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RÉSUMÉ 
 

Les pyréthrinoïdes et les organophosphorés sont des pesticides très utilisés, à l o igi e d u eà

imprégnation forte de la population, exposée à ces contaminants principalement iaàl ali e tatio .à

Deàplusàe àplusàd tudesàs ie tifi uesàsugg e tàdesà lie sàe t eà l e positio à à esà o pos sàetàdesà

maladies chroniques ou des troubles du d eloppe e tàdeàl e fa t. 

Pa ado ale e t,àleu àde e i à iologi ueà hezàl ho eàestà alà o u.àCe tai esà tudesàsugg e tà ueà

esà i se ti idesà so tà sus epti lesà d i t agi à a e à lesà t a sporteurs membranaires ABC et SLC, 

protéines lo alis esàauà i eauàd i terfaces hémato-tissulaires qui prennent en charge de nombreux 

substrats endogènes, di a e tsàetà o ta i a tsàdeàl e i o e e t.à 

L o je tifàdeà ot eà tudeàaà t àdeà a a t ise àlesàeffetsàd i se ti idesàdesàfa illesàdesàp th i oïdesà

et des o ga ophospho sàsu àl a ti it àdeà o eu àt a spo teu sàáBCàetà“LCàp e a tàe à ha geàdesà

médicaments (P-gp, BCRP, MRPs, OATP-1B1,-2B1,-1B3, OCT1-3, OAT1, OAT3, MATE1 et MATE2K) par 

une approche in vitro. Nous nous sommes également attachés à caractériser par des expérimentations 

in vitro et in silico, lesà a is esàdesài te a tio sàetàlesà l e tsàst u tu au àdesàpesti idesà àl o igi eà

de ces effets. 

Nous avons montré que de nombreux organophosphorés et pyréthrinoïdes taie tà apa lesàd i hi e à

des transpo teu sà d efflu à M‘P,à BC‘P,à P-gp à età d i flu à OáTP B ,à OáT ,à MáTE ,à OCT -2) et de 

sti ule à l a ti it à deà e tai sà OáTPs.à Lesà pesti idesà test sà i hi aie tà t sà fo te e tà l a ti it à desà

transporteurs de cations (OCT1 et OCT2) et ont pu bloquer le transport de catécholamines médiés par 

ces protéines. Une approche qSAR a permis de définir des paramètres physicochimiques associés aux 

effets modulateurs des pesticides età u eà app o heà d a a ageà ol ulai eà (docking) a mise en 

évidence les sites de liaisons de la P-gp impliquées dans ces interactions.  

Lesà o s ue esà desà odulatio sà deà l a ti it à desà t a spo teu s,à e à te esà d effetsà to i uesà età

d i te a tio sà di a e teuses, restent à définir pour les populations exposées à de fortes doses de 

pesticides. Toutefois, la contribution des interactions observées aux effets toxiques de ces insecticides 

est peu probable car nécessitant des concentrations nettement supérieures à celles atteintes dans le 

ad eàd u eàe positio àe i o e e taleàdeàlaàpopulatio àg ale.  
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ABSTRACT 
 

The general population is chronically exposed to pyrethroids and organophosphorus insecticides, 

mainly through alimentation. Several epidemiological studies have found an association between non-

occupational exposure to these pesticides and chronic diseases and developmental disorders. 

Paradoxically, their biological fate in humans is poorly understood. Some studies suggest that these 

insecticides could interact with ABC and SLC membrane transporters. These membrane proteins, 

located at blood-tissue interfaces (liver, kidney, intestine ...), handle many endogenous substrates, 

drugs and pollutants. 

The objective of our study was to characterize, using an in vitro approach, the effects of pyrethroid 

and organophosphorus insecticides on the activity of numerous ABC and SLC human drug-transporters 

(P-gp, BCRP, MRPs, OATP-1B1, -2B1, -1B3, OCT1-3, OAT1, OAT3, MATE1 and MATE2K). We have also 

tried to analyze the mechanisms of interactions and the structural requirements for insecticides-

mediated modulation of drug transporters activities using in vitro and in silico approach. 

We have shown that many organophosphorus and pyrethroids are able to inhibit ABC (MRP, BCRP, P-

gp) and SLC (OATP1B1, OAT3, MATE1, OCT1-2) transporters and can stimulate the activity of some 

OATPs. Moreover, the tested pesticides inhibited very strongly the activity of OCT1 and OCT2 and 

blocked catecholamine transport mediated by these transporters. A qSAR approach allowed to define 

physicochemical parameters associated with the modulating effects of pesticides and a molecular 

docking approach revealed the P-gp binding sites involved in these interactions.  

The consequences of transporter activitie modulation, in terms of toxic effects and drug interactions, 

remain to be defined for populations exposed to high doses of pesticides, occurring notably in 

response to poisoning. However the alterations of these transporter activities by insecticides are 

unlikely to contribute to organophosphorus or pyrethroids toxicities of chronic low-dose exposure. 
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1. Les pesticides 

1.1. Généralités 

Pesticide est un terme générique désignant les composés capables de tuer (du latin caedere) les 

nuisibles (du latin pestis). Ils sont largement utilisés en France et dans le monde pour leurs propriétés 

herbicides, insecticides, et fongicides. Certains composés possèdent également des propriétés 

désinfectantes, rodenticides, acaricides, molluscicides, algicides, nématicides, bactéricides, antifouling 

ou encore régulateurs de croissance.  

T sàutilis sàda sàl ag i ultu e,àilsàle so tà gale e tàda sàl e t etie àdesàja di s,àdeàlaà oi ie,àda sàleà

traitement des bois, des bateaux, en traitement vétérinaire ainsi que dans la lutte insecticide au sein 

des foyers. Ils contribuent également à la lutte anti-parasitaire (nématicide, molluscicide..) et certains 

sont, ou ont été, utilisés comme médicaments (warfarine, métrifonate). 

Les produits commerciaux contiennent souvent, en plus de ces substances actives, des adjuvants, des 

solvants, des conservateurs et parfois des impuretés ou des métabolites des molécules mères (1,2). A 

tit eàd exemple, l asso iatio àa e àdu pipéronyl butoxide empêche la dégradation du pesticide avec 

lequel il est formulé, et permet de potentialiser les effets du produit (3). Les pesticides peuvent être 

commercialisés séparément ou sous forme de mélanges, et les pesticides possédant des 

stéréoisomères sont souvent formulés sous forme racémique. 

1.1.1.  Les différentes classes de pesticides 
 

Les pesticides peuvent être classés en différentes familles chimiques selon leur structure. Les 

principales familles de pesticides sont les organochlorés, les organophosphorés, les pyréthrinoïdes, les 

carbamates et les triazines. De nouvelles classes de pesticides émergent régulièrement et certaines 

classes ne comptent que quelques représentants (néonicotinoïdes, phtalimides… . 

Lesàpesti idesào tàdesà a is esàd a tio à a ia leà (4). Les insecticides agissent notamment sur le 

système cholinergique et les canaux sodiques et chlores (5–7). Les herbicides agissent sur la 

photosynthèse, la production de pigments,à d a idesà a i sà età d a idesà g as,àouà e o eà laà di isio à

cellulaire (8–12). Les fongicides altèrent la synthèse de stérols, la traduction et la division cellulaire, la 

synthèse protéique et lipidique et la perméabilité cellulaire (13–17).  
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1.1.2.  Utilisation des pesticides en France et en Europe 

 

En 2017, da sà lesàpa sàdeà l Union Européenne (UE), 493 substances actives phytopharmaceutiques 

sont approuvées et àso tàe à ou sàd aluatio à(18). La France est le troisième pays utilisateur de 

pesticides au monde (19), principalement dans un cadre agricole. Les pesticides aux propriétés 

fongicides sont les plus employés en France, notamment dans les exploitations vigneronnes et 

céréalières, suivis des herbicides (culture du maïs et du colza) puis des insecticides (19).  

En termes de familles chimiques, les organochlorés introduits dans les années 40 ont été largement 

utilisés comme inse ti idesàe àF a eàjus u àleu  interdiction progressive dans les années 70 à 90. Les 

organophosphorés ont fait leur apparition dans les années 50 et ont rapidement constitué une 

alte ati eàau ào ga o hlo sàpe sista ts.àáujou d huiàlesàutilisatio sàdesào ga ophospho sàe àusageà

agricole ou domestique sont de plus en plus restreintes. Les carbamates et les pyréthrinoïdes les ont 

progressivement remplacés. Les pyréthrinoïdes constituent de nosàjou sàlaà lasseàd i se ti ide la plus 

utilisée en France et en Europe, du fait de leur faible coût, leur relative faible toxicité et leur impact 

environnemental négligeable en termes de rémanence (Figure 1). Les néonicotinoïdes font quant à 

eu à l o jetà d u à o atoi eà eu op e à età so tà e à passeà d t eà i te ditsà e à F a eà età da sà l Union 

Européenne. 

En ce qui concerne les herbicides, les triazines ont été très utilisés depuis les années 50 puis 

progressivement interdits dans les années 2000 (20). Le glyphosate est le désherbant le plus utilisé en 

France (deuxième pesticide le plus utilisé en termes de tonnage) (21).àCo e a tàlesàfo gi idesà està

le soufre qui est majoritairement employé en France (pesticide le plus utilisé en tonnage). 

