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Introduction 
 
À l’horizon 2050, les infections bactériennes deviendront la première cause de décès dans le 

monde, devant les cancers. Cela sera dû au nombre croissant de souches résistantes à un ou 

plusieurs antibiotiques. Cette antibiorésistance a déjà commencé, car 700 000 décès sont dû à 

des bactéries résistantes (rapport mai 2016 « Review on Antimicrobial Resistance ») chaque 

année, et ce nombre sera augmenté à 10 millions par année en 2050. En termes économiques, 

cela équivaut à une perte de 100 000 milliards de dollars si aucune action n’est menée pour 

lutter contre cette antibiorésistance, d’après ce rapport de la « Review on Antimicrobial 

Resistance » en mai 2016. De plus, nous sommes face à une pénurie de nouvelles molécules 

antibiotiques.  Les laboratoires pharmaceutiques investissent peu dans ces thérapies car moins 

rentables que celles données au long cours, comme pour l’hypertension ou le diabète. Il est 

donc crucial de mieux comprendre les mécanismes de l’antibiorésistance d’une part car il est 

possible d’agir sur ces mécanismes pour rétablir la sensibilité aux antibiotiques. C’est le cas 

des ß-lactames qui sont associées à des inhibiteurs de ß-lactamases, des enzymes bactériennes 

qui dégradent les ß-lactames et induisent des résistances. Il est également important de mieux 

utiliser les antibiotiques disponibles. Ceci s’organise déjà au niveau national par des feuilles 

de route interministérielles (Novembre 2016) et international par des plans d’actions de 

l’Union Européenne (en 2001, 2011 et le dernier en juin 2017) et de l’Organisation Mondiale 

de la Santé (OMS) déclinés en 5 grands axes : 

- Sensibiliser le public et le personnel de santé à cette problématique 

- Renforcement de la surveillance et la recherche 

- Prévention des infections (assainissement et hygiène) 

- Optimisation de l’usage des antibiotiques 



11 
 

- Soutien des investissements durables pour la découverte de nouveaux traitements 

curatifs ou prophylaxiques. 

Parmi les moyens de mieux les utiliser (4ème axe) : préférer une administration locale plutôt 

qu’une administration systémique. Dans le cas des infections pulmonaires, qui aboutissent à 

800 000 décès d’enfants de moins de 5 ans rien qu’en comptant les infections à 

pneumocoques selon l’OMS, une administration locale par inhalation ou nébulisation apparaît  

comme une voie d’administration appropriée et serait préférable à une administration 

systémique, car cela permettrait d’avoir de fortes concentrations locales (et donc d’être 

potentiellement plus efficace) et de réduire l’exposition systémique (moins d’effets 

secondaires). Mais cela concerne-il tous les agents anti-infectieux ? Pour étudier cela, il est 

primordial de connaître la pharmacocinétique pulmonaire des antibiotiques. Celle-ci est 

dépendante de l’épithélium, qui peut être plus ou moins perméable à un composé, et des 

différents transporteurs qui sont au niveau de cet épithélium, et qui en fonction de leurs types 

et de leurs sens, peuvent aider à l’absorption ou la ralentir. Historiquement, la recherche sur 

les transporteurs a été orientée sur les organes impliqués soit dans l’absorption (intestins) ou 

les organes émonctoires (foie et reins). Mais dorénavant, avec l’expansion des bactéries multi 

résistantes, l’administration par voie pulmonaire pour traiter ces infections locales est de plus 

en plus étudiée, notamment par différents modèles in vitro. Mais existe-il des facteurs entre 

les modèles in vitro et les expérimentations in vivo qui pourraient amener à des divergences 

dans les observations ? Ces modèles in vitro permettent-ils de rendre compte de l’importance 

des transporteurs dans la pharmacocinétique pulmonaire des médicaments, et sont-ils 

représentatifs du comportement attendu in vivo ? Si un transport est décrit in vitro, a-t-il un 

réel impact sur la pharmacocinétique in vivo des anti-infectieux ? Ce potentiel impact sur la 

pharmacocinétique concerne-t-il tous les anti-infectieux ou certains, en fonction de 

caractéristiques physicochimiques, seront plus impactés ?
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I. Le poumon 

A. Structure physiologique 

1. L’arbre bronchique 

Le poumon est l’organe des échanges gazeux. Il est divisé en 2 grandes régions : les voies 

conductrices et la zone respiratoire (1, 2).  Les voies conductrices sont constituées de la cavité 

nasale, du pharynx, du larynx, de la trachée et de l’arbre bronchique jusqu’au 16ème 

embranchement. La zone respiratoire comprend la suite de l’arbre bronchique, c’est-à-dire   

les bronchioles respiratoires, les conduits alvéolaires ainsi que les sacs alvéolaires. L’arbre 

bronchique dans son ensemble est organisé en une série de 23 embranchements, en 

commençant par la trachée pour finir aux alvéoles (Tableau 1). Au fur et à mesure de la 

segmentation, le diamètre des conduits respiratoires diminue. Il est généralement inférieur à 2 

cm pour la trachée, et de l’ordre de 0.4 mm pour le conduit alvéolaire. 

Tableau 1 : Structure de l’arbre bronchique humain, selon le modèle de Weibel. Adapté de (3) 
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Les voies conductrices servent avant tout à amener l’air jusqu’à la zone respiratoire de l’arbre 

bronchique, là où les échanges gazeux se feront. Elles ont également un rôle de filtre. En effet, 

la segmentation de l’arbre bronchique fait que les particules inhalées s’impacteront sur les 

parois plus ou moins en profondeur de l’arbre en fonction de leur diamètre. Enfin, les voies 

conductrices servent à réchauffer et à humidifier l’air respiré. La zone respiratoire est le lieu 

des échanges gazeux, où l’oxygène pénètre dans le sang et le dioxyde de carbone en ressort. 

Les échanges gazeux se font principalement à partir de la 17ème génération (1, 2). 

Ainsi, les rôles différents des voies respiratoires vont être à l’origine d’un dimorphisme 

cellulaire : au niveau des embranchements supérieurs de l’arbre bronchique (trachée et 

bronches), l’épithélium est pseudostratifié et composé de cellules cylindriques dont des 

cellules ciliées, des cellules caliciformes et des cellules basales. L’épaisseur moyenne de cet 

épithélium est de 80 µm. Les cellules caliciformes produisent du mucus, un gel viscoélastique 

composé à 95% d’eau, 2% de mucine, 1% de sels, 1% de protéines (albumine, anticorps, 

enzymes) et 1% de lipides (4). Ce mucus permet en premier lieu de solubiliser les particules 

qui se déposent dans l’arbre bronchique. Les cellules ciliées sont responsables de la clairance 

muco-ciliaire. Elles permettent de faire remonter des particules dans l’arbre bronchique. À 

partir des petites bronches et jusqu’aux bronchioles, l’épithélium est constitué d’une 

monocouche de cellules cuboïdes ainsi que de cellules de Clara, cellules sécrétrices de 

glycoprotéines et progénitrices de cellules ciliées (5). Enfin, les alvéoles sont composées d’un 

épithélium de cellules squameuses (pneumocytes) de type I et de type II. Les pneumocytes de 

type I sont des cellules très minces (de l’ordre de 0.1 à 0.2 µm (6)) et étalées, dont la fonction 

est d’assurer les échanges gazeux avec les capillaires qui sont à proximité immédiate. Les 

pneumocytes de type II sont les cellules productrices de surfactant pulmonaire. La surface 

totale pulmonaire est estimée entre 70 à 140 m² (7, 8), dont plus de 99% correspond à la 
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surface alvéolaire totale (9). Plus de 93% de cette surface alvéolaire est composée de 

pneumocytes de type I (10). 

 

2. L’epithelial lining fluid (ELF) 

Les alvéoles sont dépourvues de mucus, mais sont recouvertes par un surfactant d’une 

épaisseur comprise entre 20 et 80 nm (6). Les estimations typiques du volume total de liquide 

de surface chez l’homme vont de 15 à 70 mL (11). Ce volume comprend donc le mucus des 

bronches ainsi que le surfactant pulmonaire, dont les épaisseurs sont variables le long de 

l’arbre bronchique. 

 Ce surfactant a pour rôle principal que les alvéoles ne s’effondrent pas sur elles-mêmes lors 

de l’expiration (1). Il est composé à 80% de phospholipides, de 5 à 10% de lipides neutres et 

de 8 à 10% de protéines (5). La composition en protéines de l’ELF a été évaluée par 

électrophorèse à deux dimensions : 50% d’albumine, 30% d’immunoglobulines 

(majoritairement A et G), ainsi que de la transferrine (5-6%) et de l’α1-antitrypsine (3-5%) 

(12). Ainsi, on peut en déduire que la concentration en albumine dans l’ELF doit être environ 

égale à 5% de sa concentration plasmatique. La teneur en albumine dans l’ELF a été étudiée 

selon d’autres techniques, dont les résultats sont résumés dans le Tableau 2 :  
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Tableau 2 : Concentration en albumine dans l’ELF et comparaison avec les normales plasmatiques 

 
Normale plasma 

(mg/mL) 
ELF (mg/mL) 

Ratio 

ELF/plasma 

Méthode de 

détermination 

(13)  40 0.5-0.7 1.25-1.75% 
Electrophorèse 

sur papier 

(14)    4% 

Dosage urée par 

méthode 

enzymatique 

(11)  40 3.7 9% 

Dosage ELISA 

de l’albumine 

corrigée par 

l’urée (dosage 

enzymatique) 

(15)  40 2-7 5-17.5% ELISA 

(16)  40 3.2 8% ELISA 

 

Dans l’ensemble, ces résultats sont en accord avec la précédente étude. En principe, à une telle 

concentration protéique, la liaison aux protéines dans l’ELF devrait être négligeable, en 

particulier pour les molécules faiblement (<50%) ou moyennement liées (entre 50 et 80%) 

(17). Cependant, pour les molécules fortement liées (>80%), il convient d’être prudent. Dans 

le cas de la dicloxacilline, qui est liée à 97% aux protéines plasmatiques, approximativement 

85% restent liés à une concentration en albumine de 10 mg/mL (17, 18). Selon les sources, la 

concentration en albumine dans l’ELF est 1.5 à 20 fois inférieure, mais une liaison reste 

possible. 
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On retrouve également des protéines spécifiques des tensioactifs. Elles représentent jusqu’à 

10% de la matière récupérée lors l’un lavage broncho-alvéolaire (LBA) (19), dont les 

protéines tensioactives A et D (SP-A et SP-D) en représentent la majorité. Elles font partie de 

la famille des collecteurs d’hydrates de carbone dépendant du calcium. Elles sont impliquées 

dans l’organisation des phospholipides qui agissent comme tensioactifs au sein des alvéoles. 

Elles ont également un rôle dans les mécanismes de défense de l’hôte. SP-A et SP-D peuvent 

se lier aux lipopolysaccharides de certaines bactéries et activer les macrophages alvéolaires 

(20). 

 

Des enzymes sont également présentes, du mucus des voies aériennes supérieures au 

surfactant des alvéoles. Un métabolisme précoce peut être initié dès l’administration d’un 

médicament, par des aldehydes déhydrogénases, des glutathiones transférases, des époxides 

hydrolases et des monooxygénases cytochrome-P450-dépendantes (21). 

Au sein de l’ELF sont également présentes des cellules du système immunitaire. D’après 

l’étude de Rennard et al.(11), après 5 lavages de 20 mL chez l’homme, la densité de cellules 

est de 210 ± 30 x103 cellules/mL de lavage. Après correction par le facteur de dilution, la 

densité dans l’ELF a pu être évaluée à 21 ± 3 x106 cellules/mL, dont 83 ± 8 % de 

macrophages, 17 ± 2 % de lymphocytes et 1 ± 0.3 % de neutrophiles. En multipliant cette 

densité cellulaire par le volume moyen des différentes cellules (2.5 à 5 x10-6 µL pour le 

macrophage, 0.2 et 0.3 x10-6 µL pour le lymphocyte et le neutrophile respectivement (22–25)), 

la part du volume de l’ELF constitué par des cellules peut être estimée entre 4 et 10% chez 

l’homme (26). 
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3. Le système vasculaire 

L’artère pulmonaire reçoit la totalité du débit sortant du cœur droit. Puis l’artère se divise 

jusqu’à faire un réseau de capillaires. Le débit au niveau des capillaires pulmonaires a été 

estimé à 3.31 L/min/m² par étude de la disparition pulmonaire du protoxyde d’azote (N2O) et 

du chloroforme (C2H2) après inhalation (27). D’autres équipes ont déterminé des données 

similaires, qui sont résumées dans le Tableau 3 : 

Tableau 3 : Débits capillaires pulmonaires 
Cournand (28) Chapman (29) Stead (30) Ebert (31) 

3.12 L/min/m² 3.27 L/min/m² 3.16 L/min/m² 3.59 L/min/m² 

 

Chaque capillaire a un diamètre proche de 10 µm, ce qui est légèrement supérieur au diamètre 

d’un globule rouge qui est inférieur à 7 µm, comme on peut le voir dans la Figure 1. Chaque 

globule rouge passe 3-4 secs dans le réseau capillaire (dû à la diminution du débit de l’artère 

pulmonaire de 5L/min au niveau des capillaires, de l’ordre du nL/min) qui couvre une surface 

d’environ 70 m² (10). Ce temps est suffisant pour être au contact de 2 ou 3 alvéoles et que 

l’équilibre entre l’oxygène dans les alvéoles et le dioxyde de carbone lié dans les globules 

rouges se fasse (1) et dans le même temps pour permettre le passage de molécules comme des 

médicaments. Ce temps sera plus long pour des molécules plus grandes. Bien que les 

capillaires soient fenestrés et laissent diffuser des molécules dont le poids moléculaire est 

inférieur à 1000 kDa, les cellules alvéolaires sont reliées par des jonctions serrées, donc 

étanches. Pour être absorbées, ces molécules doivent obligatoirement traverser l’épithélium 

alvéolaire (32). 
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Figure 1 : Photographie par microscopie électronique de la barrière alvéolo-capillaire. Il s’agit d’un 
capillaire (C) entre deux alvéoles (AV). Pour être absorbé, un composé doit suivre le chemin de diffusion 

indiqué par la flèche. Il doit franchir l’épithélium pulmonaire (EP), l’espace interstitiel (IN) et l’épithélium 
capillaire (EN). Dû à sa faible épaisseur, le surfactant alvéolaire n’est pas visible sur la photographie. On 

note la présence d’un globule rouge (EC) au centre du capillaire. Adapté de (1). 
 

 Le poumon, par sa large surface d’absorption (la deuxième plus large surface de 

l’organisme après le tractus gastro-intestinal), est une voie d’administration qui présente 

plusieurs intérêts : le poumon est un cul-de-sac physiologique où 100% de la dose est 

disponible pour être absorbée et l’action peut être locale (cas des infections pulmonaires). 

Mais cette voie comporte quelques difficultés, notamment le contrôle de la dose administrée 

(dose exacte qui emprunte la trachée vs œsophage, disposition le long de l’arbre bronchique) 

et le suivi de la pharmacocinétique locale. Pour pouvoir évaluer cette pharmacocinétique 
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locale, nous allons nous intéresser aux mécanismes de la diffusion à travers la barrière 

alvéolo-capillaire. 

 

B. Mécanismes du transport à travers la barrière alvéolo-capillaire 

La barrière alvéolo-capillaire est composée du surfactant qui tapisse les alvéoles, de 

l’épithélium alvéolaire, de l’espace interstitiel ainsi que de l’épithélium capillaire. Elle est très 

fine (0.3µm au minimum) et couvre une très large surface, comme précédemment mentionnée 

(environ 100 m²). Cette surface est étanche, car les cellules forment des jonctions serrées, 

limitant fortement le passage paracellulaire des molécules. Ces dernières doivent donc 

emprunter la voie transcellulaire pour être absorbées et il en existe deux mécanismes : la 

diffusion passive ou l’intervention de transporteurs actifs. Dans le cas des macromolécules, 

une autre possibilité est la prise en charge par des vésicules au pôle apical des cellules pour 

être transportées jusqu’au pôle basolatéral (endocytose par fixation à des récepteurs 

membranaires). C’est le cas par exemple de l’albumine et de l’insuline (33). 

 

1. Diffusion passive 

Elle intervient systématiquement, que la molécule soit lipophile ou hydrophile. Cependant, les 

mécanismes mis en jeu seront différents en fonction de la lipophilie/hydrophilie. Les 

composés lipophiles par leur capacité à traverser aisément les membranes, diffusent à travers 

les cellules (diffusion transcellulaire). Les molécules hydrophiles diffuseront à travers les 

jonctions serrées (diffusion paracellulaire), en fonction de leur taille, les plus petites 

diffuseront le plus facilement et les plus gros poids moléculaires diffuseront difficilement. La 

limite est souvent fixée à 11 Å (30). 
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La diffusion est décrite par la loi de Fick (Équation 1), où la vitesse de diffusion (ou le flux de 

matière) J est dépendante d’un coefficient de diffusion (ici la perméabilité membranaire P) et 

du gradient de concentration de part et d’autre de la membrane (C0-Ci) :  

 
Équation 1 : Equation de la loi de Fick 

 

 

2. Les transporteurs d’efflux cellulaires 

Les transporteurs d’efflux cellulaires sont des protéines intégrées aux membranes qui 

améliorent la fonction primaire de la membrane en effluant les composés qui la traversent. Les 

composés efflués peuvent être la molécule parent, son conjugué ou un métabolite. Ayant un 

rôle critique dans le maintien de l’homéostasie cellulaire, les transporteurs ou les protéines 

liées aux transporteurs sont codés par environ 2000 gènes, ce qui représente environ 7% du 

nombre total de gènes (34).  

 

Ces transporteurs sont dits actifs car l’export de substrats contre leur gradient de concentration 

requière de l’énergie. Des domaines de liaison aux nucléotides sont présents dans ces 

transporteurs afin de lier l’ATP dont l’hydrolyse fournira l’énergie nécessaire au transport, 

malgré des gradients de concentrations parfois considérables. Comme le premier transporteur 

d’efflux découvert, la glycoprotéine-P (P-gp, ABCB1 et MDR1), la plupart des transporteurs 

est composée de deux sous-unités à 6 domaines transmembranaires. MRP1, 2 et 3 (Multidrug 

Resistance-associated Protein, ABCC1, 2 et 3) possèdent en plus une autre sous-unité à 5 

domaines transmembranaires, et BCRP (Breast Cancer Resistance Protein, ABCG2) n’a 

qu’une seule sous-unité à 6 domaines transmembranaires (Figure 2) (35). Tous les 

transporteurs possèdent des branches extracellulaires N-glycosylées, dont la fonction n’est pas 
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encore bien connue. Ces branches ne sont pas nécessaires à la fonction de transport d’après 

des études in vitro (36). Des hypothèses sur leurs rôles d’aide à l’insertion dans la membrane 

et à sa stabilisation au sein de la membrane ont été émises (35).  

 

Figure 2 : Structure des pompes d’efflux de la famille des transporteurs ABC (NBD = domaine de liaison 
aux nucléotides). 

