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Introduction générale

Selon des études récentes la consommation des médicaments augmente de plus en plus. En
1990, le marché mondial du médicament représentait moins de 200 milliards de dollars, en
2007 il a été évalué a 712 milliards de dollars et en 2012 il est passé a 856 milliards de
dollars. Les Américains sont les plus grands consommateurs de médicaments avec 38% de
part de marché. Les Européens suivent loin derriere avec 17% du marché mondial des
médicaments. Cette augmentation de la consommation des médicaments est liée entre
autre, a un acces aux soins facilité, a la mise sur le marché de nouveaux produits et au
vieillissement de la population. La polymédication de plus en plus fréquente, en particulier
chez la personne agée, est a 'origine d’'une importante iatrogénie médicamenteuse due
entre autre a I'existence d’interactions entre les médicaments.

On définit une interaction médicamenteuse comme toute modification des effets d’un
médicament lorsqu’il est administré simultanément avec un autre médicament (ou avec
certains aliments). Ces modifications peuvent correspondre a une augmentation ou a une
diminution des activités de chaque médicament ou a I'apparition d’un effet indésirable non
attendu. Ces interactions sont liées a des changements au niveau de |'exposition systémique
des médicaments impliqués ; elles peuvent engendrer une augmentation de la toxicité des
médicaments ou a l'inverse d’une diminution de leur activité thérapeutique.

Aujourd’hui, compte tenu de cette surconsommation de médicaments, il est devenu
primordial de connaitre les risques liés a la prise concomitante de plusieurs médicaments ou

la prise de médicaments avec certains aliments.

La mise en évidence et la connaissance de ces interactions sont essentielles lors du
développement du médicament mais aussi aprés sa mise sur le marché. Evaluer le plus tét
possible ces interactions permet de définir des axes de développement ou d’interrompre si

nécessaire le développement d‘une molécule.

Pour guider les laboratoires pharmaceutiques dans le développement de nouveaux
médicaments et particulierement dans I'évaluation des interactions médicamenteuses
possibles, 'EMA[1] et la FDA[2] ont émis chacune en 2012 et 2013 des recommandations a
suivre lors du développement de nouvelles molécules. Ces recommandations remplacent les
précédentes datant de 1997 et se basent sur plus de 20 ans de recherche et de progression
scientifique dans la connaissance des mécanismes d’action des médicaments et de leurs
interactions.

Ces recommandations ont également été faites pour d’améliorer la transparence des
informations fournis lors des études d’interaction. Ces informations doivent renseigner les
prescripteurs sur les risques d’interactions lors de I'association de certains médicaments. Le
pharmacien jouera également un role majeur dans la détection de ces interactions graces
aux informations fournies, et pourra apporter ses conseils et recommandations.
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L'objectif de cette these est de faire une revue des recommandations émises par la FDA et
I'EMA et d’en comprendre le raisonnement et la logique.

Dans une premiére partie, nous ferons un rappel des connaissances acquises sur les
mécanismes de ces interactions et sur les éléments scientifiques essentiels a leur
compréhension.

Dans une deuxiéme partie nous aborderons les recommandations de I'EMA et la FDA en
fonction des étapes du développement du médicament et du type d’étude.

Enfin en troisieme partie nous verrons comment seront décrites ces interactions dans le
Résumé des Caractéristiques du Produit (RCP) du médicament.
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Partie | : Bases scientifiques des interactions médicamenteuses

A. Introduction :

Les effets d’un médicament qu’ils soient thérapeutiques ou indésirables résultent de ses
concentrations au niveau des sites pharmacologiques ou d’autres sites d’action dans
I'organisme. Une fois administré, le médicament est modulé par I'organisme aux travers des
étapes d’absorption, de distribution, de métabolisme et d’élimination. A chaque étape le
médicament peut subir I'influence de facteurs externes ou internes provoquant des
modifications de ses concentrations et par conséquent de son activité.

Il existe deux principaux types d’interactions : celles dites pharmacodynamiques et celles
dites pharmacocinétique.

Les interactions pharmacodynamiques :

Elles se caractérisent par une modification de la réponse a un médicament lorsque celui-ci
est associé a un autre médicament, au niveau des récepteurs, des systemes effecteurs ou
des fonctions physiologiques, sans qu’il y ait modification des concentrations plasmatiques
du premier médicament.

Les interactions pharmacocinétiques :

Elles se caractérisent généralement par des modifications du profil des concentrations
plasmatiques des médicaments en cause. Ces modifications peuvent étre générées au cours
des processus d’absorption, de distribution, de métabolisme et ou d’élimination d’un
médicament par I'action d’un autre médicament donné de facon concomitante.

Dans cette thése nous aborderons essentiellement les interactions d’origines
pharmacocinétiques qui sont les plus a risques et les moins prévisibles.

B. Les connaissances en pharmacocinétique et mécanismes d’interactions

La pharmacocinétique étudie le devenir du médicament dans l'organisme. On peut
distinguer quatre étapes dans le circuit du médicament : son absorption, sa distribution dans
I'organisme, son métabolisme et son élimination. Ces étapes sont communément appelées
les étapes ADME :

- L’absorption ou résorption : cette étape se déroule aprés administration orale lors
du passage au niveau de la barriére intestinale. Aprés absorption le médicament se
retrouve dans les liquides extracellulaires dont la circulation plasmatique.

- La distribution : lorsque le médicament atteint la circulation plasmatique il est
distribué dans différents compartiment pour atteindre sa cible ou pour étre
métabolisé, éliminé ou stocké.
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- Le métabolisme : cela correspond a la transformation du médicament par une
réaction enzymatique en ou plusieurs métabolites actifs ou inactifs. Cette étape se
déroule principalement au niveau du foie.

- L'élimination: le médicament ou ses métabolites doivent étre évacués de
I’organisme ; plusieurs voies d’élimination sont possibles : les urines, la bile, la salive,
la sueur...

ABSORPTION

LIATSOR ALTH
PROTETME &
LA ShA TICETES

METAEOLISME

IELICATMERT LIBEE
DAHE LE LIQUIDE
FXTRACELLULATRE
EZCEETION EETALE
CITBRLIATRE
REARSCRETION
TURULARE OU CVCLE
TELAC AT ENT S1IR. FHTERCHEPATIQUE
SOH RECEPTEUR
@ ELIMINATION
EFFET

PHARMACOLOGIQUE

Figure 1 : Pharmacocinétique du médicament en plusieurs étapes [3]

L’évolution des connaissances dans les mécanismes de ces étapes a permis de mieux
comprendre I'origine des interactions médicamenteuses.

Nous allons voir ci-aprés quelles peuvent étre ces interactions en fonction des étapes ADME.

1. ABSORPTION

L'absorption est le processus par lequel le médicament, sous sa forme inchangée, passe de
son site d’administration a la circulation générale. Avant d’arriver dans le sang, le
médicament doit franchir plusieurs obstacles notamment celui de la barriére intestinale. A
ce niveau, le médicament doit se retrouver sous forme dissoute pour pouvoir étre absorbé.
La quantité qui va traverser la barriére intestinale et la vitesse a laquelle elle va atteindre la
circulation générale est décrite par le parameétre de biodisponibilité F. Ce paramétre va étre
influencé par les propriétés physico-chimiques de la molécule et par la durée de transit de la
molécule dans le tractus digestif.

On appelle également « résorption » la fraction de la dose du médicament qui a été
résorbée c’est a dire qui a franchi la barriere épithéliale.[4]
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Figure 2 : Phase d’absorption d’'un médicament administré par voie orale. [5]

1.1. Les interactions médicamenteuses a I’étape d’absorption :

Dans I'étape d’absorption le circuit du médicament peut étre influencé par plusieurs
facteurs. Si ces facteurs ont pour origine la co-administration avec un autre médicament
alors nous sommes en présence d’une interaction.

Dans cette étape, les interactions peuvent étre dues a un effet indirect d’une molécule sur le
tractus gastro-intestinal ou un effet direct sur le pH gastrique, I'adsorption, I'absorption ou
la chélation de molécules. Dans la plupart des cas ces interactions ont pour effet de réduire
ou de retarder I'absorption intestinale des médicaments impactés. [6]

Lors de la phase d’absorption la pharmacocinétique des médicaments peut étre influencée
par :

1.1.1. La modification du pH gastrique

L'estomac est un des premiers lieux de passage des médicaments. A ce niveau, les
médicaments peuvent étre altérés par différents facteurs et ne pas arriver sous leur forme
originale dans l'intestin pour étre absorbés.

Un des facteurs a I'origine de cette altération est le pH de I’estomac. Celui ci doit étre autour
de 1 ou 2 a état normal. La solubilité d’'un médicament ou la dissolution de sa forme
galénique peut étre fortement dépendante du pH. Une augmentation de celui-ci peut
modifier les propriétés chimiques du médicament et altérer son intégrité.

Les médicaments antiacides tels que les antihistaminiques H2 et les IPP (Inhibiteurs de la
Pompe a Proton) augmentent le pH gastrique ce qui peut augmenter la solubilité d’autres
acides ou diminuer la solubilité des bases faibles. Ils peuvent également adsorber ou
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chélater d’autres molécules en formant des complexes solubles ou insolubles ce qui peut
agir indirectement sur la vitesse de vidange gastrique. L'acidité gastrique va inhiber la
vidange alors que I’alcalinisation va I'augmenter.

Exemple d’interaction: les IPP et les antihistaminiques H2 en augmentant le pH gastrique
diminuent I'absorption des antifongiques azolés (kétoconazole, posaconazole, itraconazole)
mais aussi celle d’inhibiteurs de tyrosine kinase (géfitinib, erlotinib, laptinib).[7][8]

Les IPP largement prescrits sont également a I'origine d’autres types d’interactions tels que
I'inhibition métabolique du CYP2C19 (voir section 11.B.3.4.) et I'inhibition de I'excrétion via le
transporteur BCRP (voir section 11.B.4.2.3).

1.1.2. La modification de la vitesse d’absorption

Une fois administrée par voie orale, la molécule va séjourner dans I'estomac et sera ensuite
évacuée vers l'intestin lors de la vidange gastrique. La vitesse de vidange gastrique ainsi que
la motilité intestinale peuvent étre des facteurs limitant dans le processus d’absorption
intestinale de la molécule.

En effet certaines molécules peuvent affecter la motilité intestinale ou la vitesse de vidange
gastrique et ainsi modifier I'absorption de médicaments pris simultanément. Une diminution
de la motilité peut prolonger le temps de dissolution d’une molécule ou peut prolonger son
temps de contact avec la surface intestinale conduisant a une augmentation du taux
d’absorption. La vidange gastrique peut étre régulée par le systéme nerveux et les molécules
ciblant les neurotransmetteurs de ce systeme pourront agir sur le contréle de la vidange.

Exemple d’interaction: les molécules a activité anticholinergique réduisent la motilité et la
vitesse de vidange gastrique, a l'inverse le métoclopramide augmente la vitesse de vidange
gastrique. Des études ont montré les effets de ces deux types de molécules sur les taux
d’absorption de paracétamol: I'anticholinergiqgue diminue son taux tandis que le
métoclopramide I'augmente, ces effets étant corrélé a la vitesse de vidange gastrique. [6][9]

1.1.3. Laformation de complexes de liaison

Les médicaments peuvent former des complexes insolubles par chélation dans le tractus
intestinal. Cette chélation est formée par la liaison entre un ion métallique (exemple :
aluminium, magnésium, fer et calcium) et une molécule organique conduisant a un composé
insoluble incapable de passer a travers la barriére intestinale.

Exemple : certains antibiotiques tels que les cyclines forment des complexes avec les ions
métalliques tels que le fer, le magnésium le calcium ou encore le zinc. Cette formation de
complexes diminue fortement leur taux d’absorption au niveau intestinal.

Certains antibiotiques tels que la neomycine sont connus pour causer un syndrome
transitoire de malabsorption gastro-intestinale. La molécule va se lier et faire précipiter des
acides gras et des acides biliaires ce qui va réduire I'absorption de graisse au niveau
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intestinal. Il a été démontré que cette malabsorption perturbe I'absorption de composés tels
gue les vitamines 1 et B12, la digoxine ou la pénicilline. [6][10]

1.1.4. Interactions au niveau de la barriére intestinale

L'étape finale dans I'absorption d’un médicament est sa résorption par la barriere
intestinale. A ce niveau la solubilité du médicament est un des facteurs limitant pour son
passage au travers de la barriere.

Il existe différents types de passages dont certains sont principalement utilisés par les
médicaments comme le passage transcellulaire (figure 3, a) ; il existe également le passage
paracellulaire (figure 3, b)) et les mécanismes de transcytose et d’endocytose (figure 3, c et
d).
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Figure 3 : Les différentes voies d’absorption au niveau de la barriére intestinale. [11]

Le passage transcellulaire, nécessitant le franchissement de la membrane cytoplasmique de
la cellule peut se faire grace a plusieurs mécanismes : la diffusion passive, la diffusion
facilitée ou le transport actif.

La diffusion passive est le mécanisme le plus souvent retrouvé dans le passage
transmembranaire des médicaments. |l est décrit par la loi de Fick qui indique que la
diffusion se fait selon un gradient de concentration et jamais contre ce gradient: le
médicament va ainsi diffuser du milieu le plus concentré au milieu le moins concentré. C’'est
un mécanisme non saturable et non spécifique, il n'y a pas de compétition entre les
molécules a ce niveau.

Certains facteurs peuvent influencer la diffusion passive : le gradient de concentration, la
taille de la molécule (une molécule de grande taille ou fixée a des protéines diffusera plus
facilement), la lipophilie (une molécule lipophile diffuse mieux a travers les membranes
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cellulaires), I'état d’ionisation de la molécule (les formes non ionisées peuvent passer la
barriére) ainsi que le pH du milieu qui modulera I'état d’ionisation de la molécule.[3]

Il existe également une diffusion dite facilitée dans le sens du gradient de concentration : ce
mouvement est facilité par I'intermédiaire de transporteurs.[3]

Le transport actif correspond au passage d’une molécule au travers une membrane contre le
gradient de concentration. Ce passage nécessite l|'utilisation de transporteurs avec de
I'énergie et est saturable. Il est en général spécifique et est soumis a des mécanismes
d’inhibition et de compétition entre les molécules substrats. Ces mécanismes peuvent étre a
I'origine d’interactions médicamenteuses.[3] Il existe de nombreux transporteurs spécifiques
de médicaments au niveau de la barriere intestinale. Ils seront détaillés dans la section
1.B.4.2.

Concernant le transport paracellulaire, celui-ci se fait entre les cellules et seules les
molécules de faible poids moléculaire peuvent I'utiliser.[11]

1.2. Interactions entre I'alimentation et les médicaments

L'alimentation peut avoir un impact sur les médicaments pris par voie orale. Certains
aliments sont a [l'origine d’une modification des concentrations plasmatiques des
médicaments ce qui peut provoquer des effets indésirables ou conduire a une absence
d’efficacité thérapeutique.

1.2.1. Impact de I'alimentation sur I’absorption[12]

Lors de la phase d’absorption, la composition d’'un repas peut influencer I'absorption des
médicaments au niveau de la barriére intestinale. Les interactions qui en résultent peuvent
étre classées en différentes catégories: la diminution, le retard, I'augmentation ou
I'accélération de I'absorption des médicaments.

Les interactions avec I'alimentation peuvent étre dues aux propriétés physicochimiques et
énantiomorphiques des médicaments, au moment de la prise du repas par rapport a la prise
du médicament, a la quantité et la composition du repas et la dose du médicament
administré. En fonction du facteur incriminé, les conséquences cliniques peuvent étre
différentes :

- Une absorption retardée : la prise d’un repas peut provoquer un ralentissement de la
vidange gastrique et/ou une augmentation du pH de l'estomac. L'effet sur le
médicament administré résulte en une diminution de son Cnax €t en un Tmax plus
long. La conséquence clinque peut étre un retard dans l'apparition des effets
thérapeutiques. Exemples de molécules affectées : carvédilol, vérapamil, nifédipine.

- Une absorption diminuée: la prise d’un repas peut diminuer I'absorption de
molécules instables dans le fluide gastro-intestinal ou de molécules qui interagissent
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avec des composants alimentaires. Une augmentation de la viscosité du contenu du
tractus gastro-intestinal peut également réduire I'absorption; cette viscosité
résultant de composants présents dans l'alimentation. Exemples de molécules
affectées : I'aspirine et le kétoprofene.

- Une absorption augmentée ou accélérée: la prise d’aliments peut favoriser
I'absorption de certaines molécules peu solubles dans le fluide gastro-intestinal. En
effet lors de la prise d’un repas, la vidange gastrique est retardée et la sécrétion de
bile est augmentée ce qui peut augmenter la dissolution des molécules et favoriser
leur absorption. Exemples de molécules dont I'absorption est favorisée par la
sécrétion de bile : la ciclosporine, I'halofantrine, la griseofulvine et le danazol. La
prise alimentaire a également un impact sur le flux sanguin splanchnique et
hépatique. Le repas augmente le flux sanguin splanchnique et peut ainsi améliorer
I'absorption de certaines molécules. En effet I'augmentation du flux splanchnique
peut induire une diminution du métabolisme lors du passage hépatique et ainsi
contribuer a une meilleure biodisponibilité pour les molécules subissant un fort effet
de premier passage hépatique avec une clairance hépatique saturable.

La prise alimentaire peut également avoir un impact sur la libération des molécules d’'une
forme pharmaceutique particuliere.

1.2.2. Impact de I'alimentation sur la biodisponibilité [12]

La prise d’'un repas peut avoir un impact sur la biodisponibilité des molécules et par
conséquent sur leur effet thérapeutique. Certaines molécules ont leur biodisponibilité
augmentée en présence d’'un repas tandis que d’autres I'ont diminuée. Ces variations sont
dues aux différentes propriétés physico-chimiques des médicaments. Certaines études ont
méme démontré une différence de biodisponibilité entre les molécules énantiomeres R et S.

La composition du repas est également un facteur important dans la variation de la
biodisponibilité de certains médicaments : pour la majorité des molécules elle est favorisée
par un repas riche en graisse par rapport a un repas riche en protéine ou en fibres.

1.2.3. Impact de I'alimentation sur le métabolisme

Certains aliments peuvent avoir un effet important sur le métabolisme des médicaments en
modifiant leur concentration plasmatique.

Le jus de pamplemousse est connu pour avoir un effet significatif sur la biodisponibilité orale
de certaines molécules. Il peut augmenter la biodisponibilité des médicaments métabolisés
par le cytochrome P450 3A4 en inhibant celui-ci. Exemple: les biodisponibilités du
midazolam, du triazolam, de la nifédipine et de la ciclosporine sont augmentées lorsque ces
molécules sont prises avec du pamplemousse. [12][13]
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D’autres variétés de jus de fruits (pomme ou orange) peuvent également inhiber certains
transporteurs d’influx au niveau des entérocytes tels que les OATP (voir section I.B.4.2). La
co-administration de ces jus avec des médicaments substrats de ces transporteurs d’influx
(ex : certaines statines, sartans, béta-bloquants, thyroxine, benzylpénicilline...) réduit leur
biodisponibilité orale. [13]

Les recommandations sur les études d’interactions lors de I'étape d’absorption sont décrites
dans la section I1.B.1.

2. DISTRIBUTION

L'étape de distribution correspond au moment ou le médicament atteint la circulation
générale et ou il est distribué dans I'organisme pour atteindre ses cibles pharmacologiques.
La distribution du médicament et son entrée dans un tissu dépendent du type de tissu, de sa
perfusion et vascularisation sanguine, du pH environnemental et de la perméabilité des
membranes cellulaires.

Le phénomene de distribution est représenté par le Volume de Distribution apparent (Vd).
Ce volume représente le volume total théorique dans lequel il faut diluer le médicament
administré pour avoir une concentration égale a la concentration plasmatique. Une molécule
avec un grand Vd va plus se distribuer dans les tissus et va peu rester dans la circulation
plasmatique. [4]

2.1. Interactions par déplacement des protéines plasmatiques

Dans la circulation plasmatique le médicament circule sous deux formes: une forme
dissoute libre et active, et une forme liée inactive. La liaison du médicament avec des
protéines plasmatiques (albumine, I'al-acide glycoprotéine et lipoprotéine) peut se faire de
facon plus ou moins forte et réversible en formant des complexes. La fixation aux protéines
plasmatiques dépend des caractéristiques physico-chimiques du médicament et du taux de
protéines plasmatiques dans le sang. Les molécules acides (ex : penicillines, sulfonamides,
doxycycline, et clindamycine) sont en général liées a I'albumine de maniére forte et sur un
petit nombre de sites tandis que les molécules basiques (ex : erythromycine) peuvent étre
liées a I'albumine de maniére faible et sur un grand nombre de sites ; ces molécules basiques
peuvent aussi se lier de préférence a la glycoprotéine. Seule la forme libre des molécules est
susceptible de passer les barrieres biologiques et d’exercer son action pharmacologique.[10]

Les mécanismes d’interaction peuvent s’expliquer par une compétition au niveau des sites
de fixation aux protéines plasmatiques. En fonction de la concentration plasmatique des
médicaments et de leur affinité pour les protéines plasmatiques, un médicament peut
déplacer un autre médicament de ses sites de liaison et augmenter la quantité de sa forme
libre, et donc son activité. Les interactions impliquant le déplacement des sites de liaison a
I'albumine peuvent étre cliniquement significatives : si la molécule impactée a plus de 80%
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de liaison aux protéines, si elle a un fort coefficient d’extraction hépatique et si elle a une
marge thérapeutique étroite et un faible volume de distribution. Une augmentation
temporaire des concentrations peut étre cliniqguement significative avec la warfarine et la
phénitoine bien que les concentrations libres a I'état d’équilibre restent inchangées.[10]

Cependant les interactions par déplacement ayant un effet cliniquement significatif restent
controversées. Lorsqu’une molécule est déplacée de ses sites de liaison cela augmente ses
concentrations libres. Avant I’on pensait que ces concentrations libres restaient élevées dans
le plasma maintenant il apparait que la forme libre de la molécule se disperse rapidement et
gu’elle peut se distribuer dans les tissus. Quand I'équilibre est a nouveau atteint les
concentrations libres plasmatiques seront a nouveau les mémes ou proches du niveau avant
I'interaction. La concentration totale (libre et non libre) va diminuer lorsque I'équilibre avec
la forme libre sera atteint. La conséquence de l'interaction par déplacement sera donc une
diminution de la concentration totale plasmatique mais une concentration de la fraction
libre inchangée. Or ce sont les formes libres qui peuvent étre responsables des actions
pharmacologiques ou toxiques et les effets observés apres une interaction sont en général
transitoires et non cliniquement significatifs.[9]

2.2. Interactions dues a une altération du transport

Il existe des interactions au niveau des protéines de transport qui peuvent conduire a une
altération de la distribution de la molécule dans les organes ol ces transporteurs sont
exprimés. Voir section 1.B.4.2 sur les transporteurs.

Les recommandations sur les études d’interactions lors de I'étape de distribution sont
décrites dans la section 11.B.2.

3. METABOLISME

Le métabolisme d’un médicament ou d’une molécule fait référence a sa transformation par
I’organisme en un ou plusieurs composés actifs ou inactifs. Cette transformation se fait grace
a des réactions enzymatiques qui ont lieu dans de nombreux tissus dont le foie qui est I'un
des principaux sites de métabolisme. Les médicaments agissent en tant que substrats des
enzymes du métabolisme car peuvent se lier sur les sites actifs des enzymes et sont
transformés par I’enzyme en un ou plusieurs produits.

