T20 et d’autres irdubst d’entrée tels que les inhibiteurs de CCR5,
CXCRA.

3- Les réservoirs viraux

Apres l'arrét des thérapies hautement actives (HBAEhez les patients infectés par le VIH, le virus
réapparait trés rapidement. Cette réémergence uerdiq I'existence de réservoirs viraux dans
'organisme des patients. Ces réservoirs représeni@nc une barriere majeure a I'éradication du
virus, en permettant une réalimentation rapide 'dgdnisme en virus circulants aprés l'arrét de
traitement.

La notion de réservoir peut étre envisagée a dewpanx, au niveau cellulaire, de par la capacité du
virus a infecter les cellules de facon latente aetniveau tissulaire, en raison de sites anatagsiqu

isolés du reste de I'organisme.

3-1- Les réservoirs cellulaires

Deux catégories de latence du HIV ont été décritgisant si le virus a intégré ou non le génom&ade

cellule héte. Ce sont les latences pré-intégraieost-intégrative (figure 15).
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a Resting Preintegration
T-Cell Latency

b Activated Productive
T-Cell Infection
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e ]
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C Deactivating
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Figure 15 : L'état d’activation des lymphocytes T influence I'état de latence du VIH (latence pré- ou post-

intégrative)

(@) Infection des lymphocytes T inactivés : Latence pré-intégrative, le provirus labile reste dans
le cytoplasme et ne s'integre pas

(b) Infection des lymphocytes T activés : Intégration du provirus dans le génome de la cellule
hoéte et infection active avec production de nouveaux virions

(c) Infection de lymphocytes T en attente d'activation: Latence post-intégrative, reverse
transcription et intégration du provirus, mais pas d’expression des genes viraux

(D’'aprés Williams et Greene, 2007)

La latence pré-intégrative est en général obsataés les cellules quiescentes, inactivées (2aak,
1990). Cet état latent est caractérisé par unsdrgation inverse incompléete, conséquence du nombre
insuffisant de nucléotides dans ces cellules (Zack., 1990 ; Zacket al., 1992 ; Stevensod al.,
1990), de l'activité de la désoxycytidine désamégnastirétrovirale, APOBEC3G (sous sa forme a
faible masse moléculaire) (Chat al., 2005), ainsi que du manque d’ATP nécessair@rirée du
provirus dans le noyau (Chatal., 2005 ; Bukrinskyet al., 1991). Cependant, de par sa nature labile,
la latence pré-intégrative n'apparait pas aussomapte du point de vue clinique que la latencd-pos
intégrative. La demi-vie de cet ARN viral rétrosisrit incomplet est d’environ un jour (Zhetal.,
2005). Ainsi les lymphocytes T quiescents peuventis de réservoir viral latent en maintenant le
virus sous une forme pré-intégrative jusqu’a laivation.

Les mécanismes de latence post-intégrative sonisnobéirs. Dans ce cas, la latence se définit comme

un état transcriptionnel du provirus intégré. Plddment d0 a son état défectueux, le provirus est a
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I'état quiescent quelque soit I'état d’activatioa k& cellule, il s'agit de la latence absolue (Bate
2000). Cependant, dans certains cas, le provitégré est seulement considéré comme « dormant »
du point de vue transcriptionnel, jusqu’a ce quedbule soit activée (Folket al., 1987 ; Clousest

al.,, 1989). Cet état est alors appelé latence micladigue. Aprés activation virale, le cycle se
termine par la production de nouveaux virions. Caeste forme de latence qui constitue un obstacle

I'éradication du virus et qui est au premier plas decherches cliniques et thérapeutiques.

Les lymphocytes CD4+ mémoires sont considérés cor@mprincipal réservoir de virus dans
I'organisme (Blanksomt al., 2002 ; Finzi et Siliciano, 1998). La demi-vie descellules est longue
(44 mois) (Noéet al., 2005). Ce sont des cellules quiescentes T CD4fprnant un virus
fonctionnel (compétent pour la réplication, Churratici, 1999), ce qui correspond & seulemeh&10
10" cellules dans I'organisme (Chuwet al., 1997). La latence virale dans les cellules quissse
s'établit trés tét lors de linfection & VIH, pemtdda primo-infection, quand la virémie et le tade
lymphocytes CD4+ activés sont nombreux (Chual., 1998).

Certaines études ont montré que les macrophagésigercible de la réplication virale, et donc un
réservoir important du VIH. Ces données se sorgdsasur les connaissances des autres infections a
lentivirus (Gendelmast al., 1985 ; Meltzer et Gendelman, 1992). Le fait quentacrophages dérivés
de monocytes et les macrophages tissulaires ptigseninfectésn vitro, qu’ils aient une longue
espérance de vie et qu’ils ne soient pas sensbleeffets cytopathiques du VIH-1, supporte I'idiée
leur réle de réservoir viral (Crowe et Sonza, 2000)

Dans le cerveau, la microglie qui exprime a la f©8R5 et CCR3, peut étre infectée par le VIH-1 et a
une longue demi-vie (Ghorpaéeal., 1998). D’autres cellules a longue demi-vie comesedellules
dendritiques peuvent aussi étre infectées et sdeviréservoir viral (Hanly et Petito, 1998). Elles
participent a la réplication virale de deux marsérear infection directe et production de virussna
aussi par la captation a la surface de leur mersbdanvirus qu’elles pourront relacher et transraettr
par la suite aux lymphocytes T CD4+. Elles sonspnées dans les organes lymphoides comme la rate
et les ganglions lymphatiques.

Les macrophages et les cellules dendritiques jodent plutdt un réle dans la diffusion du virus.
Elles relachent des particules virales et favotisémsi une transmission de cellules a cellulese&in

de différents organes en fonction de leur locabsat

Les lymphocytes T CD4+ sont, eux, responsablenalatien a tres long terme du virus au sein du

patient.
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Figure 16 : Temps de demi-vie des différents réservoirs cellulaires (jours).

3-2- Les réservoirs anatomiques

Les sanctuaires anatomiques sont des réservogerda pathogénes qui se révelent peu accessibles
aux substances anti-infectieuses. Ces compartinpeotsnds correspondent aux organes protégés de
la circulation systémique par des barrieres phggiqgues, comme le cerveau et I'appareil génital
male, voire le systeme lymphoide (Shrager et D'8pt298). Les ganglions lymphatiques jouent un
réle essentiel dans la pathogénése du VIH-1 (Caated., 1997 ; Tenner-Racet al., 1998) et
fournissent un environnement propice a la réplcatiirale (Rieckmanret al., 1991). Le tractus
génital méle est considéré comme réservoir vilpart le manque de corrélation de la charge virale
du génotype et du phénotype des souches virales lkentirculation sanguine et le liquide séminal
(Coombset al., 1998).

D'autres organes comme les glandes salivairesp$dgte, le rein ont aussi bénéficié du qualiffadei
réservoir mais les arguments avanceés pour affigquér existe, dans ces sites, une population virale
autonome, distincte de celle présente dans lalation générale, ont été contestés (Snithal.,
2004 ; Winstoret al., 2001).

Nous allons nous attarder un peu plus sur le syst@rveux central, réservoir anatomique séparé de

la circulation systémique par la barriére hématwephalique.
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3-3- Le systeme nerveux central (SNC) et la barriere hémato-encéphalique (BHE)

3-3-1- Historique des recherches

Les connaissances actuelles sur la barriére hésnatephalique sont le résultat de 120 ans de
recherche intense (figure 17). Les premiéres egpées reviennent a Paul Ehrlich, qui en 1885,
observa que des sondes hydrophiles injectés dansclaation périphérique ne coloraient pas le
cerveau. Ehrlich interpréta ces résultats commenanque d’affinité de la sonde pour le systeme
nerveux central. Par la suite, les travaux d’Ed&irsoldman ont montré qu’en injectant ces colorants
directement dans le liquide céphalo-rachidien, seuterveau était coloré. Le concept de barriere
hémato-encéphalique vasculaire était né, et c'estandowsky qui lui donna son nom en 1900.
Pendant des années, cette barriére a été sujetravarse et ce n'est qu'en 1967, que la microgopi
électronique a permis de démontrer que c’est I'tillam des capillaires cérébraux qui constitue la
BHE (Reese et Karnovsky, 1967 ; Brightman et Re£869). En 1969, Siakotaa al. ont réussi a
isoler des capillaires cérébraux (Siakotos et Rous669). Betzet al. ont, eux, isolé des cellules
endothéliales de capillaires cérébraux et ont réusgéer un modeélen vitro de barriere hémato-
encéphalique (Betet al., 1980). Depuis, de nombreux modélasvivo, ex vivo et in vitro ont été
utilisés en recherche fondamentale et en cribladastriel de médicaments, principalement dans le
but d’augmenter la délivrance de médicaments aueeer (Abbottet al., 1992 ; Pardridgest al.,
1990 ; Miller et al., 2000 ; Mégardet al., 2002 ; Josseranet al., 2006). La compréhension des
mécanismes moléculaires du développement de la BEEa fonction et de sa régulation, ont fait
I'objet de nombreuses recherches (Getrall., 1998 ; Risau et Wolburg, 1990 ; Staddbial., 1995).
Cependant, méme aujourd’hui, a l'aire de la génamigt de la protéomique, franchir la BHE pour

traiter les maladies du systéme nerveux centrste nen défi.

i Lownndowsky |- - i o) ( i
- sodng the temn | y 1 ‘u A,
| ; L PR
Biood-Braim Barrier | "'r i1 L S T |

| % [-¥ -
Le blau trypan Concept de Découverte des Izalament de Cufture de Jﬂ‘xire dela
en I ne colore bar rigr e jonctions capillaires cellules génomique et
pas le cerveau waz culaire serrées cérébrais endoth éliales de la
de capillaires protéomique
cér &b auwx
Figure 17 : Historique des recherches sur la barriere hémato-encéphalique (Anita HARTZ, 2005)

52



Rappels Bibliographiques

3-3-2- Fonction physiologique

La BHE est un endothélium de capillaire cérébrélecie sang et le cerveau. Ses fonctions princspale
sont de protéger le cerveau et de maintenir I'hatasie cérébrale. Elle prévient I'entrée dans le
cerveau de composés endogénes ou exogénes pteardidl neurotoxiques, incluant un grand
nombre de médicaments contre les maladies du SNk 1999). Cependant, ce n’'est pas
seulement une barriére physique et mécanique, alssti une interface hautement active, dynamique
et sélective. Elle régule les échanges de compargés le sang et le cerveau (Begley et Brightman,
2003). Par exemple, elle permet d’approvisionnecdeveau en glucose, acides aminés et autres
nutriments, et en méme temps d’en éliminer les e&cmétaboliques. En contrélant les échanges
entre le sang et le SNC, la BHE assure égalememialatient de 'homéostasie cérébrale (pression
osmotique constante), indispensable au bon fonmtiment des neurones (Drewes, 1999). En effet, les
transmissions synaptiques entre les neurones ritéog¢ss milieu extracellulaire exceptionnellement
stable. Toutes ces caractéristiques font de la BH& fois un organe extrémement complexe, et un

sujet de recherche passionnant.

3-3-3- Un réseau microvasculaire

Les capillaires cérébraux (microvaisseaux) sobake structurale de la BHE. Avec un diamétre de 3 a
7 um, ce sont les plus petits vaisseaux du systeseulaire (figure 18-C) (Rodriguez-Baeztaal .,
2003). La BHE humaine comprend environ 100 milkadsk capillaires formant un énorme réseau
microvasculaire (figure 18-A). De part la haute sighvasculaire du cerveau, les capillaires isnks
sont qu'a une distance de 40 um les uns des adiistgance permettant a de petites molécules de
diffuser en une seconde (figure 18-B). De plusj assure gque chaque neurone soit alimenté par son
propre capillaire. Malgré ce nombre élevé de caipdls, ils n’'occupent que 0.1% du volume cérébral,
soit 1 ml dans un cerveau adulte de 1200 a 14G&ugl(idge, 2003).

53



Rappels Bibliographiques

Figure 18 : Microvaisseaux cérébraux
A- Moule en latex du réseau microvasculaire d’'un cerveau humain adulte (Zlokovic et Apuzzo,
1998)
B- Cortex cérébral humain en microscopie électronique (Rodriguez-Baeza et al., 2003) : (1)
vaisseau ; (2) grosse artére ; (3) artéere moyenne ; (4) zone capillaire superficielle ; (5) zone
capillaire moyenne ; (6) zone capillaire profonde

C- Capillaire isolé de cerveau de rat en imagerie a contraste de phase

3-3-4- Morphologie des capillaires cérébraux

Les microvaisseaux cérébraux de la BHE sont cogstitle cellules endothéliales. Ce sont des cellules
polarisées, avec une membrane apicale (luminalejétes du sang et une membrane baso-latérale
(abluminale) du c6té du cerveau (Betal., 1980). Morphologiquement, ce sont des cellules faik
longues et fuselées, mais aussi plates et minaessaulement 300 nm d’espace cytoplasmique entre
les membranes luminale et abluminale (Pardridge3RElles sont entourées d’une membrane basale
composée de collagéne et de protéines, qui apporseipport externe (Goldstein et Betz, 1983). A la
base de cette membrane, des péricytes, des assatyties neurones sont en contact avec les sellule
endothéliales (figure 19). Aujourd’hui, c’'est I'emsble de ces 4 cellules, appelé «unité
neurovasculaire », qui est responsable de la réguldu flux sanguin et de la fonction de barriere
(Begley, 2004). Les cellules endothéliales cérégratont étroitement liées entre elles par des
complexes jonctionnels, composés de jonctions egred¢ de jonctions adhérentes. Ces complexes
scellent I'espace inter-endothélial et créent usogmélium imperméable qui restreint les échanges de
solutés par diffusion libre (Nag, 2003). De pluss cellules endothéliales montrent une faible &étiv
de pinocytose et ne présente pas de fissure ititéaiee. Cependant, elles contiennent un nombre
important de mitochondries afin de fournir I'énergiécessaire a des processus actifs, tels que le
métabolisme ou l'efflux ATP-dépendant (GoldsteiBetz, 1983).
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Figure 19 : Morphologie des capillaires cérébraux
Les cellules endothéliales sont entourées d’'une membrane basale, de pieds astrocytaires et de

péricytes. L'espace inter-endothélial est scellé par des jonctions serrées.

3-3-5- Les complexes jonctionnels

Les jonctions serrées
Depuis la fin des années 60, les jonctions sewwaegté identifiées comme un élément crucial de la

fonction de le BHE (Reese et Karnovsky, 1967 ; Birigan et Reese, 1969). Elles sont localisées dans
la partie apicale de la membrane plasmique deslesgllElles scellent I'espace entre deux cellules

endothéliales adjacentes, et donc empéchent lasdiff paracellulaire et permettent seulement le

passage de l'eau, d'ions et de molécules de tailégieure a 0.2 nm. Elles sont composées d’'une
combinaison de protéines transmembranaires et legimigues reliées au cytosquelette d’actine

(figure 20).

Au moins 3 types de protéines transmembranairesesgrprésents au niveau des jonctions serrées :
I'occludine, les claudines et les molécules jormutiglles d’adhésion (JAMS).

L'occludine (la premiere a avoir été isolée, Furesal., 1993) est une protéine de 60 kDa a 4
segments transmembranaires dont les 2 extrémités istracellulaires (Baldaet al., 2000).
Contrairement aux jonctions serrées des tissuphg@igues, I'occludine est retrouvée a de fortes
concentrations dans la BHE (Hiraseal., 1997). Elles semblent avoir un role dans la réscs
électrique de la BHE et dans la fonctionnalité joestions serrées (Tsukita et Furuse, 2000).

Les claudines, elles, semblent avoir un réle ingurtdans la formation des jonctions serrées. La

claudine-5 serait la principale claudine expriméea&eau de la BHE (Moritet al., 1999). Il s’agit de
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petites protéines de 20 kDa, qui posseédent 4 sdgmeansmembranaires. Elles s’organisent en
diméres et se lient aux claudines homotypiqueselisles adjacentes.

Les domaines extracellulaires des claudines €bdellidine constitueraient une premiére barriéle a
diffusion paracellulaire, en s’organisant en poagsieux de perméabilité variable (Tsuk#aal.,
2001).

Les JAMs appartiennent a la superfamille des imrglotulines. Ce sont des protéines de 40 kDa
constituées d’'un segment transmembranaire et dri@ds immunoglobuline-like dans leur domaine
extracellulaire. Les JAMs sont impliquées dansH&glon cellule-cellule et contribuent a la régolati

de la perméabilité ainsi qu'a I'extravasation demotytes (Martin-Paduret al., 1998).

Les protéines cytoplasmiques auxiliaires incluestprotéines de la Zonula Occludens (ZO 1, 2 et 3)
qui forment la plague submembranaire des jonctgmrsees. Ces trois protéines appartiennent a la
famille des MAGUKs (membrane-associated guanylateade) qui sont impliquées dans la
transduction de signaux (Anderson, 1996). Elles salites aux extrémités C-terminales des claudines
et de l'occludine (Itohet al., 1999 ; Petty et Lo, 2002). Le cytosquelette diatest relié aux
extrémités C-terminales de ZO-1 et ZO-2 (levlal., 1999).

La 7H6 est une phosphoprotéine de 155 kDa qui payparticiper au controle de la perméabilité
paracellulaire.

La cinguline, une phosphoprotéine de 140 a 160 kiSaaussi localisée a la face cytoplasmique des

jonctions serrées. Elle servirait de lien entrpléue protéique et le cytosquelette.

Les protéines de régulation incluent les protéBekes aPKC (atypical isoforms of protein kinase C)
la symplektine, qui sont impliquées dans la sigadidbn en provenance et vers les jonctions serrées
(Matter et Balda, 2003 ; Wolburg et Lippoldt, 2002)

D’une part, la composition et la structure du camwpl jonctionnel garantissent une barriére étroite,
mais ce complexe permet également une régulatmidaales propriétés de la barriere qui maintient
l'intégrité structurale et donc la protection duGKKniesel et Wolburg, 2000). Cependant, dans des
conditions pathologiques, les jonctions serréesygratuétre perturbées, menant alors a de sévéres

dommages cérébraux et une perte de fonction nderfidaberet al., 2001).

Les jonctions adhérentes

Les jonctions adhérentes forment une ceinture woatgui permet le maintient des cellules voisines
les unes aux autres. Elles sont composées de ghtéopes transmembranaires de la superfamille des
cadhérines qui sont des récepteurd"@épendants formant des complexes homotypiques lagec
cellules adjacentes (Steinberg et McNutt, 1999% @lgcoprotéines sont reliées au cytosquelette par

des protéines d’ancrage cytoplasmiquesf-taténine, lay-caténine et la p120 qui appartiennent a
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la famille des protéines Armadillo (McCre# al., 1991). LesP3 et y-caténines sont reliées a¥
caténine qui est elle-méme liée au cytosqueletetide (Provost et Rimm, 1999). La (VE)-cadhérine
et la PECAM-1 (Placental endothelial cell adhesiaiecule-1) ont également été détectées au niveau
des jonctions adhérentes (Dejana, 1996 ; Matsuetala 1997). En plus de leur réle dans I'adhésion

cellule-cellule, les caténines ont un réle crudeahs la signalisation intracellulaire.

Occludin

Cingulin — Actin

Claudinl
—

E-Cadnerin

Actin 1
fe., FParaceliular

pace: &

Figure 20 : Les complexes jonctionnels au niveau de la barriere hémato-encéphalique : jonctions serrées

(jaune) et jonctions adhérentes (rouge) (Source : www.nastech.com)

3-3-6- Systéme nerveux central et infection a VIH

Neuro-invasion par le VIH

En dépit de recherches trés actives sur ces méoaside neuro-invasion, la voie initiale d’entrée du
virus dans le SNC reste énigmatique et fortementrogersée. L’infection du SNC par le VIH a lieu
trés tot aprés la primo-infection. Les virus isoldans le cerveau des patients sont donc
majoritairement des souches a tropisme macrophagi§barples®t al., 1992). Une fois dans le
cerveau, le virus pourrait s’y maintenir pendanisgurs années, d’ou son r6le de réservoir viral
(Museyet al., 1997).
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Plusieurs mécanismes peuvent expliquer I'entré&/Ittu dans le SNC (figure 21). L’hypothése du
cheval de Troie est la plus probable. Elle suggpre le VIH puisse entrer dans le cerveau par
infiltration de cellules immunitaires infectées. @&canisme a déja été décrit pour l'invasion par
d’autres lentivirus et par le virus HTLV-1 (humanc@&ll leukemia virus type 1) (Georgsson, 1994 ;
Romeroet al, 2000). Diverses cellules immunitaires périphérigtelles que les monocytes et les
lymphocytes pourraient traverser la BHE (Miller999 ; en particulier des monocytes infectés ont été
proposés comme pouvant migrer dans le SNC (Gar236Q). Lorsque la BHE présente une bréche
des jonctions serrées, la migration de monocytéctidis dans le SNC augmente (Dallasttal.,
1999). Cette rupture pourrait étre causée par dbstances toxiques directement sécrétés par les
monocytes infectés, telles que des cytokines, gedataglandine, de I'oxyde nitrique (Bukrinséty

al., 1995 ; Eugeniret al., 2006); ou bien par liaison de la gp120 a la serfdes cellules endothéliales
(Kanmogneet al., 2005).

La seconde hypothése est celle du passage librieudedans le cerveau. Le VIH pourrait migrer dans
les cellules endothéliales (voie paracellulaire),bien étre transporté dans des vacuoles a l'eteri
des cellules endothéliales (transcytose). La tragration du VIH a été démonti@ vitro dans des
cultures primaires de cellules endothéliales (Bdbat al., 2004) et dans des microveésicules de
cerveau, isolées de souris (Bamksl., 2004). Diverses études sur cellules en culturgésamt que
les particules virales pénetreraient dans les lesllandothéliales par endocytose adsorptive, ieduit
par la gpl20 (Bankst al., 1998). Cependant la majorité des virus entrantsdas cellules
endothéliales est lysée dans les lysosomes et reird$s traverserait de cette fagon (Bobatal .,
2004 ; Liuet al., 2002).

La derniére hypothése est celle de la transmigdipairus par les cellules endothéliales infectées e
produisant des virus. Un nombre limité d’étudesrmnhtré que le VIH-1 pouvait infecté les cellules
de la BHE dans certaines conditions (Rostadl., 1987 ; Wardet al, 1987 ; Wileyet al., 1986 ;
Wiley et Nelson, 1988 ; Aet al., 1999 ; Bagasret al., 1996).
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Mécanisme d'invasion du SNC par le VIH (Kramer-Hammerle et al., 2005)

Trois voies d’entrée du VIH dans le SNC ont été proposées. L’hypothése la plus probable est
(1) la migration de cellules infectées, principalement des monocytes du sang vers le cerveau
(hypothése du cheval de Troie). Les autres voies proposées sont (2) le passage de virus libres
dans le cerveau par migration entre les cellules endothéliales ou bien par transcytose a travers
ces cellules; et (3) la libération de virus dans le cerveau par des cellules endothéliales
infectées. Les virus libérés par des macrophages périvasculaires infectés contribuent a
I'infection de la microglie et occasionnent une diffusion du virus dans le parenchyme cérébral.
L'infection des astrocytes pourrait survenir au niveau de la BHE ou du parenchyme cérébral,
par contact avec des virus libres ou bien des cellules infectées. L'infection des neurones et des

oligodendrocytes est trés controversée (indiquée ? sur le schéma)
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Infection par le VIH des cellules du parenchyme cérébral

La microglie et les macrophages sont les princgaldlules productrices de virus dans le cerveau
(Andersonet al., 2002-b ; Kaukt al., 2001). Elles seraient sensibles a I'effet cytopgéime induit par
I'infection virale (Watkinset al., 1990). Les cellules géantes caractéristiquesateéphalopathie a
VIH-1 proviennent de la fusion de microglie infexi@®ickson, 1986).

L’infection des astrocytes a suscité de nombreasesroverses. Depuis, de nombreuses études ont
montré que le VIH pouvait infecter les astrocytesfal;on peu productive (Kramer-Hammestel .,
2005). Les corécepteurs CCR5 et CXCR4 seraieneptgsur ces cellules mais pas le récepteur CDA4.
L’entrée du virus serait donc indépendante de ceptéur. D’autres récepteurs dont celui du mannose
ont été mis en évidence comme ayant une affinit# f@ovirus (Liuet al., 2004).

Le mécanisme d’entrée du VIH dans les oligodendescyest mal connu. lls n'expriment pas le
récepteur CD4, mais possédent le récepteur gajdc®samide qui est décrit comme médiant
l'infection des astrocytes par le VIH (Harowsel., 1991). Cependant leur infection n’est pas bloquée
par des anticorps anti-galactosyl-ceramide (Aldragal., 1996).

L'infection de neuronei vivo a été reportée par quelgues études utilisant R, RGsitu (Nuovo et

al., 1994 ; Bagasret al., 1996) ou sur des neurones isolés par microdisseati laser (Torres-Munoz

et al., 2001 ; Trillo-Pazost al., 2003). Cependant d’autres rapports ont échouérdiftr de 'ADN

viral (An et al., 1996 ; Takahashit al., 1996) ou des protéines structurales du VIH (Wiewl.,
1999)in vivo dans les neurones. L'infection directe des neurpaese VIH est donc toujours sujette a
controverse. Si les neurones sont infectés, ilambse pas que le virus se réplique. Les neurones
humains n’expriment pas de récepteur CD4 (Ereali., 1995 ; Liet al., 1990) et les anticorps anti-

CD4 ne bloguent pas I'infection de lignées neuresméflvarez Losadet al., 2002)

3-3-7- Problémes neurologiques associés a l'infection a VIH

Cette atteinte neurologique est, d'un point declimgque, I'une des complications les plus graves q
puisse survenir au cours de la maladie. Elle pettagluire par de multiples désordres neurologiques
tels que des polyneuropathies, des myélopathieermore I'encéphalopathie a VIH, également
nommeée complexe de démence associé au SIDA (ADa@arifet al., 1995). Et, il semble que 60%
des patients sidéens développent un ADC.

Cliniquement, cette encéphalopathie se caractéése des dommages de la fonction cognitive
usuellement suivis par des anomalies motricesr&grgssion peut étre douce ou fulminante. Dans la
plupart des cas, elle révele des atrophies céeihrahe raréfaction focale, des nodules microgliaux

ou la formation de cellules géantes multinuclé&ggufe 22).
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Figure 22 : Immunopathogénéese de l'encéphalopathie a VIH : (1) astrogliose, (2) microgliose, (3) cellules
géantes multinucléées, (4) infiltration de cellules phagocytaires, (5)(6) perte neuronale, (7)

atrophie cérébrale

3-3-8- Passage des antirétroviraux a travers la BHE

L'apparition des thérapies antirétrovirales hautemactives (HAART) a permis de diminuer
I'incidence des démences associées au SIDA de 6ependant, la frequence des encéphalopathies et
des neuropathologies détectées dans les tissusnposm reste inchangée, ce qui indique que les
stratégies thérapeutiques actuellement utiliséestrpas d’effet sur les conséquences neurologiques
de linfection par le VIH, probablement du fait dexistence de la BHE. Le passage des
antirétroviraux dans le SNC va essentiellement eqge de leur capacité a traverser cette barriere
(Groothuis et Levy, 1997). Leur transport est ctadné par leurs propriétés physico-chimiques, et
leur prise en charge par les transporteurs d’effud’influx présents a la surface de I'endothélium

(voir chapitre 3).

Les inhibiteurs nucléosidiques / nucléotidiques de la transcriptase inverse

Les INTIs et les INtTIs sont des molécules de rataisine et possédent des caractéristiques physico
chimiques communes. lls ont tous un faible et éjait poids moléculaire, ce qui favorise leur
diffusion au travers des membranes. lls sont gésméemt hydrophiles, ce qui d’une part, limite leur
passage transmembranaire, mais qui d'autre pargsescié a une importante fraction libre (seule a
pouvoir quitter le compartiment sanguin). Ainsipgancipal facteur physico-chimique limitant ce

passage, est le coefficient de partage, variald@ $es molécules.
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Les données tendent a démontrer que I'AZT, la BdBTC, la d4T, le ddC et I'abacavir ont une
distribution cérébrale limitée résultant d'un efflactif par des transporteurs sensibles au prolsec
(Takasaweet al., 1997-a ; Takasawet al., 1997-b ; Wuet al., 1998 ; Gibbst al., 2003 ; Thomagt

al., 2001). Ces transporteurs sont probablement desgorteurs d’anions organiques, tels que les
MRPs (Multidrug Resistance-associated Proteinsy @ATPs (Organic Anion Transporting
Polypeptides) ou les OATs (Organic Anion TranspsjtgTakasawaet al., 1997-a ; Kusuhara et
Sugiyama, 2001 ; Sawchuk et Yang, 1999). L'efflexId®AZT et de la ddl serait essentiellement di
aux transporteurs exprimés au niveau de la BHEg3akaet al., 1997-a), alors que la distribution
cérébrale de la ddC serait limitée par des systalief8ux exprimés au niveau de la BHE et des
plexus choroides (Gibbs et Thomas, 2002).

La d4T pénétrerait de facon plus efficace daneteeau que I'AZT (Thomas et Segal, 1998 ; Yang
al., 1997). L’abacavir et la lamivudine montrent une lleare activité antivirale que I'AZT, la ddl et
la d4T, dans des cerveaux de souris SCID ayaniaj@ une encéphalopathie a VIH-1 (Limoges
al., 2000).

Les données concernant I'accumulation cérébraldetatricitabine (FTC) sont limitées. Chez le
primate, le taux d’accumulation dans le liquide t@dp-rachidien (LCR) est de l'ordre de 10% par
rapport & la concentration plasmatique (Schiegai., 1992). Chez le rat, le taux d’accumulation dans
le SNC par rapport au plasma est inférieur a 7%K[et al., 1993).

En ce qui concerne le ténofovir, chez le cobaye, aumulation cérébrale semble trés faible (de
I'ordre de 3% en 4 heures). Cependant, il sembleetser la barriére du plexus choroide. Ce trahspor
ne semble pas dépendant de la famille des traespsrid’anions organiques (MRP et OATP)
(Anthonypillaiet al., 2006).

Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse

La pénétration des INNTIs dans le SNC est assezlpeumentée. Une étudevitro, réalisée sur un
modeéle de BHE bovin, montre que la névirapine ama#éleure permeéabilité cérébrale que les INTIs
et certains IPs (indinavir et saquinavir), a |dat#nce de la delavirdine qui ne semble pas pdaser
BHE (Glynn et Yazdanian, 1998 ; Charegal., 1997). Chez le cobaye, le passage cérébral de la
névirapine atteint presque 60% par rapport auxeatnations plasmatiques (Gibé&sal., 2006).

De plus, la névirapine et I'efavirenz semblent préans les plexus choroides (Thomas, 2004).

Les inhibiteurs de la protéase

Les IPs font partie des molécules dont la permié@lgiltravers la BHE est inférieure a celle attendu
du fait de leur lipophilie (Williams et Sinko, 199%n effet, ces molécules ont des poids moléasair
supérieurs a 600 g/mol, des coefficients de pamtiflog P) supérieurs a 1,3 ; et elles sont fortéme

liées aux protéines plasmatiques. De plus, la nt@joies IPs actuellement utilisés ont été décrits
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comme substrats d’'un ou plusieurs transporteuffiukeprésents au niveau de la BHE [notamment la
P-glycoprotéine (Pgp) et les MRPs].

Les donnéesn vitro suggérent un réle prépondérant de la Pgp dansida en charge des IPs au
niveau de la BHE, et par conséquent dans leurilmision cérébrale (Van der Sanettal., 2001 ;
Megardet al., 2002 ; Ronaldso#t al., 2004 ; Bachmeieat al., 2005).

Les expériences réalisées sur des modeéles animkuockout » vont également dans le sens d’'un
contrble de la pénétration cérébrale des IPs pRgpa Ainsi, la concentration cérébrale d’'indinaatir
de saquinavir est 8 a 10 fois supérieure chezolesssmdrl-/- (mdrl codant pour la Pgp) que chez le
souris sauvages. Il en est de méme pour le neifigant la concentration dans le SNC est 40 fois
supérieure (Kinet al., 1998 ; Sharplesa al., 1992), et pour 'amprénavir (Pobi al., 1999).
Cependant, une étude de perfusinrsitu suggere un transport par diffusion passive dunaig a
travers la BHE et les plexus choroides (Anthongpit al., 2004). Chez des patients, I'association
lopinavir / ritonavir semble diminuer de 10 fois daarge virale dans le liquide céphalo-rachidien
(Letendreet al., 2007).

4- Les transporteurs ABC

En plus de I'apparition de souches virales résisgrcertains facteurs cellulaires comme les ksjase
I'expression et la fonctionnalité des transporteuesmbranaires, ou la production de facteurs sauble
peuvent favoriser la réplication virale et/ou andvin'effet des molécules antivirales, conduisant
ainsi a I'’échec des traitements ARV. Nous n’abaydsrdans ce manuscrit que les phénomeénes liés

aux protéines d’efflux (transporteurs ABC).
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Chapitre 3

Les transporteurs ABC

Le transport actif a travers les membranes biolagggest devenu un facteur non négligeable dans
I'absorption, la distribution, et I'excrétion d’'urombre croissant de médicaments. Différents syséeme
de transport transmembranaire sont impliqués datsoldisponibilité des médicaments. lIs incluent
des membres de la famille des « Solute Carriedont les transporteurs d'anions et de cations
organiques (OAT, OCT, famille SLC22A), les prot&nde transport d’anions organiques (OATP,
famille SLC21A), les transporteurs de nucléosideslT, famille SLC28A), les transporteurs de
monocarboxylates (MCT, famille SLC2A) ; ainsi quesdnembres de la famille des « ATP Binding
Cassette » (Gerloff, 2004 ; Kerb, 2006). C’est tecderniere famille que nous allons nous intéresse

dans ce manuscrit.

1- Généralités et structures des transporteurs ABC

L'efficacité de nombreux médicaments dépend de dayacité a s’accumuler dans les cellules pour
atteindre leur cible et exercer leur action. Ledémules lipophiles diffusent librement a travers la
membrane en I'absence de systéme de transportaipéciLes molécules hydrophiles et chargées
requierent un mécanisme de transport spécifiquefaailiter leur entrée dans les cellules. Cepehdan
I'accumulation intracellulaire d’'une molécule vgpéédre non seulement de sa capacité a entrer dans
la cellule mais aussi de sa capacité a en ressortir

En effet, il existe au niveau des membranes desamsues actifs defflux, qui limitent
'accumulation de substances potentiellement teesquour la cellule, et peuvent ainsi étre
responsables de phénomeénes de résistances auxamédis. Ces transporteurs rejettent notamment
hors de la cellule certains antirétroviraux utdistans la thérapie anti-VIH, et plus particuliératries
inhibiteurs de protéase et certains INTIs.

Ces transporteurs d’efflux appartiennent a une rfaipdle de protéines, qui compte environ 50
membres, ce sont les protéines ABC « ATP bindiagsette » qui ont des fonctions diverses et
variées (Kleinet al., 1999 ; Miuller, 2000). Ces protéines d'efflux commment principalement les

transporteurs de type MDR (multidrug resistancéyl@P (multidrug resistance-associated protein).
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Les protéines ABC se lient aux molécules d’ATPtdisent cette énergie pour la translocation d’une
large variété de substrats (sucres, acides amiomés métalliques, peptides, protéines, mais aussi u
grand nombre de composés hydrophobes et de mdt¢aspodi travers les membranes extra- et
intracellulaires (celles du réticulum endoplasmigiieperoxysome ou des mitochondries).

Ces protéines appartiennent & une superfamille mrapt un large groupe de protéines, dont des
transporteurs membranaires, des canaux ioniquesrétepteurs, des régulateurs de canaux, des

protéases... Elles sont présentes dans un grand eatelissus (tableau 3).
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Symboles Autres noms Localisation Expression Fonction
ABCAl ABC1 9g31.1 ubiquitaire Efflux du cholestérol
ABCA2 ABC2 9g34 cerveau Résistance aux médicaments
ABCA3 ABC3, ABCC 16p13.3 poumon
ABCA4 ABCR 1p22.1-p21 rétine Efflux du N-retinylidiene-PE
ABCAS5 17924 muscle, cceur, testicule
ABCAG 17924 foie
ABCA7 19p13.3 rate, thymus
ABCAS8 17924 ovaire
ABCA9 17924 ceeur
ABCA10 17924 muscle, caeur
ABCA12 2934 estomac
ABCA13 7p1l-qll faible dans tous les tissus
ABCB1 PGY1, MDR 7p21 Nombreux tissus (foie, rein, BHE) Resistance multidrogue
ABCB2 TAP1 6p21 toutes les cellules Transport de peptides
ABCB3 TAP2 6p21 toutes les cellules Transport de peptides
ABCB4 PGY3 7921.1 foie Transport de PC
ABCB5 7pl4 ubiquitaire
ABCB6 MTABC3 2036 mitochondries Transport du fer
ABCB7 ABC7 Xqg12-q13 mitochondries Transport de clusters Fe/S
ABCBS8 MABC1 7036 mitochondries
ABCB9 12924 coeur, cerveau
ABCB10 MTABC2 1g42 mitochondries
ABCB11 SPGP 2924 foie Transport du sel biliaire
ABCC1 MRP1 16p13.1 poumon, testicule, PBMC Résistance aux médicaments
ABCC2 MRP2 10924 foie Efflux d'anions organiques
ABCC3 MRP3 17921.3 poumon, intestin, foie Résistance aux médicaments
ABCC4 MRP4 1332 prostate Transport de nucléosides
ABCC5 MRP5 3927 ubiquitaire Transport de nucléosides
ABCC6 MRP6 16p13.1 rein, foie
CFTR ABCC7 7931.2 tissus exocrines Canaux d'ions chloride
ABCC8 SUR 11p15.1 pancréas Récepteur a la sulfonylurée
ABCC9 SUR2 12p12.1 coeur, muscle
ABCC10 MRP7 6p21 faible dans tous les tissus
ABCC11 16911-q12 faible dans tous les tissus
ABCC12 16911-q12 faible dans tous les tissus
Régulation du transport de
ABCD1 ALD Xq28 peroxysomes VLCFA
ABCD2 ALDL1, ALDR 12q11-q12 peroxysomes
ABCD3 PXMP1, PMP70 1p22-p21 peroxysomes
ABCD4 PMP69, P70R 14024.3 peroxysomes
Protéine de liaison des
ABCE1 OABP, RNS41 4931 ovaire, testicule, rate oligoadénylates
ABCF1 ABC50 6p21.33 ubiquitaire
ABCF2 7036 ubiquitaire
ABCF3 30925 ubiquitaire
ABCG1 ABCS8, White 21922.3 ubiquitaire Transport du cholestérol ?
Efflux des toxines, Résistance
ABCG2 ABCP, MXR, BCRP 4922 placenta, intestin aux médicaments
ABCG4 White2 11923 foie
ABCG5 White3 2p21 foie, intestin Transport de stérols
ABCG8 2p21 foie, intestin Transport de stérols
Tableau 5 : Liste des genes ABC humains, localisation chromosomique et fonction (Klein et al., 1999)
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L’appartenance a cette famille est basée sur deslbgies de séquence et de structure. Ces protéines
sont également conservées entre les espéces,uptusighologues de protéines humaines ont été
identifiés et caractérisés chez d’autres mammifaresamment des rongeurs. Elles sont présentes
aussi bien chez les organismes eucaryotes querpotes, de nombreux membres de cette famille ont
été initialement caractérisés chez la bactérie.

A 'heure actuelle, 48 protéines ABC ont été idiéddtis chez 'homme et sont divisées en 7 sous-
familles (Dearet al., 2001) classées de A & G. La P-glycoprotéine ¢éippa@ la sous-famille B, les
MRPs (Multidrug Resistance-associated Protein) &das famille C et la BCRP (Breast Cancer

Resistance Protein) a la sous-famille G.

Ces transporteurs sont constitués de deux domdaéaison au nucléotide (NBD) situés sur la face
cytoplasmique de la membrane cellulaire (Higgehsal., 1986 ; Hydeet al., 1990). Ce sont des
domaines hautement conservés de 200 a 250 acidessafB0 a 50% d'identité de séquences entre les
différents membres). La structure générale desp@ateurs ABC comprend 12 régions hydrophobes
transmembranaires, divisées en deux moitiés, clea@lige a un domaine NBD (Figure 24). Il existe
un certain nombre d’exceptions a cet arrangememtel®emple, les MRP 1 a 3 ainsi que les MRP 6 et
7 possédent un domaine supplémentaire composérégidns transmembranaires en N-terminal. La
BCRP, elle, ne contient qu'une moitié de transporteelle ne posséde que 6 régions
transmembranaires et un domaine NBD. La possilgli la BCRP puisse agir comme un dimére a
été proposée (Ozvegyal., 2001).

La premiéere boucle extracellulaire de la Pgp passéte N-glycosylation, alors que les MRP4 et 5
sont glycosylées sur la quatrieme boucle extraedl&l (Schinkel et Jonker, 2003). L'extrémité N-
terminal des MRPs 1, 2 et 3 est extracellulairprésente une N-glycosylation. Des études in vitro
basées sur la Pgp ont montré que la N-glycosylatiétait pas nécessaire a la fonction de transjmort
ces protéines (Schinket al., 1993). Cependant, la N-glycosylation a probaklenun réle biologique
dans la cellule, aidant la protéine a se diriges V& membrane plasmique et a stabiliser son ingert
dans celle-ci.

Le domaine NBD Nucleotide binding domain) contient trois domaines conservés, les domaines
Walker A et B, communs aux protéines qui lient IATainsi qu’un troisieme motif (C) « signature »
localisé juste en amont du site Walker B. Ce doméf) est spécifique des transporteurs ABC et les
distinguent des autres protéines de liaison a I'ATP

Les domaines transmembranaires (TMD) sont, euxerfent divergents et conféreraient donc la
spécificité de substrat a chaque transporteur (Hiyet al., 1998).

Un modele pour la fonction de la Pgp a été propopartir d'analyses de la séquence de 'ADNCc et
d’études d’hydropathie (Bellamy, 1996).
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Figure 23 : Représentation schématique de I'organisation structurale transmembranaire des transporteurs
ABC (LoOscher et Potschka, 2005-a). A- Structure 2D des transporteurs multi-drogues. Ces
modeles indiquent les segments transmembranaires, les sites de glycosylation (GS) et les sites
de liaison a I'ATP. B- Représentation de la Pgp dans la membrane cellulaire. La Pgp a été
décrite comme pouvant expulser les composés du cytoplasme vers le milieu extracellulaire ou

pouvant médier I'efflux de composés ayant pénétrés la membrane.

Les transporteurs de type MDR et MRP sont expridass la plupart des tissus de I'organisme, et
plus particulierement dans les organes responsdbl¢absorption, du métabolisme et de I'excétion
des médicaments. Ainsi, ils vont pouvoir jouer ale ressentiel dans la régulation de distributios de
xénobiotiques et des médicaments et dans la détmqccellulaire.

Le principal site d’absorption des xénobiotiquegéires par voir orale est lintestin gréle. A ce

miveau, les entérocytes constituent une barrigiectsée a leur passage, grace a une collaboration
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entre des systémes d’efflux membranaires et degresdu métabolisme intracellulaire. En effet, sur
la face apicale des entérocytes, sont présentegpgala MRP2 et la BCRP, alors que les MRP1 et 3
sont situées sur la face baso-latérale. Les enti@oceprésentent le premier site de métabolisrae de
xénobiotiques ingérés par voie orale. lls subisgent d’'abord une voie d’oxydation par les
cytochromes P450 (phase |) puis une phase de @sgrg(phase Il). La phase Il du métabolisme
des xénobiotiques est une phase de détoxificagbulaire assurée par les transporteurs ABC de type
Pgp ou MRP (1, 2 ou 3) qui prennent en charge &abulites conjgués ou les molécules meéres et les
excretent hors de la cellule.

L'absorption des médicaments au niveau de la barrigtestinale est déterminante dans leur
biodisponibilité. Les médicaments qui passent qatteniére barriére sont acheminés vers le foie par
le systéme porte, ou ils sont métabolisés et éimipar la voie biliaire grace a des enzymes et des
transporteurs ABC assez similaires a ceux de $tinteLes hépatocytes prélévent les médicaments au
niveau de leur membrane baso-latérale. Dans leunititracellulaire, ils peuvent étre métabolisés pa
les enzymes présentes, puis excrétés du coté dpieslles canicules biliaires qui rejoignent I'stie.

Les molécules qui atteignent la circulation systgraisont éliminées par voie urinaire au niveau des

reins qui expriment également des transporteurs.ABC

2- La sous-famille MDR : Cas de la P-glycoprotéine

Les cellules exposées a des xénobiotiques peuggatapper un phénotype de résistance multiple aux
médicaments (le phénotype MDR) qui induit une isgalité aux activités biologiques de nombreuses
molécules en plus de celle du composé responsabigesilection initiale.

Les cellules devenues MDR présentent généralemaatinstabilité génétique accompagnée d’'un
déreglement du cycle cellulaire, ce qui complicuigrditement du patient. Le phénotype MDR résulte
de la surexpression de certains transporteurs AB(hlus particulierement celle du transporteur
MDR1 ou P-glycoprotéine, considérée comme la ppalei cause des résistances multiples aux
medicaments dans les cellules tumorales.

La Pgp fut le premier transporteur ABC identifiér pluliano et Ling en 1976. C'est donc le
transporteur ayant été le plus étudié. La Pgp ed¢e par le genedrl chez 'lhomme et les génes
mdrla et mdrlb chez les rongeurs. Le gemadrl est situé sur le chromosome 7 et fut cloné et
séquenceé en 1986 (Fagbal., 1986 ; Roninsoet al., 1986).
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2-1-  Structure tridimensionnelle de la Pgp

La Pgp est composée de 1280 résidus amino-aciceEmisés en deux unités répétées de 610 résidus
reliées par une région de 60 acides aminés. Chadenees unités est constituée de 6 segments
transmembranaires et d’'un domaine hydrophile camiele domaine de liaison a I'ATP. La liaison de
I'ATP et des substrats de la Pgp s’effectue adiifsice entre ces 2 unités.

L'ATP se fixerait entre le site Walker A d'un si#BD et la séquence signature LSGGQ de l'autre site
NBD (Leslie et al., 2005 ; Hydeet al., 1990 ; Higgins et Linton, 2004). Ainsi I'activatioou
I'inhibition de I'activité ATPasique de la Pgp peertains de ses substrats serait d0 & un mécanisme

induisant le rapprochement ou I'éloignement deecgdjuence signature.

B
Figure 24 : Strucure tridimensionnelle & basse résolution (25 A) de la Pgp (Rosenberg et al., 1997). TMD =

domaines transmembranaires, NBD = domaines de liaison aux nucléotides, P = pore central,

fleche bleue = pore latéral. A- Vue de dessus. B- Vue latérale.

2-2- Localisation de la Pgp

Différentes techniques ont été utilisées de maradel@caliser au niveau tissulaire I'expression ae |
Pgp (Bosch et Croop, 1996). Des expériences utilidas sondes spécifiques pour le dosage cellulaire
d’ARNm, ont permis de révéler une expression phggique de la Pgp variable dans les différents
tissus sains humains (Fogbal., 1987). L'utilisation d’anticorps monoclonaux sgigues de la Pgp
ont également permis de déterminer la localisal®ia Pgp dans différents tissus murins et humains.
Elle révéle ainsi un taux d’expression variabl@gde tissu considéré (Thiebaaital., 1987). La Pgp
est majoritairement exprimée au niveau du foie féser apicale des hépatocytes constituant les
canicules biliaires), du colon (surface apicale ddhiles épithélaiales constituant la muqueusepst
reins (bordure en brosse des tubules proximaux)s MaPgp est également exprimée en plus faible
quantité au niveau de la muqueuse intestinale,adeotticosurrénale, de I'endométre de l'utérus
gravide, de I'endothélium des capillaires cérébrausesticulaires (Cordon-Cardbal., 1989); et en

quantité moindre au niveau de pancréas et du poubzoRgp est également exprimée au niveau de
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certaines cellules sanguines comme par exempleelkdes souches (Chaudhary et Roninson, 1991),
les lymphocytes (Chaudhaeyal., 1992) et les monocytes (Gupta et Gollapudi, 1988gz 'homme,

la proportion de cellules sanguines circulantesrimgnt la Pgp varie de 20 & 80% pour les
lymphocytes B et de 30 a 100% pour les lymphocyt€2D4 (Chaudhargt al., 1992 ; Dractet al.,
1992 ; Klimeckiet al., 1994 ; Pilarsket al., 1995).

2-3- Les substrats de la Pgp

La Pgp présente une large diversité de substragsésentant pas d’anaologie de structure, et @ont |
seul point commun semble étre un fort caractéredpfbbe. C’est pour cette raison que la Pgp est
qualifiée de « transporteur multispécifique ou mluttgue » (Gottesmaet al., 1998). Il semble tout

de méme que les substrats de la Pgp soient prééliement des composés neutres ou cationiques , et
possédent souvent des noyaux aromatiques danstleisture. Leur liste ne cesse d’augmenter et
comprend des composés aussi variés que des agértaracéreux, des antibiotiques, des antiviraux,
des agents bloquant les canaux calciques ou desnosuppresseurs (tableau 3).

La Pgp est également impliguée dans le transpormnolécules endogénes, comme les hormones
(Uedaet al., 1992) ou encore les cytokines (Drathl., 1996).

Globalement, la Pgp peut transporter des moléddesille allant de 250 Da, pour les plus petiges,
1250 Da pour les plus grosses comme le PSC833¢Bekal., 1991).
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édicaments

Asimadoline

Morphine

Vinca alkaloides (vinblastine, vincristine)
Taxanes (paclitaxel, docetaxel)
Anthracyclines (doxorubicine, daunorubicine,
épirubicine)

Médicaments anti-cancéreux Anthracénes (bisantrene, mitoxantrone)
Epipodophyllotoxines (étoposide, teniposide)
Actinomycine D

Méthotrexate

Topotécane

Saquinavir

Ritonavir

Nelfinavir

Indinavir

Lopinavir

Amprenavir

Antagonistes du récepteur Hy Cimétidine

Applications thérapeutiques

Analgésiques

Inhibiteurs de la protéase du VIH

Agents anti-goutte Colchicine
Agents antidiarrhéiques Loperamide

Domperidone
Ondansetrone
Inhibiteurs de cannaux calciques Verapamil

Glycosides cardiaques Digoxine

Antiemetics

Cyclosporine A
FK506
Dexamethasone
Hydrocortisone
Corticostérone
Triamcinolone

Agents immunosuppresseurs

Corticoides

Pesticides, anti-acariens Ivermectl_ne
Abamectine
Amebicides Emétine

Erythromycine
Antibiotiques Gramicidine D
Valinomycine
Rhodamine 123
Hoechst 33342

Sondes de diagnostic

Tableau 6 : Les substrats de la Pgp

2-4- Mécanisme d'efflux de la Pgp

La Pgp est définie comme une pompe membranairelamuphydrolyse de I'ATP a l'efflux de
diverses molécules hydrophobes contre leur gradiermoncentration. Cependant, les mécanismes de

couplage et de reconnaissance d’'un éventail aargg lde substrats ne sont encore que partiellemnt
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compris. Il semble que la Pgp prenne en chargdulpap de ses substrats au sein de la bicouche
lipidique, avant qu’ils n'atteignent le cytoplasifigure 16) (Sharom, 1997).

La fixation de I'ATP dans I'un des domaines desiai au nucléotide (NBD) rendrait actif 'un des
sites de reconnaissance des substrats dans lesndsnieansmembranaire (TMD), la fixation de
I’ATP a I'autre NBD l'inactiverait. Cette inactivian réversible d’un site correspondrait a la feumet
transitoire du canal. Par conséquent, la liaisoiATEBP plus que son hydrolyse, fournirait I'énergie
initiale pour la translocation du substrat. Puitydrolyse de I'ATP permettrait un retour du

transporteur & son état initial (Higgins et Lint@Ap1).

Subsirate Dinding and recruitment

® /"

Chamber gpening and subsirate expulsion Chamber closure and subsirate flip-flop

ATP

_'=I-.._J,_.____I|I 3
f:? HL\E}‘J % |

Figure 25 : Mécanismes d’efflux de la Pgp (Higgins, 2001)

2-5- Régulation du géne mdrl

Le niveau d’expression du gene mdrl varie fortentBumb individu & I'autre en raison de facteurs
génétiques (Hoffmeyest al., 2000) et environnementaux (Liodtal., 1991). En effet, de nombreux
facteurs aussi bien endogénes gu’exogenes sortileami®e moduler I'expression du gémar 1.

L’analyse du promoteur du génarl humain a réveélé 'absence de TATA box, compenséedps
séquences initiatrices INR. Plusieurs élémentségsiateurs sont également présents dans la région
promotrice : une GC box (entre les paires de b&ls# a -100), une Y box (motif CCAAT inverse,
site de fixation du facteur de transcription NFeYitre les paires de bases -80 et -70), une G Iiex (s
de fixation pour les facteurs de transcription S&ttre les paires de bases -70 et -50), un motif de

liaison pour le facteur C/EBP(aussi appelé NF-IL6). Ainsi, les facteurs de draiption AP1, SP1,
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AP2, NF-Y, C/EBB, dont la plupart sont impliqués dans la réponsestagsss, peuvent moduler
I'expression du genendrl (Uedaet al., 1987 ; Cornwell et Smith, 1993 ; Goldsmghal., 1993).
CtBP1 (C-terminal-binding protein 1), un co-régalat transcriptionnel, pourrait activer la
transcription du genedrl (Jin et al., 2007).Un site de liaison pour la protéine P53, qui serait
capable de réprimer I'expression du gemiel, a également été identifié (Johnson et Andersed)R

Les mécanismes de régulation de I'expression de igdrl sont complexes et ne sont encore que trés
partiellement compris. L'expression et la fonctialiié de la Pgp peuvent étre contrélés par de tres
nombreux facteurs au niveau pré ou post-transoripél. Un grand nombre de stimuli ont été
identifies comme modulateurs du geneérl. In vitro, I'exposition a de fortes températures ou a des
métaux lourds toxiques, induisent une augmentatemtaux d’ARNm. Il semble que plusieurs voies,
faisant intervenir des protéines HSP et la prot&mase A, sont impliquées (Kiret al., 1996). Les
radiations ionisantes peuvent également induire auggnentation de la transcription du géne, dans
laquelle interviendrait une modulation de la stmoetchromatinienne (Jin et Scqtt®98). Certaines
molécules substrats de la Pgp sont également espald moduler son expression, comme la
rifampicine, la cyclosporine A, la digoxine, oudeplatine (Greinegt al., 1999 ; Jettest al., 1996 ;
Takaraet al., 2003). La encore, différentes voies de signabsapiourraient étre impliquées. Les
données de la littérature mettent en évidence onelation entre I'activité des protéines kinases
dépendantes de 'AMPc et I'expression du gadel (Rohlff et Glazer, 1995).

Le récepteur nucléaire SXR (Steroid and xenobimgeptor) a été impliqué dans la régulation du
gene mdrl en réponse aux xénobiotiques (Syetald, 2001 ; Takarat al., 2003). En 2001, Dussault
et al. ont montré dans des cellules LS180 que certahibitaurs de la protéase du VIH-1 peuvent se
lier au SXR (Dussaukt al., 2001). Le ritonavir se lie spécifiquement au SXRs capable d'activer
'expression de ses genes cibles, le gaxel et le géne codant pour CYP3A4. SXR (également
appelé PXR ou hPAR) est considéré comme un semsenénobiotiques. En effet, il joue un réle
essentiel dans leur métabolisme au niveau intéséhehépatique, en induisant I'expression de
CYP3A4 (Synoldet al., 2001). Cette voie de régulation explique la castttbn de la Pgp et de
CYP3A4 souvent observée dans la réponse a un sufiBtesseet al., 2003 ; Magnariret al., 2004).