 

- Pgp 

La P-gp (ABCB1 dans la nomenclature des transporteurs cellulaires) a été le premier 

transporteur d’efflux découvert, par Juliano et Ling en 1976 dans des cellules ovariennes de 

hamster chinois, qui avaient été sélectionnées pour leur résistance à la colchicine (37). Cette 

souche cellulaire présentait également une résistance croisée à un large éventail de molécules 

amphiphiles. Comme cette altération de la perméabilité des composés était due à une 

glycoprotéine de surface, les auteurs l’ont nommée P-gp. Par la suite, ce transporteur a été 

abondement étudié au cours des 50 dernières années (38). Son autre nom, MDR1 (pour 
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MultiDrug Resistance protein), vient du fait que de nombreux médicaments sont transportés 

par cette protéine. En premier lieu on retrouve des molécules anticancéreuses cytotoxiques, 

qui ont été les premiers substrats décrits car les cellules tumorales surexpriment la P-gp. Mais 

d’autres molécules sont également transportées, qui sont le plus souvent d’une taille de 200 

Da à 1900 Da. La plupart contiennent un noyau aromatique, mais des composés circulaires ou 

linéaires non aromatiques sont également transportés. En plus de leur similarité de structure, 

les molécules transportées ont généralement un caractère amphiphile. Ce sont des molécules 

non-chargées, ou faiblement basiques, bien que certains composés acides soient également 

pris en charge comme le méthotrexate ou la phénytoïne. La nécessité du caractère amphiphile 

vient du fonctionnement de la P-gp. Le substrat de la P-gp doit s’insérer dans la bicouche 

lipidique de la membrane avant d’être pris en charge par le transporteur pour finalement être 

efflué dans le milieu extracellulaire (39). Cela a été montré avec des composés de membrane 

comme la phosphatidylcholine, où le substrat est « capturé » à partir du feuillet interne de la 

membrane (40–42). Les composés doivent pouvoir traverser la membrane pour être pris en 

charge par le transporteur. La diffusion passive et le transport par les transporteurs d’efflux 

sont deux phénomènes qui agissent en sens contraire. Si la diffusion est trop importante, elle 

peut saturer l’activité de la pompe d’efflux. 

La P-gp a été localisée dans de nombreux tissus, principalement au pôle apical des cellules 

(43) : au niveau de la barrière hémato-encéphalique (BHE) (44), de la barrière hémato-

testiculaire (45), hémato-nerveuse (46), materno-fœtale (47, 48), des canaux biliaires (43), de 

l’intestin (43), des reins (48) et du poumon (48). Le rôle est de protéger l’organisme en 

limitant l’absorption et/ou facilitant l’excrétion des composés exogènes. Dans le cas de la 

BHE, sans la P-gp, le cerveau serait 10 à 100 fois plus exposé aux substrats de la P-gp, avec 

des conséquences pharmacologiques cliniques (49, 50). Pour évaluer l’impact de la P-gp sur la 

distribution et la pénétration d’un substrat dans un organe, on peut utiliser des animaux 
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« knock-out », c’est-à-dire dont l’expression de la P-gp a été supprimée, ou on peut utiliser des 

inhibiteurs de la P-gp. Plusieurs de ces inhibiteurs sont eux-mêmes des substrats, suggérant 

une inhibition par compétition. C’est le cas de plusieurs principes actifs de médicaments, 

comme le vérapamil (inhibiteur calcique) ou la cyclosporine A (immunosuppresseur). Du fait 

de leur action pharmacologique, ces inhibiteurs sont moins utilisés. De nouveaux inhibiteurs 

(deuxième ou troisième génération) ont été développés, pour leur plus forte affinité ou pour 

leur manque d’effet pharmacologique. Parmi eux, il y a le PSC 833 qui est un analogue de la 

cyclosporine A, mais sans l’effet immunosuppresseur. Il peut donc être donné aux patients 

(51, 52). Cependant, le PSC 833 est également un inhibiteur enzymatique du cytochrome 

P450 3A4 (CYP3A4) (53). Lors d’études cliniques, il peut donc y avoir des modifications des 

clairances enzymatiques des composés substrats du CYP3A4, comme c’est le cas avec 

l’étoposide et la doxorubicine dont l’usage concomitant avec le PSC 833 nécessite une 

réduction de la posologie (51). Le GF120918 a été développé pour cette absence d’interaction 

enzymatique (54). Le GF120918 n’est pas sélectif de la P-gp, il inhibe également le 

transporteur BCRP (55). Cela peut être un avantage pour une utilisation clinique mais il est 

plus difficile d’utilisation pour une approche d’inhibition sélective de la P-gp. Le dernier 

inhibiteur de la deuxième génération est le LY335979, qui a été développé pour sa forte 

affinité avec la P-gp (56). Cependant, comme le PSC 833, il est également inhibiteur du 

CYP450 mais dans une moindre mesure (56). Deux inhibiteurs de troisième génération, le 

OC144-093 et le XR9576 apparaissent comme des inhibiteurs de forte affinité pour la P-gp et 

n’altèrent pas le métabolisme du paclitaxel (57, 58). 
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- MRP 

Le premier transporteur de cette famille, MRP1 (=ABCC1), a été découvert dans une lignée 

cellulaire résistante à la doxorubicine (59). De nombreux agents anticancéreux sont substrats 

de ce transporteur, comme des anthracyclines (doxorubicine, épirubicine), des camptothécines 

(topotécan), des alcaloïdes (vincristrine, vinblastine), des épipodophyllotoxines (étoposide). 

Certains métaux lourds sont également substrats (arsenic et antimoine trivalent). Le point 

commun de ces substrats est leur capacité à se conjuguer à la glutathione (GSH). En effet, 

MRP1 fonctionne comme un co-transporteur de composés organiques amphiphiles anioniques 

(60–63). Les composés hydrophobes sont co-transportés avec la GSH réduite, permettant leur 

export en dehors de la cellule. 

MRP1 est situé au niveau basolatéral des cellules, donc devrait avoir une action inverse à la P-

gp en permettant l’absorption de composés. Mais cela a tout de même une importance 

pharmacologique : dans certains tissus (tubules testiculaires, muqueuse oropharyngienne, 

plexus choroïde), c’est le côté basolatéral qui fait face au sang. Ce transporteur permet donc 

aux cellules de ces tissus de se protéger des toxiques venant du sang. Des souris déficientes en 

P-gp et MRP1 ont eu une augmentation de la sensibilité à des agents anticancéreux (x128 pour 

la vincristine et x3.5 pour l’étoposide) en comparaison à des souris non déficientes, tandis que 

des souris uniquement déficientes en P-gp ont été seulement plus sensibles d’un facteur 16 et 

1.75 pour la vincristine et l’étoposide respectivement (64). Les organes les plus touchés par 

cette augmentation de la sensibilité (et donc par une toxicité) ont été la moelle osseuse et la 

muqueuse gastro-intestinale, suggérant que ces tissus sont, en conditions normales, protégés à 

la fois par la P-gp mais aussi par MRP1.  

Il existe peu d’inhibiteurs de MRP1 : le plus utilisé est MK571, un analogue d’un médiateur 

de l’inflammation, le leucotriène LTC4, lui aussi pouvant se conjuguer au GSH (60). Les 

inhibiteurs de la P-gp comme la cyclosporine A et le PSC 833 peuvent également inhiber 
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MRP1. Mais leur affinité est plus faible pour MRP1 que pour la P-gp, donc leur utilisation 

n’est pas spécifique (60).  

 

MRP2 (=ABCC2) est une isoforme de MRP1, mais situé au niveau apical des cellules. 

Comme MRP1 également, il transporte principalement des composés organiques anioniques, 

couplés au GSH. Une étude a montré qu’une population de cellules (MDCK : cellules canines 

de rein Madin-Darby) surexprimant MRP2 avait une plus grande résistance à des composés 

anticancéreux comme l’étoposide et la vincristine (respectivement 5 et 2.3 fois) et que l’ajout 

de L-buthionine sulfomixine créait une déplétion en GSH et entrainait une diminution du 

transport de ces composés (65). Une autre population de cellules, HEK-293 (cellules 

embryonnaires de rein), surexprimant elle aussi MRP2 avait une résistance accrue à 

l’étoposide, au cisplatine, à la doxorubicine et à l’épirubicine (respectivement 4, 10, 7.8 et 5 

fois plus résistantes)(65). Ainsi, MRP2 est semblable à la P-gp, de par sa localisation et sa 

capacité à effluer non seulement les composés anticancéreux mais aussi d’autres substrats. 

Certains substrats sont communs aux deux transporteurs, comme l’étoposide, mais certains 

sont propres à un transporteur, comme la digoxine pour la P-gp ou le leucotriène LTC4 pour 

MRP. 

Pour l’instant, peu de molécules peuvent inhiber MRP2. On compte parmi elles la 

cyclosporine A et PSC 833, qui inhibent également la P-gp et MRP1. MK571 apparait comme 

un inhibiteur assez spécifique de la famille MRP (IC50 = 10 µM, 26 µM et 50 µM pour 

MRP2, P-gp et BCRP respectivement), mais aucun inhibiteur n’est vraiment spécifique d’une 

isoforme de MRP (66).  

D’autres isoformes de MRP existent. MRP3 (=ABCC3) et 5 (=ABCC5) sont situés au pôle 

basolatéral comme MRP1 ; MRP4 (=ABCC4) est situé au pôle apical comme MRP2. Dans 
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l’ensemble, ces transporteurs ont les mêmes fonctions et les mêmes substrats que leur voisin 

(étoposide pour MRP3, topotecan pour MRP4, methotrexate pour MRP5)(67).  

 

 

- BCRP 

Bien que BCRP (Breast Cancer Related Protein, également connus comme ABCG2 dans la 

nomenclature des transporteurs) soit le dernier transporteur découvert parmi cette liste (68), il 

est de nos jours l’un des transporteurs les plus étudiés. Comme son nom l’indique, BCRP a 

été décrite pour la première fois dans une lignée cellulaire de cellules cancéreuses du sein 

hautement résistantes à la mitoxantrone avec une résistance croisée à la doxorubicine  (69) ; 

BCRP est situé au pôle apical des cellules, comme la P-gp et MRP2. Leur distribution 

tissulaire se chevauche également, avec une présence confirmée dans le rein, le foie 

(épithélium des canalicules biliaires), les villosités de l’intestin ou le poumon. BCRP est 

également présent au niveau du placenta, faisant face au sang maternel et protégeant le fœtus 

des toxiques. En comparant leurs substrats, BCRP apparait également proche de la P-gp, avec 

un efflux du mitoxantrone, doxorubicine, daunorubicine et topotécan. BCRP est moins proche 

de MRP2, puisque ses substrats n’ont pas besoin d’un cotransport avec la GSH (68, 70, 71). 

BCRP est inhibé par GF120918, un inhibiteur commun à la P-gp et à BCRP. Il n’est pas 

utilisable pour cibler un transporteur spécifiquement mais peut avoir des intérêts cliniques 

(54, 72). La fumitremorgine C et ses analogues sont des inhibiteurs assez sélectifs de BCRP. 

Mais leurs effets neurotoxiques les empêchent d’être applicables en clinique, bien qu’ils 

puissent être utilisés dans des études in vitro (73, 74). Les analogues Ko (Ko132, 134 et 143) 

apparaissent comme les plus utilisables, car très actifs in vitro et peu cytotoxiques (66, 75, 

76). 
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La distribution pulmonaire est gouvernée par de nombreux facteurs dont certains sont propres 

à chaque molécule : sa physicochimie (masse moléculaire, logP et logD, solubilité, état 

d’ionisation, surface polaire) et le fait qu’elle soit substrat d’une pompe d’efflux. Parmi ces 

facteurs, certains sont devenus des paramètres de classification entre molécules, afin de 

prédire leur absorption. 

 

II. Les classifications biopharmaceutiques 

A. La BCS 

Dans un but de prédiction précoce de la PK in vivo, une classification biopharmaceutique a été 

développée en 1995 par G. Amidon (77). Elle fait la corrélation entre le profil de dissolution 

in vitro du composé et sa biodisponibilité in vivo en s’appuyant sur deux paramètres : la 

solubilité pour la partie dissolution, et la perméabilité pour caractériser le taux d’absorption. 

Au final, il est possible de prédire le comportement pharmacocinétique in vivo d’une molécule 

à partir de ces deux paramètres, donc seulement à partir d’études in vitro. Cela est largement 

utilisé dans l’industrie pharmaceutique, afin de procéder au plus tôt à un tri efficace des 

candidats et donc de ne garder que les molécules intéressantes. 

Une molécule est considérée comme très soluble si sa plus forte dose administrée (le plus fort 

dosage) peut être solubilisée dans 250 mL d’eau ou moins, sur une gamme de pH allant de 1 à 

7.5 et à 37°C (78).  

Une molécule est considérée comme très perméable si son taux d’absorption (parent plus 

métabolite(s)) correspond à au moins 85% de la dose administrée (détermination par une 

étude de la balance massique ou par comparaison avec la voie intraveineuse (77)). 

Les composés sont triés en 4 classes (Figure 3) :  
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Figure 3 : Classification biopharmaceutique (BCS) d’Amidon et al. basée sur la perméabilité et la 
solubilité des composés (77) 

 

Classe I : Très soluble et très perméable.  

Classe II : Peu soluble et très perméable 

Classe III : Très soluble et peu perméable 

Classe IV : Peu soluble et peu perméable 

 

B. BDDCS 

La BDDCS (Biopharmaceutics Drug Disposition Classification System = Classification basée 

sur l’élimination des composés) dérive de la BCS et s’appuie également sur la solubilité pour 

classer les composés (79). Mais pour le second paramètre (la perméabilité), il a été observé 

qu’une majorité de composés de la classe I et II (fortement perméables) de la BCS étaient 

éliminés par métabolisme, alors que les composés peu perméables (classe III et IV) étaient 

éliminés sous forme inchangée dans les urines et/ou la bile. En effet, les composés lipophiles 

sont généralement éliminés par métabolisme, afin que leurs métabolites plus hydrophiles, qui 
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ont une perméabilité membranaire plus faible, soient éliminés par excrétion rénale ou biliaire. 

Cette relation entre perméabilité et métabolisme est la base de la BDDCS. Le paramètre de 

perméabilité de la BCS est donc devenu la proportion du métabolisme dans l’élimination du 

composé (Figure 4).  

 

Figure 4 : Classification biopharmaceutique basée sur l’élimination des composés et leur solubilité (79) 
 

La différence principale entre les deux classifications se situe ici, à savoir si le paramètre 

perméabilité de la BCS (qui est définie comme l’absorption orale) est considéré comme un 

débit (absorption rapide vs lente) ou une proportion (absorption complète ou incomplète). Ces 

deux paramètres, même s’ils semblent similaires, ne sont pas interchangeables. Dans 

l’exemple du sotalol, qui a une Papp de 1.5 x10-6 cm/s dans la lignée cellulaire Caco-2 et qui 

est absorbé à 95%, deux autres composés ont une absorption différente malgré une 

perméabilité similaire :l’aténolol n’est absorbé qu’à 50% et l’acébutolol à 70% (67). La FDA 

avait considérée, dans l’implémentation de la BCS dans les guidelines, qu’une molécule très 



31 
 

perméable avait une absorption supérieure à 90% chez l’humain (67). Or pourquoi des 

molécules ayant la même perméabilité (Papp) seraient classées dans des catégories 

différentes ? Pour s’affranchir de cette question, dans la BDDCS, ce tri en fonction de la 

perméabilité est donc devenu un tri en fonction du métabolisme. Soit une molécule est 

éliminée majoritairement par métabolisme (>70%), soit son métabolisme est minoritaire 

(<30%). Peu de molécules ont un taux de métabolisme compris entre 30 et 70% (80). Une 

molécule qui a un fort métabolisme (> 70% de la dose administrée) a par extension une forte 

absorption (car pour être métabolisée, elle doit être absorbée), mais l’inverse n’est pas 

systématiquement vrai. 

 

Ces classifications sont utilisées dans plusieurs contextes :  

- Prédiction précoce de la biodisponibilité des produits en développement : une 

biodisponibilité faible entraîne une variabilité plus importante de l’absorption, donc un 

candidat médicament difficile à développer. 

- Etude de bioéquivalence: des molécules classées BCS I sont dispensées par la FDA 

d’études de bioéquivalence si la formulation permet une dissolution rapide (78). 

 

Plusieurs classifications ont été établies, afin de prédire l’absorption et l’élimination des 

composés. Mais ces différentes classifications sont utilisées exclusivement pour des 

médicaments administrés par voie orale. D’autres voies d’administration sont de plus en plus 

utilisées, soit pour une action locale, soit pour le confort du patient. Parmi elles, la voie 

pulmonaire. On se propose ici de développer une classification biopharmaceutique utilisable 

pour les médicaments destinés à être administrer via le poumon. 
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C. La classification biopharmaceutique pour la voie pulmonaire pBCS 

Les classifications présentées précédemment sont faites pour la voie orale et sont donc peu 

adaptées à la voie pulmonaire. En effet, le but d’une classification biopharmaceutique pour 

l’administration pulmonaire (pBCS) serait de prédire quel composé aurait l’avantage d’être 

nébulisé. Pour cela, on peut toujours trier les composés en fonction de leur perméabilité. Les 

composés seraient départagés en deux classes : les composés fortement perméables, qui 

seraient fortement absorbés et donc utilisés pour une action systémique et les composés peu 

perméables, avec une absorption limitée et qui seraient utilisés pour une action locale. Au 

contraire des classifications qui s’appuient sur la fraction absorbée (seuil entre les molécules 

fortement et faiblement perméables fixé à 85 ou 90% de la dose absorbée), il est nécessaire 

d’avoir un autre paramètre pour la pBCS. Car pour la voie pulmonaire, presque toute la dose 

est absorbée. Une partie peut être exhalée, ou éliminée par la clairance muco-ciliaire. Mais 

cette partie est très minoritaire par rapport à celle absorbée. Il faut donc un autre paramètre 

que la fraction absorbée pour définir la perméabilité. 

Comme vu lors de la description des classifications, la perméabilité des composés est un 

paramètre majeur. Pour l’absorption après administration par voie orale, l’important est de 

savoir si la totalité ou non du composé va être absorbée pendant le temps de transit dans le 

tractus gastro-intestinal. Pour évaluer l’absorption des composés, on peut comparer leur 

vitesse d’absorption, comme pour l’ECCS. Celle-ci peut être évaluée par des modèles 

cellulaires (in vitro), ou par étude de l’absorption dans un organe isolée (ex vivo) ou chez 

l’animal (in vivo). Ces modèles seront détaillés par la suite. Mais est ce que les transporteurs 

d’efflux sont pris en compte lors de ces études de diffusion ? 