En général on divise les réactions de métabolisme en deux phases : les réactions de phase |
et les réactions de phase Il. Dans les réactions de phase | on retrouve le systéme
enzymatique le plus connu et responsable du métabolisme de nombreux médicaments : le
cytochrome P450. Ce systéeme enzymatique est a l'origine de réactions d’oxydation, de
réduction et d’hydrolyse dans les membranes des hépatocytes. Les réactions de phase Il sont
des mécanismes de conjugaisons tels que la glucuroconjugaison ou la sulfation.[10]
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3.1. Les réactions de phase | [14][10]

Les réactions de métabolisme de phase | sont réalisées par le systeme enzymatique des
cytochromes P450. Ce systéme est constitué d’hémoprotéines qui interviennent dans des
réactions d’oxydoréduction et d’hydrolyse de substances afin d’en permettre I'élimination.
Les cytochromes sont présents dans le foie, I'intestin et les surrénales et sont responsables
de la biotransformation de la majorité des médicaments en substances inactives ou actives.

- Les familles des cytochromes :

Les cytochromes P450 font partie d’'une super famille comprenant 57 génes dont 15 sont
impliqués dans le métabolisme des médicaments. En effet, 90% du métabolisme des
médicaments passe par les CYP et particulierement ceux des familles 1, 2 et 3. Plus de 2000
substrats des CYP ont été identifiés.

La famille des CYP1 comprend trois isoformes (CYP1A1, 1A2, 1B1). L'expression des CYP1A1
et CYP1B1 est principalement extra hépatique, a linverse, celle du CYP1A2 est
essentiellement hépatique. Cette famille métabolise par exemple : bortézomib, erlotinib,
propranolol, cloazapine, duloxérine...[8]

La famille des CYP2 est la plus grande famille des CYP chez ’lhomme ; les CYP2C et 2D sont
guantitativement les plus importants de cette famille dans le foie. Les CYP2C comprennent
quatre génes : CYP2C8, 2C9, 2C18 et 2C19. Cette famille métabolise un grand nombre de
médicament tels que le losartan, la fluvastatine, des AINS, la warfarine...

La famille des CYP3 comprend quatre isoformes dont celui du CYP3A4 essentiellement
exprimé dans le foie. Le CYP3A4 est responsable de plus de 50% du métabolisme des
médicaments dont celui d’antibiotiques, d’anesthésiques, d’antihistaminiques, de

corticostéroides, de statines, d’antirétroviraux, d'immunosuppresseurs...

Les interactions médicamenteuses interviennent dans la majorité des cas dans I'étape de
métabolisme et particulierement au niveau des cytochromes. Deux mécanismes
d’interactions ont été identifiés a ce niveau : des mécanismes d’inhibitions de cytochromes
et des mécanismes d’inductions de cytochromes. Ces réactions sont détaillées ci-aprés dans
la section 1.B.3.5.

- Polymorphisme génétique :

Certaines familles de cytochromes sont soumises a un polymorphisme génétique. Ces
polymorphismes sont générés par des mutations génétiques dans au moins 1% de la
population. Les sous-populations générées different dans leur capacité a métaboliser les
médicaments. Des polymorphismes cliniquement significatifs ont été documentés pour les
familles 2D6, 2C9 et 2C19. Les populations déficientes en enzymes du métabolisme ont un
risque augmenté de toxicité car ne peuvent pas inhiber certains médicaments ou ont un
risque d’inefficacité thérapeutique lorsque les pro-drogues ne peuvent pas étre activées.
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Aujourd’hui il est recommandé d’étudier les effets d’interactions dans ces sous-types de
population (voir section Il.A.3.1.2. « Populations spéciales »).

3.2. Les réactions de phase Il

Les mécanismes de métabolisme de phase Il sont des réactions de conjugaison qui
consistent en un transfert de groupes polaires endogenes sur les molécules. Ces réactions
sont réalisées par différentes enzymes appartenant a la famille des UGT (UDP-
glucuronosyltransférases) ou des transférases. La majorité des réactions de conjugaison sont
celles de glucuroconjugaisons réalisées par les UGT.[15][16]

Dans cette super famille, deux groupes de genes sont connus, les UGT1 et les UGT2 ainsi que
trois sous-famille les UGT1A, UGT2A et UGT2B. Toutes les enzymes de cette famille de génes
reconnaissent une méme région de l'acide glucuronique qu’elles transférent sur des
substances pour les rendre plus hydrosolubles et les éliminer plus facilement au niveau des
urines ou de la bile.[15]

Comme vu précédemment pour les cytochromes, il existe également des mécanismes
d’inhibition et d’induction de ces enzymes qui sont responsables d’interactions
médicamenteuses (voir section [.B.3.5.).

- Polymorphisme génétique :

Les UGT sont également soumis a un polymorphisme génétique peu étudié pouvant rendre
difficile I'analyse des mécanismes d’interactions. En effet, certains variants alléliques
peuvent étre a l'origine d’une augmentation ou d’une réduction de I'activité enzymatique
des UGT.[17]

Exemple : le polymorphisme de 'UGT1A1 affecte les taux du SN38, I'actif métabolique de
I'irinotécan engendrant des effets sur la sécurité et I'efficacité de ce traitement.[2]

Aujourd’hui il est recommandé d’étudier les interactions dans ces sous-types de population
(voir section 11.LA.3.1.2. « Populations spéciales »).

3.3. Autres enzymes de métabolisme

Les médicaments peuvent étre également métabolisés par d’autres enzymes que les
cytochromes ou les UGT. Ces autres voies métaboliques peuvent étre les voies principales
d’élimination de certains médicaments.

Parmi ces enzymes il existe les mono-oxygénases a flavines, les alcool/aldéhyde
déshydrogénases (ADH et ALDH), les monoamine oxydases, les prostaglandine synthases (ou
cyclo-oxygénases), les xanthine oxydases...[2]

Des interactions médicamenteuses peuvent également se produire au niveau de ces
enzymes.
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3.4. Les métabolites

Les métabolites formés peuvent avoir une activité pharmacologique et/ou toxicologique. Ces
métabolites doivent étre étudiés dans des études d’interaction. Le choix des métabolites a
étudier se fait en fonction des connaissances sur leur activité (voir section I1.B.3).

3.5. Interactions médicamenteuses lors du métabolisme

La connaissance des systemes enzymatiques intervenant dans le métabolisme d’une
molécule permet d’étudier et d’identifier les interactions susceptibles d‘avoir lieu au cours
de cette étape. L'évaluation de ces interactions permet d’identifier les conséquences
cliniques significatives pouvant survenir lors de I'administration de plusieurs molécules.

Un important systeme de régulation contrdle I'expression des enzymes du métabolisme :
leur expression peut étre induite ou inhibée voire supprimée. Certaines molécules vont agir
en inhibant les enzymes, elles seront appelées inhibiteurs enzymatiques ; d’autres vont agir
en modulant la synthese des enzymes ce seront des inducteurs enzymatiques. Les
interactions médicamenteuses vont avoir lieu lorsque plusieurs médicaments vont interagir
avec les mémes enzymes métaboliques.

Lors d’inhibitions enzymatiques: un médicament A peut étre co-administré avec un
médicament B inhibiteur de I'enzyme dont A est substrat. Par conséquent A sera moins
métabolisé et moins éliminé et verra ses concentrations plasmatiques augmentées ; cette

interaction sera a I'origine d’un surdosage de A et potentiellement d’une toxicité.

Lors d’inductions enzymatiques: un médicament C peut étre co-administré avec un
médicament D inducteur de I'enzyme dont C est substrat. Par conséquent C sera plus
métabolisé et éliminé et ses concentrations plasmatiques vont chuter ; cette interaction sera
a I'origine d’une diminution de I'effet thérapeutique de C.

Nous allons voir ci-aprés quels sont les mécanismes d’inhibition et d’induction enzymatique.

3.5.1. Inhibition d’enzymes

3.5.1.1. Généralités

Un inhibiteur enzymatique est une substance qui se lie a une enzyme et qui en diminue
I'activité soit en empéchant la fixation du substrat (i.e. médicament) sur son site de fixation
soit en rendant I'enzyme inactive.

Le métabolisme d’un médicament peut étre inhibé par trois mécanismes : I'inhibition
réversible, I'inhibition quasi-irréversible et I'inhibition irréversible :

- Linhibition réversible :
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Elle correspond a une liaison non covalente et peu stable entre I’enzyme et son inhibiteur ;
I'enzyme n’est donc pas totalement inhibée. Il existe plusieurs types d’inhibiteurs:
compétitifs, incompétitifs, non-compétitifs et mixtes.

L’inhibiteur compétitif a des propriétés structurales communes au substrat de I'enzyme et
rentre en compétition avec lui au niveau de son site de liaison. La réaction enzymatique est
ainsi bloquée par I'inhibiteur. Certains inhibiteurs peuvent aussi se fixer sur un site de liaison
différent de celui du substrat et changer la conformation de I'’enzyme I'’empéchant ainsi de
reconnaitre son substrat. Cette inhibition peut étre levée en augmentant les concentrations
du substrat de I'enzyme jusqu’a ce que l'inhibiteur se dissocie de I'enzyme.[18][19]

L'inhibition compétitive est a I'origine des interactions médicamenteuses les plus fréquentes
et a provoqué le retrait du marché de plusieurs médicaments (terfenadine, mibefradil,
bromfenac, cisapride, cerivastatine [18]). Cette inhibition conduit a une augmentation de la
biodisponibilité du médicament substrat de I'enzyme inhibée ce qui peut engendrer un
surdosage et potentiellement une toxicité. L'inhibition réversible est le phénomene le plus
fréquent.

Dans les études d’interactions on utilise des inhibiteurs et des substrats de cytochromes et
d’UGT connus ; les plus utilisés sont répertoriés dans les annexes 1 et 2.[19][17]

Exemples d’inhibiteurs [7][17]:

e Inhibiteurs du CYP3A4: antifongiques azolés (kétoconazole), macrolides
(clarithromycine, érythromycine, télithromycine), inhibiteurs de protéases
(ritonavir, nelfinavir) ;

e [nhibiteurs du CYP2D6: cimétidine, amiodarone, venlafaxine, duloxetine,
quinidine, ritonavir ;

e Inhibiteur des UGT : tacrolimus, ciclosporine.

Certaines molécules peuvent inhiber plusieurs cytochromes ou UGT. Exemple:
I’érythromycine inhibe le CYP3A4, le CYP3AS et le CYP1A2. Cette molécule comme la plupart
des macrolides peut inhiber également des transporteurs (voir section 1.B.4.2.).[8]

Exemples d’interactions [8]: I'association de macrolides (inhibiteurs du CYP3A4) et de
cisapride (substrat du 3A4) provoque une augmentation des concentrations plasmatiques du
cisapride et un effet dose-dépendant conduisant a des torsades de pointes.

Un inhibiteur incompétitif ne se fixe jamais a une enzyme libre mais toujours a une enzyme
liée a un substrat. Cette inhibiteur n’entre pas en compétition avec le substrat sur son site de
liaison mais se fixe sur un autre site mis a jour lors de la fixation du substrat ce qui modifie la
conformation de I'enzyme. L’inhibiteur lié modifie a son tour la conformation de I'enzyme et
empéche la réaction enzymatique et la formation de produit.

Un inhibiteur non compétitif peut se lier avec une méme affinité a la fois a I'enzyme seule ou
a I'enzyme liée a son substrat. Cet inhibiteur n’entre pas en compétition avec le substrat sur
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le méme site de liaison, il se fixe sur un autre site entrainant une modification de la
conformation de I'enzyme et du site actif. Ce changement de conformation n’empéche pas
le substrat de se fixer sur le site actif mais empéche la réaction enzymatique.

Un inhibiteur mixte se lie a la fois a 'enzyme seule et a I’enzyme liée a son substrat mais avec
des affinités différentes.

Figure 4 : les différents types d’inhibiteurs enzymatiques. [20]
- Linhibition irréversible :

Elle correspond a une liaison covalente et stable entre I’enzyme et son inhibiteur. L’'enzyme
reconnait I'inhibiteur comme son substrat et va entamer son action catalytique. L'inhibiteur
est dit inhibiteur suicide et inactive I'’enzyme de fagon permanente. Ce type d’inhibition est
appelée « mechanism-based inhibition » (MBI).

- Inhibition Temps Dépendante (TDI) :

Ce mécanisme correspond a une modification de la puissance des inhibiteurs des CYP (le plus
souvent une augmentation) avec le temps pendant une incubation in vitro ou une période de
traitement in vivo. Ce mécanisme inclut la formation de métabolites inhibiteurs et des MBI.
Lors de ce type d’inhibition, I'interaction est généralement accentuée avec le temps aprés
administration de plusieurs doses et va durer plus longtemps aprés arrét de l'inhibiteur par
rapport a une inhibition réversible.[21]

Exemple de médicaments a I'origine d’une TDI du CYP3A : inhibiteurs de la protéase du HIV
(ritonavir, saquinavir), macrolide (erythromycine, clarythromycine), diltiazem et verapamil.
La paroxétine est a l'origine d’une TDI du CYP2D6 et inhibe le métabolisme de Ia
désipramine, du tamoxiféne, du dextromorphane et du bufuralol.[2]

- Puissance des inhibiteurs :

Les inhibiteurs peuvent étre classés selon leur puissance en inhibiteurs forts, modérés a
faibles. Selon les recommandations de la FDA [2][22][19], les inhibiteurs sont classés en
fonction de l'accroissement de I’AUC in vivo du substrat spécifique de I'enzyme lorsque
I'inhibiteur est co-administré avec d’autres médicaments. Par exemple les inhibiteurs du
CYP3A sont classés en fonction de la modification de I’AUC du midazolam co-administré. Un
inhibiteur est faible lorsque I’AUC du substrat est augmenté d’au moins 1,25 fois jusqu’a
moins de 2 fois (ou lorsqu’a pour conséquence une diminution de 20 a 50% de sa clairance).
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Un inhibiteur est modéré lorsqu’il augmente I"AUC du substrat d’au moins 2 fois jusqu’a
moins de 5 fois (ou lorsque a pour conséquence une diminution de 50 a 80% de sa clairance).
Enfin un inhibiteur est fort lorsqu’il augmente d’au moins 5 fois ’AUC du substrat (ou
lorsqu’a pour conséquence une diminution de plus de 80% de sa clairance). Voir le
classement des inhibiteurs, section 11.B.3.4.2.1.

3.5.1.2. Les parametres cinétiques d’inhibition

- La constante d’inhibition K;:

L'affinité d’un inhibiteur pour une enzyme est représentée par la constante d’inhibition K;
(ou constante de dissociation) qui représente la concentration en inhibiteur pour laquelle la
moitié des sites enzymatiques sont occupés. Plus K; est petit, plus I'affinité de I'inhibiteur
pour I'enzyme est grande. La constante d’inhibition est utile pour caractériser la puissance
d’un inhibiteur car elle est indépendante de la concentration du substrat.[18][19]

- LlCso.

Représente la concentration en inhibiteur provoquant 50% d’inhibition de I'enzyme. Ce
parametre est utilisé pour représenté I'efficacité d’un inhibiteur.

- La constante de Mickaelis-Menten K, :

La constante K, représente I'affinité du substrat pour I'enzyme, elle caractérise la réaction
enzymatique. Elle correspond a la concentration de substrat pour laquelle la vitesse de
réaction est a la moitié de sa valeur maximale. Elle est inversement proportionnelle a
I'affinité de I'enzyme pour le substrat : plus le K., est faible plus I'affinité pour I’'enzyme est
forte. Les réactions enzymatiques sont en général représentées par I’équation de Mickaelis-
Menten suivante [18]:

Ou v est la vitesse de la réaction pour une concentration en substrat [S] et V. la vitesse
maximale de réaction lorsque le taux de formation de métabolite est maximal.

Lors d’une inhibition compétitive, la vitesse de réaction est représentée par I'’équation

suivante :

Ou [I] est la concentration en inhibiteur et K; la constance d’inhibition pour I'association
inhibiteur/enzyme sur le site de liaison du substrat.

- Parameétres cinétiques des inhibitions irréversibles :
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On utilise Kinact, 1a constante de la vitesse maximale d’inactivation; K, la concentration de
I'inhibiteur associé a la moitié de Kinact; [I] 1a concentration de I'inhibiteur au site actif de
I’enzyme ; et Kqeg la constante de la vitesse de dégradation de I’'enzyme in vivo.[21]

3.5.2. Induction d’enzymes

L'induction enzymatique se définie par une augmentation de [l'activité de systemes
enzymatiques par des substances appelées inducteurs enzymatiques (ligands endogénes ou
xénobiotiques). L'inducteur agit directement au niveau de I’ADN via I'action de ligands
facteurs de transcription qui vont se fixer a des récepteurs nucléaires (ex : PXR, CAR, AhR) et
qui vont induire la synthése de nouvelles enzymes (cytochromes et/ou UGT). Ce mécanisme
nécessite 10 a 15 jours d’action par I'inducteur pour étre compléetement effectif. Aprés arrét
de I'administration de I'inducteur I'effet persiste plusieurs jours et diminue progressivement.
[6][14]

Les différents récepteurs nucléaires et les mécanismes d’induction sont décrits ci-apreés :

3.5.2.1. Les principaux récepteurs nucléaires [14][19][23][24]

Les récepteurs nucléaires sont des récepteurs intracellulaires. lls fonctionnent comme des
facteurs de transcription activés par la liaison avec leur ligand. Ils possedent deux domaines
de liaisons : un domaine de liaison a I'ADN permettant la reconnaissance de séquences
d’ADN spécifiqgues dénommées HRE (Hormone Responsive Element), et un domaine de
liaison au ligand. En I'absence de leur ligand les facteurs de transcription sont bloqués par
des protéines, 'arrivée du ligand entraine le départ des protéines et libere le facteur de
transcription qui pourra exercer son activité. Les ligands endogenes sont en général petits et
lipophiles.

- Le récepteur PXR (Pregnane X Receptor) :

Il est aussi appelé récepteur des stéroides et xénobiotiques (SXR) ou récepteur activé par les
pregnanes. Le PXR est exprimé surtout au niveau du foie mais également au niveau de
I'intestin gréle, du colon et de la glande mammaire. Il est exclusivement nucléaire et
s’hétérodimérise avec le récepteur RXR de l'acide rétinoique. L'inducteur le plus puissant
connu de ce récepteur est I'hyperforine, molécule issue du millepertuis utilisée en
phytothérapie et pouvant étre a I'origine d’interactions médicamenteuses. PXR va réguler les
génes codant pour les enzymes de phase | (CYP2B6, 2C8, C9, 3A4 et 7) ainsi que les génes
des enzymes de phase Il tels que les glutathion S transférases, les sulfotransférases et les
UDP-glucuronosyltransférases. Il peut également activer le géne MDR1 codant pour la
protéine de transport P-gp.
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Figure 5 : Mécanisme d’interaction via PXR.[24]

Exemple : PXR régule I'expression du gene du CYP3A4 dans le foie et Iintestin. Lorsqu’un
inducteur se lie au PXR il provoque sa liaison a RXR et l'induction de la transcription des
génes du CYP3A4. Le nombre de CYP3A4 augmente ce qui augmente le métabolisme des
molécules substrats du CYP3A4.

- Le récepteur CAR (Constitutive Androstane Receptor) :

CAR est essentiellement présent dans le foie. Il interagit avec les métabolites endogenes de
la testostérone (androstanol et androstenol) qui se fixent sur le site de fixation du ligand
provoquant une inhibition de CAR. A l'inverse de cette régulation négative des médicaments
tel que phénobarbital vont augmenter le déplacement de CAR vers le noyau pour qu’il
assure son activité transcriptionnelle. CAR va induire les génes codant pour les enzymes de
phase | CYP2B6, 2C9 et 2C19. Il existerait une interaction entre les voies de PXR et CAR dans
la régulation de ces genes.

- Le récepteur AhR (Aryl hydrocarbon Receptor) :

AhR est présent dans la glande mammaire, le foie, le systéme nerveux central, le systéme
cardiovasculaire et I'utérus. La liaison du ligand sur AhR entraine sa translocation vers le
noyau ou il s’associe avec I’AhR-nuclear translocator (Amt) ; le dimére Amt-AhR associé au
ligand se fixe sur les genes cibles. Il va induire une centaine de génes dont ceux du CYP1A1 et
1B1.

- Les récepteurs PPAR (Peroxysome Proliferative Activated Receptor) :

Il existe trois isotypes de ces récepteurs impliqués particulierement dans la régulation de
I’'homéostasie glucidique, du métabolisme des lipides et de la prolifération et différenciation
cellulaire. Les acides gras poly-insaturés sont des ligands endogénes de ces récepteurs et
parmi les ligands exogenes (médicaments) on retrouve la classe des fibrates. PPAR va
participer a la transcription des génes d’enzymes de phase | tels que les CYP1A, CYP2A,
CYP2C et CYP2E mais aussi des genes de phase Il tels que UGT1A4 et UHT2B4.
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Figure 6 : Régulation de la détoxication et du catabolisme des xénobiotiques par les récepteurs nucléaires
PXR, PPAR, CAR et le facteur de transcription AhR. [14]

3.5.2.2. Interactions médicamenteuses par induction

Comme vu précédemment l'induction enzymatique a un effet sur la synthése des enzymes
du métabolisme. Un médicament inducteur enzymatique va avoir un effet sur le
métabolisme d’autres molécules : un médicament substrat d’'une enzyme induite va voir son
métabolisme augmenté et ses concentrations plasmatiques diminuées lorsqu’il est associé a
un médicament inducteur. Cette induction aura pour conséquence une diminution des effets
thérapeutiques du médicament substrat victime du médicament inducteur. Mais il existe
d’autres conséquences cliniques de l'induction enzymatique plus a risques d’événements
indésirables : I'augmentation de synthése de métabolites actifs conduisant a une
augmentation de l'effet thérapeutique ou l'augmentation de synthése de métabolites
toxiques engendrant des effets indésirables.

L'effet inducteur n’est pas spécifique et peu toucher plusieurs types d’enzymes de phase | et
de phase Il mais également des transporteurs.

Exemples d’inducteurs enzymatiques: certains antiépileptiques (carbamazépine,
osphénytoine, phénobarbital, phénytoine, primidone, rufinamide), certains antibactériens
(rifabutine, la rifampicine), certains antirétroviraux (éfavirenz, étravirine, lopinavir,
nelfinavir, névirapine, le ritonavir), le millepertuis.

Exemples d’interactions : la rifampicine augmente le métabolisme des AVK et diminue leur
effet thérapeutique. Le millepertuis diminue les concentrations et les effets de Ia
carbamazépine.

Comme les inhibiteurs, les inducteurs peuvent étre classés selon leur puissance de forts,
modérés a faibles : un inducteur est faible s’il conduit a une diminution de 20 a 50% de I’AUC
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du substrat de I'’enzyme, est modéré s’il conduit a une diminution de 50 a 80% de I'AUC et
est fort s’il conduit a une diminution de plus de 80%. [22]

Des exemples de molécules inductrices sont présentés en annexe 3.