Les facteurs de transcription de la famille C/ERfstituent probablement une voie importante de
régulation du géenendrl par les cytokines pro-inflammatoires. En effetéapune exposition a ILBL
IL-6, TNF-a ou au cours de la réponse inflammatoire, une antatien des taux et de la fonction de
C/EBRB (NF-IL6) est observée dans le foie (Akira et Kimbto, 1992). L'activation du C/EBPen
réponse a I'lL-6 est une voie connue, et pourraser par la voie des MAP Kinases et/ou par
l'induction de la voie des JAK/STAT (Akira et Kishoto, 1997).
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3- La sous-famille MRP (Multidrug Resistance associ  ated Proteins)

C’est au cours d’'une étude sur le phénotype de Mi#Renté par une lignée de cellules tumorales de
poumon humain qu’a été isolé le premier membread@armille des MRPs (Cole, 1992). Ces MRPs
sont des transporteurs membranaires faisant pdeti sous-famille C des transporteurs ABC qui
comprend 12 membres, dont les MRPs 1 & 9 (Dedlals, 2006).

Ce sont des transporteurs de conjugués glutathighmeuronate ou sulfate de substances lipophiles
(Jedlitschkyet al., 1994 ; Mulleret al., 1994 ; Loeet al., 1996). En plus de nombreux conjugués
anioniques (Kepplegt al., 1998), un certain nombre d’anions amphiphiles comugués peuvent étre
substrats des MRP1, MRP2 et sans doute d’autredmerde cette famille (Fellet al., 1995 ; Hollo
etal., 1996).

3-1- Structure des MRPs

Bien que leur topologie membranaire soit consid@m@me similaire, I'hnomologie de séquence entre
la MRP1 et les MRPs 2 a 6 se situe entre 34 et E#havoisine les 15% avec la Pgp (Litnetral .,
2001). Cependant 2 groupes structuraux peuventdéttiagués. En effet, si la structure globale des
MRPs 4, 5 et 8 se rapproche de celle de la Pggtrdature des MRPs 1, 2, 3, 6 et 7 comprend un
domaine a 5 segments transmembranaires suppléneeptale NH terminal se trouve au hiveau
extracellulaire (figure 23). D’autre part, une asal exhaustive des polymorphismes de 8 MRPs
exprimées chez 'homme montre que I'ensemble deMRBs présente un total de 779 variations
génétiques (688 SNPs), dont les conséquences fumdaon et I'expression de ces protéines restent
entierement a déterminer (Saétaal., 2002).

3-2- Localisation des MRPs

L’expression des MRPs est largement distribuée damganisme (tableau 3). Les MRPs sont

retrouvées au niveau des membranes plasmiquesetieles tumorales. Toute fois, au niveau des
cellules normales, elles sont détectées de fagaoprinante dans le cytoplasme.

La MRP1 a été immunolocalisée sur la membrane pdpsnde nombreux types cellulaires (Hipfner

et al., 1994 ; Flenset al., 1994 ; Flenset al., 1996), ainsi que sur la membrane basolatérale
d’épithéliums polarisés (Bréchet al., 1998 ; Wrightet al., 1998 ; Loscher et Potschka, 2005-b). De

hauts niveaux d'expression ont été observés damsire le poumon, les testicules et les cellules
mononucléées du sang périphérique (Hainaeal., 2004).

La MRP2 est l'isoforme apicale des MRPs, elle estlisée sur la membrane canaliculaire des
hépatocytes (Blchlegt al., 1996 ; Paulusma&t al., 1997 ; Keppler et Kartenbeck, 1996). Elle a
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également été détectée par Northern Blot dansrgleeduodenum et I'leum (Paulusregal., 1996 ;

Ito et al., 1997). Sa localisation apicale a été démontrée ¢k tubules proximaux de rein chez
I'hnomme et le rat (Schaubkt al., 1997 ; Schaulet al., 1999). Son expression dans les cellules
circulantes (lymphocytes et monocytes) est, quagited controversée (Laupeeeal., 2001 ; Janneh

et al., 2005 ; Albermanret al., 2005).

La MRP3 a été clonée a partir du foie et localmfrda membrane basolatérale d’hépatocytes humains
(Konig et al., 1999 ; Koolet al., 1999) et de cholangiocytes humains (Keoél., 1999). Des ARN
messagers codant pour la MRP3 ont également é@étéigtdans le colon, le petit intestin, le pangréas
la prostate et le rein (Konig al., 1999 ; Kiuchiet al., 1998 ; Uchiumiet al., 1998).

Au niveau de la barriere hémato-encéphalique, IBPH1, 2 et 4 ont été immunolocalisées sur la
membrane luminale (Bauet al., 2005), et les MRPs 1 et 4 également sur la mersbabluminale

(Zhanget al., 2004). Mais leur rdle au niveau baso-latéral resteconnu.

Basolaterial
Membrane

Hepatocyte

Canicular
Membrane

Blood

Figure 26 : Localisation des transporteurs d'influx et d'efflux sur les hépatocytes (Source:

www.solvobiotech.com)
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Figure 27 :

Figure 28 :

Figure 29 :

Apical Membrane (lumen)

Baso-lateral Mambrane (blood)

Enterocyte Ges)

Localisation des transporteurs d'influx et defflux sur les entérocytes

www.solvobiotech.com)

Apical

Brain capillary endothelial cell

Basolateral

@ o o

(Source :

Localisation des transporteurs d'influx et d’efflux au niveau de la barriere hémato-encéphalique

(Source : www.

solvobiotech.com)

Basolateral
Membrane

junction

Localisation des transporteurs d’influx et d’efflux dans les cellules épithéliales rénales (Source :

www.solvobiotech.com)
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Transporteur dlinflux (OAT,
OATP, OCT, OCTN...) ?

Cellule
mononucléée du

sang périphérique

Figure 30 : Localisation des transporteurs d'influx et d’'efflux dans les cellules mononucléées du sang

périphérique
3-3- Fonction des MRPs

Il semble que les substrats des MRPs soient préfélement des anions organiques (Krishna et
Mayer, 2000 ; Begley, 2003). D’autre part, ils sentgénéral plus hydrophiles que ceux de la Pgp
(Golden et Pollack, 2003). Le ou les sites de iiixatles ces substrats pourraient étre cytoplasmique
ou intra-membranaires.

Les spectres de substrats des MRPs 1 et 2 sontaadegpartie communs entre eux, ainsi qu’'avec
celui de la Pgp, mais relativement peu avec ceaXMiRPs 4 et 5 (Schinkel et Jonker, 2003 ; Loscher
et Potschka, 2005-b).

Le transport assuré par les MRPs 1 et 2 semblessiézela présence d'un tripeptide, le gluthation.
Deux hypotheses ont été avancées. Le gluthatienviehdrait soit en tant que co-substrat, soit par
I'intermédiaire de sa conjugaison métabolique aibsgats potentiels (Rappgal., 1999 ; Krishma et
Mayer, 2000 ; Schinkel et Jonker, 2003). De nombreubstrats de ces deux MRPs sont des
conjugués métaboliques au glutathion, a l'acidewlonique, ou encore au sulfate (Begley, 2003 ;
Schinkel et Jonker, 2003). Ces transporteurs p@mtralonc participer a I'élimination intracellulair
de molécules issues d’'une premiére ou d’'une deuxjimse de métabolisme (Saial., 2003).

Ces transporteurs ont également pour substratsadBsancéreux tels que le méthotrexate, la
doxorubicine ou I'étoposide, des inhibiteurs d@iatéase du VIH tels que le ritonavir, le nelfirravi
ou lindinavir, ou des agents antiépileptiqgues e la phénytoine (Ldscher et Potschka, 2005-b ;
Stazielle et Ghersi-Egea, 2005 ; Dakhal., 2006).

Les MRPs 4 et 5 semblent moins concernées paariedort d’anions organiques, bien gu’elles soient

capables de transporter des molécules conjuguéegutathion et qu’elles soient inhibées par la
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sulfinpyrazone, un inhibiteur spécifique des tramtgurs d’anions organiques (Litmanhal., 2001 ;
Schinkel et Jonker, 2003 ; Smeetsl., 2004). Les substrats des MRPs 4 et 5 sont pat@nent des
nucléosides ou nucléotides endogénes, ainsi quardgsgues nucléosidiques ou nucléotidiques tels
que certains inhibiteurs de la transcriptase irevelis VIH ou bien certains anticancéreux (Stazietle
Ghersi-Egea, 2005 ; Dallasal., 2006).

MRP substrate specificity
Protein/Gene Alternative Names Substrates References
MEPUABCCI  MEP; GS-X Leukotriene C; oxidized glutathione; vineristine; Jedlitschky et al. (1996); Loe et al. (1996);
daunorubicin; etoposide; methotrexate; Eeppler et al. (1997); Rappa et al. (1987); Loe
glutathione, glucuronide, and sulfate conjugates et al. (1998); Hoojjherg et al. (1999); Leslie et
al. (2006)
MREFZABCC2  cMOAT; cMRP Similar to MRP1; cisplatin; methotrexate Jedlitschky ot al. (1987); Evers et al. (1998);
Suzuki and Suglvama (1998); Cul et al.
(1999); Hoojjherg et al. (1999); Kawabe et al.
(1999)
MEP&ABCCs MOAT-D Monoanionic and eonjugated bile acids; etopozide; Hirohaghi et al. (2000); Zelcer ot al. (2001);
cMOAT2 methotrexate Meier and Stieger (2002)
MLP-2#
MEP&ABCCY  MOAT-B Cyelic nucleotides (cAMP, ¢GMP); nuclaotida Schuetz et al. (1999); Reid et al. (2008a,b);
analogs (PMEA, azidothymidine-monophosphate); Wielinga et al. (2003)
prostaglandins; methotrexate
MEP&/ABCCs MOAT-C Cyclic nucleotides (cAMP, ¢GMP); nuclectide Jedlitschky et al. (2000); Wijnholds et al.
SMRP analogs (PMEA, stavudine-monophosphate) ngggbl, Wielinga et al. (2003); Reid et al.
i al
MRP&/ABCCs MOAT- E; MLP-1* Small peptides (BQ123); glutathione conjugates Madon et al. (2000); Balinzky et al. (2002); Ilids
et al. (2002)
MEFPTABCCI0 Estradiol-178-glucuronide; leukotriene C,; docetaxel Chen ot al. (2003); Hopper-Borge ot al. (2004)
MRPs/ABCC1 Mucleotide analoga (PMEA), DHEAS, Guo et al. (2003); Chen et al. (2005h)
fluoropyrimidines
MEPYABCC12 M.A. Bera et al. (2002)

MOAT, multispecific organic anion transpertar; N.A., not available; SMREP, short MEP; DHEAS, dehydroepiandrosterone S-sulfate.
2 The MLP-1 and MLP-2 proteins were subsequently identified as rat orthologs of MEPS and MRP3, respectively.

Tableau 7 : Les substrats des MRPs (Dallas et al., 2006)

3-4- Régulation des MRPs

Concernant les mécanismes de régulation de I'esioresies MRPs, peu de données sont disponibles.
Cependant, des éléments GC, permettant la liaisdBpd, ont été identifiés au niveau du promoteur
du génemrp (Zhu et Center, 1996). La transfection de vectdexpression incluant la région
promotrice de la MRP6, a permis d’identifier unguence de liaison aux facteurs de transcription
NFkB et a la protéine Spl, conférant alors un hautanivd'expression du transporteur (Jizhal.,
2006).

La protéine p53 est capable de réprimer la traption du genenrpl (Bahret al., 2001 ; Sullivaret

al., 2000 ; Wang et Beck, 1998) ; a l'inverse, la dimiion d’expression de p53 est corrélée a une
augmentation d’expression de la MRP1 (Fukustehah., 1999).

Il semblerait que la régulation de I'expressionlal®RP2 soit, comme pour la Pgp, sous l'influence
de facteurs de transcription de la classe des t@aepnucléaires orphelins comme PXR (chez le
rongeur) / SXR (chez 'homme), FXR (Farnesoid Xated Receptor) et CAR (Constitutive
Androstane Receptor) (Kagttal., 2002).
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4- La sous-famille BCRP (Breast Cancer Resistance P rotein)

La BCRP a été découverte en 1997 sur une lignéeltldes humaines du cancer du sein présentant
une résistance croisée a différents agents anéoamc mais ne surexprimant ni la Pgp, ni les MRPs
(Doyle et al., 1998). Il s'agissait d’'un nouveau transportelCAconférant le phénotype MDR. Le
géne de la BCRP a également été cloné par 2 aguises qui I'ont appelIXR (pour résistance a la
mitoxantrone, Miyakeet al., 1999) etABCP (pour transporteur ABC placentaire, Allikmedsal.,
1998).

4-1- Structure de la BCRP

Le gene de la BCRP humaine code pour une proténé5% acides aminés, contenant un seul
domaine de liaison a 'ATP en N-terminal, suivi d'adlomaine de 6 segments transmembranaires
(figure 23). Basé sur des homologies de structude séquence, la BCRP appartient a la sous-famille
G des transporteurs ABC (ABCG2). Par analogie avagtres transporteurs ABC analysés a ce jour,
il semblerait que la BCRP agisse sous forme d’homwd’hétérodimere (Van Veest al., 2000 ;
Chang et Roth, 2001 ; Ewart et Howells, 1998). blodimérisation de la BCRP pourrait étre

nécessaire au transport de substrats (leage, 2002).

4-2- Localisation de la BCRP

De hauts niveaux d’expression de la BCRP ont étéueés dans le placenta, le colon, l'intestineet |
foie (Ito et al., 2005 ; Meyer zu Schwabedissatral., 2006). Des études immuno-histochimiques ont
permis de détecter la BCRP sur la membrane plagmigusyncytiotrophoblaste placentaire, sur la
membrane canaliculaire des hépatocytes et surhabma@e luminale des cellules épithéliales du petit
et du gros intestin (Maliepaae al., 2001). Elle a également été retrouvée au nivkagein, au
niveau des cellules endothéliales de capillaireteeateines dans pratiquement tous les tissus a@salys
mais pas au niveau de I'endothélium artériel. Melggdet al. n'ont pas détecté de BCRP dans les
érythrocytes, les leucocytes et les plaquettesi@dahrdet al., 2001). Cependant, Albermaenal.

ont trouvé des ARN messagers Herp dans les cellules mononucléées du sang péripteériqu
(Albermannet al., 2005).

4-3- Fonction de la BCRP

La distribution tissulaire de la BCRP est prochecadle de la Pgp, suggérant qu’elles ont des

fonctions similaires dans la prise en charge dstsals pharmacologiques. La BCRP semble avoir un
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role important au niveau de la pharmacocinétigua pharmacodynamique de certains xénobiotiques
et substrats endogenes (Cascorbi, 2006). Elle ibaetrainsi a la résistance a de nombreux
anticancéreux tels que la doxorubicine, l'irinotecle méthotrexate, la mitoxantrone, le topotecan ;
des antihistaminiques tels que la cimétidine ; .sdes fluorescentes telles que le Hoechst %3842,
prazosine, le BBR3390 (Borst al., 1999 ; Jonkeet al., 2002 ; Itoet al., 2005). La BCRP interagit
avec les porphyrines et protegent les cellulesidé® tissus de I'accumulation de protoporphyrieres
conditions hypoxiques (Krishnamurthy et Schuet95)0

Le caractere lipophile de la majorité des substigtda BCRP laisse penser que leur(s) site(s) de

fixation se trouvent au niveau intramembranaire.

4-4- Régulation de la BCRP

L'expression de la BCRP serait modulée par EGFd&pnal Growth Factor), par activation de la
voie des MAP Kinases (mitogene-activated phosplasdih via la phosphorylation de ERK 1 et 2
(extracellular regulated kinase) et de JNK/SAPKIfo- N-terminal kinase / stress-activated protein
kinase) (Meyer zu Schwabedisstral., 2006).

Un élément de réponse aux cestrogénes (ERE) acgéwiét au niveau de la séquence promotrice de
la BCRP (Eeet al., 2004). Des cestrogenes tels que IB-d&stradiol, pourraient moduler I'expression
de la BCRP par l'intermédiaire du récepteur auxagéhesa, de maniere différentielle selon le type
cellulaire étudié (Eet al., 2004 ; Imakt al., 2005).

5- Transporteurs ABC et VIH

5-1- Effet de l'infection par le VIH sur I'expression des transporteurs

Les études publiées portant sur la relation erdsgiession des transporteurs ABC et I'infectiom pa

le VIH ont donné lieu & des résultats contradiemiiCes différences sont vraisemblablement dues aux
variations de sélection et stratification des cté®ie patients, aux types cellulaires, ou encoxe a
différences analytiques.

Ainsi Lucia et al. ont montré une diminution d’expression de la Pgplss lymphocytes CD4+ de
patients infectés (Luciet al., 1995-a). Cette diminution a été confirmée par nlemiétudes (Meaden

et al., 2001 ; Luciaet al., 2002 ; Jorajuri&t al., 2003). Cependant, certains travaux ont monteélgu
niveau d’expression de la Pgp dans les lymphody&tses monocytes augmentait durant l'infection a
VIH (Gollapudi et Gupta, 1990). Le niveau d’expieasde la Pgp augmenterait dans les lymphocytes

CD4+ de patients infectés et augmenterait avecdgression de la maladie (Andreastaal., 1996 ;
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Gupta et Gollapudi, 1993). De plus, Canstial. ont montré une augmentation des ARN messagers de
mdr1 dans les trophoblastes placentaires de patianfextées (Camut al., 2006).

Il semblerait également que cette régulation d'espion de la Pgp soit accompagnée par une
diminution de son activité (Andreamtal., 1996 ; Luciaet al., 1995-a). Une diminution significative

de la fonctionnalité de la Pgp a été trouvée daascéllules NK CD16+ (Natural Killer) chez les
patients infectés par le VIH-1. Cette diminutiorviéat plus importante avec la progression de la
maladie et semble corrélée avec une diminutiorderiction cytotoxique de ces cellules (Lueial .,
1995-a ; Lucieet al., 1995-b).

Par ailleurs, I'expression de la MRP1 dans les lyogytes ne semble pas altérée par l'infection
(Meadenet al., 2001). L'exposition de macrophages humains au Wibduirait une augmentation
tardive de l'expression des MRPs 1 et 5 indépendamhnde la production de cytokines. La
surexpression de la MRP4 induite par le VIH semipleant a elle, transitoire et corrélée a la likérat
de TNFa (Jorajuriaet al., 2004-b). Des phénomeénes de régulation différezitmdes MRPs et selon

le type cellulaire seraient impliqués.

5-2- Effet des transporteurs sur la réplication virale

Les transporteurs peuvent influencer I'infectiositda réplication du VIH.

In vitro, I'expression de la Pgp sur les lymphocytes Thahia fusion du virus avec la membrane
plasmique de la cellule héte, et retarde égaleneentplication virale. Cette diminution de la
réplication est corrélée au niveau d’expressiotadegp (Leeet al., 2000 ; Speclet al., 2002). Cette
inhibition serait indépendante de I'activité ATRpg@ de la Pgp et pourrait en partie résulter d'une
liaison directe du virus avec le transporteur (leeal., 2000). De plus, lorsque les cellules sont
incubées avec de la quinidine ou du PSC833 (irehibst de la Pgp), le niveau de production virale
dans ces cellules augmente.

En revanche, I'expression de la MRP1 sembleraitreager I'infectiosité virale (Spedit al., 2002).
Cet effet serait spécifiqgue de la MRP1, puisqust eartiellement inversé par ses inhibiteurs. Il

interviendrait dans les phases précoces du cycde gomme pour la Pgp.

In vivo sur des lymphocytes CD4+ et CD8+ de patients Viika#é ou non, il existerait une relation
inverse entre I'activité de la Pgp et les taux ipasques d’ARN viraux, mais aucune relation avec le
traitement. Ces données vont dans le sens de obliesuesn vitro, et suggérent qu’un des roles de la

Pgp pourrait étre d’'inhiber la réplication viraldulganet al., 2003).
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6- Transporteurs ABC et traitements antirétroviraux

6-1-  Antirétroviraux substrats des transporteurs ABC

Afin de démontrer I'interaction d’une molécule auet transporteur ABC, différentes techniques ont
été mises en place. En effet, elle peut étre rmsévalence par le suivi de la fonction enzymatique,
c'est-a-dire I'activité ATPasique du transportenmpeesence du substrat potentiel. Ainsi des systeme
de vésicules « inside-out » issues de membrandigrdEes cellulaires surexprimant la Pgp, ont été
développées afin de pouvoir suivre I'activité ATigas de la Pgp par spectrophotométrie (Mégrd
al., 2002 ; Jorajuriat al., 2004-a ; Rat al., 2006). Cependant, la preuve directe du transporte
molécule par un transporteur, est apportée pard&tu transport bidirectionnel de celle-ci a trave
une monocouche de cellules surexprimant le trabspord’intérét, en présence et en absence
d’'inhibiteurs spécifiques. Les lignées cellulaisegexprimant la Pgp peuvent étre soit des lignées
sélectionnées pour leur résistance a un substratuc@ar exemple la vinblastine, Aungstal.,
1999), soit des lignées transfectées et surexptilragenemdrl (Ray et al., 2006 ; Agarwakt al.,
2007).

Un dernier modéle consiste a comparer la biodigdioh d’'une molécule d’intérét dans des animaux
« knock-out » pour le génedrl et des animaux de type sauvage (Schiekal., 1994 ; Kimet al.,
1998)

6-1-1- Substrats de la Pgp

Méme si des informations manquent sur les dernightbiteurs de la protéase du VIH mis sur le
marché, il semblerait que tous les IPs étudiés e (ritonavir, saquinavir, indinavir, nelfinayir
amprénavir, lopinavir, atazanavir) soient substdetda Pgp. En 1998, plusieurs équipes ont montré
simultanément l'interaction des IPs avec la Pgpadir de préparations de vésicules membranaires
(Lee et al., 1998), de lignées cellulaires (Washingtbral., 1998), ou bienn vivo chez des souris

« knock-out »mdrla (-/-) (Kim et al., 1998). Par la suite, d’autres équipes ont mosurédifférents
modéles que les IPs, dont récemment le lopinavilattzanavir, pouvaient étre substrats de la Pgp
(Polli et al., 1999 ; Jonest al., 2001-a ; Van der Sandtal., 2001 ; Agarwakt al., 2007 ; Jannekt

al., 2007 ; Roucairadt al., 2007).In vivo, chez des souris, le saquinavir serait transgantda Pgp, au

niveau de la barriere hémato-encéphalique (Pa8knéb, 2005).
Alors gu'il est généralement admis que les IPs domtsportés par la Pgp, les inhibiteurs non

nucléosidiques de la transcriptase inverse, eugsen®lent pas étre substrats de la Pgp (Staehakr,
2002 ; Dirsoret al., 2006).
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En ce qui concerne les inhibiteurs nucléosidigue$adranscriptase inverse, quelques études ont été
menées dans les années 1990, montrant que I'AZiTsétsstrat de la Pgp (Gollapudi et Gupta, 1990 ;
Yusaet al., 1990 ; Antonelliet al., 1992 ; Aungsét al., 1999). Le ténofovir, quant a lui, ne semble pas
étre transporté par la Pgp (Retyal., 2006).

6-1-2- Substrats des MRPs

Plusieurs études, parfois contradictoires du fatla multiplicité des modeles utilisés, se sont
intéressées au role des MRPs dans le transpotiPdedl semblerait que I'indinavir, le ritonavie |
saquinavir et le nelfinavir soient substrats deMRP1 (Jonest al., 2001-a ; Van der Sanet al.,
2001, Williamset al., 2002). Dans ces modéles, seul 'amprénavir guvajt a la regle.

Cependant, dans des lignées canines surexprimamtifiérentes MRPs, ces mémes IPs (ritonavir,
indinavir, saquinavir), ainsi que le lopinavir, @ent transportés par la MRP2, mais pas par lessMRP
1, 3 et5 (Huismast al., 2002 ; Agarwaét al., 2007). Roucairadt al. ont montré récemment dans des
lignées cellulaires lymphoblastoides, que I'atazarm@ouvait étre substrat des MRPs (Roucaital .,
2007).In vivo, chez des souris, le saquinavir serait transgmatdes MRPs, au niveau de la barriére
hémato-encéphalique (Park et Sinko, 2005). Ceté &@nfirmé par une étude récente montrant que
I'efflux de saquinavir des cellules endothélialedrébrales et aortiques) serait inhibé spécifiqueme
par le MK571, inhibiteur des MRPs (Eilers et aQ0g).

En ce qui concerne les INTIs, Schuettal. ont montré sur des lignées lymphoides, qu’unerdition

de la cytotoxicité de 'AZT-MP (monophosphate) pait\étre attribué a la surexpression de la MRP4
(Schuetzet al., 1999). L’AZT serait transporté par les MRPs aaweau des cellules endothéliales
(cérébrales et aortiques) (Eilers et al., 2008).tdrefovir semble également étre transporté par la
MRP4, mais pas par la MRP2 (Reyal., 2006). La MRP4 semble donc étre un acteur majens le

transport des analogues monophosphorylés de I'sténo

6-1-3- Substrats de la BCRP

Rares sont les données disponibles sur les aotingtux substrats de la BCRP. Seuls les IPs
(ritonavir, saquinavir, indinavir, nelfinavir, angravir, lopinavir) ont été étudiés et ne semblex®t p
substrats de la BCRP (Huismetral., 2002 ; Guptat al., 2004 ; Agarwaét al., 2007).
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6-2- Effet inhibiteur des antirétroviraux sur les transporteurs ABC

Il s’agit, ici, d’un effet direct du médicament dartransporteur. Dans la plupart des cas, lescutdé
étudiées inhibent l'efflux d’'un substrat spécifiqgdes transporteurs ABC. Les inhibiteurs de la
protéase (saquinavir, atazanavir, lopinavir) sentblahiber I'efflux de Rhodamine 123, substrat
spécifique de la Pgp (Kinet al., 1998 ; Perloffet al., 2005 ; Vishnuvardhamt al., 2003). Le
saquinavir, le nelfinavir, le ritonavir et l'indimi inhiberaient I'efflux de paclitaxel, de vinbkage ou

de calcein-acétoxyméthylester, dans des lignéesxgumant la Pgp (Washingtoet al., 1998 ;
Srinivas et al., 1998). lls en est de méme pour quelques inhitstele l'intégrase en cours de
développement, qui inhiberaient I'efflux de doxdoithe (Cianfigliaet al., 2007). L’accumulation de
saquinavir dans des cellules endothéliales céesbrde porc serait favorisée par le ritonavir,
lindinavir et le nelfinavir (Dreweet al., 1999). L'atazanavir inhiberait I'efflux de doxdnicine dans
des cellules mononucléées du sang périphériquaaleti@l., 2005). Le saquinavir, I'indinavir et le
ritonavir inhiberaient, eux, I'efflux de digoxineads une lignée cellulaire microgliales (Leteal.,
2001). Les équipes de Bachmeier et de Storch dnirfalassement du pouvoir inhibiteur des IPs vis-
a-vis de la Pgp (nelfinavir > ritonavir > tipranawi lopinavir > saquinavir > amprénavir > atazangavi
(Bachmeieret al., 2005 ; Storctet al., 2007). Les inhibiteurs non nucléosidiques dé&dascriptase
inverse, ainsi que l'abacavir et le ténofovir disiqyl fumarate, sembleraient également inhiber la
Pgp (Storctet al., 2007).

En ce qui concerne l'effet des antirétroviraux s MRPSs, les inhibiteurs de la protéase seraient
également a prendre en compte dans l'inhibitiodad€IRP1 (Srinivast al., 1998). Les inhibiteurs
non nucléosidiques de la transcriptase inverssj gire I'emtricitabine, la lamivudine et le ténofov
sembleraient également inhiber les MRPs 1, 2 é&tabacavir, lui, n’inhiberait que les MRPs 1 et 2
(Weisset al., 2007-b).

L’inhibition de la BCRP a trés peu été étudiée.|lSeme étude montre une inhibition de l'efflux de
mitoxantrone et de bodipy-prazosine, dans des digrsurexprimant la BCRP humaine, et fait un
classement du pouvoir inhibiteur des moléculesirflnpr > nelfinavir > delavirdine > efavirenz >

saquinavir > atazanavir > amprénavir > abacaviiéagt al., 2007-a).
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Références Traitements Inhibition Substrats Modéles
Kirm et al., 1993 SOV Pop Rhol 23 Lignée HCTS
Drewe et &, 1333 RTV, IDV, HFV Pap Saquinavir SIS B
cérebrales de porc
Perloff et al., 2005 ATV Pop Rhiol 23 Pazsage Caco-2
“ishnuvardhan et al., 2003 LPY Pop Rhiol 23 Pazsage Caco-2
HFV = RTV = TPV = LPV = =50V = Rhol23 —_—

Starch et al., 2007 P Li L-MDR1

Rt AP = ATV = EFV = HVR = ABC » e Calcein-AM el

3H :
-naclitaxel
Wiashington et al., 1993 SOV, RTV, HFV Pop [3 ] p_ . Celules Pgp +
[*H]-vinblastine
Srinivas et al., 1995 SOV, IDV, BTV, HFY Pop Calcein-2Ah CEMA/BLT00
Lee et al., 2001 SOV, IDV, RTV Pop Digjoxine MLS-9
Bachmeier et =, 2005 HFV = RTV = SOV > APV = IDV Pap Rhol 23 S bl
cérebrales de boauf
Lucia et al., 2005 ATV Py, MRP Doorubicine PEMCS
Cianfiglia et al., 2007 Pap Doxarubicine CERMA/BLT00
Srinivas et al., 1993 SOV, IDV, BTV, HFY MREP1 Calcein-2Ah CERMAM-1-5
Weiss et al., 2007-b MRPs 1, 2et3 s-chloromethid Eggi::ﬂgg;l
i i fluorescein diacetate !
Weiss et al., 2007-b MRPs 1 et 2 MOCKIMRPS
1"" ¥
\“isiss et al., 2007-a e BCRP MIROXEMITONE | e BCRP
APV = bodipy-prazosine
Tableau 9 : Tableau récapitulatif de I'effet des antirétroviraux sur I'efflux médié par les transporteurs ABC
(inhibiteurs de la protéase , ,
) ).
6-3- Effet des antirétroviraux sur I'expression et la fonctionnalité des transporteurs ABC

In vitro, toutes les données disponibles semblent alles améme sens, quelque soit le modéle
utilisé. Les inhibiteurs de la protéase semblegtranter I'expression de la Pgp (Perleffal., 2000 ;
Huanget al., 2001 ; Vishnuvardhaet al., 2003 ; Chandlegt al., 2003 ; Fordat al., 2003 ; Dupuist

al., 2003 ; Perloffet al., 2004 ; Perlofet al., 2005 ; Perlofiet al., 2007). Il en est de méme pour les
inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptaserse (efavirenz, névirapine) (Chandktral.,
2003 ; Stormeet al., 2002) ; ainsi que pour 'AZT (Signore#i al., 1997 ; Jorajuriat al., 2004-a).
Quelques inhibiteurs de l'intégrase, actuellementi@eloppement, semblent avoir le méme effet sur
ce transporteur (Cianfrigliet al., 2007). Le saquinavir et le ritonavir semblerglégent augmenter
la fonctionnalité de la Pgp (Dupuwsal., 2003 ; Perlofet al., 2004).

Une étude récente sur des cellules en lignées DSvititrent qu'une exposition prolongée a de fortes
doses de médicaments (névirapine, delavirdine,irefa; stavudine, emtricitabine, lamivudine et
didanosine) provoquent une augmentation de la ifomealité de la Pgp (Weisa al., 2008). Par
contre dans ces mémes conditions, I'abacavir, latabine, 'AZT, le ténofovir n'ont aucun effet
(Weisset al., 2008).
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En ce qui concerne les MRPs, les données sont dgauuus rares. Seule une étude montre que
I'AZT augmenterait 'expression des MRPs 4 et Sdjlgiaet al., 2004-a). Une étude sur le ritonavir

montre qu'’il pourrait augmenter I'expression etdactionnalité de la MRP1 (Perloéf al., 2001).

In vivo, il ne semble pas y avoir de corrélation entréfdtedes traitements de patients sous multi-
thérapies antirétrovirales (HAART), et I'expressienla fonctionnalité de la Pgp dans les cellules
mononucléées du sang périphérique (Letial., 2002 ; Bosset al., 2003 ; Forckt al., 2003). Seule
I'équipe de Jorajuriat al. ont montré une diminution de I'expression de ¢g Bhez des macaques
infectés par le SHIV et traités par une polychitmésapie antirétrovirale (Jorajurgaal., 2003). Une
étude récente a également présenté une diminuéida €bnctionnalité de la Pgp chez des patients

traités par du lopinavir « boosté » avec du ritim@Wyenet al., 2008).

Références Traitements Expression  Activité Modéles
Perloff et al., 2000 RTV=APV=HFV=50V=-IDV Pap T Cellules LS-180
Huang et al., 2001 APV, HFV, RTV Pop T Cellules LS-174T
“ishnuvardhan et al., 2003 LPV Pop T Cellules L5180
Chandler et al., 2003 HFV Pap T ChizPs
Ford et al., 2003 HFY Pop T CMSPs
’ . Lignées lymphoblastoides
Dupuis et &l., 2003 SOV Pop T Pop T o4
) Cellules endothéliales
I Vitro Perlaff et al., 2004 RTV Pop T Pap T cérdbrales de rel
Perloff et al., 2005 ATV Pap T Cellules LS-180
Perlaff et al., 2007 RTV Pgp T Celuies endothelisizs
céréhrales hovines
Signoretti et al., 1997 Pap T Cellules Iymphoblastoides
Jaorgjuria et al., 2004 Pap T D=
Chandler et al., 2003 Pap T CMEPs
Stérmer et al., 2002 Pop T Pon T Cellules LS-180
Wyieizs et al., 2005 Pop T Cellules L=-180
Pop T Cellules LS-180
Pop = Cellules L5-130
Ciantriglia et al., 2007 Pop T Pon T Cellules CEM
Jorajuria et al., 2004 MRP4ets T WDk
Perloff et al., 2001 RTV mRPT T mRP1 T Cellules LS-150
Lucia et al., 2002 Pap = Pap = ChISPs WIH+
Jn vivo Bossi et al., 2003 HAART Pap = Pop = Lymphocytes CD4+ WIH+
Ford et al., 2003 Pap = Pop = ChZPz WIH+
Jorajuria et al,, 2003 Pap 1 CMEPs (macacues)
Wven et al, 2008 LPV boosté au RTV Pop 1 Patients sous HAART
Tableau 10 : Tableau récapitulatif de I'effet des antirétroviraux sur I'expression et la fonctionnalité des

transporteurs ABC (inhibiteurs de

la protéase |,
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1- Matériel

1-1-  Produits chimiques, milieux de culture, anticorps

Produits

Fournisseurs

Acetonitrile (HPLC grade)
Acides aminés non essentiels
Acide formique

Albumin bovine serum (BSA)
Anti-GFAP

Argon U

Atazanavir

Aqualuma Plus

Calcéine acéthoxyméthylester
CD4:FITC

CD8:PC5

CD11b:FITC

CD31:PE

CellFIXO

2-chloroadenosine (2CADO)
Collagénase Dispase
Collagéne IV

Cyclosporine A

CytoFIX / CytoPERMO
®H-Digoxine

Diméthyl Sulfoxide (DMSO)
DNAse 1

Emtricitabine

FGFb (basic Fibroblast Factor)
Fibronectine

Ficoll Histopaque®
Fumitremorgine C

Hepes

IgG monoclonal de souris anti-lapin

IgG1:FITC

IgG1:PC5

1gG1:rPE

lgG2a:rPE

1gG2a

Immunoglobulines de chévre anti-souris marqué R-
phycoérythrine

GeneEluted mammalian total RNA Kit
Glutamine

Kit de toxicologie in vitro MTT

Kit facteurs de croissance milieu endothélial
KO143

Lopinavir

Méthanol (HPLC grade)

Milieu Cellules endothéliales

Milieu EMB-2

Milieu F12

Milieu HBSS sans CaCl, ni MgCl,

Milieu cMEM

Merck, Darmstadt, Allemagne

Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
Merck, Darmstadt, Allemagne

Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
Messer, Paris, France

Bristol-Myers Squibb, New York, Etats-Unis
Amersham, Buckingham-shire, Grande Bretagne
Interchim, Montlugon, France

Beckman Coulter, Roissy, France

Beckman Coulter, Roissy, France
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France
Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France
PerkinElmer, Courtaboeuf, France
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne
Gilead Sciences, Foster City, Etats-Unis
Lonza, Saint Beauzire, France

Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France

Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove,
Etats-Unis

Beckman Coulter, Roissy, France

Beckman Coulter, Roissy, France

R&D Systems, Lille, France

Beckman Coulter, Roissy, France

Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France

Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France

Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
Gibco, Cergy-Pontoise, France

Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
Lonza, Saint Beauzire, France

Schinkel, Nieuwegein, Pays-Bas

Abbott Laboratories, lllinois, Etats-Unis

Merck, Darmstadt, Allemagne

Sciencell, San Diego, Etats-Unis

Lonza, Saint Beauzire, France

Gibco, Cergy-Pontoise, France

Gibco, Cergy-Pontoise, France

Gibco, Cergy-Pontoise, France
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Produits

Fournisseurs

Milieu RPMI-1640

MK571

Nitrogéne HP45

Pénicilline / Streptomycine / Néomycine

Phospahte buffer saline (PBS) sans CaCl, ni MgCl,
Poly-L-lysine

Probenecide

PSC833

Ritonavir

RT2 first strand Kit

RT2 PCR Profiler Array

Sérum humain

Sérum de veau feetal (SVF)
“c-Sucrose

Tampon Perm/Wash[

TLCK (antiprotéase)

QCRL:rPE (anticorps anti-MRP1)
UIC2:rPE (anticorps anti-Pgp)
Verapamil

*H-Vinblastine

®H-Vincristine

Gibco, Cergy-Pontoise, France

Calbiochem, Fontenay-sous-Bois, France
Messer, Paris, France

Gibco, Cergy-Pontoise, France

Gibco, Cergy-Pontoise, France

Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
Sanofi-Aventis, Paris, France

Abbott Laboratories, lllinois, Etats-Unis

Superarray Biosciences Corporation, Frederick, Etats-

Unis

Superarray Biosciences Corporation, Frederick, Etats-

Unis
Gibco, Cergy-Pontoise, France
Gibco, Cergy-Pontoise, France

Amersham, Buckingham-shire, Grande Bretagne

Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
R&D Systems, Lille, France

Beckman Coulter, Roissy, France
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France
GE healthcare, Orsay, France

GE healthcare, Orsay, France

Tableau 11 :

provenance (Fournisseur, ville, pays)

1-2-  Equipements

Liste des produits chimiques, anticorps, milieux de culture, tampons utilisés, ainsi que leur

Equipements

Fournisseurs

Bain-marie universel

Centrifugeuse 5415R

Centrifugeuse GR4i

Compteur a scintillation liquide 1214 Rackbeta
FACS Calibur

Hotte a flux laminaire MSC12

iCycler

Incubateur CO;

Microscope CKX41

Spectromeétre de masse API 3000
Spectromeétre de masse Quantum Discovery
Systeéme chromatographie liquide 1100

Grant, Polylabo, Starsbourg, France
Eppendorf, Le Pecq, France

Jouan, Saint-Herblain, France

Wallac, Freiburg, Allemagne

Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France
Jouan, Saint-Herblain, France

Biorad, Hercules, Etats-Unis

Binder, Tuttlingen, Allemagne

Olympus, Hambourg, Allemagne

Applied Biosystems, Foster city, Etats-Unis
Thermo-Fisher Scientific, Waltham, Etats-Unis
Agilent Technology, Les Ulis, France

Tableau 12 :

Liste des équipements utilisés, ainsi que leur provenance (Fournisseur, ville, pays)

91



Matériel et méthodes

1-3-  Logiciels

Logiciels Fournisseurs
Analyst version 1.4.2 Applied Biosystems, Foster city, Etats-Unis
BD CellQuest O Becton Dickinson, Le-Pont-De-Claix, France
Excalibur version 1.3 Thermo Finnigan, Waltham, Etats-Unis
GraphPad Prism®, Version 3.02 GraphPad Software Inc., San Diego, Etats-Unis
Microsoft® Office Excell 2003 Microsoft Corporation, Redmond, Etats-Unis
Microsoft® Office PowerPoint 2003 Microsoft Corporation, Redmond, Etats-Unis
Microsoft® Office Word 2003 Microsoft Corporation, Redmond, Etats-Unis
Reference Manager version 11 Thomson ResearchSoft, Carlsbad, Etats-Unis
WinMDI version 2.9 Scripps Research Institute, Californie, Etats-Unis
Tableau 13 : Liste des logiciels utilisés, ainsi que leur provenance (Fornisseur, ville, pays)

2- Cellules

2-1-  Cellules endothéliales cérébrales foetales humaines (HBMECS)

Les cellules endothéliales cérébrales foetalesdmsitultures primaires humaines et proviennent des
laboratoires Sciencell. Elles sont cultivées etnteaiues par passage successifs dans 20 ml de milieu
de culture pour cellules endothéliales contenarel@ SVF, de la pénicilline (10 000 U/ml), de la
streptomycine (10 000 pg/ml), ainsi que des fastelar croissance pour cellules endothéliales (selon
les recommandations du fournisseur), dans desritade culture en polystyréne de 75 cm?. Elles sont
ensemencées a une densité de 7500 cellules/cmflatess de culture sont déposés dans une étuve
dont I'atmosphére est régulée en dioxyde de carl@¥g, en température (37°C) et en hygrométrie
(95%).

2-2-  Cellules mononucléées du sang périphérique (CMSPs)

Les échantillons de sang de donneurs sains prameme I'Etablissement Francais du Sang (Rungis,
France) et les CMSPs sont isolés par centrifugationgradient de Ficoll Histopaque-1077®. Les
cellules sont lavées trois fois par du milieu RPIGH0, les globules rouges sont lysées par un tampon
contenant des sels d’ammonium (chlorure d’ammonld® g/l + carbonate d’'ammonium 1.44 g/l).
Les cellules sont utilisées fraiches et sont cédts/dans du milieu RPMI-1640 contenant 10% de SVF
décomplémenté, 2 mM de L-glutamine, 50 pg/ml deigiéne, 50 pg/ml de streptomycine et
100 pg/ml de néomycine, a 37°C dans une atmospluénale contenant 5% GO

92



Matériel et méthodes

3- Modéle in vitro de barriere hémato-encéphaliqgue humaine

3-1- Obtention du tissu cérébral

Le modeéle in vitro de BHE congu au laboratoire @snhposé de deux types cellulaires, les cellules
endothéliales cérébrales et les cellules gliales prélévements de tissus cérébraux humains non
tumoraux proviennent d'institutions hospitalieresaripiennes (France). Ills sont immergés
immédiatement dans un milieu de conservation etétilpplémenté de pénicilline / streptomycine /
néomycine et sont conservés a 4°C. Les mises amrewgont réalisées dans les huit heures qui suiven

I'intervention.

3-2- Isolement et culture des cellules endothéliales cérébrales et des cellules gliales

La méthode d’isolement est basée sur celle préadeeaidécrite par les Dr Roux et Deli (Raebal.,
1989 ; Deli et J0p1996). A la suite de digestions enzymatiques sgiees, les capillaires cérébraux
et les cellules gliales sont isolés et mis en celtu

Les cellules endothéliales microvasculaires céfébraumaines sont cultivées et maintenues par
passages successifs dans du milieu EMB-2 contestante SVF décomplémenté, 1% de VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor), 0.4% d’hydrdisone, 1% de RIGF-1 (Recombinant Long R
insulin-like growth factor 1), 1% d'acide ascorbéqud% de rhFGF-B (recombinant human basic
Fibroblast Growth Factor), 1% de rhEGF (recombirfaurhan Epidermal Growth Factor), 50 mg/ml
gentamicin/ml et 50 ng/ml amphotericin-B (GA-1008)37°C dans une atmosphére humide contenant
5% de CQ.

Les cellules gliales sont cultivées et maintenusspgassages successifs dans du milieu MEM/F12
(50/50, v/v) contenant 5% de SVF décomplémenté,desérum humain décomplémenté, 1% de
FGFb (basic Fibroblast Growth FactoB0 pg/ml de pénicilline, 50 pg/ml de streptomyciete
100 pg/ml de néomycine, a 37°C dans une atmosplugnale contenant 5% de GO

3-3- Caractérisation des cellules

3-3-1- Immunophénotypage en microscopie a fluorescence

Des Labteks (Nunc) sont ensemencées a raison’delliiles par chambre dans 500 pl de milieu de

culture. Une fois a confluence, les cellules sordées avec du PBS.
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Si le marquage est cytoplasmique, les cellules poédlablement perméabilisées et fixées avec du
CytoFIX/CytoPERMI. Apres 20 minutes d’incubation a 4°C, les cellugemt rincées avec du
PermWash dilué au 1/10.

Les sites non spécifiques sont ensuite saturé3Qiapl de sérum humain décomplémenté. L'anticorps
[anti-CD31 pour les cellules endothéliales et &MAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) pour les
cellules gliales], est mis en contact avec lesutes pendant 30 minutes a 4°C. Aprés rincage®"le 2
anticorps couplé au FITC (fluorescéine isothiocyenast ajouté et incubé pendant 30 minutes a 4°C.
Puis les cellules sont rincées avec du PermWaditué au 1/10.

Une coloration des noyaux au DAPI (4',6-diamidingk&nylindole) 1pug/ml est réalisée pendant 10
minutes a 4°C. Le DAPI Aygitation= 372 NM eA¢mission= 456 nm)se fixe a ’ADN de facon spécifique
formant des complexes ADN-DAPI fluorescents.

Suite aux différents marquages, les séparationmitiht les chambres sont retirées, et un montage
entre lame et lamelle est réalisé avec du liquelendntage puis fixé avec du vernis. La lame peut

ainsi étre observée au microscope a fluorescence.

Figure 31 : A- Immunomarquage de cellules endothéliales cérébrales humaines marqués avec un anticorps
anti-CD31 (Josserand et al., 2006)
B- Immunomarquage de cellules gliales marquées avec un anticorps anti-GFAP et marquage

des noyaux au DAPI (Josserand et al., 2006)

3-3-2- Immunomarquage en cytométrie de flux

Apreés trypsinisation, les cellules sont fixées etnpéabilisées dans du CytoFIX/CytoPERM1 ml,
20 min, 4°C). Elles sont ensuite lavées et resuipEndans ou du PermWasl{1:10 , 1 ml, 4°C).

100 pl de suspension cellulaire sont transférés dariube de 5 ml.
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Pour les cellules endothéliales cérébrales, I'esgpom du marqueur CD31 est déterminée par
incubation avec 10 ul d’anticorps CD31:FITC ou a¥8qul de contrdle isotypique pendant 1 h & 4°C
dans I'obscurité.

Pour les cellules gliales, I'expression de la GF&Pdéterminée par incubation avec 10 pl d’antgorp
GFAP:FITC ou avec 10 pl de contrdle isotypique @end h a 4°C dans I'obscurité.

Tous les échantillons sont ensuite lavés deux(fbisil de PBS supplémenté de 1% de BSA, 4°C),

centrifugés (500 g, 5 min, 4°C) et analysés paorogtrie de flux.
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Figure 32 : Histogrammes représentant l'intensité de fluorescence des cellules en fonction du nombre

d’événements

A- Cellules marquées avec l'anticorps CD31:FITC (en vert) ou avec le contrdle isotypique (en
noir). Ici, plus de 89% des cellules expriment le marqueur CD31.

B- Cellules marquées avec 'anticorps GFAP:FITC (en rouge) ou avec le controle isotypique

(en noir). Ici, plus de 99% des cellules expriment la GFAP.
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3-4- Genése du modeéle in vitro de BHE

In vivo, la BHE est située au niveau de I'endothélium ukse cérébral, dont les cellules sont
étroitement liées par des jonctions serrées, celujutonfére une forte résistance au passage du
courant et limite les transports para-cellulai@es cellules endothéliales cérébrales sont égatemen
caractérisées par un faible taux de pinocytosddmhiles transports trans-cellulaires, ainsi quam
niveau d’expression des transporteurs d’efflux.ndethélium est en contact étroit avec les cellules
gliales (astrocytes, péricytes, microglie), indisgables a I'acquisition des propriétés phénotysicaie
fonctionnelles spécifiques de la BHE (Hawketsal., 2006 ; Kimet al., 2006 ; Loscher et Potschka,
2005-a et b).

In vitro, afin de se rapprocher, le plus possible des tondi physiologiques, les cellules
endothéliales sont cultivées sur des inserts (desjié 0.4 um) dans le compartiment apical (A), qui
correspond au compartiment sangivivo, en présence de cellules gliales du méme donraeg leé

compartiment basal (B), correspondant au parenclogrébral.

Sang Sang
Milieu
endothélial

Cellules
endothéliales

A—B S : B—A

Milieu
astrocytaire

Cellules gliales
SNC SNC

Figure 33 : Schéma représentant le modéle in vitro de BHE

3-5- Parameétres de validation du modéle

Afin de valider ce modélen vitro de BHE, un certain nombre de parametres ont éigddés : la
présence de jonctions serrées, I'expression despoateurs d'efflux (P-gp, MRP1 et BCRP),

I'intégrité de la barriére.
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3-5-1- Présence des jonctions serrées

Les protéines jonctionnelles (zonula occludenslatidine-5) sont mises en évidence grace a des
anticorps spécifiques. Le protocole d'immunomarguagt identique a celui décrit précédemment

(paragraphe 3-3-1). Les cellules sont observéesienoscopie confocale.

Figure 34 : Immunomarquage des protéines des jonctions serrées en microscopie confocale
A- Zonula Occludens
B- Claudine-5

3-5-2- Intégrité de la barriére

L'intégrité de la barriere est évaluée en mesutanpassage para-cellulaire d’'un marqueur de
référence{'CJ-sucrose.

Les inserts contenant les cellules endothélialeEbeales sont transférés sur de nouvelles plagues s
cellules gliales. Les milieux apical et basal se@mplacés par un tampon de transfert (TB) contenant
150 mM de NaCl; 5,2 mM de KCI ; 2,2 mM de MgCk mM de NaHC®; 2,8 mM de glucose et
5mM d’Hepes (pH = 7,4). Le"C]-sucrose (12,95 MBg/umol) est immédiatement &alans la
chambre donneur (compartiment apical ou basal)ffArdnts temps apres I'addition du composé, des
échantillons (100 pl) sont prélevés de la chambreemteur (compartiment basal ou apical,

respectivement) pour le comptage radioactif.
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Figure 35 : Cinétique de passage du [*“C]-sucrose
En rose : Contrdle (insert sans cellules)
En vert : BHE-monocouche (Pst = 0,1 pl/min ; Pe = 1.67 x 10° cm/s)

3-5-3- Protéines d’efflux

Expression des transporteurs Pgp, MRP1 et BCRP

L'étude de I'expression des transporteurs ests@alpar immunomarquage direct en cytométrie de
flux.

Les cellules endothéliales sont décollées et dagées (500 g, 5 min, 4°C). Elles sont fixées et
perméabilisées dans du CytoFIX/CytoPERM1 ml, 20 min, 4°C), puis lavées et resuspendaes d
du PermWash (1:10, 1 ml, 4°C).

100 ul de chaque suspension cellulaire sont tregsstéans un tube de 5 ml. L'expression de la Pgp es
déterminée par incubation avec 20 pl d’anticorpS@2JPE (spécifique de la Pgp humaine, Meagken
al., 2002) et avec 20 ul de contrdle isotypique IgG&adant 1 h a 4°C dans I'obscurité. L'expression
de la MRP1 est déterminée par incubation avec IDamticorps QCRL:rPE (spécifique de la MRP1
humaine, Fernettet al., 2001) et avec 10 ul de contrdle isotypique IgGhdaat 1 h & 4°C dans
I'obscurité. L'expression de la BCRP est détermip&e incubation avec 10 pl d'anticorps anti-
ABCG2:rPE (spécifique de la BCRP humaine) et awkepllde contrble isotypique IgG2a pendant 1 h
a 4°C dans l'obscurité. Tous les échantillons sosuite lavés deux fois (1 ml de PBS supplémenté de
1% de BSA, 4°C), centrifugés (500 g, 5 min, 4°Camdlysés par cytométrie de flux.

Polarité de la barriere
La spécificité des cellules endothéliales est dgsebxpriment des transporteurs différents suade f
luminale par rapport a la face abluminale. Cettanié a donc été vérifiee dans le model&itro de

BHE humain, par le passage d’un substrat spécifigue Pgp, la*H]-digoxine.
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Une cinétique sur 60 minutes est réalisée. Leslesligliales sont retirées du compartiment based. L
milieux apical et basal sont remplacés par du tan¥®. Le substrat,’H]-digoxine (3,7 x 16 Bg/ml)

est ajouté dans le compartiment apical ou basaliffArents temps apres I'addition du substrat, des
échantillons (100 pl) sont prélevés du compartinesal ou apical, pour le comptage radioactif. Le
quotient des coefficients de perméabilité (basas \apical vs apical vers basal) est calculé. Si ce

coefficient est supérieur a 2, le transport esane, la Pgp est bien fonctionnelle sur les bagsie
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Figure 36 : Efflux de la [3H]-digoxine au niveau du modeéle de BHE in vitro
4- Interaction des antirétroviraux avec les cellule s

4-1- Traitement des cellules

Les inhibiteurs de la protéase du VIH (atazanaitinavir, lopinavir) et I'efavirenz sont solubiéis
dans du diméthylsulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich,ii8eQuentin Fallavier, France). L'emtricitabine
et le ténofovir sont solubilisés dans de I'eau d@mralisée stérile. Les solutions meéeres (100 mMj son
stockées a -20°C. La concentration finale de DM&@sde milieu de culture est toujours inférieure a

1% pour respecter la viabilité cellulaire et éviteute interférence du DMSO avec les paramétres
mesureés.

4-1-1- Les cellules mononucléées du sang périphérique (CMSPs)

Les CMSPs sont ensemencées a raison d’environlimilde cellules par puits de polystyréne de

surface 1.9 cm? dans des plaques 24 puits powle®len suspension Greiner®, contenant 1 ml de
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milieu RPMI-1640 complet. Les cellules sont incebéavec les différents antirétroviraux seuls ou
bien associés :

- Ritonavir (RTV) 1 pM

- Lopinavir (LPV) 5 uM

- Atazanavir (ATV) 5 uM

- Emtricitabine (FTC) 5 uM

- Tenofovir (TFV) 5 uM

- Efavirenz (EFV) 5 uM
Les concentrations utilisées sont proches des otmations plasmatiques des patients traités par ces
médicaments, et n'excedent pas la solubilité mabardécrite par Storcét al, 2007. La concentration
de DMSO est ajustée dans chaque puits a 0.22%.
Les cellules sont alors incubées pendant 20 ou éldel a 37°C, sous 5% de £ét 95%

d’hygrométrie.
4-1-2- Les cellules endothéliales cérébrales feetales humaines (HBMECS)

Les cellules sont ensemencées a 70 000 par puitslg® plaques 6 puits Greiner®, et 14 000 par
puits pour les plaques 24 puits Greiner®. A conflie elles sont incubées dans du milieu endothélial
complet avec du DMSO 0.2% ou bien de I'atazanayiMg pendant 20 heures a 37°C, sous 5% de
CO, et 95% d’hygrométrie.