D’une certaine mesure oui. Dans les cas des transporteurs d’efflux situés au pôle apical des 

cellules pulmonaires (P-gp, MRP2 et BCRP), leur action permet de limiter l’absorption des 

composés. Avec l’ajout d’un inhibiteur du transporteur impliqué, la perméabilité d’absorption 
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augmente. Cela a été montré dans l’étude de Mahar Doan et al. (81) où le passage de la BHE 

était testé pour plusieurs composés sur un modèle in vitro de MDCK (canine kidney cells, 

cellules canines de rein) de type II transfectées MDR1. Certains composés comme le labétolol, 

l’élétriptan et l’ampénavir montraient un ratio supérieur à 1 ente la perméabilité d’absorption 

(du sang vers le cerveau) et la perméabilité sécrétoire (du cerveau vers le sang). Cela 

témoignait d’un efflux par un transporteur. Après ajout d’un inhibiteur, dans ce cas du 

GF120918, le ratio s’est normalisé et ils ont observé une augmentation de la perméabilité 

d’absorption (Tableau 4). 

 

Tableau 4 : Perméabilités d’absorption et de sécrétion du labétolol, élétriptan et ampénavir sans et avec 
inhibition de la P-gp sur un modèle in vitro de MDCK de type II transfectées MDR1 (81). 

En nm/s 
Perméabilité 

d’absorption 

Perméabilité de 

sécrétion 
Ratio 

Perméabilité 

d’absorption 

avec inhibition 

Ratio avec 

inhibition 

Labétolol 40.9 362 8.85 73.7 1.05 

Elétriptan 14.8 663 44.7 429 1.09 

Ampénavir 28.8 834 29 401 1.28 

 

Si le composé est administré par voie pulmonaire pour une action locale, comme un 

antibiotique pour une infection pulmonaire, cette propriété de diminution de la perméabilité 

est intéressante. Si l’absorption est limitée, les concentrations locales sont augmentées et donc 

l’efficacité est accrue. Mais la seule information de la perméabilité d’absorption ne permet pas 

de savoir si le composé est substrat d’efflux. Cela est dicté par le ratio entre la perméabilité 

d’absorption et la perméabilité de sécrétion. Si ce ratio est supérieur à 2 (in vitro metabolism 

and transport mediated drug-drug interaction studies, guidance for industry, 2017, FDA), on 
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considère que le composé est substrat d’un composé d’efflux. Les transporteurs d’efflux 

diminuent donc la vitesse d’absorption des composés substrats.  

 

Mais ces transporteurs d’efflux aident aussi à la distribution vers le poumon après 

administration systémique. Dans le cas de la moxifloxacine chez le rat, après administration 

par voie IV, l’AUC dans l’ELF est supérieure à l’AUC dans le plasma (82). Cela témoigne 

d’un transporteur d’efflux pulmonaire. Mais après nébulisation, on observe le même ratio 

AUC ELF/plasma qu’après administration systémique. La nébulisation n’a donc apporté 

aucun avantage. Cela vient du fait que la moxifloxacine est une molécule assez lipophile 

(logP = -0.5), et qui a par conséquent une bonne diffusion dans l’organisme. L’équilibre entre 

le plasma et le poumon est si rapide que la voie d’administration n’a aucun impact sur les 

concentrations pulmonaires. 

Dans le cas d’une molécule peu perméable, comme la tobramycine (logP = -6.5), après 

administration systémique, le ratio des AUC ELF/plasma est égal à 1 (83). La tobramycine 

diffuse donc vers le poumon uniquement passivement, sans intervention d’un transporteur 

d’efflux. Mais après nébulisation, ce ratio devient très important, supérieur à 100. La voie 

d’administration a donc un véritable impact sur les concentrations pulmonaires des molécules 

peu perméables.  

 

Les transporteurs d’efflux permettent donc de diminuer la perméabilité d’absorption des 

composés substrats, mais leur intervention n’est pas forcément suffisante pour permettre un 

avantage à la nébulisation. Il y aurait donc un seuil entre les composés fortement et faiblement 

perméables. Nous allons maintenant voir les modèles qui permettent d’étudier cette 

perméabilité. 
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III. Les modèles d’étude 

A. Les modèles in vitro 

Le modèle cellulaire le plus intuitif pour étudier le passage à travers l’épithélium pulmonaire 

est la culture de cellules primaires. Des protocoles pour l’isolation et la culture des cellules 

épithéliales trachéo-bronchiques existent depuis plus de 40 ans, pour de nombreuses espèces. 

Ces protocoles utilisent des cellules de phénotypes différents et généralement, ces cultures 

sont de bons modèles pour l’étude du transport des molécules. Cependant, au fur et à mesure 

des passages, les cellules perdent la capacité à former des jonctions serrées et il en résulte une 

forte augmentation de la perméabilité paracellulaire. L’utilisation de ce modèle est donc 

limitée dans le temps. Il existe des modèles commercialisés prêt à l’emploi (comme 

Epiairway™ system) mais sont peu utilisés dans l’industrie pharmaceutique pour des raisons 

de coût, car il est nécessaire de les renouveler fréquemment. Des modèles issus de lignées 

cellulaires leur sont généralement préférés.  

Pour étudier le passage à travers l’épithélium pulmonaire, on cultive ces lignées cellulaires sur 

des inserts constitués d’une membrane microporeuse de 0.4µm. La culture peut se faire en 

condition LLC (Liquid covered culture), c’est-à-dire que les pôles apical et basolatéral de la 

monocouche de cellules sont en contact avec le milieu de culture ; ou en condition AIC (Air 

interface culture), où seul le pôle basolatéral est en contact avec le milieu de culture et le pôle 

apical fait face à l’air. Cette dernière condition est donc plus proche physiologiquement que la 

condition LLC. Quand les cellules sont confluentes, il est possible de faire une étude de 

transport.  Pour cela, en fonction du sens du transport étudié, l’un des deux pôles de la 

monocouche est mis en contact avec une solution contenant la molécule. A des temps 

réguliers, des prélèvements sont effectués dans ce compartiment accepteur pour suivre la 

cinétique du transport à travers la membrane cellulaire. De cette cinétique on pourra calculer 

la perméabilité de la couche cellulaire à la molécule selon l’équation suivante (Équation 2) :  
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Équation 2 : Calcul de la perméabilité apparente 

 

Où Papp est la perméabilité apparente de la couche cellulaire au composé étudié, dQ/dt est la 

quantité du composé qui est absorbée par unité de temps, S est la surface de la membrane 

microporeuse et C est la concentration initiale du composé dans le compartiment donneur. La 

perméabilité apparente est donc pondérée par la concentration initiale (une forte concentration 

mettra en jeu un gradient de concentration plus important et donc le flux à travers la 

membrane cellulaire sera également plus important) et indépendante du sens étudié. Si une 

molécule diffuse uniquement passivement à travers la couche cellulaire, la perméabilité 

apparente sera la même quel que soit le sens étudié. Il faudra également porter attention aux 

phénomènes de saturation si la molécule étudiée est substrat de transporteurs ; Dans ce cas, la 

perméabilité sera différente en fonction de la concentration initiale. L’intégrité de la 

membrane cellulaire est vérifiée dans les expériences de transport in vitro par deux 

techniques :  

- La mesure de la résistance électrique trans-epithéliale (TEER), avant et après 

l’expérience de transport : elle permet de s’assurer que les jonctions serrées sont 

étanches et qu’il n’y a eu de phénomène de toxicité 

- Le calcul de la perméabilité apparente d’une molécule test, comme la fluorescéine. 

Cette molécule est utilisée car très facilement dosable car fluorescente et on peut 

étudier son transport après l’expérience. En comparant sa valeur de perméabilité avec 

des valeurs références, on peut s’assurer de l’intégrité de la membrane cellulaire, mais 

a posteriori de l’expérience. La valeur de la perméabilité est généralement inférieure à 

0.7 x10-6 cm/s dans le modèle in vitro Calu-3 (84). 
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1. Calu-3 
 
Il s’agit d’une lignée de cellules épithéliales bronchiques humaines, dérivées d’un 

adénocarcinome du poumon  d’un homme caucasien de 25 ans (85). Elles ont pour origine 

précise les bronches proximales, entre la 3ème et la 6ème génération. Ces cellules forment une 

monocouche confluente lorsqu’elles sont cultivées sur une membrane microporeuse. Elles ont 

également la propriété de sécréter du mucus car ce modèle intègre à la fois des cellules ciliées 

et des cellules sécrétrices. Les cellules forment des jonctions serrées, mises en évidence par 

une forte TEER, supérieure à 1000 Ω.cm² dans le cas d’une culture en interface liquide/liquide 

(LLC) (86); ou entre 300 et 600 Ω.cm² dans le cas d’une culture en interface air/liquide (AIC) 

(3, 87). La mesure de la TEER est soumise à des nombreux facteurs influents, dont le type de 

culture, le nombre de passage, la surface de la membrane de support, la composition du milieu 

de culture et le temps de culture. Il en résulte une grande variabilité entre laboratoires (87). 

Des études ont montré que la culture en interface air/liquide générait une structure 

morphologique plus représentative de l’épithélium in vivo que les cellules cultivées en 

interface liquide/liquide car (i) les cellules sont recouvertes au pôle apical d’une fine épaisseur 

de mucus en AIC alors que les cellules en LLC ne présentent que des vésicules de sécrétion 

(ii) les cellules cultivées en LLC présentent une TEER plus élevée, qui témoigne de jonctions 

serrées plus restrictives. La présence de ces jonctions serrées fait des cellules Calu-3 un 

modèle utile pour l’étude du transport de molécules.  

La lignée cellulaire Calu-3 exprime de nombreux transporteurs, qui ont été mis en évidence 

par 3 méthodes : la détection de leur ARNm (par Reverse Transcriptase-PCR : RT-PCR), par 

la détection de leurs protéines (western blot ou LC-MSMS) (Tableau 5) ou par détection 

indirecte (efflux de substrat comme la rhodamine 123 qui est substrat de la P-gp). 
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Tableau 5 : Expression des transporteurs d’efflux dans la lignée Calu-3 
 Calu-3 jour 15 

(RT-PCR) (88) 

Calu-3 LC/MSMS (fmol/µg de 

protéines de la membrane 

plasmatique) (89) 

MDR1 (P-gp) ++ <0.0780 

MRP1 +++ 2.69±0.58 

MRP2 ++ 1.32±0.19 

BCRP + 2.99±0.47 

+ = faible expression, ++ = expression modérée, +++ = expression élevée 

La méthode de détection par LC/MSMS conclut à une absence de P-gp dans les Calu-3, or de 

l’ARNm a été découvert dans ces mêmes cellules par RT-PCR. De plus, l’efflux de la 

rhodamine 123 est présent, avec un ratio allant de 2.4 (90) à 11.5 (3). Cet efflux a également 

été mis en évidence au sein de notre laboratoire, avec une modification de la perméabilité en 

présence d’un inhibiteur de la P-gp (Figure 5). On peut donc en conclure que la P-gp est 

présente dans cette lignée cellulaire, malgré l’absence de détection de ses protéines par 

LC/MSMS bien que présentes en Western Blot (84) et par différentes études de mesures 

d’activités.  

 

Figure 5 : Perméabilité apparente de la rhodamine 123 dans la lignée cellulaire Calu-3 avec ou sans 
inhibiteur de la P-gp (PSC-833) dans le sens apical vers basolatéral (A-to-B) et basolatéral vers apical (B-

to-A). De (91) 
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2. NCI-H441 

La lignée cellulaire NCI-H441 provient d’un adénocarcinome pulmonaire humain, mais 

d’origine plus distale que la lignée cellulaire Calu-3. Ces cellules présentent des 

caractéristiques de l’épithélium pulmonaire bronchique (cellules de Clara) mais également des 

marqueurs typiques des pneumocytes de type II comme les protéines de surfactant SP-A, SP-

B, SP-C et SP-D (92). Tout comme les Calu-3, les cellules NCI-H441 forment des jonctions 

serrées et génèrent une TEER proche de celles des Calu-3 (≈1000 Ω.cm² après 13 jours de 

culture en LLC et ≈300 Ω.cm² en AIC). Cependant, cette lignée cellulaire nécessite 

l’utilisation de corticostéroïdes pour développer les jonctions serrées (TEER <100 Ω.cm² en 

l’absence de corticostéroïdes) (93). 

 
La lignée cellulaire NCI-H441 exprime les principaux transporteurs d’efflux, comme la lignée 

Calu-3 (Tableau). Tout comme dans les Calu-3, la LC/MSMS n’a pas permis de mettre en 

évidence la P-gp (Tableau 6). 

Tableau 6 : Expression des transporteurs d’efflux dans la lignée NCI-H441. De (89) 

  

Mais ce transporteur a été détecté par Western blot et immunofluorescence, ainsi que par des 

études indirectes en mesurant la perméabilité de substrats en l’absence ou en présence 

d’inhibiteur de ce transporteur (Figure 6) (93). Ici, la P-gp a été inhibée avec LY335979 (10 

 
NCI-H441 LC/MSMS (fmol/µg de protéines 

de la membrane plasmatique)  

MDR1 (P-gp) <0.0780 

MRP1 1.97±0.25 

MRP2 2.44±0.25 

BCRP 4.07±0.94 
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µM). À la suite de cette inhibition, le ratio entre les perméabilités A-B et B-A s’est normalisé, 

preuve de la présence d’un efflux par la P-gp. 

 

Figure 6 : Perméabilités de la rhodamine 123 sur la lignée cellulaire NCI-H441 avec ou sans inhibiteur de 
la P-gp (LY335979). De (93) 

 

Tout comme les Calu-3, la lignée NCI-H441 possède des jonctions serrées et expriment tous 

les principaux transporteurs d’efflux qui sont retrouvés in vivo. Il s’agit également d’un bon 

modèle d’étude in vitro de la pharmacocinétique pulmonaire. 

 

3. 16HBE14o- 

Il s’agit d’une lignée cellulaire dérivée d’un épithélium pulmonaire non-cancéreux qui a été 

immortalisée par transfection virale (94). Ces cellules forment des couches polarisées, avec 

présence de microvillosités et de cils. La lignée 16HBE14o- forme des jonctions serrées, avec 

une TEER proche de 800 Ω.cm² en LCC mais inférieure à 150 Ω.cm² dans le cas de l’AIC 

(95). Cette lignée cellulaire ne se cultive donc qu’en condition LCC. 

 

4. A549 

Il s’agit de cellules alvéolaires, isolées elles aussi d’un adénocarcinome humain. Elles ont un 

phénotype proche des pneumocytes de type II et produisent des protéines de surfactant (96, 
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97). Cependant, ces cellules ne forment pas de jonctions serrées suffisamment étanches pour 

permettre des études de transport (98, 99).  

 

B. In vivo 

Schanker et al. ont été les pionniers dans les années 70 de l’étude in vivo du dépôt suivant une 

administration pulmonaire et de l’absorption qui s’en suit (100). Ils ont listé un large éventail 

de paramètres et de sources de variabilité qui existent et qui peuvent conduire à des 

différences entre laboratoires :  

- Anesthésique utilisé (Pentobarbital, Isoflurane, Kétamine/xylazine …) 

- Accès à la trachée (trachéostomie, administration orotrachéale) 

- Appareil utilisé pour l’administration (Seringue avec ou sans aiguille, microsprayer, 

insufflateur, inhalateur) 

- Site de l’administration (en amont de la bifurcation trachéale) 

- Position de l’animal (de 0 à 90° par rapport à l’horizontal) 

- Volume/quantité administrés (de 10 à 500 µL) 

 

La plupart des études ont été réalisées avec comme modèle un rat ou un cochon d’Inde. Des 

études avec de petits animaux ne requéraient que de petites quantités à administrer pour que 

les concentrations recueillies soient quantifiables. De plus, des animaux de cette taille 

pouvaient supporter de multiples prélèvements sanguins pour une cinétique, ce qui n’est pas le 

cas des souris par exemple. De plus gros animaux augmentaient les coûts.  

 

Pour l’administration pulmonaire, plusieurs méthodes ont été développées :  

- L’instillation intratrachéale directe avec hémisection de la trachée et insertion d’une 

canule jusqu’à la bifurcation trachéale 
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- L’instillation orotrachéale, avec utilisation d’un appareil de type microsprayer 

- Intubation des animaux avec ventilation à pression positive d’un aérosol 

- Exposition de l’animal vigile à un aérosol par utilisation d’un système « nose-only » où 

l’animal est enfermé dans un tube et où son museau est au contact d’un aérosol. 

Il est possible d’évaluer les régions pulmonaires où ont eu lieu les dépôts à la suite d’une 

nébulisation grâce à la scintigraphie (101). Pour cela, un composé comme le technétium 99 est 

administré par nébulisation et après scintigraphie, il est possible de déterminer si la zone de 

dépôt est majoritairement trachéale, bronchique ou alvéolaire. Cependant, cette méthode ne 

permet pas de déterminer les concentrations d’un composé non radioactif. 

Après administration, on peut suivre l’absorption du composé en effectuant une cinétique 

plasmatique sur animal cathétérisé. Mais si on souhaite connaitre l’exposition du poumon, il 

faut pratiquer un prélèvement pulmonaire sur l’animal. Pour étudier cette pharmacocinétique 

au niveau du poumon, il existe plusieurs méthodes d’études :  

 

- Homogénat de tissus pulmonaires : c’est une technique simple mais destructive. Le poumon 

est prélevé, puis broyé pour faire un homogénat. La concentration du composé étudié est donc 

déterminée dans cet homogénat. Cette technique permet d’avoir une concentration moyenne 

ponctuelle de tous les compartiments pulmonaires : mucus, tissu, ELF, liquide interstitiel et 

sang. Et le plus souvent, cette méthode donne des résultats erronés (102). Dans le cas des 

molécules qui se distribuent dans le liquide interstitiel comme les ß-lactames ou les 

aminosides, l’homogénéisation du tissu provoque le rassemblement du liquide interstitiel et 

du liquide intracellulaire, conduisant à une dilution des concentrations réelles, A l’inverse, les 

molécules à diffusion cellulaire prédominante auront lors de l’homogénéisation une hausse de 

leurs concentrations extracellulaires. 
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- Microdialyse : elle consiste en l’introduction d’une sonde semi-perméable dans un tissu 

(103–105). La sonde est perfusée avec une solution saline, qui s’équilibre au niveau de la 

membrane avec le milieu extracellulaire. Il est donc possible d’avoir un suivi des 

concentrations libres (seule la fraction libre peut diffuser à travers la membrane semi-

perméable). Cependant, il s’agit une technique invasive (implémentation des sondes) et n’est 

que peu efficace pour le suivi des molécules lipophiles (faible rendement des sondes) et des 

molécules à diffusion intra-cellulaire (milieu inaccessible à la sonde) (106). Cette technique 

est utilisée en préclinique pour étudier la diffusion d’antibiotiques sur des rats sains ou 

infectés (105, 107–110). La mise en place de cette technique au niveau pulmonaire chez 

l’homme est compliquée car elle nécessite de travailler avec des patients qui doivent avoir 

recours à une chirurgie cardiothoracique (111–115). Chez ces patients, l’accès aux poumons 

est direct lors de la chirurgie et l’implémentation des sondes dans le parenchyme est possible. 