4. ELIMINATION ET TRANSPORTEURS

L’élimination des médicaments par |I'organisme peut se faire par plusieurs voies et plusieurs
mécanismes. Les voies d’éliminations majoritaires sont I’élimination par biotransformation
lors du métabolisme (voir section 1.B.3. précédente) et I'élimination par excrétion hors de
I'organisme dans les urines ou la bile. Mais il existe également des voies mineures
d’élimination telles que I’élimination digestive, la sécrétion par la salive ou encore
I’élimination pulmonaire pour les produits volatils.

Les transporteurs sont des acteurs majeurs des voies d’élimination car permettent la
distribution des molécules dans les différents organes et vers les compartiments

extracellulaires.
4.1. Elimination

4.1.1. Généralités

- Elimination hépatique :

Le foie participe a I'excrétion des médicaments avec d’une part les activités des enzymes
métaboliques de phase | et Il et d’autre part par le systeme biliaire qui rameéne le métabolite
ou la forme intacte du médicament au niveau intestinal. Ce cycle entéro-hépatique est
réalisée grace a I'action de plusieurs transporteurs tels que les OATP et BCRP (voir section ci-
apreés sur les transporteurs).[25]

- Elimination rénale :

Les reins participent fortement a I’élimination des médicaments. Ceux-ci sont éliminés dans
les urines soit sous forme inchangée soit sous forme de produits de dégradation. Dans le
processus d’élimination rénale on retrouve les mécanismes de réabsorption tubulaire et les
mécanismes de sécrétion tubulaire. La réabsorption tubulaire correspond au passage de
substances de la lumiere du néphron vers le sang; ce passage est soit actif par apport
d’énergie, soit passif par I'utilisation de gradient de concentration. La sécrétion tubulaire
correspond au passage actif de substances du sang vers la lumiere du tubule ; ce passage
s’effectue grace a des transporteurs tels que les OAT et OCT. Ces mécanismes peuvent étre
saturables et étre inhibés par des molécules.[25]
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4.1.2. Parametres pharmacocinétiques [4]

Le mécanisme d’élimination est représenté par la clairance que I'on peut définir par le
volume de plasma totalement épuré par unité de temps. La clairance totale est égale a la
somme de chaque clairance d’organe susceptible d’intervenir dans Iélimination des

médicaments : CItotale = CIrénale + CInon rénale

La clairance totale est généralement calculée a partir des concentrations plasmatiques
obtenues aprés administration du médicament selon la formule suivante :

Cl = Dose / AUC ou par voie orale Cl = F x Dose /AUC

Ou F représente le coefficient de biodisponibilité par voie orale et I’AUC (Area Under the
Curve) représente I'aire sous la courbe des concentrations plasmatiques de la molécule sur
un intervalle de temps.

En pratique on calcule également le Cax qui représente la concentration maximale obtenue
a un temps Ty aprés administration de la molécule.

Ces parametres pharmacocinétiques sont en général utilisés dans les études d’interactions.
L'importance des effets cliniques d’une interaction est interprétée grace aux relations entre
doses et concentrations plasmatiques et concentrations et effets cliniques.

4.2. Transporteurs

Bien que moins reconnu que les enzymes métaboliques, les transporteurs membranaires
peuvent avoir un effet important sur la pharmacocinétique et I'exposition des médicaments.
Au niveau cellulaire, ils peuvent assurer un transport des molécules a la fois vers l'intérieur
et vers I'extérieur de la cellule. lls sont présents dans tous les tissus du corps et jouent un
role important dans la I'absorption des médicaments, leur distribution, le ciblage tissus-
spécifiques et dans leur élimination.

A ce jour, les transporteurs identifiés appartiennent pour la plupart a deux grandes familles :
les ATP-Binding Cassette (ABC) et les Solute Carrier (SLC). La super famille des ATP-Binding
Cassette comprend plusieurs sous-familles dont les transporteurs ABCB connus aussi sous le
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nom de transporteurs MDR (Multi Drug Resistance) et responsables de I'efflux de molécules
au travers des membranes. lls sont localisés au niveau des cellules épithéliales intestinales,
des membranes hépatocytaires, de la barriere hémato encéphalique et du placenta. A
I'inverse les SCL sont pour la plupart responsable de I'influx de molécules au travers des
membranes cellulaires telles que I'épithélium intestinal, les hépatocytes et les cellules du
tubule proximal du rein.[26][27]

4.2.1. Transporteurs d’influx (SLC)

Ce type de transporteur va faciliter I'influx de molécules vers les compartiments cellulaires.
Voici ci-aprés une revue des principaux transporteurs dont ceux recommandés dans les
études d’interactions :

- OATP (Organic Anion-Transporting Polypeptide)

Les OATP sont retrouvés dans plusieurs tissus (voir Figure 7 ci-aprés). lls sont exprimés au
niveau intestinal et vont faciliter I'influx de molécules substrats au travers de la membrane
intestinale ; ils agissent en sens inverse des transporteurs d’efflux. Plusieurs sous-types ont
été identifiés : OATP-A, B, C, D, E, F, et 8. Les sous types B, C et 8 sont exprimés dans le foie
et permettant l'influx de molécules mais ils travaillent également en tandem avec les
transporteurs d’efflux pour faciliter I'élimination de molécules de I'organisme. Parmi les
substrats d’OATP on retrouve les inhibiteurs de 'HMG-COA réductase, les inhibiteurs de
I'enzyme de conversion, la digoxine... Mais ces transporteurs peuvent également étre
victime de mécanismes d’inhibition par des molécules tels que la ciclosporine et le ritonavir
(voir liste des substrats et inhibiteurs de transporteurs en annexe 4). [13][25]

Exemple d’interaction avec les OATP :

- les statines, substrats des OATP, voient leurs concentrations plasmatiques
augmentées ainsi que leurs effets indésirables lorsqu’elles sont associées a des
inhibiteurs des OTAP tels que: le probénécide, la dronédarone, I'eltrombopag,
I’érythromycine, la dihydroergotamine, la ciclosporine, la rifampicine, le sildénafil...
8]

- Le jus de pamplemousse est également un inhibiteur des OATP situés au niveau
intestinal : il empéche l'influx des molécules substrats au niveau intestinal ce qui
diminue leur concentration plasmatique ; tel est le cas avec la féxofénadine.[13]

- OATs (Organic Anion Transporters)

Ils permettent le transport d’anions organiques de petit poids moléculaire au niveau rénal et
hépatique. OAT1-4 et OAT1-3 ont été identifiés au niveau rénal et OAT2 et 5 au niveau du
foie. OAT1 permet le transport de molécules telles que adefovir, cidofovir, cefadroxil,
cimetidine et OAT3 transporte des molécules telle que les bétalactamines, des
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céphalosporines ainsi que le captopril, la cimetidine, le methotrexate et la pravastatine.
[25][27]

Exemple d’interaction avec les OAT : le méthotrexate subit une excrétion tubulaire en étant
transporté par les OAT; s’il est associé a un inhibiteur des OAT son élimination sera
diminuée, ses concentrations plasmatiques seront augmentées ainsi que ces effets. C’'est le
cas avec le probénécide avec lequel il est conseillé de ne pas I'associer.[8]

- OCT (Organic Cation Transporteurs)

Ce type de transporteur est localisé au niveau intestinal (OCT1), au niveau rénal (OCT2) et au
niveau des hépatocytes (OCT1) (voir figure 7 ci-aprés).

Au niveau rénal l'inhibition de OCT2 conduit a une diminution de la clairance rénale et a une
augmentation de I'exposition systémigque des molécules substrats. Les substrats de OCT2
sont des molécules telles que la metformine, le procainamide, et la varenicline. L'OCT2 est
inhibé par la cimétidine.

Exemple d’interaction avec les OCT : la cimétidine inhibe les OCT2 ce qui diminue
I’élimination de la metformine co-administrée et augmente son AUC et ses effets doses-
dépendant.[27]

- PEPT (peptide transporteurs) :

Au niveau rénal deux isoformes ont été identifié PEPT1 et PEPT2. PEPT1 permet le transport
actif d’antibiotiques tels que les céphalosporines et les bétalactamines ou encore le captopril
ou le valacyclovir.[27]

4.2.2. Transporteurs d’efflux (ABC)

Au niveau des membranes on retrouve des transporteurs qui limitent I'absorption des

médicaments en les transportant activement hors du compartiment cellulaire.
- La P-glycoprotéine, MDR1, ABCB1

La P-glycoprotéine (P-gp), est une protéine dont le géne d’expression est ABCB1
(anciennement MDR1), elle gére le transport de composés endogenes et exogénes. Elle a
principalement une activité d’efflux qui s’oppose a la pénétration de composés a l'intérieur
des cellules en les faisant ressortir a I'extérieur de la cellule. Elle module I'absorption de
nombreux médicament mais peut aussi étre inhibée ou induite par des médicaments. De
nombreux médicaments sont transportés par la P-glycoproteine: anticalcineurines,
macrolides, digoxine, inhibiteur de protéases, statines, opiacés...[25][26]

Exemples d’interactions avec la P-gp :

- la rifampicine inducteur de la P-gp augmente la synthese et I'expression de la P-gp ce
qui augmente I'efflux de la digoxine (substrat de la P-gp) provoquant une diminution
sa biodisponibilité.
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- Laclyclosporine a I'inverse est un inhibiteur de la P-gp, il provoque une augmentation
de la biodisponibilité de la fexofenadine. [27]

- BCRP (Breast Cancer Resistant Protein), ABCG2

A lorigine découvert dans les lignées cellulaires résistantes dans certains cancers. Ce
transporteur est exprimé au niveau du tractus gastro-intestinal, du foie, du rein, de
I'endothélium cérébral, des tissus mammaires, des testicules et du placenta. Il va limiter la
biodisponibilité orale de certaines molécules ainsi que le passage au travers de la barriere
hémato-encéphalique et de la barriere foeto-maternelle. Les substrats de ce transporteur
sont: la mitoxantrone, le methotrexate, le topotecan, I'imatinib, l'irinotecan... Il peut
également étre inhibé par I'cestrone et I'cestradiol.[26]

- MATE (Multidrug and toxin extrusion protein)

Ce transporteur est localisé au niveau de la membrane apicale des tubules rénaux. Il est
responsable de I'efflux de molécule de la cellule du tubule vers la lumiéere du tubule. Deux
sous-types sont actuellement retrouvés au niveau rénal : MATE1 et MATE2-K. La lamivudine
et la metformine sont des substrats de ces transporteurs. [28]

Ces transporteurs peuvent étre inhibés (ex : par la pyrimethamine) ce qui peut engendrer
une augmentation des molécules substrats dans les tubules rénaux.

Voici ci-aprés un schéma récapitulatif des transporteurs présents au niveau de chaque

organe:

Figure 7: Protéines de transport des médicaments et des substances endogénes. [26]

THESE D’EXERCICE — PHARMACIE Page 33 /112



Conclusion Partie | :

La connaissance du circuit du médicament dans l'organisme et des mécanismes
d’interactions existant est essentielle a la compréhension des études d’interactions et de
leur interprétation.

La connaissance de ces mécanismes n’a cessé d’évoluer depuis les dernieres
recommandations sur les études d’interactions. L'évolution des techniques scientifiques a
également permis de découvrir de nouvelles enzymes mais I'évolution la plus marquante est
celle sur les transporteurs. En effet il y a eu un progrés majeur dans la connaissance des
transporteurs impliqués dans le transport des médicaments ainsi que dans leur implication
dans les mécanismes d’interaction.

En deuxiéme partie nous verrons comment sont réalisées les études d’interactions et quelles
sont les recommandations des agences de santé dans la conduite de ces études.
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Partie Il : Les nouvelles recommandations des autorités de santé EMA et FDA

Pour guider les laboratoires pharmaceutiques dans le développement de nouveaux
médicaments et particulierement dans I'évaluation des interactions médicamenteuses
possibles, 'EMA[1] et la FDA[2] ont émis chacune en 2012 et 2013 des recommandations a
suivre. Ces recommandations ont pour but d’aider les chercheurs a identifier, caractériser et
a mieux comprendre les interactions entres les médicaments, particulierement celles
concernant de nouvelles molécules en développement. Ces recommandations ont pour but
d’harmoniser les études et leur design ainsi que la communication des informations relatives

a ces interactions.

Ces recommandations se focalisent sur les interactions d’origines pharmacocinétiques telles
que celles décrites dans la partie I. Elles vont porter tout d’abord sur les études pré-cliniques
in vitro et ensuite sur les études cliniques in vivo. Les résultats de ces études vont permettre
de prédire l'existence ou non d’interactions entre une nouvelle molécule et des
médicaments co-administrés. S’il existe des interactions, ces études doivent permettre
également de déterminer si lors de l'utilisation concomitante de cette molécule avec
d’autres médicaments il faudra ajuster les doses, avoir une surveillance supplémentaire,
émettre une contre-indication ou prendre d’autres mesures pour diminuer les risques. La
connaissance de ces précautions d’emploi en cas d’association de médicaments permet de
mettre sur le marché des molécules qui sans ces données n’auraient pas été approuvées.[2]

A. Les recommandations sur les études d’interactions : stratégie générale

Les stratégies d’études d’interactions entre la FDA et 'EMA sont quasi identiques. Nous
allons voir ci-aprés quelles sont ces stratégies, étapes par étape, lors du développement
d’une nouvelle molécule.

Dans cette partie la nouvelle molécule en développement sera appelée « molécule

d’intérét ».

Pour évaluer une interaction médicamenteuse deux aspects seront considérés:
- Les effets des médicaments sur la pharmacocinétique de la molécule d’intérét ;
- Les effets de la molécule d’intérét sur la pharmacocinétique des médicaments.

Lorsqu’on veut étudier la possibilité d’une interaction médicamenteuse, il est recommandé

de procéder en deux grandes étapes :
1) Premiere étape : I'étude des interactions in vitro :

Cette étape nécessite elle-méme plusieurs études in vitro:
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- Dans un premier temps, il faut identifier les principales voies d’élimination de la
molécule d’intérét, en quantifiant I'activité de chaque enzymes et/ou transporteurs
impliqués dans son élimination.

- Dans un deuxieme temps, identifier les interactions susceptibles d’apparaitre lors de
la circulation de la molécule d’intérét dans I'organisme. Ces interactions peuvent étre
identifiées a I'aide de plusieurs modeles in vitro: le modele basique, le modele
statique mécanistique et/ou le modeéle PBPK (voir section Il.A.2.).

En fonction des résultats de ces premieres études in vitro, il peut étre nécessaire de
poursuivre par des études in vivo permettant de quantifier les interactions identifiées.

2) Deuxieme étape : I'étude des interactions in vivo :
Les études in vivo permettent d’évaluer:
- le mécanisme de 'interaction (ex : inhibition ou induction).

- les effets cliniques lors de I'administration concomitante de médicaments avec la
molécule d’intérét

L'objectif des études in vivo est de donner a terme des recommandations de doses et de
posologies dans le RCP de la molécule d’intérét.

1. Principes de base des études in vitro et in vivo

1.1. Généralités

Pour étudier les possibilités d’interactions médicamenteuses, de nombreuses publications
suggerent de réaliser dans un premier temps des études d’interaction in vitro. Les résultats
de ces études in vitro permettent de prédire la survenue d’une interaction in vivo. Il existe
une hypothése qui permet d’établir un lien entre les résultats trouvés in vitro et ceux in vivo.
D’aprés la littérature, le comportement des enzymes de maniére générale serait
indépendant de leur environnement biochimique externe ce qui signifie que leur
comportement dans un environnement in vitro serait le méme que dans un environnement
in vivo. Par exemple, un cytochrome formerait les mémes métabolites a partir d’'un substrat
dans un environnement in vitro et in vivo; et un inhibiteur inhiberait les mémes enzymes in
vitro et in vivo. Les corrélations entre les résultats in vitro et in vivo sont en général établies
de maniére qualitative. [18]

Les études in vitro servent a identifier les voies d’élimination des molécules et les systémes
impliqués dans cette élimination (enzymes ou transporteurs). Ces études permettent
également de déterminer si la molécule d’intérét est un substrat, un inhibiteur ou un
inducteur d’enzymes impliquées dans le métabolisme d’autres molécules. En fonction des
résultats des études in vitro il sera recommandé ou non de poursuivre par des études in

vivo.[2]
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Les études in vivo d’interaction ont pour objectif de déterminer si la molécule d’intérét
influence la pharmacocinétique de médicaments présents sur le marché ou si la
pharmacocinétique de la molécule d’intérét est influencée par ces médicaments. Ses
modalités seront détaillées dans la section 11.B.[1][2]

1.2. Principes des études d’interaction

On peut simplifier les études d’interactions comme suivant : dans chaque étude deux types
de molécules sont impliquées : une molécule interagissant et une molécule test substrat
appelée substrat « sonde ».

1.2.1. Substrat sonde

Un substrat « sonde » est une molécule qui est exclusivement ou quasi exclusivement
éliminée par métabolisme grace a une enzyme spécifique ou éliminée grace a l'action d‘un
transporteur spécifique. On peut aussi définir comme substrat « sonde » une molécule dont
I’exposition peut étre augmentée de cinq fois ou plus par l'inhibition de la voie majeure de
son métabolisme. Le substrat « sonde » doit étre sujet a la fois au métabolisme intestinal et
hépatique ; il doit étre bien connu et avoir une pharmacocinétique linéaire.[1][29]

L'EMA et la FDA ont établi une liste de molécules a utiliser en tant que substrats sondes lors
des études d’interaction in vivo (voir tableau ci-apres). Pour 'EMA [I'utilisation d’autres

molécules que celles listées ci-apres doit étre bien justifiée.

Exemple : pour tester les CYP3A4 il existe plusieurs sites de liaisons avec différents substrats
spécifiques néanmoins 'lEMA recommande d’utiliser le midazolam par voie orale en tant que
substrat sonde dans les études in vivo. [1]

Enzymes Substrats sonde a utiliser (seule cette Autres substrats (cette liste est
liste est recommandée par ’'EMA) acceptée par la FDA)
i . L. alosetron, duloxétine, mélatonine,
CYP1A2 théophylline, caféine . o
ramelteon, tacrine, tizanidine
CYP2C9 S-warfarine, tolbutamide celecoxib
atomoxetine, desipramine,
) . . dextromethorphane, metoprolol,
CYP2D6 métoprolol, desipramine . . .
nebivolol, perphenazine, tolterodine,
venlafaxine
CYP2B6 efavirenz, S-bupropion
CYP2C8 amodiaquine, repaglinide
i . Clobazam, lansoprazole, S-
CYP2C19 oméprazole (dose unique) i L
méthylphénitoine
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Alfentanil, aprepitant, budesonide,
buspirone, conivaptan, darifenacin,
darunavir, dasatinib, dronedarone,
eletriptan, eplerenone, everolimus,
midazolam (félodipine, nifédipine ou indinavir, fluticasone, lopinavir,
testostérone pour les études in vitro) lovastatin, lurasidone, maraviroc,
nisoldipine, quetiapine, saquinavir,
sildenafil, simvastatin, sirolimus,
tolvaptan, tipranavir, triazolam,
ticagrelor, vardenafil

CYP3A

[1]2]

1.2.2. Principe de base des études

Comme vu dans la partie |, la molécule d’intérét peut avoir un role de substrat d’enzyme, de
substrat de transporteur ou un réle d’inhibiteur ou d’inducteur d’enzyme ou de transporteur
(« molécule interagissant »). Les études seront ainsi réalisées en fonction du rdle de la

molécule d’intérét :

- Exemple 1: étude pour évaluer quels sont les effets de la molécule d’intérét sur des

enzymes du métabolisme :

Induction ou inhibition

Modification des concentrations
et de I'activité du substrat

- Exemple 2: étude de l'effet d’un inhibiteur fort sur la molécule d’intérét substrat

d’une enzyme spécifique (ou substrat d’un transporteur):

Les concentrations du substrat sonde fils seront déterminées a lissue de la réaction
enzymatique. En fonction des concentrations obtenues le test sera positif ou négatif. Les
études et I'analyse de leurs résultats seront détaillées dans la section II.B.
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2. Les modeéles d’étude in vitro

Les études in vitro d’inhibition sont réalisées a partir d’analyses de modéles tels que le
modeéle basique, le modele statique mécanistique, et des modeles dynamiques (modeles
PBPK).

2.1. Le modéle basique

Celui-ci est le plus utilisé car est simple et conservatif. |l est détaillé ci-apres dans la section
11.3.4.1.3. Ce modele est utilisé pour interpréter les résultats in vitro et pour prédire les
interactions potentielles in vivo.

La FDA recommande d’utiliser ce modéle en définissant une valeur seuil permettant de
définir s’il est nécessaire ou non de poursuivre par des études in vivo (voir section 11.3.4.1.3
ci-apres).[2]

Pour 'EMA, le modele basique peut étre utilisé dans un premier temps mais ses résultats
peuvent étre complétés par des études avec le modele statique mécanistique ou le modeéle
dynamique.[1]

2.2. Le modéle statique mécanistique

Ce modele aussi appelé « net effect model » proposé par Fahmi et al. [30] permet d’étudier
plusieurs mécanismes d’interactions : I'inhibition réversible, I'inhibition temps dépendante
et I'induction. Il apporte une aide pour estimer I'effet de plusieurs processus d’interaction. Il
permet d’intégrer les parametres issus a la fois du métabolisme hépatique et intestinal.

Pour 'EMA il peut étre utilisé en tant qu’aide ou alternative au modéle basique pour estimer
clairement les effets de plusieurs processus d’interaction, mais I'agence ne recommande pas
son utilisation car il n’est pas encore assez bien connu. D’aprés les agences, si ce modeéle ne
donne pas de résultats positifs in vitro, il n’est pas nécessaire de continuer par des études
d’interactions in vivo. [2][1]

Ce modele est utilisé pour prédire 'amplitude de I'interaction, il est exprimé par le rapport
des AUC en présence (AUC',,) et en absence (AUC,,) de la molécule interagissant. Ce
modele mathématique combine les effets d’une inhibition compétitive, temps dépendante
et d’une induction a la fois dans le foie et I'intestin.[30]

Il est basé sur I'’équation suivante [30] :
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OU fm est la fraction du substrat disponible dans le foie aprés métabolisme par une enzyme
CYP (ce CYP étant inhibé ou induit) et Fg est la fraction du substrat disponible aprés
métabolisme intestinal. Les autres parameétres sont représentés par les équations ci-apres :

Ou l'inhibition temps-dépendante est représentée par :

- A, dans lefoie:

- X, dans l'intestin :

L'induction est représentée par :

- B, dans le foie:

- Y, dans l'intestin :

Et I'inhibition réversible est représentée par :

- C, dans le foie:

- Z,dans l'intestin :

Dans chaque équation [l]g et [I]4 représentent les concentrations en inhibiteurs pour
Iintestin et pour le foie respectivement ; Kqeg €5t la constante de dégradation du CYP affecté,
Kinact €St la constante d’inactivation maximale, K, est la constante apparente d’inactivation;
Emax, ECsp et d sont les parameétres observés pour une induction in vitro.

L’estimation de ce modele est positive pour un ratio des AUC en dehors des valeurs 0.8 et
1.25, ou une valeur inférieure a 0.8 représente une induction et une valeur supérieure a 1.25
représente une inhibition.