4-2- Influence des antirétroviraux sur la régulation des transporteurs d’efflux in vitro

4-2-1- Etude de I'expression des ARN messagers des transporteurs

L’étude de I'expression des ARN messagers despoatesirs est réalisée par RT-PCR en temps réel.
Les ARN des CMSPs (5 ou 10 x®1€ellules) sont isolés grace au &@enElute7 mammalian total
RNA La concentration et la pureté des ARN sont easigterminées en mesurant I'absorbance a 260
et a 280 nm. Le ratio D&/ DO,g, €st compris entre 1,8 et 2. Une quantité de 0,8 ABN est rétro-
transcrite en ADN complémentaire avec des amoriggaires, en utilisant le kRT?2 First Strand
L'’ADNCc est dilué dans de I'eau distillée ultrapyosqu’a un volume de 100 pl. 2 ul sont distribués
sur une plaquérT? Profiler PCR Arraypour chaque paire d’amorces spécifiques, en suilesn
recommandations du fournisseur. Les amorces @iiggour I'analyse sont celles des géabsbl
(codant pour la Pgpabccl, abcc2, abcec3, abcc4, abeeb, ab@m@lant pour les MRPs 1 a @cg2
(codant pour la BCRP}|c22A6etsclc22A8(codant pour les OAT 1 et 3).
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L’expression relative des génes entre les échamsiltraités et non traités est déterminée selon les
regles suivantes.

Pour chaque échantillon, une différence de cyodeB@R (G) est calculée entre le géne de référence
et le géne d'intérét AC;. Les genes de référence sont ceux d&APDH (Glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase) et ddR& T (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférasednt
choisis de fagon a ce que leur $dit le plus proche possible de celui du géne@fét.

Pour chaque paire d’échantillons (traités et comtndn traités), une différence d€; est calculée :
AAC; [AAC: = AC; (échantillon traité) -AC; (échantillon contréle)]. Enfin, le changement

d’expression entre les échantillons traités ettraités peut étre exprimé paf2".
4-2-2- Etude de I'expression protéique des transporteurs

L'étude de l'expression protéique des transporteass réalisée par immunomarquage direct en
cytométrie de flux.

Apres traitement avec les ARV, les cellules somitrifeigées (500 g, 5 min, 4°C). Elles sont ensuite
soit fixées dans du CellFIX (1:10, 1 ml, 4°C), soit fixées et perméabiliséeansd du
CytoFIX/CytoPERMI (1 ml, 20 min, 4°C). Les cellules sont ensuitetk et resuspendues dans du
PBS (1 ml, 4°C) ou du PermWadsh1:10 , 1 ml, 4°C), respectivement.

100 ul de chaque suspension cellulaire sont tregsstéans un tube de 5 ml. L'expression de la Pgp es
déterminée par incubation avec 20 pl d’anticorpS@2HPE (spécifique de la Pgp humaine, Meagken
al., 2002) et avec 20 ul de contrble isotypique IgGadant 1 h a 4°C dans I'obscurité. L'expression
de la MRP1 est déterminée comme précédemment palpdtion avec 10 pl d’anticorps QCRL:rPE
(spécifique de la MRP1 humaine, Fernettial., 2001) et avec 10 pl de contréle isotypique 1gG1
pendant 1 h & 4°C dans I'obscurité. Tous les édlmarst sont ensuite lavés deux fois (1 ml de PBS

supplémenté de 1% de BSA, 4°C), centrifugés (5@gin, 4°C) et analysés par cytométrie de flux.
4-2-3- Etude de la fonctionnalité des transporteurs

L'étude de la fonctionnalité des transporteursréatisée par un test d’accumulation de la calcéine
acétoxymethylester (calcéine-AM), en présence ou adrsence d’inhibiteur spécifique des
transporteurs.

La calcéine-AM est une sonde fluorigéngiue hauterfipaphile qui pénetre rapidement a travers la
membrane plasmique. Dans la cellule, des estérasdsgénes la transforment en calcéine
fluorescente et hydrophile, qui ne peut pas trardes membrane plasmique (Hoko al, 1996). La
calcéine-AM est substrat de la Pgp et des MRPss aoe la calcéine ne l'est pas. L'activité de

transport de la Pgp et des MRPs est inversemergogionnelle a I'accumulation de calcéine
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fluorescente, I'inhibition de ces transporteurs@ne une augmentation de la fluorescence celtulair
(Weisset al, 2003). La cyclosporine A a la concentration deM est un inhibiteur spécifique de la

Pgp (Legrandet al, 1998), le verapamil est un inhibiteur non spgué de la Pgp et des MRPs

(Jannelet al, 2005), et le MK571 est un inhibiteur spécifigles MRPs (Gekeleat al., 1995).

Aprés leur traitement avec les différentes comisimas thérapeutiques, les cellules sont lavéesdwec

PBS froid, puis incubées avec 0.1 uM de calcéineqpevidant 30 min a 37°C dans 1 ml de milieu
RMPI avec ou sans inhibiteur (2 uM de cyclospod&0 uM de verapamil ou 30 pM de MK571).

Elles sont ensuite lavées deux fois avec du PB8, fpaiis fixées avec du CellFIX (1:10, 400 ul, 4°C)

et analysées par cytométrie de flux.

4-2-4- Analyse en cytométrie de flux

Les analyses sont effectuées sur un cytometreude FIACS Calibur (Becton Dickinson). La taille
(Forward scatter : FSC) et la granulosité / réfeimze des cellules (Side Scatter : SSC) sont détecté
sur undot plot & échelle linéaire. La fluorescence des cellukisdétectée sur un histogramme a
échelle logarithmique. Pour I'analyse des CMSPslylmphocytes sont sélectionnés électroniquement
a partir de la population totale de CMSPs, en ctdle 10 000 événements pour chaque échantillon.
La localisation des sous-populations cellulairgmfihocytes CD4, CD8 et monocytes) a été vérifié
par immunomarquage direct en utilisant respectivenaes anticorps CD4:FITC, CD8:PC5 et
CD11b:FITC, et leurs contrdles isotypiques (figa6g.

En ce qui concerne l'acquisition de données, léciegWinMDI version 2.9 (Scripps Research
Institute, California, USA) est utilisé pour détener les moyennes géométriques de fluorescence

(Gmean) sur les canaux FL1 ou FL2 suivant le flabrome.
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Figure 37 : Mise en évidence des différents types cellulaires présents dans les CMSPs.

A- Graphe représentant la granulométrie (SSC) en fonction de la taille (FSC) des cellules.
B- Histogramme des cellules marquées avec un anticorps anti-CD4 (rouge), anti-CD8 (vert) ou
bien anti-CD11b (bleu)

Etude de I'expression des transporteurs

Les résultats ont été obtenus sous forme d’histoigie a échelle logarithmique monoparamétrique
représentant I'intensité de fluorescence de 'antis anti-Pgp ou anti-MRP1 en fonction du hombre
de cellules analysées (figure 37). Le marquagespeécifique a été déterminé sur les cellules incaibée
en présence du controle isotypique. Un marqueypodgivité (M1) a ainsi été placé a droite du péc d
fluorescence.

Les variations d’expression des transporteurs asirhistogrammes sont analysées en réalisant un
calcul de Gmean (moyenne géométrique) relatif auspitypique :

Gmean relatif = (Gmean des cellules marquées - Grdeacontrdle isotypique) / Gmean controle
isotypique

Gmean, étant la moyenne géomeétrique des pics deficence.

Cette valeur obtenue pour les cellules traitéesestiite comparée a celle obtenue pour les cellules
non traitées (0.22% DMSO) :

Pourcentage d'expression = 100 — ((Gmean relatfad#iules traitées — Gmean relatif des cellules

non traitées) / Gmean relatif des cellules nonéeai x 100.
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Figure 38 : Expression de la P-glycoprotéine dans les lymphocytes totaux : histogramme représentant
lintensité de fluorescence de la sous-population lymphocytaire en fonction du nombre
d’événements, détecté sur le canal 2 (FL2). Les cellules marquées avec I'anticorps anti-Pgp

sont en gris et les cellules marquées avec le contrdle isotypique sont en blanc. Ici, 68.5% des

lymphocytes expriment la Pgp.

Etude de la fonctionnalité des transporteurs

La fluorescence due a la calcéine est suivie swatal 1 (FL1) sur une population lymphocytaire
électroniqguement sélectionnée. La fonctionnalitérdnsporteur est quantifiée par I'équation suigant
(Rautioet al., 2006) :

Gmean calcein
Gmean jphipitor

Percentage activity (%) =100 - x100

ou Gmeanaein €st la moyenne géométrique de fluorescence ddsleselavec la calcéine et
Gmeanmnivitor €St la moyenne géométrique de fluorescence degdesehvec la calcéine en présence

d’inhibiteur (2 uM cyclosporine A, 30 uM veraparau 30 pM MK571).
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Figure 39 : Fonctionnalité de la P-glycoprotéine dans les lymphocytes totaux : histogramme représentant
l'intensité de fluorescence de la sous-population lymphocytaire en fonction du nombre
d’événements, détecté sur le canal 1 (FL1). Les cellules ayant incorporé la calcéine-AM sont en
gris. Les cellules avec la calcéine-AM et dont I'efflux est inhibé par la cyclosporine A sont en

blanc.

4-3- Influence des transporteurs d’efflux sur 'accumulation intracellulaire des antirétroviraux in

vitro

Les méthodes de dosage des antirétroviarux orgdetgtées de méthodes déja utilisées et validées au
laboratoire, pour le FTC, le TFV et 'EFV (Pruvedtal. 2006, 7th International Workshop on clinical
Pharmacology of HIV Therapy, Lisbon, Portugal) euple RTV, le LPV et I'ATV (Péleriret al.,
2005).

4-3-1- Préparation des solutions stocks et diluées

Les solutions stocks d’étalon interne 2-chloroadér® (2CADO) a 1 mg/ml et de kétoconazole a 5
mg/ml, sont préparées respectivement dans de Uikkapure et du méthanol, et sont stockées a -20°C.
Les solutions intermédiaires d’antirétroviraux ee€talons internes sont préparées par dilution
successives a partir des solutions stocks, danBede ultrapure (FTC, TFV, 2CADO) ou du
méthanol (EFV, IPs, kétoconazole) et sont stockée)°C. Les solutions de travail d’étalon interne
(50 ng/ml) sont préparées quotidiennement dans élange Tris-HCI (0.05M, pH 7.4) / méthanol :
30/70 (v/v).
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4-3-2- Méthodologie analytique pour le dosage de FTC, TFV, EFV

La séparation chromatographique a été realiséarsucolonne Phenomenex Synergi Polar-RP 4 um
50 x 2 mm thermostatée a 40°C avec une phase modileenant 0.5% d’acide formique et un
gradient de méthanol délivré a un débit 300 pl/ekn2 & 80% en 4 min, suivie d'une période
d’équilibration de 4 minutes a 2% de méthanol. Etedtion en spectrométrie de masse a été réalisée
sur un Quantum Discovery avec une source ESI (Totisher Scientific), et analysée grace au
logiciel d’acquisition et de traitement des donné&ssalibur version 1.3. (Thermo-Finnigan). Les

parametres du spectromeétre, optimisés pour l'idioisaet la détection, sont comme suit dans le

tableau 14.
FTC TFV 2CADO EFV 2CADO
Mode de spectrométrie + + + - -
Tension du capillaire 3.5kv 3kv
Pression de gaz du capillaire 30 40
Pression du gaz auxiliaire 5 24
Température du capillaire 320C 330C
Energie de collision de la source CID 12
Pression du gaz de collision 1,6 mTorr
Energie de collision 15eV 28 eV 21leV 18 eV 28 eV
m/z de l'ion parent 248.04 288.06 | 302.06 313.6 299.6
m/z de l'ion fils 130.09 176.24 | 170.06 244.0 132.06
Temps de rétention 1,9 1.2 3,9 6.64 3.92
Limite de quantification 0,5 ng/ml | 0,5 ng/ml nd 0.5 ng/ml nd
Tableau 14 : Parametres d’optimisation du spectrométre de masse
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Figure 40 : Chromatogramme d’une solution standard de tenofovir (en rouge), emtricitabine (en noir) et

2CADO (étalon interne, en vert). Le ténofovir et I'emtricitabine sont a 70 ng/ml et la 2CADO a

50 ng/ml.
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Figure 41 : Chromatogramme d’une solution standard d’efavirenz (en rouge) et 2-CADO (étalon interne, en

noir). L’efavirenz est a 80 ng/ml et la 2CADO a 50 ng/ml.

4-3-3- Méthodologie analytique pour le dosage des IPs

La séparation chromatographique a été réalisée usursysteme 1100 (Agilent Technology),
thermostaté a 40°C, avec une phase mobile contditamtM acétate d’ammonium + 0.1% acide

acétique et un gradient d’acétonitrile, délivréenadébit de 1 ml/min. La colonne analytique est une
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Nova Pack C18 60A, 4 um, 150 mm x 3.9 mm (Watever aine pré-colonne, Modulacart cartridge
10 mm x 2 mm (Interchim). La méthode étant réduite4 molécules (RTV, LPV, ATV et
kétoconazole), le gradient de séparation a ététradl0 minutes, a la place de 20 minutes (Tableau
15). La détection en spectrométrie de masse elgé@éasur un triple quadripdle API 3000 avec une

source ESI (Applied Biosystems)..

Temps %A %B

Initial 70 30

A 1lmin 70 30
A5 min 30 70
A 6 min 0 100
A7 min 0 100
A 8 min 70 30
A 10 min 70 30

Tableau 15 : Gradient d’élution pour la quantification des IPs par LC-MS/MS

A = 10% acetonitrile + 90% 10 mM ammonium acetate avec 0.1% acetic acid;

B = 90% acetonitrile + 10% 10 mM ammonium acetate avec 0.1% acetic acid

La détection en spectrométrie de masse est réaigéen triple quadripdle API 3000 équipé d’'une
source d’ionisation de type electrospray (ESI) (WgzpBiosystems). Les données sont traitées par le
logiciel Analyst 1.4.2 (Perkin Elmer). Toutes leslétules sont analysées en mode positif. Le débit
est divisé par trois a I'entrée du spectrométreupa union en forme de T (PEEK tubing splittet,30.
mm de diamétre interne, Interchim). Les paraméitespectrometre, optimisés pour l'ionisation et la

détection, sont comme suit dans le tableau 16.

LPV RTV ATV kétoconazole
Mode de spectrométrie + + + +
Tension du capillaire +5,5kV
Declustering potential 50V 60 vV 60 vV 60 vV
Température de la source 550C
Energie de collision 20 eV 27 eV 40 eV 40 eV
m/z de l'ion parent 629,6 721,4 705,4 531,3
m/z de l'ion fils 4474 296,3 335,6 489,2
Temps de rétention 7,09 6,68 6,34 6,33
Limite de quantification 0,5 ng/ml 0,5 ng/ml 0,5 ng/ml nd

Tableau 16 :  Parameétres d’optimisation du spectrométre de masse

108



Matériel et méthodes

Intensity, cps
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Figure 42 : Chromatogramme d’une solution standard de ritonavir (bleu), d’atazanavir (rouge), de lopinavir

(gris) et de kétoconazole (vert) (étalon interne). Toutes les molécules sont a 50 ng/ml.

4-3-4- Préparation des échantillons (standards, contréles qualité, échantillons)

Les standards et les contrdles qualité (QCs) saapés comme suit : des solutions de FTC, TFV,
EFV, RTV, LPV, ATV a la concentration souhaitée tsajoutés a un culot de CMSPs non traités (5 ou
10 x 16 cellules). Pour le dosage de FTC et TFV, les cainations finales de médicaments sont 0.5,
1.0, 10, 70, 130, 190 and 250 ng / échantillon pesistandards, et 1.5, 120 and 200 ng / échantillo
pour les QCs. Pour le dosage de 'EFV, les conatatrs finales sont 1, 2, 20, 80, 140, 200, 260, 32

400 ng / échantillon pour les standards, et 3, d® 340 ng / échantillon pour les QCs. Pour le
dosage des IPs, les concentrations finales saiit 210, 50, 100, 300 et 500 ng / échantillon posar le
standards, et 3, 75, 250 ng / échantillon poud€s. Un millilitre d'un mélange Tris-HCI (0.05 M,

pH 7.4) / méthanol : 30/70 (v/v) contenant le staddnterne (2-CADO ou kétoconazole, suivant le

dosage) a 50 ng/ml, est ajouté aux standards, Q&hantillons.

Les analytes sont extraits des CMSPs (échantillQ®@s et standards) comme décrit précédemment
(Pruvostet al.,2001). Aprés une lyse mécanique des cellulesuless sont centrifugés (18000 g, 15
min, 4°C). Les surnageants sont transférés danstubes de polypropyléne et évaporés a sec

(TurboVap, Zymark, France). Les résidus sont remls 200 pl d’eau ultrapure pour la
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quantification du FTC, TFV et EFV, et 200 pul desFHCI (0.05 M, pH 7.4) pour la quantification des
IPs. 40 pl de chaque solution sont injectés dasgd®me LC-MS/MS.

4-3-5- Comptage cellulaire

Les CMSPs de chaque échantillon sont comptéeslisant un test biochimique validé au laboratoire
(Benechet al, 2004). Cette méthode est basée sur une relditiecte entre le comptage cellulaire et
le signal de fluorescence généré par I'incorponate SYBr green dans I’ADN. Les concentrations

intracellulaires sont calculées en assimilant lewme d’une cellule a 0.4 pl.

4-4-  Accumulation d’'un substrat radioactif, la [3H]-vincristine

Les CMSPs de donneurs sains (Sx&6llules/ml) isolés comme décrit précédemmentt 8aubés
avec un inhibiteur des MRPs, le MK571 (30 uM) comeoatrdle positif, ou bien avec différentes
concentrations de médicament (0.01 uM & 100 pMjlgen30 min & 37°C dans 1 ml de milieu RPMI
complet.

La vincristine est substrat des MRPs (Ozben, 20@®n accumulation est proportionnelle a
linhibition des MRPs. Elle commence par I'additida fH]-vincristine (3.7x16 Bq par puits). Aprés

1 h d’incubation, les cellules sont centrifugée®0(g, 5 min, 4°C) et lavées avec du PBS froice<Ell
sont ensuite lysées dans du Triton X-100 1% pentanmin (Menezt al. 2006). Quatre millilitres de
scintillant Aqualuma Plus sont ajoutés pour le ctage de radioactivité. L'inhibition du transport de
la [*H]-vincristine est déterminée en mesurant l'augmgon de la radioactivité, traduisant

I'accumulation de vincristine dans les cellules.

5- Analyse statistique

Les données sont exprimées en moyenne + SEM (@partde la distribution des moyennes).
GraphPad Prism® 3.0 est utilisé pour I'analyseigttqtie afin de mettre en évidence une différence
significative entre les différents groupes. Ceimificativité entre les groupes traités et le colat est

évaluée par un test t de Student paramétrique,i@u Uime analyse de variance simple (one-way
ANOVA) avec un post-test de Dunett. Les différensest considérées significatives quand p est

inférieur a 0.05.
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Chapitre 1

Emtricitabine : Interaction avec les transporteurs d’efflux et conséquences sur

'accumulation des IPs dans les CMSPs

Ce travail a fait I'objet d'un article soumis daBksiropean Journal of Pharmaceutical Scoences
(novembre 2007) et ayant pour titre :

Emitricitabine: Inhibitor and Substrate of MultiDrug Resistance Associated Protein

Il a également été présenté au congres suivant :
11" European AIDS Conference, Madrid, 24-27 octobre 20 07, Poster 3.2-02

1- Introduction

Cette étude s’est placée dans un contexte de cammbimthérapeutique anti-VIH, souvent administrée
aux patients sous HARRT (thérapie antirétroviraatbment active), associant I'emtricitabine (FTC)

a des inhibiteurs de la protéase (lopinavir ouaataxir, boosté par de faibles doses de ritonavir).

Lors d’'une thérapie initiale, une molécule est slpour son potentiel antiviral, sa dose, son memb
de prise quotidienne, sa faible toxicité, son prbdi résistance, ses interactions pharmacocinétigue
I'avis du patient. L'emtricitabine entre bien dares criteres.

Le métabolite actif du FTC (le FTC triphosphata)ne longue durée de vie, supérieure a 39 h, ce qui
permet de ne I'administrer qu’une fois par jour.

Des études cliniques associant ce médicament atwm I[AITI comme le ténofovir, et deux IPs ou un
INNTI, ont montré une efficacité antirétroviraleportante et un faible taux de résistance viralensDa
une étude évaluant la combinaison FTC, TDF, LPV/RK¥letrdl), la mutation K65R associée au
TFV n'a pas été observée apres 48 semaines denteait (Johnsoast al, 2006). Il en est de méme
pour une étude portant sur la combinaison FTC, BDEFV (Pozniaket al, 2006). La mutation
M184V associée a la résistance au FTC n’est obseweé trés rarement, sur 2 des 115 patients traités
par TDF/FTC/LPV/rtv et sur 2 des 244 patients ésjpar TDF/FTC/EFV.
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L’étude FTC-301A, comparant les effets de I'emtabine administré en une prise quotidienne et de
la stavudine en 2 prises quotidiennes, a montré |guUETC avait un meilleur taux de réponse
virologique a 48 semaines (78% vs 59%) (Saa@l, 2004). Le régime contenant du FTC est

également associé a un meilleur taux de HDL (higtsdy lipoprotein) cholestérol (Saag, 2004).

Nous avons mené cette étude dans le but de miemmattce les mécanismes de pharmacologie
cellulaire associée au FTC, et son implication dames association avec les IPs (RTV, LPV, ATV).
Nous nous sommes particulierement intéresséstarkiction du FTC avec les transporteurs d’efflux.
En effet, comprendre la régulation de I'expresgbde la fonctionnalité des protéines d’efflux fear
FTC pourrait augmenter I'entrée et 'accumulatias dwtres antirétroviraux, et notamment les IPs,

dans les cellules.

Dans ce travail, nous avons montré par RT-PCR gsi€€MSPs expriment de hauts niveaux d’ARN
messagers des gémadrl (codant pour la Pgp) etrpl (codant pour la MRP1). Nous avons rapporté
que le FTC, a la concentration de 5 uM, seul oucembinaison avec des IPs (LPV/RTV ou
ATV/RTV) ne modulent pas I'expression protéique ldePgp et de la MRP1. En revanche, un
traitement de 72h avec le FTC diminue la fonctidihade la MRP1. Cette inhibition n’est pas
corrélée a une augmentation des concentrationd’des

Le MK571, mais pas la cyclosporine A entraine uognaentation significative de I'accumulation
intracellulaire de FTC. Le FTC provoque une augegon concentration-dépendante de
I'accumulation de deux substrats des MRPs (la t@eA&M et la vincristine).

L’ensemble de ces résultats nous ont permis delwenque le FTC a un double caractere, a la fois
substrat et inhibiteur des MRPs.
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Emitricitabine: Inhibitor and Substrate of MultiDrug Resistance Associated Protein
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Efflux proteins have been shown to greatly
affect the uptake of antiretroviral drugs by cells

and to prevent their access to the HIV-1
replication site. The active efflux of these drugs

might produce subtherapeutic drug levels and

favor resistant viral strains and the emergence

of sanctuary sites.

This study has been performed to investigate

whether emtricitabine (FTC) is a substrate
and/or inhibitor of MRP1 in human peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs, HIV-1 target
site). Moreover, we have reported the impact of
FTC combined with protease inhibitors (Pls)
(ritonavir, atazanavir, lopinavir) on Pgp and
MRP1 expression and function, and on PI
accumulation.

Following a 72-h incubation with antiretroviral

regimen, Pgp and MRP1 expression and
function were assessed on lymphocytes; and

intracellular drug concentrations were measured
by LC-MS/MS. FTC concentrations were
determined following incubation with or without
specific efflux proteins inhibitors. FTC inhibitor
properties were measured using 2 different MRP
substrates.

Quantitative real-time PCR showed that PBMCs
express high levels of both Pgp and MRP1
MRNA copy number whereas MRP2 and MRP3
were not detectable. Our findings indicate a
decrease in MRP1 function after exposure to
FTC. MK571 (specific MRP inhibitor)
significantly increases FTC accumulation in
PBMCs. FTC increases intracellular calcein and
[3H]-vincristine accumulation.

Emtricitabine has both inhibitor and substrate
characteristics with MRP1 in PBMCs in vitro,
and does not interact with Pl accumulation.

Currently available antiretroviral agents belong to
four different classes: nucleoside/nucleotide reverse
transcriptase inhibitors (NRTIs, NtRTIs), non-
nucleoside reverse  transcriptase inhibitors
(NNRTIs), protease inhibitors (PIs), and a new class
of fusion inhibitors (FIs). The combined
administration of at least 3 drugs from different drug
classes as highly active antiretroviral therapy
(HAART) has been shown to slow the progression
of diseases, improve survival, and result in better
virologic and immunologic responses (Chearskul et
al., 2006). The effectiveness of HAART is
challenged by viral resistance to antiretrovirals
(ARV) and the frequent occurrence of drug
interactions, which may limit the access of these
drugs to the target sites (De Maat et al., 2003).

Emtricitabine (FTC) has been described as a once
daily NRTI that selectively and potentially inhibits
HIV-1 replication (Molina and Cox, 2005). The
efficiency of this drug depends on its intracellular
accumulation and phosphorylation level at the major
site of HIV replication (i.e. peripheral blood
mononuclear cells, PBMCs) and its capacity to
cross physiological barriers (i.e. epithelial barrier,
blood-brain barrier). Both processes depend on the
activation level of target cells and probably the
ability of FTC to interact with efflux proteins (ABC
transporters) such as P-glycoprotein (Pgp) and

multidrug resistance-associated proteins (MRPS)
expressed on CD4+ cells (Chaudhary et al., 1992;
Albermann et al., 2005) and physiological
barriers (Chan et al., 2004; Loscher and Potschka,
2005). As regards the latter issue, it is well known
that the active efflux of Pls, NRTIs and NNRTIs
might produce subtherapeutic levels of drugs and
favor the emergence of both resistant viral strains
and sanctuary sites (Kim et al., 1998; Schuetz et al.,
1999). Therefore, drug interaction studies and more
particularly the interactions of FTC with efflux
transporters and specifically MRPs might be taken
into account in HIV patients undergoing an
antiretroviral treatment combining this compound
with other NRTIs, NtRTIls, NNRTIs and/or Pls.
Some studies have shown that Pls are transported
by MRP1 and MRP2 and that their intracellular
concentrations depend on the activity of MRPs in
CD4 cells (Huisman et al., 2002; Jones et al., 2001;
Janneh et al, 2005). Recently published
observations of Weiss and colleagues using over-
expressing cell lines MDCKII/MRP1, MDCKII/MRP2,
MDCKII/MRP3 highlight the probable inhibition of
MRPs by FTC (Weiss et al., 2007). Inhibition of
MRP-mediated efflux from the target cells could
contribute to the superior effectiveness of
combination therapy.
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Understanding the regulation by FTC of both
expression and function of these efflux proteins
would be helpful in enhancing the penetration and
accumulation of antiretroviral drugs within cells. We
report here, for the first time, the dual action
(inhibitor and substrate) of FTC on MRP1. Data on
FTC treatment effects on the expression of MRP1
and Pgp in human lymphocytes are also presented.
In addition, the influence of FTC inhibition of MRP1
on the intracellular accumulation of Pls is discussed.

METHODS

Subjects and 72-h treatment

Blood samples of healthy volunteer donors were
obtained from the “Etablissement francais du sang”
(Rungis, France) or the “Hopital d’Instruction des
Armées Percy” (Clamart, France). PBMCs were
isolated by density centrifugation in Histopaque-
1077. Fresh cells were cultured in RPMI-1640
medium  (Gibco, Cergy Pontoise, France)
supplemented by 10% FBS, 2 mM glutamine, 50
pg/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin and 100
pg/ml neomycin (Gibco) at 37C in a humid
atmosphere with 5% CO,. PBMCs were cultured at
a density of 5x10° cells/ml and transferred into
separate wells with vehicle control (dimethyl
sulfoxide 0.22%, Sigma Aldrich), 5 uM emtricitabine
(FTC; Gilead Sciences, California, USA), 1 uM
ritonavir (RTV)+ 5 uM lopinavir (LPV) (Abbott
Laboratories, lllinois, USA), 1 uM RTV + 5 uM
atazanavir (ATV; Bristol-Myers Squibb, New York,
USA), 1 yM RTV + 5 yM LPV + 5 uM FTC or 1 uM
RTV + 5 uM ATV + 5 pM FTC [ARV concentrations
did not exceed solubility maxima (Storch et al.,
2007)]. Following a 72-h incubation at 37<C, the
contents of each well (1 ml) were transferred into

TABLE 1

Primer Sequences and Methods used for RT-PCR on PBMCs

separate 1.5 ml tubes and washed with cold PBS
(Gibco).

Real-time RT-PCR and quantification of MDR1
and MRP1 mRNA copy number in PBMCs

First of all, quantification of transporter mRNA
expressed in untreated PBMCs were determined,
using a validated method of quantitative RT-PCR
(Camus et al.,, 2006). Total RNA were extracted
from pellets (5 x 10° cells) using GenElute™
mamalian total RNA kit (Sigma Aldrich). Total RNA
concentration and purity were then determined by
measuring absorbance at 260 nm and 280 nm. The
A260/A280 ratio was comprised between 1.7 and 2.
Reverse transcription (RT) was performed with 0.25
pg of total RNA using enhanced avian RT according
to the manufacturer’s instructions (Sigma Aldrich).
For MDR1 gene (encoding for Pgp), a 25 pl reaction
volume was prepared containing 1X AccuTaq
buffer, 200 nM of each primer, 0.1 u/ul of AccuTaq
LA DNA polymerase (Sigma Aldrich, St Quentin-
Fallavier, France), 500 uM of dNTP Mix, Syber
Green | 0.1X and 10 nM fluorescein. For MRP gene
expression, RT-PCR was performed with Platinium
Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France). Syber green 0.1X, 10 nM
fluoroscein and 200 nM of each primer were added.
Specific reverse and forward oligonucleotide
primers and RT-PCR conditions are listed in Table
1. PCR was carried out in an iCycler System
(Biorad, Marnes la Coquette, France). The
specificity of the amplification was confirmed by the
melting curves (-d(RFU)/dT vs TC).

Since MRP2 and MRP3 were not detectable in our
experimental system, quantification of MDR1 and
MRP1 mRNA copy number was determined, as
previously described (Camus et al., 2006).

PCR primer name Sequence (5'-3")

RT-PCR conditio ns

MDR1 (forward primer) CAGAGGGGATGGTCAGTGTT
MDR1 (reverse primer) TCATAGGCATTGGCTTCCTT

MRP1 (forward primer) GCCGGTGAAGGTTGTGTACT
MRP1 (reverse primer) GCAACTTTAAGATCTGCGGC
MRP2 (forward primer)  CTTGAGCCCAGGAGTTTGAG
MRP?2 (reverse primer)  AGGAAAGGTCAGCTGTGGAA
MRP3 (forward primer)  CCTTTGCCAACTTTCTCTGC

MRP3 (reverse primer)  AGGGCACTCAGCTGTCTCAT

}

N\

-

Initial denaturation cycle : 5 min at 95C
38 amplication cycles : 15 s at 95T, 1 min at 62T , 1 min 72T

Initial denaturation cycle : 1 min 45 s at 95C
38 amplication cycles : 15 s at 95T, 30 s at 60C, 1 min 72C

Effect of antiretroviral regimen on Pgp or MRP1
expression by flow cytometry
Following 72-h incubation

with  antiretroviral

regimen, expression of Pgp and MRP1 on
lymphocytes was determined by direct
immunofluorescence.

For Pgp expression analysis, part of the cells were
fixed in CellFIX (1:10, 1 ml, 4C; Becton Dickinson,

Le-Pont-De-Claix, France), centrifuged (500 g, 5
min, 4C), and resuspended in PBS. For MRP1
expression analysis, the other part was fixed and
permeabilized in CytoFIX/CytoPERM (1 ml, 20 min,
4C; Becton Dickinson), centrifuged and
resuspended in PermWash (1:10, 1 ml, 4C; Becton
Dickinson).
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100 pl of each suspension of cells (5x105 cells)
were transferred into clean 5 ml tubes for incubation
with different combinations of antibodies. Pgp
expression was determined by incubation with 20 pl
of UIC2:rPE antibody [specific for Pgp (Meaden et
al., 2002) (Beckman Coulter, Roissy, France)] and
with the isotype control antibody IgG2a (20 pl) for 1
h at 4 € in the dark. MRP1 expression was
determined as mentioned above but with 10 ul of
QCRL:rPE antibody [specific clone for
MRP1 (Fernetti et al., 2001) (R&D Systems, Lille,
France)] and with the isotype control antibody 1gG1
(20 pl) for 1 h at 4C in the dark. Following antib ody
incubation, all samples were washed twice (1 ml
PBS supplemented with 1% BSA, 4<C) followed by
centrifugation (500 g, 5 min, 4C) and analyzed by
flow cytometry (N=9).

Transporter expression in the electronically gated
lymphocyte population was detected from a
histogram measuring the FL2 fluorescence, as
described previously (Bousquet et al., 2008). Since
there is a direct relation between the level of
transporter expression and the shift in fluorescence,
transporter expression was shown as a mean
increase in fluorescence (FL2). The mean increase
in treated samples was then normalized with the
mean increase in vehicle samples (DMSO 0.22%).

Effect of antiretroviral regimen on Pgp or MRP1
function by flow cytometry

Following 72-h incubation, Pgp and MRP1
functionality =was assessed by measuring
fluorescent dye efflux (calcein-AM), either with or
without specific inhibitors (Legrand et al., 1998)
Cells (5x105 cells) were washed with cold PBS and
incubated with 0.1 uM of calcein-AM for 30 min at
37C in 1 ml RPMI medium with or without
modulators [2 uM cyclosporin A (Sigma Aldrich), 30
MM verapamil (Sigma Aldrich) or 30 uM MK571
(Calbiochem, VWR, Fontenay-sous-Bois, France)].
Cells were washed twice in cold PBS, then fixed
with CellFIX (1:10, 400 pl, 4C) and analyzed in a
flow cytometer.

Fluorescence due to calcein was followed in
channel 1 (FL1) in an electronically gated
lymphocyte population and plotted as a histogram of
FL1 staining. Transporter function was quantified as
previously described (Rautio et al., 2006) by using
the following equation:

Gmean caicein %100
Gmean jpnibitor

where Gmeancacein iS the geometric median
fluorescence of calcein in tested samples and
Gmeaninnivitor iS the geometric median fluorescence
of calcein in the presence of inhibitor (2 pM
cyclosporin A, 30 uM verapamil or 30 uM MK571).

Each experiment was performed on 11 different
donors with verapamil, 7 different donors with
cyclosporin A and 9 different donors with MK571.

Percentage activity (%) =100 -

FTC accumulation in PBMCs with or without Pgp
and MRP inhibitors

PBMCs (1Ox106 cells/ml) from healthy donors (N=7)
isolated as mentioned above were incubated with
efflux protein inhibitors, 2 pM cyclosporin A

(Legrand et al., 1998) or 50 uM MK571 (Janneh et
al., 2005), for 30 min at 37 in 1 ml complete RPMI
medium. 5 uM FTC was then added to the medium,
which was incubated for an additional hour.
Following this incubation, cells were washed with
cold PBS and centrifuged (500 g, 5 min, 4C). Cell
pellets were frozen at -20C until LC-MS/MS
analysis.

Inhibitory activity of FTC on MRP1

PBMCs (5x10° or 5x10° cells/ml for calcein or
vincristine accumulation, respectively) from healthy
donors isolated as mentioned above were incubated
with MRP inhibitor MK571 (3 or 30 uM) as a positive
control, or with different concentrations of FTC
[(0.01-100 pM), range of soluble and non-cytotoxic
concentrations (Storch et al., 2007)], for 30 min at
37T in 1 ml complete RPMI medium.

Calcein accumulation assay

Drug accumulation was started by the addition of
calcein-AM (0.1 uM per 5 ml tube). Following 30 min
incubation, cells (N=5) were centrifuged (500 g, 5
min, 4C), washed twice in cold PBS, then fixed with
CellFIX (1:10, 400 pl, 4C) and analyzed in a flow
cytometer. Fluorescence due to calcein was
followed in channel 1 (FL1) in an electronically
gated lymphocyte population and plotted as a
histogram of FL1 staining. Inhibiton of MRP1-
dependent calcein-AM transport was determined by
measuring the percentage of calcein fluorescence
increase.

[*H]-vincristine accumulation assay

Vincristine is a Pgp, MRP1 and MRP2 substrate
(Ozben, 2006). Its accumulation is proportional to
transport inhibition. Drug accumulation was started
by the addition of [3H]-vincristine (GE Healthcare,
Orsay, France) (3.7x103 Bq per well). At the end of
the 1-h incubation period, cells (N=4) were
immediately collected, centrifuged (500 g, 5 min,
4<C) and washed with ice-cold PBS. Cells were then
lysed in 1% Triton X-100 for 10 min and processed
in 4 ml Aqualuma Plus for liquid scintillation
counting. Inhibition of MRP1-dependent [3H]-
vincristine transport was determined by measuring
the percentage increase in radioactivity.

Drug quantification by liquid chromatography
coupled with tandem mass spectrometry
detection

Analyte preparation

Analytes were extracted from PBMCs (samples,
quality controls and standards) as described
previously (Pruvost et al., 2001). A 40 pl fraction of
the remaining solution was injected into the HPLC-
MS/MS. The PBMCs of each sample were counted
using a validated biochemical test as described
previously (Benech et al., 2004). Intracellular
concentrations were calculated by assuming cell
volumes of 0.4 pl for each PBMC.

Analytical methodology for FTC guantification
The assay of intracellular FTC (N=9) has been
adapted from a plasma assay method of tenofovir,
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lamivudine and abacavir (Pruvost et al. 2006, 7"
International Workshop on clinical Pharmacology of
HIV  Therapy, Lisbon, Portugal). Briefly, the
chromatographic separation was achieved on a
Phenomenex Synergi Polar-RP 4 pm 50 x 2 mm
column  (Phenomenex, Le Pecq, France)
thermostated at 40C with a mobile phase
comprising 0.5% formic acid and a methanol
gradient delivered at a flow rate of 0.3 ml/min from 2
to 80% in 4 min followed by a 4-min equilibration
period at 2% methanol. The mass spectrometry
detection was performed with a triple quadrupole
tandem mass spectrometer Quantum Discovery
with an ESI source (Thermo-Fisher Scientific)
monitored using data acquisition and treatment
software Excalibur version 1.3.

Analytical methodology for Pl guantification

The method of simultaneous determination of RTV
and LPV has been described elsewhere (Pelerin et
al., 2005), and was adapted for ATV (N=12). The
chromatographic separation was achieved on an LC
system 1100 (Agilent Technology, Les Ulis, France),
thermostated at 40C with a mobile phase
containing 10 mM ammonium acetate + 0.1% acetic
acid buffer and an acetonitrile gradient delivered at
a flow rate of 1 ml/min. The analytical column was a
Nova Pack C18 60A, 4 um particle size, 150 mm x
3.9mm (Waters) with a (C18) guard column,
Modulocart cartridge 10 mm x 2 mm (Interchim,
Montlugon, France). A mass spectrometer was used
for detection (triple quadrupole tandem mass
spectrometer, APl 3000 with an ESI source from
Applied Biosystems, USA) monitored using data
acquisition and treatment software Analyst version
1.4.2.

Statistics

Data are expressed as the mean + SEM. GraphPad
Prism® 3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) was used to perform statistical analysis. The
significance of differences between groups and
controls was evaluated by using Student's t-test. A
p-value < 0.05 was considered significant.

RESULTS

Expression of multidrug resistance transporter
expression on PBMCs

Quantitative real time PCR showed that PBMCs
express higher levels of both MDR1 (encoding for
Pgp) and MRP1 mRNA copy number (fig. 1)
whereas MRP2 and MRP3 were not detectable.
mMRNA level of MRP1 is 5-fold higher than MDR1
one (p = 0.0265). MDR1 mRNA was around 22,000
copy number / pg of cDNA and MRP1 mRNA
around 110,000 copy number / pg of cDNA.
Expression of both transporters (Pgp and MRP1)
showed inter-individual variation. This inter-
individual variation was also evidenced at the
protein levels (fig. 2-B). Since MRP2 and MRP3
were not detectable in our experimental system, we
talk about MRP1 expression instead of MRP family
member.
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P-gp MRP1

Efflux Transporters

Figure 1: MDR1 and MRP1 mRNA levels on peripheral
blood mononuclear cells from healthy volunteers
(N=12)

They were determined by real-time RT-PCR. Data are
expressed as a scatter plot and the median expression
value is indicated by a horizontal line. Data are analyzed
by the paired t test (*p<0.05).

Effect of FTC on multidrug resistance
transporter expression and function

Transporter expression

Following the 72-h incubation with FTC 5 uM, the
Pgp and MRP1 expression was investigated by
direct immunofluorescence. In comparison with
vehicle control (0.22% DMSO), cell treatment with
FTC alone (5uM) did not show statistically
significant change (N=9) in Pgp or MRP1
expression on total lymphocytes in vitro (fig. 2-B).
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Figure 2: Pgp and MRP1 protein expression in
lymphocytes

A- Histogram displaying the number of events detected in
channel 2 (FL2) and fluorescence intensity from a
subpopulation of total gated lymphocytes (in red on the dot
blot graph, representing cell size SSC and granulometry
FSC). 1gG2a isotype control and Pgp labeled cells are in
black for DMSO control and in blue for emtricitabine-
treated cells. 68.5% (M1) of cells express Pgp in the
control sample and 66.8% in the treated sample.

B- Effects of 5 pM emtricitabine (FTC) treatment on Pgp or
MRP1 expression [median increase of fluorescence
compared with the drug vehicle control Dimethyl Sulfoxide
(DMSO)] on total lymphocytes in vitro. Incubation time was
72 h, N=9. Data are expressed as a scatter plot and the
median expression value is indicated by a horizontal line.

Transporter function

The percentage of MRP1 and Pgp activity was
measured as described in the material and method
section, by the effect of specific inhibitor on calcein-
AM accumulation. Intracellular calcein concentration
was greater in the presence than in the absence of
inhibitor (verapamil, cyclosporin A or MK571). An
example was represented in figure 3-A, showing
higher calcein accumulation in the presence of
MK571, and the effect of FTC on MRP transporter
activity.

The percentage of inhibition caused by 30 puM
verapamil was 38 £ 5% in the DMSO control and 27
+ 6% in FTC-treated cells (N=11). The decrease in
Pgp and MRP1 activity was statistically significant
with p=0.038 (fig. 3-B). The percentage of inhibition
caused by 30 uM MK571 was 34 + 5% in the DMSO
control and 22 + 4% in FTC-treated cells (N=9). The
decrease in MRP1 activity was statistically

significant with p=0.025 (fig. 3-B). Cyclosporin A at
the concentration of 2 pM caused no statistically
significant change in calcein-AM accumulation in
FTC-treated cells (N= 7).
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Figure 3: P-glycoprotein and MRP activity in
lymphocytes

A- Example of MRP activity measurement: Histogram
displaying the number of events detected in channel 1
(FL1) and fluorescence intensity from a subpopulation of
total gated lymphocytes. The fluorescent dye accumulation
(200 nM calcein-AM) was monitored alone (shaded) and in
the presence of 30 uM MK571 (unfilled).

B- Effects of 5 pM emtricitabine (FTC) treatment on Pgp or
MRP function (with 30 uM verapamil, 2uM cyclosporin A or
30 uM MK571) on total lymphocytes in vitro. Incubation
time was 72 h. Data are expressed as means + SEM and
analyzed by the paired t test [N=11 (verapamil), 7
(cyclosporin A) and 9 (MK571)], with p<0.05 as the limit of
significance.

Effects of drug efflux inhibitors on FTC
accumulation in PBMCs

The effect of different modulators on intracellular
FTC accumulation was investigated in PBMCs.
MK571 (50 uM) significantly increased the cellular
accumulation of 5 uyM FTC (p=0.0005) in PBMCs
(10x106 cells) (fig. 4-A). In contrast, cyclosporin A (2
MM) had no effect on the cellular accumulation of
FTC (N=7) (fig. 4-B).

FTC concentration was 3.3 UM in control cells, 2.8
UM with cyclosporin A, and 5.5 pM with MK571. We
observed marked interindividual variability in the
baseline cellular accumulation of FTC, but MK571
significantly increased accumulation in all 7 PBMC
batches (65% median increase).
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Figure 4: FTC intracellular accumulation in periphe ral
blood mononuclear cells

Cells (10x10° cells) were treated with FTC (5uM) for 1 h at
37<C, with or without MK571 50 uM (A), or with or without
cyclosporin A 2 uM (B)

Individual data are shown (N=7), with each point
representing a single experiment in a single healthy
subject; median expression value is indicated by the bar.
Data are analyzed by the paired t test, ***p<0.001.

Inhibition of calcein-AM and [ 3'H]-vincristine
transport

Inhibition of calcein-AM or [3H]-vincristine extrusion
was determined by measuring the percentage of
calcein fluorescence or radioactivity increase,
respectively. FTC increased intracellular calcein
accumulation in a concentration-dependent manner
to 26.3% with FTC 100 pM (N=5). With 30 uM
MK571, calcein accumulation was 35.9% higher
than in the control (fig. 5-A). These results were
confirmed with another substrate, vincristine. With
30 pM MK571, [3H]-vincristine accumulation was
67.0% higher than in the control (N=4). FTC
increased intracellular [3H]-vincristine accumulation
in a concentration-dependent manner to 57.7% with
FTC 100 uM, compared to the control (fig. 5-B).
With both substrates, there is no difference in
inhibitor potency of MK571 and FTC at the
concentration of 10 pM.
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Figure 5: Inhibition of calcein and [ °*H]-vincristine

accumulations by emtricitabine (FTC)

A- Percentage fluorescence compared with the control
(buffer without inhibitor)

B- Percentage of radioactivity compared with the control
Positive control: 3 uM and 30 pM MK571. Data are
expressed as mean + SEM with N=4 (calcein) or 5 ([*HJ-
vincristine).

Effect of FTC combination with Pls

To study the impact of MRP1 inhibition by FTC in a
combination therapy, we investigated efflux
transporter expression and function, following a
72h-treatment by FTC combined with Pls
(RTV+LPV or RTV+ATV). Then, ARV
concentrations were measured by LC-MS/MS.

Combination therapy effect on multidrug resistance
transporter expression and function

In comparison with vehicle control (0.22% DMSO),
cell treatment with FTC combined with Pls, either
LPV+RTV or ATV+RTV, did not show statistically
significant change (N=9) in Pgp or MRP1
expression on total lymphocytes.

Different inhibitors (verapamil, cyclosporin A and
MK571) caused no significant change in calcein-AM
accumulation in cells treated by FTC combined with
Pls (RTV+LPV or RTV+ATV). The percentage of
inhibition caused by 30 uM verapamil was 38 + 5%
in the DMSO control, 35 * 6% in FTC+RTV+LPV
treatment, 46 * 5% in FTC+RTV+LPV treatment
(N=11). The percentage of inhibition caused by 2
MM cyclosporin A was 38 + 5% in the DMSO control,
42 + 5% in FTC+RTV+LPV treatment, 40 + 5% in
FTC+RTV+LPV treatment (N=7). The percentage of
inhibition caused by 30 pM MK571 was 34 + 5% in
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the DMSO control, 32 + 5% in FTC+RTV+LPV
treatment, 30 = 5% in FTC+RTV+LPV treatment
(N=9).

Intracellular accumulation of antiretroviral in PBMCs
treated for 72h in vitro

Data, summarized in Table 2, showed no difference
in FTC concentration when combined or not with
Pls. FTC caused no statistically significant change

TABLE 2
Intracellular antiretroviral (ARV) concentrations

in RTV, LPV or ATV concentrations. ARV
accumulated in PBMCs; intracellular / extracellular
concentration ratios were around 4.3 for FTC, 11.54
for RTV, 1557 for LPV and 6.25 for ATV.
Intracellular LPV concentration was 2.5 times as
high as ATV concentration and 3.8 times as high as
FTC concentration, with the same extracellular
concentration (5 uM).

Emtricitabine (FTC)

Ritonavir (RTV)

Lopinavir (LPV) Atazanavir (ATV)

ARV regimen (72h) concentration concentration concentration concentration
(umol/l) (umol/l) (umol/l)
FTC 22.25+2.46
RTV+LPV 10.61 £0.77 74.69 +4.37
RTV+ATV 12.51 +0.85 32.66 +2.54
RTV+LPV+FTC 21.57 +1.27 11.07 £0.96 81.06 +5.85
RTV+ATV+FTC 20.73+1.61 11.94 +0.73 29.83 +2.88

Peripheral blood mononuclear cells were incubated with different antiretroviral regimens for 72 h and treated as described in
Materials and Methods. Results are expressed as means + SEM (N=13 for Pls concentration and N=9 for FTC concentration).
Intracellular concentrations were calculated by assuming cells volumes of 0.4 pl for each PBMC.

DISCUSSION

In this study, we showed that ABC transporters
involved in drug efflux are expressed at detectable
levels in PBMCs, major HIV target sites. We
investigated whether emtricitabine (FTC) is a
substrate and/or an inhibitor of MRP1. Moreover, we
reported the impact of FTC combined with Pls
(RTV, ATV, LPV) on Pgp and MRP1 expression and
function in lymphocytes from healthy donors, and on
their intracellular accumulation.

Using quantitative real time PCR, we have found
that PBMCs express high levels of MRP1 and
MDR1 (fig. 1), whereas nho mRNA for MRP 2 and 3
have been evidenced in our experimental
conditions. These facts have already been reported
by Northern-blot and Western-blot analyses
(Laupeze et al., 2001). This is consistent with the
speling of MRP2 as canalicular multiorganic
transporter present mainly in the canalicular
membrane of hepatocytes (Paulusma et al., 1997).
MRP3 is mainly expressed in the liver, in the colon,
in the intestine and in the adrenal gland and to a
lower extent in several other tissues (Kool et al.,
1997). MRP1 is the major MRP family member
expressed in PBMCs and widely accepted to cause
clinical drug resistance.

Pgp and MRP1 expression and function levels have
been found very variable between individuals as a
result of genetic and cellular factors (fig. 1, 2-B and
3-B). Nevertheless, the inter-individual variation
might be explained by the polymorphism of human
genes which encode specifically for Pgp and MRP1
efflux transporters. For instance, polymorphisms in
exon 26 of the human MDR1 gene which encodes
Pgp have been shown to correlate with its

expression. This may account for some of the
variability observed in Pgp (Cascorbi et al., 2001;
Hoffmeyer et al., 2001). The GCC repeat length in
the 5'UTR of MRP1 gene has recently been shown
to be polymorphic. This polymorphic length of the
GCC repeat might possibly be linked to additional
sequences involved in regulation of constitutive or
induced MRP1 expression (Nicolis et al., 2006).

Differential regulation of Pgp expression has been
reported, depending on target cells and ARV
compound. For instance, 3 uM ATV did not cause a
detectable increase in Pgp expression on LS180V
cells (Perloff et al., 2005). Ford and colleagues
observed no difference in Pgp expression on
lymphocytes following incubation with 10 pM RTV or
LPV in vitro (Ford et al., 2003). The induction of Pgp
protein expression after short-term treatment with
high concentrations of AZT was observed in
lymphoblastoid cell lines (Signoretti et al., 1997).
AZT increased expression of the genes encoding
Pgp, MRP4 and MRP5 in monocyte-derived
macrophages (Jorajuria et al., 2004). However,
there are no data on Pgp and MRP1 regulation by
FTC. Our results show no regulation of Pgp and
MRP1 expression by FTC 5 uM (fig. 2-B).

Even if FTC has no effect on Pgp and MRP1
expression, this study suggests that FTC inhibits
MRP1 function. Calcein-AM and vincristine are well-
established Pgp and MRP1 index substrates (Weiss
et al., 2003; Ozben, 2006). Verapamil is used as
Pgp and MRP inhibitor (Janneh et al., 2006),
cyclosporin A at the concentration of 2 uM as a
specific Pgp inhibitor (Legrand et al., 1998) and
MK571 30 pM as a specific inhibitor of MRP
associated drug-resistance (Gekeler et al., 1995).
Following the 72-h incubation with PBMCs, FTC 5

121



Résultats

UM decreases calcein-AM efflux with both verapamil
and MK571, but not with cyclosporin A (fig. 3-B).
FTC 5 uM decreases MRP activity (i.e. MRP1, in
our experimental system, see above). To determine
if FTC is also a substrate of MRP1, we measured
the intracellular accumulation of FTC in the
presence of the two different efflux protein inhibitors,
MK571 and cyclosporin A. MK571 50 pM, but not
cyclosporin A 2 uM, increase FTC accumulation (fig.
4). Taken together, these results suggest an
interaction of FTC with MRP1, in PBMCs.

Moreover, FTC increases calcein-AM and [3H]-
vincristine accumulation in a concentration-
dependent manner, like MK571 (fig. 5). According to
the previous results obtained in PBMCs, this
increase might be due to MRP1 inhibition by FTC
(until the concentration of 5 pM). However, it is
possible that high concentrations of FTC inhibit
other transporters. These findings are in agreement
with those published by Weiss and colleagues on
MDCKII cell lines overexpressing MRPs (Weiss et
al., 2007). In another study, only abacavir and
tenofovir disoproxil fumarate weakly inhibited Pgp
whereas all other NRTIs and tenofovir had no
interaction with Pgp (Storch et al., 2007).

MRP1 may contribute to drug-drug interactions in
vivo. Given that PIs and more particularly RTV, LPV
and ATV were associated with FTC, and that they
could interact with MRP (Jones et al., 2001; Van der
Sandt et al.,, 2001; Roucairol et al., 2007), we
evaluated combination effect on transporter
expression and function, and each compound
intracellular accumulation (table 2). We showed that
FTC combined with Pls had no effect on transporter
expression and function. Moreover, Pl accumulation
did not change in the presence of FTC and
inversely. Indeed, antiretroviral accumulation
depends on a dynamic balance between their
physiochemical properties, transport by influx or
efflux proteins, and their affinity for cellular proteins.
Pls penetrate cells by passive diffusion and are
sequestrated in cytoplasm due to protein binding.
Median intracellular accumulation ratios of FTC,
RTV, LPV and ATV indicate that they accumulate
within cells. These results are in agreement with
those in previous studies measuring accumulation
of SQV, RTV, ATV in PBMCs (Ford et al., 2006), of
SQV, RTV or indinavir (IDV) (Khoo et al., 2002), and
of ATV in CEM cells and PBMCs (Roucairol et al.,
2007). A hierarchy in intracellular accumulation of
Pls has been previously observed, most probably
related to the physiochemical characteristics of
these drugs such as lipophilicity and plasma protein
binding (Owen et Khoo, 2004).

The lack of FTC effect on Pl accumulation might be
explained by the fact that the system of efflux
proteins in PBMCs may be insufficient or
compensation between transporters may also occur.
However, efflux transporters in physiological
barriers play an important role in drug
pharmacokinetic (absorption-distribution and
elimination). If FTC decreased MRP1 on different
physiological barriers, drug (FTC or other MRP
substrates) accumulation could increase in plasma

and their accumulation in circulating cells like CD4+
cells could increase.

In conclusion, our results showed that emtricitabine
has both inhibitor and substrate characteristics with
MRP1 in PBMCs in vitro. Even if MRP2 and MRP3
were not evidenced in our system and experimental
conditions, the interaction of FTC with the last
transporters in other tissues could not be excluded.
Peak plasma concentrations of emtricitabine are
usually around 1.8 ug/ml (7.2 uM) (Emtriva
(emtricitabine) Product  Information, Gilead
Sciences, Inc., 2003) (Molina et al, 2004).
Considering these in vivo FTC concentrations, the in
vitro data suggest a potential for FTC to cause drug
interactions at the level of MRP-mediated drug
transport.