Dernièrement il a été possible de suivre la pharmacocinétique d’anticorps monoclonaux sur 

plusieurs jours chez le primate (116). 

 

- Lavages bronchoalvéolaires (LBA) : il s’agit une technique semi-invasive chez l’homme et 

invasive chez le petit animal. Elle consiste en l’introduction d’une canule dans les bronches et 

réaliser des lavages du poumon par l’instillation d’un liquide et de son ré-aspiration après 

quelques secondes (117). Chez l’homme, l’introduction de la canule se fait par la cavité nasale 

ou par intubation chez le patient en réanimation, mais chez les petits animaux, l’introduction 

se fait obligatoirement au niveau de la trachée, après hémisection de celle-ci. Par conséquent, 

seul un prélèvement peut être réalisé par animal. Lors de la technique, mucus et surfactants 

sont récupérés mais dilués par le processus. Afin d’estimer les concentrations initiales, il est 

possible de déterminer ce facteur de dilution en utilisant les concentrations d’un marqueur de 

dilution. De nombreux marqueurs ont été étudiés : albumine, sphingomyéline, 
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immunoglobuline A, urée (118). Les deux premiers n’ont pas été validés en tant que 

marqueurs fiables. L’immunoglobuline A ne peut pas être utilisée dans le cas d’une étude 

avec une infection. L’urée est une petite molécule endogène non liée aux protéines et non 

polaire, qui diffuse dans l’ensemble de l’organisme. Ainsi, sa concentration dans l’ELF doit 

être égale à sa concentration plasmatique. En corrigeant les concentrations dans le LBA par le 

facteur de dilution de l’urée (Équation 3), il est possible d’estimer les concentrations initiales 

dans l’ELF (119) (Équation 3). 

Équation 3 : Equation pour l’estimation des concentrations dans l’ELF (CELF estimé) à partir de la 
concentration dans le lavage bronchoalvéolaire (CLBA) et des concentrations uriques plasmatiques (Cplasma 

urée) et dans le LBA (CLBA urée). 

 

Cette technique requière donc un prélèvement sanguin afin de déterminer la concentration 

plasmatique de l’urée au moment où le LBA est fait. 

Il s’agit toutefois d’une estimation de la concentration dans l’ELF et plusieurs sources d’erreur 

peuvent être identifiées. Si le liquide de lavage séjourne trop longtemps dans le poumon lors 

du LBA, l’urée diluée aura le temps de s’équilibrer avec l’urée du milieu interstitiel et 

plasmatique, menant à un facteur correctif plus faible. Un séjour de plus d’une minute peut 

entraîner jusqu’à 200% d’erreur d’estimation (11, 89, 90). Une deuxième source d’erreur peut 

être la contamination par du sang lors de la mise en place de la canule. Le lavage pourra être 

contaminé par un apport d’urée et/ou de la molécule à étudier. Enfin, les cellules présentent 

dans l’ELF, particulièrement les macrophages, peuvent être lysés durant le processus de 

lavage (26, 122). Dans le cas des molécules ayant une affinité intracellulaire, la lyse des 

cellules, même partielle, peut augmenter artificiellement les concentrations dans le lavage, 

comme le montre la Figure 7. Dans cet exemple, la grépafloxacine a un ratio 

intracellulaire/extracellulaire proche de 25. Si lors d’un lavage bronchoalvéolaire, le volume 
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des cellules lysées atteint 10% du volume de l’ELF, une surestimation de 300% des 

concentrations dans l’ELF est estimée. 

 

Figure 7 : Graphique représentant la surestimation des concentrations dans l’ELF de la ciprofloxacine 
(CIP), de la moxifloxacine (MXF) et de la grépafloxacine (GRX) en fonction de la lyse des macrophages (K 
est le ratio entre les concentrations intracellulaire/extracellulaire de chaque antibiotique). (82) 
 

Cette dernière source de confusion peut difficilement être quantifiable, car elle dépend de 

l’affinité intracellulaire, du nombre de cellules présentes dans l’ELF ainsi que du pourcentage 

de lyse des cellules durant le processus. 

En connaissant les concentrations dans l’ELF, la détermination de la pharmacocinétique entre 

le poumon et le sang est possible car il est possible de négliger la clairance mucociliaire (MC) 

(Figure 8) : 
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Figure 8 : Pharmacocinétique d’un composé à la suite d’une administration pulmonaire. A la suite d’une 
nébulisation, le composé peut se déposer au niveau des alvéoles et être métabolisé, phagocyté, absorbé ou 

efflué vers les bronches par la clairance mucocilliaire (CM). Si le dépôt a lieu au niveau 
trachéobronchique, le composé peut être absorbé ou efflué vers le tractus gastro-intestinal (TGI) par la 

CM. De (123) 
  

 

C. Ex vivo 

Les études ex vivo sont un compromis entre les études in vivo et in vitro. Elles offrent plus de 

possibilités et plus de souplesse dans les protocoles que les études in vivo, et sont plus proches 

de la physiologie que les modèles in vitro (124). La technique la plus utilisée est le poumon 

isolé et perfusé (IPL : isolated perfused lung), illustré dans la Figure 9. 
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Figure 9 : Schéma de la technique de poumon isolé et perfusé. Les différents éléments sont : 1 pompe de 
ventilation ; 2 valve à pression positive pour inspiration ; 3 valve à pression positive pour fin 
d’expiration ; 4 piège à bulles d’air ; 5 pompe péristaltique ; 6 manomètre de la pression de perfusion ; 7 
réservoir veineux. De (125) 
 

 Dans cette technique, les poumons d’un animal sont prélevés et installés dans un système 

artificiel sous des conditions expérimentales spécifiques. Pour être au plus proche des 

conditions physiologiques, les poumons extraits sont perfusés et la respiration est maintenue 

mécaniquement avec insufflation d’air dans la trachée. La perfusion peut être faite avec du 

sang autologue ou un milieu artificiel suppléé en albumine et glucose. Ce perfusât est 

équilibré avec un mélange d’oxygène et de dioxyde de carbone. Dans ces conditions, les 

poumons peuvent être maintenus viables pendant 2 à 3 heures à 37 °C (123). Il est donc 

possible de procéder à une cinétique d’absorption et là est le principal intérêt des 

expérimentations ex vivo. Comme vu lors de la description des études in vivo, chaque 

prélèvement d’ELF est destructif, donc un animal ne peut correspondre qu’à un temps de la 

cinétique. Mais dans les conditions ex vivo, une dose est administrée dans les poumons à 

l’instant t=0, et une cinétique d’absorption peut être effectuée dans le perfusât « sanguin » 

durant le temps où les poumons sont viables, comme montré dans l’exemple ci-dessous 
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(Figure 10) où il est possible de déterminer une constante d’absorption pour chaque molécule 

étudiée, ainsi que d’évaluer le pourcentage absorbé. 

 

Figure 10 : profils du pourcentage moyen de la dose absorbée au niveau du perfusât en fonction du temps 
après administration pulmonaire dans un poumon isolé de rat (■ : FNa (fluorescéine disodique ; ▼ : FD-4 
(dextrans FITC) ; ○ : F-PHEA (dérivé de l’aspartamide) ; ◊ : insuline ; Δ: Immunoglobuline G). De (123) 

 
 
Cette méthode a cependant quelques limites :  

- La principale est le maintien en conditions viables des poumons, tout le long de 

l’expérimentation 

- La mise en place de l’expérimentation, qui nécessite une grande technicité de 

l’opérateur. 

- Les poumons ne peuvent être maintenus viables que 3h au maximum. Pour des 

molécules faiblement absorbées, ce temps peut être insuffisant pour quantifier 

l’absorption. 

 

Nous avons donc vu différentes méthodes d’exploration de la distribution pulmonaire, 

chacune avec des avantages et ses inconvénients. Mais comme ces méthodes sont utilisées 
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dans des conditions différentes, cela peut occasionner des divergences dans les résultats, 

suivant la méthode employée. 

 

IV. Problématique : divergence vitro/vivo 

 

Les différentes classifications étudiées ont toutes pour objectif de prédire le comportement in 

vivo de médicaments à partir de données in vitro. Dans la BCS, les molécules sont 

catégorisées en 4 classes, en fonction de leurs paramètres physicochimiques, sans avoir 

d’ordre particulier au sein d’une classe. Mais une amélioration serait d’établir une corrélation 

entre ces paramètres obtenus in vitro et des paramètres in vivo caractérisant leur 

comportement biopharmaceutique. Un paramètre in vitro possible serait la perméabilité 

apparente du composé. Celui-ci, comme vu précédemment, est obtenu par des études de 

transport dans des lignées cellulaires. Ce paramètre permet la distinction entre des molécules 

qui traversent difficilement les épithéliums et les molécules qui les traversent facilement et 

rapidement. La question du seuil entre les deux catégories de molécules reste en suspens pour 

le moment, puisqu’il faut faire le lien avec le comportement in vivo. 

Pour le paramètre in vivo qui pourrait faire l’objet d’une classification, notre laboratoire 

propose le « therapeutic availability » (TA ; disponibilité thérapeutique). Ce paramètre permet 

d’évaluer l’intérêt d’administrer un composé par la voie pulmonaire par rapport à la voie 

intraveineuse. Il est calculé selon l’équation suivante (Équation 4) : 

Équation 4 : Calcul du « Therapeutic availability TA » 

 

Où AUCELF, NEB est l’AUC dans l’ELF après administration pulmonaire, DOSENEB est la dose 

administrée par nébulisation (NEB), AUCELF,IV est l’AUC dans l’ELF après administration 

intraveineuse et DOSEIV est la dose administrée par IV. Ce paramètre a été décrit pour la 
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première fois par Yapa et al (126), pour évaluer l’exposition des expectorations en CMS 

(Colistin Methanesulfonate ; promédicament antibiotique) chez des patients atteints de 

mucoviscidose. Si ce ratio est proche de 1, alors il n’y pas d’intérêt à administrer par la voie 

pulmonaire un médicament, car l’exposition dans l’ELF est la même quelle que soit la voie 

d’administration. C’est le cas par exemple des fluoroquinolones. Notre laboratoire a étudié la 

pharmacocinétique systémique et pulmonaire de plusieurs fluoroquinolones chez le rat, après 

administration iv ou nébulisation. Les résultats sont présentés dans la Figure 11 :  

 

Figure 11 : Profils pharmacocinétiques chez le rat dans le plasma (en rouge) et l’ELF (en bleu) obtenus 
après administration intraveineuse (à gauche) et nébulisation (à droite) de fluoroquinolones 

(ciprofloxacine CIP, lévofloxacine LVX et moxifloxacine MOX) (82) 
 

 

Quelle que soit la voie d’administration, le même profil pharmacocinétique est présent chez 

les 3 fluoroquinolones étudiées (ciprofloxacine, lévofloxacine, moxifloxacine) (82). Le profil 

est légèrement différent lors de la première demi-heure, car l’équilibre n’est pas encore atteint. 

Leur TA est respectivement de 1.2, 1.0 et 0.95. Pour cette catégorie de molécules, ce sont 

généralement des molécules lipophiles (logP de 0.28, 2.1 et 2.9 respectivement) qui devraient 

donc diffuser vite. C’est le cas pour ces trois fluoroquinolones qui ont des Papp dans la lignée 
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Calu-3 de 0.7, 2.4 et 5.0 x10-6 cm/s respectivement. Ces différents paramètres sont cohérents 

car on est en présence de molécules lipophiles, qui diffusent rapidement : la voie 

d’administration n’a aucun impact sur la pharmacocinétique de ces composés. 

 

Mais dans le cas où l’exposition de l’ELF est plus importante après administration pulmonaire 

vs administration intraveineuse, le TA sera supérieur à 1. C’est le cas typique des 

aminoglycosides, comme la tobramycine, gentamycine et amikacine, et d’autres antibiotiques 

comme la colistine ou l’aztreonam. Ces molécules sont très hydrophiles, avec des logP de -

6.5, -3.1, -3.2 pour les aminosides respectivement, et -2.4 et -3.1 pour la colistine et 

l’aztréonam. On retrouve ces résultats dans les études de transport in vitro, où les Papp dans la 

lignée cellulaire Calu-3 sont inférieures à 0.05x10-6 cm/s pour quatre des cinq molécules 

citées, et légèrement supérieur pour l’aztréonam (0.07 x10-6 cm/s). Ces résultats sont 

également cohérents avec les résultats in vivo, puisque des TA chez le rat ont été calculés à 

172, 108 et 1137 pour la tobramycine (83), gentamycine et amikacine (127) respectivement, et 

636 et 2761 pour la colistine (128) et l’aztréonam (129). On retrouve ces résultats dans les 

profils pharmacocinétiques de la colistine, tobramycine et aztréonam présentés dans la Figure 

12: 
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Figure 12 : Profils pharmacocinétiques chez le rat sain dans le plasma (en rouge) et l’ELF (en bleu) 

obtenus après administration intraveineuse (à gauche) et nébulisation (à droite) de molécules à faible 
perméabilité cellulaire : colistine (COL), tobramycine (TOB) et aztréonam (ATM) (83, 128, 129) 

 

 

D’après ces résultats, il est intéressant d’opter pour la voie pulmonaire pour administrer ces 

médicaments, car ceci permettra d’avoir de fortes concentrations locales en médicaments tout 

en limitant l’exposition systémique, parfois synonyme d’effets secondaires. En clinique, ces 

trois médicaments sont en effet disponibles sous une forme galénique pour inhalation (Tobi® 

qui contient de la tobramycine sulfate, Arikace® qui contient de l’amikacine et qui fait l’objet 

d’une autorisation d’utilisation temporaire, et la gentamycine est en cours d’étude lors d’essais 

cliniques de phase 2 chez le patient). 

 

Le paramètre TA semble donc être un bon marqueur pour servir de base à une classification. 

Mais comme exprimé précédemment, le seuil entre molécules intéressantes ou non à nébuliser 

est difficile à mettre en place, car certaines molécules se situeront dans une zone intermédiaire 

et pourront faire l’objet d’une divergence in vitro/in vivo.  
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Dans cette thèse, plusieurs molécules seront étudiées, pour déterminer l’impact des 

transporteurs d’efflux sur la pharmacocinétique pulmonaire. 

 

- Oseltamivir phosphate et carboxylate 

L’oseltamivir phosphate (OP) est le promédicament de l’oseltamivir carboxylate (OC) utilisé 

pour traiter la grippe, qui a déjà montré son intérêt à être nébulisé chez le rat (130). L’OC a un 

TA proche de 500. C’est une molécule qui est faiblement absorbée (<5%), donc qui a a priori 

une faible perméabilité. C’est pour cela qu’elle est administrée oralement sous la forme d’un 

promédicament, qui augmente sa perméabilité et permet son absorption. Mais cette utilisation 

d’un promédicament, utile pour l’absorption orale, risque de desservir lors d’une 

administration pulmonaire, où l’on recherche des molécules qui sont peu absorbées. Or on sait 

que l’OP est substrat de pompes d’efflux (P-gp) (131). Est-ce que cet efflux, qui permet 

d’avoir de plus fortes concentrations dans l’ELF vs plasma, sera suffisant pour maintenir des 

concentrations plus élevées dans le poumon et permettre une conversion efficace en composé 

actif ou l’administration directe du composé actif est préférable ? C’est ce qu’il sera étudié 

dans le premier article présenté dans cette thèse où les perméabilités de chaque composé 

seront également étudiées dans la lignée cellulaire Calu-3 afin de comparer les résultats in 

vitro et in vivo chez le rat. Cet article pourra répondre à la question : est-ce qu’un 

promédicament substrat d’efflux est intéressant à nébuliser si on veut de fortes concentrations 

pulmonaires de son principe actif ? 

 

- Oxazolidinones :  

On retrouve dans cette famille le linézolide (LZD) et le tédizolide (TZD). Ces molécules sont 

utilisées pour le traitement des infections à Gram positifs (staphylocoques résistants à la 

methicilline et à la vancomycine) (132, 133). Le TZD a aussi montré in vitro une efficacité 



54 
 

contre la tuberculose (134). Concernant le TZD, des données chez l’homme sont disponibles 

et montrent une plus forte AUC dans l’ELF que dans le plasma après administration orale 

(135). Ceci serait le signe d’un transport actif vers le poumon. On se propose dans ce second 

article de comparer les AUC dans le plasma et l’ELF après administration intraveineuse et 

nébulisation pour pouvoir déterminer le TA de ce composé chez le rat et déterminer si le TZD 

est intéressant à nébuliser. Cela sera également réalisé avec le LZD et les perméabilités des 

deux composés seront étudiées dans deux lignées cellulaires différentes (Calu-3 et NCI-

H441), puisqu’on ne sait pas si ces composés sont substrats ou non de pompes d’efflux in 

vitro.  

Avec ces deux articles, nous nous proposons de comparer les observations in vitro sur culture 

cellulaire et celles in vivo sur des animaux sains afin de mieux comprendre l’implication des 

transporteurs d’efflux sur la pharmacocinétique pulmonaires de ces agents anti-infectieux. 
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Introduction :  

La nébulisation d’agents anti-infectieux permet théoriquement d’obtenir de fortes 

concentrations au niveau du poumon afin d’être efficace contre les infections pulmonaires, en 

particulier pour les molécules de faible perméabilité. L‘oseltamivir carboxylate (OC) est 

administré oralement sous la forme d’un promédicament (oseltamivir phosphate, OP) qui 

présente une perméabilité membranaire supérieure à l’OC afin d’augmenter sa biodisponibilité 

orale.  Pour les médicaments administrés en tant que précurseurs de médicaments inactifs, la 

question du comportement biopharmaceutique pulmonaire de la molécule active est une 

question complexe. 

 

Objectif :  

Le but de cette étude est donc d’étudier la pharmacocinétique plasmatique et pulmonaire de 

l’OP (promédicament) et de son métabolite actif (OC) après administration intraveineuse et 

par nébulisation de l’OP chez le rat.  

 

Matériel et Méthodes :  

L’oseltamivir phosphate a été administré (6mg/kg) à des rats mâles (Sprague-Dawley, 300g) 

soit par voie intraveineuse (n=20), soit par nébulisation intratrachéale (n=20). Des 

échantillons de plasma et des lavages broncho-alvéolaires (BAL) ont été recueillis 0,5, 2, 4 et 

6 h après l'administration. Les concentrations de l’OP et de l’OC dans le plasma et le BAL, 

permettant d’estimer les concentrations dans le fluide épithélial pulmonaire (ELF), ont été 

déterminées par spectrométrie de masse en tandem et modélisées par approche 

compartimentale. Une étude de perméabilité apparente membranaire in vitro a également été 

réalisée sur un modèle cellulaire Calu-3 d’évaluer l’absorption des 2 molécules (sens apical 

vers basolatéral) et la diffusion du plasma vers le poumon (sens basolatéral vers apical). 
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Principaux résultats : 

Deux observations majeures ont pu être réalisées. Premièrement après nébulisation du 

promédicament, seulement 2% de la dose a été convertie de manière pré-systémique en 

composé actif, ce qui témoigne d'un faible avantage de la nébulisation de l’OP. 