Figure 1: Historique d'utilisation des pesticides (Source Union des Industries de la protection des plantes) 
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1.1.3.  Exposition et imprégnation de la population aux pesticides 

 

L e positio à au à pesti idesà peutà s effe tue à pa à oieà espi atoi e,à uta eà ouà pa à i gestio à deà

poussi esàouàd ali e tsà o te a tsàdesàt a esàdeàpesti idesà (22).àL e positio àp ofessionnelle aux 

pesti idesà o e eàesse tielle e tàlesàp ofessio elsàdeàl i dust ieàph tosa itai e,àdeàl i dust ieàduà

oisàetàlesàag i ulteu s,à aisà gale e tàlesàpe so elsàd e t etie àdeàla voirie ou encore les jardiniers 

(23).à Ceà t peà d e positio à i te ie tà su toutà pa à oieà uta eà (24). L e positio à deà laà populatio à

générale dépend des utilisations des pesticides au sein des foyers (entretien des jardins, traitement 

des plantes intérieures, du bois, utilisations antiparasitaires en usage vétérinaire ou anti-poux). Elle 

d pe dà gale e tàdeàlaàpollutio àdeàl e i o e e tài t ieu àetàe t ieu àetàdeàl i gestio àd ali e tsà

o te a tàdesàt a esàdeàpesti ides.àC estàlaà oieào aleà uià o stitueàlaàp i ipaleàsou eàd e positio à

de la population générale (22).  

Les études menées par les agences sanitaires montrent que les pesticides sont largement présents 

da sàl e se leàdesà o pa ti e tsàdeà ot eàe i o e e tàetàda sà ot eàali e tatio à(25). 

1.1.3.1. Deve i  des pesti ides da s l’e vi o e e t 

1.1.3.1.1. Contamination aux pesticides des eaux françaises 

Les pesticides les plus hydrosolubles/polaires sont susceptibles de contaminer les eaux souterraines et 

lesà ou sàd eau. Les composés les plusà et ou sàda sàlesà ou sàd eauàet eaux souterraines français en 

2014 sont majoritairement des herbicides. On y retrouve à forte concentration le glyphosate et son 

métabolite AMPA (acide aminométhylphosphonique), mais aussi certains métabolites de 

dithiocarbamates (éthylurée), des chloroacétanilides (métolachlore, métazachlore), des 

organochlorés. Des triazines persistantes comme la simazine ou l at azi eàetàsesà ta olitesà i te ditsà

depuis 2003) sont àl o igi eàdeàd passe e ts de norme de qualité DCE (Directive-cadre européenne 

sur l'eau) (26,27). Les régions les plus touchées sont les régions duà o dàdeàlaàF a e,àl Île de France, 

les pays de la Loire et le Sud-Ouest (28).à Laà Ma ti i ueà està elleà aussià tou h e,à duà faità d u eà

contamination historique au chlordécone, pesticide persistant utilisé autrefois dans les bananeraies 

(28). 

1.1.3.1.2. Co ta i atio àau àpesti idesàda sàl at osph eàetàl ai ài t ieu  

Certains pesticides sont des composés volatils, propriété qui facilite le transport de ces contaminants 

su àdeàlo guesàdista esàda sàl at osph eà(29,30). Les pesticides volatils sont ainsi susceptibles de se 

pa d eàda sàl at osph eàetàdeà o ta i e àl ai àe t ieu .  Sur près de 100 000 mesures réalisées 

da sà l at osph eà e t eà à età  par les AASQA (Associations Agréées de surveillance de la 

Qualité de l'Air), 12% ont permis de détecter au moins un pesticide (25). Parmi les pesticides les plus 
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souvent retrouvés à fortes concentrations : certains organophosphorés (chlorpyrifos, dichlorvos, 

malathion, phosmet, parathion méthyl), le captane età l o ga o hlo à e dosulfa à (31). Les 

concentrations en pesticides varient en fonction de la zone géographique (urbaine ou rurale) et de la 

proximité des exploitations agricoles (31).àIlà o ie tàdeà ote àl a se eàdeà o esàeu op e esàouà

f a çaisesà o e a tàlesàpesti idesàda sàl ai . Co e a tàl ai ài t ieu ,à eàso tàlesào ga o hlo sà le 

lindane età sesà iso es,à l e dosulfa ,à laà dield i e,à leà DDTà di hlo odiph lt i hlo o tha e ,à lesà

organophosphorés (diazinon, dichlorvos, malathion, chlorpyrifos), certains carbamates (propoxur, 

carbaryl) et la trifluraline qui font partie des pesticides les plus fréquemment retrouvés dans les 

loge e tsàf a ilie sàd ap sàu eà tudeàdeà à(32).  

1.1.3.1.3. Contamination des sols aux pesticides 

Les données concernant la contamination des sols aux pesticides portent essentiellement sur le 

lindane (33) pou àlaàF a eà t opolitai eàetàleà hlo d o eàpou àlesàd pa te e tsàd out e-mer (34). 

Le lindane, pesticide organochloré utilisé pendant 50 ans a été interdit en 1998 en France mais peut 

persister jusque 40 ans dans les sols. Les concentrations les plus élevées (supérieures à 2µg/kg de sol) 

sont retrouvées dans la Beauce, le nord de la France et en Bretagne (33). Le chlordécone, insecticide 

utilis àjus u e à àda sàlesà a a e aies,àcontaminerait près de 8250 hectares de terrain sur toute 

la Guadeloupe avec des zones à fortes concentrations (supérieures à 1µg/kg de sol) (34). 

1.1.3.1.4. Co ta i atio àdeàl alimentation aux pesticides 

L e positio àali e tai eàau àpesti idesàestà guli e e tà alu eàpa àlesàauto it sàsa itai esàf a çaisesà

etàeu op e esà áge eà atio aleàdeàs u it àsa itai eàdeàl ali e tatio ,àdeàl e i o e e tàetàduà

travail (Anses),  Institut national de la recherche agronomique (INRA), Autorité européenne de sécurité 

des aliments (EFSA)). En 2015, sur les quelques 85000 échantillons de denrées alimentaires analysées 

en Union Européenne, 97% étaient dépourvues de résidus de pesticides dépassant la limite légale (35). 

Dans les fruits et légumes, sur 156 pesticides recherchés, 120 ont pu être détectés au moins une fois ; 

lesà plusà f ue e tà et ou sà so tà l imazalil, le thiabendazole,à l azo st o i , le boscalid et le 

chlorpyrifos (35).à Co e a tà lesà p oduitsà d o igi eà a i ale, les organochlorés DDT et 

hexachlorobenzène sont les composés les plus fréquemment retrouvés, du fait de leur 

bioaccumulation dans les graisses (35). Les pesticides les plus fréquemment retrouvés dans les 

ali e tsàda sàl tude française EAT2 (Étude de l'alimentation totale 2), sont des organophosphorés 

utilisés dans le stockage des céréales ainsi que l ip odio e,àleà a e dazi eàetàl i azalilà(36). 2% des 

ha tillo sàa al s sào tàfaitàl o jetàd u àd passe e tàdeàli iteà a i aleàdeà sidusà LM‘ à jus u à

20 fois la LMR pour le lindane) (36). Le seul composé retrouvé à des concentrations dépassant la DJA 

(Dose Journalière Admissible) était le diméthoate (36).  
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1.1.3.2. Imprégnation de la population française 

Ilàestàpossi leàd esti e àl i p g atio àdeàlaàpopulatio àau àpesti idesà àpa ti àduàdosageàdeà ol ulesà

esàetàdeà ta olitesàda sàdesàp l e e tsà iologi uesà sa g,àu i e,à he eu … àetà e,àquelle que 

soitàlaà oieàd e positio . La plupart des pesticides ayant une demi-vie courte, le dosage réalisé est donc 

u ài di ateu àd u eàe positio à e teàau àpesti ides.à“eulsàlesào ga o hlo sàd oge tà à eàp i ipe,à

avec des demi- iesàdeàl o d eàdeàplusieurs semaines voire plusieurs mois (267j pour la dieldrine (37)) 

du fait de leur accumulation à long terme dans le tissu adipeux. La détection de métabolites de 

pesti idesàda sàlesàp l e e tsà iologi uesàpeutà efl te àl e positio à àlaà ol uleà eà ien que 

certains métabolites soientà o u sà àplusieu sàpesti ides à aisàaussiàl e positio àauà ta oliteàlui-

eàpa foisàp se tàda sàlaàfo ulatio à o e ialeàouàl e i o e e t. 