However, this study suggests no drug-drug
interactions between the NRTI emtricitabine and the
protease inhibitors LPV/RTV and ATV/RTV. FTC
accumulation in the case of a combination with
tenofovir or NRTIs remains to be determined. This
may highlight some reported observations in the use
of FTC and tenofovir drugs as a dual NRTI
backbone in combination therapy for the treatment
of HIV-1 disease (Borroto-Esoda et al., 2006). The
clinical relevance of these effects on HIV patients
undergoing antiretroviral treatment remains to be
elucidated.
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2- Résultats complémentaires sur I'expression des A RNm de la Pgp et de la MRP1

Cette expérience de RT-PCR (Réaction de Polymimnisah Chaine en Temps réel) est qualitative. Il
s’agit d'une comparaison de I'expression des ARNsagers de le Pgp et de la MRP1 par rapport &
celle d’'un gene de référence, la GAPDH (glycérajdéh3-phosphate déshydrogénase). La différence
d’expression est évaluée par comparaison du noabreycles de RT-PCR (€ Plus un géne est

exprimé, plus son nombre de cycle de PCR est faible
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Figure 43 : Etude de I'expression de la Pgp et de la MRP1 dans les CMSPs non traités par RT-PCR en
temps réel

A- Courbe d'intensité de fluorescence en fonction des cycles de PCR (Cr) pour les PCR avec
les amorces Pgp et GAPDH

Moyenne des Ct (N=5) pour la Pgp et la GAPDH

B- Courbe d'intensité de fluorescence en fonction des cycles de PCR (Ct) pour les PCR avec
les amorces MRP1 et GAPDH

Moyenne des Ct (N=5) pour la Pgp et la GAPDH

Ces résultats ne sont en rien quantitatif et narenette juste de déduire que la Pgp est moins
exprimée dans les CMSPs de patients sains que RDBAet que la MRP1 est un peu plus exprimée

gue ce méme gene de référence. La Pgp semble dancdup moins exprimée que la MRP1.
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Ceci avait déja été montré par Nathalie Didier @n slu laboratoire, par RT-PCR quantitative. Elle
avait montré que la MRP1 est 5 fois plus expriméesdes CMSPs que la Pgp. Dans cette méme

expérience, les ARNm des MRPs 2 et 3 n'étaientpéexctables.
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3- Discussion

Les résultats obtenus au cours de ce travail soplusieurs ordres. Tout d'abord, nous avons montré
gue les transporteurs ABC impliqgués dans l'effliantirétroviraux sont exprimés a des niveaux
détectables par RT-PCR dans les cellules monoregiégn activées du sang périphérique, principales
cibles du VIH-1. Cette étude a permis de savoilesFTC était substrat et/ou inhibiteur de ces
transporteurs. De plus, nous avons rapporté I'effieETC, associé ou non avec des IPs (RTV, ATV,
LPV), sur I'expression et la fonctionnalité de lgpPet des MRPs dans les lymphocytes de donneurs

sains, ainsi que les conséquences sur leur coatientitracellulaire.

Des expériences préliminaires de RT-PCR en tenmgls effectuées par Nathalie Didier, ont montré
que les CMSPs exprimaient de hauts niveaux d’ARNm genesnrpl (codant pour la MRP1) et
mdrl (codant pour la Pgp), alors que les ARNm des gemp2 et mrp3 (codant pour les MRPs 2 et
3) n‘ont pas pu étre détectés dans notre systéperimental. Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus par Northern-Blot et Western-Blot (Laupetel, 2001). En effet, la MRP2, également
appelé transporteur multi-organique canalicula@gst, majoritairement présente dans la membrane
canaliculaire des hépatocytes (Paulushal, 1997). La MRP3, quant a elle, est principalement
exprimée dans le foie, le colon, l'intestin, largla surrénale et a un bien moindre niveau dans
d’autres tissus (Koadt al, 1997).

D’autres expériences réalisées par la suite, onmptire en évidence que la MRP5 et dans une
moindre mesure la MRP6 étaient également expridées les CMSPs (voir le chapitrdR2sultats

Le FTC étant un analogue nucléosidique, il pouggitlement interagir avec la MRP5, transporteur de
nucléosides et nucléotides endogenes (Réterl, 2005 ; Wijnholdset al, 2000), méme si ce
transporteur, semblable a la MRP4, pourrait d'aag@tétre impliqué dans le transport de métabolites
mono-phosphorylés comme la d4T-MP (Wijnhotdsal, 2000), 'AZT-MP, le PMEA (Schuetgt al,
1999) ou le TFV (Ragt al, 2006).

Nos résultats ne montrent aucune régulation dgiléassion de la Pgp et de la MRP1 par le FTC seul
ou associé aux IPs. lls sont cohérents avec leséésnde la littérature. Dans des cellules LS180V,
3 UM d’ATV ne semblaient pas provoquer de difféeed@Expression de la Pgp (Perleffal, 2005).
Ford et al. n'ont pas observé de différence d’expression degja dans les lymphocytes traités avec
10 uM de RTV ou de LPV (Foret al, 2003). Cependant, aucune donnée n’est dispogildat a la
régulation de I'expression protéique de la PgpedbdMRP1 par le FTC.
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Méme si le FTC n’a aucun effet sur I'expressioriaBgp et de la MRP1 dans les lymphocytes, cette
étude suggeére gu'il inhibe la fonctionnalité des®éRAprés 72 h d’incubation, le FTC 5 uM diminue
I'efflux de la calcéine avec le verapamil et le MK mais pas avec la cyclosporine A.

Pour déterminer si le FTC est aussi substrat dedPdviRous avons mesuré l'accumulation
intracellulaire du FTC en présence des deux irdulpg utilisés précédemment (MK571 et
cyclosporine A). Le MK571 50 puM, et non la cyclospe A 2 pM, augmente la concentration du
FTC dans les CMSPs. L’ensemble de ces résultageseigt une interaction du FTC avec les MRPs
dans les CMSPs. Malheureusement, il n’existe pas,jaur, d’inhibiteur spécifiqgue d’'un seul membre
de la famille des MRPs. Il n’est dons pas posdilgaliscriminer celui impliqué dans le transport du
FTC dans les CMSPs.

De plus, le FTC augmente I'accumulation de calc@ifk et de PH]-vincristine d’'une maniére
concentration dépendante, tout comme le MK571. dfrarit compte des résultats précédents, cette
augmentation pourrait étre due a I'inhibition deRR4& par le FTC (jusqu’a la concentration de 5 puM).
Cependant, il est possible que de plus fortes cdrateons de FTC inhibent d’autres transporteurs.
Ces résultats sont en adéquation avec ceux obtiamssdes lignées cellulaires surexprimant les MRPs
(Weisset al., 2007-b).

Le FTC pourrait donc contribuer a des interactiorlicamenteusén vivo. Puisque les IPs, et plus
particulierement le RTV, le LPV et 'ATV, sont scemt co-administrés avec du FTC, nous avons
décidé d’étudier I'impact de I'inhibition des MRPsyr les concentrations intracellulaires de ces IPs
associés au FTC.

Méme si le FTC diminue I'activité des MRPs, il neaoge en rien 'accumulation des IPs dans la
cellule. Le systeme des protéines d’efflux pouréaie insuffisant dans les CMSPs. En effet, les IPs
rentrent dans la cellule de maniere passive etcgtaalent grace a des liaisons aux protéines
cytoplasmiques. lls pourraient donc saturer lessparteurs d'efflux présents a la surface des
lymphocytes. Il est également possible qu'il exids systemes de compensation entre les protéines
d’efflux, les IPs étant substrats de plusieursgpanteurs.

L'accumulation des ARV dans une cellule dépendétpuiilibre entre leurs propriétés physiologiques,
leur transport par des protéines d'efflux, et lefiinité pour les protéines cytoplasmiques. Leosat
concentration intracellulaire/concentration exthateire pour le FTC, I'ATV, le LPV, le RTV
indiquent qu’ils s’accumulent fortement dans lduel Ces résultats sont cohérents avec ceux de la
littérature, mesurant 'accumulation du saquiné8iQV), du RTV, de 'ATV dans les CMSPs (Fatl

al., 2006), du SQV, du RTV, de lindinavir (IDV) (Klecet al, 2002), et de I'ATV dans les cellules
épithéliales mammaires (CEM) et les CMSPs (Routaéb al, 2007). Une hiérarchie dans

'accumulation des IPs est observé (LPV>RTV>ATV)plmblement liée a leur caractéristiques
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physico-chimiques, telles que leur lipophilie ouurleliaison aux protéines plasmatiques et

cytoplasmiques (Owen et Khoo, 2004).

En résumé, nos résultats montrent que le FTC a datactéristiques, a la fois substrat et inhibiteur
des MRPs dans les CMSHs vitro. Bien que la MRP1 et la MRP5 soient les membresples
exprimeés de cette famille de transporteur, et gUdRP2 et la MRP3 n'aient pas été mis en évidence
dans nos conditions expérimentales, il n'est patueyue le FTC puisse interagir avec d’autres MRPs
dans d’autres tissus.

L'association avec le FTC n'ayant aucune conséauesunc les concentrations intracellulaires des IPs,
cette étude suggére également qu'il n'y a pas etaation médicamenteuse entre le FTC et les IPs
(LPV/rtv et ATV/rtv).
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Chapitre 2

Association Tenofovir — Emtricitabine — Efavirenz
Régulation in vitro des MRPs

Conséquences sur leur concentration intracellulaire

Ce travail a fait I'objet d’'un article soumis dafwstimicrobial Agents and Chemotherapy (juin 2008)

et ayant pour titre :
Combination of Tenofovir and Emtricitabine plus Efa virenz: In Vitro Modulation of MRP

transporter and Intracellular Drug Accumulation

Il a également été présenté aux congres suivants :

15" Conference on Retroviruses and Opportunistic Infec tions, Boston, 3-6 février 2008, Poster
n°755

9" International Workshop on Clinical Pharmacology of HIV Therapy, New Orleans, 7-9 avril
2008, Poster n°21

1- Introduction

Dans le premier chapitre de Résultats, nous avardiéél'association de I'emtricitabine avec les
inhibiteurs de la protéase (ritonavir, lopinavitazanavir), montrant qu'il n’y avait pas d'interact
médicamenteuse entre ces différentes moléculess Bans également montré que cet INTI, le FTC,
pouvait étre a la fois substrat et inhibiteur deRR8. Nous avons donc choisi de poursuivre nos
recherches sur une autre combinaison thérapeuwiepele FTC, utilisée par les cliniciens. Nous nous
sommes intéressés a I'ATRIPLA (Bristol-Myers SquithGilead Sciences) qui contient un INNTI,
I'efavirenz (EFV), un INTI, le FTC, et un INtTI, l&nofovir (TFV).

ATRIPLA est le premier régime posologique baséwsuseul comprimé a prendre une fois par jour
(Killingley et Pozniak, 2007). Il nous a semblé&irdssant d’étudier cette combinaison qui montra déj
une bonne efficacitén vivo. En effet, des études sur des patients traités BVE, TDF et EFV

montrent une meilleure pérennité de la suppresigoia charge virale et un meilleur maintien du taux
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de lymphocytes CD4, que des patients traités avaviddine / lamivudine et EFV (Arribaat al.,
2008 ; Poznialet al., 2006).

Cette étude nous a permis d'évaluer I'impact d’ométi-thérapie associant FTC, TFV, EFV, sur leurs
concentrations intracellulaires. Elle nous a égal@npermis de définir son impact sur I'expressibn e
la fonctionnalité des transporteurs ABC.

Les résultats expérimentaux montrent que les esliubitées en double (FTC+TFV ou TFV+EFV) ou
en triple association (FTC+TFV+EFV) ont des conidns intracellulaires plus élevées de FTC et
de TFV que les cellules traitées avec le FTC olR¥ seuls. En revanche, aucun changement dans la
concentration d’EFV n’est observe.

Le FTC induit I'expression du gémarp5, 'EFV induit I'expression des genexpl et mrp6, tandis

que le TFV tend a réduire I'expression des gemésl, mrpl, mrp5 et mrp6. Dans ces conditions
expérimentales, une diminution de la fonctionnaliéé MRPs par ces médicaments (seuls ou associés)

est observée et est associée a une inhibitiontdidecces transporteurs.
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Efflux proteins have been shown to greatly
affect uptake by cells of antiretroviral drugs and
to hamper their access to the HIV-1 replication
site. This study evaluated the factors that may
lead to drug-drug interactions between
emtricitabine (FTC), tenofovir (TFV) and
efavirenz (EFV), including modulation of efflux
transporter expression and function.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
from healthy volunteers were used to determine
whether or not the interaction between
antiretroviral drugs and target cells occurred in
any combinations of FTC, TFV, EFV, FTC+TFV,
TFV+EFV or FTC+TFV+EFV. Following 20-h
treatment with those combinations, intracellular
drug concentrations were measured by LC-
MS/MS. Efflux transporter functionality or
inhibitor drug properties were assessed by
measuring fluorescent dye efflux. Pgp (P-
glycoprotein), MRP  (multidrug resistance-
associated protein) and OAT (organic anion
transporter)  expression in  response to

treatments was quantified by semi-quantitative
real-time PCR (RT-PCR).

Cells treated in dual (FTC+TFV or TFV+EFV) or
triple combination (FTC+TFV+EFV) produced
higher FTC and TFV intracellular concentrations
compared with cells treated with FTC or TFV
alone. However, no change in EFV intracellular
concentration was observed. FTC induced mrp5
MRNA expression; EFV induced mrpl and mrp6
MRNA expression, whereas TFV tended to
reduce mdrl, mrpl, mrp5 and mrp6 mMRNA
expression. In these experimental conditions, a
decrease in MRP functionality was observed and
associated with direct inhibitory action of these
drugs.

This in vitro study reveals a benefit for the
combination therapy ATRIPLA (FTC+TFV+EFV),
in term of intracellular FTC and TFV
concentrations, and highlights the
pharmacological mechanisms leading to this
effect.

The combined administration of at least 3 anti-HIV
drugs from different drug classes as highly active
antiretroviral therapy (HAART) has been shown to
slow the progression of disease, improve survival,
and result in better virologic and immunologic
responses (10). The USA Panel of the International
AIDS Society recommends combination therapies
that comprise a non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitor (NNRTI) or a protease
inhibitor (PI) boosted with low-dose ritonavir, each
combined with two nucleoside/nucleotide reverse
transcriptase inhibitors (NRTI / NtRTI), for the
treatment of adult HIV infection (18). ATRIPLA
(Bristol-Myers Squibb and Gilead Sciences) which
contains the NNRTI efavirenz, the NRTI
emtricitabine, and the NtRTI tenofovir disoproxil
fumarate (TDF, an oral prodrug of tenofovir), is the
first once-daily single-tablet regimen (29).

Viral resistance, lack of adherence and
pharmacological factors may contribute to HIV
treatment failure. Efforts to predict treatment failure
currently focus on measurement of plasma
antiretroviral drug concentrations (38). However,
this is not the only relevant biological variable. Drug

efflux transport systems, such as P-glycoprotein
(Pgp) and multidrug resistance-associated proteins
(MRPs), resulting in low intracellular levels of
parental antiretroviral drugs or active derivates, are
of particular importance (26). The efficacy of a
combination therapy depends on the activation level
of targeted cells and on drug interactions which may
limit drug access to the target sites of HIV
replication.

MRPs and Pgp belong to the ATP-binding cassette
(ABC) superfamily of membrane transporter
proteins (20,30). They are present in lymphocytes
and monocytes (1,32) and on physiological barriers
[e.g. blood brain barrier (36)], where they are
involved in the active efflux of a wide variety of
drugs (17). Transport substrates of Pgp are mostly
hydrophobic. MRP substrates are represented by
amphiphilic anions like conjugates of lipophilic
compounds with glutathione, glucuronate, or sulfate
(32).

Interactions of protease inhibitors with Pgp and
MRPs have been extensively studied, showing that
they are either substrates or modulators of efflux
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transporters (9,15,23,33,42,48,54). However, data
concerning interaction of NNRTIs or NRTIs with
efflux transporters are sparse and conflicting.

Some studies report that NNRTIs are neither Pgp
substrates (13,50) nor Pgp modulators (7). Others
indicate the potential of long-term treatment with
efavirenz (EFV) to induce Pgp expression in
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) (9) or
in the LS180 cell line (57). EFV, but not tenofovir
(TFV) and emtricitabine (FTC), seems to inhibit Pgp
in MDCKII-mdrl cells (46,49). A recent publication
on the LS180 cell line, shows that long term
incubation with high concentrations of FTC, but not
TFV, can increase mdrl mRNA expression and Pgp
function (57).

Interaction of these drugs with MRPs has been
reported. The role of MRP4 in the renal elimination
of TFV has been demonstrated in MRP4 knockout
mice (24). In MRP2- and MRP4-overexpressing
MDCKII cells, Ray et al. (46) showed that MRP4,
but not MRP2, transport TFV. They also reported
that TFV does not interact with MRP2-mediated
calcein accumulation. However, in the same cell
line, Weiss et al. (56) demonstrated that TFV, EFV
and FTC interact with MRP1, MRP2 and MRP3.
Interaction of TFV with human OATs, hOAT1 and
hOAT3, two members of the SLC family, has also
been reported in the HEK293 transfected cell line
(52).

In vivo, combinations of tenofovir and lamivudine or
emtricitabine appear to provide improved virologic
responses (3). A regimen of TDF/FTC and EFV
demonstrates superior durability of viral load
suppression and an improved safety and
morphologic profile compared with
zidovudine/lamivudine and EFV (2,43). Drug
combinations are aimed at synergism between the
compounds, while reducing the likelihood of
development of drug resistance.

The present study assessed whether and how the
dual or triple combination of FTC, TFV and EFV
may lead to higher intracellular drug concentrations.
Particular emphasis was given to modulation of
transporter expression and function, or direct
transporter inhibition by antiretroviral agents.

METHODS

Subjects and cell treatment

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from
healthy donors (“Etablissement francais du sang”,
Rungis, France) were isolated and treated with
vehicle control (DMSO 0.2%, Sigma Aldrich, St
Quentin-Fallavier, France), emtricitabine (a
generous gift of Gilead Sciences, California, USA),
tenofovir (a generous gift of Gilead Sciences,
California, USA), efavirenz (a generous gift of
Bristol-Myers Squibb, New York, USA), alone or
combined (5 UM each) in RPMI-1640 medium
(Gibco, Cergy Pontoise, France) supplemented by
10% fetal bovine serum, 2 mmol/L glutamine, 50
po/mL penicillin, 50 pg/mL streptomycin and 100
pg/mL neomycin (Gibco) for 20 h at 37<C in a humid
atmosphere with 5% CO..

Quantitation of FTC, TFV and EFV in PBMC by
LC-MS/MS

Analytes were extracted from PBMCs, samples,
quality controls and standards, as has been
reported (44). A 40 pl fraction of the remaining
solution was injected into the HPLC-MS/MS as
previously described (35) and adapted for FTC and
EFV detection. Briefly, the chromatographic
separation was achieved on a Phenomenex Synergi
Polar-RP 4 pm 50 x 2 mm column (Phenomenex, Le
Pecq, France) thermostated at 40C with a mobile
phase consisting of 0.5% formic acid and a
methanol gradient delivered at a flow rate of
0.3 ml/min from 2 to 80%. The mass spectrometry
detection was performed with a triple quadrupole
tandem mass spectrometer Quantum Discovery
with an ESI source (Thermo-Fisher Scientific) in
positive ionization mode for TFV and FTC, and in
negative mode for EFV.

PBMCs (N=12) of each sample were counted using
a validated biochemical test as described (6).

Pgp or MRP function

In order to explain the differences on drug
quantitation, Pgp and MRP functionality was
assessed by measuring fluorescent dye efflux (0.1
pmol/l calcein-AM) in the presence or absence of
specific inhibitors [2 pM cyclosporin A (Sigma
Aldrich, St Quentin-Fallavier, France) and 30 uM
MK571 (Calbiochem, VWR, Fontenay-sous-Bois,
France)] for 30 min at 37<C. Cyclosporin A at the
concentration of 2 pM is a specific Pgp inhibitor (34)
and MK571 is a specific inhibitor of MRP-associated
drug-resistance (ie MRPs 1, 2, 3) (16). Cells were
then washed twice in cold PBS, fixed with CellFix
(1:20, 400 pL, 4€), and analyzed by flow
cytometry.

Fluorescence due to calcein was plotted as a
histogram of FL1 staining. Transporter function was
quantified as described (45) by using the following
equation:

Gmean caicein %100
Gmean jpnibitor

where Gmeancacein IS the geometric mean
fluorescence of calcein in the tested samples and
Gmeaninnivitor IS the geometric median fluorescence
of calcein in the presence of inhibitor.

Each experiment was performed on 7 different
donors.

Percentage activity (%) =100 -

Transporter mRNA expression

In order to explain the effect of antiretroviral therapy
on MRP functionality, we carried out further
experiments on mMRNA transporter expression.
Following the 20-h antiretroviral treatment, efflux
and influx transporter expression was determined by
RT-PCR (N=3).

RNA was isolated using the GenElute™ mammalian
total RNA kit (Sigma Aldrich). Total RNA
concentration and purity were then determined by
measuring absorbance at 260 nm and 280 nm. The
A260/A280 ratio ranged between 1.8 and 2. A
sample of 0.5 pg of total RNA was converted to
cDNA with random primers in a total volume of 10 pl
using RT? first strand Kit (Superarray Bioscience
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Corporation, Frederick, USA). The cDNA was
diluted with distilled water to a volume of 100 pl. A
volume of 2 ul was used for each primer set in a
specific RT2 Profiler PCR Array according to the
manufacturer's protocol. The plates used for the
analysis were ABC (abcbl, abccl, abcc2, abcc4,
abcch, abece6, abcg2) and SLC (sIc22A6, sIc22A8)
transporters PCR array (catalogue number: CAPH-
0468). Relative expression values were determined
by the following rules: due to the inverse
proportional relationship between the threshold
cycle (CT) and the original gene expression level,
and the doubling of the amount of product with
every cycle, the expression level was described as:
2T, Then, to normalize the expression level of a
gene of interest to a housekeeping gene, the
relative expression level was calculated as: 2“7,
where ACT is the difference of CT values for genes
of interest and the housekeeping gene
(hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transferase,
HPRT). If the CT was higher than 35, we considered
the expression level too low to be applicable.

Direct inhibitory effect of drug on calcein
accumulation

Direct drug inhibitory experiments were carried out
in order to highlight the pharmacological
mechanisms leading to intracellular  drug
concentrations. PBMCs (5x105 cells/ml) from
healthy donors (N=6) were incubated with MRP
inhibitor MK571 (30 pM) as a positive control, or
with different concentrations of FTC, TFV or EFV
[(0.5-10 uM), range of soluble and non-cytotoxic
concentrations (49)], for 30 min at 37C in 1 ml
complete RPMI medium. Drug accumulation was
initiated by the addition of calcein-AM (0.1 uM per 5
ml tube). Following 1-h incubation, cells were
centrifuged (500 g, 5 min, 4C), washed twice in
cold PBS, then fixed with CellFix (1:10, 400 pl, 4°C)
and analyzed by flow cytometry. Fluorescence due
to calcein was followed in channel 1 (FL1) and
plotted as a histogram of FL1 staining. The calcein
accumulation after incubation with calcein-AM
should be increased by the presence of MRP
substrate or inhibitor because of competition or
inhibition of calcein-AM efflux.

Statistics

Data are expressed as the mean + SEM. GraphPad
Prism® 3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) was used to perform statistical analysis to
highlight any statistically significant difference
between the data groups. The significance of
differences between groups and controls was
evaluated by using a one-way ANOVA with a
Dunnett’'s post-test or a two-tailed Student's t test.
Differences between means were considered to be
significant when the P-value was less than 0.05.

RESULTS

In vitro intracellular accumulation of
antiretroviral drugs in PBMCs treated for 20 h in
vitro

Drug concentrations were measured following the
20-h incubation. Compared with FTC alone, FTC
concentration increased by 42.4 + 6.3% when
combined with TFV (p=0.0002), and 61.1 + 13.7%
when combined with TFV+EFV (p=0.0007) (Figure
1-A). Compared with TFV alone, TFV concentration
increased by 30.0 * 8.4% when combined with FTC
(p=0.0045); 38.8 + 9.4% when combined with EFV
(p=0.0030); and 56.1 + 19.1% when combined with
FTC+EFV (p=0.0142) (Figure 1-B). Compared with
EFV alone, EFV concentration does not statistically
change when combined with TFV or with FTC+TFV
(Figure 1-C).
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Intracellular concentration of emtricitabine (A), tenofovir (B)
or efavirenz (C), alone or combined (pmol/million cells).
Data are expressed as means * SEM (n=12). The P
values (*: P<0.05; ** P<0.01; rokk P<0.001;
ns: nonsignificant) were determined by ANOVA with
Dunnett's multiple comparison test for post hoc
comparison of the results with vehicle control.
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Effect of 20-h treatment on Iymphocyte
multidrug resistance transporter function

In order to explain the differences seen by drug
guantitation alone or combined, we investigated
efflux transporter function following the 20-h cell
treatments. The percentage of MRP and Pgp
activity was evaluated by measuring the effect of
selective inhibitor of Pgp and MRPs (MK571 and
cyclosporin A, respectively) on calcein-AM
accumulation. Percentages of inhibition caused by
30uM  MK571 or 2puM cyclosporin A are
summarized in Table 1.

TABLE 1: ABC transporter activity measured by the e  ffect of selective inhibitor (2 uM cyclosporin A or

on calcein-AM accumulation

Cyclosporin A at the concentration of 2 uM caused
no statistically significant change in calcein-AM
accumulation in all treated cells

For all drugs combined or alone, the MRP function
decreases were statistically significant: P=0.0040 for
FTC treatment, P=0.0014 for TFV, P=0.0048 for
EFV, P=0.0141 for FTC+TFV, P=0.0021 for
TFV+EFV and P=0.0001 for FTC+TFV+EFV.

30 uM MK571)

Treatment Pgp activity MRP activity
Cyclosprine A 2 uM MK571 30 pM
Vehicle (DMSO 0,2%) 31.84 +3.42 32.20 +3.63
FTC 5 uM 32.29 +3.99 20.98 +3.22 **
TFV 5 uM 32.03 +4.46 17.39 +£3.47 **
EFV 5 uM 29.85+4.15 16.59 +1.84 **
FTC5uM + TFV 5 uM 29.90+5.35 19.64 £2.88 *
TFV 5 uM + EFV 5 uM 30.01 +4.05 9.73 £1.69 **
FTC5uM + TFV 5 uM + EFV 5 uM 27.53 £5.09 10.88 + 3.63 ***

PBMCs are treated with 5 pM emtricitabine (FTC), 5 uM tenofovir (TFV) and 5 pM efavirenz (EFV), alone or in combination, for
20 h. Data are represented as mean + SEM (N=7). The significance of differences between treated groups and vehicle control
was evaluated using Student’s t-test. A p-value < 0.05 was considered significant (*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001).

Expression of ABC and OAT transporter mRNA
in response to cell treatment with antiretroviral
drugs

Following the 20-h incubation with antiretroviral
regimen, the transporter mRNA expression was
investigated by semi-quantitative RT-PCR. We
evaluated expression of the mdrl, mrpl, mrp2,
mrp4, mrp5, mrp6, slc22A6, slc22A8, encoding for
Pgp, MRP1, MRP2, MRP4, MRP5, MRP6, OAT1
and OAT3 respectively. All these transporters are
thought to be involved in antiretroviral efflux. The
housekeeping gene (HPRT) was not significantly
modified by the treatments.

Treated or untreated cells had very low levels of
mrp2, mrp4, slc22A6 and slc22A8 mRNA. For these
genes, the CT was higher than 35. In our
experimental system, the rank order of mRNA
expression levels was mrp5 = Pgp = mrp1>> mrp6.

EFV, alone at the concentration of 5 uM, induced
mrpl and mrp6, which encode xenobiotic efflux
transporters. For mrpl, mRNA level increased from
2.0 (control) to 4.6 (cells treated with EFV)
(P=0.0055). For mrp6, mRNA level increased from
0.3 (control) to 3.2 (cells treated with EFV)
(P<0.0001).

FTC, alone at the concentration of 5 uM, induced
mrp5, which encode the nucleoside/nucleotide efflux
transporter MRP5. mRNA level increased from 3.3
(control) to 16.2 (cells treated with FTC) (P=0.0024).
For all the studied transporters (Pgp, MRP1, MRP5
and MRP6), TFV tended to reduce mRNA
expression. Pgp mRNA level decreased from 2.5
(control) to 0.5. MRP1 mRNA level decreased from
2.0 (control) to 0.45. MRP5 mRNA level decreased
from 3.3 (control) to 0.1. MRP6 mRNA level
decreased from 0.3 (control) to 0.1.
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mRNA expression level of Pgp (A), MRP1 (B), MRP5 (C) and MRP6 (D) in peripheral blood mononuclear cells treated with
emtricitabine (FTC), tenofovir (TFV), efavirenz (EFV), alone or combined. Data are expressed as a low-high bar graph; the
horizontal line represents the mean (N=3). The P values (*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ns: nonsignificant) were
determined by ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test for post hoc comparison of the results with vehicle control

Direct inhibitory effect of drug on calcein
accumulation
Direct inhibition of calcein-AM extrusion was

determined by measuring calcein fluorescence with
or without MK571, as a positive control, or different
doses of FTC, TFV and EFV (Figure 3).

With 30 pM MK571, calcein accumulation was
63.86% higher than in the control.

EFV increased intracellular calcein accumulation in
a concentration-dependent manner. EFV seemed to
be the better inhibitor with an effect at 10 uM similar
to 30 UM MK571 (68.95% higher than the control).
TFV increased intracellular calcein accumulation in
a concentration-dependent manner to 48.89% with
10 pM TFV (N=6). FTC increased intracellular
calcein accumulation in a concentration-dependent
manner to 33.18% with 10 uM FTC (N=6).
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Figure 3:

Calcein assay assessing the concentration-dependent
increase in intracellular fluorescence in lymphocytes
treated with efavirenz (EFV), tenofovir (TFV), emtricitabine
(FTC). The negative control was DMSO 0.2% and the
positive control 30 puM MK571. Data are expressed as
mean = SEM (N=6). The P values (**, P<0.01; ***
P<0.001) were determined by ANOVA with Dunett's
multiple comparison test for post hoc comparison of the
results with vehicle control.
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DISCUSSION

Drug interactions in patients with HAART are often
caused by more than one mechanism, such as
mutation in HIV reverse transcriptase or protease,
drug metabolism such as phosphorylation, or efflux
transporter modulation. This shows the importance
of knowing all the potential targets involved and
considering their complex interplay for dose
individualization (56). Very few studies have
considered the effect of the combination of
emtricitabine (FTC), tenofovir (TFV) and efavirenz
(EFV) on their intracellular concentrations and ABC
multidrug transporter modulation.

Twenty-hour cell treatment produced a significant
increase in FTC and TFV levels, with each
FTC+TFV, TFV+EFV or FTC+TFV+EFV
combinations, compared with the levels seen with
each individual drugs. Furthermore, dose-response
curves were generated for each drug in the
presence of rising concentration of the other drugs.
We show an increasing intracellular concentration of
TFV and FTC with rising doses of EFV. FTC
concentration increased with rising concentration of
TFV and vice versa. In all the cases, intracellular
nucleoside concentration reached a plateau, from 1
UM of EFV or 5 uM of the other nucleosides (data
not shown).

These results differ from those of Borroto-Esoda et
al. (8) regarding TFV concentration combined with
FTC in PBMCs but they are not inconsistent since
these authors used PBMCs stimulated by
phytohemagglutinin and interleukin-2. Stimulated
PBMCs have high levels of phosphorylated
metabolites and express different levels of efflux
transporters (5,53). Probably due to a very slow
phosphorylation in our inactivated experimental
system, intracellular FTC and TFV triphosphorylated
metabolite concentrations were around the lower
limit of quantitation of our assay method used for
NRTI-TP (44).

Regarding EFV, there was no change in EFV
guantitation alone or in combination. This might be
due to the intracellular/extracellular ratio which was
very high (around 44-fold), possibly saturating efflux
transporters. Alternatively EFV is possibly not a Pgp
or MRP substrate (13,50).

In order to explain the increasing FTC and TFV
concentrations in combination therapies, we
suggest ABC transporter interaction. We
investigated Pgp and MRP function, following the
20-h treatment with drug combinations. The
percentage of MRP and Pgp activites was
measured by the effect of selective inhibitor of Pgp
and MRPs (MK571 and cyclosporin A, respectively)
on calcein-AM accumulation. Calcein-AM is a well-
established Pgp and MRP index substrate (41,55). It
is a fluorogenic, highly lipid-soluble dye that rapidly
penetrates the plasma membrane. Inside the cell,
endogenous esterases produce the hydrophilic and
fluorescent dye calcein, which cannot leave the cell
via the plasma membrane (21). Whereas calcein-
AM is a substrate of Pgp and MRP, calcein is not.
Cyclosporin A at a concentration of 2 UM is a

specific Pgp inhibitor (34) and 30 uM MK571 a
specific inhibitor of MRP associated drug-resistance
(16). Using a functionality test with one substrate
and two specific inhibitors, the present study
provides evidence for a significant decrease in
MRP, but not Pgp, function in lymphocytes treated
for 20 h by FTC, TFV, and EFV, alone or in
combination (Table 1).

MRP transporters could play a role in intracellular
drug accumulation. However, they are not the only
cause. For example, treatments with FTC, TFV and
FTC+TFV had the same effect on MRP function, but
FTC or TFV concentrations were higher in the
combination therapy. Since nucleoside/nucleotide
analogues are hydrophilic, they could enter cells by
influx transporters, instead of passive diffusion. And
these influx transporters, like members of the SLC
family, could be modulated by drug combination
therapies.

In order to investigate the effect of antiretroviral
therapy on MRP functionality, we carried out further
experiments on mRNA transporter expression and
on direct transporter efflux inhibition by antiretroviral
drugs.

In our experimental system, mdrl, mrpl, mrp5 and
mrp6 mMRNA were quantifiable, whereas mrp2,
mrp4, bcrp, oatl and oat3 mRNAs were not
detectable. The mRNAs of mdrl, mrpl and mrp5
have been demonstrated in PBMCs (monocytes and
lymphocytes) (1,26,32). Expression levels of the
other genes levels were very low in our
experimental conditions.

Reduced MRP function was not related to
decreased expression of mrpl, mrp5 or mrp6
mRNAs, except for TFV. A significant dissociation
between expression and activity has been reported
(1,12,39,57).

The nucleoside analogue FTC induced mrp5
expression, which encodes the nucleoside and
nucleotide transporter MRP5 (22,47,58). EFV
induced mrpl and mrp6 expression, which both
encode xenobiotic transporters (4,11). TFV tended
to alter mdrl, mrpl, mrp5 and mrp6 mMRNA
expression.

These results suggest a different regulation
mechanism between  transporters. Nuclear
receptors, such as the androstane receptor (CAR)
and the pregnane X receptor (PXR), play an
important role in the transcriptional regulation and
induction of several genes like mdrl, mrp2 (27,51).
In contrast, for mrpl, there are only a few studies
which furthermore are controversial (28,37). The
mrpl and mrp6 gene promoters contain an Spl-
binding site, which is involved in the regulation of
their transcription (25,40). The nuclear factor-E2
p45-related factor (Nrf-2), a transcription factor for
the antioxidant responsive element, can be required
for both constitutive and inducible expression of
MRP1 (19). PXR is expressed in PBMCs (1);
transcription factors Sp-1 and Nrf-2 are ubiquitously
expressed in mammalian cells. EFV has recently
been demonstrated to act as a strong ligand of CAR
and PXR (14). No data are available for the other
drugs.
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Combination therapies did not affect transporter
expression, probably due to regulation
compensations between the different drugs.

Drug effect seen on MRP function was not caused
by a MRP expression modulation. Therefore, we
propose that it could be a direct effect on MRP
transport. FTC, TFV and EFV increased calcein-AM
accumulation in a concentration-dependent manner
from 0.5 puM to 10 uM (Figure 3), suggesting the
interaction of these compounds with MRP
transporters as described (46,56).

In conclusion, this in vitro study reveals a benefit for
a combination therapy like ATRIPLA, in term of FTC
and TFV intracellular drug concentrations. However,
there is always a balance between efficacy and
toxicity/adverse effects, and a good combination
therapy may require patient drug monitoring. This
effect on drug concentration seems to be partly due
to a decrease in MRP functionality, and particularly
to direct drug interaction with members of the MRP
family. We also provide evidence for different
pathways of transcriptional expression modulation
between efflux transporters.

Acknowledgments: We would like to thank the
Agence Nationale de Recherche sur le SIDA for
financial support.

REFERENCES

1. Albermann, N., F. H. Schmitz-Winnenthal, K.
Z'graggen, C. Volk, M. M. Hoffmann, W. E. Haefeli, and
J. Weiss. 2005. Expression of the drug transporters
MDR1/ABCB1, MRP1/ABCC1, MRP2/ABCC2,
BCRP/ABCG2, and PXR in peripheral blood mononuclear
cells and their relationship with the expression in intestine
and liver. Biochem.Pharmacol. 70:949-958.

2. Arribas, J. R., A. L. Pozniak, J. E. Gallant, E.
DeJesus, B. Gazzard, R. E. Campo, S. S. Chen, D.
MccCaoll, C. B. Holmes, J. Enejosa, J. J. Toole, and  A. K.
Cheng. 2007. Tenofovir  Disoproxil ~ Fumarate,
Emtricitabine, and Efavirenz Compared With
Zidovudine/Lamivudine and Efavirenz in Treatment-Naive
Patients: 144-Week Analysis. J
Acquir.Immune.Defic.Syndr.

3. Bartlett, J. A, S. S. Chen, and J. B. Quinn . 2007.
Comparative efficacy of nucleoside/nucleotide reverse
transcriptase inhibitors in combination with efavirenz:
results of a systematic overview. HIV.Clin.Trials 8:221-226.
4. Belinsky, M. G., Z. S. Chen, |. Shchaveleva, H. Zen g,
and G. D. Kruh. 2002. Characterization of the drug
resistance and transport properties of multidrug resistance
protein 6 (MRP6, ABCC6). Cancer Res. 62:6172-6177.

5. Belliard, A. M., S. Tardivel, R. Farinotti, B. Laco ur,
and C. Leroy . 2002. Effect of hr-IL2 treatment on intestinal
P-glycoprotein expression and activity in Caco-2 cells. J
Pharm.Pharmacol. 54:1103-1109.

6. Benech, H., F. Theodoro, A. Herbet, N. Page, D.
Schlemmer, A. Pruvost, J. Grassi, and J. R. Deverre
2004. Peripheral blood mononuclear cell counting using a
DNA-detection-based method. Anal.Biochem. 330:172-
174.

7. Berruet, N., S. Sentenac, D. Auchere, F. Gimenez, R
Farinotti, and C. Fernandez . 2005. Effect of efavirenz on
intestinal p-glycoprotein and hepatic p450 function in rats.
J Pharm.Pharm.Sci. 8:226-234.

8. Borroto-Esoda, K., J. E. Vela, F. Myrick, A. S. Ray ,
and M. D. Miller . 2006. In vitro evaluation of the anti-HIV
activity and metabolic interactions of tenofovir and
emtricitabine. Antivir.Ther. 11:377-384.

9. Chandler, B., L. Aimond, J. Ford, A. Owen, P.
Hoggard, S. Khoo, and D. Back . 2003. The effects of
protease inhibitors and  nonnucleoside  reverse
transcriptase inhibitors on p-glycoprotein expression in
peripheral  blood mononuclear cells in  vitro.
J.Acquir.Immune.Defic.Syndr. 33:551-556.

10. Chearskul, P., C. Rongkavilit, H. Al-Tatari, and B.
Asmar. 2006. New antiretroviral drugs in clinical use.
Indian J.Pediatr. 73:335-341.

11. Choudhuri, S. and C. D. Klaassen . 2006. Structure,
function, expression, genomic organization, and single
nucleotide polymorphisms of human ABCB1 (MDR1),
ABCC (MRP), and ABCG2 (BCRP) efflux transporters.
Int.J.Toxicol. 25:231-259.

12. De, M. B., C. Dhooge, and J. Philippe . 1999.
Discordance of P-glycoprotein expression and function in
acute leukemia. Adv.Exp.Med.Biol. 457:107-118.

13. Dirson, G., C. Fernandez, P. Hindlet, F. Roux, M.
German-Fattal, F. Gimenez, and R. Farinotti . 2006.
Efavirenz does not interact with the ABCB1 transporter at
the blood-brain barrier. Pharm.Res. 23:1525-1532.

14. Faucette, S. R., T. C. Zhang, R. Moore, T. Sueyoshi ,
C. J. Omiecinski, E. L. LeCluyse, M. Negishi, and H
Wang. 2007. Relative activation of human pregnane X
receptor versus constitutive androstane receptor defines
distinct classes of CYP2B6 and CYP3A4 inducers.
J.Pharmacol.Exp.Ther 320:72-80.

15. Ford, J., E. R. Meaden, P. G. Hoggard, M. Dalton, P
Newton, |. Williams, S. H. Khoo, and D. J. Back . 2003.
Effect of protease inhibitor-containing regimens on
lymphocyte multidrug resistance transporter expression.
J.Antimicrob.Chemother. 52:354-358.

16. Gekeler, V., W. Ise, K. H. Sanders, W. R. Ulrich, a nd
J. Beck. 1995. The leukotriene LTD4 receptor antagonist
MK571 specifically modulates MRP associated multidrug
resistance. Biochem.Biophys.Res.Commun. 208:345-352.
17. Gottesman, M. M., C. Cardarelli, S. Goldenberg, T.
Licht, and I. Pastan . 1998. Selection and maintenance of
multidrug-resistant cells. Methods Enzymol. 292:248-258.
18. Hammer, S. M., M. S. Saag, M. Schechter, J. S.
Montaner, R. T. Schooley, D. M. Jacobsen, M. A.
Thompson, C. C. Carpenter, M. A. Fischl, B. G.
Gazzard, J. M. Gatell, M. S. Hirsch, D. A. Katzenst ein,
D. D. Richman, S. Vella, P. G. Yeni, and P. A
Volberding . 2006. Treatment for adult HIV infection: 2006
recommendations of the International AIDS Society--USA
panel. Top.HIV.Med. 14:827-843.

19. Hayashi, A., H. Suzuki, K. Itoh, M. Yamamoto, and
Y. Sugiyama . 2003. Transcription factor Nrf2 is required
for the constitutive and inducible expression of multidrug
resistance-associated protein 1 in mouse embryo
fibroblasts. Biochem.Biophys.Res.Commun. 310:824-829.
20. Higgins, C. F. 1992. ABC transporters: from
microorganisms to man. Annu.Rev.Cell Biol. 8:67-113.

21. Hollo, Z., L. Homolya, T. Hegedus, and B. Sarkadi
1996. Transport properties of the multidrug resistance-
associated protein (MRP) in human tumour cells. FEBS
Lett. 383:99-104.

22. Homolya, L., A. Varadi, and B. Sarkadi . 2003.
Multidrug resistance-associated proteins: Export pumps for
conjugates with glutathione, glucuronate or sulfate.
Biofactors 17:103-114.

23. Huisman, M. T., J. W. Smit, H. R. Wiltshire, R. M.
Hoetelmans, J. H. Beijnen, and A. H. Schinkel . 2001. P-
glycoprotein limits oral availability, brain, and fetal
penetration of saquinavir even with high doses of ritonavir.
Mol.Pharmacol. 59:806-813.

24. Imaoka, T., H. Kusuhara, M. Adachi, J. D. Schuetz,
K. Takeuchi, and Y. Sugiyama . 2007. Functional
involvement of multidrug resistance-associated protein 4

139



Résultats

(MRP4/ABCC4) in the renal elimination of the antiviral
drugs adefovir and tenofovir. Mol.Pharmacol. 71:619-627.
25. Jiang, Q., Y. Matsuzaki, K. Li, and J. Uitto . 2006.
Transcriptional regulation and characterization of the
promoter region of the human ABCC6 gene. J.Invest
Dermatol. 126:325-335.

26. Jorajuria, S., N. reuddre-Bosquet, F. Becher, S.
Martin, F. Porcheray, A. Garrigues, A. Mabondzo, H.
Benech, J. Grassi, S. Orlowski, D. Dormont, and P.
Clayette. 2004. ATP binding cassette multidrug
transporters limit the anti-HIV activity of zidovudine and
indinavir in infected human macrophages. Antivir.Ther
9:519-528.

27. Kast, H. R., B. Goodwin, P. T. Tarr, S. A. Jones, A
M. Anisfeld, C. M. Stoltz, P. Tontonoz, S. Kliewer, T. M.
Willson, and P. A. Edwards . 2002. Regulation of
multidrug resistance-associated protein 2 (ABCC2) by the
nuclear receptors pregnane X receptor, farnesoid X-
activated receptor, and constitutive androstane receptor.
J.Biol.Chem. 277:2908-2915.

28. Kauffmann, H. M., S. Pfannschmidt, H. Zoller, A.
Benz, B. Vorderstemann, J. |. Webster, and D. Schre  nk.
2002. Influence of redox-active compounds and PXR-
activators on human MRP1 and MRP2 gene expression.
Toxicology 171:137-146.

29. Killingley, B. and A. Pozniak . 2007. The first once-
daily single-tablet regimen for the treatment of HIV-infected
patients. Drugs Today (Barc.) 43:427-442.

30. Klein, I, B. Sarkadi, and A. Varadi . 1999. An
inventory of the human ABC proteins.
Biochim.Biophys.Acta 1461:237-262.

31. Krishna, R. and L. D. Mayer . 2000. Multidrug
resistance (MDR) in cancer. Mechanisms, reversal using
modulators of MDR and the role of MDR modulators in
influencing the pharmacokinetics of anticancer drugs.
Eur.J.Pharm.Sci. 11:265-283.

32. Laupeze, B., L. Amiot, L. Payen, B. Drenou, J. M.
Grosset, G. Lehne, R. Fauchet, and O. Fardel . 2001.
Multidrug resistance protein (MRP) activity in normal
mature leukocytes and CD34-positive hematopoietic cells
from peripheral blood. Life Sci. 68:1323-1331.

33. Lee, C. G., M. M. Gottesman, C. O. Cardarelli, M.
Ramachandra, K. T. Jeang, S. V. Ambudkar, I. Pastan ,
and S. Dey. 1998. HIV-1 protease inhibitors are substrates
for the MDR1 multidrug transporter. Biochemistry 37:3594-
3601.

34. Legrand, O., G. Simonin, J. Y. Perrot, R. Zittoun,
and J. P. Marie. 1998. Pgp and MRP activities using
calcein-AM are prognostic factors in adult acute myeloid
leukemia patients. Blood 91:4480-4488.

35. Levi M and Pruvost A . 2006. Abstr. 7th International
Workshop on Clinical Pharmacology of HIV Therapy, abstr.
69. Sensitive HPLC-ESI-MS/MS method for the
simultaneous quantitative determination of Abacauvir,
Lamivudine and Tenofovir in human plasma.

36. Loscher, W. and H. Potschka . 2005. Blood-brain
barrier active efflux transporters: ATP-binding cassette
gene family. NeuroRx. 2:86-98.

37. Magnarin, M., M. Morelli, A. Rosati, F. Bartoli, L.
Candussio, T. Giraldi, and G. Decorti . 2004. Induction of
proteins involved in multidrug resistance (P-glycoprotein,
MRP1, MRP2, LRP) and of CYP 3A4 by rifampicin in LLC-
PK1 cells. Eur.J.Pharmacol. 483:19-28.

38. Masuhr, A., M. Mueller, V. Simon, T. Zwingers, M.
Kurowski, H. Jessen, E. Lauenroth-Mai, A. Moll, D.
Schranz, C. Moecklinghoff, and K. Arasteh . 2002.
Predictors of treatment failure during highly active
antiretroviral therapy (racing trial). Eur.J.Med.Res. 7:341-
346.

39. Meaden, E. R., P. G. Hoggard, S. H. Khoo, and D. J.
Back. 2002. Determination of P-gp and MRP1 expression
and function in peripheral blood mononuclear cells in vivo.
J.Immunol.Methods 262:159-165.

40. Muredda, M., K. Nunoya, R. A. Burtch-Wright, E. U.
Kurz, S. P. Cole, and R. G. Deeley . 2003. Cloning and
Characterization of the Murine and Rat mrpl Promoter
Regions. Mol.Pharmacol. 64:1259-1269.

41. Ozben, T. 2006. Mechanisms and strategies to
overcome multiple drug resistance in cancer. FEBS Lett.
580:2903-2909.

42. Perloff, M. D., L. L. Von Moltke, J. E. Marchand, a nd
D. J. Greenblatt . 2001. Ritonavir induces P-glycoprotein
expression, multidrug resistance-associated protein
(MRP1) expression, and drug transporter-mediated activity
in a human intestinal cell line. J.Pharm.Sci. 90:1829-1837.
43. Pozniak, A. L., J. E. Gallant, E. DeJesus, J. R.
Arribas, B. Gazzard, R. E. Campo, S. S. Chen, D.
MccColl, J. Enejosa, J. J. Toole, and A. K. Cheng . 2006.
Tenofovir disoproxil fumarate, emtricitabine, and efavirenz
versus fixed-dose zidovudine/lamivudine and efavirenz in
antiretroviral-naive patients: virologic, immunologic, and
morphologic changes--a 96-week analysis. J
Acquir.Immune.Defic.Syndr. 43:535-540.

44. Pruvost, A.,, F. Theodoro, L. Agrofoglio, E.
Negredo, and H. Benech . 2008. Specificity enhancement
with LC-positive ESI-MS/MS for the measurement of
nucleotides: application to the quantitative determination of
carbovir triphosphate, lamivudine triphosphate and
tenofovir diphosphate in human peripheral blood
mononuclear cells. J.Mass Spectrom. 43:224-233.

45. Rautio, J., J. E. Humphreys, L. O. Webster, A.
Balakrishnan, J. P. Keogh, J. R. Kunta, C. J. Serab jit-
Singh, and J. W. Polli . 2006. In vitro p-glycoprotein
inhibition assays for assessment of clinical drug interaction
potential of new drug candidates: a recommendation for
probe substrates. Drug Metab Dispos. 34:786-792.

46. Ray, A. S., T. Cihlar, K. L. Robinson, L. Tong, J. E.
Vela, M. D. Fuller, L. M. Wieman, E. J. Eisenberg, and
G. R. Rhodes. 2006. Mechanism of active renal tubular
efflux of tenofovir. Antimicrob.Agents Chemother. 50:3297-
3304.

47. Ritter, C. A., G. Jedlitschky, S. H. Meyer Zu, M.
Grube, K. Kock, and H. K. Kroemer . 2005. Cellular
export of drugs and signaling molecules by the ATP-
binding cassette transporters MRP4 (ABCC4) and MRP5
(ABCC5). Drug Metab Rev. 37:253-278.

48. Seelig, A., X. L. Blatter, and F. Wohnsland . 2000.
Substrate recognition by P-glycoprotein and the multidrug
resistance-associated protein MRP1: a comparison.
Int.J.Clin.Pharmacol.Ther. 38:111-121.

49. Storch, C. H., D. Theile, H. Lindenmaier, W. E.
Haefeli, and J. Weiss . 2007. Comparison of the inhibitory
activity of anti-HIV  drugs on  P-glycoprotein.
Biochem.Pharmacol. 73:1573-1581.

50. Stormer, E., L. L. Von Moltke, M. D. Perloff, and D

J. Greenblatt . 2002. Differential modulation of P-
glycoprotein expression and activity by non-nucleoside
HIV-1 reverse transcriptase inhibitors in cell culture.
Pharm.Res. 19:1038-1045.

51. Synold, T. W., I. Dussault, and B. M. Forman . 2001.
The orphan nuclear receptor SXR coordinately regulates
drug metabolism and efflux. Nat.Med. 7:584-590.

52. Uwai, Y., H. Ida, Y. Tsuji, T. Katsura, and K. Inui
2007. Renal transport of adefovir, cidofovir, and tenofovir
by SLC22A family members (hOAT1, hOAT3, and
hOCT2). Pharm.Res. 24:811-815.

53. Veau, C., L. Faivre, S. Tardivel, M. Soursac, H.
Banide, B. Lacour, and R. Farinotti . 2002. Effect of
interleukin-2 on intestinal P-glycoprotein expression and
functionality in mice. J Pharmacol.Exp.Ther. 302:742-750.
54. Vishnuvardhan, D., L. L. Moltke, C. Richert, and D.

J. Greenblatt . 2003. Lopinavir: acute exposure inhibits P-
glycoprotein; extended exposure induces P-glycoprotein.
AIDS 17:1092-1094.

55. Weiss, J., S. M. Dormann, M. Martin-Facklam, C. J.
Kerpen, N. Ketabi-Kiyanvash, and W. E. Haefeli . 2003.

140



Résultats

Inhibition of P-glycoprotein by newer antidepressants.
J.Pharmacol.Exp.Ther. 305:197-204.

56. Weiss, J., D. Theile, N. Ketabi-Kiyanvash, H.
Lindenmaier, and W. E. Haefeli . 2007. Inhibition of
MRP1/ABCC1l, MRP2/ABCC2, and MRP3/ABCC3 hy
nucleoside, nucleotide, and non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors. Drug Metab Dispos. 35:340-344.
57. Weiss, J., N. Weis, N. Ketabi-Kiyanvash, C. H.
Storch, and W. E. Haefeli . 2008. Comparison of the

induction of P-glycoprotein activity by nucleotide,
nucleoside, and non-nucleoside reverse transcriptase
inhibitors. Eur.J.Pharmacol. 579:104-109.

58. Wijnholds, J., C. A. Mol, D. L. van, H. M. de, G. L
Scheffer, F. Baas, J. H. Beijnen, R. J. Scheper, S.
Hatse, C. E. De, J. Balzarini, and P. Borst . 2000.
Multidrug-resistance protein 5 is a multispecific organic
anion transporter able to transport nucleotide analogs.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S A 97:7476-7481.

141



Résultats

2- Résultats complémentaires

2-1- Expression protéique des transporteurs Pgp et MRP1

Apres 20 h de traitement avec les différentes coaibons thérapeutiques associant FTC, TFV et
EFV, l'expression de la Pgp et de la MRP1 sont mé&su par immunofluorescence directe en

cytométrie de flux. Les résultats sont exprimésneyenne d’intensité de fluorescence, normalisée par
le contrble isotypique.

En comparaison avec le témoin négatif (cellulessea avec 0.2% de DMSO), les cellules traitées par
les molécules seules ou bien en association neremtas de changement significatif de I'expression
de la Pgp ou de la MRP1 dans les lymphocytes os l@arCMSPs totaux (N=5).
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Figure 44 : Effet des différents traitements (FTC, TFV, EFV, FTC+TFV, TFV+EFV, FTC+TFV+EFV) sur
I'expression des transporteurs dans les lymphocytes
A- Pgp
B- MRP1

2-2- Effet dose sur les concentrations de médicaments en association
Afin de voir si l'effet observé sur les concentwas intracellulaires de FTC et TFV étaient

concentration-dépendant, nous avons réalisé diffeeffets doses en faisant varier les concentr&tio

d’'une seule molécule (N=5).
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Les concentrations de FTC et de TFV augmentent éesaloses croissantes d’EFV. La concentration

de FTC augmente avec des doses croissantes detMoé versa. Les concentrations intracellulaires

de nucléosides atteignent un plateau commencapiN d'EFV ou 5 pM des autres nucléosides.