Deuxièmement, après l'administration intraveineuse d’OP, la surface sous courbe (AUC) dans 

l’ELF a été estimée 90 fois plus grande que l’AUC plasmatique, ce qui suggère un important 

transport d’efflux du plasma au poumon. Cet efflux a été confirmé in vitro où l’OP a montré 

une perméabilité moyenne basale-apicale significativement supérieure à la perméabilité 

apical-basale (respectivement 4.69 ± 0.28 x10-6 cm/s et 1.07 ± 0.11 x10-6 cm/s)  

 

Conclusion : 

L’oseltamivir phosphate, bien que substrat de pompes d’efflux au niveau pulmonaire, n’est 

pas un bon candidat à la nébulisation car la conversion locale est trop faible et ne permet pas 

une exposition convenable du composé actif au site d’infection. 
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Abstract  

The aim of this study was to investigate the pharmacokinetics of oseltamivir phosphate, a 

prodrug, and its active moiety in plasma and lung after its nebulization and intravenous 

administration, in rats. Only 2% of prodrug was converted into active moiety pre-

systematically, attesting to a low advantage of oseltamivir phosphate nebulization suggesting 

that oseltamivir phosphate nebulization is not a good option to obtain a high exposure of the 

active moiety at the infection site within lung.  

 

Article 

A recent series of studies conducted in our laboratory (1-6) has shown that membrane 

permeability is a key parameter to support drug nebulization (NEB) for local efficacy 

enhancement. From a biopharmaceutical standpoint, antimicrobial agents for parenteral 

administration due to their limited membrane permeability such as aminoglycosides are much 

better candidates for NEB (4) than those with high membrane permeability allowing oral 

administration, such as fluoroquinolones (2). We have also shown that, the anti-influenza drug 

oseltamivir carboxylate (OC) could be a good candidate for nebulization (1), and we 

hypothesize now that its orally administered prodrug, oseltamivir phosphate (OP), should not. 

The aim of this study was to confirm this hypothesis. 

In vitro permeability experiments were performed in Calu-3 cell line with determination of 

apparent permeability (Papp) (7). Briefly, OP and OC (Sigma and AlsaChim®, Saint Quentin 

Fallavier and Illkirch-Graffenstaden, France) solutions were respectively used at 0.250 and 1 

µg/mL for both apical-basolateral (AP/BL) and basolateral-apical (BL/AP) studies. Samples 

(150 µL) were taken at various times in each compartment in function of the studied direction. 

The in vivo study was authorized by the ethic committee COMETHEA and registered by the 

French Ministry of Higher Education and Research (n°2015070211159865). Fourty male 
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Sprague Dawley rats (300-330 g, Charles River, l’Arbresle, France) were divided in two 

groups (n=20) (i.v. or intratracheal (IT)). OP solution was administered at a dose of 6mg/kg 

by i.v. bolus (1 mL) through the tail vein or by IT administration (100µL) using nebulizer 

(Microsprayer 1A-1B, PennCentury Inc., Wyndmoor, PA, USA) (8). BAL (bronchoalveolar 

lavages) and blood samples were collected until 6 h post administration (5 rats per sampling 

time). Dichlorvos (4 mg/mL in saline solution 0.9 %, 5% vol/vol, Sigma®) was added to 

samples. BAL and plasma samples were frozen at -80°C until analysis. OP and OC 

concentrations were determined by LC-MS/MS according to Gupta et al. (9), on a system 

included a Shimadzu HPLC module (Shimadzu Nexera XR, Marne-la-Vallée, France) 

coupled with a API 3000 mass spectrometer (Sciex Life Sciences, Les Ulis, France). Standard 

curves between 0.25-200 ng/mL for OP and 0.625-500 ng/mL for OC were performed in 

plasma and saline solution 0.9 %. Quality controls were performed at 0.5/25/150 ng/mL and 

1.25/62.5/375 ng/mL for OP and OC respectively. To an aliquot of 150 µL of spiked sample 

(plasma or saline solution), 750 µL of formic acid 1 % in water, 40 µL of mixed internal 

standard in methanol/water (50: 50 vol/vol) and 5 % (vol/vol) of dichlorvos (4 mg/mL in 

saline solution 0.9 %) were added and vortexed for 30 seconds. Samples and calibration 

points were loaded on SPE IST Evolute® ABN 25 mg cartridges (Biotage, Hengoed, UK), 

washed with 1mL of formic acid 1% in water and eluted with 1 mL of methanol. Eluates were 

evaporated under nitrogen at 45 °C and dissolved with 150 µL of a mixture of mobile 

phase/water (50: 50 vol/vol) for injection (5µL). Intra-day and inter-day variabilities were 

evaluated, and precision and accuracy were lower than 15% for each level of control 

concentrations. Urea concentrations in plasma and BAL was determined and concentrations in 

ELF were estimated using the urea dilution method (8). Plasma and ELF log-transformed data 

obtained after OP administration were simultaneously analyzed using non-linear mixed effect 

modeling approach with S-ADAPT (v1.57) (10). To these data were added plasma and ELF 
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concentrations previously obtained by our group after direct OC NEB and i.v. administrations 

(1). Only unbound drugs were assumed to exchange between plasma and ELF. Protein binding 

in plasma was fixed at 42% for OP and was considered negligible for OC (11). Protein 

binding was supposed to be negligible within ELF (12).  In accordance with previous 

observations using Penn-Century microsprayer (2,5), systemic bioavailability after NEB was 

fixed at 100 %. The final model (Figure S1) corresponds to a systemic pharmacokinetics of 

both compounds was characterized by a bi-compartmental model with central (VcOP and 

VcOC) and peripheral compartments (VpOP and VpOC) linked together by two-way passive 

diffusion clearances (Q1 and Q2). OP was assumed to be renally excreted (CLROP) and 

converted into OC (CLconvpl) and OC was only excreted in urines (CLROC). 

Pharmacokinetics in ELF was characterized by one compartment for OP (Velf1,OP) and by 

two compartments for OC (Velf1OC, Velf2OC) connected by a bi-directional clearance (Q3). 

The distribution between plasma and ELF compartments was described by a passive two-ways 

diffusion clearance for both molecules (Qelf OP and Qelf OC) to which an efflux clearance 

from plasma to ELF was added only for OP (CLoutOP). Enzymatic conversion of OP into OC 

within ELF was characterized by a conversion clearance (CLconvelf). Other details of 

modeling are presented in supplemental material. Unbound plasma AUC (AUCu,plasma, OP 

and AUCu,plasma, OC) and ELF AUC (AUCELF, OP and AUCELF, OC) from 0.5 h to ∞ 

after either i.v. or NEB administration of OP and OC were calculated using the final model 

(Berkeley Madonna, version 8.3.18, University of California, USA). All extrapolated AUC 

from t to ∞ were below 10 % of AUC 0.5-∞.). 

Average absorptive (AP/BL) and secretory (BL/AP) Papp values for OP and OC were 

presented Figure 1. Ratios between mean secretory Papp (BL/AP) and corresponding mean 

absorptive Papp (AP/BL) were estimated to 4.4 and 0.9 for OP and OC. 
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Figure 1: Absorptive (apical to basolateral: AP/BL) and secretory (basal to apical: BL/AP) 

permeability (Papp) of OC (1 µg/mL) and OP (0.250 µg/mL) through Calu-3 cells (mean ± 

SD, n=3, * p < 0.05, t-test, GraphPad Prism 5.02, La Jolla, CA). 

 

PK profiles and parameters estimates of OC and OP after administration of the prodrug OP 

are respectively presented in Figure 2 and Table S1. 
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Figure 2: Experimental (mean ± SD) and predicted concentration-time profiles of OP (left 

panel A and C) and OC (right panel B and D) after OP i.v administration (top panel A and B) 

or NEB (bottom panel C and D). Closed and open symbols represent respectively measured 

concentrations in plasma and ELF. Solid lines represent predicted total plasma concentrations, 

dotted lines represent unbound plasma concentrations and dashed lines represent predicted 

ELF concentrations. 
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Table 1. OP and OC AUC in plasmaa and ELF after NEB or i.v. administration of OP or OC 

 
AUCu,plasma,OP

a 

(µg/mL/h) 

AUCELF,OP 

(µg/mL/h) 

AUCu,plasma,OC 

(µg/mL/h) 

AUCELF,OC 

(µg/mL/h) 

i.v. OP 198 17316 1551 8275 

NEB OP 200 17532 1639 16747 

i.v. OCb   2810 5626 

NEB OCb   2842 3.77x106 

 

a AUCu,plasma,OP were calculated by multiplying the experimental data by the unbound fraction of 

OP (=0.58) (14). 

b AUCs were calculated using the final model and data from Bedor et al. (1). 

 

After OP i.v. bolus (Figure 2A), OP plasma concentrations decline rapidly, due to both renal 

excretion of prodrug and a fast systemic conversion into OC, with rapid apparition of OC in 

plasma at first sampling time (t=0.5 h) (Figure 2B). OP ELF and plasma concentrations 

decline in parallel with a maximal concentration in ELF obtained at early time (t=0.5 h) after 

i.v. administration, attesting for rapid diffusion of OP from plasma to ELF (Figure 2A). 

Moreover, OP ELF concentrations were much higher than unbound plasma concentrations 

(Figure 2A) with a ratio AUCELF/AUCu,plasma close to 90 (Table 1). After i.v. 

administration of OP, OC concentrations in ELF and plasma decrease in parallel (Figure 2B) 

with an AUCELF/AUCu,plasma ratio close to 5 (Table 1). The route of administration had no 

major effect on OP and OC ELF and plasma concentrations versus time profiles (Figure 2) 

attesting for fast equilibrium after NEB. AUCELF/AUCu,plasma ratios for OP and OC after 
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NEB were respectively equal to 90 and 10 (Table 1). Interestingly OC ELF concentrations are 

higher than plasma concentrations after OP administration whatever the route of 

administration (AUCELF/AUCplasma of 5 after OP i.v. administration and 10 after OP NEB).  

After i.v. administration, OP AUCELF/AUCu,plasma ratio equal to 90 suggests that OP is a 

substrate of efflux transporters at the broncho-alveolar barrier, which is consistent with its 4.4 

times higher secretory Papp (BL/AP) than its absorptive Papp (AP/BL) through Calu-3 cells 

(Figure 1) and in agreement with previous studies presenting OP as a P-glycoprotein substrate 

(11, 12). Antimicrobial agents with low membrane permeability are much better candidates 

for NEB (4) but OP presents a relatively high absorptive permeability (Papp = 1.07 ± 0.11 

x10-6 cm/s) through the Calu-3 cells line, intermediate between those of norfloxacin (Papp = 

0.6 ± 0.05 x10-6 cm/s) and pefloxacin (Papp = 7.1 ± 0.28 x10-6 cm/s) in the same model (13). 

Consequently, OP does not appear to be a good candidate for NEB, as confirmed by the 

results of the in vivo experiments showing that the route of administration for OP has no effect 

on both plasma and ELF concentrations versus time profiles (Figures 2A and 2C). However, 

OP is a prodrug and ELF exposure of the active moiety, OC, is actually of greater interest but 

also more complex to assess. OC ELF exposure after OP NEB should be as high as possible, 

which depends upon two major parameters, first the relative rates of OP conversion and 

absorption and second the relative rates of OC formation and absorption (8). In the present 

study, OP AUCu,plasma, was similar after NEB and i.v. administration (Table 1), indicating 

that virtually 100% of the OP nebulized dose was directly absorbed and therefore that the 

fraction converted pre-systematically into the active OC was extremely limited. This is due to 

the fact that OP systemic absorption is 45 times faster than its conversion into OC (Qelf,OP = 

0.018 L/h/kg vs CLconvelf = 0.00044 L/h/kg, Table S1), meaning that roughly only 2% of the 

OP nebulized dose is converted pre-systematically into OC. On the top of that, OC appeared 

in ELF rapidly disappears since its pre-systemic formation is 3 times slower than its 
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absorption (CLconvelf = 0.00042 L/h/kg vs QelfOC = 0.0011 L/h/kg, Table S1). In a previous 

study with direct administrations of OC, ELF concentrations after NEB where 840 times 

higher than after i.v. administration (1) and OC exposure within ELF is 200 times higher after 

direct OC NEB that after OP NEB (Figure S2).  

 

 Figure S2: ELF concentrations versus time of OC after direct OC NEB (closed symbols) 

(from Bedor et al. (1)) or OP NEB (open symbols). Solid and dashed lines represent predicted 

ELF concentrations versus times with the model respectively after OC and OP NEB. Dotted 

line characterizes simulation of OC ELF concentrations with the model when efflux transport 

CloutOP was set at zero. This simulation presented a decrease of how only 20% of OC 

AUCELF after OP NEB, due to the relative impact of efflux clearance (CLoutOP = 1.58 

L/h/kg) compared to the combination of OP systemic conversion (CLconvpl = 5.22 L/h/kg) 

and its renal elimination (CLROP = 6.40 L/h/kg). 
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Noticeably the relatively high contribution of OP efflux transport CloutOP (1.58 L/h/kg) 

compared with its passive diffusion QelfOP (0.018 L/h/kg) 90 times higher leads to much 

higher OP ELF than plasma concentrations (Figure 1A) but has limited consequences on OC 

ELF concentrations (Figure S2). Impacts of OP efflux transport and CLconvelf on OC ELF 

concentrations are presented in supplemental material.  

In conclusion, this study suggests that OP NEB instead of i.v. administration is not a good 

option to increase exposure of the active OC at the infection site within lung, but that direct 

NEB of OC would remain the best strategy to reach this objective.  
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Supplemental material 

Materials and Methods 

 

Pharmacokinetics modeling 

 

Plasma and ELF log-transformed data obtained after OP administration were simultaneously 

analyzed using non-linear mixed effect modeling approach with S-ADAPT (v1.57) (1). To 

these data were added plasma and ELF concentrations previously obtained by our group after 

direct OC NEB and i.v. administrations (2). Modeling was inspirited by the OC model 

previously described (2) but during the analysis, several model structures were tested and 

evaluated: one or two compartments were assessed to described OP pharmacokinetics (PK) in 

plasma and ELF, a deposit compartment for the administration of OP NEB, a passive 

diffusion clearance of OP between plasma and ELF with or without active efflux clearance 

which can be linear or not, the presence of local conversion of OP into OC in ELF, the 

conservation of OC efflux clearance between plasma and ELF compartments . Two options 

were then tested: The first one was a global strategy where OC and OP parameters were all 

determined. The second approach was sequential, where OC parameters were fixed according 

to their value in the model previously published (2) and only OP parameters were determined. 

Akaike criterion and likelihood ratio (p < 0.05) were used to discriminate the models. The 

estimation of OC parameters did not improve statistically the objective function, OC 

parameters were then fixed as values previously obtained by Bedor et al. (2). The 

interindividual variability of the PK parameters was assumed to be log-normal. Model are 

presented in Figure S1. 

 

 



71 
 

 

 

Figure S1: Final structural model used to describe simultaneously the PK of OP and OC in 

plasma and ELF after i.v. or NEB of OP (6 mg/kg).  

 

Discussion on how OP efflux transport and CLconvelf affects OC ELF concentrations 

 

OC ELF concentrations are higher than plasma concentrations after OP administration 

whatever the route of administration (AUCELF/AUCplasma of 5 after OP i.v. administration 

and 10 after OP NEB). This observation is not consistent with in vitro permeability results, 

showing a difference between absorptive and secretory Papp values for OP but not for OC 

(Figure 1). It is also in contradiction with our previous in vivo results showing no difference 

between ELF and unbound plasma AUCs after direct OC i.v. administration.  Active efflux 

transport is therefore unlikely to explain the AUCELF/AUCplasma at 5 after OP i.v. 

administration, which could be explained by pre-systemic conversion of OP into OC 

(CLconvelf) due to pulmonary carboxyesterases. Indeed simulations with CLconvelf set at 
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zero lead to superimposed ELF and unbound plasma concentration profiles with 

AUCELF/AUCu,plasma ratio equal to 1 after OP i.v. or NEB (data non shown). 

 

Table S1. Parameter estimates in the final model expressed as typical value (CV%) 

 

OP 

Typical value 

(CV%) 

% interindividual 

variability (CV%) 

OC 

Typical valuea  

 % interindividual 

variabilitya  

Vc (L/kg) 8.31 (22) 1 (fixed) 0.245 4 

Velf1 (µL/kg) 92.40 (113) 13 (105) 2.03 1 

Qelf (L/h/kg) 0.018 (29) 53 (79) 0.0011 1 

ClR (L/h/kg) 6.40 (13) 5 (78) 1.54 1 

CLout (L/h/kg) 1.58 (29) 27 (179)   

VpOP (L/kg) 25.65 (20) 1 (fixed)   

Q1 (L/h/kg) 1.68 (17) 1 (fixed)   

VpOC (L/kg)   1.15 32 

Q2 (L/h/kg)   0.97 1 

Vplung(µL/kg)   201 1 

Q3 (µL/h/kg)   0.00011 64 

CLconvpl (L/h/kg) 5.22 (13) 6 (72)   

CLconvelf (L/h/kg) 0.00042 (12) 15 (69)   

Residual error 

plasma 
0.32 (37) 

 
0.13 (89) 

 

Residual error ELF 0.37(42)  0.10 (124)  

a values from Bedor et al.  
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Introduction : 

Le tedizolide, un antibiotique de la famille des oxazolidinones, a déjà montré chez le 

volontaire sain après administration par voie orale, une exposition pulmonaire beaucoup plus 

importante que l’exposition systémique. Cette exposition plus importante du poumon pourrait 

être due à un transport d’efflux pulmonaire.  

 

Objectifs : 

L’objectif de cette publication est de caractériser chez le rat la pharmacocinétique pulmonaire 

du tédizolide et du linézolide, deux antibiotiques de la famille des oxazolidinones, après 

administration intraveineuse et nébulisation intra-trachéale coupler avec des études de 

transport in vitro de perméabilité pour évaluer l’impact des transporteurs d’efflux. 

 

Matériel et Méthodes :  

Le tédizolide phosphate, le promédicament du tédizolide (équivalent à 10 mg/kg en 

intraveineux et 1mg/kg en nébulisation de tédizolide) et le linézolide (7.5 mg/kg) ont été 

administrés à des rats mâles Sprague-Dawley. Des échantillons de plasma et des lavages 

broncho-alvéolaires (BAL) ont été recueillis 0.5, 2, 4 et 6h après l'administration. Les 

concentrations plasmatiques et pulmonaires après lavage bronchoalvéolaire (BAL), permettant 

d’estimer les concentrations dans le fluide épithélial pulmonaire (ELF) ont été déterminées par 

spectrométrie de masse en tandem et modélisées selon une approche compartimentale. Des 

études in vitro ont également été réalisées dans un premier temps afin d’évaluer le transport à 

travers un épithélium pulmonaire (modèle de culture cellulaire NCI-H441) avec ou sans 

inhibiteurs de pompes d’efflux (P-gp, MRP1 et BCRP) et dans un second temps d’étudier la 

diffusion intra-macrophages des deux molécules. 
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Principaux résultats :  

Même si les études in vivo chez le rat montrent une exposition pulmonaire plus importante 

que l’exposition systémique avec des ratios de surface sous courbe (AUC) 

AUCELF/AUCu,plasma de 2.15 pour le linezolide et de 225 pour le tedizolide après 

administration i.v., les études in vitro ne permettent pas de mettre en évidence un transport 

actif impliqué dans la distribution de ces molécules. Certaines autres hypothèses ont été 

testées comme l’impact de la lyse des macrophages lors du BAL.  La pénétration au niveau 

des macrophages, caractérisée par des rapports de diffusion intracellulaire/extracellulaire dans 

les macrophages respectivement égaux à 295  95 et 3 ± 1.5, est donc 100 fois plus 

importante pour le tédizolide que pour le linézolide, expliquant en partie les fortes 

concentrations de TZD dans l’ELF.  