Différentes études épidémiologiques se sont attachées à caractériser l i p g atio àdeàlaàpopulation 

française aux pesticides ; estàleà asàdeàl tudeà atio aleà ut itio àsa t à ENN“ à e e en 2007 par 

l I stitutà atio alà deà eilleà sa itai eà I V“ à et qui met en évidence la présence de pyréthrinoïdes, 

d o ga ophospho sà et d organochlorés dans la quasi-totalité des prélèvements urinaires (38). Les 

pesti idesàdeàlaàfa illeàdesào ga o hlo sà ta tàpou àlaàplupa tài te ditsàaujou d huiàe àF a eàetàe à

Eu ope,àl i p g atio àdeàlaàpopulatio à à esà o pos sàestàli eà àlaà o so atio àdeà ia desàetàdeà

poissons contenant desà sidusà d o ga o hlo sà suiteà à leu à ioa u ulatio à da sà lesà g aissesà

animales. Des triazines (atrazine, simazine) ont été également retrouvés dans les échantillons urinaires 

de femmes enceintes bretonnes de la cohorte « Pélagie » (39), et des organochlorés (DDT, 

chlordécone) ont été détectés dans les prélèvements biologiques des femmes enceintes 

guadeloupéennes des cohortes « Ti Moun » et « Hibiscus », entre 2003 et 2007 (40,41). Cette 

imprégnation des femmes enceintes au chlordécone et à l at azi e,ài terdits respectivement en 1993 

et en 2003,àt aduitàlaàg a deàpe sista eàda sàl e i o e e tàdeà esàpesti ides.àà 

Il convient de noter que la quasi-totalité des études épidémiologiques attachées à mesurer 

l i p g atio àau àpesti idesàdeàlaàpopulation ne recherchent que certains composés. Les fongicides 

sont par exemple peu recherchés dans les prélèvements biologiques, de même que le glyphosate. 

L i p g atio àdeàlaàpopulatio à àdeà o eu àpesti idesà esteàdo àaujou d huiài o ue. 

1.1.4. Toxicité des pesticides 
 

álo sà ueàlesàpesti idesàso tà o çusà àl o igi eàpou à li i e àdesào ga is esà uisi lesàe ài te agissa tà

avec des cibles impliquées dans des fonctions vitales (signalisation nerveuse, équilibre hormonal, 

métabolisme ou division cellulaire), ils peuvent avoir des effets délétères sur la santé humaine en 

altérant des mécanismes physiologiques qui ne sont pas spécifiques des organismes cibles. 



 CHAPITRE I : INTRODUCTION 

23 
 

Laàto i it àdesàpesti idesà aà t eàlaà sulta teàd u à e tai à o eàdeàfa teu s (voie d a so ptio ,à oieà

métabolique, de détoxication, propriétés physicochimiques de la molécule, ratio isomères) qui vont 

impacter la quantité de pesticides absorbée,à leu à dist i utio à da sà l o ga is eà età leu à itesseà

d li i atio .àPa ado ale e t, certaines voies métaboliques vont transformer les molécules mères 

e à desà ta olitesà plusà to i uesà e o eà ueà laà ol uleà d o igi eà aldi a e,à p opo u ,à

organophosphorés-oxons) (42,43). Ce tai esà a ifestatio sàto i uesàso tà gale e tàduesà àd aut esà

pesticides, adjuvants et solvants présents dans la formulation commerciale qui peuvent potentialiser 

les effets toxiques. 

Leà o eàd i to i atio sàaiguësàau àpesti ides en France et dans le monde est difficile à estimer. Une 

tudeàesti aità à , à illio sàleà o eàdeà asàpa àa ,à àl o igi eàdeà à àd sà ha ueàa eàda sà

les pays en développement (44).àIlà àaàpasàd esti atio àduà o eàdeà asàd i to i atio sàaiguësàau à

pesti idesà e à F a e.à L e positio à aiguëà au à pesti idesà està à l o igi eà deà a ifestatio sà lo alesà

(irritations, réactions allergiques), de troubles digestifs, mais aussi neurologiques (maux de tête, 

nausées, tremblements, salivation, choréo-ath tose,à o ulsio s…  et cardiovasculaires (hypotension 

a t ielle,à ad a die,àt ou lesàdeàlaà o du tio à a dia ue… àpou a tàalle àjus u àlaà o tà(45,46). 

L i te sit àetàleàt peàdes symptômes provoqués sont dépendants du degré d e positio àau àpesti idesà

et deàlaà oieàd e positio .àà 

áàlaàdiff e eàdesài to i atio sàaiguës,àlesà o s ue esàd u eàe position chronique aux pesticides 

so tàpeuà o ues.àL e positio à h o i ueàau àpesti idesàestà àl o igi eàdeàdiff e tsàs ptô esàt sà

peuà sp ifi uesà età à desà pathologiesà sulta tà deà l i te a tio à o ple eà deà plusieu sà fa teu sà deà

risque. Dans ce contexte, il està diffi ileà d alue à lesà effetsà sa itai esà d e positio à h o i ueà au à

pesticides et a fortiori la prévalence et la mortalité associée à une exposition à faibles doses à ces 

contaminants. 

Les troubles neurologiques associés à une exposition chronique aux pesticides comprennent des maux 

de têtes, vertiges, fatigue, insomnie, nausée, oppression thoracique, troubles respiratoires, mais 

gale e tàdesàt ou lesà og itifsà o fusio ,àt ou lesàdeàl atte tio ,à oteu sà fai lessesà us ulai es,à

tremblements) et sensitifs (engourdissement, troubles visuels) (47).  

Laàplupa tàdesà tudesài di ue tà ueàl e positio à h o i ueàau àpesti idesàestàasso i eà àu àd fi itàdesà

fonctions cognitives (48,49) et psychomotrices (50–52),à aisàau u àlie à està et ou à o e a tàlesà

fonctions somato-sensorielles périphériques (53).  

Lesàpesti idesàso tàaussiàsuspe t sàd t eà àl o igi eàdeà aladiesà h o i uesà aisàlesà tudesà este tà

controversées notamment quant au lien entre exposition aux pesticides et augmentation du risque de 

aladieà d álzhei e à (54,55), de maladie de Parkinson (56–68) ou encore de sclérose latéral 
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amyotrophique (69–71).àCe tai esà tudesào tàasso i àl e positio àau àpesti idesà àdesà alfo atio sà

et des alt atio sàduàd eloppe e tàduàs st eà e eu àdeàl e fa tà(72,73).  

L e positio à deà laà populatio à g aleà au à pesti idesà aà t à asso i eà da sà e tai esà tudesà à u eà

augmentation du risque de tumeurs cérébrales (74) et de certaines hématopathies malignes, 

ota e tà hezàl e fa tà(75). Le lien entre cancer du sein et exposition aux pesticides est controversé 

(76,77) et des études sont nécessaires pour évaluer le lien entre exposition professionnelle et cancer 

(hémopathies malig es,à tu eu sà ales,à a e à deà laà p ostate,à duà testi ule,à deà l o ai e,à duà

poumon et mélanome) (78). Actuellement, le centre international de recherche sur le cancer (CIRC) a 

classé une soixantaine de pesticides (Tableau1), dont de nombreux organochlorés et 

organophosphorés (79), et récemment le glyphosate en groupe 2A « cancérogènes probables » (80).   

  

Groupe  1 : cancérogène 

e tai  pou  l’Ho e 

Groupe  2A : 

cancérogènes probables 

pou  l’Ho e 

Groupe 2B : cancérogènes 

possi les pou  l’Homme 

Groupe 3 : non classés en 

l’état des o aissa es 

actuelles 

Arsenic  
Hexachlorocyclohexane 
(Lindane) 
 

Captafol 
DDT 
Diazinon  
Glyphosate  
Malathion  

1,2- Dibromo-3-
chloropropane 
Chlordane 
Chlordécone  
Chlorothalonil 
Dichlorvos 
Heptachlor 
Hexachlorobenzène 
Mirex 
Nitrofène 
Ortho-Phénylphénate de 
sodium 
Oxyde de propylène 
Para-dichlorobenzène 
Parathion  
Tétrachlorvinphos  
Toxaphène  
 

Amitrole  
Captane  
Carbaryl 
Deltamethrine  
Deltaméthrine 
Fenvalérate 
Fluometuron  
Manèbe  
Perméthrine 
Thirame  
Zirame  

Tableau 1: Exemples de pesticides classés par le CIRC 

 

Certaines études suggèrent des effets perturbateurs endocriniens de certains pesticides, notamment 

des classes des pyréthrinoïdes, organophosphorés, carbamates, organochlorés et du paraquat (81,82). 

Certains pesticides peuvent ainsi être agonistes ou antagonistes de récepteurs d ho o esà

epteu sà desà œst og esà E‘ (Estrogen receptor),à E‘‘α (Estrogen-related receptor alpha)), 

récepteurs des androgènes (AR (Androgen receptor) … àouài te f e àa e àlaàs th se,àleàt a spo t,àleà

ta olis eàetàl li i atio àd ho o es,àalt a tàleurs concentrations endogènes (82). 
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1.2. Les pyréthrinoïdes 

1.2.1.  Généralités 

Les pyréthrinoïdes sont des composés organiques de synthèse dérivés des pyréthrines naturelles 

issues des fleurs de chrysanthème (83). Ce so tà desà este sà d a idesà a o li uesà età plusieurs 

générations ont été successivement synthétisées da sà leà utà d a lio e à leu à sta ilit à da sà

l e i o e e tàetàleu àpote tielài se ti ide (Figure 2) (83). Ces composés ont été substitués par des 

groupements alkyles/aryles,à puisà pa à desà halog esà Cl,à B ,à F… à età desà g oupe e tsà a oà pou  

améliorer leur stabilité et leur pouvoir insecticide (84). Ces pesticides sont généralement neutres et 

lipophiles, et ont une structure chimique relativement flexible comprenant souvent des carbones 

asymétriques (85).àIlsàso tàg ale e tà o e ialis sàsousàfo eàdeà la geàd iso es,à ie à ueà

les différents stéréo-iso esà aie tà pasà fo e tà lesà esà p op i t sà i se ti idesà età

toxicologiques (86). Cette famille peut être subdivisée en deux catégories selon des caractéristiques 

toxiques ; les pyréthrinoïdes de type II, dénués de groupement cyano, au o tàpasà leà eàp ofilà

toxicologique que les pyréthrinoïdes de type I qui en possèdent un (87) (Figure 2). 