Figure 45 :

Figure 46 :
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Figure 47 :

Figure 48 :

Association FTC 5uM +TFV 5uM + EFV a différentes

33
31 A
29 A
27 A
25
23 A
21 7
19 5
17 A

Concentration intracellulaire de
FTC (uM)

concentrations

15

5 10 15 20 25
Concentration de EFV (uM)

30

Concentration intracellulaire de FTC dosé en LC-MS/MS, en association avec le TFV et 'EFV [a

différentes concentrations (1, 5 et 25 pM)]

2,5 4

2,3 1

2,1

TRV (M)

1,9

17 4

Concentration intracellulaire de

1517

Association FTC 5uM +TFV 5uM + EFV a différentes

concentrations

5 10 15 20
Concentration de EFV (uM)

25

30

Concentration intracellulaire de TFV dosé en LC-MS/MS, en association avec le FTC et 'EFV [a

différentes concentrations (1, 5 et 25 pM)]

144



Résultats

Figure 49 :
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3- Discussion

Les interactions médicamenteuses chez les pasents multi-thérapies antirétrovirales sont souvent
causées par plus d’un mécanisme, tels que lesiongale la transcriptase inverse ou de la protéase
du VIH, le métabolisme des médicaments, ou la edgul des transporteurs d’efflux. Il est donc
important de connaitre les cibles pharmacologiquatentielles impliquées, et de considérer leur
possible interconnexion pour l'individualisationsd#oses administrées (Weesl., 2007-b).

Trés peu d'études se sont intéressées a l'effetadsociation FTC, TFV et EFV, sur leurs

concentrations intracellulaires et sur la régutaties transporteurs ABC.

Vingt heures de traitement avec les combinaisomdsagieutiques a engendré une augmentation
significative des concentrations de FTC et TFV,deable (FTC+TFV et TFV+EFV) ou en triple
(FTC+TFV+EFV) associations, comparé aux concemtnatiobservées avec les médicaments seuls.
Ces résultats ont été confirmés par les courbeffet’dose obtenus pour le FTC et le TFV, en
présence de concentrations croissantes des aléckhsaments.

Concernant les concentrations de TFV lorsqu’ilasstocié au FTC, ces données sont différentes de
celles de I'équipe de Borroto-Esoda, mais ne sastipcohérentes. En effet, les auteurs ne voient
aucune différence de concentration du TFV gu'it ssisocié ou non avec le FTC, dans des CMSPs
stimulés par la phytohémaglutinine et I'interlewkia (Borroto-Esodat al., 2006). Nous n’avons pas
voulu utiliser de cellules stimulées car elles @rpnt des niveaux différents de transporteurs ldieff
(Belliard et al., 2002 ; Veawet al., 2002), ainsi que de hauts niveaux de métabgtitesphorylés.
Nous voulions seulement voir 'interaction des rmealés méres avec les transporteurs présents a la
surface des cellules. Les résultats observés papt®eEsoda peuvent également s’expliquer par le
fait que I'expérience a été réalisée sur seulerdenk patients, ce qui est trés peu étant donnée la
grande variabilité interindividuelle.

Probablement a cause du bas niveau de phosphorylatans notre systeme inactive, les
concentrations intracellulaires de FTC et TFV tagphorylés ont été trouvées autour de la limite de
quantification de la méthode de dosage des INTHiEPonible au laboratoire (Pruvaatal., 2008). Il
aurait été intéressant de pouvoir doser ces métedbajui pourraient également étre substrats des
MRPs, transporteurs d’'anions. Il a été montré @geMRP4 et MRP5 pouvaient augmenter I'efflux
d’analogues nucléosidiques phosphorylés utilisés dies thérapies anti-cancer et anti-VIH, tels que
les monophosphates thiopurines (Wielimgal., 2002), le PMEA et 'AZT-MP (Schuett al., 1999).

De plus, les traitements pourraient également nevdes enzymes telles que les kinases, et poutraien

influer les concentrations de médicaments phospé®(jRay, 2005).
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Concernant les concentrations intracellulaires ¥EFn'y a aucun changement qu’il soit seul ourbie
en double ou triple association avec le FTC ou B/ .TCeci pourrait étre di au fait que le ratio
concentrations intracellulaire / extracellulair¢ &8s élevé (environ 44 fois plus haut), pouvansia
saturer les transporteurs d'efflux présents auanivdes CMSPs. Il serait également possible que
'EFV ne soit pas substrat de ces transporteursyo® cela a déja été montré pour la Pgp (Dieson
al., 2006 ; Stormeet al., 2002).

Dans le but dexpliquer les concentrations croitsmmde FTC et TFV dans les combinaisons
thérapeutiques, nous avons fait I'hypothése d'urteraction avec les transporteurs d’efflux. Nous
avons recherché la fonctionnalité des transportBggs et MRPs, aprés 20 h de traitement avec les
différentes combinaisons médicamenteuses. Enauttlisn test de fonctionnalité avec un substrat (la
calcéine-AM) et deux inhibiteurs spécifiques (cygorine A et MK571), nous avons mis en évidence
une diminution du pourcentage d’activité des MRRais pas de la Pgp, dans les cellules traitées par
le FTC, le TRV, 'EFV, seuls ou bien associés, iaguport au contréle (0.2% DMSO).

Les transporteurs MRPs pourraient donc jouer ue idns l'accumulation intracellulaire des
antirétroviraux. Cependant, cela ne semble pad&seule raison. En effet, pour les traitementcav

le FTC, le TFV et l'association FTC+TFV, il y a qument le méme effet sur la fonctionnalité des
MRPs et pourtant les concentrations intracellutaisent plus élevées dans le cas de la double
association. Parce que les analogues nucléosidmuodéotidiques sont hydrophiles, ils pourraient
pénétrer dans la cellule par des transporteur§lukiet non par diffusion passive (Ray, 2005). E$ c
derniers pourraient également étre soumis a deslatéans lors des diverses combinaisons

médicamenteuses.

Pour expliquer I'effet des thérapies anti-VIH sarfonctionnalité des MRPs, nous avons réalisé des
expériences complémentaires sur I'expression ddsmAldes transporteurs, ainsi que sur l'interaction
directe des médicaments avec les transporteurs.

Dans notre systéme expérimental, les ARNm des gadels mrpl, mrp5 etmrp6 sont quantifiables,
alors que ceux des géenmsp2, mrpd, berp, oatl et oat3 ne sont pas détectables (les cycles de PCR
sont dans ce cas-ci, au-dela de 35). Les ARNm élessgmdrl, mrpl et mrp5 ont été mis en évidence
précédemment dans les CMSPs (lymphocytes et mas)cfAlbermanret al., 2005, Laupézet al.,
2001 ; Jorajurieet al., 2004-a). La MRP2 et la BCRP ont été mis en éddeégalement dans les
CMSPs (Albermanet al., 2005 ; Jannekt al., 2005) mais ne sont quantifiables dans nos dondit
expérimentales, les CMSPs issues de I'EtablisseRramicais du sang ont 48 h et sont mis en culture
pendant 20 h supplémentaires.

Le FTC, analogue nucléosidique, induit I'expressilongéne mrp5, qui code pour le transporteur de
nucléosides et nucléotides MRP5 (Homodyal., 2003 ; Ritteret al., 2005 ; Wijnholdset al., 2000).
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L’EFV induit I'expression des genesrpl et mrp6, qui codent pour des transporteurs de
xénobiotiques (Belinskyt al., 2002 ; Choudhuri et Klaassen, 2006). Le TFV, tand a réduire
I'expression de tous les transporteurs présemdsl, mrpl, mrp5 et mrp6. Ces résultats suggérent un
mécanisme de régulation différent entre les diffé&séransporteurs.

Cependant, au niveau de I'expression protéiques moavons observé aucune différence entre les
cellules traitées ou contrdle, ainsi qu’entre lg&kents traitements. Ceci suggere qu'il n'y a pias
corrélation entre I'expression transcriptionneltel’'expression protéique des transporteurs étudiés
(Bergrenn et al., 2007), et gu’interviennent sans doute dautrégeaux de régulation post-
transcriptionnel et traductionnel.

Les combinaisons thérapeutiques associant FTC, 8tFsfFV n’affectent pas I'expression des génes
des transporteurs étudiés, ceci pourrait étre dflsgphénoménes de compensations de régulation entre

les différents médicaments.

L'effet des médicaments observé sur la fonctiomdales MRPs, n'est donc pas di a une modulation
de l'expression génique ou protéique, mais a umerdation directe des médicaments avec ces
transporteurs. En effet, le FTC, le TFV et 'EFVgaentent de facon concentration-dépendante
I'efflux d’'un substrat des MRPs, la calcéine-AM.tteeinteraction avait été démontré précédemment
sur des lignées MDCKII surexprimant les différen#iRPs (Rayet al., 2006 ; Weisst al., 2007-a).

En conclusion, cette étudm vitro a permis de montrer un bénéfice pour une comlunais
thérapeutique telle qu’ATRIPLA, en termes de cotreions intracellulaires pour le FTC et le TFV.
Cependant, il existe un équilibre fragile entreceffité et toxicité. Si les concentrations sonptro

élevées, ne risquent-elles pas de devenir toxigude multiplier les effets secondaires ?

Dans ce contexte, nous avons débuté une étudeo chez des patients infectés par le VIH-1 et suivis
a I'népital Saint-Antoine, dans le service du Pira@l. Le but de ce travail est d’évaluer chez ces
patients faisant I'objet d’'un changement de tragetret suivis au temps 0 et aprés 1, 3 et 6 mois de
traitement, I'influence de I'emtricitabine et/ou tenofovir sur :
- les concentrations plasmatiques et dans les CM$%sdeux NRTIs (emtricitabine &
tenofovir) et leurs métabolites phosphorylés (FTE-8t TFV-DP) ; des IPs (RTV, LPV,
ATV) ainsi que celles de I'efavirenz
- I'expression de la Pgp, MRPs et BCRP dans leslesllonononucléées du sang périphérique
(CMSPs). L’expression des protéines defflux sersssa corrélée a la charge virale
plasmatique
L'objectif est donc, d’analyser les comportementstuels des molécules, ritonavir, ténofovir et

emtricitabine, reconnues ou non par les transpartel’efficacité croissante des associations
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antirétrovirales pourrait trouver une origine déimportance des concentrations intracellulaires de
IPs (e.i. RTV, LPV, ATV), des NNRTIs (e.i. EFV) et/ des NRTIs (FTC, TFV). A l'inverse, des

échecs pourraient s’expliquer par des concentsiitracellulaires faibles de ces composés.

149



Résultats

Chapitre 3

Effet de I'atazanavir sur les transporteurs ABC aux niveaux central et périphérique

Passage de I'atazanavir a travers un modele in vitro de BHE

Ce travail a fait I'objet d’'un article accepté dafidS Research and Human Retroviruses (3 mai
2008) et ayant pour titre :

Comparison of ABC transporter modulation by atazana  vir in lymphocytes and human brain
endothelial cells: ABC transporters are involved in the atazanavir-limited passage across an in

vitro human model of the blood-brain barrier

Il a également été présenté au congres suivant :
11" European AIDS Conference, Madrid, 24-27 octobre 20 07, Poster 3.2-03

1- Introduction

L’objectif de cette étude a été de comparer I'effet’ ATV sur I'expression et la fonctionnalité des
transporteurs d’efflux dans les lymphocytes huméausniveau de la circulation périphérique) et dans
les cellules endothéliales cérébrales humainesif@au du systéme central), ainsi que de déterminer
si les interactions de I'ATV avec les transportediefflux pouvaient limiter son passage a travers |
BHE. Dans cette optique, nous avons utilisé le neiaevitro de BHE humaine récemment publié et
validé au laboratoire, susceptible de prédire fassports passif et actif de molécules dans le SNC
(Josserandt al., 2006 ; Megaret al., 2002).

Cette étude comparative nous a semblé pertineraiet €onnés les différents mécanismes de
régulation, les différents niveaux d’expression tlassporteurs, des facteurs de transcriptiontaxis

au niveau central et au niveau périphérique.

Les données cliniques et biologiques chez lessssfaopositifs pour le VIH-1 montrent que le SNC
est un organe cible de cette infection, a la faisa@t que réservoir viral mais aussi lieu de o&pion
virale. Environ 30% des patients sidéens dévelappre encéphalopathie a VIH-1, découlant de la

neurotoxicité du virus dans le SNC. Si le virusvarra entrer dans le SNC, ce n'est pas le cas des
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médicaments. L'obstacle majeur dans la découverte @éveloppement de ces nouveaux candidats
médicaments reste leur impossibilité a traverseBHE, de part la présence, a ce niveau, de
transporteurs d’efflux, Pgp, MRPs et BCRP (Einsettbiet al., 2003 ; Lipton et Gendelman, 1995).

A quelques exceptions pres, tous les IPs ont @étsiéomme substrats de la Pgp, a la fois au nivea
de la BHE mais aussi au niveau d’autres celluleasiwhgtoret al., 1998 ; Kimet al., 1998 ; Polliet

al., 1999 ; Jonest al., 2001 ; Van der Sanét al., 2001 ; Megardtt al., 2002 ; Park et Sinko, 2005 ;
Agarwalet al., 2007 ; Janne#t al., 2007 ; Roucairodt al., 2007). Leurs propriétés physico-chimiques
(lipophilie, poids moléculaire, liaison hydrogéne semblent favoriser les interactions avec la Pgp, e
ont été décrites comme essentielles pour qu'unécutd soit inductrice, inhibitrice ou substrat des
protéines d'efflux (Seeligt al., 2000).

In vitro, quelgues études ont montré que I'atazanavir éagidble d’induire ou d’'inhiber I'expression
et la fonctionnalité de la Pgp, avec différentaultdss suivant le type cellulaire et la dose Lé#is
Cependant, aucune étude n’a été réalisé sur I'ATtaat qu’inducteur ou inhibiteur de la Pgp et des
autres protéines d'efflux au niveau de la barrié@mato-encéphalique, que ce $oivivo ouin vitro.

De plus, aucune donnée sur le transport de I'ATivagers la BHE n’a été décrite. Des expériences
concernant la régulation de I'expression et deolactionnalité de la Pgp et des MRPs pourraient

permettre de comprendre et d’évaluer son réel itrpade transport de I'ATV a travers la BHE.

Les résultats obtenus démontrent qu'a la différethes cellules endothéliales cérébrales, dans les
lymphocytes, I'atazanavir n’a aucun effet sur I'eegsion protéique des transporteurs Pgp et MRPL1.
Nous avons tout de méme observé une augmentatitanfdactionnalité de la Pgp, a la fois dans les
cellules endothéliales cérébrales et dans les Ipoyibs.

En utilisant le modélen vitro de BHE humaine, nous avons confirmé l'interactitenl’atazanavir

avec la Pgp, et nous avons montré sa prise enepardes MRPs et la BCRP.
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Efflux pumps, P-glycoprotein (P-gp), multidrug
resistance-associated proteins (MRPs) and
breast cancer resistance protein (BCRP), have
been shown to extrude HIV protease inhibitors
from cells. These transporters are present on
many barrier sites such as the blood-brain
barrier (BBB) and on many circulating cells such
as lymphocytes; and could reduce protease
inhibitor concentration in sanctuary or HIV-1
target sites.

This study compares the potential of the anti-
retroviral drug atazanavir to modulate P-gp and
MRP  expression and function in total
lymphocytes and in human fetal brain
endothelial cells (HBMECs). We address the
question of atazanavir transport across the
human BBB.

Following incubation with atazanavir, P-gp and
MRP1 expression was determined by direct
immunofluorescence. Transporter function was

assessed by measuring fluorescent dye efflux,

either with or without specific inhibitors.

Atazanavir substrate properties were
determined by transport quantification through

a validated in vitro human BBB model.

Our results show that, in contrast to HBMECs, in
lymphocytes, atazanavir has no effect on MRP1
and P-gp expression. However, there were
overall changes in P-gp function increasing its

activity, in lymphocytes and HBMECs. Using the
in vitro human BBB model, we confirm the
interaction of atazanavir with P-gp, MRPs and
BCRP in preventing its passage across this
barrier and thus its entry into the central
nervous system.

Many new drugs that act on the central nervous
system (CNS) show exceptional therapeutic
promise due to their high potency at the target site,
but lack general efficacy when administered
systemically. Treatment failure or loss of efficacy
may stem from undesirable drug-drug interactions.
In many cases, the problem is failure to cross the
blood-brain barrier (BBB) due to the presence of
efflux transporters, such as ATP-binding cassette
(ABC) transporters [P-glycoprotein (P-gp, ABCB1),
multidrug resistance associated proteins (MRPs,
ABCC1-7), breast cancer resistance protein (BCRP,
ABCG2)] V' 2, and this is a major hindrance to the
discovery and development of CNS drugs.
However, inhibition of efflux proteins may enhance
transport of antiretroviral agents and more
particularly HIV-1 protease inhibitors (Pls) through
the BBB ** > ®and may be advantageous in treating
CNS diseases, such as HIV encephalitis " .

With a few exceptions, all Pls have been described
as P-gp substrates, either at the BBB or in other
barriers, as may be expected given that the
chemical and physical properties (lipophilicity,

molecular weight, H bonding) favor interactions with
P-gp. These properties have been reported as
essential for drugs to be either modulators or
substrates of P-gp and other efflux proteinsg. For
instance, a significant increase in P-gp functionality
was described in LS180V cells exposed to high
concentrations of ritonavir *° or chronically exposed
to lopinavir **, with a reduction in accumulation of
the P-gp substrate, rhodamine 123. Extended
exposure of bovine brain microvessel endothelial
cells to ritonavir caused a concentration-dependent
increase in P-gp expression and activity 2 An
increase in P-gp expression was reported in human
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
treated with nelfinavir > **. Substrate recognition
similar to that described for P-gp has been reported
for MRP1 * °. Interactions of PIs with P-gp and
MRPs have been largely studied, but many
questions remain. Studies of interactions with the
recently discovered efflux protein, BCRP, are
lacking. One study, on MDCKII-Bcrpl cells,
indicated that murine Bcrpl was not a good
transporter of Pls, but showed no data'®. Gupta and
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colleagues have demonstrated that ritonavir,
saquinavir and nelfinavir are all human BCRP
inhibitors, but not its substrates'®. Moreover, Weiss
and colleagues have shown significant inhibition of
BCRP by many anti-HIV drugs, on MDCKII-Bcrp
cells .

It is currently recognized that the activity of P-gp is
associated with its transport function. Modulation of
this activity by a drug provides evidence for
interaction of the drug with P-gp, possible
transmembrane translocation and consequently the
failure to cross the BBB and to be available at the
site of action in the brain at appropriate
concentrations.

In vitro, several studies have reported that
atazanavir (ATV) was able to induce or to inhibit the
expression and the functionality of P-gp, with
different results according to the cell line and the
concentration of ATV. An increase in P-gp
expression as well P-gp function was reported in
LS180 cells treated with 30 uM ATV 2. A decrease
in P-gp activity was reported in human lymphocytes
treated with ATV at concentrations above the
therapeutic levels * with also an inhibition of MRP
efflux function %°.

However, no investigation of ATV as inducer or
inhibitor of P-gp or other efflux pumps has been
conducted at the human BBB level, either in vitro or
in vivo. Moreover, no data on the transport of ATV
across the human BBB have been described. These
experiments regarding the modulation of P-gp and
MRP expression and functionality need to be
understood in order to evaluate the real involvement
of ATV transport across the BBB.

According to the manufacturer (US package insert),
the CNS penetration of atazanavir is minimal with
cerebrospinal fluid (CSF) / plasma ratio of only
0.0021 to 0.0226. Despite the limited presence of
ATV in the CSF compartment, the question about
the presence of atazanavir in the brain parenchyma
still remains. Drug distribution in the CSF reflects
transport across the blood-CSF barrier, not drug
transport across the BBB. The biological properties
of BBB and the blood-CSF barrier (the choroid
plexuses and arachnoid villi) are different.

The objective of the study was to compare the effect
of ATV on expression and functionality of efflux
pumps in normal lymphocytes and in human brain
endothelial cells and to determine whether the
interactions of ATV with efflux pumps may limit its
transport through the BBB. In this view, we used the
recently published and validated coculture model of
human in vitro BBB able to predict passive and
active transport of molecules into the CNS "%,

MATERIAL AND METHODS

Chemicals / Materials

ATV was a generous gift of Bristol-Myers Squibb
(New York, New York, USA). Ficoll Histopaque®,
dimethyl sulfoxide, cyclosporine A, probenecid and
CD11b:FITC were from Sigma-Aldrich (St Quentin-
Fallavier, France). RPMI-1640 medium, fetal bovine
serum (FBS), glutamine, human serum, penicillin-
streptomycin-neomycin and phosphate buffer saline
without CaCl, or MgCl, were from Gibco (Cergy

Pontoise, France). Endothelial cell medium was
from Sciencell (San Diego, California, USA)
CellFIX™,  CytoFIX/CytoPERM™,  Perm/Wash
Buffer™, R-PE-conjugated goat anti-mouse
immunoglobulins were from Becton Dickinson (Le-
Pont-De-Claix, France). UIC2:rPE antibody (specific
for P-gp ), CD4:FITC, CD8:PC5 and their
respective isotype controls were from Beckman
Coulter (Roissy, France), QCRL:rPE antibody
(specific for MRP1 ?*) and IgG1 isotype control were
from R&D Systems (Lille, France). Calcein-AM was
from Interchim (Montlugon, France). MK571 was
from Calbiochem (VWR, Fontenay-sous-Bois,
France). '*C-Sucrose was from Amersham
(Buckingham-shire, UK). PSC833 was from Sanofi-
Aventis (Paris, France). Ko-143 was from Schinkel
(Nieuwegein, Netherlands). Transwell-Clear 1-cm?
polyester membranes with 0.4 um pores were from
Corning Costar (Sigma-Aldrich, St Quentin-
Fallavier, France). Mouse monoclonal anti-rabbit
19G antibodies were from Jackson
ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA,
USA).

Subjects and cell treatment

Blood samples of healthy volunteers were obtained
from the “Etablissement francais du sang” (Rungis,
France) and human PBMCs were isolated by
density centrifugation in Histopaque-1077. PBMCs
were used fresh and cultured at a density of 5x10°
cells per well onto 24-well plates in RPMI-1640
medium supplemented by 10% FBS, 2 mM
glutamine, 50 pg/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin
and 100 pg/ml neomycin, at 37C in a humid
atmosphere with 5% CO..

Human fetal brain microvascular endothelial cells
(HBMECSs) were from Sciencell. Cells were seeded
at 70 000 cells per well onto 6-well plates and at
14 000 cells per well onto 24-well plates. They were
cultured in  endothelial cell medium as
recommended by the manufacturer, at 37C in a
humid atmosphere with 5% CO..

Cells (PBMCs and HBMECs) were treated either
with vehicle control (DMSO 0.2%) or with 5 uM ATV
LATV concentration did not exceed solubility maxima
5] and were incubated for 72 h (PBMCs) or for 20 h
(HBMECS).

Effect of ATV on multidrug resistance
transporter expression

Following incubation, expression of P-gp and MRP1
on lymphocytes and on HBMECs was determined
by direct immunofluorescence.

For HBMECs, cells were washed and scraped.
Then, all the cells (PBMCs and HBMECs) were
centrifuged at 500 g for 5 min at 4C, then fixed a nd
permeabilized in CytoFIX/CytoPERM (1 ml, 20 min,
4<C). Following centrifugation (500 g, 5 min, 4<C),
cells were resuspended in PermWash (1:10, 4C, 1
ml for PBMCs or 500 pl for HBMECS).

100 ul of each suspension of cells were transferred
into clean 5 ml tubes for incubation with different
combinations of antibodies. P-gp expression was
determined by incubation with 20 pl of UIC2:rPE
antibody or with the isotype control antibody 19G2a,
for 1 h at 4 € in the dark. MRP1 expression was
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determined as above but with 10 pl of QCRL:rPE
antibody and with the isotype control antibody 1gG1,
for 1 h at room temperature in the dark. Following
antibody incubation, all samples were washed twice
(I ml PBS supplemented with 1% BSA, 4% )
followed by centrifugation (500 g, 5 min, 4C) and
analyzed by flow cytometry. Each experiment was
performed on 9 different donors for PBMCs and on
6 different samples for HBMECs.

Effect of ATV on multidrug resistance
transporter function

Following incubation, functionality of P-gp and
MRP1 on lymphocytes and on HBMECs was
assessed by measuring fluorescent dye efflux
(calcein-AM), with or without specific inhibitors .
For PBMCs, cells were transferred into 1.5 ml tubes,
washed with cold PBS, centrifuged (500 g, 5 min,
4C) and resuspended with 1 ml RPMI-1640
medium. 100 pl of each suspension of cells were
incubated with 0.1 pM calcein-AM for 30 min at
37C in 1 m RPMI medium with or without
modulators (2 uM cyclosporine A or 30 uM MK571).
Cyclosporine A at the concentration of 2 pM is a
selective P-gp inhibitor *°, and MK571 is a selective
MRP inhibitor #’. Cells were washed twice in cold
PBS, then fixed with CellFIX (1:10, 400 ul, 4C) and
analyzed in a flow cytometer. Each experiment was
performed on 10 different donors.

For HBMECs, cells were washed with cold PBS.
One well per treatment (onto 24-well plates) was
incubated with 0.1 uM calcein-AM alone, the second
with calcein-AM + 2 uM cyclosporine A and the last
with calcein-AM + 30 uM MK571, for 30 min at 37<C
in 1 ml endothelial cell medium. Cells were washed
twice in cold PBS, scraped, fixed with CellFIX (1:10,
400 pl, 4%C), then analyzed in a flow cytometer.
Each experiment was performed three times in
triplicate.

Flow cytometric analysis

Flow cytometry was conducted on a FACS Calibur
flow cytometer (Becton Dickinson). Forward scatter
(FSC) and side scatter (SSC) were detected on a
linear scale dot plot and fluorescence was detected
on a logarithmic scale histogram. Lymphocytes
were electronically gated from the total PBMC
population, using light scattering properties,
collecting 10 000 events for each sample. The
location of cell subpopulations (lymphocytes CD4,
CD8 and monocytes) was verified by
immunofluorescence assay using respectively
CD4:FITC, CD8:PC5 and CD11b:FITC antibodies
and their isotype control antibodies.

Data acquisition from the flow cytometric traces was
performed using the computer software WINMDI
version 2.9 (Scripps Research Institute, California,
USA) to determine the geometric median FL1 or
FL2 fluorescence analysis values.

Expression
Transporter expression in the electronically gated

lymphocyte population was detected from a
histogram measuring FL2 fluorescence. Since there
is a direct relationship between the level of
expression of the transporter and the shift in

fluorescence, transporter expression was shown as
a mean increase in fluorescence (FL2). Results are
expressed as normalized mean fluorescence
intensity (MFI): MFI = [mean fluorescence intensity
(Pgp or MRP1 stained sample) — mean
fluorescence intensity (isotype control)] / mean
fluorescence intensity (isotype control).

Function

Fluorescence due to calcein was followed in
channel 1 (FL1) in an electronically gated
lymphocyte population and plotted as a histogram of
FL1 staining. Transporter function was quantified as
previously described ?® by use of the following
equation:

Gmean calcein %100

Percentage activity (%) =100 -
Gmean jnhibitor

where Gmean cacein IS the geometric median
fluorescence of calcein in tested samples and
Gmean innivitor IS the geometric median fluorescence
of calcein in the presence of inhibitor (cyclosporine
A or MK571).

In vitro human blood brain barrier model

The human autologous BBB model was a coculture
of primary human brain endothelial cells (HBEC)
and primarg human astrocytes (HA) as previously
described “** %2 This in vitro model, previously
validated, offers the possibility of subtle
discrimination between degrees of BBB permeability
and transport mechanisms. Cells were seeded at
5.10* cells per insert for HBEC and 2.10* cells per
well for HA, onto 12-well Transwell plates. Cells
were then grown on the plates for a minimum of
14 days and used for experimentation between days
14 and 21.

The presence of efflux transporters on HBEC was
assessed by flow cytometry using specific
antibodies for P-gp, MRP1 and BCRP (data not
shown). The integrity of the BBB monolayer was
confrmed by measuring the flux through the
monolayer of the paracellular reference marker,
[**C]-sucrose. Since proteins on the luminal HBEC
membrane are distinct from proteins on the
abluminal membrane, the polarity of human BBB
active efflux transporters was demonstrated by
measuring the efflux of the P-gp substrate, [3H]-
digoxin.

[**C]-Sucrose transepithelial transport studies

For in vitro drug-transport study, the astrocytes
were removed from the basal compartment and the
media from both apical and basal compartments
were replaced by transport buffer (TB) consisted of
150 mM NacCl, 5.2 mM KCI, 2.2 mM CaCl,, 0.2 mM
MgClz, 6 mM NaHCOs;, 2.8 mM glucose, and 5 mM
HEPES (pH 7.4). Labeled sucrose (12.95
MBg.umol™) was immediately introduced into the
donor chamber (either the apical or the basal
compartment). At various times after the addition of
the compounds, aliquots were removed from the
acceptor chamber (basal or apical compartments,
respectively) for radioactivity counting. Experiments
were done three times in triplicate.
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[*H]-Digoxin transepithelial transport studies

To validate the polarity of the human BBB model the
efflux of P-gp substrate, [3H]-digoxin was tested.
Transport efflux was determined from the apical to
basal and from the basal to apical compartment, in
order to measure the directional transport. The
medium from the apical and basal compartments
was replaced with transport buffer (TB). [3H]-digoxin
(3.7x103 Bg per ml) was added to the apical
compartment or to the basal compartment. At
various time points after addition of the compound,
100 ul from the apical or basal compartment were
removed and replaced with 100 pl of medium
without marker compound. The ratio of permeability
coefficients (basal to apical vs apical to basal
compartment) was then calculated.

ATV transepithelial transport studies

Transepithelial transport was studied with cells
grown on collagen-coated permeable support
(Transwell-Clear 1-cm? polyester membranes with
0.4 pm pores). For transepithelial transport, BEC
inserts were transferred into new 12-well plates. The
culture medium for the apical compartment was
removed by aspiration. Transport buffer (TB)
containin% 20 uM Ko-143 (as a BCRP selective
inhibitor #°), 20 pM PSC833 (P-gp inhibitor * ) and
20 uM probenecid (as a selective inhibitor of organic
anion transporters and MRPs *°) was added to the
apical and basolateral compartments. The
monolayers were kept for 30 minutes at 37<C in 5%
CO, and were continuously agitated. 50 pM ATV
was then added to the apical or baso-lateral
compartment. The monolayers were kept for 1 hour
at 37T in 5% CO, and were continuously agitated
during the transport experiments. 100 pl from each
compartment were then taken for ATV
quantification. Experiments were done twice in
triplicate.

ATV quantification
ATV concentration was determined by a competitive
enzyme immunoassay as previously described **.

Standard immunoassay procedure

Assays were performed in 96-well microtitration
plates coated with mouse monoclonal anti-rabbit
IgG antibodies. After 24 h of immunoreaction at 4C,
the plates were washed and 200 pl of Ellman’s
reagent were added to each well. After 2 h of gentle
shaking in the dark at room temperature, the
absorbance at 410 nm (reference filter at 570 nm)
was measured in each well. Results were

expressed as B/Bp x 100 as a function of the
concentration (logarithmic scale), where B and Bg
represent the bound enzymatic activity in the
presence or absence of competitor, respectively. A
linear log-logit transformation was used to fit the
calibration curve. All measurements for standards
(78.125, 156.25, 312.5, 625, 1250, 2500, 5000 and
10000 pg/ml) and samples were done in duplicate,
and quadruplicate for By values.

Preparation of biological sample

100 pL samples were taken from the apical or
basolateral chamber. Sample were extracted with
400 pL of methanol (1/4; vol/vol), vortexed for 20
min and then centrifuged at 12 000 g for 10 min.
The supernatant phase was dried under vacuum
using a Speed Vac apparatus (Savant,
Farmingdale, NY). The dry residue was dissolved in
1 ml of EIA buffer, containing 5% methanol to
ensure good solubilization of lipophilic drugs, for 1 h
and assayed for ATV content.

Statistics

Data are expressed as the mean + SEM. GraphPad
Prism® 3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) was used for normality assessment (Shapiro-
Wilk test), comparison between means (two-tailed
Student's t-test - transporter expression and activity
studies) and variance analysis (one-way ANOVA -
ATV transport study). Statistical significance of
differences between group means was assessed by
the Dunnett's post-test (B to A transport as control
group). Differences between means were
considered to be significant when the P-value was
less than 0.05.

RESULTS

Effect of ATV on efflux transporter expression
Following incubation with 5 yM ATV, P-gp and
MRP1 expression was investigated by direct
immunofluorescence.

In PBMCs, when compared with vehicle control
(0.2% DMSO), cell treatment with 5 uM ATV did not
significantly change (N=9) P-gp or MRP1
expression in total lymphocytes in vitro (fig. 1-A).

In HBMECs, when compared with vehicle control
(0.2% DMSO), 5 pM ATV caused a significant
increase of 445 + 14.0% in P-gp expression
(p=0.0092, N=6), and a significant increase of 52.7
+ 26.1% in MRP1 expression (p=0.0298, N=6) (fig.
1-B).
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(A) in lymphocytes following 72-h incubation

(B) in human fetal brain microvascular endothelial cells (HBMECS) following 20-h incubation

Effect of ATV on efflux transporter function

Following incubation with 5 uM ATV, the percentage
of MRP and P-gp activity was measured as
described above by the effect of selective inhibitor
on calcein-AM accumulation.

In PBMCs, the percentage inhibition caused by 2
MM cyclosporine A was 39.61 + 8.30% in the DMSO
control and 47.60 + 10.25% in ATV-treated cells.
The increase in P-gp activity was statistically
significant (p=0.02, N=10). 30 uM MK 571 caused
no statistically significant change in calcein-AM
accumulation in ATV-treated cells (N=10) (fig. 2-A).
In HBMECs, the percentage inhibition caused by 2
UM cyclosporine A was 15.32 + 3.80% in the DMSO
control and 30.20 = 1.30% in ATV-treated cells. The
increase in P-gp activity was statistically significant
(p=0.046, N=3). 30 puM MK 571 caused no
statistically significant change in calcein-AM
accumulation in ATV-treated cells (N=3) (fig. 2-B).
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Functionality of P-gp and %/FRPS in cells treated by 5 pM
atazanavir (ATV). Data are expressed as percentage of P-
gp or MRPs activity, measured by the effect of 2 uM
cyclosporine A or 30 uM MK571 respectively, on calcein-
AM accumulation. Statistical comparisons were made
using two-tailed Student's t tests (*P < 0.05).

(A) in lymphocytes following 72-h incubation

(B) in human fetal brain microvascular endothelial cells
(HBMECS) following 20-h incubation
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In vitro human BBB atazanavir transport study
Before the in vitro human BBB model was used to
measure the BBB passage of ATV, the tightness of
the brain endothelial monola}/er was checked by
assessing the permeability to [ 4C]-sucrose.

The in vitro model shows that sucrose penetration in
the brain parenchyma compartment was minimal
(Pe = 2.17 £ 0.25 x 10° cm.s™; P<0.05) owing to
very restrictive transport at the BBB (Fig. 3-A). This
integrity was associated with the expression
between neighboring endothelial cells of claudin-5,
a junctional Protein, which regulate paracellular
permeability 2 The experimental in vitro coculture-
based model of human BBB shows functional active
efflux transporters. P-gp, MRP1 and BCRP have
been demonstrated at the level of the in vitro
coculture-based model of human BBB (data not
shown). Passage of P-gp substrate [3H]-digoxin in
this model was poor. The permeability coefficient
(Pe) of in vitro digoxin transport from the basal to
apical compartment was higher than Pe of apical to
basal transport (5.67 + 0.98 x 10°® cm.s™ vs 0.33 +
0.13 x 10° cm.s™; mean of three independent
experiments in triplicate). Pretreatment of the
coculture model of human BBB with 20 uM PSC833
decreased digoxin transport from the brain
parenchyma  compartment to the blood
compartment by about 32.5% (P<0.05).

The permeability of ATV was then measured
between apical and basal compartments both ways.
Fig. 3-B shows the transport of atazanavir at the
human BBB. Basal-to-apical transport was 5-fold
higher than the apical-to-basal transport (10.02 +
0.68 x 10° cm.s™ vs 2.06 + 0.41 x 10° cm.s™),
suggesting a very low permeability of brain
endothelial monolayer to atazanavir. Pretreatment
of cells with Ko-143, PSC833 or probenecid at a
concentration of 20 uM significantly decreased the
basal-to-apical transport (p=0.0003). Permeability
coefficients (Pe) of ATV transport from the basal to
apical compartment were 3.99 + 0.66 x 10° cm.s™
with Ko-143, 3.35 + 0.05 x 10° cm.s™ with PSC833,
and 3.98 +0.08 x 10 cm.s™ with probenecid.
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(A) CheckinAg integrity of the in vitro human BBB model.
Flux of [*C]-sucrose across the filter without cells
(triangle), and across the filter covered by a monolayer of
human brain endothelial cells in coculture with human
primary astrocytes (squares). Each point represents the
mean = S.E.M. of three independent experiments. Three
filters were used in each experimental condition. Statistical
analysis was made using two-tailed Student’s t tests with
P< 0.05 as the limit of significance.

(B) Permeability of the in vitro human BBB model to 50 pM
atazanavir (ATV). Data are expressed as atazanavir
permeability coefficients (Pe) across the human BBB
model in the absence (apical to basal or basal to apical) or
in presence of specific inhibitors (Ko-143, PSC833 or
probenecid, 20 pM each). Each point is the mean +
S.E.M. for three different filters, and the data are the mean
of two independent experiments. Statistical analysis was
performed using a one-way ANOVA with a Dunett's post-
test, P < 0.05 is the limit of significance (***P < 0.001).

DISCUSSION

Efflux transporters limit the accumulation of
antiretrovirals in the cells and in the brain
compartment: the present work reports the potential
of the anti-retroviral drug atazanavir to modulate P-
gp and MRP expression and function, either on total
lymphocytes or on human fetal brain microvascular
endothelial cells, and to cross the human BBB.
Modulation of efflux transporter activity by a drug
suggests its interaction with these transporters and
possible transmembrane translocation. These
mechanisms might explain the failure for the drug to
cross the BBB and to accumulate at an appropriate
concentration at the site of action in the brain.
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Atazanavir CSF penetration is demonstrated but the
question of transport of this compound at the level
of human BBB remains. Drug distribution in the CSF
reflects transport across the blood-CSF barrier, not
drug transport across the BBB. In rats, quantitative
whole-body autoradiography analysis following
administration of DCP 681, a potent and selective
inhibitor of HIV-1, with or without ritonavir showed
very low levels of DCP 681 in the brain and higher
concentrations in the CSF. Combination with
ritonavir did not significantly modify concentrations
in the brain, although CSF concentration increased
4-fold **. Moreover, in guinea-pigs, Anthonypillai
and colleagues have demonstrated the ability of
[3H]-tenof0vir to cross the blood-CSF barrier, but not
the blood-brain barrier **. All these results indicate
that CSF data alone should be interpreted with
caution and cannot be used alone as a surrogate for
CNS penetration.

Major findings of this study are: (1) ATV (5 pM) does
not modulate P-gp and MRP1 expression, in total
lymphocytes; (2) ATV (5 pM) increases P-gp and
MRP1 expression in HBMECs; (3) in contrast to
MRPs, ATV (5 uM) increases P-gp function in total
lymphocytes and HBMECs; (4) the efflux
transporters P-gp, MRPs and BCRP play a major
role in preventing the passage of ATV across the
human BBB and thus its entry into the CNS.

Inducing effects of ATV on P-gp and MRP
expression have been reported in some but not all
in vitro studies. We found no increase in P-gp/MRP1
expression in human lymphocytes for individual
donors (N=10) treated with ATV (Fig. 1-A). Although
there was no effect of ATV on P-gp/MRP1
expression in this study, there was overall change in
P-gp but not MRP1 function, increasing intracellular
accumulation of calcein-AM with cyclosporine A
after exposure of human Ilymphocytes (N=10
donors) to 5 uM ATV for 3 days (Fig. 2-A).
Atazanavir inhibition of P-gp and MRP has been
reported 2 ?°, based on a direct inhibition of efflux
transporter substrate (rhodamine 123,
carboxyfluorescein) accumulation by ATV.
Complementary to those results, the present study
mainly addresses the functionality of efflux
transporters. Cells were incubated for 72 h with
ATV, then washed and tested for functionality.
Perloff and colleagues have shown that extended
exposure of LS180V cells to ATV (3-30 uM)
increased P-gp functionality We present
evidence of an interaction of atazanavir with the
efflux transporter P-gp. Peak plasma concentrations
of atazanavir are usually in the range of 2.9 to 5.9
pg/ml (around 4-8 uM) 3. Considering these in
vivo ATV concentrations, the in vitro data suggest a
potential for ATV to cause drug interactions at the
level of P-gp-mediated drug transport.

Moreover, there was considerable inter-individual
variability in P-gp and MRP activity after ATV
treatment, possibly due to polymorphism of human
genes which encode specifically for P-gp and MRP
efflux transporters.

In HBMECs we showed an increase in P-gp and
MRP1 expression, and an increase in P-gp but not
MRP function. Cell response to ATV possibly
depends on the expression level of transporters and
pregnane X receptor, between physiological barriers
and peripheral cells. The variability between cell
types in response to ATV might be caused by
genetic variation, either in the mdrl (encoding P-gp)
or mrpl genes, their regulatory partners, or in the
other genes involved in ATV disposition (other ABC
transporters, metabolizing enzymes or medium
binding proteins). The pregnane X receptor (PXR in
rodents, SXR in humans) regulates P-glycoprotein
expression. It is_expressed in endothelial cells %
and PBMCs *'. Up-regulation of P-gp/MRP1
expression and P-gp function at the level of brain
endothelial cells possibly participates in reducing
the efficacy of ATV in brain.

To further demonstrate that this interaction could
influence penetration of ATV from the blood
circulation into the brain, we employed an in vitro
human BBB model, previously described . The
coculture human BBB model used here consists of
primary cultures of human brain capillary endothelial
cells cocultivated with primary cultures of human
astrocytes. The advantage of this system is that it is
made of primary culture cells; it avoids species, age
and inter-individual differences because the two cell
types are obtained from the same donor. This model
has been shown to express functional efflux
transporters such as P-gp, MRP1 and BCRP (data
not shown) *2. Furthermore, the in vitro model
shows that sucrose penetration in the brain
parenchyma compartment (basal compartment) was
minimal owing to very restrictive transport at the
BBB (Fig. 3-A). This integrity was associated with
the expression between neighboring endothelial
cells of claudin-5 **, a junctional protein which
regulates paracellular endothelial permeability.
Limited apical to basal transport of ATV across the
in vitro coculture model of the human BBB was
observed, despite the highly lipophilic nature of this
compound. Flux of ATV in the basal to apical
direction was higher (9-fold). This may be due to
active transport by P-gp or other efflux transporters
at the level of human BBB.

In the presence of PSC833 (valsopodar), a P-gp
inhibitor, a significant decrease in ATV BBB
transport efflux was observed from the basolateral
to apical compartment. This suggests that the P-gp
transporter is involved in ATV transport (Fig 3-B).
However, most P-gp inhibitors also inhibit other
efflux proteins: PSC833 at the concentration of 20
MM also inhibits MRP1 and MRP2. Pretreatment of
cells with probenecid (a non-selective inhibitor of
organic anion transporters and MRPs), as well as
with KO143 (a selective inhibitor of BCRP) at a
concentration of 20 uM significantly decreased the
efflux clearance of atazanavir. Although the
inhibitors used to investigate ATV as substrate of P-
gp and MRPs are less specific, our findings suggest
a broad overlapping ATV substrate specificity of
efflux pumps (P-gp, MRPs and BCRP) which plays
a pivotal role in the low permeability of the brain to
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ATV, limiting the efficacy of this anti-HIV-1 agent
within the cell layers and in the CNS.

In summary, the findings from the present study
indicate that atazanavir exposure up-regulates P-gp
and MRP1 expression in human brain microvascular
endothelial cells, and up-regulates P-gp function in
lymphocytes and HBMECs. These data suggest
different mechanisms of transporter regulation (P-gp
and MRPs), in circulating T CD4+ cells and in brain
endothelial cells. We report for the first time that, in
addition to the interaction with P-gp, ATV interacts
with- MRPs and BCRP at the BBB level; this
interaction limits its entry into brain parenchyma.
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2- Résultats complémentaires sur I'expression en AR Nm des transporteurs ABC

Afin de pouvoir comparer I'expression en ARNm dessporteurs ABC présents dans nos différents
modéles cellulaires, nous avons réalisé une expiEride RT-PCR semi-quantitative (normalisation
par rapport au gene HPRT).

Les CMSPs expriment la Pgp, le MRP1, la MRP5 8RP6.

Les cellules endothéliales cérébrales humaineddsats les capillaires endothéliaux humains adultes
ont des niveaux d’'expression des transporteurs assglaires, mis a part pour la Pgp ou le niveau
d’expression semble plus faible chez I'adulte.

En ce qui concerne la Pgp, les niveaux d’express@mblent du méme ordre de grandeur pour les
CMSPs et les cellules endothéliales cérébraleddsetBour les MRP1, MRP5 et MRP6, les niveaux
d’expression semblent plus élevés dans les CMSkEant@ la MRP2, la MRP4 et la BCRP, elles sont
indétectables dans nos conditions expérimentales tes CMSPs et présentes dans les cellules

endothéliales foetales ou adultes.
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Figure 50 : Etude de I'expression des transporteurs d'efflux dans les CMSPs (en orange), les cellules

endothéliales cérébrales humaines fcetales (en rose), les capillaires endothéliaux humains
adultes (en vert), par RT-PCR en temps réel

ABCB1 : gene codant pour la Pgp

ABCC1-6 : gene codant pour les MRPs 1 a 6

ABCG?2 : géne codant pour la BCRP
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3- Discussion

Le travail présenté dans ce chapitre rapporte pacité de I'atazanavir, un inhibiteur de la progéas
utilisé dans le traitement des patients infectédep®IH, a réguler I'expression et la fonctiontélde
la Pgp et des MRPs, a la fois sur les lymphocytesieles cellules endothéliales cérébrales hursaine

Il présente également la capacité de ce médicaineaverser la barriere hémato-encéphalique.

Cette étude a déemontré qu’il n'y avait pas d'augiakion de I'expression de la Pgp et de la MRP1
dans les lymphocytes traités avec 5 uM d’ATV pendanh (N=10). Bien qu’il n'ait aucun effet sur
'expression, 'ATV augmente la fonctionnalité de Pgp, mais pas de la MRP1 dans les mémes
cellules.

De précédentes études ont montré que I'ATV pountdtagir avec la Pgp et les MRPs, par inhibition
directe de I'efflux d'un substrat spécifique (Rhodae 123, carboxyfluorescéine) (Luaiaal., 2005 ;
Storchet al., 2007). L'étude présentée ici, est complémentaite renseigne sur la fonctionnalité des
transporteurs aprés 72 ou 24 h de traitement. fPertoses collaborateurs ont démontré qu'un
traitement prolongé des cellules LS180V avec dgVA3-30 uM) peut augmenter la fonctionnalité
de la Pgp.

Dans les cellules endothéliales cérébrales, nowmsamontré a la fois une augmentation de
I'expression de la Pgp et de la MRP1, et une autatien de la fonctionnalité de la Pgp mais pas de
des MRPs.

Les résultats sur I'expression des transporteursigau de la BHE et au niveau de la circulation
systémique sont donc différents. Différents modeségulation des transporteurs pourraient interveni
a ces deux niveaux. La réponse cellulaire a 'AT&pehd peut-étre du niveau d’expression des
facteurs de transcription, tels que les récepteurdéaires « pregnane X receptor », qui peut étre
différent entre les barriéres physiologiques etcldfules périphériques. La variabilité entre gses
cellulaires peut étre causée par des variationsétigigres, a la fois sur le genalrl (codant pour la
Pgp), sur leur partenaires régulateurs, ou bierd'swtres genes impliqués dans la biodistributien d
ATV (autres transporteurs ABC ou SLC, enzymesniitabolisme, protéine du milieu...).

Nous n'avons remarqué aucune différence dans ksgwn du génendrl au niveau des CMSPs et
des cellules endothéliales cérébrales fcetales. ndape la régulation de ce gene pourrait étre
différente en réponse au traitement dans les dgestcellulaires. Le récepteur nucléaire type PXR
(PXR chez les rongeurs, SXR chez 'hnomme) est cqauu réguler I'expression de la Pgp (Rosenfeld
et al., 2003). Il est exprimé dans les cellules endd@tes (Baueret al., 2004) et dans les cellules
mononucléées du sang périphérique (Séesdl., 2008 ; Albermanret al., 2005). Aucune donnée

n'existe sur la différence d’expression du géneacovgour PXR entre les CMSPs et la BHE, mais par
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exemple dans le foie, le geper est deux fois plus exprimé que dans les CMSPs (Alaenet al.,
2005).

L’induction de I'expression de la Pgp et de la MRRBIhsi que de la fonctionnalité de la Pgp, au
niveau des cellules endothéliales cérébrales popasiciper a réduire I'efficacité de I'ATV dare

cerveau.

Afin de démontrer plus précisément que cette intema peut influencer le passage de 'ATV de la
circulation sanguine vers le SNC, nous avons étilis modelén vitro de BHE humaine disponible au
laboratoire. Ce modele consiste en I'utilisationagecultures primaires de cellules endothéliales de
capillaires cérébraux humains adultes, avec dekille®l gliales provenant du méme donneur.
L'avantage de ce systeme est de s’affranchir dd&relces inter-especes, inter-ages, et
interindividuelles.

Un passage limité de I'ATV a travers le modéle d¢EB(du compartiment apical, représentant le
sang, vers le compartiment basal, représentani(e) &st observé, en dépit de la nature hautement
lipophile de la molécule. En effet, le flux d’ATVed vers A est neuf fois plus élevé que celui de A
vers B. Ce faible passage peut étre di au trangptiftde I'ATV par la Pgp ou d’autres protéines
d’efflux présents au niveau de la BHE.

En présence de PSC833 [valsopodar, un inhibitels égp (Sadanare al., 2003)], une diminution

du transport de B vers A, de I'ATV, est observéeciGsuggére que la Pgp est impliquée dans le
transport de I'ATV. Cependant, beaucoup d’inhibigewe la Pgp inhibent également d’autres
protéines d'efflux : le PSC833 a la concentratien2® pM inhibe également les MRP1 et 2. Un
prétraitement des cellules avec du probénécidénhibiteur des transporteurs d’anions organiques et
des MRPs (Storckt al, 2007)] ou de KO-143 [un inhibiteur de la BCRPIéAlet al., 2002)] a la
concentration de 20 uM, diminue la clairance d&'¥ABien que les inhibiteurs utilisés ne soient pas
toujours spécifiqgues d’'un seul transporteur, ngsiltats suggérent un recouvrement des propriétés de
substrat de I'ATV vis-a-vis des transporteurs dieff (Pgp, MRPs, BCRP). Ces transporteurs
pourraient jouer un role clé dans le passage d&V'Alans le SNC, limitant son efficacité dans ce

compartiment.

Les résultats de cette étude indiquent qu’'un treéte avec de I'ATV induit I'expression de la Pgp et
de la MRP1 dans les cellules endothéliales céréhrat augmente la fonctionnalité de la Pgp dans le
lymphocytes et les cellules endothéliales cérébréles données suggerent que différents mécanismes
de régulation des transporteurs d’efflux pourra@&ne impliqués au niveau central (dans les cdllule

endothéliales cérébrales) et au niveau périphé(dares les lymphocytes circulants). Il est moritié,
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gu’en plus de son interaction avec la Pgp, 'ATY¥emagirait avec les MRPs et la BCRP au niveau de

la BHE humaine, limitant ainsi son entrée dansaleepchyme cérébral.
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DISCUSSION GENERALE
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L’objectif de ce travail, portant sur I'étude comgkive in vitro des multi-thérapies anti-VIH, a été de
fournir des arguments sur l'intérét de prendre empte les transporteurs ABC dans les études
pharmacologiques des antirétroviraux. De nombreétetes laissent en effet penser que la Pgp, les
MRPs, la BCRP sont a la fois des acteurs et ddsscthérapeutiques, pouvant limiter ou améliorer
I'efficacité des multi-thérapies antirétroviral€ependant, ces transporteurs sont loin d’étredels s
participer a I'échappement thérapeutique touchesphtients infectés par le VIH et leur implication

reste controverseée.

Le succés thérapeutique dépend en grande partiee dianne convergence entre trois facteurs : la
maitrise de la charge virale, la bonne adhésiopadigent au traitement et une pharmacologie adéquate
(Bartlett et al, 2001). Le suivi thérapeutique pharmacologique denc I'une des conditions
essentielles d’'une prise en charge thérapeutidisfagsante (Aarnoutset al, 2003 ; Clevenbergat

al., 2004). Les procédures mises en place a ce $eucpncentrent sur le dosage des concentrations
plasmatiques. Cependant, la cellule étant le sohyda réplication virale, seules pourraient étre
pertinentes les mesures des concentrations inulkdeds, d’autant que de nombreux travaux ont
montré I'absence de corrélations entre les conaéois plasmatiques des antirétroviraux et leurs
concentrations intracellulaires (Akedh al, 2002 ; Azoulayet al, 2004-a ; Azoulat al, 2004-b ;
Almond et al,, 2005).

Ainsi, les transporteurs d’efflux de xénobiotiquésls que la Pgp, les MRPs, la BCRP, pouvant
résulter en de faibles concentrations intracelleaipeuvent étre des variables biologiques pettse

a prendre en compte dans les études pharmacolsgigeéficacité d’'une combinaison thérapeutique
dépend du niveau d’activation des cellules cibledes interactions médicamenteuses qui pourraient
limiter leur acces a ce niveau. La compréhensios dgulations génique et fonctionnelle des
transporteurs d'efflux dans le cadre de multi-tbégs antirétrovirales pourrait aider a une

optimisation de la biodisponibilité cellulaire at/tssulaire des ARV.

Dans ce contexte, ce travail de thése s’est adétimulour de trois axes majeurs que nous allonatdisc
par la suite :

1. Définir le caractere substrat et/ou inhibiteur deléuaules clés des thérapies antirétrovirales
actuelles : I'emtricitabine (FTC), le ténofovir (V}; I'efavirenz (EFV) et I'atazanavir (ATV),
vis-a-vis des transporteurs Pgp, MRPs et BCRP

2. Etudier Iimpact des multi-thérapies anti-VIH sueXpression et la fonctionnalité de ces
transporteurs

3. Définir I'impact de cette régulation sur l'accumtide intracellulaire des médicaments

associés
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Choix des modeles cellulaires et des conditions exp érimentales

Nous avons recherché des réponses a ces inteomgadin nous placant dans des conditions
expérimentaledn vitro les plus proches possibles des conditions phygitples. Tout d’abord, nous
avons choisi des modeéles cellulaires proches de m&sentsn vivo:
- les cellules mononucléées du sang périphériquedesdonneurs sains. Ces cellules ne sont
pas activées, ce qui est le cas chez des patientsadcharge virale est contrélée
- un modele de barriere hémato-encéphalique consttuéultures primaires de cellules
endothéliales cérébrales et de cellules glialegesodeux d’origine humaine.
Ces deux modeles ont déja montré leur pertinenas da nombreuses études (Meadeal, 2002 ;
Megardet al, 2002 ; Josserangt al, 2006 ; Roucairokt al, 2007). Leur utilisation est également
appropriée dans I'étude du VIH, les CMSPs étantédisiles cibles du VIH, et la BHE participant, de

par ses propriétés, a l'installation d’une infectiatente et persistante dans le SNC.