2.3. Le modeéle dynamique PBPK

Ce modele integre des parametres « systeme » dépendant (basés sur la physiologie
humaine) et des parametres « molécule » dépendant. Ce modele refléte la dynamique des
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interactions entre médicaments et permet d’étudier les effets d’'une molécule interagissant
(inhibitrice ou inductrice) via le profil pharmacocinétique du substrat. || permet également
d’étudier les mécanismes concurrents de linteraction y compris ceux de métabolites
inhibiteurs. Il peut étre utilisé pour prédire I'intérét d’études in vivo sur la base de résultats
in vitro.

Ce modeéle a un meilleur design pour les études d’interaction et permet de prédire
qualitativement I'amplitude de linteraction dans différentes situations cliniques (ex:
insuffisance rénale ou déficience génétique).[2]

2.4. Systemes d’étude

Pour réaliser les études in vitro différents systemes biologiques sont utilisés ; ils peuvent
d’étre d’origine humaine ou animale mais les systémes humains sont plus utilisés pour
faciliter I’extrapolation des résultats.

Les études peuvent étre réalisées avec des fractions sub-cellulaires, c’est a dire des éléments
issus du broyage tissulaire, de la lyse cellulaire ou de la centrifugation différentielle. Parmi
ces fractions on peut utiliser[31][1] :

- Des microsomes : ce sont des vésicules de réticulum endoplasmique contenant des
enzymes du métabolisme (CYP, UGT, mono-oxygénase...). Ces fractions sont
préparées a partir d’échantillons hépatiques provenant d’un ou plusieurs donneurs.

- Des fractions S9 : ce type de fraction correspond a un mélange de microsomes et de
cytosol contenu dans le surnageant obtenu aprés centrifugation des tissus
hépatiques. Il contient des enzymes microsomales ainsi que des enzymes
cytosoliques solubles (sulphotransphérases, glutathion transférases, aldéhydes
déshydrogénases, alcool déshydrogénases...) non retrouvées dans la fraction de
microsomes seuls.

- La fraction cytosolique : elle contient les enzymes du cytosol a des concentrations
supérieurs a celles de la fraction S9.

On peut également utiliser des lignées cellulaires d’hépatocytes contenant I'ensemble des
enzymes de phase | et Il du métabolisme. Les enzymes recombinantes sont aussi des
modeles utilisés pour étudier des isoformes particuliers d’enzyme.

L'utilisation de l'un ou l'autre de ces modeles dépend de I'enzyme que l'on souhaite
identifier.

3. Les designs d’études in vivo

Le design des études in vivo d’interactions est adapté en fonction de I'objectif de I'étude, du
mécanisme de l'interaction étudiée, de la pharmacocinétique et pharmacodynamie de la
molécule, de son mode d’administration, de la population étudiée...

THESE D’EXERCICE — PHARMACIE Page 41/ 112



Cependant il faut prendre en compte certaines recommandations : 'lEMA recommande un
seul design celui du cross-over tandis que pour la FDA plusieurs design sont possible mais le
cross-over reste le plus efficace. [1][2]

Dans le design en cross-over : un méme sujet recevra la molécule d’intérét (réle de substrat
ou role d’inhibiteur/inducteur) administrée avec un autre médicament pendant une période
et pendant une autre période administrée en I'absence d’autre médicament (voir figure 8 ci-
aprés). Ce design permet de s’affranchir d’une variabilité inter-individuelle retrouvée dans
les designs en groupes paralleles. En effet les interactions médicamenteuses sont a 'origine
de variabilités inter-individuelles trés importantes et I'un des points faibles des études en
groupe paralléle est gu’elles ne tiennent pas compte de cette variabilité.

Il existe plusieurs séquences possibles dans le design en cross-over:

Période 1 Période 2 Période 3
Séquence 1 Substrat seul |........coeeeeeeey »|  Substrat : | Substrat seul
. :

Molécule

interagissant
Substrat

+
Molécule

Séquence2 | | . T leeeeeeeeeennnnnn »| Substrat seul
interagissant

Figure 8 : le design en cross-over

On peut également ajouter une troisieme période ou la molécule interagissant est enlevée
du mélange pour étudier la durée de I'effet de I'interaction.

La FDA recommande également de tenir compte de plusieurs facteurs relatifs a la fois a la
molécule d’intérét et a la molécule interagissant [2]:
- a savoir, si la molécule étudiée et/ou celle interagissant sont utilisées dans une
situation aigue ou chronique,
- tenir compte des conditions de sécurité : savoir si la molécule étudiée a une fenétre
thérapeutigue étroite ou non,
- tenir compte des caractéristiques pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de la
molécule étudiée et de celle interagissant
- savoir si 'on souhaite évaluer I'induction aussi bien que I'inhibition
- tenir compte du cas ou le mécanisme d’inhibition décrit est retardé
- savoir s’il est nécessaire d’évaluer la persistance de I'effet de I'interaction par une
période d’étude avec retrait du médicament interagissant.

Ce type d’étude est généralement fait en ouvert plutot qu’en double aveugle.
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3.1. La population d’étude

3.1.1. Populations standards [1][2]

Les études in vivo d’interaction se font en général chez les volontaires sains et les résultats
sont extrapolés a la population générale. Le nombre de sujet a inclure dans une étude in vivo
est souvent faible mais dans une étude d’interaction ce nombre doit tenir compte des
variabilités intra ou inter-individuelles et également de I'amplitude de I'effet a rechercher.

Concernant les critéres d’inclusion de la population, la FDA recommande de sélectionner les
sujets selon leur alimentation et habitudes de vie, exemple :

- Dans la semaine précédant l'inclusion dans I'étude : il est recommandé de ne pas
inclure les sujets ayant utilisé : OTC, compléments alimentaires/nutritionnels, tabac,
alcool, jus de fruits ou autres produits pouvant affecter le métabolisme d’enzymes
et/ou affecter des transporteurs ;

- Une semaine avant |'étude et pendant le déroulement de I'étude: les sujets
sélectionnés ne devront pas consommer tout aliment ou boisson contenant du
pamplemousse, de la pomme ou de I'orange mais aussi de I'alcool et des aliments de
la famille des choux (brocoli, épinard, cresson, choux vert...) et de la viande grillé (voir
section interaction entre alimentation et métabolisme 1.B.1.2). Dans certains cas il
peut étre conseillé de confiner les sujets dans des unités spécialisées avant la

premiére semaine de traitement.

L'EMA a I'inverse ne donne pas de recommandations pour I'inclusion des sujets.

3.1.2. Populations spéciales [1][2]

Comme vu précédemment la plupart des études d’interaction in vivo se font chez les
volontaires sains, cependant il est difficile d’extrapoler ces données pour certaines sous-
populations et il peut aussi étre nécessaire de faire I'étude chez le patient pour des raisons
de sécurité.

Dans certaines sous-populations, les conséquences d’une interaction peuvent étre
différentes en fonction du génotype de I'enzyme ou du transporteur concerné. Par exemple,
une déficience dans la voie d’élimination principale peut conduire a une diminution du
métabolisme ou du transport de la molécule. Il est donc important d’identifier le phénotype
ou génotype des sujets lorsqu’on étudie des enzymes ou transporteurs soumis a un
polymorphisme génétique tels que le CYP2D6, le CYP2C19, le CYP2C9, I'UGT1A1l et
I'OATP1B1. Il est ainsi recommandé de réaliser des études spécifiques pour évaluer les effets
d’une interaction dans ces sous-populations.
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Les effets d’une interaction peuvent également différer chez les insuffisants rénaux, la

population pédiatrique, les métaboliseurs lents ou les déficients en enzymes ou en

transporteurs par rapport aux sujets sains ou de génotype « sauvage ».

Concernant les médicaments a usage pédiatriques, il est possible d’extrapoler les résultats

issus des études sur adulte a la population pédiatrique. En effet les études d’interaction

adaptées a la population pédiatrique seraient difficilement réalisables. Il est également

possible de faire des approches par modélisation PBPK et par pharmacocinétique de

population en utilisant une quantité réduite d’échantillons sanguins.

3.2. Dose et temps d’administration

L'EMA et la FDA ont émis des recommandations sur les conditions d’utilisation des

molécules dans les études d’interactions [2][1]:

3.2.1. Doses

EMA

FDA

Molécule
« intéragissant »
(inhibiteur ou

utiliser les plus hautes doses
thérapeutiques recommandées.
Si ce n’est pas le cas cela doit

Utiliser la dose maximale
prévue ou approuvée afin de

maximiser la possibilité de

inducteur) L
étre justifie. démontrer une interaction.
inhibiteur fort : choisir une Faire des intervalles de
gamme de dose permettant dosages les plus courts
d’atteindre une inhibition possible.
maximale au site de I'enzyme.

Molécule Si la pharmacocinétique est

substrat

linéaire, une dose unique est
suffisante.

Toutes les doses dans la gamme
linéaires peuvent étre utilisées.
En cas de pharmacocinétique
dose-dépendante, la dose doit
étre la dose thérapeutique pour
laguelle I'effet maximal de
I'interaction est attendu.
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Utiliser la dose maximale
prévue ou approuvée afin de
maximiser la possibilité de
démontrer une interaction.
Pour des raisons de sécurité
des doses plus faibles
peuvent étre utilisées.
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3.2.2. Durée et temps d’administration [1][2]

Voici ci-apres quelques recommandations concernant les durées et le temps
d’administration des molécules lors des études in vivo:
EMA FDA

Molécule -
« intéragissant »
(inhibiteur ou

La durée de prise doit étre
suffisante pour couvrir au moins |
90% de I’AUC de la molécule

Pour un effet inhibiteur
rapidement réversible :

inducteur)
substrat. administrer la molécule soit
- Le temps d’administration entre juste avant soit en méme
les deux molécules doit étre temps que le substrat ;
spécifié. En général, elles sont - En cas d’inhibition irréversible,
administrées de fagon simultanée I'effet peut étre maximisé en
mais parfois I'effet de administrant I'inhibiteur avant
I'interaction se voit lorsque les le substrat.
molécules sont données a des
temps séparés.
Molécule Etudier la molécule avec et sans Dans le cas ou la molécule est a la
substrat inhibiteur/inducteur jusqu’a fois substrat d’une enzyme et

atteindre I'état d’équilibre.

d’un transporteur (ex : OATP)

I"administration simultanée avec
un inhibiteur de 'OATP peut sous
estimer |'effet de I'interaction et
une administration retardée du
substrat est recommandé.

Le temps d’administration entre les molécules peut avoir son importance particulierement
en cas de concurrence entre les effets d’inhibition et d’induction. Il est donc recommandé de
déterminer le temps d’administration approprié pour démontrer les effets de I'interaction.

3.3. Etudes « cocktail »[1][2]

En parallele des études n’utilisant qu’un seul inhibiteur/inducteur ou substrat, il existe une
méthode alternative qui consiste en I'administration simultanée d’'un mélange de substrats
d’enzyme de CYP ou de substrats de transporteurs. Ce type d’étude appelée « étude
cocktail » permet d’étudier les effets d’'une molécule d’intérét sur plusieurs enzymes et
transporteurs en une seule étude in vivo. Si ces études cocktails sont bien faites elles
permettent d’évaluer a la fois un effet inhibiteur (compétitif ou temps dépendant) et un
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effet inducteur. Elles sont en général utilisées pour étudier les effets décrits in vitro mais
elles peuvent aussi étre utilisées pour remplacer les études in vitro.

Pour utiliser cette méthode alternative la FDA et 'EMA recommandent :

- Que les substrats soient spécifiques de chaque enzyme a étudier (substrats
sondes). Il faut vérifier que les substrats sondes mélangés dans I'étude cocktail
n’interagissent pas entre eux ;

- Que les doses utilisées soient les mémes que celles utilisées dans les études in
vivo spécifiques ;

- Que I'AUC totale du substrat sonde soit caractérisée ainsi que les effets des
modifications de cette AUC ;

- Qu’il y ait suffisamment de sujets dans I'étude.

D’apres la FDA :

- sil’étude cocktail est négative : il peut ne pas étre utile de poursuivre par d’autres
évaluations sur des enzymes particulieres ;

- si I'étude cocktail est positive : il peut étre nécessaire de réaliser des études in
vivo pour déterminer des modifications quantitatives de I'exposition plasmatique
(ex. par ’'AUC ou le Cmax).

Les données issues des études cocktails peuvent étre un complément aux autres études in
vitro et in vivo d’interaction. Les résultats peuvent également étre extrapolés a d’autres
molécules.

4. Parameétres pharmacocinétiques et critéres d’évaluations

Les parametres pharmacocinétiques doivent étre calculés pour toutes les études
d’interactions. Les plus importants sont les paramétres d’exposition des substrats tels que
I'AUC, le Ciax et le Trax. Les autres parameétres tels que la clairance, le volume de distribution
et les demi-vies peuvent apporter une aide a l'interprétation des résultats de I'étude.

Ces parameétres sont utilisés en tant que critére d’évaluation dans les études in vitro pour
calculer des valeurs seuils mais également dans les études in vivo.[2]

B. Les recommandations en fonction des étapes ADME :

1. ABSORPTION:

Lors de I’émission de la premiére guideline de I'EMA en 1997, les interactions dans I'étape
d’absorption étaient peu décrites et la connaissance des transporteurs intestinaux étaient
limités. Il y a 20 ans, les recommandations se limitaient a de simples prises en compte lors
des études d’interaction.
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Aujourd’hui les recommandations décrivent précisément les points a étudier dans cette
étape.

L'absorption est la premiére étape dans la pharmacocinétique du médicament. Comme vu
précédemment elle détermine la quantité de médicament disponible pour la circulation
générale et qui va atteindre la cible pharmacologique.

Les interactions médicamenteuses ayant lieux a I'étape d’absorption peuvent influencer le
circuit de la molécule et modifier sa biodisponibilité. Les modifications portant sur ce
parametre doivent étre évaluées.

Lors du développement de la molécule, les guidelines recommandent d’identifier :

- si la biodisponibilit¢ du médicament étudié peut étre modifiée lors de son
administration simultanée avec un autre médicament,

- si le médicament étudié est a 'origine d’'une modification de la biodisponibilité
d’autres médicaments.

La modification de la biodisponibilité d’un médicament peut s’expliquer :
- soit par la modification de sa vitesse d'absorption,

- soit par la modification de sa quantité totale absorbée: par I|'altération de sa
solubilité ou de sa dissolution ou d’un probléme lors du passage de la membrane

intestinale,

- soit par la formation de complexes empéchant son absorption.

1.1. Interactions affectant la solubilité

Si la dissolution de la molécule d’intérét ou de sa formulation est fortement dépendante du
pH, dans la gamme de pH physiologique, alors il est recommandé d’étudier in vivo les effets
de médicaments augmentant le pH gastrique (IPP, anti H2, antiacides). A l'inverse si la
molécule d’intérét augmente le pH gastrique, il est recommandé d’étudier in vivo les effets
d’une interaction avec des médicaments sensibles aux modifications de pH. [1]

Si les propriétés physico-chimiques de la molécule d’intérét démontrent une capacité a
former des complexes de liaisons (voir section 1.B.1.1.3.) alors il est recommandé d’étudier
ce risque d’interaction in vitro et in vivo.[1]

L'EMA recommandé d’effectuer les études d’interactions in vivo au niveau de I’'absorption en
paralléles des études cliniques de phase lll.

1.2. Interaction par modification de la vitesse d’absorption

Si des données montrent que la molécule d’intérét a un impact sur la vidange gastrique ou la
motilité intestinale alors il existe un risque que cette molécule affecte la vitesse et le taux
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d’absorption d’autres médicaments co-administrés. Cette interaction a en général des
conséquences pour les médicaments a marge thérapeutique étroite, pour les médicaments
ayant une formulation a libération modifiée ou pour les médicaments connus pour avoir une
absorption limitée par la perméabilité et une fenétre d’absorption physiologique. Ce risque
d’interaction doit étre étudié et les effets déterminés si possible avec des médicaments
appropriés (ex : utiliser le paracétamol en tant que substrat sonde pour étudier un effet sur
la vidange gastrique).[1]

Concernant les interactions affectant les systémes de transport au niveau de la barriere
intestinale se référer a la section II.B. 4.

1.3. Interactions dues a I'alimentation [1]

Comme vu section I.B.1.2, il existe des interactions entre certains aliments et 'absorption
des médicaments. Il est impératif de connaitre ces interactions et leurs effets afin d’émettre
des recommandations dans les précautions d’emploi du médicament.

L'EMA recommande d’étudier I'effet de I'alimentation sur la molécule d’intérét le plus t6t
possible dans les étapes du développement afin d’optimiser son utilisation lors des études
cliniques de phase lll. Ces études d’interaction vont apporter des informations sur le dosage
et le moment de prise de la molécule par rapport aux repas et seront renseignées dans le
RCP. L'effet de l'alimentation doit surtout étre étudié si la molécule d’intérét doit étre
administrée par voie orale. Si lors du développement de la molécule il y a une modification
de la formulation, il faudra refaire des études d’interaction avec |'alimentation.

Les études d’interaction avec 'alimentation sont appelées études « food-effect ».

1.3.1. Recommandations générales des études « food-effect » :

Dans ces études, il est recommandé d’étudier les effets de différents types de repas (riches
en graisse, pauvre en graisse ou autre) et d’étudier également les effets de la molécule
d’intérét prise a jeun par rapport a sa prise pendant un repas. Le repas riche en graisse doit
étre considéré comme le pire scénario.

Pour réaliser ces études, la molécule d’intérét doit étre administrée aprés une période de
jeune de 10h et 30 minutes apres le début de prise d’un repas. Elle doit étre donnée en dose
unique avec 240 ml d’eau. Durant I’étude les sujets ne doivent pas consommer de nourriture
pendant au moins 4h apres le dosage et toutes les prises de nourritures doivent étre
standardisée pendant au moins 12h apres la prise.

- Recommandation pour une étude avec un repas riche en graisse :

La composition d’un repas riche en graisse doit comprendre entre 800 et 1000 kcal dont 500
a 600 kcal de lipide et 250 kcal de glucides. Un repas modéré en graisse doit apporter entre
400 et 500 kcal avec 150 kcal de lipide. Pour un repas modéré en graisse il faut environ 400 a
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500 kcal de graisse. Si la pharmacocinétique est non linéaire, il est recommandé d’étudier les
effets de I'alimentation sur les plus hautes et les plus faible doses thérapeutique de la
molécule.

- Résultats des études « food-effect »:

S’il existe un effet cliniquement significatif entre I'alimentation et la molécule d’intérét
impliquant des recommandations sur le moment de prise alors d’autres études
d’interactions avec l'alimentation doivent étre réalisées. Ces études complémentaires
dépendront de la recommandation de prise (a jeun ou avec un repas) et de la posologie. Si la
molécule doit étre prise avec un repas il faut étudier I'effet d’'un repas modéré en graisse et
les effets d’autres types de repas (ex : repas riches en fibres). Dans le cas ou la molécule doit
étre administrée a jeun le matin, il est recommandé d’étudier quel est le temps suffisant
entre la prise de la molécule et le prochain repas.

Cas particuliers :

Si les propriétés physico-chimiques et les données indiquent que la molécule d’intérét est
susceptible de former des complexes de liaison, il est recommandé de faire une étude
« food-effect » avec un repas riche en calcium. Ceci est d’autant plus important a étudier si
la molécule d’intérét est destinée a un usage chez les nouveaux nés dont I'alimentation est
composée uniguement de lait. Cette étude peut étre faite via des études de
pharmacocinétique de population.

2. DISTRIBUTION [1]

Les interactions affectant la distribution des médicaments comprennent les interactions via
les protéines de transport (voir section transporteur 11.B.4) et les interactions par
déplacement. Seront développées ici les recommandations pour les interactions par
déplacement.

En général le risque d’effets cliniques significatifs lors d’interactions par déplacement des
sites de liaison aux protéines plasmatique est faible. Mais il est recommandé d’étudier ces
risques pour des molécules ayant un fort taux de liaison aux protéines (arbitrairement pour
une fraction libre inférieure a 1%). Le degré de liaison d’une molécule doit étre étudié avant
de commencer les études cliniques de phase I. Ces études sont d’autant plus importantes si
cela concerne des molécules ayant une fenétre thérapeutique étroite et un fort taux
d’extraction hépatique (si administrés en IV) ou un fort taux d’extraction rénale.

Ces études de déplacement doivent se faire tout d’abord in vitro en utilisant des
concentrations thérapeutiques puis, au vu des résultats, si un effet clinique pertinent est
suspecté alors une étude in vivo doit étre réalisée.

Dans le cas ou la molécule se lie de fagon importante a un site spécifique de protéines et est
présente au site a des concentrations saturant les sites de liaisons, il faut également évaluer
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in vitro le risque de déplacement d’un autre médicament. Si le résultat prédit un risque de
déplacement alors il est recommandé de mesurer et quantifier ce risque in vivo.

3. METABOLISME :

Les études d’interactions sur le métabolisme se déroulent en deux grandes étapes: I'étude
des voies métaboliques majeures de la molécule d’intérét en tant que substrat et I'étude de
la molécule d’intérét en tant qu’inhibitrice ou inductrice d’enzymes.

3.1. Quelles sont les principales voies métaboliques de la molécule d’intérét ?

Cette premiére étape se fait par des études in vitro. En général ce type d’étude est réalisé
avant les études in vivo de phases I|. L'objectif de ces études in vitro est d’identifier les voies
métaboliques de la molécule d’intérét ainsi que ses métabolites. A I'issue des tests ces
études permettront d’orienter les études complémentaires d’interactions sur les enzymes
d’intéréts : soit les enzymes de phase | (CYP 1A2, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 3A...) soit les
enzymes de phase Il (UGTs) soit d’autres systemes enzymatiques.[1][2]

3.1.1. Substrat d’enzymes de phase |

Les systemes d’études généralement utilisés pour ce type de test sont les tissus de foies
humains tels que les microsomes exprimant les enzymes du métabolisme ou des
hépatocytes humains cryoconservés, des fractions de foie S9.. en fonction du type
d’enzymes testés. Les cytochromes et les UGT sont présents dans tous les systemes cités
tandis que les enzymes cytosoliques (sulphotransférases, glutathion transférase, aldéhyde
déshydrogénase, alcool déshydrogénase...) sont présents dans les fractions S9 et les
hépatocytes.

Il est recommandé en routine d’étudier les enzymes de phase | suivantes : CYP 1A2, 2B6,
2C8, 2C9, 2C19, 2D6 et 3A. Si a lissue de I'étude in vitro la molécule d’intérét est substrat
d’un de ces CYP alors il est recommandé de poursuivre par une étude d’interaction in vivo
avec un inhibiteur ou inducteur fort de cette enzyme. Si les CYP précédant ne métabolisent
pas la molécule d’intérét alors il faut considérer d’autres CYP (ex : CYP2AS6, 2J2, 4F2, 2E1) ou
d’autres enzymes non cytochromes (monoamine oxydase, flavine monooxygénase, xanthine
oxydase et I'alcool/aldéhyde déshydrogénase).[2]

L'étude du métabolisme se fait par I'évaluation de la disparition de la molécule d’intérét
et/ou par la formation de métabolites pour permettre 'identification de la voie métabolique
utilisée.

Il est recommandé de déterminer dans un premier temps quelle est la voie de métabolisme

majeure de la molécule étudiée. Une voie métabolique est considérée comme majeure
lorsque elle participe a 25% ou plus de I’élimination d’'un médicament. Cette valeur seuil doit
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étre démontrée in vitro pour confirmer I'implication d’'une voie métabolique et pour valider
la nécessité de poursuivre par des études d’interaction spécifiques a la voie métabolique
trouvée.