 

 

Figure 2: Structures chimiques des pyréthrines natu elles et des p th i oïdes d’ap s Wakeling et al, 2012 (88) 
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1.2.2.  M a is eàd a tio  

Les propriétés insecticides des pyréthrinoïdes sont dues à leur effets sur les canaux sodiques voltage 

d pe da tà V““C à àl o igi eàd alt atio àdeàla perméabilité des ions sodium et potassium au niveau 

des membranes des neurones deàl i se te (89). Ce sont de puissantes neurotoxines qui ralentissent 

l a ti atio /ou e tu eàduàV““Càouàdi i ue tàleà th eàd i a ti atio /fe etu eàduà a alà(89,90). Le 

V““Càestà ai te uà ou e tà plusà lo gte ps,à pe etta tà à plusà d io sà sodiu à deà t a e se à leà a al,à

entrainant un allongement de la dépolarisation de la e a eà eu o aleà tatàd h pe e itatio  

(89,90). Les pyréthrinoïdes de type I maintiennent le canal ouvert assez longtemps pour permettre 

l appa itio àdeàs iesàdeàpote tielsàd a tio àouà« repetitive firing » (90). Les pyréthrinoïdes de type II 

maintiennent le canal ouvert plus longtemps encore que les types I età so tà espo sa lesà d u eà

d pola isatio àplusàlo gueàdeàlaà e a eà àl o igi eàdeàpote tielsàd a tio sàd amplitude plus faible 

voire nulle (90). Da sàlesàdeu à as,àleu sàeffetsàsu àleàV““Cà ause tàlaàpa al sieàpuisàlaà o tàdeàl i se te. 

1.2.3.  Utilisation et devenir des pyréthrinoïdes da sàl e i o e e t  

Lesà p th i oïdesà so tà t sà la ge e tà utilis sà pou à leu à p op i t à i se ti ideà da sà l e t etie à desà

jardins, en usage domestique et dans le traitement des parasitoses des animaux domestiques et 

d le ageàdepuisàlesàa esà . Contrairement aux pyréthrines naturelles, les pyréthrinoïdes, plus 

stables à la lumière et à la chaleur, sont aussi très utilisés en usage agricole (grandes cultures, vignes, 

horticulture, stockage). Ces pesticides sont également utilisés dans le traitement du bois, des 

bâtiments re e a tà duà pu li à hôpitau ,à u eau ,à o e es… ,à deà hi ulesàdeà t a spo tà t ai s,à

teau ,àa o efs… ,àetà o eàa tipa asitai eà hezàl ho e (pédiculoses). Ilsà o stitue tàaujou d huià

laà lasseàd i se ti idesàlaàplusàutilis e,àta tàpou àleàt aite e tàdes cultures que pour les applications 

domestiques. Les pyréthrinoïdes sont laà lasseàd i se ti ideàlaàplus présente dans les foyers (88,5 % 

des logements) (32).  

Les principaux pyréthrinoïdes utilisés sont la bifenthrine (entretien des jardins), la cyperméthrine 

(insecticide ménager ou traitement du bois) et d autres pyréthrinoïdes utilisés comme insecticides 

ménagers ou en usage vétérinaire (cyfluthrine, d-phénothrine, perméthrine, tétraméthrine, 

pralléthrine et l all th i e) (91,92). 

Les pyréthrinoïdes ont un spectre large et sont actifs contre une grande variété de nuisibles (insectes 

ola ts,à a pa ts,à pu es,à ti ues,à pou ,à gale… .à Les formulations commerciales associent 

généralement aux pyréthrinoïdes d aut esà fa illesà deà pesti ides, mais également des solvants 

o ga i uesà ouà e teu s,àg ale e tàdesà la gesàd h d o a u es àetàdesàsynergistes (pipéronyl 

butoxide)(93).àLesàs e gistesàpe ette tàd aug e te àleàpote tielài se ti ideàetàleàspectre d esp esà
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sensibles, notamment en ralentissant leur dégradation (inhibiteurs de monooxygénases, estérases) 

(94,95). 

Lesà p th i oïdesà so tà se si lesà à laà lu i eà età à l o datio à età so tà apide e t dégradés dans 

l e i o e e tà en quelques heures dans l ai , en quelques mois au plus dans les sols) (85). 

Fai le e tà olatils,àilsàso tàpeuà et ou sàda sàl at osph e,àouà àdesà i eau àfai lesà < g/ ,à aisà

peuvent contaminer les sols et potentiellement les eaux de surface (31,38). Les pyréthrinoïdes étant 

peu hydrosolubles, ils sont peu retrouvés dans les eaux de boisson (38). Ces pesticides sont, par contre, 

sus epti lesà deà o ta i e à lesà f uitsà età l gu es,à età s a u ule tà da sà lesàorganismes aquatiques 

(35,85).  

L tudeàdeàl EF“áàdeà , s atta ha tà àd te i e àlesà sidusàdeàpesticides dans les aliments en UE, 

el eà peuà deà p th i oïdesà da sà l ali e tatio  (35). La cyperméthrine, la bifenthrine, la 

cyhalothrine, la deltaméthrine et la perméthrine sont les plus retrouvés dans les aliments analysés, 

essentiellement des fruits et légumes et des dépassements de LMR sont rapportés pour la 

cyperméthrine et la perméth i e,à ota e tàda sàdesàp oduitsài po t sàpa àl UEà(35). A noter que 

l EF“áà aàpasà e he h à esà o ta i a tsàda sàlesà ia desàetàp oduitsàdeàlaà e , mais uniquement 

da sàdesàp oduitsàd o igi eàa i ale œufs,à eu e à(35). Les analyses menées dans le cadre de plan de 

surveillance alimentaire par la DGCCRF (Direction Générale de la Concurrence, de la Consommation et 

de la Répression des Fraudes) età laàDGáLà Di e tio à g aleàdeà l ali e tatio , montrent que les 

pyréthrinoïdes sont essentiellement présents dans les céréales, les fruits et légumes, les denrées 

d o igi eàa i aleàetàda sà lesàp oduitsàdeà laà e  (36,38). Le raisin et le vin sont également de gros 

o t i uteu sà àl e positio àali e tai eàau àp th i oïdes (36,38).àL a i ath i eàetàlaà fluthrine ont 

également été détectées dans des fruits dans EAT2 (36). 

L'exposition de la population générale aux pyréthrinoïdes se fait majoritairement par voie orale, via 

l ali e tatio à p i ipale e t,à aisà aussià pa à l i gestio à deà poussi esà o ta i esà auà sei à duà

loge e tàlo sàd'u eàappli atio à e teàd i se ti ideà(38,96). L e positio àpa à oieà espi atoi eàestàplusà

gligea le,àetàp o ie tàdeàl utilisatio àd a osolsàauàsei àduàfo e àouàd i halatio àd ai àe t ieu  après 

utilisation dans les jardins ou épandage agricole (38).à Deà laà eà a i e,à l e positio à pa à oieà

cutanée est très limitée, et est généralement due àl utilisatio àdeàp oduitsàa ti-parasitaires ou à des 

contacts avec des sols ou des tapis traités, notamment chez les enfants (38). 
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1.2.4.  Toxicocinétique 

Il existe peu d tudes su àlaàto i o i ti ueàdesàp th i oïdesà hezàl ho e,àlaàplupa tàdesàdo esà

so tà issuesà d e p i e tatio sà in vivo. Ilà à aà pasà deà do esà alua tà l a so ptio à pa à oieà

respiratoire dans la littérature, mais l a so ptio à desà p th i oïdesà semble être rapide par voie 

digestive et plus limitée par voie cutanée (38,97). Ces composés peuvent être hydrolysés par des 

estérases dès le tube digestif (98). Une fois absorbés, ces pesticides, très lipophiles, se distribuent 

faiblement dans les tissus riches en graisse (tissu adipeux, système nerveux central (SNC)...) car ils sont 

rapidement métabolisés au niveau du foie (hydrolyse, oxydation, conjugaison) (99).àL effetàdeàp e ie à

passage hépatique est important pour ces pesticides (100), les pyréthrinoïdes ont des demi-vies 

courtes et sont rapidement excrétés, essentiellement par voie urinaire (97). Les métabolites de 

p th i oïdesà peu e tà t eà sp ifi uesà d u eà ol uleà eà o eà leà B 2CA (acide cis-3-(2,2-

dibromo-vinyl)-2,2-diméthylcyclopropane-carboxylique) pour la deltaméthrine) mais aussi communs à 

plusieurs pyréthrinoïdes (3-PBA (acide 3-phénoxybenzoïque), F-PBA (acide 4-fluoro-3-

phenoxybenzoïque), Cl2CA (acide 3-(2,2dichlorovinyl)-2,2-diméthylcyclopropane-carboxylique)). 

D aut eà pa t, certains composés traversent la barrière hémato-placentaire, et certaines molécules 

mères peuvent être excrétées dans le lait maternel (101). 

1.2.5.  Imprégnation de la population 

Da sàleà ad eàdeàl tudeà atio aleà ut itio àsa t à ENN“ ,àl I stitutà atio alàdeà eille sanitaire (InVS) a 

alu àe à àl i p g ation de 400 français aux pyréthrinoïdes (38). 