Nous avons également utilisé des concentrationsiticB&roviraux proches des concentrations
plasmatiques retrouvées chez les patients. Pouaz#imavir, les concentrations plasmatiques
maximales sont généralement de I'ordre de 2,9 a&/®l, ce qui correspond a 4-8 uM (Goldsmith et
Perry, 2003 ; Taburett al, 2003). Pour le lopinavir, elles sont de 3 & 8mig4,8 a 12,7 uM)
(Azoulay et al, 2005). Pour I'emtricitabine, elles sont autow 8,8 pg/ml (7,2 uM) [Emtriva
(emtricitabine) Product Information, Gilead Sciemicénc., 2003] (Molinaet al, 2004). Pour
I'efavirenz, elles sont d’environ 2,5 pg/ml (7,9 pWolina et al, 2004). Pour le tenofovir, elles sont
d’environ 296 ng/ml et d’environ 326 ng/ml lorsquést pris lors d'un repas, soit environ 1 uM
[Viread (Tenofovir disoproxyl fumarate) Product dnfation, Gilead Sciences]. Lors de nos
expériences, nous avons généralement utilisé desentrations de 5 UM, ce qui correspond en
moyenne aux concentrations maximales observéedehgatients, mis a part pour le ténofovir, pour
lequel nous avons légerement surestimé la contiemtra

Nous avons également utilisé pour nos expérienegsilieux supplémentés avec du sérum de veau
foetal (SVF). La concentration en albumine dan<ters est de 40 mg/ml (0,6 mM) (Quinlan et al.,
2005). 10% de SVF contiennent donc 60 uM d’albumices qui est largement supérieur a nos
concentrations d’antirétroviraux et donc suffisgngur palier aux différences dues aux liaisons

protéiques, notamment pour les IPs et 'EFV.
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Caractere substrat et/ou inhibiteur des ARV vis-a-v  is des transporteurs Pgp, MRPs et BCRP

La Pgp, les MRPs, la BCRP, appartenant a la famdketransporteurs ABC (Higgins, 1992 ; Klein

al., 1999), sont présents dans les lymphocytes ehte®cytes (Albermanat al, 2005 ; Laupézet

al., 2001), ainsi qu’au niveau des barrieres phygiglees [e.g. la barriere hémato-encéphalique
(Loscher et Potschka, 2005 a et b)].

Les substrats de la Pgp et de la BCRP sont majeritant hydrophobes, tandis que ceux des MRPs
sont des anions amphiphiles, comme des conjugusts lavglutathion, I'acide glucuronique, ou le
sulfate (Krishna et Mayer, 2000).

Nous nous sommes tout d’abord intéressés a I'ambiine (Chapitre 1IRésultaty, montrant qu'il
pouvait étre substrat des MRPs dans les CMSPs (itagiement MRP1 et MRP5 dans notre systeme
expérimental). Les données sur les INTIs sont r&esle une étude récente montre que I'AZT serait
pris en charge par les MRPs au niveau des celuldsthéliales (cérébrales et aortiques) (Eid¢ra.,
2008). Les métabolites monophosphorylés et le tdosemblent étre transportés par la MRP4
(Schuetzet al, 1999 ; Ray, 2005 ; Ragt al, 2006). Le FTC, lui, entrerait dans la cellule das
transporteurs (Pafét al, 1994). En effet, l'influx du FTC est saturabdg,largement inhibé par le
nitrobenzylthioinosine (NBMPR), un profil de tramspcaractéristique des nucléosides endogenes et
de quelques analogues (Paterson et Cass, 198&rsétat al, 1991). Il peut alors étre soit efflué par

les MRPs, soit phosphorylé par des enzymes cytpgegiou mitochondriales.
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Figure 51 : Schéma générique du métabolisme des INTIs. Aprés entrée dans les cellules par diffusion
passive ou par un transporteur d’influx (représenté en orange), les INTIs sont sujet a des voies
anaboliques et cataboliques. Des études ont montré que les analogues monophosphorylés
pouvaient étre efflués de la cellule par la MRP4 (représentée en rose). Les réactions de
phosphorylation peuvent étre catalysées par des enzymes cytosoliques ou mitochondriales. Les
formes triphosphorylées peuvent alors étre incorporées par les polymérases virales ou de la
cellule hote, ce qui peut provoquer activité antivirale ou toxicité, respectivement. Les INTIs sont
catabolisés et excrétés par divers mécanismes dont l'oxydation, la conjugaison, et les

transporteurs d’efflux (Ray, 2005).

Lors de ce travail, nous avons également monméibition par le FTC, le TFV et 'EFV du transport
médié par les MRPs (Chapitre 1 eR8sultaty Ces résultats sont en accord avec ceux de pécie
Weiss sur des lignées MDCKII surexprimant les tpanteurs MRP1, MRP2 et MRP3 (Weiskal,
2007-b). Cette inhibition directe des transporteuas les molécules étudiées, laissent envisager une

éventuelle interaction entre les MRPs et ces ménwd&cules.

Méme si les IPs ont été largement étudiés en tamsqbstrats des transporteurs d’efflux, les dannée
au niveau du systeme nerveux central sont raresurfuétude ne fait part du réle de la BCRP dans
leur transport. Nous avons montré que I'atazanasiivait étre pris en charge par la Pgp, les MRPs et
la BCRP au niveau de la BHE (Chapitrd&R8sultats Ces transporteurs pourraient jouer un role clé
dans le passage de I'ATV dans le SNC, limitant efficacité dans ce compartiment, réservoir viral

important.
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Impact des multi-thérapies anti-VIH sur I'expressio n et la fonctionnalité des transporteurs ABC

Les niveaux d'expression et de fonctionnalité dedp et de la MRP1, ainsi que de I'expression des
génesmdrl, mrpl, mrp5 et mrp6, sont trés variables suivant les individus. Cetieiabilité peut
s’expliquer par le polymorphisme des génes humeda@nt pour la Pgp et les MRPs 1, 5 et 6. Le
polymorphisme dans I'exon 26 du gémelrl semble corrélé avec son expression, pouvant egliq
la variabilité observée pour la Pgp (Cascertoal, 2001 ; Hoffmeyeet al, 2000). La répétition GCC
dans la partie 5UTR du gemerpla récemment été décrite comme étant polymorphtée @pétition
pourrait étre liée a d’autres séquences impliquises la régulation de I'expression constitutive ou
induite de la MRP1 (Nicoligt al, 2006). Peu de données sont disponibles suriabilté des génes
codant pour la MRP5 et la MRP6.

En ce qui concerne 'expression des protéinesalabilité est plus importante dans les cellulgéds

et perméabilisées que dans les cellules seulemetrsf; ceci pourrait étre di a un niveau de
régulation supplémentaire pour I'adressage despateurs a la membrane, permettant de minimiser
cette variabilité interindividuelle.

Il parait néanmoins important de comprendre comnhesitvariants génétiques des transporteurs
d’efflux pourraient influer sur les variations intelividuelles au niveau de I'absorption, de la

biodistribution, du métabolisme et de I'éliminatides médicaments.

Régulation de I'expression en ARNm des transporteurs ABC

En ce qui concerne la régulation en ARNm des trameprs d’efflux dans les CMSPs, nous avons
montré que le FTC induit I'expression du génp5et que 'EFV induit I'expression des gemaspl
etmrp6. Le TFV, lui, tend a réduire I'expression de tbess transporteurs présemsdrl, mrpl, mrp5

et mrp6. Ces résultats suggerent un mécanisme de réguidifiérent entre les genes des différents
transporteurs (ChapitreRésultats

En effet, les récepteurs nucléaires, tels que denstitutive androstane receptor » (CAR) et le
« pregnane X receptor » (PXR), jouent un réle irtgardans la régulation et I'induction des geénes
mdrl et mrp2 (Synoldet al, 2001 ; Kaskt al, 2002 ; Burket al, 2005). Les données concernant le
génemrpl sont rares et parfois contradictoires (Kauffmatml, 2002 ; Magnariret al, 2004). Les
promoteurs des génesrpl et mrp6 contiennent un site de liaison a Spl qui est igudidans la
régulation de leur transcription (Jiaagal, 2006 ; Muredda&t al, 2003). Le récepteur nucléaire Nfr-
2, un facteur de transcription de réponse au swrgdant, pourrait étre requis pour I'expression

constitutive et inductible du gemerpl (Hayashiet al, 2003).
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Dans les CMSPs, I'expression des transporteurs A&Corrélé a I'expression de PXR (Albermatn
al., 2005). Les facteurs de transcription Sp-1 etNdont exprimés de fagon ubiquitaire dans les
cellules de mammifeéres.

Il serait intéressant de voir I'effet des traitentsesur ces différents facteurs de transcriptioaireti de

découvrir les voies de régulation mises en place pioduction des différents génes.

Régulation de I'expression protéique des transporteurs ABC

Nous nous sommes €galement intéressés a la régutii 'expression protéique des transporteurs
d’efflux. Nous avons ainsi pu démontrer que dassd®ISPs, quelque soit le traitement, il N’y avait
aucun changement de I'expression protéique de peePde la MRP1, et ce, méme si I'expression en
ARNm variait (Chapitre 2Résultats Il n'y aurait pas de corrélation directe entrepression
transcriptionnelle et expression protéique (Bergreh al, 2007). D’autres niveaux de régulation

pourraient intervenir au niveau post-transcriptelret traductionnel.

Nous avons observé une augmentation de I'expresdiota Pgp et de la MRP1 en réponse au
traitement par de I'ATV, au niveau des cellules athdliales cérébrales mais pas au niveau des
CMSPs (Chapitre Résultats Il y aurait donc un mode de régulation des fpangurs différent entre

le SNC et la circulation systémique. Il serait iasant de compléter ce travail par une étude
comparative des niveaux d’expression des facteglislaires (cytosoliques ou nucléaires) impliqués

dans la régulation des transporteurs d’efflux, miveaux cérébral et sanguin.

Régulation de la fonctionnalité des transporteurs ABC

Nous avons pu observer que le FTC, le TFV et I'gfedvaient diminuer la fonctionnalité des MRPs
(Chapitre 1 et Résultaty tandis que I'ATV pouvait augmenter celle de lgpPdans les CMSPs
(Chapitre 3Résultats

L'interaction des IPs avec la Pgp et les MRPs alatgement étudiée. Certaines études montrent
gu’ils pourraient augmenter la fonctionnalité dePlgp et de la MRP1 (Dupuit al, 2003 ; Perlofiet

al., 2004). Cependant peu d’études concernent I'AN®US nous y sommes donc intéressés, montrant
qgu’il pouvait augmenter la fonctionnalité de la Paa fois au niveau des CMSPs et au niveau des
cellules endothéliales cérébrales. Ces résultatsistéressants et pourraient notamment expliquer e
amplifier la faible biodisponibilité de I'ATV dare SNC.

Les donnés concernant les interactions des INNTtese INTIs avec les transporteurs d’efflux sont
peu nombreuses et parfois contradictoires. Noussawwontré que le FTC, le TFV, I'EFV, seuls ou

associés en multi-thérapies ne modulaient pasnietitmnalité de la Pgp. Ces résultats sont en dccor
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avec ceux de I'’équipe de Berruet, qui montrentlggdNNTIs ne sont ni inhibiteur ni inducteur de la
Pgp (Berruett al, 2005). Par contre, une publication récente ssrlidnées LS180 démontre qu’un
traitement prolongé avec de fortes doses de FTE@EHRV, mais pas de TFV, pouvait augmenter
I'expression du genmdrlet la fonctionnalité de la Pgp (Weiskal, 2008). Dans ce dernier cas, les
cellules sont traitées de 3 & 7 jours avec dessdieséordre du millimolaire, soit 200 fois pluseées
gue les nétres (pour le FTC) (Wegtsal,, 2008).

Impact de la régulation des transporteurs ABC sur | "accumulation intracellulaire des ARV

Le travail présenté a permis de mettre en évidanednhibition de I'activité des MRPs par le FTE, |
TFV et 'EFV. Nous avons alors souhaité connaiedonséquences de cette modulation en termes de
concentrations intracellulaires, a la fois des muwliés elles-mémes en association, mais aussi dzautr

molécules associées, tels que les IPs (RTV, LPW)AT

Nous avons pu ainsi mettre en évidence une augtimnties concentrations intracellulaires de FTC
et de TFV lorsqu’ils sont associés entre eux, |[d#RV. Dans ce dernier cas, aucun changement n’est
observé dans les concentrations d'EFV.

L'accumulation des ARV dans une cellule dépendétpuillibre entre leurs propriétés physiologiques,
leur transport par des protéines d'efflux, et laffinité pour les protéines cytoplasmiques.

Le FTC et le TFV semblent étre substrats des MRR#e observation a été vérifiée dans le cas du
FTC. Dans le cas du TFV, il a été préalablementtréaqu’il pouvait étre substrat de la MRP4 (Fay
al., 2006) ; il pourrait donc étre substrat de la NBRRans les CMSPs. En ce qui concerne 'EFV, il
pourrait ne pas étre substrat des transporteufiud’iecomme cela a déja été montré pour la Pgp
(Stormeret al, 2002 ; Dirsonet al, 2006), et donc son transport pourrait étre iedépnt de la

régulation de ces transporteurs.

Dans le cas de l'association du FTC avec les IF8/(R.PV, ATV), nous n'avons observé aucun
changement des concentrations intracellulairedegimolécules soient seules ou bien associées entre
elles. Pour expliquer cela, deux hypothéses peldtemenvisagées.

Les ratios concentration intracellulaire/conceitratextracellulaire pour I'ATV, le LPV, le RTV
indiquent qu'ils s’accumulent fortement dans lduel Une hiérarchie dans I'accumulation des IRs es
observée (LPV > RTV > ATV), probablement liée artenaractéristiques physico-chimiques, telles
que leur lipophilie ou leur liaison aux protéindagmatiques et cytoplasmiques (Owen et Khoo,
2004). Le RTV et le LPV se lient & 99% aux prot8inkATV a 86% (Azoulayet al, 2005). Les
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concentrations intracellulaires de ces moléculeg t@s élevées, elles pourraient donc saturer les
transporteurs d’efflux.

Les IPs pourraient au contraire étre substratdudggorrs transporteurs (Le¢ al, 1998 ; Seeligt al,
2000 ; Huismanet al, 2001), des phénoménes de compensation entreliffésentes pompes

pourraient donc intervenir.

Conclusion et perspectives

En conclusion, ce travail a révélé la pertinendémaportance de I'étude de la Pgp, des MRPs dade
BCRP dans la pharmacologie cellulaire et la bioibistion des antirétroviraux.

Il a permis de mettre en évidence une différenexpression et de fonctionnalité des transporteurs
entre les cellules circulantes et les cellules #méales cérébrales. Il a apporté des informatiurs
certains parametres pharmacologiques, tels querdna liaison protéique, 'accumulation dans une

cellule, I'efflux de certains antirétroviraux.

Le modéléen vitro de BHE humaine a permis de mettre en évidencadsage de 'ATV dans le SNC

et sa prise en charge par les transporteurs dkefflu niveau cérébral, 'ATV augmente a la fois
I'expression et la fonctionnalité de la Pgp. llatintéressant de connaitre les conséquences d’une
association avec d’'autres antirétroviraux a la $oiscette expression et cette fonctionnalité.

Au niveau périphérique, nous avons montré le béadfiune association FTC+TFV+EFV en termes
de concentrations intracellulaires dans les CMSPserait également pertinent de regarder les
conséquences d'une telle association sur le passg@olécules a travers la BHE.

Ce modele de BHIn vitro pourrait également permettre d’évaluer la perniiééti’autres molécules

et de cribler les molécules les plus intéressgmesant agir au niveau cérébral. Certaines molécule
étant inhibitrices des transporteurs d'efflux, €lf@urraient permettre en association avec d’'autres
d’augmenter leur passage dans le compartiment reérdbfaut, cependant, rester prudent, car ces
transporteurs jouent un role physiologique de ptaie du SNC. Par exemple, dans le cadre de la
maladie d’Alzheimer, la Pgp limiterait 'accumulaii des plaqueB-amyloides (Cirritcet al, 2005).

Elle limite également I'entrée dans le SNC de tegsircomme des pesticides, des toxines urémiques

(chez des patients insuffisants rénaux) (Ohtsuki., 2002)...
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Figure 52 : Roéle physiologique hypothétique du systeme de transport d’efflux de la BHE (Terasaki and
Ohtsuki, 2005)

Il pourrait étre intéressant de reéaliser ces méragpériencesin vitro dans un contexte
physiopathologique d'infection par le VIH. En effdiexpression des transporteurs semble étre
augmentée chez les patients VIH-positifs (Turrizietnal., 2008). Il serait donc également pertinent
d’évaluer l'influence des transporteurs ABC cheg n€mes patients sous multi-thérapies anti-VIH.
Pour linstant, il n’a pas été observé de difféedtexpression ou de fonctionnalité de la Pgp dbez
patients sous thérapie hautement active (Letial, 2002 ; Bosskt al, 2003 ; Fordet al, 2003).
Seule une équipe a montré une diminution de latimmgalité de la Pgp chez des patients traités avec
du LPV boosté par du RTV (Wyaat al,, 2008). Aucune étude n'a été réalisée sur les $4isi que
sur l'association FTC-TFV-EFV.

Il serait pertinent de suivre I'expression et ladtonnalité des transporteurs sur le long courézc
des patients infectés par le VIH sous multi-théapin’existe a ce jour, aucune étude longitudirde

ce type. C’est dans ce but que nous avons débeté&tue, en collaboration avec le service du Pr.
Girard a I'hépital Saint-Antoine, sur des patieptgalablement traités avec du 3TC, du TFV et de
'EFV ou du RTV/LPV, ayant changé a JO le 3TC maFTC. Ces patients ont été suivis au mois 1, 3
et 6. Des expériences sont en cours de réalisstiolexpression des transporteurs en RT-PCR,ret su

'accumulation des antirétroviraux dans les CMSPs.

175



Références bibliographiques

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

176



Références bibliographiques

A

Aarnoutse RE, Schapiro JM, Boucher CA, Hekster YABurger DM
Therapeutic drug monitoring: an aid to optimisiegponse to antiretroviral drugs?
Drugs. 2003;63(8):741-53

Abbott NJ, Hughes CC, Revest PA, Greenwood J

Development and characterisation of a rat brainlleapendothelial culture: towards an in vitro blib-brain
barrier

J Cell Sci. 1992 Sep;103 ( Pt 1):23-37

Acosta EP
Pharmacokinetic enhancement of protease inhibitors
J Acquir Immune Defic Syndr. 2002 Feb 1;29 SupplL1:8

Adjé-Touré CA, Cheingsong R, Garcia-Lerma JG, Ehok S, Borget MY, Bouchez JM, Otten RA, Maurice
C, Sassan-Morokro M, Ekpini RE, Nolan M, Chorba T,Heneine W, Nkengasong JN

Antiretroviral therapy in HIV-2-infected patientshanges in plasma viral load, CD4+ cell counts, dnog
resistance profiles of patients treated in Abidjaéte d'lvoire

AIDS. 2003 Jul;17 Suppl 3:549-54

Agarwal S, Pal D, Mitra AK
Both P-gp and MRP2 mediate transport of Lopinavipyotease inhibitor
Int J Pharm. 2007 Jul 18;339(1-2):139-47

Akeb F, Ferrua B, Creminon C, Roptin C, Grassi J, Nvers MC, Guedj R, Garraffo R, Duval D
Quantification of plasma and intracellular levelshe HIV protease inhibitor ritonavir by compet#i ELISA
J Immunol Methods. 2002 May 1;263(1-2):1-9

Akira S, Kishimoto T
IL-6 and NF-IL6 in acute-phase response and viri@gtion
Immunol Rev. 1992 Jun;127:25-50

Akira S, Kishimoto T
NF-IL6 and NF-kappa B in cytokine gene regulation
Adv Immunol. 1997;65:1-46

Ala PJ, Huston EE, Klabe RM, McCabe DD, Duke JL, Rtzo CJ, Korant BD, DelLoskey RJ, Lam PY,
Hodge CN, Chang CH

Molecular basis of HIV-1 protease drug resistasteictural analysis of mutant proteases complexédayclic
urea inhibitors

Biochemistry. 1997 Feb 18;36(7):1573-80

Albermann N, Schmitz-Winnenthal FH, Z'graggen K, Vdk C, Hoffmann MM, Haefeli WE, Weiss J
Expression of the drug transporters MDR1/ABCB1, MREBCC1, MRP2/ABCC2, BCRP/ABCGZ2, and PXR
in peripheral blood mononuclear cells and themtiehship with the expression in intestine andrlive
Biochem Pharmacol. 2005 Sep 15;70(6):949-58

Albright AV, Strizki J, Harouse JM, Lavi E, O'Conno r M, Gonzéalez-Scarano F
HIV-1 infection of cultured human adult oligodendytes
Virology. 1996 Mar 1;217(1):211-9

Alkhatib G, Combadiere C, Broder CC, Feng Y, Kenneg PE, Murphy PM, Berger EA.

CC CKR5: a RANTES, MIP-lalpha, MIP-1beta receptwmadusion cofactor for macrophage-tropic HIV-1
Science, 1996272(5270):1955-8

177



Références bibliographiques

Allen JD, van Loevezijn A, Lakhai JM, van der Valk M, van Tellingen O, Reid G, Schellens JH, Koomen
GJ, Schinkel AH

Potent and specific inhibition of the breast carresistance protein multidrug transporter in véara in mouse
intestine by a novel analogue of fumitremorgin C

Mol Cancer Ther. 2002 Apr;1(6):417-25

Allikmets R, Schriml LM, Hutchinson A, Romano-SpicaV, Dean M

A human placenta-specific ATP-binding cassette géaBCP) on chromosome 4g22 that is involved in
multidrug resistance

Cancer Res. 1998 Dec 1;58(23):5337-9

Almond LM, Edirisinghe D, Dalton M, Bonington A, Back DJ, Khoo SH
Intracellular and plasma pharmacokinetics of ngaira in human immunodeficiency virus-infected iridivals
Clin Pharmacol Ther. 2005 Aug;78(2):132-42

Alvarez Losada S, Cant6-Nogués C, Muioz-Fernandez M
A new possible mechanism of human immunodeficianiays type 1 infection of neural cells
Neurobiol Dis. 2002 Dec;11(3):469-78

An SF, Giometto B, Scaravilli F
HIV-1 DNA in brains in AIDS and pre-AlDS: correlati with the stage of disease
Ann Neurol. 1996 Oct;40(4):611-7

An SF, Groves M, Gray F, Scaravilli F

Early entry and widespread cellular involvementHi¥/-1 DNA in brains of HIV-1 positive asymptomatic
individuals

J Neuropathol Exp Neurol. 1999 Nov;58(11):1156-62

Anderson JM
Cell signalling: MAGUK magic
Curr Biol. 1996 Apr 1;6(4):382-4

Anderson PL, Brundage RC, Bushman L, Kakuda TN, Remel RP, Fletcher CV
Indinavir plasma protein binding in HIV-1-infectedults
AIDS. 2000 Oct 20;14(15):2293-7

Anderson PL, Brundage RC, Kakuda TN, Fletcher CV (&

CD4 response is correlated with peak plasma coraténis of indinavir in adults with undetectablenfan
immunodeficiency virus ribonucleic acid

Clin Pharmacol Ther. 2002 Apr;71(4):280-5

Anderson PL, Kakuda TN, Kawle S, Fletcher CV

Antiviral dynamics and sex differences of zidoviediand lamivudine triphosphate concentrations in -HIV
infected individuals

AIDS. 2003 Oct 17;17(15):2159-68

Anderson E, Zink W, Xiong H, Gendelman HE (b)

HIV-1-associated dementia: a metabolic encephahypperpetrated by virus-infected and immune-compyete
mononuclear phagocytes

J Acquir Immune Defic Syndr. 2002 Oct 1;31 SupBi3-54

Andreana A, Aggarwal S, Gollapudi S, Wien D, Tsuruol, Gupta S

Abnormal expression of a 170-kilodalton P-glycopietencoded by MDR1 gene, a metabolically actiienef
pump, in CD4+ and CD8+ T cells from patients withmtan immunodeficiency virus type 1 infection

AIDS Res Hum Retroviruses. 1996 Oct 10;12(15):18157-

Anthonypillai C, Gibbs JE, Thomas SA

The distribution of the anti-HIV drug, tenofovirif#PA), into the brain, CSF and choroid plexuses
Cerebrospinal Fluid Res. 2006 Jan 3;3:1

178



Références bibliographiques

Anthonypillai C, Sanderson RN, Gibbs JE, Thomas SA

The distribution of the HIV protease inhibitor ariavir, to the brain, cerebrospinal fluid, and didmplexuses of
the guinea pig

J Pharmacol Exp Ther. 2004 Mar;308(3):912-20

Antonelli G, Turriziani O, Cianfriglia M, Riva E, D ong G, Fattorossi A, Dianzani F
Resistance of HIV-1 to AZT might also involve thalalar expression of multidrug resistance P-glycogin
AIDS Res Hum Retroviruses. 1992 Oct;8(10):1839-44

Arribas JR, Pozniak AL, Gallant JE, Dejesus E, Gazard B, Campo RE, Chen SS, McColl D, Holmes CB,
Enejosa J, Toole JJ, Cheng AK

Tenofovir disoproxil fumarate, emtricitabine, arfdvérenz compared with zidovudine/lamivudine anavifenz
in treatment-naive patients: 144-week analysis

J Acquir Immune Defic Syndr. 2008 Jan 1;47(1):74-8

Askjaer P, Jensen TH, Nilsson J, Englmeier L, Kjemgd.
The specificity of the CRM1-Rev nuclear export sibimteraction is mediated by RanGTP
J Biol Chem., 1998, 273(50):33414-22

Aungst BJ
P-glycoprotein, secretory transport, and otheriéeto the oral delivery of anti-HIV drugs
Adv Drug Deliv Rev. 1999 Oct 18;39(1-3):105-116

Azoulay S, Duval D, Guedj R
Pharmacodynamie plasmatique et intracellulaireasiisétroviraux anti-VIH
Virologie. 2005 Nov Dec ; 9(6):473-482

Azoulay S, Nevers MC, Créminon C, Heripret L, Garrdfo R, Durant J, Dellamonica P, Grassi J, Gued;]
R, Duval D (a)

An enzyme immunoassay for the quantification oépia and intracellular lopinavir in HIV-infected jmats

J Immunol Methods. 2004 Dec;295(1-2):37-48

Azoulay S, Nevers MC, Créminon C, Heripret L, Durart J, Dellamonica P, Grassi J, Guedj R, Duval D (b)
Sensitive enzyme immunoassay for measuring plasma iatracellular nevirapine levels in human
immunodeficiency virus-infected patients

Antimicrob Agents Chemother. 2004 Jan;48(1):104-9

B

Bachmeier CJ, Spitzenberger TJ, ElImquist WF, MillerDW

Quantitative assessment of HIV-1 protease inhihittaractions with drug efflux transporters in thleod-brain
barrier

Pharm Res. 2005 Aug;22(8):1259-68

Bagasra O, Lavi E, Bobroski L, Khalili K, PestanerJP, Tawadros R, Pomerantz RJ

Cellular reservoirs of HIV-1 in the central nervoagstem of infected individuals: identification ke
combination of in situ polymerase chain reactiod anmunohistochemistry

AIDS. 1996 Jun;10(6):573-85

Bahr O, Wick W, Weller M
Modulation of MDR/MRP by wild-type and mutant p53
J Clin Invest. 2001 Mar;107(5):643-6

Bakhanashvili M, Avidan O, Hizi A

Mutational studies of human immunodeficiency vityge 1 reverse transcriptase: the involvement sitltges
183 and 184 in the fidelity of DNA synthesis

FEBS Lett. 1996 Aug 12;391(3):257-62

179



Références bibliographiques

Balda MS, Flores-Maldonado C, Cereijido M, Matter K
Multiple domains of occludin are involved in thegutation of paracellular permeability
J Cell Biochem. 2000 Apr;78(1):85-96

Balimane PV, Sinko PJ
Involvement of multiple transporters in the orasaiption of nucleoside analogues
Adv Drug Deliv Rev. 1999 Oct 18;39(1-3):183-209

Bangsberg DR, Charlebois ED, Grant RM, Holodniy M, Deeks SG, Perry S, Conroy KN, Clark R,
Guzman D, Zolopa A, Moss A.

High levels of adherence do not prevent accumulaifcdHIV drug resistance mutations

AIDS, 2003, 17(13):1925-32

Banks WA

Physiology and pathology of the blood-brain barrimplications for microbial pathogenesis, drugiekaty and
neurodegenerative disorders

J Neurovirol. 1999 Dec;5(6):538-55

Banks WA, Akerstrom V, Kastin AJ

Adsorptive endocytosis mediates the passage of Hi¢ross the blood-brain barrier: evidence for stpo
internalization coreceptor

J Cell Sci. 1998 Feb;111 ( Pt 4):533-40

Banks WA, Robinson SM, Wolf KM, Bess JW Jr, Arthur LO

Binding, internalization, and membrane incorporaitd human immunodeficiency virus-1 at the bloodor
barrier is differentially regulated

Neuroscience. 2004;128(1):143-53

Barré-Sinoussi F
HIV as the cause of AIDS
Lancet, 1996, 348(9019):31-5

Barré-Sinoussi F, Chermann JC, Rey F, Nugeyre MT, Bamaret S, Gruest J, Dauguet C, Axler-Blin C,
Vézinet-Brun F, Rouzioux C, Rozenbaum WMontagnier L.

Isolation of a T-lymphotropic retrovirus from a feat at risk for acquired immune deficiency syndeofAIDS)
Science, 1983, 220(4599):868-71

Bartlett JA, DeMasi R, Quinn J, Moxham C, Rousseaur
Overview of the effectiveness of triple combinattberapy in antiretroviral-naive HIV-1 infected didu
AIDS. 2001 Jul 27;15(11):1369-77

Bauer B, Hartz AM, Fricker G, Miller DS
Pregnane X receptor up-regulation of P-glycoprogeipression and transport function at the bloodhtvarrier
Mol Pharmacol. 2004 Sep;66(3):413-9

Bauer B, Hartz AM, Fricker G, Miller DS
Modulation of p-glycoprotein transport functionthé blood-brain barrier
Exp Biol Med (Maywood). 2005 Feb;230(2):118-27

Becher F, Landman R, Mboup S, Kane CN, Canestri Al.iegeois F, Vray M, Prevot MH, Leleu G, Benech
H

Monitoring of didanosine and stavudine intraceliutasphosphorylated anabolite concentrations irV-HlI
infected patients

AIDS. 2004 Jan 23;18(2):181-7

Begley DJ

Understanding and circumventing the blood-brainibar
Acta Paediatr Suppl. 2003 Dec;92(443):83-91

180



Références bibliographiques

Begley DJ
Delivery of therapeutic agents to the central nasvsystem: the problems and the possibilities
Pharmacol Ther. 2004 Oct;104(1):29-45

Begley DJ, Brightman MW
Structural and functional aspects of the bloodbheirrier
Prog Drug Res. 2003;61:39-78

Belinsky MG, Chen ZS, Shchaveleva |, Zeng H, Kruh ®

Characterization of the drug resistance and tramgpmperties of multidrug resistance protein 6 PR
ABCCE6)

Cancer Res. 2002 Nov 1;62(21):6172-7

Bellamy WT
P-glycoproteins and multidrug resistance
Annu Rev Pharmacol Toxicol. 1996;36:161-83

Belliard AM, Tardivel S, Farinotti R, Lacour B, Ler oy C
Effect of hr-IL2 treatment on intestinal P-glycoteim expression and activity in Caco-2 cells
J Pharm Pharmacol. 2002 Aug;54(8):1103-9

Benech H, Théodoro F, Herbet A, Page N, Schlemmer, Pruvost A, Grassi J, Deverre JR
Peripheral blood mononuclear cell counting usii@\A-detection-based method
Anal Biochem. 2004 Jul 1;330(1):172-4

Berggren S, Gall C, Wollnitz N, Ekelund M, Karlbom U, Hoogstraate J, Schrenk D, Lennernas H

Gene and protein expression of P-glycoprotein, MRRRP2, and CYP3A4 in the small and large human
intestine

Mol Pharm. 2007 Mar-Apr;4(2):252-7

Berruet N, Sentenac S, Auchere D, Gimenez F, FarittoR, Fernandez C
Effect of efavirenz on intestinal p-glycoproteirdamepatic p450 function in rats
J Pharm Pharm Sci. 2005 Aug 4;8(2):226-34

Betz AL, Firth JA, Goldstein GW

Polarity of the blood-brain barrier: distributiof @nzymes between the luminal and antiluminal memés of
brain capillary endothelial cells

Brain Res. 1980 Jun 16;192(1):17-28

Blaise P, Clevenbergh P, Vaira D, Moutschen M, Delmonica P

HIV resistance to antiretroviral drugs: mechanismenotypic and phenotypic resistance testing iniadi
practice

Acta Clin Belg. 2002 Jul-Aug;57(4):191-201

Blankson JN, Persaud D, Siliciano RF
The challenge of viral reservoirs in HIV-1 infeatio
Annu Rev Med. 2002;53:557-93

Bobardt MD, Salmon P, Wang L, Esko JD, Gabuzda D, iala M, Trono D, Van der Schueren B, David G,
Gallay PA

Contribution of proteoglycans to human immunodeficiy virus type 1 brain invasion

J Virol. 2004 Jun;78(12):6567-84

Boesch D, Gaveriaux C, Jachez B, Pourtier-Manzanedd, Bollinger P, Loor F.

In vivo circumvention of P-glycoprotein-mediated Itidrug resistance of tumor cells with SDZ PSC 833
Cancer Res., 1991, 51(16):4226-33

181



Références bibliographiques

Boffito M, Winston A, Jackson A, Fletcher C, Pozni& A, Nelson M, Moyle G, Tolowinska |, Hoetelmans
R, Miralles D, Gazzard B

Pharmacokinetics and antiretroviral response tairdaiir/ritonavir and etravirine combination in atis with
high-level viral resistance

AIDS. 2007 Jul 11;21(11):1449-55.

Boone LR
Next-generation HIV-1 non-nucleoside reverse treptase inhibitors
Curr Opin Investig Drugs. 2006 Feb;7(2):128-35

Borroto-Esoda K, Parkin N, Miller MD
A comparison of the phenotypic susceptibility piesiof emtricitabine and lamivudine
Antivir Chem Chemother. 2007;18(5):297-300

Borroto-Esoda K, Vela JE, Myrick F, Ray AS, Miller MD
In vitro evaluation of the anti-HIV activity and tedolic interactions of tenofovir and emtricitabine
Antivir Ther. 2006;11(3):377-84

Borst P, Evers R, Kool M, Wijnholds J
The multidrug resistance protein family
Biochim Biophys Acta. 1999 Dec 6;1461(2):347-57

Bossi P, Legrand O, Faussat AM, Legrand M, BricaireF, Marie JP, Agut H, Diquet B, Katlama C,
Huraux JM, Calvez V

P-glycoprotein in blood CD4 cells of HIV-1-infectpatients treated with protease inhibitors

HIV Med. 2003 Jan;4(1):67-71

Bosch |, Croop J
P-glycoprotein multidrug resistance and cancer
Biochim Biophys Acta, 1996, 1288(2):F37-54

Bréchot JM, Hurbain I, Fajac A, Daty N, Bernaudin JF
Different pattern of MRP localization in ciliated@basal cells from human bronchial epithelium
J Histochem Cytochem. 1998 Apr;46(4):513-7

Breilh D, Pellegrin I, Rouzés A, Berthoin K, XuerebF, Budzinski H, Munck M, Fleury HJ, Saux MC,
Pellegrin JL

Virological, intracellular and plasma pharmacol@jiparameters predicting response to lopinavirtor
(KALEPHAR study)

AIDS. 2004 Jun 18;18(9):1305-10

Briggs JA, Wilk T, Welker R, Krausslich HG, Fuller SD.
Structural organization of authentic, mature HIWiions and cores
EMBO J, 2003, 22(7):1707-15

Brightman MW, Reese TS
Junctions between intimately apposed cell membramie vertebrate brain
J Cell Biol. 1969 Mar;40(3):648-77

Brodine SK, Mascola JR, Weiss PJ, Ito Sl, Porter KR Artenstein AW, Garland FC, McCutchan FE,
Burke DS

Detection of diverse HIV-1 genetic subtypes in tHeA

Lancet. 1995 Nov 4;346(8984):1198-9

Brundage RC, Yong FH, Fenton T, Spector SA, Starr 5, Fletcher CV

Intrapatient variability of efavirenz concentratsoms a predictor of virologic response to antirgted therapy
Antimicrob Agents Chemother. 2004 Mar;48(3):979-84

182



Références bibliographiques

Bichler M, Konig J, Brom M, Kartenbeck J, Spring H, Horie T, Keppler D

cDNA cloning of the hepatocyte canalicular isofoofmthe multidrug resistance protein, cMrp, revealsovel
conjugate export pump deficient in hyperbilirubinemmutant rats

J Biol Chem. 1996 Jun 21;271(25):15091-8

Bukrinsky MI, Nottet HS, Schmidtmayerova H, Dubrovsky L, Flanagan CR, Mullins ME, Lipton SA,
Gendelman HE

Regulation of nitric oxide synthase activity in hamm immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)-infected
monocytes: implications for HIV-associated neuratagdisease

J Exp Med. 1995 Feb 1;181(2):735-45

Bukrinsky MI, Stanwick TL, Dempsey MP, Stevenson M
Quiescent T lymphocytes as an inducible virus resem HIV-1 infection
Science. 1991 Oct 18;254(5030):423-7

Buonaguro L, Tagliamonte M, Tornesello ML, Buonaguo FM
Genetic and phylogenetic evolution of HIV-1 in avlsubtype heterogeneity epidemic: the Italian examp
Retrovirology. 2007 May 21;4:34

Burger DM, Hoetelmans RM, Hugen PW, Mulder JW, Meemorst PL, Koopmans PP, Brinkman K,
Keuter M, Dolmans W, Hekster YA

Low plasma concentrations of indinavir are relatedirological treatment failure in HIV-1-infectgqghtients on
indinavir-containing triple therapy

Antivir Ther. 1998;3(4):215-20

Burk O, Arnold KA, Geick A, Tegude H, Eichelbaum M
A role for constitutive androstane receptor inrbgulation of human intestinal MDR1 expression
Biol Chem. 2005 Jun;386(6):503-13

Butera ST

Therapeutic targeting of human immunodeficiencywitype-1 latency: current clinical realities andufe
scientific possibilities

Antiviral Res. 2000 Dec;48(3):143-76

C

Camus M, Deloménie C, Didier N, Faye A, Gil S, DawgMC, Mabondzo A, Farinotti R
Increased expression of MDR1 mRNAs and P-glycojmateplacentas from HIV-1 infected women
Placenta. 2006 Jun-Jul;27(6-7):699-706

Carmona R, Pérez-Alvarez L, Mufioz M, Casado G, Delyo E, Sierra M, Thomson M, Vega Y, Vazquez
de Parga E, Contreras G, Medrano L, Njera R

Natural resistance-associated mutations to EnfdeifT20) and polymorphisms in the gp41 region iffecent
HIV-1 genetic forms from T20 naive patients

J Clin Virol. 2005 Mar;32(3):248-53

Cascorbi |
Role of pharmacogenetics of ATP-binding casse#iesporters in the pharmacokinetics of drugs
Pharmacol Ther. 2006 Nov;112(2):457-73

Cascorbi I, Gerloff T, Johne A, Meisel C, HoffmeyerS, Schwab M, Schaeffeler E, Eichelbaum M,
Brinkmann U, Roots |

Frequency of single nucleotide polymorphisms in Erglycoprotein drug transporter MDR1 gene in white
subjects

Clin Pharmacol Ther. 2001 Mar;69(3):169-74

183



Références bibliographiques

Cavert W, Notermans DW, Staskus K, Wietgrefe SW, Zpancic M, Gebhard K, Henry K, Zhang ZQ,
Mills R, McDade H, Schuwirth CM, Goudsmit J, Danner SA, Haase AT

Kinetics of response in lymphoid tissues to anmtinatal therapy of HIV-1 infection

Science. 1997 May 9;276(5314):960-4

Chandler B, Almond L, Ford J, Owen A, Hoggard P, Koo S, Back D

The effects of protease inhibitors and nonnucleosidverse transcriptase inhibitors on p-glycoprotei
expression in peripheral blood mononuclear celltio

J Acquir Immune Defic Syndr. 2003 Aug 15;33(5):851-

Chang G, Roth CB
Structure of MsbA from E. coli: a homolog of the Itidrug resistance ATP binding cassette (ABC) tpamgers
Science. 2001 Sep 7;293(5536):1793-800

Chang M, Sood VK, Wilson GJ, Kloosterman DA, Sandes PE, Hauer MJ, Zhang W, Branstetter DG
Metabolism of the HIV-1 reverse transcriptase iitbibdelavirdine in mice
Drug Metab Dispos. 1997 Jul;25(7):828-39

Chaudhary PM, Roninson IB
Expression and activity of P-glycoprotein, a mutltigl efflux pump, in human hematopoietic stem cells
Cell. 1991, 66(1):85-94

Chaudhary PM, Mechetner EB, Roninson IB.
Expression and activity of the multidrug resistaReglycoprotein in human peripheral blood lymphesyt
Blood, 1992, 80(11):2735-9

Chen RY, Kilby JM, Saag MS
Enfuvirtide
Expert Opin Investig Drugs. 2002 Dec;11(12):1837-43

Chen CH, Vazquez-Padua M, Cheng YC

Effect of anti-human immunodeficiency virus nuclielesanalogs on mitochondrial DNA and its implicatifor
delayed toxicity

Mol Pharmacol. 1991 May;39(5):625-8

Chiu YL, Soros VB, Kreisberg JF, Stopak K, YonemotowV, Greene WC.
Cellular APOBECS3G restricts HIV-1 infection in rieg CD4+ T cells
Nature. 2005 May 5;435(7038):108-14

Choudhuri S, Klaassen CD

Structure, function, expression, genomic orgarizatand single nucleotide polymorphisms of humarCB&
(MDR1), ABCC (MRP), and ABCG2 (BCRP) efflux transpars

Int J Toxicol. 2006 Jul-Aug;25(4):231-59

Chun TW, Carruth L, Finzi D, Shen X, DiGiuseppe JA, Taylor H, Hermankova M, Chadwick K,
Margolick J, Quinn TC, Kuo YH, Brookmeyer R, Zeiger MA, Barditch-Crovo P, Siliciano RF.
Quantification of latent tissue reservoirs andltbtady viral load in HIV-1 infection

Nature. 1997 May 8;387(6629):183-8

Chun TW, Engel D, Berrey MM, Shea T, Corey L, FauciAS
Early establishment of a pool of latently infectezkting CD4(+) T cells during primary HIV-1 infémh
Proc Natl Acad Sci U S A. 1998 Jul 21;95(15):88&9-7

Chun TW, Fauci AS

Latent reservoirs of HIV: obstacles to the eradoraof virus
Proc Natl Acad Sci U S A. 1999 Sep 28;96(20):10858-

184



Références bibliographiques

Cianfriglia M, Dupuis ML, Molinari A, Verdoliva A, Costi R, Galluzzo CM, Andreotti M, Cara A, Di
Santo R, Palmisano L

HIV-1 integrase inhibitors are substrates for thdtiirug transporter MDR1-P-glycoprotein

Retrovirology. 2007 Mar 7;4:17

Cirrito JR, Deane R, Fagan AM, Spinner ML, Parsadanan M, Finn MB, Jiang H, Prior JL, Sagare A,
Bales KR, Paul SM, Zlokovic BV, Piwnica-Worms D, Httizman DM

P-glycoprotein deficiency at the blood-brain barmereases amyloid-beta deposition in an Alzheidisease
mouse model

J Clin Invest. 2005 Nov;115(11):3285-90

Clapham PR, Weiss RA
Immunodeficiency viruses. Spoilt for choice of @septors
Nature, 1997, 388(6639):230-1

Clavel F, Guyader M, Guetard D, Salle M, MontagnierL, Alizon M
Molecular cloning and polymorphism of the human iuma deficiency virus type 2
Nature, 1986, 324(6098):691-5

Clavel F, Hance AJ
HIV drug resistance
N Engl J Med, 2004, 350(10):1023-35

Clevenbergh P, Mouly S, Sellier P, Badsi E, Cervou, Vincent V, Trout H, Bergmann JF

Improving HIV infection management using antireiral’plasma drug levels monitoring: a clinician@ing of
view

Curr HIV Res. 2004 Oct;2(4):309-21

Clouse KA, Powell D, Washington I, Poli G, StrebeK, Farrar W , Barstad P, Kovacs J, Fauci AS, Folks
™

Monokine regulation of human immunodeficiency vilugxpression in a chronically infected human T cel
clone

J Immunol. 1989 Jan 15;142(2):431-8

Cocchi F, DeVico AL, Garzino-Demo A, Arya SK, GalloRC, Lusso P

Identification of RANTES, MIP-1 alpha, and MIP-1theas the major HIV-suppressive factors produced by
CD8+ T cells

Science. 1995 Dec 15;270(5243):1811-5

Cole SP
The 1991 Merck Frosst Award. Multidrug resistantsrinall cell lung cancer
Can J Physiol Pharmacol. 1992 Mar;70(3):313-29

Colonno R, Rose R, McLaren C

Identification of I50L as the signature atazand®T V)-resistance mutation in treatment-naive Hi\infected
patients receiving ATV-containing regimens

J Infect Dis, 2004, 189: 1802-1810

Condra JH, Petropoulos CJ, Ziermann R, Schleif WA Shivaprakash M, Emini EA

Drug resistance and predicted virologic responsesutman immunodeficiency virus type 1 proteasebitdi
therapy

J Infect Dis. 2000 Sep;182(3):758-65

Coombs RW, Speck CE, Hughes JP, Lee W, Sampoleo IRpss SO, Dragavon J, Peterson G, Hooton TM,
Collier AC, Corey L, Koutsky L, Krieger JN

Association between culturable human immunodefyenrus type 1 (HIV-1) in semen and HIV-1 RNA ldse
in semen and blood: evidence for compartmentatinatif HIVV-1 between semen and blood

J Infect Dis. 1998 Feb;177(2):320-30

185



Références bibliographiques

Cordon-Cardo C, O'Brien JP, Casals D, Rittman-Graue L, Biedler JL, Melamed MR, Bertino JR
Multidrug-resistance gene (P-glycoprotein) is espesl by endothelial cells at blood-brain barrigzssi
Proc Natl Acad Sci U S A. 1989 Jan;86(2):695-8

Cornwell MM, Smith DE
SP1 activates the MDR1 promoter through one ofdigtinct G-rich regions that modulate promotenaigti
J Biol Chem, 1993, 268(26):19505-11

Crowe SM, Sonza S.

HIV-1 can be recovered from a variety of cells uaihg peripheral blood monocytes of patients reogiv
highly active antiretroviral therapy: a further tdide to eradication

J Leukoc Biol. 2000 Sep;68(3):345-50

D

D'Angelo J, Mouscadet JF, Desmaéle D, Zouhiri F, LleH
HIV-1 integrase: the next target for AIDS therapy?
Pathol Biol (Paris). 2001 Apr;49(3):237-46

Dallas S, Miller DS, Bendayan R
Multidrug resistance-associated proteins: expresaia function in the central nervous system
Pharmacol Rev. 2006 Jun;58(2):140-61

Dallasta LM, Pisarov LA, Esplen JE, Werley JV, Mose AV, Nelson JA, Achim CL
Blood-brain barrier tight junction disruption infman immunodeficiency virus-1 encephalitis
Am J Pathol. 1999 Dec;155(6):1915-27

Dean M, Hamon Y, Chimini G
The human ATP-binding cassette (ABC) transportpedgamily
J Lipid Res. 2001 Jul;42(7):1007-17

De Clercq E
The role of non-nucleoside reverse transcriptasibitors (NNRTIS) in the therapy of HIV-1 infection
Antiviral Res. 1998 Jun;38(3):153-79

De Meyer S, Azijn H, Surleraux D, Jochmans D, TahriA, Pauwels R, Wigerinck P, de Béthune MP
TMC114, a novel human immunodeficiency virus typ@rbtease inhibitor active against protease inbibit
resistant viruses, including a broad range of céihisolates

Antimicrob Agents Chemother. 2005 Jun;49(6):2314-21

Dejana E
Endothelial adherens junctions: implications in ¢betrol of vascular permeability and angiogenesis
J Clin Invest. 1996 Nov 1;98(9):1949-53

Deli MA, Joo F
Cultured vascular endothelial cells of the brain
Keio J Med. 1996 Sep;45(3):183-98

Delfraissy JF
Prise en charge thérapeutique des personnes ie$quié le VIH
Rapport 2004, Médecine-Sciences, Flammarion

Deng H, Liu R, Ellmeier W, Choe S, Unutmaz D, Burkhart M, Di Marzio P, Marmon S, Sutton RE, Hill
CM, Davis CB, Peiper SC, Schall TJ, Littman DR, Lamlau NR

Identification of a major co-receptor for primasplates of HIV-1

Nature, 1996, 381(6584):661-6

186



Références bibliographiques

Dickson DW

Multinucleated giant cells in acquired immunodefigity syndrome encephalopathy. Origin from endogenou
microglia?

Arch Pathol Lab Med. 1986 Oct;110(10):967-8

Dirson G, Fernandez C, Hindlet P, Roux F, German-Faal M, Gimenez F, Farinotti R
Efavirenz does not interact with the ABCB1 transgoat the blood-brain barrier.
Pharm Res. 2006 Jul;23(7):1525-32

Doms RW, Earl PL, Moss B
The assembly of the HIV-1 env glycoprotein into disiand tetramers
Adv Exp Med Biol, 1991, 300:203-19

Doyle LA, Yang W, Abruzzo LV, Krogmann T, Gao Y, Rishi AK, Ross DD
A multidrug resistance transporter from human MClr&ast cancer cells
Proc Natl Acad Sci U S A. 1998 Dec 22;95(26):15865-

Drach J, Gsur A, Hamilton G, Zhao S, Angerler J, Fegl M, Zojer N, Raderer M, Haberl I, Andreeff M,
Huber H

Involvement of P-glycoprotein in the transmembraramsport of interleukin-2 (IL-2), IL-4, and interbn-
gamma in normal human T lymphocytes

Blood, 1996, 88(5):1747-54

Drach D, Zhao S, Drach J, Mahadevia R, Gattringer CHuber H, Andreeff M

Subpopulations of normal peripheral blood and borarow cells express a functional multidrug resista
phenotype.

Blood. 1992 Dec 1;80(11):2729-34

Dresser GK, Schwarz Ul, Wilkinson GR, Kim RB
Coordinate induction of both cytochrome P4503A BHdR1 by St John's wort in healthy subjects
Clin Pharmacol Ther. 2003 Jan;73(1):41-50

Drewe J, Gutmann H, Fricker G, Torok M, Beglinger C, Huwyler J

HIV protease inhibitor ritonavir: a more potent iiitor of P-glycoprotein than the cyclosporine atpiSDZ
PSC 833

Biochem Pharmacol. 1999 May 15;57(10):1147-52

Drewes LR
What is the blood-brain barrier? A molecular pecsive. Cerebral vascular biology
Adv Exp Med Biol. 1999;474:111-22

Dueweke TJ, Pushkarskaya T, Poppe SM, Swaney SM, Zb JQ, Chen IS, Stevenson M, Tarpley WG

A mutation in reverse transcriptase of bis(heteyippiperazine-resistant human immunodeficiency vitype 1
that confers increased sensitivity to other norensilde inhibitors.

Proc Natl Acad Sci U S A. 1993 May 15;90(10):4713-7

Dumon C, Solas C, Thuret I, Chambost H, Lacarelle BMichel G, Durand A

Relationship between efficacy, tolerance, and ptadnug concentration of ritonavir in children wakvanced
HIV infection

Ther Drug Monit. 2000 Aug;22(4):402-8

Duong M, Buisson M, Peytavin G, Kohli E, Piroth L,Martha B, Grappin M, Chavanet P, Portier H

Low trough plasma concentrations of nevirapine eissed with virologic rebounds in HIV-infected peits
who switched from protease inhibitors

Ann Pharmacother. 2005 Apr;39(4):603-9

187



Références bibliographiques

Dupuis ML, Flego M, Molinari A, Cianfriglia M

Saquinavir induces stable and functional expressfahe multidrug transporter P-glycoprotein in rarmCD4
T-lymphoblastoid CEMrev cells

HIV Med. 2003 Oct;4(4):338-45

Dussault I, Lin M, Hollister K, Wang EH, Synold TW, Forman BM
Peptide mimetic HIV protease inhibitors are ligafmisthe orphan receptor SXR
J Biol Chem. 2001 Sep 7;276(36):33309-12

E

Ee PL, He X, Ross DD, Beck WT
Modulation of breast cancer resistance protein (B@BCG?2) gene expression using RNA interference
Mol Cancer Ther. 2004 Dec;3(12):1577-83

Eilers M, Roy U, Mondal D

MRP (ABCC) transporters-mediated efflux of anti-Hivugs, saquinavir and zidovudine, from human
endothelial cells

Exp Biol Med (Maywood). 2008 Jun 5

Ensoli F, Cafaro A, Fiorelli V, Vannelli B, EnsoliB, Thiele CJ
HIV-1 infection of primary human neuroblasts
Virology. 1995 Jun 20;210(1):221-5

Eugenin EA, Osiecki K, Lopez L, Goldstein H, Caldeon TM, Berman JW

CCL2/monocyte chemoattractant protein-1 mediatésieced transmigration of human immunodeficiencysvir
(HIV)-infected leukocytes across the blood-brainriea: a potential mechanism of HIV-CNS invasiondan
NeuroAIDS

J Neurosci. 2006 Jan 25;26(4):1098-106

Ewart GD, Howells AJ
ABC transporters involved in transport of eye pigingrecursors in Drosophila melanogaster
Methods Enzymol. 1998;292:213-24

F

Fantini J, Yahi N, Chermann JC
Human immunodeficiency virus can infect the aparadl basolateral surfaces of human colonic epithediés
Proc Natl Acad Sci U S A. 1991 Oct 15;88(20):92917-3

Feller N, Broxterman HJ, Wahrer DC, Pinedo HM

ATP-dependent efflux of calcein by the multidrugistance protein (MRP): no inhibition by intracédiu
glutathione depletion

FEBS Lett. 1995 Jul 17;368(2):385-8

Feng Y, Broder CC, Kennedy PE, Berger EA
HIV-1 entry cofactor: functional cDNA cloning ofseeven-transmembrane, G protein-coupled receptor
Science. 1996 May 10;272(5263):872-7

Fernetti C, Pascolo L, Podda E, Gennaro R, Stebel Miribelli C.
Preparation of an antibody recognizing both humahradent MRP1
Biochem Biophys Res Commun. 2001 Nov 9;288(4):8064-

Finzi D, Siliciano RF.

Viral dynamics in HIV-1 infection
Cell. 1998 May 29;93(5):665-71

188



Références bibliographiques

Flens MJ, Izquierdo MA, Scheffer GL, Fritz JM, Meij er CJ, Scheper RJ, Zaman GJ

Immunochemical detection of the multidrug resiseaassociated protein MRP in human multidrug-resista
tumor cells by monoclonal antibodies

Cancer Res. 1994 Sep 1;54(17):4557-63.