 

Conclusion : 

Les molécules de la famille des oxazolidinones se distribuent très bien vers le poumon, et les 

transporteurs d’efflux ne semblent pas être responsables des fortes concentrations observées 

dans l’ELF pour le TZD.  Toutefois, la potentielle lyse des macrophages lors du BAL doit 

nous conduire à interpréter les concentrations de TZD dans l’ELF avec prudence.  D’autres 

hypothèses comme une affinité potentielle des oxazolidinones pour les composés du 

surfactant, menant à une séquestration de ces antibiotiques au niveau de l’ELF doit être 

explorée. 
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Abstract 
 
Tedizolid and linezolid have already exhibited an important pulmonary distribution in human 

but the mechanisms of this distribution are not clear. Tedizolid phosphate and linezolid were 

administered to rats intravenously and by nebulization. Plasma and bronchoalveolar lavages 

(BAL) were collected at 0.5, 1, 2, 4, 6h after administration. Drug concentrations were 

determined by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and BAL 

concentrations were corrected by urea to estimate the epithelial lining fluid (ELF) 

concentration. Pharmacokinetic parameters were determined by compartmental analysis. In 

vitro macrophage uptake was performed to evaluate the intracellular disposition of the two 

compounds. In vitro transport experiments were also performed in NCI-H441 cell line to 

determine the potential efflux transporter involved in there pulmonary distribution.  

After intravenous administration of linezolid and tedizolid, lung exposition of rats was 

respectively 2.15 and 225 times greater than unbound plasma exposition. Macrophage uptake 

of linezolid and tedizolid were characterized by an intracellular/extracellular ratio of 3 and 

295 respectively. In vitro transport studies did not exhibit an efflux transport, in presence or 

absence of specific efflux pump inhibitors. 

Macrophage lysis could occur during the BAL, leading to an artificially increase of tedizolid 

ELF concentration. However, this lysis is not enough to explain the whole pulmonary 

exposition.  

 

Introduction 

Effective antimicrobial therapy requires adequate drug concentrations at the site of infection. 

Nebulized antibiotic therapy directly targets airways and lung parenchyma, resulting 

potentially in high local concentrations compared to IV administration, improving efficacy 

and limiting toxicity (1). In a series of standardized experiments in rats, antibiotics with low 
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apparent membrane permeability such as aminoglycosides offer a real targeting advantage of 

nebulisation (NEB) compared to i.v. administration (ref 2, 3). By contrast, no targeting 

advantage of NEB was observed for high permeability drugs such as fluoroquinolones (ref 4). 

But, interestingly, some of these fluoroquinolones such as moxifloxacine present lung 

epithelial lining fluid (ELF) concentrations higher than corresponding unbound plasma 

concentrations after i.v. administration (2) which could be explained by the presence of efflux 

transporters at the alveolar barrier level (3).  Same observations were performed for 

oxazolidinone antibiotics. Oxazolidinones were used to treat Gram-positive infections 

including less susceptible pathogens such as vancomycin resistant enterococci and methicillin-

resistant Staphylococcus aureus (4, 5). Concerning their lung distribution, LZD lung 

penetration is variable between studies. Boselli et al., found a mean ELF percentage of 

penetration at steady state close to 105% in critically ill patients with ventilator associated 

pneumonia after 600mg 1h-i.v. infusion twice a day (ref Boselli, 2005). The same group, in 

the same population of patients, but after continuous infusion (600 mg loading dose followed 

by 12mg/day) and considering a protein binding of 31% (ref protein binding), found a mean 

AUCELF,0-24h over fAUCplasma, 0-24h ratio equal to 1.4 (ref Boselli, 2012).  However, a 

LZD AUCELF,0-24h / fAUCplasma, 0-24h ratio equal to 4.7 was observed in healthy 

volunteers after oral administration (600 mg every 12h) (Conte et al.).  Finally, a mean 

ELF/serum concentration ratio equal to 8.35 was found in patients undergoing bronchoscopy 

after oral administration of 600mg twice a day (Honeybourne et al). For TZD, a single 

previous clinical study in healthy volunteers after oral administration of the prodrug: tedizolid 

phosphate leds to ELF concentrations 40 times higher on average than unbound plasma 

(characterized by a ratio AUCELF,0-24h over fAUCplasma,0-24h) (6).  

Based on these observations, the aim of this study was to evaluate the in vivo lung distribution 

of oxazolidinones after i.v. administration and nebulization using a standardized protocol in 
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rats and to evaluate the implication of some efflux transporters by performing apparent 

membrane permeability of both molecules in NCI-H441 cell line.   

  

Materials and Methods 

Chemicals. LZD and TZD-PHO were purchased from Ark Pharm (Montluçon, France) and 

Matrix Scientific (Columbia, USA) respectively. TZD, 2H8LZD and 13C2H3TZD were from 

Alsachim (Illkirch-Graffenstaden, France). LY335979, MK571 and Ko143 were from Sigma-

Aldrich (Arklow, Ireland). All solvents and chemicals used were of analytical grade. 

 

In vitro permeability studies in NCI-H441 cells. 

NCH-H441 (LGC Promochem, Teddington, UK) cells were cultured according to the protocol 

explained in the study of Nickel et al. (7) with slight modifications. Cells were seeded at the 

density of 50000/cm² in 1.12 cm² Transwell® inserts. Cells were cultured with RPMI-1640 

medium supplemented with 5% FBS (Foetal Bovine Serum), 100 U/mL penicillin and 100 

µg/mL streptomycin. After 24h, culture medium was supplemented with 1µM dexamethasone 

(Sigma Aldrich, Arklow, Ireland) and 1% of insulin-transferrin-selenium (ITS, Sigma Aldrich, 

Arklow, Ireland). Cells were cultured at 37°C and 5% CO2 in liquid-covered culture (LCC) 

conditions until TEER were above 500 Ω/cm². TEER was measured before and after the 

transport study, in order to check the integrity of the cell monolayer. Transport studies were 

performed as previously described (REF OP/OC), with slight modifications. KRB (Krebs 

Ringer Buffer) was used instead of HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution, PAN Biotech 

GmbH, Aidenbach, Germany) for the experiment. For the inhibition study, cells were 

incubated with the inhibitor for 1 h before the experiment. The study was performed using a 

solution containing a mix ATB/inhibitor and a solution with only the inhibitor was used to 

replace the sampled volume (100 µL) at t=1, 2 and 3h when the sampling was performed. In 



80 
 

these conditions, cells were in contact with a constant concentration in inhibitor all 

experiment long (LY335979 10 µM; MK571 10 µM and Ko143 0.5 µM for P-gp, MRP and 

BCRP inhibition respectively) and the dilution factor of ATBs was considered in the 

calculation of permeability. Concentration of each inhibitor was chosen to inhibit specifically 

the transporter of interest (8, 9). Apparent membrane permeabilities (Papp) were calculated as 

previously described (10). 

 

In vitro uptake in rat alveolar macrophages. 

Two males Sprague-Dawley rats (300 g) were anesthetized with a mix ketamine 50 mg/mL / 

xylazine 2% (2/1 v/v and 0.1 mL/100 g of bodyweight). Thoracic cavity has been opened to 

allow expansion of lungs during bronchoalveolar lavages (BAL). A small incision was made 

at the midsection of the trachea and a canula was introduced into the trachea. Ten lavages with 

10 mL of saline solution (0.9 %) were performed and pooled. The lavage fluid was 

centrifuged (200 g for 5 min). Macrophages were counted, seeded in 24 wells plate at a 

density of 250 000 cells/well and incubated for 30 min in HBSS to let them stick to the 

bottom of the well (n=4 for each ATB). Medium was aspired and replaced by 0.5 mL of 

antibiotic solution (5000 ng/mL for both LZD and TZD in HBSS) and cells were incubated for 

90 min. Then medium was aspirated and macrophages were rinsed with ice-cold PBS 

(Phosphate Buffer Saline, PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Germany) three times. 

Macrophages were then lysed with 100 µL of water/acetonitrile 50/50 solution (v/v). Control 

wells were used for the count of macrophages at the end of the experiment and other wells 

without macrophages in order to evaluate the binding of antibiotics to the wells. The amount 

of antibiotic in the lysis solution (Awell) was then evaluated by LC-MSMS. Antibiotic intra-

macrophages concentrations (Cmacro) were obtained by dividing the amount of the antibiotic 

in the well (Awell) by the volume of macrophages (Vmacro), according to equation 1: 
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Cmacro=Awell⁄Vmacro   Equation 1  

Where Vmacro corresponds to the count of macrophages in the well multiplied by the average 

volume of a macrophage. The average volume of a macrophage was estimated according to 3 

studies: 989 µm3 for Sebring et al. (11), 1166 µm3 for Krombach et al. (12) and 1520 µm3 

for Strom et al. (13), giving a mean volume of 1225 µm3. 

 

Impact of alveolar macrophage lysis.  

A correction for the lysis effect on alveolar macrophages was determined by using equation 2, 

according to the method described by Kiem and Schentag (14) and already published by our 

group for fluoroquinolones (2).  

 

CELF(estimated) ⁄ CELF(actual)= [1 + (K x Vlysis ⁄ VELF)] ⁄ [1 + (Vlysis ⁄ VELF)]  

 Equation 2 

where CELF(estimated) are the estimated (experimental) LZD or TZD concentrations in ELF, 

Vlysis is the volume of lysed cells (macrophages), VELF is the volume of ELF, K is the ratio 

intramacrophage/extramacrophage determined in vitro, CELF(actual) is the actual 

concentration in ELF that would be measured in the absence of cell lysis. 

 

In vivo pharmacokinetics.  

Male Sprague-Dawley rats (n=84) (Charles River, l’Arbresle, France) weighting on average 

329±18g were used for in vivo experiments. Studies were authorized by the local ethic 

committee COMETHEA and registered by the French Ministry of Higher Education and 

Research (license n°2015070211159865). All animals were acclimatized for few days before 

experiments and had free access to water and food during the pharmacokinetic study. 
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All in vivo experiments were performed as previously described (2). LZD was administered 

intravenously to rats (n=26) as a hydrochloride at the dose of 8.5 mg/kg (eq. base) in saline 

solution (0.9%). A volume of 100 µL of LZD hydrochloride was administered to rats (n=24) 

by NEB at the same dose used for i.v. administration study (8.5 mg/kg eq. base). Blood and 

BAL samples were collected at 0.5, 1, 2, 4, 6h after administration. TZD-PHO was 

administered as a salt at 10 mg/kg (eq. base, n=12) in a mix of 88 % of saline solution (0.9%), 

10% of phosphate buffer (pH 7.2) and 2% of NaOH 1mM. TZD-PHO solution used for i.v. 

study was at its limit of solubility. Then, the same solution was used for NEB study (n=20) for 

both molecules, leading to a 10 times lower dose (1 mg/kg). Blood and BAL samples were 

collected at 0.5, 2, 4 and 6h after administration. BAL and blood samples were centrifuged at 

500 g for 5 min and 1000 g for 10 min respectively. As TZD is highly bound to plasma 

proteins (around 90 % in humans (6)), plasma and BAL samples were ultrafiltrated for the 

determination of the unbound concentration (1250 g, 30 min, Centrifree, Merck Milipore Ltd., 

Ireland). Samples were frozen at -20 °C until analysis. 

 

In vitro recovery of ultrafiltration for TZD in BAL. Recovery of ultrafiltration was determined 

with spiked solutions of TZD in phosphate buffer in the range 100 µg/mL-0.1 µg/mL. 

Tedizolid in samples was determined before (Cbefore) and after ultrafiltration (Cafter) (1250 

g, 30 min, Centrifree, Merck Milipore Ltd., Ireland) to estimate the recovery of the process. 

Recovery will be estimated using equation 3.  

Recovery = (Cbefore-Cafter)/Cbefore     Equation 3 

 

Analytical assay: 

TZD determination were derived from (6) with modifications and adapted to LZD. Samples 

were treated as following for both compounds: plasma samples (25 µL) were mixed with their 



83 
 

corresponding internal standards 2H8LZD and 13C2H3TZD (100 µL at 100 ng/mL in 

acetonitrile) and then centrifuged (11000 g for 10 min). The supernatant (100 µL) was mixed 

with 100 µL of ammonium formiate 10 mM in water and 10 µL were injected into the LC-

MSMS system. For BAL, ultrafiltrates (UF) and in vitro samples, a surrogate matrix of saline 

solution (0.9 %) was used. Samples (20 µL) were mixed with 200 µL of corresponding 

internal standard (50 ng/mL), centrifuged at 500 g for 5 min and 10 µL were injected into the 

LC-MSMS system. Analytical assays were performed on a LC-MS/MS system, which 

included a Shimadzu HPLC module (Shimadzu Nexera XR, Marne-la-Vallée, France) 

coupled with an API 3000 mass spectrometer (Sciex, Life Sciences, Les Ulis, France). A 

column C18 XBRIDGE BEH300 (150 mm x 2.1 mm, 5 µm, Waters, Saint Quentin en 

Yvelines, France) and a security guard cartridge Gemini C18 4 x 2 mm were used for the 

concentration determination of both LZD and TZD. The mobile phase was ammonium 

formiate 10 mM in water / acetonitrile (50:50 v/v). The mobile phase was infused at 0.2 

mL/min. All compounds were studied in positive mode. The m/z transitions used were 

338/296; 346/304; 371.06/343.1 and 375/347 for LZD, 2H8LZD, TZD and 13C2H3TZD. 

Standard curves (10-10000 ng/mL and 5-5000 ng/mL) and quality controls (20-1000-7500 

ng/mL and 10-500-3750 ng/mL) for LZD and TZD respectively were performed in plasma 

and saline solution (0.9 %). Intra-day and inter-day variabilities were studied: accuracy and 

precision were below 15% for each level of concentration tested for both compounds. Urea 

concentrations in plasma and BAL were determined according to the protocol previously 

described (15) and were used to estimate the concentration of each compound in ELF.  

 

Pharmacokinetics modeling. 

Total plasma and ELF concentrations of each compound were estimated simultaneously using 

a non-linear mixed effect modeling approach (NONMEM v7.4, ICON plc, Ireland). Unbound 
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plasma concentrations were also used for TZD modeling. Data were log-transformed with an 

additive residual error. For LZD, systemic PK and ELF were each characterized by a single 

compartment, linked by a two-way diffusion clearance. An additional efflux clearance from 

plasma to ELF compartment and a systemic renal excretion clearance from central 

compartment were added (Figure S1). For TZD, both plasma and ELF were characterized by a 

single compartment and linked by 2 clearances, one from plasma to ELF and one from ELF to 

plasma. A systemic renal clearance was also added to characterize excretion from plasma 

compartment., Considering that TZD is a prodrug, plasma and ELF compartments were 

respectively linked, for each route of administration, to deposit compartments by one-order 

constants of absorption. An elimination constant was set on the i.v. deposit compartment to 

mimic the systemic elimination of the prodrug. Modeling of TZD was performed using ELF, 

total plasma and unbound plasma concentration. Unbound fraction was estimated. For both 

models, in accordance with previous studies (ref), bioavailability of NEB was set to 100% and 

ELF volume was set to 10 µL (eq. to 30 µL/kg) (2).  

No interindividual variability was estimated for both compounds. Area under the time-

unbound drug plasma concentration curve (AUCplasma) and time-ELF concentrations 

(AUCELF) from 0 to ∞ after either IV or NEB administration were calculated using Berkeley 

Madonna (version 8.3.18, University of California, USA). All extrapolated AUC from t to ∞ 

were below 10 % of AUC 0-∞. 

Statistical analysis.  

Data are presented as mean ± standard deviation. AP/BL and BL/AP permeabilities of the 

inhibition study were compared to the permeability control and were analysed with t-test (p < 

0.05) (GraphPad Prism 5.02, La Jolla, CA, USA). 
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Results  

 In vitro experiments.  

In vitro permeability results. LZD secretory (BL/AP) and absorptive (AP/BL) Papps in NCI-

H441 lines were respectively equal to 2.78 ± 0.20 and 2.12 ± 0.20 x 10-6 cm/s corresponding 

to a ratio of BL/AP over AP/BL permeability of 1.31. Papp of TZD were respectively equal to 

8.59 ± 0.65 and 7.16 ± 0.76 x 10-6 cm/s in BL/AP and AP/BL directions corresponding to a 

ratio of 1.20.   

 

Apparent permeability of TZD and LZD in presence of inhibitors are not statistically different 

compared to control at the exception of BL/AP permeability in presence of BCRP inhibitor 

(Table 1). 

 

Table 1: Apparent permeabilities (mean ± SD, x10-6 cm/s) with inhibition of LZD and TZD 

transport in NCI-H441 cell line (n=3) 

  Control P-gp inhibitor 
(LY335979) 

MRP inhibitor 
(MK571) 

 
BCRP inhibitor 

(Ko143) 

LZD 

5 000 ng/mL 

AP/BL 2.12 ± 0.20 2.00 ± 0.43 2.23 ± 0.24 2.46 ± 0.17 

BL/AP 2.78 ± 0.20 2.52 ± 0.30 2.55 ± 0.25 2.29 ± 0.16 

ratio 1.31 1.26 1.14 0.93 

TZD 

500 ng/mL 

AP/BL 7.16 ± 0.76 6.34 ± 0.58 7.97 ± 0.76 7.33 ± 0.88 

BL/AP 8.59 ± 0.65 8.07 ± 0.68 8.43 ± 0.23 6.78 ± 0.32* 

ratio 1.20 1.27 1.06 0.92 

*Significantly different from control (p<0.05, t-test) 

 



86 
 

Macrophage uptake. Ratios of intracellular/extracellular concentrations (K) of 3 ± 1.5 and 295 

± 95 were respectively observed for LZD and TZD (n=4 for each antibiotic). In the control 

wells, the quantity bound to the walls was less than 0.5%. No contamination by residuals 

bound to the walls was observed. 

 

Impact of alveolar macrophage lysis. 

For LZD, which presents the smaller intracellular penetration ratio (K= 3 ± 1.5), the estimated 

ELF concentration overestimated the actual ELF value by 18% for a maximum lysis 

(Vlysis/VELF, 10%) (Figure 1). In contrast, the greater intracellular penetration of TZD (K = 

295 ± 95) induced an overestimation of the actual ELF concentration by almost 3000% for a 

maximum lysis (Figure 1). 