Les pyréthrinoïdes et leurs métabolites sont détectés dans plus de 90% des échantillons biologiques 

d ENN“à (38) et les concentrations urinaires retrouvées étaient plus élevées que celles des études 

allemandes, canadiennes et américaines (102–105).à Co eà da sà lesà aut esà pa s,à està le 3-PBA, 

métabolite commun à de nombreux pyréthrinoïdes, qui a été le plus fréquemment détecté (98,5%). Le 

métabolite de la deltaméthrine (Br2CA) a été plus fréquemment retrouvé (83%) que dans les études 

étrangères (106,107) et le métabolite de la cyfluthrine aà t à ueà a e e tàd te t , da sà l tudeà

ENNS française (30%) comme dans les études allemande et américaine (105,108). 

1.2.6. Toxicité 

Les pyréthrinoïdes ont une toxicité élevée pour les espèces aquatiques (109) mais leur toxicité envers 

lesà a if esà està fai le,à duà faità deà laà p se eà d est asesà et de cytochromes qui vont 

dégrader/inactiver rapidement ces pesticides (110). De plus, les canaux sodiques des insectes, cibles 

des pyréthrinoïdes, sont cent fois plus sensibles à leurs effets que les canaux murins (111), ce qui 

explique aussi en partie la moindre toxicité chez les mammifères. Les pyréthrinoïdes sont considérés 

o eà elati e e tàsa sàda ge àd utilisatio àpou àl ho e pa àl U“àEPá (Environmental Protection 
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Agency) (112), cependant ce tai sàd e t eàeu à delta th i e,àflu th i ate… àpeu e t avoir des effets 

néfastes hezàl ho eàetà hezàl a i al, notamment à fortes doses.  

Leurs effetsà su à leà s st eà e eu à e t alà età p iph i ue,à so tà à l o igi eà de symptômes peu 

sp ifi uesà hezà l ho eà paresthésies, vertiges, maux de tête, fatigue, vomissements, diarrhées, 

irritabilité, faiblesses musculaires) et dépendantsà deà laà oieà d e position (113).à L i to i atio à au à

pyréthrinoïdes est moins sévère par voie respiratoire et cutanée.à L e positio à aiguëàpa à oieào aleà

entraine des douleurs abdominales, des vomissements et des diarrhées (113). Des paresthésies, des 

e gou disse e tsàetàdesài itatio sàlo alesàso tàf ue tesàe à asàd e positio àpa à oieà uta eà(113). 

áàfo tesàdoses,àdesàs d o esàt pi uesàdeàl i to i ation aux pyréthrinoïdes apparaissent.  

Les pyréthrinoïdes ont été classés en deux sous-g oupesàe àfo tio àdesàs d o esà li i uesà u ilsà

déclenchent (type I et type II) (114). L i to i atio àau àpyréthrinoïdes de type II est généralement plus 

s eà ueàl i to i atio àau àt pesàI.àLesài to i atio sàau àp th i oïdesàdeàt peàIàso tà àl o igi eàd u à

syndrome de tremor caractérisé par des tremblements, une hyperthermie et une hyperexcitabilité 

reflexe marquée (113). Les pyréthrinoïdes de type IIà so tà à l o igi eà d u à s d o eà deà ho o-

athétose, caractérisé par une salivation aqueuse profuse, une hyperexcitabilité reflexe, des 

tremblements, un tonus musculaire augmenté, une hypothermie et une choréo-athétose 

(mouvements incoordonnés) (46,113). Dans les cas les plus sévères, le patient peut présenter un 

opisthotonos, des crises convulsives, u àœd eàpul o ai e,àdes fasciculations musculaires, et parfois 

un coma et la mort (46,113).  

De multiples mécanismes sont responsables de la toxicité de ces pesticides. Les cibles principales des 

pyréthrinoïdes sont les canaux sodiques du système nerveux central et périphérique. Une altération 

de seulement 1% des canaux sodiques de la cellule par les pyréthrinoïdes suffit pour rendre une cellule 

hyper-excitable (115,116). Leàg adie tàsodi ueà aàalo sàdi i ue àjus u àsu merger les capacités des 

pompes sodiques. La cellule, o ale e tà àl o igi eàd u àseul pote tielàd a tio ,à aàà la place générer 

une série de décharges éléctriques dans le nerf ou le muscle. Certains pyréthrinoïdes vont, au 

contraire, t eà à l o igi eàd u à lo àdeà o du tio à e eu àa e à l a olitio à totale de conduction de 

pote tielsàd a tio  (117).  

Les canaux sodiques des nerfs périphériques sont aussi très sensibles aux pyréthrinoïdes. Ainsi, 

l e positio àpa à oieà uta eà  la cyperméthrine provoque des paresthésies à des concentrations très 

faibles, deàl o d eàduànanomolaire (117). áà ote à u il existe différentes isoformes de canaux sodiques, 

qui présentent des sensibilités différentes selon le pyréthrinoïde (118) et m eàselo àl iso eà(86).  

Lesà p th i oïdesà affe te tà gale e tà d aut esà i lesà ales.à Ilsà a tago ise tà lesà effetsà

inhibiteurs du GABA (a ideàγ-aminobutyrique), modulent la transmission cholinergique nicotinique, 
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augmentent la libération d ad ali eàetàde noradrénaline et ont également des effets directs sur les 

canaux chlores et calciques et les récepteurs aux benzodiazépines. Certaines études suggèrent que les 

p th i oïdesà pe th i e,à pe th i e àpeu e tà t eà à l o igi eàdeà o tsà eu o ales, mais à 

concentrations très élevées. Leurs effets sur les canaux chlores sont importants même à faibles 

concentrations (117) et sont donc p o a le e tà à l o igi eà de certains signes cliniques de 

l i to i atio àau àp th i oïdes. Il a été montré que certains o pos sà o eàl i e e ti eàouàleà

pentobarbitone, qui agissent sur les canaux chlores, peuvent atténuer certains symptômes 

d i to i atio àau àp th i oïdesàde type II (salivation, chloréo-athétose, « repetitive firing » dans les 

muscles squelettiques) (117). L effetàdesàp th i oïdesàsu àlesà a au à al i uesàsemble spécifique aux 

pyréthrinoïdes de type I, mais leurs contributions aux effets toxiques de ces pesticides ne sont pas 

avérées (117). Le mécanisme par lequel les pyréthrinoïdes altèrent les canaux ioniques est inconnu 

mais pourrait être médié par des phénomènes de phosphorylation (119). 

E à asà d i to i atio s très sévères aux pyréthrinoïdes de type II, leurs effets sur le système 

GABAergique, contribuent probablement aux crises convulsives observées en clinique (120). La liaison 

des pyréthrinoïdes aux récepteurs périphériques aux benzodiazépines pourrait également contribuer 

aux tremblements et aux symptômes de salivation observés e à asàd i to i atio  (121).  

En dehors des effets néfastes dus aux intoxications aiguës à fortes doses aux pyréthrinoïdes, ces 

pesti idesà so tà sus epti lesà d a oi à desà effetsà to i uesà suiteà à u eà e positio à chronique à faibles 

concentrations.  

Des études ont montré que de nombreux pyréthrinoïdes ont des effets perturbateurs endocriniens. 

Des pesticides de cette famille présentent des effets estrogéniques (fenvalérate, cyperméthrine, 

perméthrine, deltaméthrine, phénothrine) et sont susceptibles de moduler la prolifération de cellules 

sensibles aux estrogènes (122–127). Certains seraient des agonistes des récepteurs aux estrogènes 

(cyperméthrine, perméthrine et deltaméthrine) (122),à d aut esà auraient la capacité à moduler 

l e p essio àdeàsesà écepteurs hormonaux (phénothrine)  (126). Des pyréthrinoïdes ont également des 

effets anti-estrogèniques (alléthrine et tétraméthrine) (126,127) et anti-progestérones (fenvalérate, 

alléthrine) (125,128). Ils peuvent se lier aux récepteurs aux androgènes (alléthrine, fenvalérate, 

phénothrine, fluvalinate, perméthrine, resméthrine) (123) ou se lier à des protéines qui fixent les 

hormones sexuelles (alléthrine) (123) et affecter la concentration circulante de certaines hormones 

comme la testostérone (cyperméthrine, alléthrine) (123,129) ou les hormones thyroïdiennes 

(triiodothyronine (T3), thyroxine (T4)) (fenvalérate, bifenthrine, cyhalothrine) (130,131). Les 

métabolites de pyréthrinoïdes ont eux aussi des effets perturbateurs endocriniens (estrogéniques 

notamment) (132), avec des effets encore plus marqués que les molécules mères (133). Les 
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concentrations urinaires en 3-PBA et en DCCA (acide 3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-diméthylycycl

opropanecarboxylique), métabolites communs à plusieurs pyréthrinoïdes, ont été par ailleurs 

corrélées à u eà aisseà deà laà ualit à duà spe eà hezà l ho e (134,135) et à une altération des 

concentrations circulantes de certaines hormones (FSH (Follicle Stimulating Hormone), LH, 

testostérone) (136). Les pyréthrinoïdes et leurs métabolites seraient don àsus epti lesàd agi à o eà

modulateurs endocriniens que ce soit pour les humains ou les autres organismes vivants mais il 

convient de noter que les effets estrogèniques observés pour les pyréthrinoïdes in vitro étaient bien 

oi sà puissa tsà ueà l estradiol endogène (137) et que les effets observés varient selon les 

énantiomères (138). L e positio àau  pyréthrinoïdes pendant la grossesse serait gale e tà àl o igi eà

de troubles du développement duàfœtusàetàdeà l e fa t. La plupart des études épidémiologiques ne 

montrent pas de lien entre exposition prénatale aux pyréthrinoïdes et troubles allergiques et 

espi atoi esàdeàl e fa tà(139), mais des études ont montré une baisse du poids à la naissance (140) et 

des troubles du développement neurologique chez les enfants de mères exposées à ces pesticides 

(retard mental, autisme, déficit cognitif…) (141–143).  