D’apres 'EMA, si les principales enzymes sont identifiées, un seul systeme d’étude in vitro
est suffisant, cependant il est généralement recommandé de vérifier le résultat trouvé par
d’autres systemes d’études. Par exemple si la voie des CYP est la principale voie de
métabolisme de la molécule étudiée, il est recommandé de faire des études en présence ou
en absence d’inhibiteurs forts des enzymes identifiées afin de vérifier et de quantifier
I'implication des enzymes dans I’élimination du médicament.

Pour la FDA [2] le raisonnement est identique, si la molécule d’intérét est substrat d’une
enzyme responsable de plus de 25% de sa clairance systémique alors il est recommandé de
réaliser des études in vivo avec des inhibiteurs ou inducteurs forts. Si ce n’est pas le cas, il est
recommander de déterminer si la molécule d’intérét est substrat de multiples enzymes
responsables ensemble de plus de 25% de son métabolisme.

L'EMA recommande également de réaliser des études de « mass-balance » in vivo qui
permettent de suivre le parcours de la molécule d’intérét et de ses métabolites via
I"utilisation d’atomes radioactifs inclus dans la molécule.

Concernant les autres voies mineures du métabolisme de la molécule d’intérét, il est
recommandé de les étudier pour certaines conditions. En effet la contribution de ces voies
mineures peut avoir des conséquences chez des populations spécifiques tels que les
insuffisants rénaux, les métaboliseurs lents ou les personnes prenant des inhibiteurs forts
des enzymes responsables de ces voies métaboliques (voir section 11.A.3.2.2.).[2]

3.1.2. Substrat d’enzymes de phase Il

Contrairement a 'EMA, la FDA apporte plus de précision quant a I'étude des enzymes de
phase Il. L'absence d’information abondantes et de données sur ces enzymes ainsi que
I'absence d’inhibiteurs spécifigues ne permettent pas d’étudier la contribution des
isoformes des UGT comme celle des CYP. Si la glucuronoconjugaison semble étre la voie
prédominante dans le métabolisme de la molécule d’intérét (responsable de plus de 25% de
son métabolisme) alors la FDA recommande de réaliser des études in vitro pour déterminer
si la molécule est substrat des isoformes suivants : UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A9, 2B7 ou
2B15.[2]

En fonction de I'isoforme identifié plusieurs possibilités sont envisagées [2]:
- Silisoforme prédominant est 'TUGT1A1 :

o il est recommandé de faire des études in vivo comparatives sur des variants
génétiques, car cet isoforme a un polymorphisme génétique (voir section
1.B.3.2)
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o ou de faire des études d’inhibition in vivo avec un inhibiteur de 'UGT1A1
comme |’atazanavir.

- siunautre isoforme prédomine ou I'action de multiples isoformes:

o il est recommandé de faire des études in vivo comparative sur le génotype de
ces enzymes (si approprié)
o ou de faire des études d’inhibition in vivo avec un inhibiteur général des UGTs

(ex : probenecid ou I'acide valproique)

L'EMA ne donne pas de recommandations aussi précises mais note seulement qu’il faut
étudier l'inhibition des UGTs 1Al et 2B7 si la voie majeure d’élimination passe par la
glucuronidation.[1]

3.1.3. Métabolites

D’aprés I'EMA, s'il existe des métabolites pharmacologiquement actifs et que leur activité in
vitro contribue a plus de 50% de l'effet thérapeutique cible, alors il est recommandé
d’identifier les enzymes et les voies métabolique a l'origine de la formation et de
I’élimination de ces métabolites.

3.2. Etude d’interaction : substrat d’enzymes inhibées
Aprés identification des principales voies métaboliques, des études d’interactions
spécifiques aux enzymes peuvent étre faites.

- Siles enzymes de phase | sont majoritaires :

Il est recommandé de faire I'’étude d’interaction en administrant un inhibiteur fort et
d’évaluer la pharmacocinétique de la molécule d’intérét en présence ou en absence de
I'inhibiteur. L'objectif est de vérifier et de quantifier I'implication de I'enzyme sur
I’élimination de la molécule d’intérét. L'inhibiteur doit étre spécifique et ne doit pas inhiber
d’autres enzymes ou transporteurs impliqués dans I’élimination de la molécule.[1]

Analyse des résultats et recommandations :

EMA FDA

Le résultat montre-t-il une interaction significative ?
- Sil'utilisation de I'inhibiteur fort a Sioui:

. . , . Faire des études d’interaction avec des
montré un effet marqué sur I'exposition

, A inhibiteurs moins forts choisis en
de la molécule d’intérét, effectuer

d’autres études avec des inhibiteurs fonction de leur possibilité de co-

. e . . . administration en thérapie ou appliquer
modérés afin d’avoir des informations P PpIiq

. . n modele mécanistique. Ces études
complémentaires en cas de u ode ecanistique. Les €etude

serviront a déterminer s’il faut un
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recommandations de traitements ajustement de dose en cas de co-

spécifiques. administration.
- Siles effets de I'interaction ne Si non: il n'est pas nécessaire de
nécessitent pas d’étre précis, effectuer poursuivre par d’autres études.

des simulations PBPK avec un inhibiteur
modéré afin de fournir des informations

générales dans le RCP de la molécule.

Les inhibiteurs forts recommandés pour ces études in vitro sont les suivants :

Enzymes EMA FDA
CYP1A2 Furafylline Pas de recommandations
spécifiques
CYP2B6 Ticlopidine, thiotepa
CYP2C8 Montelukast
CYP2C9 Sulphaphenazole
CYP2C19 -(-)-N-3-benzyl-phenobarbital,
nootkatone, loratadine
CYP2D6 Quinidine
CYP3A Ketoconazole, itraconazole Ketoconazole

Dans lI'annexe 1 sont répertoriés les substrats et les inhibiteurs existant pour chaque

enzyme.
- Siles enzymes de phase | ne sont pas majoritaires :

Dans ce cas, 'EMA recommande si possible de vérifier la contribution des autres enzymes
via soit des études in vivo d’interaction avec un inhibiteur fort soit des études chez des sujets
ayant un génotype de métaboliseur lent. Les résultats doivent étre interprétés par

comparaison avec la littérature.[1]

3.3. Etude d’interaction : substrat d’enzymes induites

L’'EMA et le FDA recommandent de faire des études d’interaction avec des inducteurs forts.
L’EMA émet certaines conditions [1]:

- Si la molécule d’intérét est éliminée principalement par un métabolisme via une ou
plusieurs enzymes induites ;

- Ousil’élimination est due au CYP3A seulement ;

- Dans les situations ou l'effet d’une induction sur la molécule d’intérét serait
cliniquement significatif (sauf dans le cas ou les effets seraient prévisibles comme
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ceux de la rifampicine sur des molécules éliminées principalement par le CYP3A
conduisant de ce fait a une contre-indication).

Il est également recommandé de faire ces études pour des métabolites ayant un effet
thérapeutique.

Dans ce type d’étude la rifampicine est souvent choisie du fait de son pouvoir inhibiteur fort.

Analyse des résultats et recommandations :

EMA

FDA

Le résultat montre-t-il une interaction significative ?

Sioui:

Réaliser une étude d’interaction avec un

Sioui :

Réaliser des études d’interaction avec des

d’étre | inducteurs moins forts choisis en fonction de

d'intérét en

inducteur spécifique susceptible

associé a la molécule leur possibilité de co-administration en

thérapeutique. Ceci permettra de donner | thérapie ou appliguer un modéle

des recommandations d’ajustement de dose | mécanistique. Ces études serviront a

et de posologie en cas de co-administration. | déterminer s’il faut un ajustement de dose

. . . ... | en cas de co-administration.
Si un ajustement de dose est nécessaire il

est également recommandé de réaliser une | Si non : il n’est pas nécessaire de poursuivre

autre étude avec ces ajustements. par d’autres études.

3.4. Est-ce que la molécule d’intérét est inhibitrice d’enzymes ?

Il est recommandé d’étudier le potentiel d’'une nouvelle molécule a inhiber le métabolisme
d’autres médicaments. Cette étude se fait en deux étapes : une premiére étape in vitro et
une deuxieme étape in vivo. Si les études in vitro n’excluent pas la possibilité d’une inhibition
in vivo alors il est recommandé d’étudier ce potentiel d’inhibition in vivo.

Il peut étre envisageable d’effectuer cette étude en une seule étape, directement in vivo, en
[I.LA.3.3. Ces études
« cocktails » bien menées peuvent permettre d’étudier a la fois un effet inhibiteur

réalisant des études « cocktails » comme décrit dans la section

(compétitif et temps dépendant) et un effet inducteur.[1]

3.4.1. Etudes in vitro

3.4.1.1. Principe du test d’inhibition

Le test d’inhibition consiste en [lincubation d'un mélange contenant: différentes
concentrations fixes d’inhibiteur test (ex: la molécule d’intérét), des enzymes issues de

microsomes de foie humains ou de I’ADNc exprimant des microsomes, et des substrats
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sondes spécifigues des enzymes testées. L'objectif est de déterminer les mécanismes
d’inhibition (ex : réversible ou temps-dépendante) et la puissance d’inhibition (K;).

Chaque enzyme sera incubée dans un milieu contenant différentes concentrations de
substrats spécifiques en présence de la molécule d’intérét. L’activité enzymatique sera
évaluée en mesurant le taux de métabolites formés en comparaison avec des témoins
positifs : si I'inhibiteur testé n’inhibe pas le CYP alors le substrat sonde est métabolisé en
métabolite par le CYP dont il est spécifique ; a I'inverse si I'inhibiteur test inhibe le CYP alors
le substrat sonde n’est pas métabolisé et son métabolite n’est pas mesuré (voir schéma ci-
aprées). Ainsi I'absence de formation de métabolite spécifique signifie que la molécule
d’intérét est inhibitrice de I'enzyme. [18]

Figure 9 : Test classique in vitro d’inhibition de cytochrome. [18]

3.4.1.2. Méthode recommandée [1][2]

Comme les cytochromes sont les plus impliqués dans le métabolisme des médicaments, les
deux agences recommandent de tester le pouvoir inhibiteur de la molécule d’intérét sur les
CYP1A2, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6 et 3A.

Concernant les autres enzymes tels que les UGT, 'EMA est la seule a recommander de tester
I'inhibition des UGT1A1 et 2B7 connus pour étre impliqués dans des interactions. Dans le cas
d’enzymes autres que les CYP et les UGT elle recommande de faire une étude d’inhibition
sur I’'enzyme impliquée si cela est faisable.

Il est aussi recommandé de tester le pouvoir inhibiteur des métabolites majeurs formés.

L'EMA recommande d’utiliser les substrats suivant pour étudier I'inhibition in vitro :

Enzymes Substrats spécifiques

CYP 1A2 phenacetine

CYP 2B6 efavirenz, bupropion

CYP 2C8 paclitaxel, amodiaquine

CYP 2C9 s-warfarine, diclofenac

CYP 2C19 s-mephenytoine

CYP 2D6 bufuralol
midazolam, testosterone

CYP 3A Il est recommandé d’utiliser les
deux en méme temps.
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Il faut également utiliser des inhibiteurs forts connus en tant que témoins positifs de
I'inhibition recherchée (voir liste des inhibiteurs en annexe).

Pour évaluer I'activité enzymatique, 'EMA recommande d’étudier les effets d’'une gamme
de concentration de la molécule d’intérét et de déterminer les K; de cette gamme. La gamme
de concentration de la molécule d’intérét doit étre suffisamment élevée afin de détecter une
inhibition cliniqguement significative. Cette gamme de concentration dépend du site
d’inhibition sur I'enzyme, de son mode d’administration, de sa formulation et de son
exposition systémique.

Il est également recommandé de faire une pré-incubation avec la molécule d’intérét afin de
voir s’il y a une altération du pouvoir inhibiteur de la molécule. Si c’est le cas il faudra prévoir
des études supplémentaires.

Dans le cas ou la molécule d’intérét est elle-méme métabolisée par une enzyme présente
dans le milieu d’incubation, il faut vérifier que le substrat sonde choisi ait une vitesse de
métabolisme plus rapide que celle de la molécule d’intérét afin d’éviter des biais dans la
mesure du K;.

Il faut également tenir compte de I'existence de variabilité intra-systéme dans les mesures
du K;. En général au cours de I'absorption les concentrations de la molécule au niveau de la
veine portale sont généralement plus élevées que les concentrations plasmatiques apres
administration orale. On peut donc ajouter un facteur de sécurité pour estimer le Ki.

L'EMA a émis des recommandations concernant les gammes de concentrations a utiliser en

fonction des situations [1]:
- Expression intestinale de I'enzyme :

Si la molécule d’intérét est administrée oralement et si I'enzyme testée est présente de
facon importante au niveau intestinal (ex CYP 3A4), la gamme de concentration de la
molécule doit étre suffisante pour pouvoir déterminer un K; de 0.1 fois supérieur a la dose
maximale attendue par prise de 250 mL. Si ces concentrations ne peuvent étre atteintes
pour des raisons de solubilité dans le fluide intestinal, de plus faibles concentrations peuvent
étre suffisantes.

- Expression hépatique (ou rénale) de 'enzyme :

Si 'enzyme étudiée est présente principalement dans le foie, ou dans le rein ou dans un
autre organe ayant un rdle important dans la circulation systémique, la gamme de
concentration doit permettre de déterminer un K; inférieur a 50 fois la moyenne du Cpay
obtenu avec les plus hautes doses de traitement.

Recommandation pour une inhibition temps dépendante (TDI) :

Pour évaluer ce type d’inhibition il est recommandé de faire une pré-incubation avec la
molécule d’intérét avant d’introduire le substrat. Si I'inhibition est augmentée lors de la pré-
incubation cela signifie qu’on est en présence d’une inhibition temps-dépendante. Cette
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augmentation avec le temps peut étre soit due a un métabolite inhibiteur soit un MBI. Il est
recommandé de terminer les parametres cinétiques Kinact €t K. [1][2]

3.4.1.3. Les données issues du test d’inhibition

L'inhibition des cytochromes peut se faire par trois mécanismes (voir section 1.B.3.41) parmi
lesquels le mécanisme d’inhibition compétitive est le plus fréquent. L’évaluation des
parametres cinétiques de la réaction enzymatique entre I'inhibiteur testé et les cytochromes
permet de déterminer le type d’inhibition. La puissance de I'inhibiteur et I'ordre de grandeur
de l'inhibition des cytochromes testés peut étre évalué grace a la détermination de la
constante d’inhibition K; pour chaque cytochrome. La concentration du substrat sonde utilisé
doit étre égale ou en dessous de la constante de Mickaelis-Menten K;,,. Un inhibiteur connu
des CYP testés est également utilisé afin de servir de référence positive pour le test. [32]

Lorsque la concentration du substrat sonde est égale au K, : I'lCsg sera la méme que le K; si
I'inhibition est non compétitive ou I'lCso sera égale a 2 K; si I'inhibition est compétitive ou
incompétitive.

Pour évaluer les effets des interactions, on détermine en général la clairance du substrat
sonde sous deux conditions : le substrat seul et le substrat avec la molécule interagissant
(inhibiteur ou inducteur). On évalue la clairance par I'estimation de I'AUC avec la relation
suivante : Cl = DOSE/AUC.

- Dans le cas d’une inhibition compétitive réversible :
On peut exprimer le ratio (R1) des AUC du substrat en présence ou en absence de
I'inhibiteur par I'’équation suivante :

R1 est dépendant des parametres d’inhibition in vitro et de la concentration maximale en
inhibiteur [l]. Cette équation montre qu’en présence de l'inhibiteur [I], R1 serait proche de 1
si [I]/Ki était inférieur a 0.1 et augmenterait de deux fois si [I]/K; était égal a 1 et de 15 fois si
[1]/K; est égal a 10. Il est estimé que pour une inhibition réversible, on serait en présence
d’une interaction lorsque ce R1 se trouverait entre 1 et 0.1 et que l'interaction serait peu
probable si R1 était en dessous de 0.1.[18][32]

Cette équation est utilisée dans le modele basique de prédiction d’interaction in vivo. Ce
modele a deux utilités : il élimine le besoin de poursuivre in vivo si les valeurs de R1 sont en
dessous du seuil recommandé et il permet le classement des pouvoirs inhibiteurs entre
différents CYP pour la méme molécule.

Dans le cas de métabolites actifs inhibiteurs d’enzyme, il est également recommandé de
calculer le ratio des AUC.

- Dans le cas d’une Inhibition temps dépendante (TDI) :
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La FDA recommande de déterminer également une valeur seuil pour prédire ce type
d’inhibition in vivo. Contrairement a l'inhibition réversible cette valeur seuil est dépendante
de la constante de dégradation Kgeg €n plus des parametres de la TDI.

La valeur seuil R2 est déterminée par I’équation suivante :

R2 = (Kobs + Kdeg) / kdeg
Avec Kgps = kinact X [I] / (kl + [I])

R2 représente le ratio de la clairance intrinséque en absence et en présence de I'inhibiteur.
Kqeg €St la constante de la vitesse de dégradation; Kinc: est la constante de la vitesse
d’inactivation maximale ; K, est la constante apparente d’inactivation et Kqps est la constante
de la vitesse d’inactivation apparente.[1][2]

3.4.1.4. Prédiction in vivo

Sur la base des résultats des études in vitro et des études de pharmacocinétique in vivo, on
peut prédire si la molécule d’intérét aura un pouvoir inhibiteur in vivo ou non. Selon ces
résultats il sera nécessaire ou non de poursuivre par des études d’interactions in vivo. De
facon générale si I'on ne peut pas exclure une inhibition in vivo alors il est recommandé de
faire des études d’interaction in vivo pour quantifier ce risque. Cette prédiction et évaluation
du risque est réalisée grace au modele basique, au statique mécanistique ou au modele
dynamique PBPK (voir section 1l.A.2.). Chaque agence (FDA et EMA) a émis ses

recommandations en fonction de chaque modéle.

EMA FDA

Le modéle basique doit étre la premiére | Etudier modéle aprés modéle en fonction
méthode utilisée. Si le résultat est positif via | des résultats

cette méthode il peut étre confirmé par une
méthode meécanistiqgue ou un modeéle

dynamique.
Modele basique
Inhibition réversible : Inhibition réversible :
Comparer les Kl observés Comparer les valeurs de R1 :
On ne peut exclure une inhibition in vivo - siR1>1.1alors la molécule d’intérét agit
pour les résultats in vitro ci-apres : comme un inhibiteur des cytochromes

- . testés. Dans ce cas il est recommandé de
- pour toute autre administration :

poursuivre par des études d’interaction

[11/ki 2 0.02 ou [I] correspond au Cmax de la in vivo.

molécule non liée obtenue pendant le - Cas particulier: pour létude d’une
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traitement aux plus hautes doses

- administration orale et si les enzymes
sont abondantes au niveau des
entérocytes :

[11/ki = 10 ou [I] est la dose maximale en
inhibiteur en une prise avec 250ml

- Evaluation de métabolite inhibiteur :

[11/ki 2 0.02 ou [I] correspond au Cmax de la
molécule non liée obtenue pendant le
traitement aux plus hautes doses.

Inhibition Temps Dépendante

En fonction du résultat de I'’équation R2 :

Si R2 2 1.25, on ne peut exclure une
inhibition in vivo et il est recommandé de
faire une étude in vivo avec des doses
multiples.

molécule par voie orale testée avec le
CYP3A, ses concentrations [I] doivent
étre estimées par [I] = [l]intestinai=dose
molaire/250ml et la valeur limite de R1
est de 11.

- Si I'on n’est pas dans ces cas alors la
molécule testée n’est pas un inhibiteur
des cytochromes testés et ne devra pas
étre intitulée comme telle dans son RCP.

Inhibition Temps Dépendante
En fonction du résultat de I'’équation R2 :

Si R2 > 1.1, I’étude in vitro est en faveur
d’une TDI et il est recommander de
poursuivre par une étude in vivo.

Modeéle statique mécanistique

Ce modeéle peut étre utilisé en tant
gu’alternative ou un support au modeéle
basique; il n’est pas recommandé en
premiere intention pour étudier les effets
inhibition et d’une

simultanés d’une

induction.

Ce modele est utilisé en fonction des
résultats du modéle basique.

Ce modele est basé sur I'’équation détaillée en section Il.A.2.2.

Le résultat est positif si le rapport des AUC d’un substrat spécifique d’une enzyme est en

dehors des valeurs 0.8 et 1.25 :

- SiAUCR < 0.8 on est en présence d’une induction

- Si AUCR > 1.25 on est en présence d’une inhibition

Si le résultat est négatif la molécule d’intérét est définie comme non inhibitrice dans son

RCP et il n’y a pas d’étude in vivo complémentaire.

Si le résultat est positif il est recommandé de poursuivre par des études in vivo avec le

substrat sonde approprié.
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Modele PBPK

Cette méthode peut permettre de faire une
simulation pour évaluer la pertinence d’une
étude in vivo lors d’inhibition compétitive ou
temps dépendante observée in vitro.

3.4.1.5. Exemple d’étude d’interaction [33]

Une nouvelle molécule agoniste des récepteurs GPR119 (G Protein-coupled Receptor) est en
cours de développement. L'activation de ce récepteur a démontré une réduction dans la
prise alimentaire et dans la prise de poids. Cette nouvelle molécule est développée pour étre
utilisé dans le traitement des dyslipidémies. Actuellement les statines sont trés utilisées dans
ce traitement et risquent d’étre associés a cette nouvelle molécule. Il faut donc évaluer les
risques d’interaction entre les statines et cet agoniste.

- L'étude invitro:

Etude du pouvoir inhibiteur de la nouvelle molécule sur les CYPP1A2, 2C9, 2C19, 2D6 et 3A4
dans une culture de microsomes de foie humain. La nouvelle molécule a été testée dans des
concentrations de 0.1 a 33 uM pour tous les CYP sauf le 3A4 qui a testé avec de
concentrations de 0.1 a 100 uM. Ces concentrations ont été choisies car elles sont dans une
gamme de concentration 10 fois supérieure et inférieures au C,,.x moyen de I'agoniste aprés
une dose de 300mg deux par jour. Pour chaque CYP un substrat sonde spécifique a été
ajouté de méme qu’un inhibiteur témoin positif, pour le CYP3A4 trois substrats ont été
utilisés (atorvastatine, midazolam et nidédipine).

Résultat : le nouvel agoniste n’inhibe pas le métabolisme des CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6 et 3A4
(avec la nifédipine en substrat) car les valeurs des ICsg sont supérieures a 30uM. Cependant il
inhibe le métabolisme de I'atorvastatine a 32% a la concentration de 100 uM suggérant une
faible interaction avec le CYP3A4 via une inhibition compétitive car la nouvelle molécule est
aussi substrat des CYP3A4

3.4.2. Etudes in vivo

Si les résultats des études in vitro sont en faveur d’une poursuite des études in vivo, il est
recommandé de suivre les exigences des agences EMA et FDA (voir section 11.A.3).
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Les études in vivo sont généralement réalisées pour comparer des concentrations de
substrats d’enzymes en présence et en absence de la molécule dont on veut étudier le
pouvoir inhibiteur.