 

Figure 1: CELF (estimated) /CELF (actual) ratio predicted from Gontijo et al (2), as a function 

of volume of lysed cells during BAL and K values determined for LZD and TZD 
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In vitro recovery of ultrafiltration of TZD in BAL. 

Recovery of ultrafiltration was of 87% and constant over the range studied. After 

ultrafiltration, TZD concentrations in BAL were only 15% lower than before ultrafiltration. 

Consequently, considering non-specific binding to membrane, TZD was assumed to be 

unbound in BAL. 

 

In vivo experiments.  

PK parameters estimates of LZD and TZD are presented in Table S1. After LZD i.v. bolus 

(Figure 2A). LZD plasma concentrations declined rapidly with time and ELF concentrations 

declined in parallel with plasma concentrations, with a maximal concentration in ELF 

obtained at early time (t=0.5 h) after i.v. administration, attesting for rapid diffusion of LNZ 

from plasma to ELF (Figure 2A). Moreover, LNZ ELF concentrations were twice higher than 

unbound plasma concentrations (Figure 2A) with a ratio AUCELF/AUCu,plasma equal to 2.15. 

Concerning TZD, unbound fraction was estimated with the model to be 0.362% (Table S1). 

After i.v. administration, ELF and plasma concentrations decreased also in parallel (Figure 

2C) but ELF concentrations were much higher than corresponding unbound plasma 

concentrations with an AUCELF/AUCu,plasma ratio equal to 225. The route of administration 

(i.v. vs NEB) had no effect on ELF and unbound plasma concentrations of LZD (Figures 2A 

and B), but for TZD, AUCELF/AUCu,plasma ratio after NEB was equal to 8416 which is much 

higher than after i.v (225) (Figures 2C and 2D), corresponding to an AUCELF  ratio NEB over 

i.v. equal to 54 after correction by the doses. 
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Figure 2: Unbound plasma and ELF concentration-time profiles of LZD (A and B both 8.5 

mg/kg) and TZD (C eq. 10 mg/kg and D eq. 1 mg/kg) after either i.v. administration (A and 

C) or NEB (B and D). Solid lines represent unbound plasma concentrations. Dashed lines 

represent the ELF concentrations. Close and open symbols represent respectively unbound 

plasma and ELF concentrations (calculated for LZD by multiplying the total plasma 

concentration by a theoritical unbound fraction (0.69 from (16)); for TZD obtained by 

ultrafiltration), expressed as mean ± SD. Pointed line represents the limit of quantification of 

TZD.  

 

Discussion 

These ELF/unbound plasma AUC ratios greater than one after oral administrations of TZD in 

healthy volunteers (6) suggest that efflux transporters could be involved in its lung 
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distribution. In order to better understand the role of transporters in the distribution of TDZ in 

the lung, the in vitro apparent membrane permeability of both oxazolidinones was estimated 

in NCl-H441 cell lines in presence of efflux transporters selective inhibitors (LY335979, 

MK571, Ko143) and compared to in vivo lung distribution of TZD and LZD, performed using 

a simple standardized experimental setting previously developed (17, 18), and allowing 

determination of ELF and unbound plasma exposure both after iv administration and 

intratracheal nebulization.   

After i.v. administration, ELF LZD and TZD concentrations were always higher than unbound 

plasma concentrations (Figures 2A et C), but the AUCELF/AUCu,plasma ratio for TZD was 100 

times higher (225) than that of LZD (2.15), suggesting that efflux transporters could be 

involved in lung distribution at least for TZD.  In vitro results showed that the absorptive 

permeability for TZD was 3 times higher (7.16 ± 0.76 x10-6 cm/s) than that of LZD (2.12 ± 

0.20 x10-6 cm/s) in accordance to their respective lipophilicity (logP 2.12 and 0.62 for TZD 

and LZD, from www.Drugbank.ca with the ChemAxon predictor). However, no significant 

differences between secretory (from basolateral to apical) and absorptive (from apical to 

basolateral) Papp were observed with ratios close to 1 (BL/AP over AP/BL permeability ratios 

respectively equal to 1.31 and 1.20 for LZD and TZD) (Table 1). Moreover, no effect of 

different efflux pumps inhibitors (LY335979 for P-gp; MK571 for MRP and Ko143 for 

BCRP) on both permeabilities was observed for the two compounds, suggesting that these 

efflux transporters are not involved in lung distribution of LZD and TZD. The choice of in 

vitro model could be a part of this in-vitro/in-vivo discrepancy, but by exhibiting features of 

both alveolar (i.e. type II cell) and bronchiolar (i.e. club cell) epithelial phenotype; NCI-H441 

cell line appears to be an adequate in vitro model for transport studies at the level of lung 

epithelial barrier (19). Moreover, drug transporter expression and activity are consistent with 

what has been reported for human alveolar epithelial cells in primary cultures (19). In vitro 
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apparent membrane Papp experimentations in NCI-H441 cell line were also reproduced in 

Calu-3 epithelial cell model (20, 21) and not surprisingly, no difference between secretory and 

absorptive Papp were observed in this model too (data not shown).  

Some factors can enter in a misinterpretation of ELF concentrations based on BAL sampling 

(14) and could explain these discrepancies between in vitro and in vivo results. First, the 

concentration of protein in ELF needs to be known for assessment of the unbound free-drug 

concentrations in ELF. Traditionally, protein binding of drugs is assumed negligible in ELF 

(14), but TZD presents an extensive plasma protein binding, estimated in the study to 99.6% 

(Table S1).  However, when measuring unbound TZD in BAL after ultrafiltration and 

unspecific binding of TZD on filtration membranes, it was confirmed in the present study that 

TZD was unbound in BAL samples.  Second, the “dwelling time” of fluid during the BAL can 

be also a source of error in the urea method (14). When times of BAL are prolonged (1 min), 

urea can over diffuse from the interstitium and other tissue and ELF volume can be 

overestimated. As in our previous studies (17, 18), the volume was limited to 1 ml in the 

present study in order to preserve the integrity of the pulmonary barrier. Moreover, saline 

aspiration was performed only once and for no longer than 15 to 20 s to limit a significant 

“dwelling time. Third, ELF is a mixture of components and especially alveolar macrophages 

are present in ELF. These cells may be lysed during the measurement of drugs concentration 

in BAL. Therefore, when drug intracellular concentrations are greater than in surrounding 

fluid, lysis of some or all cells could artificially increase the measured ELF concentration of 

the antibiotic (14). This methodology and the impact of macrophages lysis was already 

investigated by our group for fluoroquinolones (2) and TZD presents an intracellular 

penetration (295  95) respectively 10 and 100 times higher than that previously described for 

grepafloxacin (25.2  0.9) (2) and that of LZD in the present study.  In accordance with 

grepafloxacin results, for which a difference of more than 300% was observed between the 
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estimated and actual ELF drug concentrations when lysis was maximum, an increase of TZD 

ELF concentrations by a factor 30 was observed for the same lysis corresponding to a 

difference of more than 3000% (Figure 2). Consequently, in the absence of efflux transporters 

involved in lung distribution of TZD (Table 2), the macrophages lysis could partially explain 

the much higher reported ELF (225 times) than unbound plasma concentrations after i.v. 

administration.  Due to the fact that TZD is a lipophilic molecule (logP  2.12), its high 

exposure in lungs could be also explained by its binding to pulmonary surfactant and/or 

phospholipids, leading to a sequestration within the ELF as it was recently described for 

lascufloxacin (22). This hypothesis needs to be further investigated.  On opposition to TZD, 

and as it was previously estimated by Kiem and Schentag (23), a potential macrophages lysis 

does not affect the estimation of LZD ELF concentrations (Figure 2). 

Finally, for nebulization of oxazolidinones, considering that LZD is a lipophilic molecule and 

that its lung distribution is only governed by passive diffusion (Table 2), nebulization is not an 

interesting way of administration for this molecule (Figures 2 A and B). However, for TZD, 

results are different. Indeed, even if ELF concentrations are polluted by macrophages lysis, 

ELF AUC after nebulization is 54 times higher than the corresponding AUC after i.v. 

administration suggesting an interest to administer this drug by nebulization, even if further 

investigations will be difficult to perform due to methodological issues. 

 

In conclusion, this study showed that efflux transporters as P-gp, MRP and BCRP were not 

involved in lung distribution of oxazolidinones. But, the interpretation of studies with 

estimated TZD concentrations in ELF obtained from BAL sampling should be performed with 

caution due to macrophages lysis and significant pollution related to the release of drug from 

macrophages. 
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Supplemental materials 

Table S1: Value of parameters of linezolid (LZD) and tedizolid (TZD) estimated with the 

model. 

Typical value (CV%) LZD TZD 

Vplasma (mL) 813 (5.7%) 11400 (14.8%) 

CLR (mL/h) 494 (3.4%) 7480 (13.4%) 

CL plasma-ELF (mL/h) 2.34 (36.6%) 205 m (23.3%) 

CL ELF-plasma (mL/h) 1.09 (37.8%) 0.91 (17.0%) 

VELF (µL) 10 (fixed) 10 (fixed) 

Ka plasma (h-1) / 100 (fixed) 

Ka ELF (h-1) / 0.827 (8.9%) 

Ke prodrug (h-1) / 86.7 (20%) 

fu (%) / 0.362  

Residual plasma 0.0596 (20.1%) 0.0659 (24.1%) 

Residual unbound plasma / 0.303 (27.6%) 

Residual ELF 0.217 (23.6%) 0.585 (21.9%) 

 

 

Figure S1: Compartimental models of linezolid (LZD) and tedizolid (TZD) 
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Après nébulisation, les transporteurs d’efflux apicaux auraient l’avantage de maintenir de 

fortes concentrations pulmonaires de leur substrat. Le potentiel avantage des transporteurs 

d’efflux a été étudié entre autres avec l’oseltamivir phosphate (OP). Toutefois, cette molécule 

est un promédicament de l’oseltamivir carboxylate (OC), ce qui complexifie l’étude de la 

distribution pulmonaire du métabolite actif. L’OC après administration IV et NEB d’OC a 

montré une disponibilité thérapeutique (TA) proche de 500 chez le rat, dû à sa faible 

perméabilité (130). Son promédicament (OP) a une perméabilité plus élevée, ce qui diminue 

son intérêt à l’administrer au niveau du poumon. Mais des données de perméabilité in vitro 

sur Calu-3 dans le présent travail ainsi que des données préliminaires suggère que l’OP est 

substrat de pompes d’efflux et notamment de la P-gp (136), ce qui permet d’obtenir de fortes 

concentrations locales après voies IV et nébulisée. Mais est ce que la conversion locale en OC 

est suffisante pour qu’il y ait un intérêt à le nébuliser sous forme de promédicament ? D’après 

notre étude, la vitesse de conversion de l’OP en OC est 42 fois plus lente que la vitesse 

d’absorption de l’OP (CLconvelf = 0.00042 L/h/kg vs QelfOP = 0.018 L/h/kg). En 

conséquence, la majorité de l’OP est absorbé avant d’être converti en OC, cette conversion 

pré-systémique n’étant que de 2%. La nébulisation de l’OP est donc une voie d’administration 

qui ne semble pas adaptée si l’on souhaite obtenir de fortes concentrations pulmonaires d’OC. 

Bien que les transporteurs d’efflux (Pgp, MRP1 et BCRP), orientés du plasma vers le 

poumon, permettent d’avoir une exposition plus importante du poumon par rapport au plasma 

(ce qui est intéressant pour une molécule à action locale), ces transporteurs n’offrent aucun 

avantage à l’administration par voie nébulisée d’un promédicament (ici l’OP) si son 

absorption est plus rapide que sa conversion. Dans le cas d’une absorption plus lente (cad 

d’un médicament à plus faible perméabilité), cette voie d’administration semble offrir un 
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intérêt. Cela a été montré avec la nébulisation de colistimethate sodique (CMS), le 

promédicament de la colistine chez le rat (137) et confirmé chez l’homme (126). 

Contrairement à l’OP, qui a été mis sur le marché pour son absorption améliorée 

comparativement à l’OC, le CMS est conçu pour être moins toxique que son métabolite actif 

(138). Les deux composés étant des grosses molécules, ionisées, ils ont une faible 

perméabilité (la Papp de la colistine est de 0.04±0.02 sur un modèle Calu-3, celle du CMS n’a 

pas été investiguée). La faible absorption du promédicament laisse le temps à un métabolisme 

local. En conséquence, après administration du promédicament par nébulisation, il a été 

montré qu’approximativement un tiers de la dose était convertie pré-systémiquement (137), 

comme schématisé dans la Figure 13, conduisant à une exposition plus importante en colistine 

après NEB du CMS qu’après administration iv de son promédicament. Cela n’a pas été 

observé chez l’OP bien que celui-ci soit substrat de la PgP, ce qui aurait dû diminuer son 

absorption. 

 

Figure 13 : Schéma de la conversion du CMS en colistine après administration intraveineuse ou 
nébulisation. En bleu la pharmacocinétique après nébulisation du CMS et en rose après administration 
intraveineuse du CMS. Adapté de (137). 
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L’intervention des transporteurs d’efflux n’est donc pas un gage d’avantage significatif après 

une nébulisation. La nébulisation de promédicament est un processus complexe qui nécessite 

une évaluation au cas par cas.  

 

Comme nous l’avons vu, la pharmacocinétique pulmonaire d’un composé est très dépendante 

de sa perméabilité. Est-il possible de corréler une perméabilité déterminée in vitro à un profil 

pharmacocinétique in vivo ? Notre laboratoire a évalué le comportement pharmacocinétique 

de plusieurs molécules anti-infectieuses dans l’objectif d’élaborer une classification 

biopharmaceutique pulmonaire permettant de prédire la capacité d’une molécule à être 

nébulisée. Ces travaux se basent sur des études de perméabilité des molécules sur un modèle 

de cellules Calu-3 (84) associés à des mesures d’exposition dans l’ELF pulmonaire de ces 

mêmes molécules après administration IV et nébulisée (82, 83, 127–130, 139). Les principaux 

résultats ont été résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau 7) : 

Tableau 7 : Classification d’agents anti-infectieux en fonction de la disponibilité thérapeutique (TA) 
Molécules LogP (de 

www.drugbank.ca) 

Perméabilité (x10-6 

cm/s) sur la lignée 

Calu-3 

TA obtenue après 

administration chez 

le rat sain 

Linézolide (LNZ) 0.9 7.31±0.5 0.8 

Moxifloxacine (MXF) 2.9 5±0.2 0.95 

Chloramphénicol (CHA) 1.14 4.1±0.2 1 

Lévofloxacine (LVX) 2.1 2.4±0.10 1 

Oseltamivir phosphate 

(OP) 

1 1.37±0.17 1.0 
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Ciprofloxacine (CIP) 0.28 0.70±0.02 1.2 

Thiamphénicol (THA) -0.22* 0.91±0.10 7 

Tédizolide (TDZ) 2.12* 9.44 ± 0.71 542 

Gentamicine (GTM) -3.1 <0.051 108 

Tobramycine (TOB) -6.5 <0.051 172 

Oseltamivir carboxylate 

(OC) 

-1.8* 0.80±0.20 576 

Colistine (COL) -2.4 0.04±0.02 636 

Amikacine (AMK) -3.2* <0.051 1137 

Aztréonam (AZT) -3.1* 0.07±0.02 2761 

* Valeurs prédites du logiciel de prédiction ChemAxon 
1Les valeurs de Papp n’ont pas pu être déterminées plus précisément à cause d’une limite analytique et de toxicité 

cellulaire 
2Le TA du tédizolide a été déterminé par administration de son promédicament, le tédizolide phosphate. 

 

Plusieurs commentaires peuvent être apportés sur ce tableau qui peut servir de base à une 

classification biopharmaceutique pulmonaire : 

- Le logP semble pouvoir discriminer les composés intéressants à nébuliser. En effet, les 

composés ayant un logP supérieur à zéro, caractéristique des molécules lipophiles qui 

diffusent facilement à travers les barrières, et sont donc associés in vivo à un TA 

proche de 1 (sauf le tédizolide, qui sera détaillé ultérieurement) (Figure 14), c’est-à-

dire qui ne présentent pas d’intérêt à la nébulisation. D’un autre côté, de manière 

logique, les composés hydrophiles (logP<0) sont intéressants à nébuliser car leur TA 

dépasse 100 (Figure 14).   
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Figure 14 : Distribution du TA d’agents anti-infectieux en fonction de leur logP, en vert les composés 
ayant un TA proche de 1 et en rouge ceux ayant un TA supérieur à 1 et donc intéressants à nébuliser. 
 

- Cependant, même si le logP semblent discriminer les composés intéressants à 

nébuliser, il ne semble pas prédire l’importance de l’exposition in vivo des molécules 

dans ELF après nébulisation. En effet, il n’existe pas de corrélation claire entre le logP 

et l’importance du TA. La tobramycine (TOB), la gentamicine (GTM) et l’amikacine 

(AMK) sont des aminosides présentant des caractéristiques physicochimiques proches 

avec des poids moléculaires respectifs de 467.5, 477.6 et 585.6 g/mol, des logP de -

3.1, -3.2 et -6.5 et des charges à pH physiologique comparables (respectivement 5, 5 et 

4) conduisant à pH physiologique, à des logD très proches : -8.27 pour la GTM, -9.81 

pour l’AMK et -9.45 pour la TOB (données de www.chespider.com). Ces 

caractéristiques proches conduisent toutefois à des TA in vivo significativement 

différents : 108 pour la GTM, 172 pour la TOB et 1137 pour l’AMK qui reste à ce jour 

encore inexpliqué.  

- Le TA calculé Équation 4 (page 49) est propre à chaque molécule et au modèle 

pharmacocinétique utilisé pour le caractériser. Pour tous les TA présentés dans le 

http://www.chespider.com/
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Tableau 7, les AUC calculées ne comprennent pas l’intervalle entre 0 et 30min 

(correspondant au premier temps de prélèvement). Il a été choisi de ne pas prendre en 

compte cet intervalle car les modèles pharmacocinétiques utilisés sont tous basés sur le 

fait que la totalité de la dose a été administrée à t=0 dans un volume très faible (celui 

de l’ELF). Cette hypothèse est cohérente avec l’utilisation de la nébulisation 

intratrachéale à l’aide du microsprayer mais a pour conséquence d’estimer par le 

modèle des concentrations dans l’ELF très élevées (équivalente à plusieurs mg dans un 

volume inférieur à 1mL) dans les temps précoces de la cinétique après nébulisation. 

Ceci conduit à une exposition des anti-infectieux dans l’ELF très fortement sur-

estimée après voie nébulisée et notamment pour les molécules à forte perméabilité. 