Des études in vivo montrent que les systèmes cholinergiques et dopaminergiques, qui se développent 

rapidement chez le nouveau-né, sont très sensibles aux pyréthrinoïdes. Ainsi, l e positio àp ataleà à

la perméthrine altère les concentrations en dopamine et noradrénaline chez la souris nouveau-née 

(144). La deltaméthrine affecte la densité des récepteurs nicotiniques età odifieà l affi it à desà

récepteurs muscariniques dans le cortex cérébral de souriceaux (145). De plus, la cyperméthrine 

empêche le bon développement de la barrière hémato-encéphalique chez le rat (146) etàl e positio à

prénatale à la perméthrine entraine des altérations du développement des vaisseaux cérébraux chez 

la souris nouveau-née (144). Les études chez le rongeur démontrent une plus grande vulnérabilité des 

nouveaux-nés aux effets toxiques neurologiques des pyréthrinoïdes, comparés aux adultes, qui serait 

liée à leur moindre capacité de détoxification métabolique (90). Il en résulterait des concentrations 

plus élévées en pyréthrinoïdes dans le cerveau en développement, àl o igi eàd effetsàd l t es. De 

plus, l e p essio à desà a au à sodi uesà oltage-dépendants varie au cours du développement ; 

certaines isoformes, fortement exprimés chez le nouveau-né, pourraient être plus sensibles à ces 

pesticides, même à faibles concentrations (90).  Chezà l ho e,à certaines mutations génétiques 

altérant la fonction des VSSC, cibles des pyréthrinoïdes, sont associées à des pathologies comme 

l pilepsieàetà àdesàt ou lesà eu ologi uesà(147). 

Le potentiel cancérogène des pyréthrinoïdes apparait faible, la plupart des pyréthrinoïdes classés par 

le CIRC sont en groupe 3 « o à lass sà e à l tatà desà o aissa esà a tuelles» (perméthrine, 

fenvalérate, deltaméthrine… . Seule la perméthrine a été classée « probablement cancérogène chez 

l ho e »àpa àl U“àEPáàe à  su àlaà aseàd tudesàin vivo. La majorité des études épidémiologiques 
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ne montrent pas de lien entre exposition aux pyréthrinoïdes et cancer (cancer du colon, du rectum, du 

poumon, de la prostate, mélanome, lymphome non-hodgkinien, leucémie) (148–150). Une étude a 

montré un risque augmenté de leucémie aiguë lymphoïde chez les enfants ayant des concentrations 

urinaires en métabolites de pyréthrinoïdes élevées (151) et un lien entre exposition à la perméthrine 

et développement de cancer est suggéré pour le myélome multiple (148), le lymphome non-

hodgkinien (152) et le cancer de la prostate chez les personnes ayant des antécédents familiaux (153). 
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1.3. Les organophosphorés 

1.3.1.  Généralités 

Les pesticides organophosphorés sont des composés organiques contenant au moins un atome de 

phosphore (généralement d i sà este s,à a idesà ouà thiolsà d a ideà phospho eu à ouà d a ideà

phosphorique). Ces pesticides de synthèse ont été développés suite aux recherches sur les 

neurotoxiques de guerre effectuées pendant la seconde guerre mondiale. Ils sont essentiellement 

utilisés pour leurs propriétés inse ti ides,à aisà e tai sàd e t e-eux sont des acaricides, rodenticides, 

nématicides, avicides ou herbicides. Les organophosphorés sont relativement lipophiles, peu solubles 

da sàl eauàetàfai le e tà olatils et constituent une famille très hétérogène en termes de structures et 

de propriétés physicochimiques. 

1.3.2.  M a is eàd a tio  

Les organophosphorés ont la pa ti ula it àd i hi e  l a t l holi est aseà áChE ,àe z eàp se teà

notamment au niveau des synapses cholinergiques et des jonctions neuromusculaires (5).à L áChEà

pe etàlaàd g adatio àdeàl a t l holine présente dans la synapse de neurones cholinergiques et met 

ai siàu àte eà àl a ti atio àdesà epteu sà holi e gi uesà epteu sà us a i i uesàetà i oti i ues à

(154).  L i a tivation irréversible deàl e z eàpar ces pesticides engendre une accumulation toxique 

d a t l holi eài t a-synaptique à chaque influx nerveux, et donc une sur-stimulation des récepteurs 

holi e gi ues.àLaàt a s issio àduàsig alà e eu às e àt ou eàpe tu ée e a tà àlaà o tàdeàl i se teà

(5,155).   

1.3.3.  Utilisation et devenir des organophosphorés da sàl e i o e e t 

Les pesticides organophosphorés ont été très utilisés depuis les années 1950. Leur grande efficacité 

i se ti ideàetàleu àd g adatio à apideàda sàl e i o e e tàlesào tài pos es comme une alternative 

aux organochlorés interdits du fait de leur persistance environnementale et de leurs propriétés de bio-

accumulation. Les organophosphorés sont utilisés dans le milieu agricole etàl e t etie àdesàja di sàdesà

particuliers, aisà gale e tà da sà l i dust ieà pou à leà t aite e tà desà te tilesà età e à additifsà desà

plastiques, et comme anti-parasitaires pour les a i au à d le agesà et domestiques. Certains 

organophosphorés (comme le malathion) sont également utilisés dans le traitement de la pédiculose 

humaine (shampoing anti-poux). Leurs utilisations sont de plus en plus restreintes, tant en usage 

ag i oleà ueàdo esti ue,àduàfaitàdeàl i t odu tio  des pyréthrinoïdes.  

Lesào ga ophospho sàso tàpeuà a e ts,àilsàso tàh d ol s sà apide e tàda sàl e i o e e tàetà

ont une demi-vie deà uel uesàse ai esà à uel uesà oisàda sàl eauàet les sols. Ils sont modérément 

solu lesàda sàl eau, et de fait, l e position de la population par ces pesti idesà iaàl eauàdeà oisson est 

négligeable.  
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Ces pesticides sont peu volatils, avec une demi-vie deà uel uesàjou sà à uel uesà oisàda sàl ai ,à aisà

ils font tout de même partie des pesticides les plus retrouvés dans l ai à i t ieu  des logements 

franciliens (39% des logements) àdesà o e t atio sàsup ieu esà à elleàdeàl air extérieur selon une 

étude de 2005 (32). Les pesticides les plus détectés sont le diazinon, le dichlorvos, le malathion et le 

chlorpyrifos avec des fréquences de détection importantes da sàl ai à intérieur (jus u à à%àpou àleà

diazinon) (32). De nombreux pesticides de la famille sont également régulièrement détectés par les 

AASQA da sàl ai àe t ieu  à fortes concentrations (supérieures à 10ng/m3) (chlorpyrifos, dichlorvos, 

malathion, phosmet, parathion-méthyl) (31).  

Lesà o pos sà o ga ophospho sà so tà gale e tà sus epti lesà deà o ta i e à l ali e tatio , 

ota e tàlesàf uitsàetàl gu es,àlesàp oduitsàdeàlaà e àetàlesàp oduitsàd o igi eàanimale. 

E à ,àl EF“áàaà e he h àlesà sidusàd o ga ophospho sàda sàlesàde esàali e tai esàe àU io à

Européenne. Le chlorpyrifos fait partie des pesticides les plus fréquemment retrouvés dans les fruits 

et légumes (4,1%) (35).à Da sà l tudeà EáT , le pyrimiphos-méthyl, le chlorpyrifos-méthyl et le 

chlorpyrifos-éthyl font partie des pesticides les plus fréquemment retrouvés dans les aliments (36). Le 

seulà o pos à et ou à àdesà o e t atio sàd passa tàlaàDJáàda sàl tudeàEáT à taità gale e tàu à

organophosphoré: le diméthoate (fruits et légumes) (36). Les organophosphorés utilisés dans le 

stockage des céréales (pyrimiphos-méthyl et chlorpyrifos-méthyl) sont retrouvés respectivement dans 

24% et 13% des échantillons de céréales en 2010 (156,157). Ils peu e tàs a u ule àda sàlesàg aissesà

animales du fait de leur propriété lipophile, notamment dans les organismes aquatiques, aisàl tudeà

EAT2 montre une présence faible des organophosphorés dans les denrées animales. 

L e positio à au à o ga ophospho sà deà laà populatio à g ale,à s effe tueà esse tielle e tà pa à oieà

o ale,à iaà l alimentation,à l i halatio à deà poussi eà o ta i eà pa à esà pesti idesà ep se teà u eà

o t i utio à i eu eà à l e positio . La voie cutanée est plus négligeable mais une absorption 

percutanée està possi leà e à asà d utilisatio  des organophosphorés dans la sphère domestique 

(insecticide ménager, produit antipoux, activité de jardinage). 