En général, les études in vivo se déroulent de la maniére suivante :
- Tout d’abord des études avec des inhibiteurs forts

- Ensuite si les résultats de ces études indiquent la présence d’une interaction, il faut
évaluer I'impact de cette interaction avec un inhibiteur moins fort

3.4.2.1. Lamolécule d’intérét est substrat d’enzymes de phase |

Une fois le systeme enzymatique déterminé in vitro, la molécule d’intérét est étudiée de
facon spécifique in vivo. Pour réaliser ces études il faut choisir des inhibiteurs connus de
I’enzyme impactée. Pour chaque enzyme il existe une liste connue d’inhibiteurs/d’inducteurs
et de substrats associés (voir annexe). Les inhibiteurs forts sont les plus sensibles et doivent
étre testés en premier.

L’EMA et la FDA recommandent d’utiliser les inhibiteurs forts suivants :

- EMAT1]
Enzymes Inhibiteurs forts
CYP1A2 Enoxacine
CYP2B6 Ticlopidine
CypP2C8 Gemfibrozil
CYP2C9 fluconazole*
CYP2C19 omeprazole*
CYP2D6 quinidine, paroxetine,
fluoxetine
CYP3A itraconazole, ketoconazole,
ritonavir, clarithromycine
*ces inhibiteurs sont faibles a modérés car il n’existe pas
d’inhibiteurs forts adaptés
- FDA[2]
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CYP Strong Inhibitors™ Moderate inhibitors™ Weak inhibitors™
Enzvmes = 5-fold increase in =2 but = 5-fold increase | = 1.25 but = 2-fold
AUC m AUC increase m AUC
or = B0% decrease in | or 50-80% decrease in ot 20-50% decrease in CL
CL CL
CYP1A2 Ciprofloxacin, Methoxsalen. mexiletine. | Acyclovir, allopurinol,
enoxXacii, oral contraceptives, caffeine, cimetidine.
fluvoxamine phenylpropanolamine, Daidzein,®. disulfiram,
thiabendazole. Echinacea™ famotidine.
vemurafenib, zileuton norfloxacin, propafenone,
propranclol, terbinafine,
ticlopidine, verapamuil
CYP2B6 Clopidogrel, ticlopidine
prasugrel
CYP2CS Gemfibrozil™ Fluvoxamine,
ketoconazole.
trimethoprnim
CYP2CO Amodarone, Capecitabine.
fluconazole. cotrimoxazole,
miconazole, oxandrolone | etravirine. fluvastatin,
fluvoxamine,
metronidazole,
sulfinpyrazone,
tigecycline,
voriconazole, zafirlukast
CYP2C19 | Fluconazole,” Esomeprazole, Allicin (garlic derivative),
fluvoxamine, fluoxetine, moclobemude, | armodafiml,
ticlopidine™ omeprazole, voriconazole | carbamazepme,
cimetidine.
etravirine.
human growth hormone
(thGH),
felbamate,
ketoconazole. _
oral contraceptives’
CYP3A Boceprevir, Amprenavir, aprepitant, | Alprazolam, amiodarone,
clanithromyein, atazanavir, ciprofloxacm. | amlodipine, atorvastatin,
conivaptan, crizotinib, bicalutamide. cilostazol.
grapefruit juice, " darunavir/ritonavir, cimetidine,
indinavir, diltiazem. erythromycin, | cyclosporine, fluoxetine,
itraconazole, fluconazole, fluvoxamine. ginkgo ©
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- Résultats de I’étude in vivo :

Si les résultats sont négatifs alors I'absence d’interaction cliniquement significative est
démontrée pour I'enzyme testée.

Si les résultats sont positifs, il est recommandé de faire de nouvelles études avec des
inhibiteurs moins forts ou de faire des simulations par des modéles mécanistiques. A la suite
de ces études des recommandations sur les ajustements de dosage seront émises dans le
RCP de la nouvelle molécule.

3.4.2.2. La molécule d’intérét est inhibitrice d’enzymes de phase |

Lorsqu’on veut tester le pouvoir inhibiteur de la molécule d’intérét in vivo il faut choisir des
substrats sondes de I'enzyme impactée identifiée in vitro.

La FDA et 'EMA recommandent d’utiliser des substrats sondes spécifiques de chaque
enzyme pour réaliser ces études (voir tableau des substrats sondes section 11.A.1.2.1.).

- Résultats de I'étude in vivo [1][2]:

Si la molécule d’intérét inhibe le métabolisme du substrat spécifique de I'’enzyme alors il est
recommandé de faire d’autres études avec des substrats susceptibles d’étre co-administrés
dans les stratégies thérapeutiques. On peut ainsi classer la molécule d’intérét d’inhibiteur
fort, modéré ou faible en fonction de I'amplitude de modification de I’AUC du substrat sonde
(ex : si cela augmente de 5 fois ou plus ’AUC du substrat alors c’est un inhibiteur fort). Si la
molécule d’intérét est un inhibiteur du CYP3A, ces interactions doivent étre décrites dans le
RCP.
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Si le résultat est négatif pour le substrat choisi, ce résultat peut étre extrapolé pour toutes
les enzymes identifiées in vitro et pour lesquelles un K; égal ou supérieur a été observé.

Dans le cas d’inhibition des UGT, la FDA n’a émis aucune recommandation ; a I'inverse 'EMA
recommande d’étudier I'inhibition des UGT1A1 et 2B7.

3.5. Est-ce que la molécule d’intérét est inductrice enzymatique ?

Tout comme l'inhibition, 'EMA et la FDA recommandent de vérifier si la molécule d’intérét
n’induit pas des enzymes via |’activation de récepteurs nucléaires tels que AhR, CAR et PXR
(voir section 1.B.3.5.2.).

Ces études peuvent aussi permettre de détecter une régulation négative des enzymes.

La logique de recherche est identique que celle pour les inhibitions : il faut commencer par
évaluer une induction in vitro et la confirmer et la quantifier in vivo (mais il est aussi possible
d’étudier I'induction directement in vivo).

3.5.1. Etudes in vitro

3.5.1.1. Principe du test in vitro[1][2]

Pour étudier un phénomene d’induction in vitro, 'EMA et la FDA recommandent d’utiliser
des cultures d’hépatocytes (frais ou cryoconservés) de préférence. Les incubations sont
réalisées en ajoutant quotidiennement la molécule d’intérét a la culture d’hépatocyte. En
général un protocole d’étude d’induction dure 6 a 7 jours, les hépatocytes étant incubés
avec la molécule d’intérét pendant 24 a 72h[32]. Mais la durée d’incubation recommandée
par 'EMA est en général de 3 jours afin de laisser le temps au mécanisme d’induction de se
dérouler. Une durée moindre doit étre justifiée.

Pour mesurer la réponse a l'induction in vitro plusieurs méthodes sont possibles : la mesure
de I'activité de I'enzyme, celle du taux de protéine, celle de I'expression génique par le taux
d’ARNmM ou la mesure des controles positifs.[32] Mais aujourd’hui il est recommandé, afin
d’augmenter la sensibilité du test, et pour éviter I'influence d’un mécanisme d’inhibition, de
mesurer |'effet de I'induction enzymatique par les taux d’ARNm.

Dans ce type d’étude il peut y avoir une toxicité cellulaire due aux trop fortes concentrations
des molécules ; cette toxicité peut influencer le résultat du test. Pour vérifier qualité et la
viabilité de la culture in vitro il est recommandé de vérifier les ARNm et la morphologie de la
cellule. Si une toxicité est observée il est recommandé de d’étudier I'induction in vivo.

L'EMA recommande d’évaluer un potentiel d’induction de la molécule d’intérét en utilisant
d’abord le modele basique. En fonction du récepteur nucléaire identifié dans le mécanisme
d’induction, les études complémentaires seront différentes. Si PXR est incriminé, il est
recommandé de poursuivre par un modele statique mécanistique et/ou le modele de
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corrélation RIS. Dans le cas de CAR, ces modeéles ne sont pas adaptés et il faut poursuivre par
des études in vivo.[1]

- La méthode basique :

L'EMA et la FDA recommandent d’utiliser pour ce modeéle des hépatocytes provenant d’au
moins 3 donneurs différents car il existe des variabilités inter-individuelles et des variabilités
de lot de cellules dans les phénomeénes d’induction.

Le taux d’ARNm du gene ciblé doit étre utilisé comme valeur étudiée.

Un certains nombre d’enzymes doivent étre évalués : les CYP3A4, 2B6 et 1A2 devraient
toujours étre inclus en tant que marqueur de I'induction : via les récepteurs PXR et CAR pour
le 3A4 et le 2B6, et via les récepteurs AhR pour le 1A2.

Des inducteurs forts doivent étre ajoutés en tant que témoins positifs pour vérifier le bon
fonctionnement des mécanismes de régulation via PXR, CAR et AhR. Ces inducteurs témoins
doivent étre spécifiques et connus. Ci-aprés voici un tableau récapitulatif des témoins
positifs d’induction recommandé par I'EMA et la FDA:

Témoins inducteurs positifs
Récepteurs nucléaires

EMA FDA

Rifampicine 20 uM 3A4 : Rifampicine 10-50 uM

PXR
2B6 : Phénobarbital 500-100 pM

AR CITCO (agoniste de CAR) <100 | 3A4 : Rifampicine 10-50 uM

nM 2B6 : Phénobarbital 500-100 pM

Oméprazole 50 uM 1A2 : Oméprazole 25-100 uM
AhR

1A2: Lansoprazole 10 uM

La gamme de concentration de la molécule d’intérét a utiliser dépend de I'enzyme étudiée
et du profil pharmacocinétique de la molécule. La gamme étudiée doit comprendre les pires
concentrations attendues dans les hépatocytes in vivo. LEMA estime suffisantes des
concentrations supérieure a 50 fois le Cax a I'état d’équilibre avec les doses thérapeutiques
pour les enzymes présentes dans le foie, et pour celles présentes dans I'intestin (CYP3A4) les
concentrations peuvent étre fixées a 0.1*dose/250ml. Trois concentrations différentes
doivent étre au moins utilisées.[1]

Pour l'interprétation des résultats, la FDA recommande de déterminer au préalable une
valeur seuil du taux d’ARNm pour comparer avec les valeurs du test obtenues. Pour
déterminer cette valeur elle recommande d’utiliser la méthode décrite par Fahmi, Kish et
al[34]. Cette méthode utilise un modele bimodal pour définir des molécules inductrices et
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non inductrices. Une autre méthode peut étre utilisée pour déterminer la valeur seuil, elle
consiste a utiliser I’équation suivante :

R=1/(1+ dXEmaxX[I]/ (ECso+ [1]))

Ou ECsg est la concentration induisant la moitié de I'effet maximal; Enax est I'effet maximum
d’induction ; [I] est la concentration plasmatique totale (fraction libre et liée) de I'inducteur ;
d est le facteur d’échelle supposé égal a 1 pour le modeéle basique. [2][30]

- La méthode de corrélation RIS (Relative Induction Score)[35][1] :

L'EMA est la seule a recommander cette méthode pour les études d’induction. Cette
méthode a été développée pour prédire I'ampleur de l'induction des CYP3A sur des
hépatocytes. L'équation utilisée pour calculer le RIS est la suivante :

RIS = Emax X [1] / (ECso + [1])

Ou ECsg est la concentration induisant la moitié de I'effet maximal; E.x est I'effet maximum
d’induction ; [I] est la concentration plasmatique de la fraction libre de I'inducteur.

Le RIS est calculé pour tous les inducteurs versus les AUC modifiés des substrats sondes. Il
existe une corrélation entre le RIS et 'ampleur de I'effet inducteur. Le risque d’une induction
in vivo est estimé en utilisant le RIS de la molécule d’intérét.

3.5.1.2. Prédiction in vivo

De la méme maniere que pour l'inhibition d’enzyme, I'induction d’enzyme peut étre prédite
in vivo grace aux tests in vitro et les modeéles utilisés. Chaque agence (FDA et EMA) a émis
ses recommandations en fonction des modeles choisis.

EMA FDA

Le modele basique doit étre la premiére méthode utilisée.

Modele basique

A la fin de I'étude, les résultats d’induction La FDA recommande de déterminer & priori

sont évalués séparément pour chaque | ,ne yvaleur seuil du taux d’ARNm et de la

H 7
donneur et le donneur pour qui leffet | .omparer au résultat trouvé. La valeur seuil

d’induction est le plus prononcé doit servir peut étre déterminée de 2 fagons.

de «pire cas» pour les calculs qui en Interprétation des résultats :

découlent. Le taux d’ARNm des enzymes est | . ; I’augmentation du taux d’ARNm est

compare au test controle. supérieure a la valeur seuil déterminée

L’étude in vitro est considérée positive pour par la méthode de Fahmi ou,
I'induction d’une enzyme, si I'incubation des | -  Si la valeur R déterminée (voir équation
cellules avec la molécule d’intérét provoque ci-dessus) est inférieure 2 0.9

une augmentation de plus de 100% du taux | = Alors la molécule d’intérét est
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d’ARNm et si cette augmentation est probablement un inducteur des enzymes
concentration dépendante. testées. D’autres études in vivo doivent

. . . étre réalisées ou le modele mécanistique
La démarche a suivre est la suivante : q

peut étre utilisé.
- Si les résultats in vitro sont positifs ou

non concluants, l'induction doit étre ) )
o ) . La FDA recommande également de tenir
confirmée in vivo ou [|'absence ] ) ]
. ] o ) ) compte des informations suivantes :
d’induction doit étre démontrée parune | =~ .
L’activation du PXR résulte de la co-

induction des CYP3A4 et 2C :

- Ainsi si I'induction du CYP3A est négative il

autre étude in vitro.
- si les résultats in vitro montrent une
diminution de 50% du taux d’ARNm

. o n’est pas nécessaire de poursuivre par
(non due a une cytotoxicité) cela peut

d’autres études sur le CYP3A et 2C.

- Sil'induction du CYP3A est positive alors
I'enzyme et il est recommandeé d’etudier I'induction du CYP2C doit étre étudiée in

indiguer une régulation négative de

ce phénomene temps-dépendant. vitro ou in vivo.

- Si les resultats sont non concluant il est | parce que les CYP1A2 et 2B6 peuvent étre
recommandé de faire d’autres études in | induits par plusieurs récepteurs nucléaires
vitro et/ou in vivo. (AhR et CAR), ils ne peuvent pas étre co-

induits avec le CYP3A. Ainsi I'induction des

CYP1A2 et 2B6 doit étre évaluée quelque

soit le résultat d’induction du CYP3A.

Modele statiqgue mécanistique

Ce modele est basé sur I'’équation détaillée en section Il.A.2.2.

Le résultat est positif si le rapport des AUC d’un substrat spécifique d’une enzyme est en
dehors des valeurs 0.8 et 1.25 :

- SiAUCR < 0.8 on est en présence d’une induction
- Si AUCg> 1.25 on est en présence d’une inhibition

Si le résultat est négatif la molécule d’intérét est définie comme non inductrice dans son
RCP et il n’y a pas d’étude in vivo complémentaire.

Si le résultat est positif il est recommandé de poursuivre par des études in vivo avec le
substrat sonde approprié.

3.5.1.3. Exemple d’étude d’interaction [36]

Le dabrafenib est un inhibiteur d’'une kinase indiqué dans le traitement du mélanome
métastatique.
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Le potentiel inducteur du dabrafenid sur les CYP450 a été étudié in vitro comme suivant :

Des hépatocytes ont été incubé avec du dabrafenid dans une gamme de concentration de
0.1 a 100 mM pendant 48h. Des inducteurs témoins positifs ont été ajoutés pour chaque
type de CYP : 'oméprazole 50mM pour le CYP1A2, la phénitoine 50mM pour le CYP2B6, et la
rifampicine 10mM pour le CYP3A4. Les taux d’ARNm de chaque CYP ont été mesurés.

Résultats : a 30mM le dabrafenid augmente au maximum les taux d’ARNm du CYP2B6 et du
CYP3A4 avec 320% et 150% d’augmentation respective par rapport a leurs témoins positifs.
Concernant le CYP1A2 aucune modification du taux d’ARNm n’a été observée. Il a été
observé une perte de la viabilité des cellules pour les plus hautes concentrations (100 mM).

Evaluation du risque d’interaction in vivo : utilisation du modéle statique mécanistique. Le
profil d’interaction du CYP3A4 impliqgue un mécanisme d’inhibition directe, d’inactivation et
d’induction. En tenant compte des recommandations de la FDA, les modifications de I'’AUC
du midazolam sont de 0.87 fois. Toutes les données du test indiquent donc que le dabrafenil
semble étre un inducteur du CYP3A4 in vivo.

3.5.2. Etudes in vivo
Si les résultats des études in vitro sont en faveur d’une poursuite des études in vivo, il est
recommandé de suivre les exigences des agences EMA et FDA (voir section I.A.3).

Les études in vivo sont généralement réalisées pour évaluer I'effet de la molécule d’intérét

sur une enzyme spécifique.

Dans ce type d’étude, il est recommandé d’étudier la pharmacocinétique d’'un substrat
sonde aprés administration de la molécule d’intérét en dose unique et en doses multiples
aux plus hautes doses recommandées.

La FDA recommande de réaliser les études avec des inducteurs forts :
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CYP Strong Inducers Moderate Inducers Weak Inducers
Enzymes = 80% decrease in 50-80% decrease in 20-50% decrease 1
AUC AUC AUC
CYP1A2 Montelukast. Moricizine.
phenytoin, smokers omeprazole.
versus non-smokers™ | phenobarbital,
CYP2B6 Efavirenz, rifampin Nevirapine
CYP2CS Rifampin
CYP2C9 Carbamazepine. Aprepitant. bosentan.
rifampin phenobarbital. St.
John's wort®
CYP2C19 Rifampin Artemisinin
CYP3A Avasimibe,” Bosentan, efavirenz. Amprenavir, aprepitant.
carbamazepine. etravirine. modafinil. armodafinil.
phenytoin. rifampin. | nafeillin clobazamechinacea.”
St. John’s wort™ pioglitazone.
prednisone. rufinamide.
vemurafenib
CYP2D6 None known None known None known
- Résultats d’études :
EMA FDA
Résultat des études in vitro : Le substrat est donné par voie orale suivant

. . . . I’'administration de plusieurs doses de la
- si les études in vitro montrent une

induction via I'activation des récepteurs molécule d'intérét.
PXR/CAR, il est recommandé d’effectuer | S’il n’y a pas d’interaction on peut conclure
des études in vivo d’abord sur le CYP | que la molécule d’intérét n’est pas un

3A4. inducteur du substrat sonde.

- Si les études in vitro montrent une
induction via les récepteurs CAR, alors
des études in vivo sur un substrat sonde
de cette enzyme doivent étre
envisagées.

Résultats des études in vivo :

- Si on observe l'induction d’'une enzyme
cliniquement significative (ou une
régulation négative) alors la molécule
d’intérét est susceptible d’affecter
d’autres enzymes ou transporteurs via
le méme mécanisme régulateur.

- Sila molécule d’intérét est un inducteur
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confirmé, il est recommandé de
quantifier in vivo les effets de co-
régulation d’autres enzymes ou
transporteurs.

4. ELIMINATION ET TRANSPORTEURS

Au cours du développement d’une nouvelle molécule, il est recommandé d’étudier le plus
tot possible les transporteurs impliqués dans les processus d’élimination de la molécule
d’intérét. Il faut déterminer si cette élimination est en majorité rénale ou hépatique, c’est a
dire si la clairance hépatique (et/ou biliaire) ou la clairance rénale participe a plus de 25% de
la clairance totale. Il faut également étudier les transporteurs impliqués dans I'absorption et
la distribution de la molécule afin de déterminer comment celle-ci peut étre affectée.

Il faut aussi étudier si la molécule d’intérét est susceptible d’inhiber ou d’induire des
transporteurs et étre responsable d’interactions médicamenteuses. En effet, si les
transporteurs sont inhibés, ils provoquent une augmentation des concentrations
plasmatiques de la molécule substrat et peuvent étre a l'origine d’effets cliniquement
significatifs (voir section transporteurs |.B.4.).

Il est également recommandé d’étudier le transport des métabolites.

4.1. Etudes in vitro

4.1.1. Est-ce que la molécule d’intérét est substrat de transporteurs ?

Pour identifier les transporteurs impliqués dans I’élimination des molécules il faut dans un
premier temps réaliser des études in vitro. Ces études doivent permettre d’identifier si la
molécule d’intérét est substrat de transporteurs pouvant étre inhibés ou si la molécule
d’intérét inhibe des transporteurs impliqués dans I’élimination de médicaments.

Les transporteurs utilisés dans ces études sont sélectionnés en fonction de leur expression
dans 'organe ciblé et en fonction de leur implication dans I'influx ou I'efflux de la molécule.

Si les études in vitro sont positives il faut poursuivre par des études in vivo.

4.1.1.1. Implication des voies rénales ou hépatiques (ou biliaires)

Les études sur les transporteurs impliqués dans I’élimination sont indiqués s’il existe des
données in vivo montrant que les voies rénales et hépatiques sont responsable de la
majorité de I"élimination de la molécule (et non le métabolisme) et que des impacts sur ces
transporteurs peuvent avoir des effets cliniguement significatifs.

L'EMA recommande de déterminer |'importance de I'implication de chaque voie par des
études de « mass balance », supportés par des données d’interaction, des informations
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pharmacogénétiques, des données sur l'insuffisance rénale, des données sur les études avec
les cellules Caco-2. [1]

- Etude de mass-balance :

Ce type d’étude utilise la radioactivité en administrant la molécule d’intérét avec une
étiquette radioactive. En théorie une étude de « mass-balance » veut que 100% de la
radioactivité administrée soit comptabilisée dans les excréments. La pharmacocinétique de
la radioactivité totale est mesurée, les excréments et des échantillons sanguins sont
recueillis pour déterminer la quantité de molécules méres et de métabolites et leur profil. Ce
type d’étude permet de déterminer les voies d’élimination de la molécule et les voies de
métabolisme. [37][1]

4.1.1.2. Identification des transporteurs impliqués dans I’absorption

Les études in vitro sur les transporteurs intestinaux commencent en général par des études
avec les cellules dites Caco-2. Ces cellules sont utilisées comme modele de la barriére
intestinale et expriment certains transporteurs tels que la P-gp. Ce modele permet d’étudier
la perméabilité de la barriére intestinale aux molécules dans les deux directions. Ce modele
permet aussi de vérifier I'expression des transporteurs. La perméabilité est analysée en
mesurant le passage de la molécule du péle apical (A) vers le pole basal (B) de la cellule et en
le comparant au passage de la molécule dans le sens inverse (B vers A). Si le ratio de B vers A
sur A vers B est supérieur a 2 ou inférieur a 0.5 cela signifie que la molécule est substrat d’un
transporteur d’efflux ou d’un transporteur d’influx respectivement.[1][38]

4.1.1.3. Identification des transporteurs impliqués dans la distribution

Il est recommandé de faire des études in vitro pour isoler et identifier des transporteurs

impliqués dans I'influx ou I'efflux de la molécule d’intérét.