Flens MJ, Zaman GJ, van der Valk P, Izquierdo MA, ®hroeijers AB, Scheffer GL, van der Groep P, de
Haas M, Meijer CJ, Scheper RJ

Tissue distribution of the multidrug resistancetgimm

Am J Pathol. 1996 Apr;148(4):1237-47

Fojo A, Lebo R, Shimizu N, Chin JE, Roninson 1B, Mdino GT, Gottesman MM, Pastan |
Localization of multidrug resistance-associated Dd&§uences to human chromosome 7
Somat Cell Mol Genet. 1986 Jul;12(4):415-20

Fojo AT, Ueda K, Slamon DJ, Poplack DG, Gottesman M, Pastan |
Expression of a multidrug-resistance gene in hutaarors and tissues
Proc Natl Acad Sci U S A, 1987, 84(1):265-9

Folks TM, Justement J, Kinter A, Dinarello CA, Faud AS
Cytokine-induced expression of HIV-1 in a chronligéhfected promonocyte cell line
Science. 1987 Nov 6;238(4828):800-2

Folks TM, Kessler SW, Orenstein JM, Justement JS,affe ES, Fauci AS
Infection and replication of HIV-1 in purified pregitor cells of normal human bone marrow
Science. 1988 Nov 11;242(4880):919-22

Ford J, Boffito M, Maitland D, Hill A, Back D, Khoo S, Nelson M, Moyle G, Gazzard B, Pozniak A
Influence of atazanavir 200 mg on the intracelldad plasma pharmacokinetics of saquinavir andhaito
1600/100 mg administered once daily in HIV-infecpedients

J Antimicrob Chemother. 2006 Nov;58(5):1009-16

Ford J, Meaden ER, Hoggard PG, Dalton M, Newton PWilliams |, Khoo SH, Back DJ
Effect of protease inhibitor-containing regimenslymphocyte multidrug resistance transporter exgogs
J Antimicrob Chemother. 2003 Sep;52(3):354-8

Freed EO
HIV-1 replication
Somat Cell Mol Genet, 2001, 26(1-6):13-33

Frick LW, St John L, Taylor LC, Painter GR, Furman PA, Liotta DC, Furfine ES, Nelson DJ
Pharmacokinetics, oral bioavailability, and metaboldisposition in rats of (-)-cis-5-fluoro-1-[2-
(hydroxymethyl)-1,3-oxathiolan-5-yl] cytosine, a abeoside analog active against human immunodefigien
virus and hepatitis B virus

Antimicrob Agents Chemother. 1993 Nov;37(11):2285-9

Fukushima Y, Oshika Y, Tokunaga T, Hatanaka H, Tomsawa M, Kawai K, Ozeki Y, Tsuchida T, Kijima
H, Yamazaki H, Ueyama Y, Tamaoki N, Miura S, Nakamua M

Multidrug resistance-associated protein (MRP) esgion is correlated with expression of aberrant p&gein
in colorectal cancer

Eur J Cancer. 1999 Jun;35(6):935-8

Furuse M, Hirase T, Itoh M, Nagafuchi A, Yonemura S Tsukita S, Tsukita S

Occludin: a novel integral membrane protein lodatizat tight junctions
J Cell Biol. 1993 Dec;123(6 Pt 2):1777-88

189



Références bibliographiques

G

Gallo RC, Sarin PS, Gelmann EP, Robert-Guroff M, Rthardson E, Kalyanaraman VS, Mann D, Sidhu
GD, Stahl RE, Zolla-Pazner S, Leibowitch J, Popovi#/.

Isolation of human T-cell leukemia virus in acqdiienmune deficiency syndrome (AIDS)

Science, 1983, 220(4599):865-7

Gao HQ, Boyer PL, Sarafianos SG, Arnold E, Hughests
The role of steric hindrance in 3TC resistancewhln immunodeficiency virus type-1 reverse trapsase
J Mol Biol. 2000 Jul 7;300(2):403-18

Gartner S
HIV infection and dementia
Science. 2000 Jan 28;287(5453):602-4

Gatti G, Pontali E, Boni S, De Pascalis CR, Basséel, Bassetti D

The relationship between ritonavir plasma troughcemtration and virological and immunological rasg®in
HIV-infected children

HIV Med. 2002 Apr;3(2):125-8

Gekeler V, Ise W, Sanders KH, Ulrich WR, Beck J
The leukotriene LTD4 receptor antagonist MK571 #pesdly modulates MRP associated multidrug resis&a
Biochem Biophys Res Commun. 1995 Mar 8;208(1):345-5

Gendelman HE, Narayan O, Molineaux S, Clements JE;hotbi Z.

Slow, persistent replication of lentiviruses: ralé tissue macrophages and macrophage precursdosria
marrow

Proc Natl Acad Sci U S A. 1985 Oct;82(20):7086-90

Georgsson G
Neuropathologic aspects of lentiviral infections
Ann N'Y Acad Sci. 1994 Jun 6;724:50-67

Gerloff T
Impact of genetic polymorphisms in transmembramgerasystems on drug and xenobiotic distribution
Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 2004 Jan;3&®X/7

Ghorpade A, Xia MQ, Hyman BT, Persidsky Y, Nukuna A Bock P, Che M, Limoges J, Gendelman HE,
Mackay CR

Role of the beta-chemokine receptors CCR3 and G@R&man immunodeficiency virus type 1 infection of
monocytes and microglia

J Virol. 1998 Apr;72(4):3351-61

Gibbs JE, Gaffen Z, Thomas SA
Nevirapine uptake into the central nervous systétheGuinea pig: an in situ brain perfusion study
J Pharmacol Exp Ther. 2006 May;317(2):746-51

Gibbs JE, Rashid T, Thomas SA

Effect of transport inhibitors and additional aHtiV drugs on the movement of lamivudine (3TC) aertse
guinea pig brain barriers

J Pharmacol Exp Ther. 2003 Sep;306(3):1035-41

Gibbs JE, Thomas SA

The distribution of the anti-HIV drug, 2'3'-dideaxgtidine (ddC), across the blood-brain and blood-
cerebrospinal fluid barriers and the influence igfamic anion transport inhibitors

J Neurochem. 2002 Feb;80(3):392-404

190



Références bibliographiques

Glynn SL, Yazdanian M
In vitro blood-brain barrier permeability of neyiiae compared to other HIV antiretroviral agents
J Pharm Sci. 1998 Mar;87(3):306-10

Golden PL, Pollack GM
Blood-brain barrier efflux transport
J Pharm Sci. 2003 Sep;92(9):1739-53

Goldsmith ME, Madden MJ, Morrow CS, Cowan KH
A Y-box consensus sequence is required for bagadesgion of the human multidrug resistance (mdetjeg
J Biol Chem. 1993 Mar 15;268(8):5856-60

Goldsmith DR, Perry CM
Atazanavir
Drugs. 2003;63(16):1679-93

Goldstein GW, Betz AL
Recent advances in understanding brain capillangtfan
Ann Neurol. 1983 Oct;14(4):389-95

Gollapudi S, Gupta S
Human immunodeficiency virus I-induced expressibR-glycoprotein
Biochem Biophys Res Commun. 1990 Sep 28;171(3)2002

Gong YF, Robinson BS, Rose RE, Deminie C, Spicer TBtock D, Colonno RJ, Lin PF
In vitro resistance profile of the human immunodeiincy virus type 1 protease inhibitor BMS-232632
Antimicrob Agents Chemother. 2000 Sep;44(9):2319-26

Gottesman MM, Cardarelli C, Goldenberg S, Licht T,Pastan |
Selection and maintenance of multidrug-resistali$ ce
Methods Enzymol, 1998, 292:248-58

Grant GA, Abbott NJ, Janigro D
Understanding the Physiology of the Blood-Brainriar In Vitro Models
News Physiol Sci. 1998 Dec;13:287-293

Greiner B, Eichelbaum M, Fritz P, Kreichgauer HP, von Richter O, Zundler J, Kroemer HK
The role of intestinal P-glycoprotein in the intetian of digoxin and rifampin
J Clin Invest. 1999 Jul;104(2):147-53

Groothuis DR, Levy RM
The entry of antiviral and antiretroviral drugsarnhe central nervous system
J Neurovirol. 1997 Dec;3(6):387-400

Gupta S, Gollapudi S

P-glycoprotein (MDR 1 gene product) in cells of thenune system: its possible physiologic role alteration
in aging and human immunodeficiency virus-1 (HIViifection

J Clin Immunol, 1993, 13(5):289-301

Gupta A, Zhang Y, Unadkat JD, Mao Q

HIV protease inhibitors are inhibitors but not swhtes of the human breast cancer resistance protei
(BCRP/ABCG2)

J Pharmacol Exp Ther. 2004 Jul;310(1):334-41

Gutiérrez F, Padilla S, Masia M, Navarro A, GallegoJ, Hernandez |, Ramos JM, Martin-Hidalgo A
Changes in body fat composition after 1 year ovage therapy with lopinavir/ritonavir-containinggimens
and its relationship with lopinavir plasma concatitms

Antivir Ther. 2004 Feb;9(1):105-13

191



Références bibliographiques

Gutiérrez F, Padilla S, Navarro A, Masia M, Hernandez |, Ramos J, Esteban A, Martin-Hidalgo A
Lopinavir plasma concentrations and changes i lipvels during salvage therapy with lopinavir/nigwir-
containing regimens

J Acquir Immune Defic Syndr. 2003 Aug 15;33(5): 590

H

Haimeur A, Conseil G, Deeley RG, Cole SP
The MRP-related and BCRP/ABCG2 multidrug resistgmaeeins: biology, substrate specificity and regjoin
Curr Drug Metab. 2004 Feb;5(1):21-53

Hanly A, Petito CK

HLA-DR-positive dendritic cells of the normal humelnoroid plexus: a potential reservoir of HIV iretbentral
nervous system

Hum Pathol. 1998 Jan;29(1):88-93

Harouse JM, Bhat S, Spitalnik SL, Laughlin M, Stefano K, Silberberg DH, Gonzalez-Scarano F
Inhibition of entry of HIV-1 in neural cell linesytantibodies against galactosyl ceramide
Science. 1991 Jul 19;253(5017):320-3

Hasegawa T, Juni K, Saneyoshi M, Kawaguchi T
Intestinal absorption and first-pass eliminatior2f3'-dideoxynucleosides following oral admiragion in rats
Biol Pharm Bull. 1996 Apr;19(4):599-603

Hawkins RA, O'Kane RL, Simpson IA, Vifa JR
Structure of the blood-brain barrier and its roiehie transport of amino acids
J Nutr. 2006 Jan;136(1 Suppl):218S-26S

Hayashi A, Suzuki H, Itoh K, Yamamoto M, Sugiyama Y

Transcription factor Nrf2 is required for the cangtve and inducible expression of multidrug résise-
associated protein 1 in mouse embryo fibroblasts

Biochem Biophys Res Commun. 2003 Oct 24;310(3)2824-

Hazen R, Harvey R, Ferris R, Craig C, Yates P, Grifin P, Miller J, Kaldor I, Ray J, Samano V, Furfine E,
Spaltenstein A, Hale M, Tung R, St Clair M, HanlonM, Boone L

In vitro antiviral activity of the novel, tyrosyldsed human immunodeficiency virus (HIV) type 1 pease
inhibitor brecanavir (GW640385) in combination witlther antiretrovirals and against a panel of @ste
inhibitor-resistant HIV

Antimicrob Agents Chemother. 2007 Sep;51(9):3147-54

Henderson LE, Sowder R, Copeland TD, Oroszlan S, Anur LO, Robey WG, Fischinger PJ

Direct identification of class Il histocompatibjliitDR proteins in preparations of human T-cell lyropbpic
virus type Il

J Virol, 1987, 61(2):629-32

Higgins CF
ABC transporters: from microorganisms to man
Annu Rev Cell Biol. 1992;8:67-113

Higgins CF

ABC transporters: physiology, structure and mectrarian overview
Res Microbiol. 2001 Apr-May;152(3-4):205-10

192



Références bibliographiques

Higgins CF, Hiles ID, Salmond GP, Gill DR, Downie 4, Evans 1J, Holland 1B, Gray L, Buckel SD, Bell
AW, et al

A family of related ATP-binding subunits couplednmny distinct biological processes in bacteria.

Nature. 1986 Oct 2-8;323(6087):448-50

Higgins CF, Linton KJ
Structural biology. The xyz of ABC transporters
Science. 2001 Sep 7;293(5536):1782-4

Higgins CF, Linton KJ
The ATP switch model for ABC transporters
Nat Struct Mol Biol. 2004 Oct;11(10):918-26

Hipfner DR, Gauldie SD, Deeley RG, Cole SP
Detection of the M(r) 190,000 multidrug resistapecetein, MRP, with monoclonal antibodies
Cancer Res. 1994 Nov 15;54(22):5788-92

Hirase T, Staddon JM, Saitou M, Ando-Akatsuka Y, loh M, Furuse M, Fujimoto K, Tsukita S, Rubin LL
Occludin as a possible determinant of tight juntpermeability in endothelial cells
J Cell Sci. 1997 Jul;110 ( Pt 14):1603-13

Hirsch MS, Brun-Vezinet F, Clotet B

Antiretroviral drug resistance testing in adultdegted with human immunodeficiency virus type 1:020
recommendations of an International AIDS SocietyAlfanel

Clin Infect Dis, 2003, 37 : 113-128

Hoffmeyer S, Burk O, von Richter O, Arnold HP, Brodkmoller J, Johne A, Cascorbi I, Gerloff T, Roots I,
Eichelbaum M, Brinkmann U

Functional polymorphisms of the human multidrugstsice gene: multiple sequence variations ancklation
of one allele with P-glycoprotein expression antivdg in vivo

Proc Natl Acad Sci U S A, 2000, 97(7):3473-8

Hofmann W, Reichart B, Ewald A, Muller E, Schmitt I, Stauber RH, Lottspeich F, Jockusch BM, Scheer
U, Hauber J, Dabauvalle MC.

Cofactor requirements for nuclear export of Repoase element (RRE)- and constitutive transponrnete
(CTE)-containing retroviral RNAs. An unexpectederédr actin

J Cell Biol, 2001, 152(5):895-910

Holl6 Z, Homolya L, Hegedis T, Sarkadi B
Transport properties of the multidrug resistancmeisted protein (MRP) in human tumour cells
FEBS Lett. 1996 Mar 25;383(1-2):99-104

Homolya L, Varadi A, Sarkadi B
Multidrug resistance-associated proteins: Exponpsifor conjugates with glutathione, glucuronatsufate
Biofactors. 2003;17(1-4):103-14

Hrycyna CA, Airan LE, Germann UA, Ambudkar SV, Pastan I, Gottesman MM
Structural flexibility of the linker region of humaP-glycoprotein permits ATP hydrolysis and driansport
Biochemistry. 1998 Sep 29;37(39):13660-73

Huber JD, Egleton RD, Davis TP
Molecular physiology and pathophysiology of tiglimgtions in the blood-brain barrier
Trends Neurosci. 2001 Dec;24(12):719-25

Huang Y, Paxton WA, Wolinsky SM, Neumann AU, ZhangL, He T, Kang S, Ceradini D, Jin Z,
Yazdanbakhsh K, Kunstman K, Erickson D, Dragon E, landau NR, Phair J, Ho DD, Koup RA

The role of a mutant CCR5 allele in HIV-1 transrigssand disease progression

Nat Med. 1996 Nov;2(11):1240-3

193



Références bibliographiques

Huang L, Wring SA, Woolley JL, Brouwer KR, Serabijit-Singh C, Polli JW
Induction of P-glycoprotein and cytochrome P4508AHIV protease inhibitors
Drug Metab Dispos. 2001 May;29(5):754-60

Huisman MT, Smit JW, Crommentuyn KM, Zelcer N, Wilt shire HR, Beijnen JH, Schinkel AH

Multidrug resistance protein 2 (MRP2) transportd/Hirotease inhibitors, and transport can be entthhge
other drugs

AIDS. 2002 Nov 22;16(17):2295-301

Huisman MT, Smit JW, Wiltshire HR, Hoetelmans RM, Beijnen JH, Schinkel AH
P-glycoprotein limits oral availability, brain, arfetal penetration of saquinavir even with highew®ef ritonavir
Mol Pharmacol. 2001 Apr;59(4):806-13

Hulgan T, Donahue JP, Hawkins C, Unutmaz D, D'Aqui RT, Raffanti S, Nicotera F, Rebeiro P, Erdem
H, Rueff M, Haas DW

Implications of T-cell P-glycoprotein activity dag HIV-1 infection and its therapy

J Acquir Immune Defic Syndr. 2003 Oct 1;34(2):180-2

Hyde SC, Emsley P, Hartshorn MJ, Mimmack MM, Gilead U, Pearce SR, Gallagher MP, Gill DR,
Hubbard RE, Higgins CF

Structural model of ATP-binding proteins associatgth cystic fibrosis, multidrug resistance and tesial
transport

Nature. 1990 Jul 26;346(6282):362-5

Imai Y, Ishikawa E, Asada S, Sugimoto Y
Estrogen-mediated post transcriptional down-reguiatf breast cancer resistance protein/ABCG2
Cancer Res. 2005 Jan 15;65(2):596-604

Imami N, Hardy G, Pires A, Burton C, Pido-Lopez J,Mela C, Gotch F
Immune reconstitution in HIV-1-infected patients
Curr Opin Investig Drugs. 2002 Aug;3(8):1138-45

Ito K, Suzuki H, Hirohashi T, Kume K, Shimizu T, Sugiyama Y
Molecular cloning of canalicular multispecific orge anion transporter defective in EHBR
Am J Physiol. 1997 Jan;272(1 Pt 1):G16-22

Ito K, Suzuki H, Horie T, Sugiyama Y
Apical/basolateral surface expression of drug fparters and its role in vectorial drug transport.
Pharm Res. 2005 Oct;22(10):1559-77

Itoh M, Furuse M, Morita K, Kubota K, Saitou M, Tsu kita S

Direct binding of three tight junction-associated\BUKs, ZO-1, ZO-2, and Z0O-3, with the COOH termaofi
claudins

J Cell Biol. 1999 Dec 13;147(6):1351-63

J

Jacobson JM, Israel RJ, Lowy |, Ostrow NA, Vassilabs LS, Barish M, Tran DN, Sullivan BM, Ketas TJ,
O'Neill TJ, Nagashima KA, Huang W, Petropoulos CIJMoore JP, Maddon PJ, Olson WC

Treatment of advanced human immunodeficiency Miype 1 disease with the viral entry inhibitor PR&25
Antimicrob Agents Chemother. 2004 Feb;48(2):423-9

194



Références bibliographiques

Jacobson JM, Lowy |, Fletcher CV, O'Neill TJ, Tran DN, Ketas TJ, Trkola A, Klotman ME, Maddon PJ,
Olson WC, Israel RJ

Single-dose safety, pharmacology, and antiviraiviigtof the human immunodeficiency virus (HIV) tgpl
entry inhibitor PRO 542 in HIV-infected adults

J Infect Dis. 2000 Jul;182(1):326-9

James JS
T-20 and Trimeris
AIDS Treat News. 1998 Apr 17;(No 293):1-6

Jamjoom GA
Protease inhibitors as potential therapeutic agent&IDS
Ann Saudi Med. 1991 Sep;11(5):568-75

Janneh O, Jones E, Chandler B, Owen A, Khoo SH

Inhibition of P-glycoprotein and multidrug resistadassociated proteins modulates the intracellular
concentration of lopinavir in cultured CD4 T cealisd primary human lymphocytes

J Antimicrob Chemother. 2007 Nov;60(5):987-93

Janneh O, Owen A, Chandler B, Hartkoorn RC, Hart CA, Bray PG, Ward SA, Back DJ, Khoo SH
Modulation of the intracellular accumulation of sawavir in peripheral blood mononuclear cells biilitors of
MRP1, MRP2, P-gp and BCRP

AIDS. 2005 Dec 2;19(18):2097-102

Jedlitschky G, Leier I, Buchholz U, Center M, Keppkr D
ATP-dependent transport of glutathione S-conjughyethe multidrug resistance-associated protein
Cancer Res. 1994 Sep 15;54(18):4833-6

Jenwitheesuk E, Samudrala R
Heptad-repeat-2 mutations enhance the stabiliti@enfuvirtide-resistant HIV-1 gp41 hairpin stiuuet
Antivir Ther. 2005;10(8):893-900

Jette L, Beaulieu E, Leclerc JM, Beliveau R
Cyclosporin A treatment induces overexpression-gfyleoprotein in the kidney and other tissues
Am J Physiol. 1996 May;270(5 Pt 2):F756-65

Jiang Q, Matsuzaki Y, Li K, Uitto J
Transcriptional regulation and characterizatiothef promoter region of the human ABCC6 gene
J Invest Dermatol. 2006 Feb;126(2):325-35

Jin S, Scotto KW
Transcriptional regulation of the MDR1 gene by ¢t acetyltransferase and deacetylase is medigti@ &Y
Mol Cell Biol. 1998 Jul;18(7):4377-84

Jin W, Scotto KW, Hait WN, Yang JM

Involvement of CtBP1 in the transcriptional activatof the MDR1 gene in human multidrug resistaaricer
cells

Biochem Pharmacol. 2007 Sep 15;74(6):851-9

Johnson MD, Anderson BD

Use of cultured cerebral capillary endothelial £éll modeling the central nervous system availghdf 2',3'-
dideoxyinosine

J Pharm Sci. 2000 Mar;89(3):322-35

Johnson MA, Gathe JC Jr, Podzamczer D, Molina JM, Mylor CT, Chiu YL, King MS, Podsadecki TJ,
Hanna GJ, Brun SC

A once-daily lopinavir/ritonavir-based regimen pides noninferior antiviral activity compared withtaice-
daily regimen

J Acquir Immune Defic Syndr. 2006 Oct 1;43(2):1%3-6

195



Références bibliographiques

Jones K, Bray PG, Khoo SH, Davey RA, Meaden ER, WdrSA, Back DJ (a)

P-Glycoprotein and transporter MRP1 reduce HIV gase inhibitor uptake in CD4 cells: potential for
accelerated viral drug resistance?

AIDS. 2001 Jul 27;15(11):1353-8

Jones K, Hoggard PG, Khoo S, Maher B, Back D{b)

Effect of alphal-acid glycoprotein on the intragkdl accumulation of the HIV protease inhibitors|saavir,
ritonavir and indinavir in vitro

Br J Clin Pharmacol. 2001 Jan;51(1):99-102

Jones K, Hoggard PG, Sales SD, Khoo S, Davey R, Bd2J (c)
Differences in the intracellular accumulation oMHirotease inhibitors in vitro and the effect ofiee transport
AIDS. 2001 Apr 13;15(6):675-81

Jonker JW, Buitelaar M, Wagenaar E, Van Der Valk MA, Scheffer GL, Scheper RJ, Plosch T, Kuipers F,
Elferink RP, Rosing H, Beijnen JH, Schinkel AH

The breast cancer resistance protein protects stgainmajor chlorophyll-derived dietary phototoxinda
protoporphyria

Proc Natl Acad Sci U S A. 2002 Nov 26;99(24):15649-

Jorajuria S, Clayette P, Dereuddre-Bosquet N, Benllissan-Chahour K, Thiébot H, Vaslin B, Le Grand R,
Dormont D

The expression of P-glycoprotein and cellular késais modulated at the transcriptional level bgétibn and
highly active antiretroviral therapy in a primatedel of AIDS

AIDS Res Hum Retroviruses. 2003 Apr;19(4):307-11

Jorajuria S, Dereuddre-Bosquet N, Becher F, MartinS, Porcheray F, Garrigues A, Mabondzo A, Benech
H, Grassi J, Orlowski S, Dormont D, Clayette P (a)

ATP binding cassette multidrug transporters lirhi &inti-HIV activity of zidovudine and indinavir infected
human macrophages

Antivir Ther. 2004 Aug;9(4):519-28

Jorajuria S, Dereuddre-Bosquet N, Naissant-Storck KDormont D, Clayette P (b)

Differential expression levels of MRP1, MRP4, andRRb in response to human immunodeficiency virus
infection in human macrophages

Antimicrob Agents Chemother. 2004 May;48(5):1889-91

Josserand V, Pélerin H, de Bruin B, Jego B, KuhnasB, Hinnen F, Ducongé F, Boisgard R, Beuvon F,
Chassoux F, Daumas-Duport C, Ezan E, Dollé F, Mabaizo A, Tavitian B

Evaluation of drug penetration into the brain: aulile study by in vivo imaging with positron emigsio
tomography and using an in vitro model of the huflaod-brain barrier

J Pharmacol Exp Ther. 2006 Jan;316(1):79-86

K

Kage K, Tsukahara S, Sugiyama T, Asada S, Ishikawg, Tsuruo T, Sugimoto Y

Dominant-negative inhibition of breast cancer rasise protein as drug efflux pump through the iitiaib of S-
S dependent homodimerization

Int J Cancer. 2002 Feb 10;97(5):626-30

Kanmogne GD, Primeaux C, Grammas P

HIV-1 gp120 proteins alter tight junction proteixpeession and brain endothelial cell permeabilityplications
for the pathogenesis of HIV-associated dementia.

J Neuropathol Exp Neurol. 2005 Jun;64(6):498-505

196



Références bibliographiques

Kast HR, Goodwin B, Tarr PT, Jones SA, Anisfeld AM,Stoltz CM, Tontonoz P, Kliewer S, Willson TM,
Edwards PA

Regulation of multidrug resistance-associated prid®2(ABCC2) by the nuclear receptors pregnane cepéor,
farnesoid X-activated receptor, and constitutivérastane receptor

J Biol Chem. 2002 Jan 25;277(4):2908-15

Katlama C, Carcelain G, Duvivier C.

Interleukin-2 accelerates CD4 cell reconstitutionHIV-infected patients with severe immunosuppi@ss
despite highly active antiretroviral therapy: th&TIM study-ANRS 082

AIDS, 2002, 16: 2027-2034

Kauffmann HM, Pfannschmidt S, Zéller H, Benz A, Vorderstemann B, Webster JI, Schrenk D
Influence of redox-active compounds and PXR-aabirsabn human MRP1 and MRP2 gene expression
Toxicology. 2002 Feb 28;171(2-3):137-46

Kaul M, Garden GA, Lipton SA
Pathways to neuronal injury and apoptosis in HISeasated dementia
Nature. 2001 Apr 19;410(6831):988-94

Kearney BP, Flaherty JF, Shah J
Tenofovir disoproxil fumarate: clinical pharmacojoand pharmacokinetics
Clin Pharmacokinet. 2004;43(9):595-612

Kempf DJ, King MS, Berstein B

Incidence of resistance in a doubleblind study cammg lopinavir/ritonavir plus stavudine and lanlne to
nelfinavir plus stavudine and lamivudine

J Infect Dis, 2004, 189: 51-60

Kempf DJ, Marsh KC, Kumar G, Rodrigues AD, DenissenJF, McDonald E, Kukulka MJ, Hsu A,
Granneman GR, Baroldi PA, Sun E, Pizzuti D, Plattne JJ, Norbeck DW, Leonard JM

Pharmacokinetic enhancement of inhibitors of then&w immunodeficiency virus protease by coadmirtistna
with ritonavir

Antimicrob Agents Chemother. 1997 Mar;41(3):654-60

Keppler D, Kartenbeck J
The canalicular conjugate export pump encoded dythrp/cmoat gene
Prog Liver Dis. 1996;14:55-67

Keppler D, Jedlitschky G, Leier |
Transport function and substrate specificity of tidulig resistance protein
Methods Enzymol. 1998;292:607-16

Kerb R
Implications of genetic polymorphisms in drug tnaoters for pharmacotherapy
Cancer Lett. 2006 Mar 8;234(1):4-33

Ketas TJ, Kuhmann SE, Palmer A, Zurita J, He W Ahuja SK, Klasse PJ, Moore JP

Cell surface expression of CCR5 and other hosbfadnfluence the inhibition of HIV-1 infection dfuman
lymphocytes by CCR5 ligands

Virology. 2007 Aug 1;364(2):281-90

Khoo SH, Hoggard PG, Williams |, Meaden ER, NewtorP, Wilkins EG, Smith A, Tjia JF, Lloyd J, Jones
K, Beeching N, Carey P, Peters B, Back DJ

Intracellular accumulation of human immunodeficigrrus protease inhibitors

Antimicrob Agents Chemother. 2002 Oct;46(10):3288-3

Killingley B, Pozniak A

The first once-daily single-tablet regimen for theatment of HIV-infected patients
Drugs Today (Barc). 2007 Jul;43(7):427-42

197



Références bibliographiques

Kim RB, Fromm MF, Wandel C, Leake B, Wood AJ, RoderDM, Wilkinson GR
The drug transporter P-glycoprotein limits oral@ipsion and brain entry of HIV-1 protease inhibgor
J Clin Invest. 1998 Jan 15;101(2):289-94

Kim JH, Kim JH, Park JA, Lee SW, Kim WJ, Yu YS, Kim KW
Blood-neural barrier: intercellular communicatidrgho-vascular interface
J Biochem Mol Biol. 2006 Jul 31;39(4):339-45

Kim SH, Lee SH, Kwak NH, Kang CD, Chung BS
Effect of the activated Raf protein kinase on thenan multidrug resistance 1 (MDR1) gene promoter
Cancer Lett. 1996 Jan 2;98(2):199-205

Kitai R, Zhao ML, Zhang N, Hua LL, Lee SC

Role of MIP-1beta and RANTES in HIV-1 infection dficroglia: inhibition of infection and induction by
IFNbeta

J Neuroimmunol. 2000 Oct 2;110(1-2):230-9

Kiuchi Y, Suzuki H, Hirohashi T, Tyson CA, SugiyamaY
cDNA cloning and inducible expression of human idultg resistance associated protein 3 (MRP3)
FEBS Lett. 1998 Aug 14;433(1-2):149-52

Klatzmann D, Champagne E, Chamaret S, Gruest J, Guard D, Hercend T, Gluckman JC, Montagnier L
T-lymphocyte T4 molecule behaves as the receptdndman retrovirus LAV
Nature, 1984, 312(5996):767-8

Klein I, Sarkadi B, Varadi A
An inventory of the human ABC proteins
Biochim Biophys Acta. 1999 Dec 6;1461(2):237-62

Klimecki WT, Futscher BW, Grogan TM, Dalton WS
P-glycoprotein expression and function in circulgtblood cells from normal volunteers
Blood. 1994 May 1,83(9):2451-8

Kniesel U, Wolburg H
Tight junctions of the blood-brain barrier
Cell Mol Neurobiol. 2000 Feb;20(1):57-76

Kdnig J, Rost D, Cui Y, Keppler D

Characterization of the human multidrug resistgproéein isoform MRP3 localized to the basolatespdtocyte
membrane

Hepatology. 1999 Apr;29(4):1156-63

Kontorinis N, Dieterich DT
Toxicity of non-nucleoside analogue reverse trapsase inhibitors
Semin Liver Dis. 2003 May;23(2):173-82

Kool M, de Haas M, Scheffer GL, Scheper RJ, van BjMJ, Juijn JA, Baas F, Borst P

Analysis of expression of cMOAT (MRP2), MRP3, MRR#d MRP5, homologues of the multidrug resistance-
associated protein gene (MRP1), in human canckliroes

Cancer Res. 1997 Aug 15;57(16):3537-47

Kool M, van der Linden M, de Haas M, Scheffer GL, & Vree JM, Smith AJ, Jansen G, Peters GJ, Ponne
N, Scheper RJ, Elferink RP, Baas F, Borst P

MRP3, an organic anion transporter able to transgai-cancer drugs

Proc Natl Acad Sci U S A. 1999 Jun 8;96(12):6914-9

Korber B, Muldoon M, Theiler J, Gao F, Gupta R, Lapedes A, Hahn BH, Wolinsky S, Bhattacharya T.

2000, Timing the ancestor of the HIV-1 pandemiaist
Science, 2000, 288(5472):1789-96

198



Références bibliographiques

Kramer-Hammerle S, Rothenaigner I, Wolff H, Bell JE, Brack-Werner R
Cells of the central nervous system as targetgesetvoirs of the human immunodeficiency virus
Virus Res. 2005 Aug;111(2):194-213

Krishna R, Mayer LD

Multidrug resistance (MDR) in cancer. Mechanisnesyjersal using modulators of MDR and the role of MDR
modulators in influencing the pharmacokinetics miGancer drugs

Eur J Pharm Sci. 2000 Oct;11(4):265-83

Krishnamurthy P, Schuetz JD
The ABC transporter Abcg2/Bcrp: role in hypoxia nageld survival
Biometals. 2005 Aug;18(4):349-58

Kumar GN, Rodrigues AD, Buko AM, Denissen JF

Cytochrome P450-mediated metabolism of the HIV-Gtgase inhibitor ritonavir (ABT-538) in human liver
microsomes

J Pharmacol Exp Ther. 1996 Apr;277(1):423-31

Kusuhara H, Sugiyama Y
Efflux transport systems for drugs at the bloodibtarrier and blood-cerebrospinal fluid barrieai2)
Drug Discov Today. 2001 Feb 1;6(4):206-212

L

Laupéze B, Amiot L, Payen L, Drénou B, Grosset JMl.ehne G, Fauchet R, Fardel O

Multidrug resistance protein (MRP) activity in nahmature leukocytes and CD34-positive hematopoestils
from peripheral blood

Life Sci. 2001 Feb 2;68(11):1323-31

Lee CG, Gottesman MM, Cardarelli CO, Ramachandra M,Jeang KT, Ambudkar SV, Pastan I, Dey S
HIV-1 protease inhibitors are substrates for theRADmultidrug transporter
Biochemistry. 1998 Mar 17;37(11):3594-601

Lee CG, Ramachandra M, Jeang KT, Martin MA, Pastanl, Gottesman MM
Effect of ABC transporters on HIV-1 infection: iftiion of virus production by the MDR1 transporter
FASEB J. 2000 Mar;14(3):516-22

Lee G, Schlichter L, Bendayan M, Bendayan R
Functional expression of P-glycoprotein in rat bnaicroglia
J Pharmacol Exp Ther. 2001 Oct;299(1):204-12

Legrand O, Simonin G, Perrot JY, Zittoun R, Marie JP
Pgp and MRP activities using calcein-AM are progiedactors in adult acute myeloid leukemia patent
Blood. 1998 Jun 15;91(12):4480-8

Leslie EM, Deeley RG, Cole SP
Multidrug resistance proteins: role of P-glycopimoidMRP1, MRP2, and BCRP (ABCG?2) in tissue defense
Toxicol Appl Pharmacol. 2005 May 1;204(3):216-37

Letendre SL, van den Brande G, Hermes A, Woods SBurelle J, Beck JM, McCutchan JA, Okamoto C,
Ellis RJ; the HIV Neurobehavioral Research Center Goup

Lopinavir with Ritonavir Reduces the HIV RNA Leviel Cerebrospinal Fluid

Clin Infect Dis. 2007 Oct 19;45(11)

Licht T, Fiebig HH, Bross KJ, Herrmann F, Berger DP, Shoemaker R, Mertelsmann R

Induction of multiple-drug resistance during argieplastic chemotherapy in vitro
Int J Cancer, 1991, 49(4):630-7

199



Références bibliographiques

Lipton SA, Gendelman HE

Seminars in medicine of the Beth Israel HospitaistBn. Dementia associated with the acquired
immunodeficiency syndrome

N Engl J Med. 1995 Apr 6;332(14):934-40

Litman T, Druley TE, Stein WD, Bates SE

From MDR to MXR: new understanding of multidrug istance systems, their properties and clinical
significance

Cell Mol Life Sci. 2001 Jun;58(7):931-59

Li XL, Moudgil T, Vinters HV, Ho DD
CD4-independent, productive infection of a neurarl line by human immunodeficiency virus type 1
J Virol. 1990 Mar;64(3):1383-7

Limoges J, Persidsky Y, Poluektova L, Rasmussen Ratanasuwan W, Zelivyanskaya M, McClernon DR,
Lanier ER, Gendelman HE

Evaluation of antiretroviral drug efficacy for HI¥Y-encephalitis in SCID mice

Neurology. 2000 Jan 25;54(2):379-89

Liu Y, Liu H, Kim BO, Gattone VH, Li J, Nath A, Blu m J, He JJ

CD4-independent infection of astrocytes by humamimodeficiency virus type 1: requirement for themiaun
mannose receptor

J Virol. 2004 Apr;78(8):4120-33

Liu NQ, Lossinsky AS, Popik W, Li X, Gujuluva C, Kriederman B, Roberts J, Pushkarsky T, Bukrinsky
M, Witte M, Weinand M, Fiala M

Human immunodeficiency virus type 1 enters brainrovascular endothelia by macropinocytosis depenolen
lipid rafts and the mitogen-activated protein kmaggnaling pathway

J Virol. 2002 Jul;76(13):6689-700

Loe DW, Almquist KC, Cole SP, Deeley RG

ATP-dependent 17 beta-estradiol 17-(beta-D-gludde)ntransport by multidrug resistance protein (MRP
Inhibition by cholestatic steroids

J Biol Chem. 1996 Apr 19;271(16):9683-9

Léscher W, Potschka H (a)
Drug resistance in brain diseases and the roleunf efflux transporters
Nat Rev Neurosci. 2005 Aug;6(8):591-602

Léscher W, Potschka H (b)
Role of drug efflux transporters in the brain fougl disposition and treatment of brain diseases
Prog Neurobiol. 2005 May;76(1):22-76

Louwagie J, McCutchan FE, Peeters M, Brennan TP, Salers-Buell E, Eddy GA, van der Groen G,
Fransen K, Gershy-Damet GM, Deleys R

Phylogenetic analysis of gag genes from 70 intewnat HIV-1 isolates provides evidence for multiple
genotypes

AIDS, 1993, 7(6):769-80

Lucia MB, Cauda R, Landay AL, Malorni W, Donelli G, Ortona L (a)

Transmembrane P-glycoprotein (P-gp/P-170) in HIfédtion: analysis of lymphocyte surface expressiod
drug-unrelated function

AIDS Res Hum Retroviruses. 1995 Aug;11(8):893-901

Lucia MB, Cauda R, Malorni W, Rainaldi G, Tumbarello M, Tacconelli E, Rumi C, Donelli G, Ortona L
(b)

P-170 glycoprotein (P-170) is involved in the impaént of natural killer cell-mediated cytotoxicity HIV+
patients

Immunol Lett. 1995 Sep;47(3):223-6

200



Références bibliographiques

Lucia MB, Golotta C, Rutella S, Rastrelli E, Savarno A, Cauda R
Atazanavir inhibits P-glycoprotein and multidrugistance-associated protein efflux activity
J Acquir Immune Defic Syndr. 2005 Aug 15;39(5):635-

Lucia MB, Rutella S, Leone G, Larocca LM, Vella SCauda R

In vitro and in vivo modulation of MDR1/P-glycopesh in HIV-infected patients administered highlytiee
antiretroviral therapy and liposomal doxorubicin

J Acquir Immune Defic Syndr. 2002 Aug 1;30(4):3@9-7

M

Maddon PJ, Dalgleish AG, McDougal JS, Clapham PR, \&iss RA, Axel R.
The T4 gene encodes the AIDS virus receptor apdpsessed in the immune system and the brain
Cell, 1986, 47(3):333-48

Magnarin M, Morelli M, Rosati A, Bartoli F, Candussio L, Giraldi T, Decorti G

Induction of proteins involved in multidrug resiste (P-glycoprotein, MRP1, MRP2, LRP) and of CYR43%
rifampicin in LLC-PK1 cells

Eur J Pharmacol. 2004 Jan 1;483(1):19-28

Maliepaard M, Scheffer GL, Faneyte IF, van GastelerMA, Pijnenborg AC, Schinkel AH, van De Vijver
MJ, Scheper RJ, Schellens JH

Subcellular localization and distribution of theelst cancer resistance protein transporter in riohon@an
tissues

Cancer Res. 2001 Apr 15;61(8):3458-64

Malkovsky M, Philpott K, Dalgleish AG, Mellor AL, P atterson S, Webster AD, Edwards AJ, Maddon PJ
Infection of B lymphocytes by the human immunodeficy virus and their susceptibility to cytotoxiells
Eur J Immunol. 1988 Sep;18(9):1315-21

Marcelin AG, Molina JM, Gaudichet A.

Clinically relevant interpretation of genotype fasistance to didanosine in treatment experiend®dindected
patients.

9th European AIDS Conference, Warsaw, 2003, abisEat®

Martin-Padura |, Lostaglio S, Schneemann M, Williams L, Romano M, Fruscella P, Panzeri C,
Stoppacciaro A, Ruco L, Villa A, Simmons D, Dejan&

Junctional adhesion molecule, a novel member of ithewunoglobulin superfamily that distributes at
intercellular junctions and modulates monocytegnaigration

J Cell Biol. 1998 Jul 13;142(1):117-27

Marzolini C, Telenti A, Decosterd LA, Greub G, Biolaz J, Buclin T

Efavirenz plasma levels can predict treatment ffailand central nervous system side effects in Hixfdcted
patients

AIDS. 2001 Jan 5;15(1):71-5

Masur H, Michelis MA, Greene JB, Onorato |, StouweRA, Holzman RS, Wormser G, Brettman L, Lange
M, Murray HW , Cunningham-Rundles S.

An outbreak of community-acquired Pneumocystisniiapneumonia: initial manifestation of cellular mune
dysfunction

N Engl J Med, 1981, 305(24):1431-8

Matsumura T, Wolff K, Petzelbauer P

Endothelial cell tube formation depends on cadhgrmd CD31 interactions with filamentous actin
J Immunol. 1997 Apr 1;158(7):3408-16

201



Références bibliographiques

Matter K, Balda MS
Signalling to and from tight junctions
Nat Rev Mol Cell Biol. 2003 Mar;4(3):225-36

McCrea PD, Turck CW, Gumbiner B
A homolog of the armadillo protein in Drosophildakoglobin) associated with E-cadherin
Science. 1991 Nov 29;254(5036):1359-61

McDowell JA, Chittick GE, Ravitch JR, Polk RE, Kerkering TM, Stein DS

Pharmacokinetics of [(14)Clabacavir, a human imndgficiency virus type 1 (HIV-1) reverse transcrigga
inhibitor, administered in a single oral dose t&/Hl-infected adults: a mass balance study

Antimicrob Agents Chemother. 1999 Dec;43(12):28%5-6

Meaden ER, Hoggard PG, Maher B, Khoo SH, Back DJ

Expression of P-glycoprotein and multidrug resiseaassociated protein in healthy volunteers and-idfected
patients

AIDS Res Hum Retroviruses. 2001 Sep 20;17(14): B229-

Meaden ER, Hoggard PG, Khoo SH, Back DJ.
Determination of P-gp and MRP1 expression and fandh peripheral blood mononuclear cells in vivo
J Immunol Methods. 2002 Apr 1;262(1-2):159-65

Megard I, Garrigues A, Orlowski S, Jorajuria S, Clayette P, Ezan E, Mabondzo A

A co-culture-based model of human blood-brain lear@pplication to active transport of indinavirdain vivo-
in vitro correlation

Brain Res. 2002 Feb 15;927(2):153-67

Meltzer MS, Gendelman HE.

Mononuclear phagocytes as targets, tissue resenaid immunoregulatory cells in human immunodeficy
virus disease

Curr Top Microbiol Immunol. 1992;181:239-63

Menendez-Arias L
Targeting HIV: antiretroviral therapy and developrhef drug resistance
Trends Pharmacol Sci, 2002, 23(8):381-8

Ménez C, Buyse M, Besnard M, Farinotti R, Loiseau WM, Barratt G

Interaction between miltefosine and amphotericin dnsequences for their activities towards intastin
epithelial cells and Leishmania donovani promasgéigan vitro

Antimicrob Agents Chemother. 2006 Nov;50(11):370G6-8

Meyer zu Schwabedissen HE, Grube M, Dreisbach A, détschky G, Meissner K, Linnemann K, Fusch C,
Ritter CA, Vdlker U, Kroemer HK

Epidermal growth factor-mediated activation of timap kinase cascade results in altered expressidn an
function of ABCG2 (BCRP)

Drug Metab Dispos. 2006 Apr;34(4):524-33

Miller DW
Immunobiology of the blood-brain barrier
J Neurovirol. 1999 Dec;5(6):570-8

Miller MD, Margot N, Lu B.

Genotypic and phenotypic predictors of the magmitafiresponse to tenofovir disoproxil fumarate timent in
antiretroviral-experienced patients

J Infect Dis, 2004, 189: 837-846

Miller DS, Nobmann SN, Gutmann H, Toeroek M, Drewel, Fricker G

Xenobiotic transport across isolated brain micreeésstudied by confocal microscopy
Mol Pharmacol. 2000 Dec;58(6):1357-67

202



Références bibliographiques

Miyake K, Mickley L, Litman T, Zhan Z, Robey R, Cri stensen B, Brangi M, Greenberger L, Dean M,
Fojo T, Bates SE

Molecular cloning of cDNAs which are highly overegpsed in mitoxantrone-resistant cells: demonstmabif
homology to ABC transport genes

Cancer Res. 1999 Jan 1;59(1):8-13

Mo H, Parkin N, Stewart KD, Lu L, Dekhtyar T, Kempf DJ, Molla A

Identification and structural characterization 8#4C and 184A mutations that are associated witth-tegel
resistance to human immunodeficiency virus prot@asitors and impair viral replication

Antimicrob Agents Chemother. 2007 Feb;51(2):732-5

Molina JM, Peytavin G, Perusat S, Lascoux-Combes (Gereni D, Rozenbaum W, Chene G
Pharmacokinetics of emtricitabine, didanosine afadieenz administered once-daily for the treatmeiHIV-
infected adults (pharmacokinetic substudy of theR&END91 trial)

HIV Med. 2004 Mar;5(2):99-104

Moore KH, Raasch RH, Brouwer KL, Opheim K, Cheesema SH, Eyster E, Lemon SM, van der Horst
CM

Pharmacokinetics and bioavailability of zidovudiaed its glucuronidated metabolite in patients witiman
immunodeficiency virus infection and hepatic dige@sIDS Clinical Trials Group protocol 062)

Antimicrob Agents Chemother. 1995 Dec;39(12):2732-7

Morita K, Sasaki H, Furuse M, Tsukita S
Endothelial claudin: claudin-5/TMVCF constituteghti junction strands in endothelial cells.
J Cell Biol. 1999 Oct 4;147(1):185-94

Moura MD, Senna MI, Madureira DF, Fonseca LM, Mesquta RA
Oral adverse effects due to the use of Nevirapine
J Contemp Dent Pract. 2008 Jan 1;9(1):84-90

Mouroux M, lzopet J, Descamps D, Delaugerre C, Yvosroussin A, Angleraud F, Coutellier A,
Bonmarchand M, Valantin MA, Matheron S, Agut H, Katlama C, Brun-Vezinet F, Calvez V

Conditions of "thymidine analog mutations" (TAMsg)naive patients treated with different combinagiohd4T
Pathol Biol (Paris). 2000 Jun;48(5):508-12

Moyle GJ, Back D
Principles and practice of HIV-protease inhibitblapmacoenhancement
HIV Med. 2001 Apr;2(2):105-13

Muller M
Transcriptional control of hepatocanalicular trasvé@r gene expression
Semin Liver Dis. 2000;20(3):323-37

Muller M, Meijer C, Zaman GJ, Borst P, Scheper RJ,Mulder NH, de Vries EG, Jansen PL
Overexpression of the gene encoding the multidegjstance-associated protein results in increased- A
dependent glutathione S-conjugate transport

Proc Natl Acad Sci U S A. 1994 Dec 20;91(26):13@33-

Muredda M, Nunoya K, Burtch-Wright RA, Kurz EU, Col e SP, Deeley RG
Cloning and Characterization of the Murine and Rgil Promoter Regions
Mol Pharmacol. 2003 Nov;64(5):1259-69

Musey L, Hughes J, Schacker T, Shea T, Corey L, MdEath MJ

Cytotoxic-T-cell responses, viral load, and disepsEgression in early human immunodeficiency vityse 1
infection

N Engl J Med. 1997 Oct 30;337(18):1267-74

203



Références bibliographiques

Muzammil S, Armstrong AA, Kang LW, Jakalian A, Bonneau PR, Schmelmer V, Amzel LM, Feire E
Unique thermodynamic response of tipranavir to huimamunodeficiency virus type 1 protease drug tesise
mutations

J Virol. 2007 May;81(10):5144-54

Myers G.
Tenth anniversary perspectives on AIDS. HIV: betwpast and future
AIDS Res Hum Retroviruses, 1994, 10(11):1317-24

N

Nag S
Morphology and molecular properties of cellular gements of normal cerebral vessels
Methods Mol Med. 2003;89:3-36

Nakashima H, Matsui T, Harada S, Kobayashi N, Matsda A, Ueda T, Yamamoto N

Inhibition of replication and cytopathic effect btiman T cell lymphotropic virus type Ill/lymphadegraghy-
associated virus by 3'-azido-3'-deoxythymidineitnov

Antimicrob Agents Chemother. 1986 Dec;30(6):933-7

Nicolis E, Pasetto M, Cigana C, Pradal U, Assael BMMelotti P

The GCC repeat length in the 5'UTR of MRP1 gengatymorphic: a functional characterization of its
relevance for cystic fibrosis

BMC Med Genet. 2006 Feb 7;7:7

Nie Z, Bergeron D, Subbramanian RA, Yao XJ, Checrone F, Rougeau N, Cohen EA.

The putative alpha helix 2 of human immunodeficiemirus type 1 Vpr contains a determinant which is
responsible for the nuclear translocation of praMvi’NA in growth-arrested cells

J Virol, 1998, 72(5):4104-15

Noé A, Plum J, Verhofstede C.
The latent HIV-1 reservoir in patients undergoingART: an archive of pre-HAART drug resistance
J Antimicrob Chemother. 2005 Apr;55(4):410-2

Nuovo GJ, Gallery F, MacConnell P, Braun A

In situ detection of polymerase chain reaction-afiepl HIV-1 nucleic acids and tumor necrosis faeapha
RNA in the central nervous system

Am J Pathol. 1994 Apr;144(4):659-66

O

Oberlin E, Amara A, Bachelerie F, Bessia C, Virelier JL, Arenzana-Seisdedos F, Schwartz O, Heard
JM, Clark-Lewis |, Legler DF, Loetscher M, Baggiolini M, Moser B

The CXC chemokine SDF-1 is the ligand for LESTRifitend prevents infection by T-cell-line-adapted/Hl
Nature, 1996, 384(6606):288

Ohtsuki S, Asaba H, Takanaga H, Deguchi T, Hosoya KOtagiri M, Terasaki T

Role of blood-brain barrier organic anion transpof@ (OAT3) in the efflux of indoxyl sulfate, a uné toxin:
its involvement in neurotransmitter metabolite céeee from the brain

J Neurochem. 2002 Oct;83(1):57-66

Olson WC, Maddon PJ
Resistance to HIV-1 entry inhibitors
Curr Drug Targets Infect Disord. 2003 Dec;3(4):283-

Ostrop NJ, Burgess E, Gill MJ

The use of antiretroviral agents in patients withal insufficiency
AIDS Patient Care STDS. 1999 Sep;13(9):517-26

204



Références bibliographiques

Owen A, Khoo SH
Intracellular pharmacokinetics of antiretrovirakeags
J HIV Ther. 2004 Nov;9(4):97-101

Ozben T
Mechanisms and strategies to overcome multiple dzaigtance in cancer
FEBS Lett. 2006 May 22;580(12):2903-9

Ozvegy C, Litman T, Szakacs G, Nagy Z, Bates S, Vadi A, Sarkadi B
Functional characterization of the human multidinagpsporter, ABCG2, expressed in insect cells
Biochem Biophys Res Commun. 2001 Jul 6;285(1):111-7

P

Paff MT, Averett DR, Prus KL, Miller WH, Nelson DJ

Intracellular metabolism of (-)- and (+)-cis-5-fl@el-[2-(hydroxymethyl)-1,3-oxathiolan-5-yl]cyto®n in
HepG2 derivative 2.2.15 (subclone P5A) cells

Antimicrob Agents Chemother. 1994 Jun;38(6):1230-8

Paliard X, Lee AY, Walker CM

RANTES, MIP-1 alpha and MIP-1 beta are not involuedhe inhibition of HIV-1SF33 replication medidtby
CD8+ T-cell clones

AIDS. 1996 Oct;10(12):1317-21

Pardridge WM, Triguero D, Yang J, Cancilla PA
Comparison of in vitro and in vivo models of drugrtscytosis through the blood-brain barrier
J Pharmacol Exp Ther. 1990 May;253(2):884-91

Pardridge WM
Blood-brain barrier genomics and the use of endogetransporters to cause drug penetration intbrdie
Curr Opin Drug Discov Devel. 2003 Sep;6(5):683-91

Park S, Sinko PJ
P-glycoprotein and mutlidrug resistance-associptetkeins limit the brain uptake of saquinavir ircei
J Pharmacol Exp Ther. 2005 Mar;312(3):1249-56.

Paterson ARP, and Cass CE

Transport of nucleoside drugs in animal cells

In 1. D. Goldman (ed.), Membrane transport of aatiplastic agents. Pergamon Press, Elmsford, N.86.1p.
309-329

Paterson ARP, Clanachan AS, Craik JD, Gati WP, Jakbs ES, Wiley JS, and Cass CE

Plasma membrane transport of nucleosides, nuclespasd nucleotides: an overview

In S. Imai and M. Nakazawa (ed.), Role of adenoaireadenine nucleotides in the biological systelsevier
Science Publishers, BV, Amsterdam. 1991. p. 133-149

Paulusma CC, Bosma PJ, Zaman GJ, Bakker CT, Otter M Scheffer GL, Scheper RJ, Borst P, Oude
Elferink RP

Congenital jaundice in rats with a mutation in atidtug resistance-associated protein gene

Science. 1996 Feb 23;271(5252):1126-8

Paulusma CC, Kool M, Bosma PJ, Scheffer GL, ter Bay F, Scheper RJ, Tytgat GN, Borst P, Baas F,
Oude Elferink RP

A mutation in the human canalicular multispecifi@anic anion transporter gene causes the Dubinsdohn
syndrome

Hepatology. 1997 Jun;25(6):1539-42

205



Références bibliographiques

Pélerin H, Compain S, Duval X, Gimenez F, Bénech Hlabondzo A

Development of an assay method for the detectiahcarantification of protease and non-nucleosidenssy
transcriptase inhibitors in plasma and in perigtarlood mononuclear cells by liquid chromatogsapbupled
with ultraviolet or tandem mass spectrometry datect

J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci. 20y 5;819(1):47-57

Pellegrin I, Breilh D, Montestruc F, Caumont A, Garigue |, Morlat P, Le Camus C, Saux MC, Fleury HJ,
Pellegrin JL

Virologic response to nelfinavir-based regimensarpiacokinetics and drug resistance mutations (VIRAR
study)

AIDS. 2002 Jul 5;16(10):1331-40

Pellegrin I, Breilh D, Ragnaud JM, Boucher S, NealD, Fleury H, Schrive MH, Saux MC, Pellegrin JL,
Lazaro E, Vray M

Virological responses to atazanavir-ritonavir-bassgimens: resistance-substitutions score and piwrkmetic
parameters (Reyaphar study)

Antivir Ther. 2006;11(4):421-9

Perloff ES, Duan SX, Skolnik PR, Greenblatt DJ, vorMoltke LL
Atazanavir: effects on P-glycoprotein transport &¥P3A metabolism in vitro
Drug Metab Dispos. 2005 Jun;33(6):764-70

Perloff MD, von Moltke LL, Fahey JM, Daily JP, Greenblatt DJ
Induction of P-glycoprotein expression by HIV prade inhibitors in cell culture
AIDS. 2000 Jun 16;14(9):1287-9

Perloff MD, von Moltke LL, Greenblatt DJ
Ritonavir and dexamethasone induce expression ¢f32Yand P-glycoprotein in rats.
Xenobiotica. 2004 Feb;34(2):133-50

Perloff MD, Von Moltke LL, Marchand JE, Greenblatt DJ

Ritonavir induces P-glycoprotein expression, multigresistance-associated protein (MRP1) expresaiuh
drug transporter-mediated activity in a human itmes cell line.