1.3.4. Toxicocinétique 

Les données in vivo montrent que les pesticides organophosphorés sont relativement bien absorbés 

uelleà ueàsoitàlaà oieàd e positio à eàsiàl a so ptio àpe uta eàestàplusàfai leà ueàl a so ption 

gastro-intestinale. Cesà o pos sàso tàsus epti lesàdeàs a u ule àda sà lesà tissusàadipeu àetàd t eà

relargués par la suite, leur conférant une propriété de « libération prolongée » responsable de 

rechutes chez les patients intoxiqués aux organophosphorés (158). Ces pesticides sont rapidement 

métabolisés (mono-oxygénases et estérases, glutathione S-transferase) en des produits plus 

hydrosolubles éliminés dans les urines (159). La plupart des organophosphorés sont métabolisés en 
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dialkylphosphates (diméthylphosphate (DMP), diméthylthiophosphate (DMTP), 

diméthyldithiophosphate (DMDTP), diéthylphosphate (DEP), diéthylthiophosphate (DETP) et 

diéthyldithiophosphate (DEDTP)). La détoxication des organophosphorés soufrés (diazinon, fonofos, 

chlorpyrifos...) aboutit à la formation de dérivés oxons (160), qui peuvent être finalement transformés 

en dialkylphosphates. 

1.3.5.  Imprégnation de la population  

Les organophosphorés et leurs métabolites (dialkylphosphates) sont majoritairement retrouvés dans 

les échantillons urinaires de la population (plus de 96% des prélèvements deàl tude ENNS (38) et 70% 

à 80% des échantillons deà l tude « Expope » (32)). Les concentrations urinaires retrouvées sont 

inférieures à celles des études allemandes (161) mais supérieures à celles des études américaines (162) 

et canadiennes (104). Les dialkylphosphates étant des métabolites communs à plusieurs 

organophosphorés, ils sont des marqueurs précoces d u eàe positio àau ào ga ophospho sà aisàilà

est difficile deàd te i e àleàouàlesà o pos sà àl o igi eàdeàl i p g atio àdeàlaàpopulatio àdeàl tude. 

L tudeà EáT à a a tà isà e à ide eà laà o ta i atio à ajeu eà deà l ali e tatio à pa à t oisà

organophosphorés : le pyrimiphos-méthyl et le chlorpyrifos-méthyl et le diméthoate (36). Ces trois 

insecticides pourraient contribuer deàfaço ài po ta teàau à i eau àd i p g atio sà appo t sàda sà

ENNS. 

L i p g atio àdesàfe esàe ei tesàau ào ga ophospho sàa t à alu eàda sàl tudeà« Pélagie » 

entre 2002 et 2005 sur environ 600 femmes bretonnes. Des traces de pesticides ont été retrouvées 

dans plus de 80% des échantillons urinaires des femmes enceintes. Parmi les composés les plus 

fréquemment détectés figu e tà desà ol ulesà esà d o ga ophospho sà diazi o ,à éthion et 

phoxime) et des métabolites (dialkylphosphates et chlorpyrifos-oxon) (163).  

1.3.6. Toxicité 

Les organophosphorés sont toxiques pour les insectes, les oiseaux, les amphibiens et les mammifères 

du fait de leursàa tio sàsu àl a t l holi est rase. 

La toxicité des pesticides organophosphorés hezàl ho eàréside également essentiellement dans leur 

apa it à à seà lie à auà siteà atal ti ueàdeà l áChEà (5).à L i hi itio àdeà l e z e, au niveau du système 

nerveux central et périphérique, cause u eàa u ulatio àd a t l holi eàda sà lesàs apsesàetàdo à

une hyperstimulation des muscles et des nerfs des systèmes nerveux centraux, périphériques et 

végétatifs (5). Paradoxalement, certaines voies métaboliques vont transformer des organophosphorés 

en métabolites oxons (substitution de la fonction P=S par une fonction P=O), qui ont une affinité 

diff e teà pou à l e z eà età peu e tà t eà plus toxiques encore que la molécule mère (42,164). 

L e z eàestà gale e tà i pli u eàda sàd aut esàp o essusà ueà laàt a s issio àdeà l i flu à e eu ,à
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entre autre pendant les phases de développement du système nerveux, agissant sur la prolifération et 

l apoptoseàdesà ellulesà e eusesàetàlaàfo atio àdesàs apsesà(165,166). 

Les organophosphorés ont également été décrits comme pouvant interagir avec une autre enzyme du 

système nerveux: la NTE pour « neuropathy  target  esterase » (167). Cette inhibition peut être à 

l o igi e  d effetsà eu oto i ues oi eà d u eà d g es e eà eu o ale (168,169). De manière 

générale, toutes les sérine-hydrolases peuvent être des cibles potentielles des organophosphorés (13). 

C estàleà asàdes butyrylcholinestérases, très sensibles aux organophosphorés et aux carboxylestérases 

(170) dont l inhibition pourrait potentiellement avoir des effets sur la synthèse de testostérone et 

affecter les fonctions reproductives (171). De plus, l attei teàdesà a o lest asesà alesàpou rait 

avoir des conséquences neurotoxiques. Ces pesticides peuvent également induire un stress oxydant 

etàdesàdo agesà àl áDNà(acide désoxyribonucléique) àl o igi eàd effetsàd l t esàpou àlesà ellulesà

(172). 

L i to i atio àaiguëàau ào ga ophospho sàestà à l o igi eàde symptômes peu spécifiques (maux de 

tête, fatigue, vertiges) puis d u às d o eà holi e gi ueàaigu hezàl ho e (173). Ce syndrome est 

dû à une sur-stimulation des neurones cholinergiques et apparaît au-delà de %àd i hi itio àdeàl áChEà

(174). Les symptômes apparaissent plus rapidement en casàd i to i ation par voie respiratoire que par 

voie orale, etàl appa itio àdesàs ptô esàestàta di eàpa  voie cutanée.  

L a tio à sti ulat i eà apideà desà o ga ophospho sà su à lesà epteu sà i oti i uesà desà jo tio sà

neuromusculaires, des ganglions autonomes et des glandes surrénales, va engendrer des signes 

comme des faiblesses musculaires, des fasciculations musculaires, des crampes, une paralysie, une 

tachycardie et une hypertension artérielle (173). Ces pesticides vont également agir sur les récepteurs 

muscariniques, duà“NC,à aisà gale e tàduà œu ,àdesà gla desàe o i es,à desà us lesà lissesàetàdesà

pupilles, et être à l o igi eà deà s tio sà e essi esà sali e, larmes, transpiration), de 

dysfonctionnement des sphincters (miction, déf atio ,àd u eàa olitio àduà flexe pupillaire (myosis), 

de tremblements, de mouvements incoordonnés, de dysarthrie, de signes digestifs (douleurs  

gastriques, vomissements) et cardiovasculaires (bradycardie, hypotension) ainsi que de 

bronchospasme,àd apathie, de confusion et de dépression respiratoire pouvant mener au coma et à la 

mort (souvent par arrêt respiratoire) (173).  

Les  o ga ophospho sàpeu e tàs a u ule àda sàleàtissuàadipeu ,àetà t eà ela gu sàpa àlaàsuiteà(158). 

Cette propriété de « libération prolongée »àe pli ueàl appa itio àdeàs d o esà eta d sàpa à appo tà à

l e positio .à Jus u à àheu esàap sàe positio ,àu às d o e « intermédiaire » peut apparaître et 

durer plusieurs jours (175), avec une reprise des symptômes cholinergiques, des faiblesses et 

paralysies des muscles des membres, du cou et des muscles respiratoires, des manifestations extra-
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pyramidales. Ces effets sont dus aux dysfonctionnements de transmissions neuromusculaire pré et 

post-synaptiques (173,176).  

L i to i atio àaiguë aux organophosphorés peut conduire à une « (poly) neuropathie retardée », qui 

peut apparaître jus u à uat eàse ai esàap sà l e positio  et persister plusieurs mois voire années 

(169,177). Cette pathologie rare est due aux effets des pesticides sur les NTE et se caractérise par une 

dégénération des axones des systèmes nerveux centraux et périphériques, àl o igi eàdeàdouleu sàetà

fai lessesà us ulai es,àd e gou disse e ts,àdeàpa esth sies,àd a olitio àdesà fle esàost ote di eu à

et de paraplégies dans les cas sévères. Ces symptômes sont partiellement réversibles selon la sévérité 

deàl i to i atio à(177). 

E àdeho sàdesàeffetsàto i uesàd u eài to i atio àaiguëàau ào ga ophospho s,àl e positio à h o i ueà

à ces pesticides pourrait être à l o igi eàd effetsà fastes. 

Une augmentation de la prévalence de symptômes neurologiques est largement retrouvée dans le 

ad eà d e positio sà p ofessio elles aux organophosphorés (178–184). Certaines études ont relié 

exposition à ces pesticides à des troubles de l hu eu àà(178,183,185,186), des troubles cognitifs et 

psychomoteurs (178,183,187–189) et sensitifs (190,191). Peuà d tudesà ta lisse tà u à lie à e t eà

e positio àauào ga ophospho sàetà aladieàd álzhei e à (192) mais un risque accru de maladie de 

Parkinson a été suggéré dans plusieurs études (193,194), notamment avec le chlorpyrifos et le diazinon 

(195,196).  