Pour limiter cet artefact, le TA a été estimé en omettant l’intervalle de temps 0-30min 

c’est à dire la phase de distribution, ce qui est source de biais dans l’analyse. Pour 

pouvoir évaluer de manière comparable ces molécules, il faudrait analyser les profils 

pharmacocinétiques avec le même modèle, ce qui n’a pas été possible avec des 

modèles pharmacocinétiques conventionnels. Toutefois, il a été envisagé de 

développer un modèle pharmacocinétique minimal basé sur la physiologie (PB/PK) où 

seuls les compartiments plasma et ELF seraient représentés via le logiciel de 

modélisation physiologique Gastroplus®. Ce type de logiciels a de nombreuses limites, 

notamment que les équations différentielles qui ne sont pas accessibles et les 

compartiments sont déjà prédéfinis. Dans notre cas, il n’y avait pas de compartiment 

« ELF », il n’était donc pas possible de décrire correctement les concentrations et d’y 

définir un métabolisme local dans le cas des promédicaments. La solution a donc été 

de se retourner dans le présent travail vers de la modélisation compartimentale. 

- Les modèles cellulaires in vitro semblent pouvoir discriminer les comportements 

pharmacocinétiques pulmonaires, mais essentiellement pour des valeurs extrêmes de 
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perméabilité : les molécules à fortes perméabilités (>2x10-6 cm/s) ont un TA proche de 

1 et celles à faibles perméabilités (<0.1x10-6 cm/s) permettent d’obtenir des TA 

intéressants, supérieurs à 100. 

 

Figure 15 : perméabilité in vitro en fonction de la disponibilité thérapeutique (TA) mesurée in vivo 
chez le rat 
 

 Il existe cependant une zone où la perméabilité se situe entre 0.1 et 2x10-6 cm/s où les 

TA sont plus difficilement prévisibles. Trois molécules (ciprofloxacine (82, 140), 

oseltamivir carboxylate (130, 139)et thiamphénicol (91)) illustrent cette observation. 

Elles présentent des valeurs de perméabilité très proches de ce seuil et proches entre 

elles (respectivement de 0.70±0.02, 0.80±0.20 et 0.91±0.10 x10-6 cm/s) mais ont un 

comportement in vivo très différent avec un TA proche de 1 pour la ciprofloxacine, 

proche de 10 pour le thiamphénicol et supérieur à 500 pour l’oseltamivir carboxylate, 

comme illustré dans la  

Figure 16 : Profils pharmacocinétique chez le rat sain dans le plasma (en rouge) et l’ELF (en bleu) obtenus 
après administration intraveineuse (à gauche) et nébulisation (à droite) du thiamphénicol (en cours de 
publication), de l’oseltamivir carboxylate (130) et de la ciprofloxacine (82). 
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. Ces résultats montrent la difficulté de définir un seuil expérimental de perméabilité 

qui permettrait d’appréhender correctement le comportement biopharmaceutique in 

vivo.  

 

 

Figure 16 : Profils pharmacocinétique chez le rat sain dans le plasma (en rouge) et l’ELF (en bleu) obtenus 
après administration intraveineuse (à gauche) et nébulisation (à droite) du thiamphénicol (en cours de 
publication), de l’oseltamivir carboxylate (130) et de la ciprofloxacine (82). 
 
 

Le manque de corrélation in vitro/in vivo est également visible dans ce travail de thèse. Par 

exemple, l’OC se classe parmi les molécules perméables sur un modèle de cellules Calu-3 

(Papp = 0.80x10-6 cm/s) mais présente le comportement d’une molécule peu perméable in 

vivo avec un TA>500.  

- Ce manque de corrélation in vitro/in vivo pourrait être le résultat d’une différence de 

charge de la molécule entre les expérimentations. Le pH alvéolaire est difficilement 
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mesurable (141, 142). Le liquide pulmonaire fœtal, qui remplit les poumons d’un fœtus 

avant les premières respirations, a été évalué à un pH de 6.27. On peut donc émettre 

l’hypothèse que le surfactant pulmonaire puisse être légèrement acide. Dans le logiciel 

pharmacocinétique spécialisé en physiologie SimCYP®, la population « volontaire sain » 

est caractérisée par un pH des fluides pulmonaires de 6.6 (143).. Dans notre travail de 

thèse, les études de perméabilités in vitro ont été menées au pH physiologique sanguin 

(pH 7.4), pouvant être à l’origine des différences d’ionisation et donc de divergences entre 

les études in vitro/in vivo. Revenons au cas de l’OC qui présente un pKa de 4 et 7,9. Sa 

forme acide est toujours ionisée, car on travaille à des pH supérieurs à 6. Lors des études 

in vitro, à pH proche du pKa2, l’OC est à moitié sous forme ionisée et sous forme non 

ionisée. Dans l’étude in vivo, à pH plus acide, la proportion de la forme ionisée augmente 

suggérant que la molécule traverse plus difficilement les épithéliums.  

- Les résultats de l’OP et du LZD sont cohérents, il s’agit de molécules perméables in vitro 

et in vivo, avec un TA proche de 1. 

- Le tédizolide quant à lui a fourni des résultats en demi-teinte. Tout d’abord, le 

comportement du TZD in vivo suggère qu’il soit substrat de pompes d’efflux (AUC ELF > 

AUC plasma libre après administration iv chez le rat et après administration orale chez 

l’homme) mais cet efflux n’apparaît pas in vitro. La majorité des pompes d’efflux étant 

exprimées dans les deux modèles cellulaires étudiés (Calu-3 et NCI-H441) d’autres 

hypothèses ont été explorées : 

• La possibilité d’une liaison aux protéines dans l’ELF, et dans ce cas on 

comparerait les concentrations totales dans l’ELF et les concentrations libres 

plasmatiques. Mais après ultrafiltration des lavages broncho-alvéolaires, les 

mêmes concentrations sont retrouvées par rapport aux concentrations avant 

l’ultrafiltration (différence de 15%). Même si de l’albumine est présente au niveau 
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de l’ELF, les concentrations dans l’ELF peuvent être considérées comme des 

concentrations libres. 

• La possibilité d’une accumulation dans les macrophages présents dans l’ELF et 

d’un relargage à la suite d’une lyse de ces macrophages. Dans l’étude de 

Housmann étudiant la pharmacocinétique pulmonaire du TZD chez le volontaire 

sain (135), il a été observé un ratio proche de 40 entre les AUC ELF et plasma 

libre et un ratio 20 entre les AUC macrophages et plasma libre. À la suite de cette 

observation, on peut en déduire un ratio de 2 entre l’AUC ELF et l’AUC 

macrophages. Les concentrations en TZD dans l’ELF et dans les macrophages 

semblent donc relativement proches et une lyse des macrophages pendant le lavage 

broncho-alvéolaire ne devrait avoir aucune incidence sur les concentrations en 

TZD. Pour vérifier cette observation in vivo, un ratio intracellulaire/extracellulaire 

a été déterminé in vitro dans notre laboratoire à partir de macrophages de rats mis 

en culture. Un ratio concentrations intra-macrophages et extracellulaires, proche de 

300 a été déterminé pour le TZD. Cette accumulation intra-macrophage du TZD 

(ratio intra/extracellulaire = 300) importante chez le rat est différente de ce qui a 

été initialement observée chez l’homme (135). Toutefois, le volume des 

macrophages représentent au maximum 10% du volume de l’ELF (26), si la 

totalité des macrophages étaient lysés pendant le processus de lavage broncho-

alvéolaire, une augmentation de la concentration d’un facteur 30 serait observée 

(Figure 1, article 2). Or les concentrations dans l’ELF sont 225 fois plus élevées 

dans l’ELF par rapport aux concentrations plasmatiques libres chez le rat, La lyse 

des macrophages permet donc d’expliquer une partie des très fortes concentrations 

dans l’ELF observées pour le TZD, mais ne suffit pas pour en expliquer la totalité. 
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• Une dernière hypothèse pourrait contribuer à l’explication de ces fortes 

concentrations dans l’ELF, il s’agit d’une potentielle l’affinité de la molécule pour 

les composants du surfactant présents dans l’ELF, ce qui conduirait à une 

séquestration dans ce compartiment. Ce phénomène a été initialement observé pour 

la lascufloxacine, une nouvelle fluoroquinolone active contre de nombreux 

pathogènes respiratoires. Après administration orale chez l’homme, les 

concentrations dans l’ELF sont 62 fois plus élevées par rapport aux concentrations 

plasmatiques libres, ce qui est beaucoup plus élevé que pour les autres 

fluoroquinolones (144). Ohya et al. ont montré que la lascufloxacine se liait aux 

composants de l’ELF et notamment à la phosphatidylsérine (145), proposant que la 

liaison au surfactant pulmonaire est un mécanisme majeur dans la forte distribution 

de cette fluoroquinolone dans l’ELF. La méthodologie consiste à mesurer la 

partition d’une molécule entre deux phases lipophile et hydrophile (hexane / 

HBSS). La présence de surfactant ou de ses composants (principalement des 

phospholipides) modifie cette partition, ce qui permet d’évaluer indirectement la 

liaison aux composants du surfactant. En utilisant cette approche dans notre 

laboratoire lors d’une étude préliminaire in vitro comparant l’affinité du TDZ avec 

du Curosurf (extrait de surfactant pulmonaire d’origine porcine) ou différents 

phospholipides (phosphatidylcholine, phosphatidylglycerol, et phsophatidylsérine,) 

Il a pu être montrer que le tedizolide se lie aux composants du Curosurf de façon 

dépendante de la concentration, sans pour autant avoir pu identifier quel(s) 

phopsholipide(s) étai(en)t impliqué(s) (Figure 17). 
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Figure 17 : Fraction de tédizolide lié aux surfactants pulmonaires. Différents % en volume de Curosurf 
ont été ajoutés dans les phases hexane et HBSS avant partition. Après 24hrs de décantation, la 
concentration de tédizolide dans la phase hexane représente la forme liée et la concentration dans la phase 
HBSS la forme libre (n=1). 

 

 

Ainsi la liaison du TZD au surfactant pulmonaire pourrait être à l’origine du ratio ELF/plasma 

de 225 observé après administration IV et qui pourrait être responsable du TA de 50 observé 

in vivo. En effet, ce phénomène serait d’autant plus important après administration par voie 

aérienne, en diminuant l’absorption du TZD. Ces expériences sont en cours dans notre 

laboratoire et seront poursuivies afin de confirmer ces premiers résultats, d’évaluer également 

la liaison du linézolide et d’identifier les composants du surfactant responsables de cette 

liaison. 

 

Comme nous l’avons vu, il est difficile de déterminer des paramètres descripteurs simples qui 

permettraient de prédire la pharmacocinétique d’une molécule simplement à partir d’études in 

vitro. Ces modèles in vitro sont une simplification de ce qu’il se passe dans un organisme dont 

une multitude de paramètres entrent en jeu : 
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- Des différences de pH peuvent entraîner des modifications de charge et in fine une 

modification de la perméabilité. 

- La présence de tensio-actifs in vivo peuvent être à l’origine de phénomènes de 

séquestration et modifier la diffusion des composés. 

- Ces transporteurs d’efflux ont un impact différent entre les études in vitro et in vivo (ratio 

inférieur à 5 in vitro pour nos molécules testées alors que les ratios peuvent aller jusqu’à 

80 in vivo, comme avec l’exemple de l’oseltamivir phosphate). 
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Conclusion 
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Pour traiter des infections pulmonaires, la présence des transporteurs pulmonaires d’efflux au 

niveau apical est un atout car ils permettent d’augmenter les concentrations locales en agent 

anti-infectieux. Cela est observable in vitro sur des modèles cellulaires où il est possible de 

déterminer un ratio d’efflux. Dans les études in vivo, ce ratio est aussi observé après 

administration intraveineuse du composé, où l’exposition pulmonaire est plus importante que 

l’exposition plasmatique. Pour être encore plus efficace, on s’est interrogé sur l’avantage 

d’administrer ces composés localement. Cela a été fait avec l’oseltamivir phosphate, le 

promédicament de l’oseltamivir carboxylate. Cependant, bien que l’oseltamvir phosphate soit 

substrat de la P-gp, son absorption est tout de même trop rapide par rapport à sa conversion 

locale pour qu’une nébulisation soit efficace car seulement 2% de la dose a été convertie 

localement. Le tédizolide avait déjà montré chez l’homme une distribution pulmonaire 

importante. Cela a été confirmé chez le rat avec notre protocole standardisé, mais les études in 

vitro n’ont montré aucune implication de transporteurs d’efflux. 

En théorie, les transporteurs pulmonaires d’efflux permettent d’avoir de fortes concentrations 

en substrat. Dans le cas des promédicaments, il est important d’avoir une vitesse de 

conversion locale plus importante que l’absorption pour avoir une nébulisation efficace. De 

plus, l’observation d’une plus grande exposition pulmonaire que systémique n’est pas 

synonyme d’implication de transporteurs, car d’autres phénomènes peuvent entrer en jeu, 

comme un biais lors de l’expérimentation avec la lyse des macrophages ou bien une affinité 

pour les composés du surfactant pulmonaire. 
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Abstract 
In the face of the shortage of new anti-infectives and the ever-increasing emergence of multi-

resistant infectious agents, it is essential to make better use of the therapeutic arsenal at our 

disposal. This may involve the use of new routes of administration in order to act more 

effectively locally. To treat lung infections, inhalation or nebulisation appear to be a logical 

option. It has been shown previously that the rather hydrophilic molecules were good 

candidates for this route of administration because the pulmonary epithelium was not very 

permeable to them and the active principle was sequestered in the lung. On the other hand, for 

lipophilic compounds that diffuse rapidly through the epithelium, pulmonary administration is 

of little therapeutic interest. The situation becomes more complex in the case of prodrug 

nebulization and/or when efflux pumps are involved in the pulmonary distribution of anti-

infectives. In order to better characterize the role of efflux pumps in the pulmonary 

distribution of anti-infectives in vitro and their impact in vivo, the pulmonary distribution of 

several anti-infectives was evaluated according to a standardized protocol in rats, allowing 

measurement and comparison of free plasma and pulmonary epithelial fluid (ELF) 

concentrations after systemic and intratracheal administration. The first study focuses on the 

pulmonary distribution of oseltamivir, an anti-viral active against influenza, which is 

administered as a prodrug (oseltamivir phosphate (OP)). It has been shown in vitro that OP 

(non-active) is a substrate for efflux pumps and that this active transport is characterized in 

vivo by higher local concentrations of OP in ELF than in plasma regardless of the route of 

administration (intravenous or nebulization). However, these high pulmonary prodrug 

concentrations have little effect on pulmonary concentrations of the active molecule 

(oseltamivir carboxylate (OC)), due to low local conversion to the active compound and 

pulmonary permeability of the OC. The second study presents the case of oxazolidinones 
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(linezolide and tedizolide) used to treat Gram-positive infections for which in vivo studies in 

humans had previously shown local concentrations (ELF) higher than plasma concentrations 

after oral administration. These data were found in rats according to our standardized protocol 

and supplemented with post-nebulization data, suggesting a major role for transporters in their 

pulmonary diffusion. However, membrane permeability and in vitro inhibition studies 

conducted in a cellular model (NCI-H441) were unable to demonstrate the role of these efflux 

transporters on high pulmonary concentrations. Other explanations have been considered such 

as protein binding in ELF or intracellular penetration of active compound. In conclusion, these 

in vivo and in vitro studies on 4 active compounds have allowed us to improve our knowledge 

of the parameters that govern the pulmonary diffusion of anti-infectives such as permeability 

and affinity for efflux transporters and to show the complexity of extrapolation in vitro/in 

vivo. 

Key words : Pharmacokinetics modeling, Lung, Efflux transporters, Nebulisation, 

Oseltamivir, Oxazolidinones 
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Résumé 
Face à la pénurie de nouveaux anti-infectieux et à l’émergence toujours plus importante 

d’agents infectieux multi-résistants, il est primordial de mieux utiliser l’arsenal thérapeutique 

à notre disposition. Cela peut passer par l’utilisation de nouvelles voies d’administration afin 

d’agir plus efficacement localement. Pour traiter des infections pulmonaires, l’inhalation ou la 

nébulisation apparaissent comme des voies logiquement intéressantes. Il a été montré 

précédemment que les molécules plutôt hydrophiles étaient des bonnes candidates à cette voie 

d’administration car l’épithélium pulmonaire leur était peu perméable et le principe actif était 

séquestré au niveau du poumon. A l’inverse, pour les composés lipophiles qui diffusent 

rapidement à travers l’épithélium, l’administration pulmonaire ne présente que peu d’intérêt 

thérapeutique. La situation se complexifie dans le cas de la nébulisation de promédicaments 

et/ou lorsque des pompes d’efflux interviennent dans la distribution pulmonaire des anti-

infectieux. Afin de mieux caractériser le rôle des pompes d’efflux dans la distribution 

pulmonaire des anti-infectieux in vitro et leur impact in vivo, la distribution pulmonaire de 

plusieurs anti-infectieux a été évaluée selon un protocole standardisé chez le rat, permettant de 

mesurer et donc de comparer les concentrations libres plasmatiques et dans le liquide 

épithélial pulmonaire (ELF) après administrations systémique et intratrachéale. Le 

premier travail porte sur la distribution pulmonaire de l’oseltamivir, un anti-viral actif contre 

la grippe, qui est administré sous forme de promédicament (oseltamivir phosphate (OP)). Il a 

été montré in vitro que l’OP (non actif) est substrat de pompes d’efflux et que ce transport 

actif se caractérise in vivo par des concentrations locales plus élevées d’OP dans l’ELF que 

dans le plasma quelle que soit la voie d’administration (intraveineuse ou nébulisation). 

Cependant, ces fortes concentrations pulmonaires en promédicament n’ont que peu d’effet sur 

les concentrations pulmonaires en molécule active (oseltamivir carboxylate (OC)), du fait 
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d’une faible conversion locale en composé actif et de la perméabilité pulmonaire de l’OC. La 

deuxième étude présente le cas des oxazolidinones (linézolide et tédizolide) utilisées pour 

traiter les infections à Gram positif pour lesquels des études in vivo préalablement réalisées 

chez l’homme avaient montrées des concentrations locales (ELF) supérieures aux 

concentrations plasmatiques après administration orale. Ces données ont été retrouvées chez 

le rat selon notre protocole standardisé et complétées avec des données après nébulisation, 

suggérant un rôle majeur des transporteurs dans leur diffusion pulmonaire. Cependant, les 

études de perméabilité membranaire et d’inhibition in vitro réalisées sur un modèle cellulaire 

(NCI-H441) n’ont pas pu mettre en évidence le rôle de ces transporteurs d’efflux sur les 

concentrations pulmonaires élevées. D’autres explications ont été envisagées comme la liaison 

à des protéines dans l’ELF ou encore la pénétration intracellulaire des principes actifs. En 

conclusion, ces études in vivo et in vitro sur 4 composés nous ont permis d’améliorer nos 

connaissances sur les paramètres qui gouvernent la diffusion pulmonaire des anti-infectieux 

telles que la perméabilité et l’affinité pour des transporteurs d’efflux et de montrer la 

complexité d’extrapolation in vitro/in vivo.  

 

Mots clés : modélisation pharmacocinétique, Poumon, Transporteur d’efflux, Nébulisation 

Oseltamivir, Oxazolidinones 

 