J Pharm Sci. 2001 Nov;90(11):1829-37

Perloff MD, von Moltke LL, Fahey JM, Greenblatt DJ
Induction of P-glycoprotein expression and actitayyritonavir in bovine brain microvessel endotaktiells
J Pharm Pharmacol. 2007 Jul;59(7):947-53

Petty MA, Lo EH
Junctional complexes of the blood-brain barrierngability changes in neuroinflammation
Prog Neurobiol. 2002 Dec;68(5):311-23

Peyriere H, Reynes J, Rouanet |, Daniel N, de Boav€M, Mauboussin JM, Leray H, Moachon L,
Vincent D, Salmon-Céron D

Renal tubular dysfunction associated with tenoftivarapy: report of 7 cases

J Acquir Immune Defic Syndr. 2004 Mar 1;35(3):268-7

Pilarski LM, Paine D, McElhaney JE, Cass CE, BelciAR

Multidrug transporter P-glycoprotein 170 as a dédfgiation antigen on normal human lymphocytes and
thymocytes: modulation with differentiation stagelaluring aging

Am J Hematol. 1995 Aug;49(4):323-35

Poland SD, Rice GP, Dekaban GA

HIV-1 infection of human brain-derived microvasaudadothelial cells in vitro
J Acquir Immune Defic Syndr Hum Retrovirol. 1995 2Ap;8(5):437-45

206



Références bibliographiques

Polli JW, Jarrett JL, Studenberg SD, Humphreys JE, Dennis @/, Brouwer KR, Woolley JL
Role of P-glycoprotein on the CNS disposition ofpaemavir (141W94), an HIV protease inhibitor
Pharm Res. 1999 Aug;16(8):1206-12

Pons JC, Taburet AM, Singlas E, Delfraissy JF, Papinik E

Placental passage of azathiothymidine (AZT) dutimg second trimester of pregnancy: study by difetzl
blood sampling under ultrasound

Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol. 1991 Jul 25;42239-31

Pozniak AL, Gallant JE, DeJesus E, Arribas JR, Gazard B, Campo RE, Chen SS, McColl D, Enejosa J,
Toole JJ, Cheng AK

Tenofovir disoproxil fumarate, emtricitabine, anfbverenz versus fixed-dose zidovudine/lamivudined an
efavirenz in antiretroviral-naive patients: virologimmunologic, and morphologic changes--a 96-weeklysis

J Acquir Immune Defic Syndr. 2006 Dec 15;43(5):485-

Prado JG, Wrin T, Beauchaine J, Ruiz L, PetropoulosCJ, Frost SD, Clotet B, D'Aquila RT, Martinez-
Picado J

Amprenavir-resistant HIV-1 exhibits lopinavir crassistance and reduced replication capacity

AIDS. 2002 May 3;16(7):1009-17.

Provost E, Rimm DL
Controversies at the cytoplasmic face of the cadhsased adhesion complex
Curr Opin Cell Biol. 1999 Oct;11(5):567-72

Pruvost A, Becher F, Bardouille P, Guerrero C, Crenmon C, Delfraissy JF, Goujard C, Grassi J,
Benech H

Direct determination of phosphorylated intracellulaanabolites of stavudine (d4T) by liquid
chromatography/tandem mass spectrometry

Rapid Commun Mass Spectrom. 2001;15(16):1401-8

Pruvost A, Théodoro F, Agrofoglio L, Negredo E, Béach H

Specificity enhancement with LC-positive ESI-MS/M@ the measurement of nucleotides: applicatiothto
quantitative determination of carbovir triphosphaaenivudine triphosphate and tenofovir diphosphiateuman
peripheral blood mononuclear cells

J Mass Spectrom. 2008 Feb;43(2):224-33

Q

Quinlan GJ, Martin GS, Evans TW
Albumin: biochemical properties and therapeuticeptitl.
Hepatology. 2005 Jun;41(6):1211-9

R

Rappa G, Finch RA, Sartorelli AC, Lorico A

New insights into the biology and pharmacologyha tnultidrug resistance protein (MRP) from genecdkoaoit
models

Biochem Pharmacol. 1999 Aug 15;58(4):557-62

Ratner L, Haseltine W, Patarca R, Livak KJ, Starcich B, Josephs SF, DoraER, Rafalski JA, Whitehorn
EA, Baumeister K.

Complete nucleotide sequence of the AIDS virus, ML

Nature, 1985, 313(6000):277-84

Rautio J, Humphreys JE, Webster LO, Balakrishnan A,Keogh JP, Kunta JR, Serabjit-Singh CJ, Polli
Jw

In vitro p-glycoprotein inhibition assays for assment of clinical drug interaction potential of nelmg
candidates: a recommendation for probe substrates

Drug Metab Dispos. 2006 May;34(5):786-92

207



Références bibliographiques

Ray AS
Intracellular interactions between nucleos(t)idahitors of HIV reverse transcriptase
AIDS Rev. 2005 Apr-Jun;7(2):113-25

Ray AS, Cihlar T, Robinson KL, Tong L, Vela JE, Fuler MD, Wieman LM, Eisenberg EJ, Rhodes GR
Mechanism of active renal tubular efflux of Tendfov

Antimicrob Agents Chemother. 2006 Oct;50(10):3202-3

Reese TS, Karnovsky MJ

Fine structural localization of a blood-brain barrio exogenous peroxidase

J Cell Biol. 1967 Jul;34(1):207-17

Reid S, Dwyer J
Insomnia in HIV infection: a systematic review aépalence, correlates, and management.
Psychosom Med. 2005 Mar-Apr;67(2):260-9

Rieckmann P, Poli G, Fox CH, Kehrl JH, Fauci AS

Recombinant gpl120 specifically enhances tumor mésréactor-alpha production and Ig secretion in B
lymphocytes from HIV-infected individuals but nobi seronegative donors

J Immunol. 1991 Nov 1;147(9):2922-7

Risau W, Wolburg H
Development of the blood-brain barrier
Trends Neurosci. 1990 May;13(5):174-8

Ritter CA, Jedlitschky G, Meyer zu Schwabedissen HGrube M, Kock K, Kroemer HK

Cellular export of drugs and signaling moleculeshsy ATP-binding cassette transporters MRP4 (ABC&i1)
MRP5 (ABCC5)

Drug Metab Rev. 2005;37(1):253-78

Robbins BL, Srinivas RV, Kim C, Bischofberger N, Fidland A

Anti-human immunodeficiency virus activity and cgdir metabolism of a potential prodrug of the aicycl
nucleoside phosphonate 9-R-(2-phosphonomethoxypeaignine (PMPA), Bis(isopropyloxymethylcarbonyl)
PMPA

Antimicrob Agents Chemother. 1998 Mar;42(3):612-7

Rodriguez JF, Rodriguez JL, Santana J, Garcia H, Reario O

Simultaneous quantitation of intracellular zidowaland lamivudine triphosphates in human immunoiafcy
virus-infected individuals

Antimicrob Agents Chemother. 2000 Nov;44(11):3000-1

Rodriguez-Baeza A, Reina-de la Torre F, Poca A, M&rM, Garnacho A

Morphological features in human cortical brain roi@ssels after head injury: a three-dimensional and
immunocytochemical study

Anat Rec A Discov Mol Cell Evol Biol. 2003 Jul;273%83-93

Rohlff C, Glazer RI.
Regulation of multidrug resistance through the cAMi@ EGF signalling pathways
Cell Signal. 1995 Jul;7(5):431-43

Roman F, Gonzalez D, Lambert C, Deroo S, Fischer ABaurith T, Staub T, Boulmé R, Arendt V,
Schneider F, Hemmer R, Schmit JC

Uncommon mutations at residue positions criticaldofuvirtide (T-20) resistance in enfuvirtide-naipatients
infected with subtype B and non-B HIV-1 strains

J Acquir Immune Defic Syndr. 2003 Jun 1;33(2):134-9

Romero IA, Prevost MC, Perret E, Adamson P, Greenwad J, Couraud PO, Ozden S

Interactions between brain endothelial cells andhdnu T-cell leukemia virus type l-infected lymphasyt
mechanisms of viral entry into the central nerveystem

J Virol. 2000 Jul;74(13):6021-30

208



Références bibliographiques

Ronaldson PT, Lee G, Dallas S, Bendayan R

Involvement of P-glycoprotein in the transport afjginavir and indinavir in rat brain microvessetetnelial
and microglia cell lines

Pharm Res. 2004 May;21(5):811-8

Roninson IB, Chin JE, Choi KG, Gros P, Housman DEFojo A, Shen DW, Gottesman MM, Pastan |
Isolation of human mdr DNA sequences amplified uitidrug-resistant KB carcinoma cells
Proc Natl Acad Sci U S A. 1986 Jun;83(12):4538-42

Rosen O, Sharon M, Quadt-Akabayov SR, Anglister J.
Molecular switch for alternative conformations bé&tHIV-1 V3 region: implications for phenotype cemnsion.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2006 Sep 19;103(38):13950

Rosenberg MF, Callaghan R, Ford RC, Higgins CF

Structure of the multidrug resistance P-glycoprotei2.5 nm resolution determined by electron nscopy and
image analysis

J Biol Chem. 1997 Apr 18;272(16):10685-94

Rosenfeld JM, Vargas R Jr, Xie W Evans RM
Genetic profiling defines the xenobiotic gene netwmontrolled by the nuclear receptor pregnane cépeor
Mol Endocrinol. 2003 Jul;17(7):1268-82

Rostad SW Sumi SM, Shaw CM, Olson K, McDougall JK
Human immunodeficiency virus (HIV) infection in lima with AIDS-related leukoencephalopathy
AIDS Res Hum Retroviruses. 1987;3(4):363-73

Roucairol C, Azoulay S, Nevers MC, Créminon C, Lawat T, Garraffo R, Grassi J, Burger A, Duval D
Quantitative immunoassay to measure plasma anac#ltular atazanavir levels: analysis of drug aagation
in cultured T cells

Antimicrob Agents Chemother. 2007 Feb;51(2):405-11

Roux FS, Mokni R, Hughes CC, Clouet PM, LefauconnieJM, Bourre JM
Lipid synthesis by rat brain microvessel endothekdls in tissue culture
J Neuropathol Exp Neurol. 1989 Jul;48(4):437-47

S

Saag MS
Initiation of antiretroviral therapy: implicatiord recent findings
Top HIV Med. 2004 Jul-Aug;12(3):83-8

Saag MS, Cahn P, Raffi F, Wolff M, Pearce D, MolinalM, Powderly W, Shaw AL, Mondou E, Hinkle J,
Borroto-Esoda K, Quinn JB, Barry DW, Rousseau F; FTC-301A Study Team

Efficacy and safety of emtricitabine vs stavudimecombination therapy in antiretroviral-naive patge a
randomized trial

JAMA. 2004 Jul 14;292(2):180-9

Sadanand V, Kankesan J, Yusuf A, Stewart C, Rutka T, Thiessen JJ, Ling V, Rao PM, Rajalakshmi S,
Sarma DS

Effect of PSC 833, a potent inhibitor of P-glycagin, on the growth of astrocytoma cells in vitro

Cancer Lett. 2003 Jul 30;198(1):21-7

Saito S, lida A, Sekine A, Miura Y, Ogawa C, Kawauki S, Higuchi S, Nakamura Y

Identification of 779 genetic variations in eiglengs encoding members of the ATP-binding cassettdamily
C (ABCC/MRP/CFTR)

J Hum Genet. 2002;47(4):147-71

209



Références bibliographiques

Salzwedel K, Martin DE, Sakalian M
Maturation inhibitors: a new therapeutic class é&sdhe virus structure
AIDS Rev. 2007 Jul-Sep;9(3):162-72

Sawchuk RJ, Yang Z
Investigation of distribution, transport and uptakeanti-HIV drugs to the central nervous system
Adv Drug Deliv Rev. 1999 Oct 18;39(1-3):5-31

Schaub TP, Kartenbeck J, Kénig J, Vogel O, WitzgalR, Kriz W, Keppler D

Expression of the conjugate export pump encodeitidynrp2 gene in the apical membrane of kidneyiprak
tubules

J Am Soc Nephrol. 1997 Aug;8(8):1213-21

Schaub TP, Kartenbeck J, Kbénig J, Spring H, Dérsand, Staehler G, Storkel S, Thon WF, Keppler D
Expression of the MRP2 gene-encoded conjugate egparp in human kidney proximal tubules and in tena
cell carcinoma

J Am Soc Nephrol. 1999 Jun;10(6):1159-69

Schinazi RF, Boudinot FD, Ibrahim SS, Manning C, M€lure HM, Liotta DC
Pharmacokinetics and metabolism of racemic 2'@aby-5-fluoro-3'-thiacytidine in rhesus monkeys
Antimicrob Agents Chemother. 1992 Nov;36(11):2432-8

Schinkel AH, Jonker JW
Mammalian drug efflux transporters of the ATP biglcassette (ABC) family: an overview
Adv Drug Deliv Rev. 2003 Jan 21;55(1):3-29

Schinkel AH, Kemp S, Dollé M, Rudenko G, Wagenaar E
N-glycosylation and deletion mutants of the humabR4 P-glycoprotein
J Biol Chem. 1993 Apr 5;268(10):7474-81

Schinkel AH, Smit JJ, van Tellingen O, Beijnen JHWagenaar E, van Deemter L, Mol CA, van der Valk
MA, Robanus-Maandag EC, te Riele HP, et al

Disruption of the mouse mdrla P-glycoprotein gerael$ to a deficiency in the blood-brain barrier &nd
increased sensitivity to drugs

Cell. 1994 May 20;77(4):491-502

Schols D, Pauwels R, Desmyter J, De Clercq E.

Presence of class Il histocompatibility DR proteims the envelope of human immunodeficiency virus
demonstrated by FACS analysis

Virology, 1992, 189(1):374-6

Schrager LK, D'Souza MP
Cellular and anatomical reservoirs of HIV-1 in patis receiving potent antiretroviral combinatioardpy
JAMA. 1998 Jul 1;280(1):67-71

Schuetz JD, Connelly MC, Sun D, Paibir SG, Flynn PMSrinivas RV, Kumar A, Fridland A
MRP4: A previously unidentified factor in resistano nucleoside-based antiviral drugs
Nat Med. 1999 Sep;5(9):1048-51

Seelig A, Blatter XL, Wohnsland F
Substrate recognition by P-glycoprotein and thetiaulg resistance-associated protein MRP1: a coisgar
Int J Clin Pharmacol Ther. 2000 Mar;38(3):111-21

Selik RM, Haverkos HW and Curran JW

Acquired immune deficiency syndrome (AIDS) trendshe United States (1978-1982)
Am. J. Med. 76 (1984), pp. 493-500

210



Références bibliographiques

Sharom FJ.
The P-glycoprotein multidrug transporter: interao with membrane lipids, and their modulation cifivéty
Biochem Soc Trans, 1997, 25(3):1088-96

Sharpless N, Gilbert D, Vandercam B, Zhou JM, Verdn E, Ronnett G, Friedman E, Dubois-Dalcq M
The restricted nature of HIV-1 tropism for cultuneeural cells
Virology. 1992 Dec;191(2):813-25

Shaw JP, Sueoko CM, Oliyai R, Lee WA, Arimilli MN, Kim CU, Cundy KC

Metabolism and pharmacokinetics of novel oral pugdrof 9-[(R)-2-(phosphonomethoxy)propylladenine
(PMPA) in dogs

Pharm Res. 1997 Dec;14(12):1824-9

Sherman MP, Greene WC
Slipping through the door: HIV entry into the nugde
Microbes Infect, 2002, 4(1):67-73

Siakotos AN, Rouser G

Isolation of highly purified human and bovine bragmdothelial cells and nuclei and their phosphdlipi
composition

Lipids. 1969 May;4(3):234-9

Siegal FP, Lopez C, Hammer GS, Brown AE, Kornfeld § Gold J, Hassett J, Hirschman SZ,
Cunningham-Rundles C, Adelsberg BR

Severe acquired immunodeficiency in male homosexuaianifested by chronic perianal ulcerative herpes
simplex lesions.

N Engl J Med, 1981, 305(24):1439-44

Siest G, Jeannesson E, Marteau JB, Samara A, Mark, Pfister M, Visvikis-Siest S

Transcription factor and drug-metabolizing enzynmeney expression in lymphocytes from healthy human
subjects

Drug Metab Dispos. 2008 Jan;36(1):182-9

Signoretti C, Romagnoli G, Turriziani O, Antonelli G, Dianzani F, Cianfriglia M

Induction of the multidrug-transporter P-glycopintey 3'-azido-3'-deoxythymidine (AZT) treatmenttunmor
cell lines

J Exp Clin Cancer Res. 1997 Mar;16(1):29-32

Simon F, Mauclere P, Roques P, Loussert -Ajaka I, Mller-Trutwin MC, Saragosti S, Georges-Courbot
MC, Barre-Sinoussi F, Brun-Vezinet F

Identification of a new human immunodeficiency eitype 1 distinct from group M and group O

Nat Med, 1998, 4(9):1032-7

Singlas E, Pioger JC, Taburet AM, Colaneri S, Fillatre JP

Comparative pharmacokinetics of zidovudine (AZTY ats metabolite (G.AZT) in healthy subjects andvHI
seropositive patients

Eur J Clin Pharmacol. 1989;36(6):639-40

Smeets PH, van Aubel RA, Wouterse AC, van den Heuv&J, Russel FG

Contribution of multidrug resistance protein 2 (MRRBCC2) to the renal excretion of p-aminohippurate
(PAH) and identification of MRP4 (ABCC4) as a no®&\H transporter

J Am Soc Nephrol. 2004 Nov;15(11):2828-35

Smith DM, Kingery JD, Wong JK, Ignacio CC, RichmanDD, Little SJ

The prostate as a reservoir for HIV-1
AIDS. 2004 Jul 23;18(11):1600-2

211



Références bibliographiques

Solon EG, Balani SK, Luo G, Yang TJ, Haines PJ, WamL, Demond T, Diamond S, Christ DD, Gan LS,
Lee FW

Interaction of ritonavir on tissue distribution ®f(14)c]L-valinamide, a potent human immunodeficig virus-
1 protease inhibitor, in rats using quantitativeolehbody autoradiography

Drug Metab Dispos. 2002 Nov;30(11):1164-9

Speck RR, Yu XF, Hildreth J, Flexner C

Differential effects of p-glycoprotein and multidyuesistance protein-1 on productive human immuficidacy
virus infection

J Infect Dis. 2002 Aug 1;186(3):332-40

Srinivas RV, Middlemas D, Flynn P, Fridland A

Human immunodeficiency virus protease inhibitons/ses substrates for multidrug transporter pretMbR1
and MRP1 but retain antiviral efficacy in cell Ilmexpressing these transporters

Antimicrob Agents Chemother. 1998 Dec;42(12):3187-6

Staddon JM, Herrenknecht K, Schulze C, Smales C, Rain LL
Signal transduction at the blood-brain barrier
Biochem Soc Trans. 1995 Aug;23(3):475-9

Starcich BR, Hahn BH, Shaw GM, McNeely PD, Modrow SWolf H, Parks ES, Parks WP, Josephs SF,
Gallo RC

Identification and characterization of conserved eariable regions in the envelope gene of HTLVLEIAV, the
retrovirus of AIDS

Cell, 1986, 45(5):637-48

Strazielle N, Ghersi-Egea JF
Factors affecting delivery of antiviral drugs te thrain
Rev Med Virol. 2005 Mar-Apr;15(2):105-33

Steinberg MS, McNutt PM
Cadherins and their connections: adhesion junctiang broader functions
Curr Opin Cell Biol. 1999 Oct;11(5):554-60

Stevenson M, Stanwick TL, Dempsey MP, Lamonica CA
HIV-1 replication is controlled at the level of Eltactivation and proviral integration
EMBO J. 1990 May;9(5):1551-60

Stone ND, Dunaway SB, Flexner C, Tierney C, CalandrGB, Becker S, Cao YJ, Wiggins IP, Conley J,
MacFarland RT, Park JG, Lalama C, Snyder S, Kallungl B, Klingman KL, Hendrix CW

Multiple-dose escalation study of the safety, plarokinetics, and biologic activity of oral AMDO78,
selective CXCR4 receptor inhibitor, in human sutgec

Antimicrob Agents Chemother. 2007 Jul;51(7):2351-8

Storch CH, Theile D, Lindenmaier H, Haefeli WE, Wess J
Comparison of the inhibitory activity of anti-HI\fags on P-glycoprotein
Biochem Pharmacol. 2007 May 15;73(10):1573-81

Stormer E, von Moltke LL, Perloff MD, Greenblatt DJ

Differential modulation of P-glycoprotein expressiand activity by non-nucleoside HIV-1 reverse $@iptase
inhibitors in cell culture

Pharm Res. 2002 Jul;19(7):1038-45

Sugiura W, Matsuda Z, Yokomaku Y, Hertogs K, Larder B, Oishi T, Okano A, Shiino T, Tatsumi M,
Matsuda M, Abumi H, Takata N, Shirahata S, Yamada K Yoshikura H, Nagai Y

Interference between D30N and L90M in selection dexklopment of protease inhibitor-resistant human
immunodeficiency virus type 1

Antimicrob Agents Chemother. 2002 Mar;46(3):708-15

212



Références bibliographiques

Sullivan GF, Yang JM, Vassil A, Yang J, Bash-Babula, Hait WN
Regulation of expression of the multidrug resiseapmtein MRP1 by p53 in human prostate cances cell
J Clin Invest. 2000 May;105(9):1261-7

Sun H, Dai H, Shaik N, EImquist WF
Drug efflux transporters in the CNS
Adv Drug Deliv Rev. 2003 Jan 21;55(1):83-105

Synold TW, Dussault |, Forman BM
The orphan nuclear receptor SXR coordinately regaldrug metabolism and efflux
Nat Med. 2001 May;7(5):584-90

T

Taburet AM, Piketty C, Chazallon C, Vincent |, Gérard L, Calvez V, Clavel F, Aboulker JP, Girard PM
Interactions between atazanavir-ritonavir and teviofin heavily pretreated human immunodeficienous-
infected patients

Antimicrob Agents Chemother. 2004 Jun;48(6):2091-6

Takahashi K, Wesselingh SL, Griffin DE, McArthur JC, Johnson RT, Glass JD
Localization of HIV-1 in human brain using polymseachain reaction/in situ hybridization and
immunocytochemistry

Ann Neurol. 1996 Jun;39(6):705-11

Takasawa K, Terasaki T, Suzuki H, Ooie T, Sugiyam¥ (a)

Distributed model analysis of 3'-azido-3'-deoxythgime and 2',3'-dideoxyinosine distribution in raissue
and cerebrospinal fluid

J Pharmacol Exp Ther. 1997 Sep;282(3):1509-17

Takasawa K, Terasaki T, Suzuki H, Sugiyama Y (b)

In vivo evidence for carrier-mediated efflux traogpof 3'-azido-3'-deoxythymidine and 2',3'-didemosine
across the blood-brain barrier via a probeneciditiga transport system

J Pharmacol Exp Ther. 1997 Apr;281(1):369-75

Takara K, Tsujimoto M, Ohnishi N, Yokoyama T
Effects of continuous exposure to digoxin on MDRdtion and expression in Caco-2 cells
J Pharm Pharmacol. 2003 May;55(5):675-81

Tenner-Racz K, Stellbrink HJ, van Lunzen J, Schneidr C, Jacobs JP, Raschdorff B, Grosschupff G,
Steinman RM, Racz P

The unenlarged lymph nodes of HIV-1-infected, asymmatic patients with high CD4 T cell counts atesifor
virus replication and CD4 T cell proliferation. Thepact of highly active antiretroviral therapy

J Exp Med. 1998 Mar 16;187(6):949-59

Terasaki T, Ohtsuki S

Brain-to-blood transporters for endogenous sulegrahd xenobiotics at the blood-brain barrier: eergew of
biology and methodology

NeuroRx. 2005 Jan;2(1):63-72

Thiebaut F, Tsuruo T, Hamada H, Gottesman MM, Pasta |, Willingham MC.
Cellular localization of the multidrug-resistancang product P-glycoprotein in normal human tissues
Proc Natl Acad Sci U S A, 1987, 84(21):7735-8

Thomas SA

Anti-HIV drug distribution to the central nervougssem
Curr Pharm Des. 2004;10(12):1313-24

213



Références bibliographiques

Thomas SA, Bye A, Segal MB

Transport characteristics of the anti-human immueficgéncy virus nucleoside analog, abacavir, intairband
cerebrospinal fluid

J Pharmacol Exp Ther. 2001 Sep;298(3):947-53

Thomas SA, Segal MB

The transport of the anti-HIV drug, 2',3'-didehyd'edeoxythymidine (D4T), across the blood-brainl &hood-
cerebrospinal fluid barriers

Br J Pharmacol. 1998 Sep;125(1):49-54

Torres-Mufioz J, Stockton P, Tacoronte N, Roberts BMlaronpot RR, Petito CK

Detection of HIV-1 gene sequences in hippocampakores isolated from postmortem AIDS brains by laser
capture microdissection

J Neuropathol Exp Neurol. 2001 Sep;60(9):885-92

Trillo-Pazos G, Diamanturos A, Rislove L, Menza T,Chao W, Belem P, Sadig S, Morgello S, Sharer L,
Volsky DJ

Detection of HIV-1 DNA in microglia/macrophagestrasytes and neurons isolated from brain tissuf titv-

1 encephalitis by laser capture microdissection

Brain Pathol. 2003 Apr;13(2):144-54

Tsukita S, Furuse M
The structure and function of claudins, cell adhesnolecules at tight junctions
Ann N 'Y Acad Sci. 2000;915:129-35

Tsukita S, Furuse M, Itoh M
Multifunctional strands in tight junctions.
Nat Rev Mol Cell Biol. 2001 Apr;2(4):285-93

Turriziani O, Gianotti N, Falasca F, Boni A, Vestri AR, Zoccoli A, Lazzarin A, Antonelli G

Expression levels of MDR1, MRP1, MRP4, and MRP®Hénipheral blood mononuclear cells from HIV infatte
patients failing antiretroviral therapy

J Med Virol. 2008 May;80(5):766-71

U

Uchiumi T, Hinoshita E, Haga S, Nakamura T, TanakaT, Toh S, Furukawa M, Kawabe T, Wada M,
Kagotani K, Okumura K, Kohno K, Akiyama S, Kuwano M

Isolation of a novel human canalicular multispecifirganic anion transporter, cMOAT2/MRP3, and its
expression in cisplatin-resistant cancer cells @ihreased ATP-dependent drug transport

Biochem Biophys Res Commun. 1998 Nov 9;252(1):003-1

Ueda K, Pastan I, Gottesman MM
Isolation and sequence of the promoter region@tiiman multidrug-resistance (P-glycoprotein) gene
J Biol Chem, 1987, 262(36):17432-6

Ueda K, Okamura N, Hirai M, Tanigawara Y, Saeki T,Kioka N, Komano T, Hori R
Human P-glycoprotein transports cortisol, aldosierand dexamethasone, but not progesterone
J Biol Chem, 1992, 267(34):24248-52

V

Van der Sandt IC, Vos CM, Nabulsi L, Blom-Roosemale MC, Voorwinden HH, de Boer AG,
Breimer DD

Assessment of active transport of HIV proteasebidis in various cell lines and the in vitro bledatain
barrier

AIDS. 2001 Mar 9;15(4):483-91

214



Références bibliographiques

Van Veen HW, Margolles A, Miiller M, Higgins CF, Konings WN

The homodimeric ATP-binding cassette transporterA.-mediates multidrug transport by an alternating-t
site (two-cylinder engine) mechanism

EMBO J. 2000 Jun 1;19(11):2503-14

Veau C, Faivre L, Tardivel S, Soursac M, Banide Hl.acour B, Farinotti R
Effect of interleukin-2 on intestinal P-glycopratexpression and functionality in mice
J Pharmacol Exp Ther. 2002 Aug;302(2):742-50

Veldkamp Al, Weverling GJ, Lange JM, Montaner JS, Reiss P, Cooper DA, Vella S, Hall D, Beijnen JH,
Hoetelmans RM

High exposure to nevirapine in plasma is associatigld an improved virological response in HIV-1écted
individuals

AIDS. 2001 Jun 15;15(9):1089-95

Vella S
Clinical experience with saquinavir
AIDS. 1995 Dec;9 Suppl 2:521-S25

Vingerhoets J, Azijn H, Fransen E, De Baere I, Smdders L, Jochmans D, Andries K, Pauwels R, de
Béthune MP

TMC125 displays a high genetic barrier to the depelent of resistance: evidence from in vitro sébect
experiments

J Virol. 2005 Oct;79(20):12773-82

Vishnuvardhan D, Moltke LL, Richert C, Greenblatt DJ
Lopinavir: acute exposure inhibits P-glycoprotartended exposure induces P-glycoprotein
AIDS. 2003 May 2;17(7):1092-4

W

Wain-Hobson S, Sonigo P, Danos O, Cole S, Alizon M
Nucleotide sequence of the AIDS virus, LAV
Cell, 1985, 40(1):9-17

Wang Q, Beck WT
Transcriptional suppression of multidrug resistaassociated protein (MRP) gene expression by wibé-p53
Cancer Res. 1998 Dec 15;58(24):5762-9

Ward JM, O'Leary TJ, Baskin GB, Benveniste R, Harris CA, Nara PL, Rhodes RH
Immunohistochemical localization of human and smiramunodeficiency viral antigens in fixed tiss@etsons
Am J Pathol. 1987 May;127(2):199-205

Washington CB, Duran GE, Man MC, Sikic BI, BlaschkeTF

Interaction of anti-HIV protease inhibitors withethmultidrug transporter P-glycoprotein (P-gp) inntaun
cultured cells

J Acquir Immune Defic Syndr Hum Retrovirol. 1998 N 9(3):203-9

Watkins BA, Dorn HH, Kelly WB, Armstrong RC, Potts BJ, Michaels F, Kufta CV, Dubois-Dalcqg M
Specific tropism of HIV-1 for microglial cells inrjpnary human brain cultures
Science. 1990 Aug 3;249(4968):549-53

Wei X, Decker JM, Liu H, Zhang Z, Arani RB, Kilby J M, Saag MS, Wu X, Shaw GM, Kappes JC
Emergence of resistant human immunodeficiency vigge 1 in patients receiving fusion inhibitor (02
monotherapy

Antimicrob Agents Chemother. 2002 Jun;46(6):1896-90

215



Références bibliographiques

Weiss J, Dormann SM, Martin-Facklam M, Kerpen CJ, Ketabi-Kiyanvash N, Haefeli WE
Inhibition of P-glycoprotein by newer antidepredsan
J Pharmacol Exp Ther. 2003 Apr;305(1):197-204

Weiss J, Rose J, Storch CH, Ketabi-Kiyanvash N, Sau A, Haefeli WE, Efferth T (a)
Modulation of human BCRP (ABCGZ2) activity by antl\Hdrugs
J Antimicrob Chemother. 2007 Feb;59(2):238-45

Weiss J, Theile D, Ketabi-Kiyanvash N, LindenmaieH, Haefeli WE (b)

Inhibition of MRP1/ABCC1, MRP2/ABCC2, and MRP3/ABBMy nucleoside, nucleotide, and non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitors

Drug Metab Dispos. 2007 Mar;35(3):340-4

Weiss J, Weis N, Ketabi-Kiyanvash N, Storch CH, Hdeli WE

Comparison of the induction of P-glycoprotein aityivoy nucleotide, nucleoside, and non-nucleosigkerse
transcriptase inhibitors

Eur J Pharmacol. 2008 Jan 28;579(1-3):104-9

Weniger BG, Takebe Y, Ou CY, Yamazaki S
The molecular epidemiology of HIV in Asia
AIDS. 1994;8 Suppl 2:513-28

Whitcomb JM, Parkin NT, Chappey C, Hellmann NS, Petopoulos CJ

Broad nucleoside reverse-transcriptase inhibitassresistance in human immunodeficiency virus t¥pe
clinical isolates

J Infect Dis. 2003 Oct 1;188(7):992-1000

White KL, Margot NA, Wrin T

Molecular mechanisms of resistance to human immeficidncy virus type 1 with reverse transcriptase
mutations K65R and K65R + M184V and their effeatsemzyme function and viral replication capacity
Antimicrob Agents Chemother, 2002, 46 : 3437-3446

Wiegers K, Rutter G, Kottler H, Tessmer U, Hohenbeg H, Krausslich HG.

Sequential steps in human immunodeficiency virutigga maturation revealed by alterations of indival Gag
polyprotein cleavage sites

J Virol, 1998, 72(4):2846-54

Wielinga PR, Reid G, Challa EE, van der Heijden I,van Deemter L, de Haas M, Mol C, Kuil AJ,
Groeneveld E, Schuetz JD, Brouwer C, De Abreu RA, Whholds J, Beijnen JH, Borst P

Thiopurine metabolism and identification of theofmirine metabolites transported by MRP4 and MRP5
overexpressed in human embryonic kidney cells

Mol Pharmacol. 2002 Dec;62(6):1321-31

Wijnholds J, Mol CA, van Deemter L, de Haas M, Schiéer GL, Baas F, Beijnen JH, Scheper RJ, Hatse S,
De Clercq E, Balzarini J, Borst P

Multidrug-resistance protein 5 is a multispecifrganic anion transporter able to transport nudeotinalogs
Proc Natl Acad Sci U S A. 2000 Jun 20;97(13):7416-8

Wiley CA, Achim CL, Christopherson C, Kidane Y, Kwok S, Masliah E, Mellors J, Radhakrishnan L,
Wang G, Soontornniyomkij V

HIV mediates a productive infection of the brain

AIDS. 1999 Oct 22;13(15):2055-9

Wiley CA, Nelson JA

Role of human immunodeficiency virus and cytomegals in AIDS encephalitis
Am J Pathol. 1988 Oct;133(1):73-81

216



Références bibliographiques

Wiley CA, Schrier RD, Nelson JA, Lampert PW, Oldstme MB

Cellular localization of human immunodeficiency uar infection within the brains of acquired immune
deficiency syndrome patients

Proc Natl Acad Sci U S A. 1986 Sep;83(18):7089-93

Willey RL, Rutledge RA, Dias S, Folks T, Theodore TBuckler CE, Martin MA

Identification of conserved and divergent domairithiw the envelope gene of the acquired immunodsficy
syndrome retrovirus

Proc Natl Acad Sci U S A, 1986, 83(14):5038-42

Williams SA, Greene WC.
Regulation of HIV-1 latency by T-cell activation
Cytokine. 2007 Jul;39(1):63-74

Williams GC, Liu A, Knipp G, Sinko PJ

Direct evidence that saquinavir is transported lojtiorug resistance-associated protein (MRP1) adhlicular
multispecific organic anion transporter (MRP2)

Antimicrob Agents Chemother. 2002 Nov;46(11):3436-6

Williams GC, Sinko PJ
Oral absorption of the HIV protease inhibitors:uarent update
Adv Drug Deliv Rev. 1999 Oct 18;39(1-3):211-238

Winston JA, Bruggeman LA, Ross MD, Jacobson J, Rods D'Agati VD, Klotman PE, Klotman ME
Nephropathy and establishment of a renal reseofdilV type 1 during primary infection
N Engl J Med. 2001 Jun 28;344(26):1979-84

Witvrouw M, Pannecouque C, Switzer WM, Folks TM, DeClercq E, Heneine W

Susceptibility of HIV-2, SIV and SHIV to various tiiiHIV-1 compounds: implications for treatment and
postexposure prophylaxis

Antivir Ther. 2004 Feb;9(1):57-65

Wolburg H, Lippoldt A
Tight junctions of the blood-brain barrier: devatognt, composition and regulation
Vascul Pharmacol. 2002 Jun;38(6):323-37

Wright SR, Boag AH, Valdimarsson G, Hipfner DR, Canpling BG, Cole SP, Deeley RG
Immunohistochemical detection of multidrug resiseprotein in human lung cancer and normal lung
Clin Cancer Res. 1998 Sep;4(9):2279-89

Wu D, Clement JG, Pardridge WM
Low blood-brain barrier permeability to azidothynnid (AZT), 3TC, and thymidine in the rat
Brain Res. 1998 Apr 27;791(1-2):313-6

Wyen C, Fuhr U, Frank D, Aarnoutse R, Klaassen T, kzar A, Seeringer A, Doroshyenko O, Kirchheiner
J, Abdulrazik F, Schmeisser N, Lehmann C, Hein W, &dmig E, Burger D, Fatkenheuer G, Jetter A
Effect of an Antiretroviral Regimen Containing Ritvir Boosted Lopinavir on Intestinal and HepatiRGBA,
CYP2D6 and P-glycoprotein in HIV-infected Patients

Clin Pharmacol Ther. 2008 Jan 9

Y

Yang Z, Brundage RC, Barbhaiya RH, Sawchuk RJ
Microdialysis studies of the distribution of stawnelinto the central nervous system in the freebwimg rat
Pharm Res. 1997 Jul;14(7):865-72

217



Références bibliographiques

Young B, Johnson S, Bahktiari M, Shugarts D, YoundrK, Allen M, Ramey RR 2nd, Kuritzkes DR
Resistance mutations in protease and reverse tijptase genes of human immunodeficiency virus tiype
isolates from patients with combination antiretraltherapy failure

J Infect Dis. 1998 Nov;178(5):1497-501

Yusa K, Oh-hara T, Yamazaki A, Tsukahara S, Satoh WTsuruo T
Cross-resistance to anti-HIV nucleoside analogauitidrug-resistant human cells
Biochem Biophys Res Commun. 1990 Jun 29;169(399386-

Z

Zack JA, Arrigo SJ, Weitsman SR, Go AS, Haislip AChen IS.
HIV-1 entry into quiescent primary lymphocytes: eaillar analysis reveals a labile, latent viralcttice
Cell. 1990 Apr 20;61(2):213-22

Zack JA, Haislip AM, Krogstad P, Chen IS.

Incompletely reverse-transcribed human immunodsficy virus type 1 genomes in quiescent cells caation
as intermediates in the retroviral life cycle

J Virol. 1992 Mar;66(3):1717-25

Zhang Y, Schuetz JD, Elmquist WF, Miller DW

Plasma membrane localization of multidrug resistaaesociated protein homologs in brain capillagoginelial
cells

J Pharmacol Exp Ther. 2004 Nov;311(2):449-55

Zhou Y, Zhang H, Siliciano JD, Siliciano RF.
Kinetics of human immunodeficiency virus type 1 agéollowing entry into resting CD4+ T cells
J Virol. 2005 Feb;79(4):2199-210

Zhu Q, Center MS
Evidence that SP1 modulates transcriptional agtnitthe multidrug resistance-associated proteimege
DNA Cell Biol. 1996 Feb;15(2):105-11

Zlokovic BV, Apuzzo ML

Strategies to circumvent vascular barriers of gl nervous system
Neurosurgery. 1998 Oct;43(4):877-8

218



Annexes

ANNEXES

219



INHIBITOR and SUBSTRATE PROPERTIES of EMTRICITABINE
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INTRODUCTION

X Efflux proteins (P-glycoprotein, multidrug resistance-associated proteins) have been shown to greatly affect the uptake of antiretroviral drugs by cells and to hamper their
access to the HIV-1 replication site. The active efflux of these drug might produce subtherapeutic drug level and favor both resistant viral strains and the emergence of
sanctuary sites.

X This study was performed to investigate whether emtricitabine (FTC) is substrate and/or inhibitor of MRP-1.

Moreover, we report the impact of FTC combined with protease inhibitors (Pls : ritonavir, lopinavir, atazanavir) on Pgp and MRP expression and function in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from healthy donors.

P-glycoprotein (Loo et al., 2003)

METHODS

X Quantitative real time PCR (Q-RT PCR) was performed in order to determine the efflux transporter mRNA level in PBMCs.
Exemple of PCR amplification

% Following 72-h incubation with FTC (5 pM) alone or combined with Pls (RTV 1 pM, LPV 5 pM, ATV 5 uM) :
— Pgp and MRP1 expression was determined by direct immunofluorescence (UIC2:rPE antibody specific for Pgp; QCRL:rPE antibody specific for MRPl)
— Pgp and MRP1 functionality was assessed by measuring fluorescent dye efflux! (calcein-AM 100 nM) either with or without inhibitors (verapamil 30 pM: non
specific inhibitor, cyclosporine A 2 pM: Pgp specific inhibitor, MK571 30 pM: MRP specific inhibitor)
X FTC substrate properties was determined by quantification in PBMCs (LC-MS/MS?) following 1-h incubation with or without specific efflux proteins inhibitors (cyclosporine A 2 uM or MK571 50 pM)
X MRP1 inhibition by FTC was assessed using calcein fluorescence (100 nM) and [3H]-vincristine radioactivity (3.7 Bg/ml) accumulations

X The significance of differences between groups and controls was evaluated by using Student’s t-test: * p < 0.05

RESULTS
(N=7)
(N=12) by real-time RT-PCR MK571 50uM, but not cyclosporine A 2 uM, causes a statistically significant increase in
PBMCs express high levels of both MDR1 (encoding for Pgp) and MRP1 mRNA copy number, intracellular FTC accumulation (p=0.0005)
whereas MRP2 and MRP3 are not detectable. 10
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Expression of both transporters (Pgp and MRP1) showed
inter-individual variation FTC causes a statistically significant and concentration-dependant increase of calcein
and [3H]-vincristine accumulations in PBMCs
Since MRP2 and MRP3 are not detectable in our experimental system, we talk about
MRP1 expression instead of MRP family member
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QA‘V Q@“’ (\\x\? &x‘* Q-RT PCR show that PBMCs express high levels of both Pgp and MRP1 mRNA
S5 < with interindividual variation.
Our results show that emtricitabine (FTC) has both inhibitor and substrate
characteristics with MRP1 in PBMCs in vitro. These properties are not correlated
The decrease in Pgp and MRP1 activity (with verapamil) was statistically significant (p=0.038) with efflux protein expression, which suggests a direct interaction between MRP1

and FTC.
Drug accumulation in the case of FTC combination with tenofovir (TFV) or other
NRTIs remains to be determined. This may highlight some reported observations in

The decrease in MRP1 activity (with MK571) was statistically significant (p=0.025)

® . 50 the use of FTC and TFV drugs as a dual NRTI backbone in combination therapy3.
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INTRODUCTION

X Efflux proteins (P-glycoprotein Pgp, multidrug resistance-associated proteins MRPs, breast cancer resistance protein BCRP) situated on the plasma membrane, have
been shown to extrude HIV protease inhibitors (Pls) from the cell. These transporters are present on many barrier sites throughout the body, such as the blood-brain
barrier (BBB), and on many circulating cells, such as CD4 cells; and they could reduce Pl concentration in sanctuary sites or target sites for HIV-1 replication.

X This study aims at analyzing the potential of the anti-retroviral drug atazanavir (ATV) to modulate Pgp and MRP expression and function on lymphocytes. Moreover,
we report the interaction of ATV with Pgp, MRPs and BCRP on an in vitro BBB model
P-glycoprotein

METHODS

X Following 72-h incubation with ATV (5 pM) alone or combined with ritonavir 1 uM (RTV) :
— Pgp and MRP1 expression was determined by direct immunofluorescence using specific mAb (UIC2:rPE antibody specific for Pgp; QCRL:rPE antibody specific
for MRP1)
— Pgp and MRP1 functionality was assessed by measuring fluorescent dye efflux (calcein-AM 100 nM) either with or without inhibitors (verapamil 30 uM: non
specific inhibitor, cyclosporine A 2 uM: Pgp specific inhibitor, MK571 30 pM: MRP specific inhibitor)

X Validation of the in vitro BBB model™: 2: __ Endothelial cells [**C]-Sucrose transport Nttt
3000 R =00us junctions
B Expression of PCAM (CD31) !

Functional
junctions

Pst = 0.1 pl/min
o w » = © = o Pe=0.1x103cm/min

Expression of GFAP Time (nin)

Barrier integrity : — ['“C]-Sucrose (12.95 MBg/umol) paracellular transport studies
— Efflux transporter expression (Pgp, MRP1, BCRP) on endothelial cells
— [®H]-Digoxine transepithelial transport studies: Digoxine is a Pgp substrate, its transport A—B increases with the Pgp inhibitor PSC833

X ATV transport quantification was determined by competitive ELISA assay® through the BBB model, with or without specific efflux protein inhibitor (20 pM PSC833: Pgp inhibitor, 20 pM
probenecid: MRP inhibitor, 20 pM Ko143: BCRP inhibitor)

X The significance of differences between groups and controls was evaluated by using Student’s t-test; *: p < 0.05

RESULTS

(N=10) N=3)
In comparison with the vehicle control (0.22% DMSO), cell treatment with ATV did not show

. -~ ) 1 Basal-to-apical transport was 19-fold higher than the apical to-basal transport, suggesting a
statistically significant change in Pgp or MRP1 expression.

very low permeability of brain endothelial monolayer to atazanavir.
Expression of both transporters (Pgp and MRP1) showed inter-individual variation. ) . 4
Pretreatment of cells with PSC833, Ko-143 or probenecid at a concentration of 20 uM

significantly decreased the efflux clearance of atazanavir (P < 0.05), suggesting that

200+ . atazanavir is substrate of Pgp, MRPs and BCRP at the level of in vitro coculture-based
a o model of human BBB. .
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ATV 5 uM increased Pgp function (p=0.02) represented by the effect of cyclosporine A 2 uM on 0
calcein-AM accumulation. AvsB 0 Ko 143 PsC833 Probenicid
MK571 30 uM caused no statistically significant change in calcein-AM upatke : ATV did not ——
change MRP1 function. B vs A +/- inhibitors (20 puM)
CONCLUSION
*
60 - EDMSO0 0,22% : :
ATV 5uM In summary, we have demonstrated that atazanavir does not modulate Pgp expression
50 . on human lymphocytes but induces Pgp function, suggesting it interacts with Pgp.

Our findings suggest the broad overlapping ATV substrate specificity of efflux pumps
40 (Pgp, MRPs and BCRP) which play a pivotal role in the low permeability of the brain to
ATV, limiting the efficacy of this anti-HIV-1 agent within the cell layers and in the CNS.
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ABSTRACT

This study was performed to investigate if emtricitabine (FTC), tenofovir (TFV) and efavirenz (EFV), alone or combined, have an effect on P-glycoprotein
(Pgp) and multidrug-resistance associated proteins (MRP) function in lymphocytes from healthy donors; and whether drug interaction with these
transporters results in their intracellular accumulation.

Following 20-h incubation with FTC, TFV, EFV, FTC+TFV, TFV+EFV or FTC+TFV+EFV (drug concentrations were 5 pM), functional ability was assessed
by measuring fluorescent dye efflux with or without specific inhibitors. Intracellular drug concentrations were measured by liquid chromatography with
mass spectrometry detection.

Our results showed that FTC, TFV, EFV, alone or combined, decreased MRP but not Pgp function, in lymphocytes in vitro. This effect was most
pronounced for the combinations TFV+EFV (2.5-fold decrease) and FTC+TFV+EFV (1.9-fold decrease). Intracellular concentrations of FTC and TFV

were increased in combination, especially with EFV.

The combined administration of at least 3 anti-HIV drugs from different drug classes as highly active antiretroviral therapy (HAART) has been shown to

slow the progression of disease, improve survival, and result in better virologic and immunologic responses.

ATRIPLA (Bristol-Myers Squibb and Gilead Sciences) which contains efavirenz, emtricitabine and tenofovir disoproxil fumarate (an oral prodrug of
tenofovir), is the first once daily single-tablet regimen for the treatment of HIV-infected patients. The efficacy of this treatment depend on drug interactions
which may limit their access to the target sites. In particular, drug absorption, distribution and elimination may be modified by active efflux transporters,
like Pgp and MRPs.

Pgp and MRP functionality by flow

cytometry !
Measured by fluorescent dye efflux (calcein-AM 2% 3
100 nM) either with or without inhibitors @
(cyclosporin A 2 pM: specific Pgp inhibitor or SN
MK571 30 pM: specific MRP inhibitor)
= _‘:—. = ——
V - 20h Percentage activity (%) =100 - =Mea ciesn 100
Y 37°C. 5% GO GMean e
Treatment with N g 2 Gmean .., = geometric median fluorescence of calcein in tested samples
5uMFTC \ GIMEAN . = geOMetric median fluorescence of calcein in the presence of inhibitor
Isolation of peripheral 5uM TFV \
blood mononuclear cells 5 uM EFV N

(PBMCs) Alone or combined

Intracellular FTC, TFV and EFV quantification
by LC-MS/MS 2

Chromatographic separation on a Phenomenex
Synergi Polar-RP  4pm, 50 x 2 mm column
thermostated at 40°C with a mobile phase comprising
0.5% formic acid and a methanol gradient delivered at
a flow rate of 0.3 ml/min from 2 to 80%.

CONTACT: Laurence BOUSQUET
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The mass spectrometry detection was performed with
a triple quadrupole tandem mass spectrometer . L
Quantum Discovery with an ESI source. Chromatogram of tenofovir (70 ng/mi), emtricitabine

7
\‘!f laurence.bousquet@cea.fr (70 ng/ml) and 2CADO (internal standard, 50 ng/ml)

0

‘RESULTS

MRP activity

Pgp activity 50 Calcein-AM accumulation with MK571 30 uM

60 Calcein-AM accumulation with cyclosporin A 2 pM

40
50

40 30

30
20

20

Percentage of MRP activity (%)

Percentage of Pgp activity (%)

Data are represented as mean  SEM (N=7). The significance of differences between treated groups and vehicle control was evaluated by using Student's t-est. A p-value < 0.05 was considered significant.
*P <005, P<001;** P <0001

FTC, TFV, EFV, alone or combined, decreased MRP but not Pgp function, in lymphocytes /n vitro. This effect was most pronounced for the combinations
TFV+EFV (2.5-fold decrease, p=0.0001) and FTC+TFV+EFV (1.9-fold decrease, p<0.0001).

A- FTC accumulation

p=0,0007

B- TFV accumulation C- EFV accumulation

80

2
8

p=0,0002

from FTC alone
-
&
from TFV alone
from EFV alone

8

9% of TFV accumulation in combination
9% of EFV accumulation in combination

% of FTC accumulation in combination

+ TRV + TRV + EFV +FTC +EFV +FTC+ EFV + TRV

+FTC + TRV

Percent accumulation of emtricitabine (A), tenofovir (B) or efavirenz (C) in the presence of the other drugs compared with that of the control (drug alone). Data are expressed as an increase or decrease (%) in the
level of drug accumulation in PBMCs, and are presented as means * S.E.M. (n=12). Statistical comparisons were made using two-tailed Student's ftests (*£<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ns=nonsignificant).

A significant increase was demonstrated in the levels of FTC and TFV, following 20-h incubation with the combinations FTC+TFV, TFV+EFV or
FTC+TFV+EFV compared with the levels seen with the individual drugs. Dose-response curves were generated for each drug in the presence of fixed
concentrations of the other drugs. We show a concentration-dependent increase in FTC and TFV concentration with fixed dose of EFV, a concentration-

dependent increase in FTC concentration with fixed dose of TFV and a concentration-dependent increase in TFV concentration with fixed dose of FTC.

This /n vitro study reveals a graded decrease in MRP functionality comparing TFV, FTC and EFV, an effect correlated with the intracellular concentrations
of TFV and FTC. Our findings emphasize the effectiveness of the combination therapy (TDF-FTC-EFV) currently used for the treatment of HIV-1-infected
patients. The paradigm for defining a good combination therapy is the balance between efficacy and toxicity/adverse effects, and may require drug

dN

monitoring of patients during HAART.

(1) Legrand O., Simonin G., Perrot J.Y., Zittoun R., Marie J.P. Pgp and MRP activities using calcein-AM are prognostic factors in adult acute myeloid
leukemia patients. Blood. 1998 Jun 15;91(12):4480-8.

(2) Levi M., Pruvost A. Sensitive HPLC-ESI-MS/MS method for the si itati of Abacavir, L: ine and Tenofovir in

human plasma. 7th international Workshop on clinical pharmacology of HIV Therapy. 20-22 April 2006. Lisbon, Portugal. Abstract 69.




New Orleans,
April 7- 9, 2008

Combination of Tenofovir and

In Vitro Modulation of MRP Transporter and Intracellular Dru

P21

Emtricitabine plus Efavirenz:
g Accumulation.

L. BOUSQUET 1, A. PRUVOST 1, R. FARINOTTI 2, A. MABONDZO 1

7- CEA, iBiTec-S, Service de pharmacologie et d’lmmunoanalyse, Gif sur Yvette, France
2- Département de pharmacie clinique - Faculté de pharmacie Paris XI, Chétenay-Malabry, France

ABSTRACT

This study was performed to investigate if emtricitabine (FTC), tenofovir (TFV)
and efavirenz (EFV), alone or combined, have an effect on P-glycoprotein (Pgp)
and multidrug-resistance associated proteins (MRP) function in lymphocytes from
healthy donors; and whether drug interaction with these transporters results in
their intracellular accumulation.

Following 20-h incubation with FTC, TFV, EFV, FTC+TFV, TFV+EFV or
FTC+TFV+EFV (drug concentrations were 5 pM), functional ability was assessed
by measuring fluorescent dye efflux with or without specific inhibitors. Intracellular
drug concentrations were measured by liquid chromatography with mass
spectrometry detection.

Our results showed that FTC, TFV, EFV, alone or combined, decreased MRP but
not Pgp function, in lymphocytes in vitro. This effect was most pronounced for the
combinations TFV+EFV (2.5-fold decrease) and FTC+TFV+EFV (1.9-fold
decrease). Intracellular concentrations of FTC and TFV were increased in
combination, especially with EFV.

INTRODUCTION

The combined administration of at least 3 anti-HIV drugs from different drug
classes as highly active antiretroviral therapy (HAART) has been shown to slow
the progression of disease, improve survival, and result in better virologic and
immunologic responses.

ATRIPLA (Bristol-Myers Squibb and Gilead Sciences) which contains efavirenz,
emtricitabine and tenofovir disoproxil fumarate (an oral prodrug of tenofovir), is
the first once daily single-tablet regimen for the treatment of HIV-infected patients.
The efficacy of this treatment depend on drug interactions which may limit their
access to the target sites. In particular, drug absorption, distribution and
elimination may be modified by active efflux transporters, like Pgp and MRPs.
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Data are represented as mean + SEM (N=7). The significance of differences between treated groups and

vehicle control was evaluated by using Student’s t-test. P value < 0.05 was considered significant.

* P<0.05*: P<0.01,** P<0.001

FTC, TFV, EFV, alone or combined, decreased MRP but not Pgp function, in
lymphocytes in vitro. This effect was most pronounced for the combinations
TFV+EFV (2.5-fold decrease, P=0.0001) and FTC+TFV+EFV (1.9-fold decrease,
P<0.0001).

(A)FTC
accumulation (%)

(B) TFV
accumulation (%)

(C) EFV
accumulation (%)

from FTC alone
from TFV alone
fom EFV alone

% of FTC accumulation in combination
% of TFV accumulation in combination
9% of EFV accumulation in combination

TRV + BV

+FTC BV

FIC+ BV TR SFTC TR

Percent accumulation of emtricitabine (A), tenofovir (B) or efavirenz (C) in the presence of the other drugs
compared with that of the control (drug alone). Data are expressed as an increase or decrease (%) in the level of

drug accumulation in PBMCs, and are presented as means + S.E.M. (n=12). Statistical comparisons were made
using two-tailed Student’s ttests (*: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, ns=nonsignificant).

A significant increase was demonstrated in FTC and TFV levels, following 20-h
incubation with either FTC+TFV, TFV+EFV or FTC+TFV+EFV combination,
compared with the levels seen with each individual drugs.

Furthermore, dose-response curves were generated for each drug in the
presence of other drugs growing concentrations. We show an intracellular TFV
and FTC concentration increase with growing doses of EFV. FTC concentration
increased with growing doses of TFV and vice versa. In all the cases, intracellular
nucleosides concentration reached a plateau starting at 1uM of EFV or 5uM of the
other nucleoside.

CONCLUSION

This in vitro study reveals a graded decrease in MRP functionality comparing TFV,
FTC and EFV, an effect correlated with the intracellular concentrations of TFV and
FTC. Our findings emphasize the effectiveness of the combination therapy (TDF-
FTC-EFV) currently used for the treatment of HIV-1-infected patients. The
paradigm for defining a good combination therapy is the balance between efficacy
and toxicity/adverse effects, and may require drug monitoring of patients during
HAART.
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