Plusieurs méthodes sont possibles : surexpression d’un transporteur dans un systeme de
vecteur comparé a un vecteur normal, sélection d’inhibiteurs ou d’inducteurs spécifiques
d’un seul transporteur, inhibition de I'expression de génes de transporteur.. |l est
recommandé d’utiliser une méthode ou les fonctions de transport in vivo sont préservées. La
gamme de concentration de la molécule d’intérét doit étre choisie en fonction du site de
transport. Au moins 4 concentrations différentes doivent étre utilisées et elles ne doivent
pas étre trop hautes pour ne pas saturer les transporteurs actifs avec des basses

concentrations. [1]

4.1.2. Stratégie générale en fonction des transporteurs

En fonction des résultats des études in vitro précédente, plusieurs stratégies d’étude des
transporteurs sont recommandées : [2]
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- Si I"élimination majeure est hépatique, il faut déterminer si la molécule est substrat
des transporteurs : OATP1B1 et OATP1B3.

- Si I"élimination majeure est rénale et se fait par une sécrétion active, il faut
déterminer si la molécule est substrat des transporteurs OAT1, OAT3 et OTC2.

- Il est également recommandé de vérifier si la molécule est substrat des transporteurs
P-gp et BCRP présents au niveau du tractus intestinal, du foie et des reins. Ces
transporteurs pouvant limiter la biodisponibilité de la molécule.

La FDA recommande de suivre 'arbre de décision ci-aprés [2]:

Molécule d’intérét

g A
Etudier si la molécule Est-ce que la voie Est-ce que la voie
d’intérét est substrat d’élimination majeure est d’élimination majeure

de P-gp et BCRP in vitro hépatique (ou inconnue) ? | est rénale (ou

Si oui, étudier si la molécule Si oui, étudier si la
d’intérét est substrat de molécule d’intérét est
OTP1B1 et OTP1B3 in vitro substrat de OAT1, OAT3

et OCT2 in vitro

Chaque stratégie est détaillée ci-apres.

4.1.2.1. Est-ce que la molécule d’intérét est substrat de OATP1B1 et B3 ?

Lest transporteurs OATP1B1 et B3 sont principalement localisés au niveau des hépatocytes
(voir section 1.B.4.2.1.). OATP1B1 transporte des acides biliaires, des conjugués sulphates et
gluconates, des hormones thyroidiennes, le methotrexate et les inhibiteurs de la hMGCOa
reductase ; OATP1B3 transporte les acides biliaires, la bilirubine, des stéroides conjugués, les
hormones thyroidiennes T3 et T4, le leukotriene C4 et le methotrexate et la rifampicine.[26]

Plusieurs méthodes in vitro sont possibles pour évaluer ces transporteurs : des systemes de
virus recombinant, des lignées cellulaires exprimant un ou plusieurs transporteurs, des
cellules polarisées ou des hépatocytes isolés.[26]

Pour déterminer si la molécule d’intérét est substrat de ces transporteurs il faut procéder
par étape : tout d’abord identifier si la molécule d’intérét subit une absorption hépatique
active (si la clairance hépatique et/ou la sécrétion biliaire est supérieure a 25% de la
clairance totale) ensuite étudier les transporteurs dans des lignées cellulaires.

La FDA [2] a émis I'arbre de décision ci-aprés pour guider dans la stratégie d’évaluation de
ces transporteurs :
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Est-ce que la molécule d’intérét subit un influx actif au niveau hépatique ? Est-ce que les
propriétés physiologiques de la molécule (ex: perméabilité membranaire passive, fortes
concentrations par rapport aux autres tissus, chargé au pH physiologique) permettent de
conforter I'importance d’un influx actif dans le foie ?

| |
( ) .
Sioui : Sinon:
Il est recommandé d’étudier I'influx via OATP1B1 ou Cela signifie que la molécule
OATP1B3 dans des lignées cellulaires surexprimant d’intérét n’est srement pas ou
ces transporteurs en les comparant avec des cellules peu substrat de OATP.
_ sans ces transporteurs. y

é h

Si la molécule est un substrat de OATP :
il est recommandé de faire une étude in vivo en dose
unique avec la rifampicine ou la ciclosporine en tant
que inhibiteurs.

Il est également conseiller de faire des études PK
chez des sujets ayant différents génotypes de
kOATPlBl afin d’identifier I'importance de cette voie. J

4.1.2.2. Est-ce que la molécule d’intérét est substrat de OCT2, OAT1 et OAT3

Les transporteurs OCT et OAT sont exprimés au niveau intestinal, rénal et des hépatocytes
(voir section 1.B.4.1.1.). Les OCT transportent des molécules relativement hydrophiles et de
faible masse moléculaire tandis que les OAT transportent des anions organiques et des

médicaments tels que la cimétidine.[26]

Pour évaluer ces transporteurs in vitro plusieurs méthodes sont possibles : des membranes
de vésicules, des lignées cellulaires provenant de tissus issus du tubule proximal, du placenta
et des cellules Caco-2, des lignées cellulaires exprimant des OCT recombinant...[26]

La FDA [2] a émis I'arbre de décision ci-aprés pour guider dans la stratégie d’évaluation de

ces transporteurs :
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Est-ce que l'influx via OCT2, OAT1 et OAT3 dans des lignées cellulaires
surexprimant ces transporteurs est supérieur a I'influx dans les lignées sans
ces transoorteurs ?

|
| |
( Si oui : \ Sinon:
La molécule d’intérét est probablement Cela signifie que la molécule
substrat de OCT2, OAT1 ou OAT3. d’intérét n’est sirement pas ou
. ) . peu substrat de OCT2, OAT1 ou
Il est recommandé de faire des études OAT3

d’interaction in vivo en utilisant la
cimétidine comme inhibiteur de OCT2, et la
probenicid comme inhibiteur de OAT1 et

\OAT3. )

4.1.2.3. Est-ce que la molécule d’intérét est substrat de P-gp et BCRP

Pour évaluer si une molécule d’intérét est substrat de la P-gp on peut utiliser la méthode des
cellules Caco-2 (voir section 11.B.4.1.1.2) ; cette méthode est la plus conseillée in vitro. La P-
gp est localisée au niveau de la membrane du péle apical des cellules polarisées. Un fort
ratio d’efflux B-A/A-B dans ces cellules signifie que la P-gp joue un rdle important dans le
transport de la molécule au travers de la cellule.[26]

Pour étudier le transporteur BCRP on utilise en général les mémes méthodes in vitro et les

mémes criteres que ceux de la P-gp.

D’aprés la FDA [2] une nouvelle molécule est considérée comme substrat potentiel de la P-
gp ou du BCRP si le ratio d’efflux B-A/A-B est supérieur ou égal a 2 dans le systéeme de
cellules polarisées. Pour conforter ce résultat, des inhibiteurs de la P-gp ou du BCRP peuvent
étre utilisés : dans ce cas cela provoque une diminution du ratio des flux de plus de 50%. Si
ce ratio n’est pas diminué en présence de I'inhibiteur cela signifie que d’autres transporteurs
peuvent étre responsables du flux de la molécule. [26]

Une liste des inhibiteurs et substrat de la P-gp et du BCRP est inclue en annexe 4.

Ci-aprés l'arbre de décision de la FDA[2] permet de définir la stratégie d’étude sur la

molécule en fonction des résultats de I'étude in vitro :
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Dans un test bi-directionnel (ex : test avec les cellules Caco-2)
est-ce que le ratio des flux de la molécule est 22 ?

Le ratio des flux est 2 2 Le ratio des flux est < 2
Est-ce que I'efflux est inhibé de La molécule d’intérét n’est pas
maniere significative par un ou ou peu substrat de la P-gp.

plusieurs inhibiteurs de la P-gp ?
(réduction du ratio de flux de plus de

50%).
|
] |
( Sioui : \ Sinon:
la molécule est probablement D’autres transporteurs
substrat de la P-gp. d’efflux sont responsables.

Dans ce cas il est recommandé
d’avoir des informations cliniques
et non cliniques pour déterminer
s’il est nécessaire de poursuivre
par des études in vivo

U’interaction. J

4.2. Est-ce que la molécule d’intérét est inhibitrice de transporteurs ?

La molécule d’intérét peut étre administrée avec d’autres médicaments substrats de
transporteurs. Il est donc important de déterminer si la molécule est un inhibiteur de
transporteurs et si une interaction est prévisible au niveau de ces transporteurs. Les études
in vitro d’inhibition de transporteurs doivent étre réalisées de préférence avant de

commencer les phases lll cliniques.

En général il est recommandé d’étudier I'inhibition des transporteurs suivant connus pour
étre impliqués dans des interactions cliniguement significatives: P-gp (MDR1, ABCB1),
OATP1B1 (SLCO1B1), OATP1B3 (SLCO1B3), OCT2 (SLC22A2), OAT1 (SLC22A6), OAT3
(SLC22A8) et BCRP (ABCG2). On peut aussi étudier I'inhibition de OCT1 (SLC22A1), MATE1
(SLC47A1), MATE2 (SLC47A) et BSEP (ABCB11).[1]

L'EMA a émis certaines recommandations concernant la méthodologie de ces études in
vitro : il faut utiliser des systémes in vitro ou les fonctions de transport sont préservées et il
faut tenir compte de l'influence de la perméabilité passive des systemes utilisés.

Ce type d’étude permet d’étudier les effets de différentes concentrations de la molécule
d’intérét sur le transport d’un substrat spécifique. Le K; ou I'lCsg doivent étre déterminés. Il
est recommandé d’utiliser des inhibiteurs forts en tant que témoins positifs.
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L'étude doit étre réalisée dans la gamme de concentration de la molécule d’intérét
susceptible de provoquer une inhibition au site du transporteur.

4.2.1. Est-ce que la molécule d’intérét est inhibitrice de OATP1B1 et 1B3 ?

Pour évaluer si la molécule d’intérét est un inhibiteur potentiel des OATP on peut utiliser un
systeme exprimant ces transporteurs et prendre des substrats spécifiques tels que
I'oestradiol-17-B-glucuronide, une statine ou le bromosulphophthale. Il faut mesurer I'influx
de ces substrats en présence de la molécule d’intérét et déterminer I'lCso de la molécule
d’intérét. Il est recommandé d’inclure des inhibiteurs en tant que témoins positifs tels que la
rifampicine ou la ciclosporine. [26]

Si I'lCsg est inférieur ou égal a 10 fois le Crhax des concentrations libres (ou Cpax/ICso 2 0.1 ou
[11/1Cso > 0.1) alors la molécule d’intérét est susceptible d’étre un inhibiteur des OATP in vivo.
Dans ce cas il est recommandé de réaliser une approche in vitro-in vivo par extrapolation qui
prend en compte les concentrations libre maximales a I'entrée du foie. Si les résultats de
I’extrapolation montrent une augmentation de I’AUC de plus de 1.25 fois (valeur seuil R*
recommandée par la FDA) alors il est recommandé de faire une étude d’interaction in vivo.

La valeur R* est calculée selon I’équation suivante : R* = 1 + (fu X lin max/1C50) 0U lin max €St la
concentration maximale libre a I’entrée du foie.

Ci-apres lI'arbre de décision de la FDA [2] permet de définir la stratégie d’étude sur la

molécule en fonction des résultats de I'étude in vitro :
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OATP1B1 ou OATP1B3 ?

Est-ce que le Crax/1Cso de la molécule d’intérét est 2 0.1 pour

Si oui : \
Est-ce qu’il est prédit que I’AUC de la statine
utilisée (ex : rosuvastatine, pravastatine,
pitavastatine) augmente de plus de 1.25 fois
en présence de la molécule d’intérét en
utilisant un modéle d’extrapolation (ex : une

Sinon:
alors il n’est pas nécessaire de
faire des études in vivo.

valeur de R* 2 1.25) ?
. y,

l
|
é h

Sioui:

Alors il est recommandé de faire une
étude d’interaction in vivo en
utilisant un substrat spécifique (ex :
rosuvastatine, pravastatine,
\pitavastatine. J

Sinon:

Alors il n’est pas nécessaire de

faire une étude in vivo.

4.2.2. Est-ce que la molécule d’intérét est inhibitrice de OCT2, OAT1 et OAT3

Pour évaluer 'inhibition des transporteurs OCT2, OAT1 et OAT3 il faut déterminer I'lCsg dans

des études in vitro. Si la valeur de I'IC50 est inférieure ou égale a 10 fois le Cnax des

concentrations libres dans les cellules exprimant ces transporteurs alors il est recommandé

de faite une étude in vivo d’interaction. Cette valeur a été choisie pour étre conservateur et

pour étre cohérent avec les stratégies d’études de la P-gp et du BCRP.[26]

Pour tester I'inhibition de OCT2, on peut utiliser le MPP" (1-methyl-4-phenylpyridinium) ou la
metformine en tant que substrat, pour OAT1 le PAH (acide para-aminohippurique) et pour

OAT3 'oestrone-3-sulfate.[2][26]

Ci-aprés l'arbre de décision de la FDA [2] permet de définir la stratégie d’étude sur la

molécule en fonction des résultats de I’étude in vitro :
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Est-ce que la molécule d’intérét est un inhibiteur de OCT2
OAT1 ou OAT3 ?

Critere : l'influx du substrat sonde utilisé diminue lors de
I"augmentation des concentrations de la molécule d’intérét.

Sioui: Sinon:
Il faut déterminer I'IC50 alors la molécule d’intérét n’est

pas ou peu inhibitrice de OCT2,
OAT1 ou OAT3.

| |
Si Crmax/1Cso de la molécule Si Crmax/1Cso de la molécule
inhibitrice 2 0.1 inhibitrice < 0.1
Alors il est recommandé de Alors il n’est pas nécessaire de
réaliser une étude in vivo réaliser une in vivo d’interaction.
d’interaction avec un substrat
spécifique. D

4.2.3. Est-ce que la molécule d’intérét est inhibitrice de P-gp et BCRP

Pour étudier si la molécule d’intérét est un inhibiteur de la P-gp du BCRP il est recommandé
d’utiliser a nouveau la méthode des cellules de type Caco-2. Une nouvelle molécule est
considérée comme un inhibiteur potentiel de la P-gp ou du BCRP si le ratio des flux du
substrat sonde utilisé est diminué en présence de la molécule d’intérét. En général la
puissance de I'inhibition est exprimée par la valeur de I'lCso qui est dépendante du systeme
utilisé. [26]

L'enjeu est de déterminer si la molécule d’intérét qui inhibe I'efflux in vitro I'inhibe
également in vivo. Lors d’'une administration orale il faut considérer a la fois I'inhibition des
efflux intestinaux (ou les concentrations de I'inhibiteur seront les plus élevées) et I'inhibition
de I'efflux au niveau tissulaire. Pour évaluer s’il peut y avoir une inhibition in vivo deux
valeurs seuils ont été proposées: [l]1/ICso = 0.1 or [I]/ICso = 10; [l]; représente la
concentration moyenne maximale a I'état d’équilibre aux plus hautes doses cliniques et [l],
représente les concentrations gastro-intestinales maximales théoriques aprés administration
orale, calculées comme les plus hautes doses cliniques (en mg) dans un volume de 250
mL.[26]

Ci-aprés l'arbre de décision de la FDA [2] permet de définir la stratégie d’étude sur la
molécule en fonction des résultats de I'étude in vitro :
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Réaliser un test bi-directionnel (ex: test avec les cellules
Caco-2) avec un substrat sonde spécifique

(Le ratio des flux du substrat sonde \ Le ratio des flux du substrat sonde n’est
diminue lorsque les concentrations de la pas affecté par I'augmentation des
molécule d’intérét augmentent. concentrations de la molécule d’intérét.
Dans ce cas la molécule est probablement I

n inhibiteur de la P-gp ou du BCRP. , s A,
un inhibiteu gpoudu La molécule d’intérét n’est pas

Il est recommandé de déterminer le K; ou ou peu inhibitrice de la P-gp.

\I'ICSO de l'inhibiteur. )
l
| |

~

Si [111/1Cso (ou Ki) 2 0.1 Si [1]1/1Cs0 (ou Ki) < 0.1
ou ou
Si [11,/1Cso (ou Ki) 2 10 Si [1],/1Cs0 (ou Ki) < 10
Alors il est recommandé de faire Alors il n’est pas nécessaire de
une étude d’interaction in vivo en faire une étude d’interaction in
utilisant un substrat du transporteur vivo avec des substrats de la P-gp
\(ex : la digoxine pour la P-gp) ) ou du BCRP.

4.3. Est-ce que la molécule d’intérét est inductrice de transporteurs ?

Les transporteurs peuvent étre induits par les mémes mécanismes que ceux retrouvés pour
les CYP (activation de récepteurs nucléaires spécifiques). L'expression des certains
transporteurs est régulée en coordination avec les enzymes du métabolisme car ils partagent
les mémes facteurs de transcriptions nucléaires. Par exemple la rifampicine et le millepertuis
vont induire de facon concomitante I'expression des CYP3A et de MDRI (P-gp), MRP2, MRP3,
MRP4 et des OATP1A2. Si des études in vitro montrent qu’'une molécule d’intérét est
inductrice d’enzymes via PXR ou CAR, il est probable que les transporteurs régulés par ces
mémes récepteurs soient également induits.

Cependant les méthodes in vitro pour étudier I'induction de transporteurs ne sont pas bien
comprises et maitrisées. Des études complémentaires doivent étre réalisées pour valider la
nécessité de réaliser des études in vivo en fonction de résultats in vitro. Pour le moment il
est donc recommandé de réaliser des essais d’activation de récepteurs nucléaires par des
molécules dont on veut évaluer le potentiel d’induction. [1][2]
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4.4. Etudes in vivo

De la méme maniere que pour les CYP, les transporteurs peuvent étre inhibés ou induits et
altérer I'exposition plasmatique de médicament substrats de ces transporteurs.

4.4.1. La molécule d’intérét est substrat de transporteurs

Lorsqu’on étudie une molécule d’intérét en tant que substrat de transporteur, le choix d’'un
inhibiteur ou inducteur se fait sur la base d’études sur le transporteur impliqué dans
I’absorption et la distribution de la molécule. Il est recommandé d’utiliser en premier des
inhibiteurs forts pour avoir une évaluation plus sensible.

La FDA recommande d’utiliser in vivo les inhibiteurs et inducteurs suivant [2] :

Transporteurs Inhibiteurs Inducteurs
Amiodarone, azithromycine, Avasimibe, carbamazepine,
captopril, carvedilol, phenytoine, rifampicine,
clarythromicine, ciclosporine, millepertuis, tipranavir/ritonavir
diltiazem, dronedarone,
P-gp . -

erythromicine, felodipine,

itraconazole, ketoconazole,

lopinavir, ritonavir, quercetine,

quinidine, ranolazine,verapamil

Cycloporine, elacridar, eltrombopag, | Inconnu
BCRP o

gefitinib

Atazanavir, ciclosporine, Inconnu

OATP1B1 eltrombopag, gemfibrozil, lopinavir,
rifampicine, ritonavir, saquinavir a

vérifier
Atazanavir, ciclosporine, lopinavir, Inconnu
OATP1B3 . .. . . . .
rifampicine, ritonavir, saquinavir
OCT2 Cimétidine, quinidine Inconnu
OAT1 Probenecid Inconnu
OAT3 Probenecid cimetidine diclofenac Inconnu

4.4.2. La molécule d’intérét est inhibitrice de transporteurs

Lorsqu’on étudie la molécule d’intérét en tant qu’inhibiteur ou inducteur de transporteurs,
il faut choisir des substrats en fonction des voies de transport susceptibles d’étre affectées
par la molécule. En général, le substrat doit étre celui dont la pharmacocinétique est la plus
altérée par la co-administration d’inhibiteurs du transporteur. Le choix du substrat peut
aussi se faire en fonction de la probabilité de co-administration avec d’autres molécules en
thérapie.

Voici un tableau d’exemples de substrats a utiliser in vivo en fonction des transporteurs
inhibés/induits par la molécule d’intérét :
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Transporteurs Substrats

Aliskiren, cochicine, dabigatran etexilate, digoxine, everolimus,
P-gp fexofenadine, imatinib, lapatinib, maraviroc, nilotinib, ranolazine, sirolimus,
sitagliptine, topotecan

BCRP Methotrexate, mitoxantrone, imatinib, irinotecan, lapatinib, rosuvastatine,
sulfasalazine, topotecan

Atorvastatine, bosentan, ezetinib, fluvastatine, glyburide, SN-38,

OATP1B1 rosuvastatine, simvastatine, pravastatine, repaglinide, rifampicine,

valsartan, olmesartan

OATP1B3 Atorvastatine, rosuvastatine, telmisartan, valsartan, olmesartan

Amantadine, amiloride, cimétidine, dopamine, famotidine, memantine,

0OCT2 . . e - . .

metformine, pindolol, ranitidine, varenicline, oxaliplatine

Adenofovir, captopril, furosemide, lamivudine, methotrexate, oseltamivir,
OAT1 L .

tenofovir, zidovudine

Acyclovir, bumetanide, ciprofloxacine, famotidine, furosemide,
OAT3 methotrexate, zidovudine, oseltamivir, penicilline G, pravastatine,

rosuvastatine, sitagliptine

Cependant, comme de nombreuses molécules sont substrats de plusieurs transporteurs ou
enzymes, il n'y a pas de substrats spécifiques pour chaque transporteur (ex : la rosuvastatine
est substrat du BCRP, OATP1B1 et OATP1B3).

4.4.3. La molécule d’intérét est inductrice de transporteurs

Comme vu précédemment, les études in vitro pour tester I'induction de transporteurs ne
sont pas validées. L’évaluation définitive se fait donc in vivo. Comme les mécanismes
d’induction d’enzymes et de transporteurs peuvent étre similaires (ex : entre CYP3A4 et la P-
gp), les études d’induction d’enzymes peuvent donner des informations sur les
transporteurs.
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Conclusion et discussion Partie Il

La complexité des études sur les transporteurs reléve de la nature des transporteurs et de
leur multiplicité. En effet, les transporteurs sont répartis dans plusieurs types de tissus, sont
impliqués dans le transport de plusieurs types de molécule sans étre spécifique d’un seul
substrat, et peuvent agir en paralléles ou en opposés. Lorsque plusieurs transporteurs
agissent sur une méme molécule, 'impact de l'inhibition d’un transporteur dépendra de
I'implication du transporteur dans le circuit de la molécule. Par ailleurs, un transporteur
inhibé peut étre compensé par un autre, ce qui empéche de mesurer |'effet sur le transport
de la molécule étudiée. Dans ce cas |'extrapolation des résultats in vitro en information in
vivo peut conduire a des erreurs. Dans d’autres cas, si la molécule inhibitrice (ou inductrice)
et la molécule substrat interagissent avec des transporteurs multiples cela peut conduire a
des effets non prévisible, dose-dépendants et trés variables.[39]

Un autre parametre important est |I’évolution rapide des connaissances sur les transporteurs
qui amene de nouvelles données et de nouvelles considérations. Ainsi de récentes études
suggerent que les protéines de transport MATE1 et MATE2-k peuvent étre des transporteurs
rénaux plus important que I'OCT2, transporteur dont I'étude est recommandé par les deux
agences. En effet, la cimétidine actuellement recommandé en tant qu’inhibiteur in vivo des
OCT2 est un inhibiteur plus puissant de MATE1 et MATE2-k. De la méme maniére la
metformine, substrat in vitro recommandé pour I'OCT2 n’est pas un substrat aussi sensible
pour OCT2 que pour OCT1 et MATE1/MATE2-k.

Les nouvelles molécules étudiées avec les recommandations de la FDA :

Une étude récente américaine (2014) a réalisé une revue des études effectuées selon les
recommandations de la FDA.[40]

En 2013, les nouvelles molécules approuvées par les Etats-Unis, ont été développées selon
les recommandations de la FDA. Sur 22 molécules, toutes sont métabolisées par au moins
une enzyme dont la majorité sont des CYP. Les CYP3A4/5 sont les plus représentatifs. 10 de
ces molécules sont substrats des CYP3A et voient leur AUC diminuer de plus de 20%
lorsqu’elles sont co-administrées avec des inhibiteurs du CYP3A. L'augmentation de
I’exposition la plus importante a été observée pour I'ibrutinib (traitement des lymphomes et
leucémies) co-administré avec le kétoconazole (inhibiteur puissant du CYP3A4/5) montrant
le r6le important du CYP34 dans le métabolisme de ce médicament. Sur la base de ces
résultats il est conseillé d’éviter d’associer cette molécule avec des inhibiteurs ou des
inducteurs du CYP3A.

Lorsque les laboratoires ont été étudié les nouvelles molécules en tant qu’inhibiteurs ou
inducteurs, 17 molécules ont inhibé in vitro au moins une enzyme CYP dont en majorité le
CYP3AA4. Mais in vivo seulement 3 molécules ont montré une inhibition et 2 une induction, ce
gui montre I'importance de pouvoir extrapoler les données in vitro en données in vivo.
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Concernant les modeéles d’étude in vitro, le modéle basique a été utilisé en premier en
calculant le ratio (R) des clairances intrinseques en absence et en présence de I'inhibiteur ou
I'inducteur afin de déterminer si une étude d’interaction in vivo est nécessaire.

Concernant les transporteurs, 20 des 22 molécules approuvées ont été testées avec les
transporteurs recommandés par la FDA. Les études montrent que la P-gp est le transporteur
le plus impliqué soit en tant que substrat soit en tant que transporteur. L'interaction la plus
importante a été retrouvée avec le sofosbuvir (traitement de I’hépatite C) substrat de la P-gp
et du BCRP lorsqu’il est administré avec la ciclosporine (inhibiteur de la P-gp et du BCRP).

Sur toutes les molécules testées, 3 ont montré un pouvoir inhibiteur in vivo sur la P-gp, alors
que 85% d’entres elles ont montré une interaction in vitro avec au moins un transporteur.
Ces informations montrent, que lorsqu’elles sont testées in vitro, beaucoup de molécules
apparaissent comme substrats ou inhibiteurs de transporteurs mais pas forcément in vivo.
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Partie Ill : Communication des résultats d’études

1. Traduction des résultats en recommandations d’emploi

Les conséquences cliniques des interactions observées in vivo (ou in vivo) pour une nouvelle
molécule doivent étre étudiées afin de pouvoir émettre des recommandations d’utilisation.
Les données obtenues sur les mécanismes de ces interactions doivent étre utilisées pour
prédire d’autres interactions possibles.

1.1. Les données issus des études in vitro

Si I'on ne dispose seulement que de données in vitro positives sans données in vivo (ex:
absence de substrat sonde spécifique, design in vivo non réalisable...) et si les résultats in
vitro sont en faveur d’un risque d’interaction in vivo, 'EMA recommande au laboratoire de
discuter de ce risque et de si possible donner des recommandations quant a I'utilisation de
ce nouveau traitement.[1]

1.2. Les effets in vivo de médicament sur la molécule d’intérét

Il est recommandé d’évaluer la pertinence des effets clinique engendrés par les interactions
avec la molécule d’intérét afin de les utiliser pour prédire des effets avec d’autres molécules
ayant les mémes mécanismes d’interaction.

Les recommandations d’utilisation de la molécule doivent permettre aux patients de
recevoir le traitement de maniére efficace et sécuritaire. Si possible, il faut donner une
valeur cible des parameétres d’exposition de la nouvelle molécule en spécifiant quels sont les
changements qui justifient des ajustements de doses.

1.3. Informations et recommandations a mettre dans le RCP

Les informations issues des études d’interaction doivent étre renseignées dans la notice
d’utilisation du médicament ou Résumé des Caractéristiques du Produit (RCP). Ces
informations sont nécessaires aux prescripteurs pour utiliser le médicament dans des
conditions de sécurité et d’efficacité. La rédaction du RCP suit les recommandations des
agences EMA et FDA.

Le RCP est divisé en plusieurs sections; les sections 4 et 5 sont celles comprenant les
données issues des études de développement :

- Section 4: données cliniques
- 4.1 :indications thérapeutiques
- 4.2 :posologies et modes d’administration
- 4.3 : contre-indication
- 4.4 : mise en garde et précautions particulieres d’emplois
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- 4.5 :interactions avec d’autres médicaments et autres formes d’interactions
- 4.6 :grossesse et allaitement
- 4.7 : effet sur 'aptitude a conduire des véhicules ou a utiliser des machines
- 4.8 : effets indésirables
- 4.9 :surdosage
- Section 5 : propriétés pharmacologiques
- 5.1:propriétés pharmacodynamiques
- 5.2 : propriétés pharmacocinétiques

Les informations concernant les interactions médicamenteuses doivent étre renseignées
dans les sections 4.5 et 5.2 si cela concerne des interactions avec l'alimentation. Ces
informations doivent étre renvoyées aux sections 4.2, 4.3 ou 4.4. La section 4.5 doit contenir
toutes les informations sur les interactions et les recommandations seront résumées dans
les autres sections.[1]

Les interactions médicamenteuses sont a I'origine d’un systeme de prévention des risques se
traduisant par des contraintes de co-utilisation des médicaments. Ces contraintes sont
classées en quatre niveaux en fonction de la gravité de I'effet généré par 'interaction entre
plusieurs médicaments [41]:

- Contre-indication : c’est le niveau de contrainte le plus exigent ; il interdit |'utilisation
de certains médicaments entre eux sous peine d’engendrer des effets indésirables
graves, ou une perte d’efficacité, ou autres...

- Association déconseillée : cette contrainte préconise d’éviter le plus possible
I’association entre certains médicaments, mais elle ne linterdit pas en cas de
nécessité absolue en nécessitant une étroite surveillance.

- Précaution d’emplois : c’est le niveau de contrainte le plus fréquent, I'association est
possible du moment que certaines conditions sont respectées telles que I'adaptation
de posologie, la surveillance biologique, la bonne compliance du patient...

- A prendre en compte : le risque d’interaction existe, il correspond le plus souvent a
une addition d'effets indésirables. Aucune recommandation pratique ne peut étre
proposée et il revient au médecin d’évaluer I'intérét d’une telle association.

S’il n’y a pas d’interaction il faut également le spécifier dans le cas ou cela apporte des
informations d’intérét pour le prescripteur.

Dans la section 4.5 :

- D’abord renseigner les interactions dont la molécule d’intérét est victime ;
- Ensuite renseigner les interactions provoquées par la molécule d’intérét sur les
autres médicaments.

I est recommandé de donner des informations sur les enzymes impliquées dans
I’élimination de la molécule ainsi que les transporteurs ayant un impact significatif sur
I’absorption, la distribution et I’élimination de la molécule.
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Les effets de la molécule sur les enzymes et transporteurs doivent étre renseignés afin de
donner des informations quant aux mécanismes d’interaction.

Si la molécule est un inhibiteur ou inducteur d’enzyme, sa puissance doit étre renseignée en
donnant une estimation des modifications de I'exposition plasmatique du substrat en cas de
co-administration.

Sur la base des mécanismes d’interaction, les résultats peuvent étre extrapolés a d’autres
molécules et il est recommandé de donner une liste des médicaments pouvant étre affectés.
Si I'interaction passe par les CYP3A4, la liste serait trop longue et dans ce cas il faut choisir
les molécules engendrant les effets cliniques les plus graves.

Dans le cas ou des informations in vivo ne sont pas disponibles, les informations in vitro
doivent étre renseignées dans la section 5.2.

Les résultats des études doivent étre présentés en donnant les effets moyens apparaissant
lorsque les parameétres d’exposition sont les plus importants. Les données des études telles
que : substrats utilisés, design, doses, posologie et durée de traitement doivent étre
renseignées.

Exemple du RCP d’'une molécule approuvée par 'EMA en 2014 : le Xadago® (safinamide)
dans le traitement de la maladie de Parkinson : [42]

- 4.5 Interaction avec les autres médicaments et autres formes d’interaction
Les interactions médicamenteuses pharmacocinétiques in vivo et in vitro :

o Pas d’effet sur la clairance du safinamide lorsque est co-administré avec la L-
dopa et/ou des agonsites dopaminergiques ;

Le safinamide ne modifie pas le profil pharmacocinétique de la L-dopa

o Kétoconazole : pas de modification sur les taux de safinamide
Interaction in vivo avec les substrats des CYP1A2 et 3A4 (caféine et
midazolam): pas d’effet cliniquement significatif sur le profil
pharmacocinétique avec le safinamide. Ces résultats sont en accord avec les
études in vitro qui ont montré une absence d’inhibition et d’induction des
CYP ; ceux-ci jouant un réle mineur dans le métabolisme de la molécule.

o BCRP: le safinamide peut inhiber de fagon transitoire ce transporteur, par
conséquent un intervalle de temps de 5h doit étre respecté entre le
safinamide et les substrats du BCRP ayant un Tmax <2 h (ex : pitavastatine,
pravastatine, ciprofloxacine, methotrexate, topotecan, diclofenac ou
glyburide).

o Le safinamide est éliminé quasi exclusivement par métabolisme via des
amidases. Actuellement il n’y pas de produits connus engendrant des
interactions cliniquement significatives par inhibition ou induction
d’amidases.
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o Métabolite : le NW-1153 est un substrat du transporteur OAT3, les produits
inhibiteurs de I'OAT3 peuvent réduire la clairance du NW-1153 et augmenter
son exposition systémique.
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Annexes:

1. Substrats et inhibiteurs des cytochromes P450
a. Substrats et inhibiteurs du CYP1A2 [19]
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b. Substrats et inhibiteurs du CYP2A6 [19]
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c. Substrats et inhibiteurs du CYP2B6 [19]

d. Substrats et inhibiteurs du CYP2C8 [19]
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e. Substrats et inhibiteurs du CYP2C9 [19]
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f.  Substrats et inhibiteurs du CYP2C19 [19]
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g. Substrats et inhibiteurs du CYP2D6 [19]
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h. Substrats et inhibiteurs du CYP2E1 [19]

i. Substrats et inhibiteurs du CYP3A4/5 [19]
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2. Substrats et inhibiteurs et des UGT
a. Substrats des UGT[17]
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b. Inhibiteurs des UGT in vitro[17]
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3. Inducteurs des cytochromes et UGT [14]

Tableau des inducteurs par CYP [19]
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4. Substrats et inhibiteurs des transporteurs [26]
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Table 1| SLC transporters of emerging clinical importance in the absorption and disposition of drugs

Transzporter/alias
(Gene)

OATP1B1/OATP-C,
OATP2,LS5T-1
(SLCO1B1)

OATP1B3/OATP-8
(SLCO1B3)

OAT1
(SLC22A6)

OAT3
(SLC22A8)

OCT2
(SLC22A2)

OATP1A2/OATP-A
(SLCO1A2)

OATP2B1/OATP-B
(SLCO2B1)

OCT1
(SLCZ22A1)

PEPT1
(SLC15A1)

PEFT2
(SLC15A2)

MATE1
(SLC47A1)

MATEZ-K
(SLC47A2)

Selected substrates

Bromosulphophthalein,
oestrone-3-sulphate,
oestradiol-17 f-glucuronide,
statins*®, repaglinide*,
valsartan, olmesartan®,
bilirubin glucuronide, bilirubin,
bile acids

Bromosulphophthalein,
cholecystokinin 8, statins*,
digoxin, fexofenadine,
telmisartan glucuronide,
telmisartan®, valsartan,
olmesartan, oestradiol-17-
B-glucuronide, bile acids

Para-aminohippurate, adefovir,
cidofovir, zidovudine*,
lamivudine*, zalcitabine*,
acyclovir*, tenofovir®,
ciprofloxacin®, methotrexate*

Oestrone-3-sulphate,
non-steroidal anti-inflammatory
drugs, cefaclor, ceftizoxime,
furosemide*, bumetanide*

N-Methylpyridinium,
tetraethylammonium,
metformin®, pindolol,
procainamide, ranitidine
amantadine, amiloride,
oxaliplatin, varenicline*

Oestrone-3-sulphate,
dehydroepiandrosterone
sulphate, fexofenadine*,

bile salts, methotrexate,
bromosulphophthalein, cuabain,
digoxin, levofloxacin, statins®

Oestrone-3-sulphate,
bromosulphophthalein,
taurocholate, *statins,
fexofenadine, glyburide,
taurocholate

Tetraethylammonium,
N-methylpyridinium, metformin*,
oxaliplatin

Glycylsarcosine, cephalexin,
cefadroxil, bestatin, valacyclovir,
enalapril, aminolevulinic acid,
captopril, dipeptides, tripeptides

Glyeylsarcosine, cephalexin,
cefadroxil, bestatin, valacyclovir,
enalapril, aminolevulinic acid,
captopril, dipeptides, tripeptides

Metformin, N-methylpyridinium,
tetraethylammonium

Metformin, N-methylpyridinium,
tetraethylammonium

*Can potentially be used for in vivo (clinical) studies.
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Selected inhibitors

Saquinavir, ritonavir®,
lopinavir*, rifampicin*,
cyclosporine*

Rifampicin*,
cyclosporine*, ritonavir,
lopinavir*

Probenecid*, novobiocin

Probenecid®, novobiocin

Cimetidine*, pilsicainide,
cetirizine*, testosterone,
quinidine

Naringin, ritonavir,
lopinavir, saquinavir,
rifampicin®

Rifampicin, cyclosporine*®

Quinine, quinidine,
disopyramide

Glycyl-proline

Zofenopril, fosinopril

Quinidine, cimetidine,
procainamide

Cimetidine, quinidine,
pramipexole

Organs/cells

Hepatocytes
(sinusoidal)

Hepatocytes
(sinusoidal)

Kidney proximal tubule,
placenta

Kidney proximal
tubule, choroid plexus,
blood-brain barrier

Kidney proximal tubule,
neurons

Brain capillaries
endothelia,
cholangiocytes, distal
nephron

Hepatocytes
(sinusoidal), endothelia

Hepatocytes
(sinusoidal), intestinal

enterocytes

Intestinal enterocytes,
kidney proximal tubule

Kidney proximal tubule,
choroid plexus, lung

Kidney proximal tubule,
liver (canalicular
membrane), skeletal
muscle

Kidney proximal tubule

Comments

» Has a role in disposition and
excretion

» Has clinically relevant
polymorphisms

» Has a role in clinical
drug—drug interactions

* Has a role in disposition and
excretion

» Has a role in disposition
and excretion

# Has arole in clinical
drug—drug interactions

» Has a role in disposition
and excretion

# Has arole in clinical
drug—drug interactions

» Has a role in disposition
and excretion

» Has clinically relevant genetic
polymorphisms

* Has a role in clinical
drug—drug interactions

# Has role in disposition
and excretion

» Has arole in disposition
and excretion

» Has arole in clinical
drug—drug interactions

» Has a role in disposition
and excretion

» Has clinically relevant genetic
polymorphisms

* Has arole in clinical
drug—drug interactions

* Has arole in absorption,
disposition and excretion

» Has arole in clinical
drug—drug interactions

* Has arole in excretion

» Has arole in disposition
and excretion

» Has arole in clinical
drug—drug interactions

» Has a role in disposition
and excretion
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Table 2 | ABC transporters of emerging clinical importance in the abserption and disposition of drugs

Transporter/
alias (Gene)

MDR1/P-gp,
ABCB1
(ABCB1)

BCRP/MXR
{ABCG2)

BSEP/SPGP.
cBAT, ABCB11
(ABCB11)

MRPZ/ABCC2,
cMOAT
{ABCC2)

MRP3/ABCC3
{ABCC3)

MRP4/ABCC4
{ABCCH4)

MDR3/ABCBE4
(ABCB4)

Selected substrates

Digoxin®*, loperamide®,
berberine, irinotecan,
doxorubicin, vinblastine,
paclitaxel, fexofenadine

Mitoxantrone,
methotrexate, topotecan,
imatinib, irinotecan,
statins®, sulphate
conjugates, porphyrins

Taurocholic acid,
pravastatin, bile acids

Glutathione and
glucuronide conjugates,
methotrexate,
etoposide, mitoxantrone,
valsartan, olmesartan,
glucuronidated SN-38

Oestradiol-173-
glucuronide,
methotrexate,
fexofenadine, glucuronate
conjugates

Adefovir, tenofovir, cyclic
AMF, dehydroepian-
drosterone sulphate,
methotrexate, topotecan,
furosemide, cyclic GMF,
bile acids plus glutathione

Phosphatidylcholine,
paclitaxel, digoxin,
vinblastine.

Selected
inhibitors

Cyclosporine*,
quinidine®,
tariquidar,
verapamil

Oestrone,
17B-ocestradiol,
fumitre-
morgin C

Cyclosporin A,
rifampicin,
glibenclamide

Cyclosporine,
delaviridine,
efavirenz,
emtricitabine

Delaviridine,
efavirenz,
emtricitabine

Celecoxib,
diclofenac

Verapamil,
cyclosporine

Organs/cells

Intestinal enterocytes,
kidney proximal
tubule, hepatocytes
(canalicular), brain
endothelia

Intestinal enterocytes,
hepatocytes
(canalicular), kidney
proximal tubule, brain
endothelia, placenta,
stem cells, mammary
glands (lactating)

Hepatocytes
(canalicular)

Hepatocytes
(canalicular), kidney
(proximal tubule,
luminal), enterocytes
(luminal)

Hepatocytes
(sinusoidal), intestinal
enterocytes
(basolateral)

Kidney proximal tubule
{luminal), choroid
plexus, hepatocytes
(sinusoidal), platelets

Hepatocytes
(canalicular)

ABC, ATP-binding cassette. *Can potentially be used for in vive (clinical) studies.

Comments

# Has arole in absorption,
disposition and excretion

» Has arole in clinical
drug—drug interactions

» Has arole in absorption,
disposition and excretion

» Has clinically relevant
genetic polymorphisms

# Has arole in clinical
drug—drug interactions

» Has arole in excretion

# Has clinically relevant
genetic polymorphisms

* Has arole in clinical
drug—drug interactions

» Has arole in absorption,
disposition and excretion

# Has clinically relevant
genetic polymorphisms

» Has arole in clinical
drug—drug interactions

» Has arole in disposition

# Has arole in disposition
and excretion

» Has arole in disposition
» Has arole in clinical
drug—drug interactions
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Table 3 | Selected transporter-mediated clinical drug—drug interactions

Implicated
transporter®

Organic anion
transporting

polypeptides

Organic anion
transporters

Organic cation
transporters

P-glycoprotein

Breast cancer
resistance protein

Interacting drug

Cyclosporine
Cyclosporine
Cyclosporine
Rifampicin (single dose)
Rifampicin (single dose)
Lopinavir/ritonavir
Lopinavir/ritonavir
Probenecid

Probenecid

Probenecid

Cimetidine

Cimetidine

Cimetidine

Cimetidine

Cetirizine

Cimetidine

Quinidine

Ritonavir

Dronedarone
Ranolazine

GF120918

Affected drug

Pravastatin
Rosuvastatin
Pitavastatin
Glyburide
Bosentan
Bosentan
Rosuvastatin
Cidofovir
Furosemide
Acyclovir
Metformin
Pindolol
Varenicline
Pilsicainide
Pilsicainide
Dofetilide
Digoxin
Digoxin
Digoxin
Digoxin

Topotecan

Clinical pharmacokinetic impact on

affected drug*

AUC T890% and C__ T678%29224
AUC T610%™

AUC T360%andC__ T560%™
AUC T125%

Comug | 500%

Day4:C_ . T4700%%day10:C_ T400%>

AUC T107% and C__ T365%°
CL, {3290

CL 466%1°

CL, +32% and AUC T40%210212

AUC T50% and CL, ¥ 27%2521
CL, ¥~34%

AUC T29%

AUC T33%, CL 28%"

CL 441%2

CL $33%*

CL {34 48902

AUC T86%:2

AUC T157%andC__ 175%™
AUC Te0%andC__ Ta6%™
AUC T143%2

*Implicated transporter refers to the likely transporter; however, because the studies are carried out in vive it is not possible to assign
specific transporters to the drug—drug interaction. *Percent change refers to the difference between the area under the curve (AUC).
orC__.inthe presence and the absence of the inhibitor (interacting drug) normalized to the AUC in the absence of the inhibitor.

For clearance values (CL ), the values are normalized for the absence of the inhibitor. C,

, is the minimum drug concentration

observed after administration of a dose of the drug and the concentration prior to the administration of a subsequent dose.
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Titre en anglais:

New guidelines on pharmacokinetic drug interactions studies.

Résumé en anglais:

The multitherapy has become increasingly common to use especially in elderly population.
The use of concomitant medications may cause drug-drug interactions and lead to loss in
treatment efficacy or toxicity. Most of the drug-drug interactions have a pharmacokinetic
origin and may appear at different level in the organism: during the absorption, the
distribution, the metabolism or the elimination process. Assessing mechanism of
interactions is necessary for the safety use of medicinal products. The health agencies from
Europe (EMA) and USA (FDA) have written guidelines to help sponsors perform drug-drug
interactions studies. Following the guidelines different steps are required: for example
assessing first the elimination pathway of the drug, then assessing in vitro the ability of a
drug to assessing metabolism or transport of another molecule trough inhibition of
induction mechanism and then assessing in vivo the clinical consequences of drug-drug
interactions. These studies provide knowledge which is included in the SmPC of a new
medical product in order to give advice on how to administer it depending on the
circumstances.
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Résumé :

La polymédication est devenue une thérapie courante en particulier chez la personne agée.
La prise concomitante de plusieurs médicaments peut étre a l'origine d’interactions
médicamenteuses et entrainer une perte d’efficacité des traitements ou a l'inverse une
toxicité. Les interactions médicamenteuses sont pour la plupart d’origine pharmacocinétique
et peuvent survenir a n'importe quelle étape du circuit du médicament dans I'organisme:
lors de son absorption, de sa distribution, de son métabolisme ou encore de son élimination.
L'étude des mécanismes de ces interactions est indispensable a la bonne utilisation des
médicaments. Les agences de santé européenne (EMA) et américaine (FDA) ont chacune
émis leurs recommandations pour étudier ces interactions. Plusieurs étapes sont nécessaires
a ces études: par exemple étudier tout d’abord les voies d’élimination de la molécule,
étudier in vitro la capacité de la molécule a inhiber ou induire des enzymes ou des
transporteurs, étudier in vivo les conséquences cliniques des ces interactions. La
connaissance de ces interactions permet a terme de donner des recommandations
d’administration des médicaments dans leur notice d’utilisation (RCP).

Discipline administrative : Pharmacie

Mots-clés :

Interactions médicamenteuses — Pharmacocinétique — Réglementation — Recommandations
— US Food and Drug Administration — European Medicines Agency.

INTITULE ET ADRESSE DE L'UFR OU DU LABORATOIRE :
Université Paul Sabatier — Toulouse 3

Faculté des Sciences Pharmaceutiques

35, Chemin des Maraichers

31062 Toulouse Cedex 9