L e positio à au à o ga ophospho sà et à leurs métabolites a été reliée à des troubles du 

d eloppe e tàdeàl e fa t (42), notamment à un plus petit poids de naissance (chlorpyrifos) (197) et 

à une  augmentation de risque de malformations (hypospadias) (diméthoate, phorate) (198). 

L e position à ces pesticides seraità gale e tà à l o igi eà d attei tesà duà eu o-développement : 

troubles autistiques  (chlorpyrifos), difficultés attentionnelles (chlorpyrifos, chlorpyrifos-méthyl) 

(199,200), troubles cognitifs, psychomoteurs et mnésiques (malathion, chlorpyrifos, parathion-

méthyl) (201–205). 

Les organophosphorés ont été reliés à certains cancers dans plusieurs études. Le dichlorvos, le 

tetrachlorvinphos et la parathion sont notamment classés en groupe 2B « possiblement cancérogène 

pou à l ho e » et le diazinon et le malathion en groupe 2A « probablement cancérogène pour 

l ho e » par le CIRC (80). Un lien est retrouvé entre expositions professionnelles aux 

organophosphorés et lymphome non hodgkinien (terbufos, diazinon, malathion) (206–208), cancer de 

la prostate (fonofos, terbufos, malathion, phorate, coumaphos) (209–211), cancer du poumon 

(diazinon, chlorpyrifos, terbufos) (212–215), tumeur cérébrale (chlorpyrifos)  (216), mélanome 

(parathion) (217) et leucémie (diazinon, fonofos, chlorpyrifos, terbufos) (213–215,218). Dans la 
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population générale, l e positio à aux organophosphorés augmenterait le risque de lymphome non 

hodgkinien (chlorpyrifos) (219), et de leucémie aiguë l phoïdeà hezàl e fa tà (220). 

L e positio à au à o ga ophospho sà aà t à asso i eà à desà altérations des fonctions endocrines, 

notamment à des modulations des concentrations circulantes de FSH et LH (221), de testostérone 

(222),àd est adiolà(223) et d ho o esàth oïdie esà(224). Certaines études mettent en évidence un 

lien entre expositions aux organophosphorés et baisse de la qualité du sperme, notamment pour le 

diazinon (225–227). Desà tudesà hezàl animal montrent des effets anti-androgèniques (chlorpyrifos-

méthyl, dichlorvos, fénitrothion), avec des effets potentiels sur le développement des organes sexuels 

(124,228,229). De nombreux organophosphorés ont des effets estrogèniques (diazinon, chlorpyrifos, 

tolclofos-méthyl, prothiophos, EPN (O-éthyl-O-(4-nitrophényl)phénylphosphonothioate)) ou 

antiestrogéniques (fénitrothion) (124,230,231). L a phate et le méthamidophos altèrent la regulation 

età laà li atio à d ho o esà h pothali i uesà hez le rat (232). Le diméthoate, le malathion et le 

hlo p ifosà alt e tà lesà o e t atio sà d hormones thyroïdiennes circulantes (notamment T4), 

agissent sur la TSH (thyréostimuline) ou se lient à des protéines de fixation des hormones 

(transthyrétine), avec parfois des altérations histologiques de la thyroïde et des effets importants sur 

le poids du rongeur (233–235). Certains organophosphorés ont également des effets sur les 

concentrations plasmatiques de cortisol (chlorpyrifos) (235),à d i suli eà di thoate à (235), de LH 

(diméthoate) (235), sur la sécrétion de catécholamines (parathion-méthyl, malathion) (236), 

notamment sur les concentrations cérébrales de sérotonine (parathion) (237) et sur la synthèse de 

mélatonine (parathion) (237,238). Ces effets perturbateurs endocriniens peuvent avoir des 

conséquences sur le développement, notamment des organes sexuels, et sur la reproduction. A titre 

d e e ple,àle parathion altère la différenciation cellulaire au niveau testiculaire (239).  
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2.1.1.  Diffusion passive 

Les xénobiotiques lipophiles diffusent passivement à travers la membrane. Ceà odeàd e t eàda sàlaà

elluleàestàgou e àpa à laà loiàdeàFi kàetàs effe tueàda sà leàse sàduàg adie tàdeà o e t atio , sans 

appo tàd e gie (240). Le passage est influencé par la surface de diffusion et la composition lipidique 

de la membrane cellulaire (240). La diffusion est également fonction de la taille de la molécule, de sa 

polarité, de son tatàd io isation et deàsaàsolu ilit àda sà l eauà eux-mêmes influencés par le pH du 

compartiment). La diffusion para-cellulaire (entre les cellules) reste négligeable au vu de la surface 

accessible et est restreinte par la présence éventuelle de jonctions serrées.  

Les molécules incapables de diffuser passivement dans la membrane pourront la traverser grâce à des 

protéines de transport, via un mécanisme passif ou actif. 

2.1.2.  Transport passif facilité 

La diffusion passive facilitée est un mode de passage des membranes qui pe etàleàt a spo tàd u eà

molécule de façon spécifique, dans le sens du gradient de concentration, par le biais de protéines de 

transport (notamment de la famille des SLC (Solute Carrier transporters)). Les xénobiotiques de petites 

tailles, plutôt hydrophiles, qui sont substrats de ces transporteurs, pourront pénétrer dans la cellule à 

une vitesse supérieure à celle de la diffusion passive, et non proportionnelle au gradient de 

concentration.  

2.1.3.  Transport actif 

Les transporteurs actifs permettent également à certains xénobiotiques de traverser les membranes 

cellulaires (241). Ces protéines transmembranaires prennent en charge des xénobiotiques de façon 

s le ti e,àetàlesàt a spo te tà o t eàleàg adie tàdeà o e t atio .àCesàp ot i es,à uiàfa ilite tàl e t eà

deà e tai esà ol ulesàda sàlaà elluleà t a spo tàd i flu àouàuptake àouàauà o t ai eàs oppose tà àleu à

entrée (transpo tàd efflu ), appartiennent à la famille des transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette 

transporters) et SLC (242). Les transporteurs actifs peuvent générer l e gieà essai eà à laà

t a slo atio àduàsu st atàdeàl h d ol seàdeà u l otidesàouà ie àtirer partie du gradient électrochimique 

généré par le transport d u à aut eà solut à pa à u eà aut eà p ot i eà deà t a spo tà t a spo tà a tifà

secondaire ou tertiaire). 

Pour les modes de passage impliquant des protéines de transport (diffusion facilitée et transport actif), 

le nombre de transporteurs présents à la surface des cellules et leurs affinités pour leur substrat (Km) 

constituent les facteurs limitant la vitesse de pénétration cellulaire (Vmax) et la quantité de 

xénobiotiques transportés (phénomène de saturation) (243).  

En fonction de leurs propriétés physico-chimiques et de leurs concentrations locales, les xénobiotiques 

o tàdo àe p u te àu eàouàplusieu sà oiesàd e t eàda sàlaà ellule.àLesà o pos sàlipophilesàpourront 
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diffuse à passi e e tà à t a e sà laà dou leà ou heàdeàphospholipides.à áà l i e se,à lesà o pos sà plusà

hydrophiles devront être pris en charge par des transporteurs pour traverser. Le caractère lipophile, 

tout en augmentant la capacité de diffuser dans la membrane, augmente également la probabilité de 

p iseà e à ha geà pa à desà t a spo teu sà d efflu .à U eà ol uleà o à ha g eà età peuà polai eà pou aà

diffuse à passi e e tà à t a e sà laà e a eà à l i e seà desà ol ulesà pola is esà età ha g es,à uià

devront être pris en charge par des transporteurs pour traverser. Les xénobiotiques à petite masse 

moléculaire auront plus de facilité à traverser les membranes par diffusion ou via des protéines de 

transport. 
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2.2. Les transporteurs membranaires 

2.2.1.  Généralités  

Les transporteurs membranaires sont des protéines intégrales enchâssées dans la membrane des 

cellules et de certains organites. Ces protéines sont particulièrement exprimées au niveau des cellules 

intestinales, hépatiques, rénales et au niveau de nombreuses interfaces hémato-tissulaires (242). Elles 

o t ôle tà l e trée (influx) et la sortie (efflux) de molécules endogènes (glucides, peptides, lipides, 

ita i es,à ho o es… à i dispe sa lesà pou à ai te i à l ho ostasieà età l équilibre hormonal 

nécessaires à la survie de la cellule. Les transporteurs permettent également à des composés exogènes 

di a e ts,àpollua tsàe i o e e tau … àdeàt a e se àlesà e a esà iologi uesà(242). Ce sont, 

deà eà fait,à desà effe teu sà pha a o i ti uesà ajeu sà uià o t ôle tà lesà phasesà d a so ptio ,à deà

dist i utio à età d li i atio à deà o eu à di a e tsà età do à o ditio e tà leu à effi a it  

thérapeutique (242). Ces transporteurs protègent les cellules des xénobiotiques potentiellement 

toxiques en restreignant leur absorption et facilitant leur élimination.  

L a ti it àdeà esàt a spo teu sàpeutà t eài hi eàpa à e tai sà o pos sàdeà a i eà o p titi e,à o à

compétitive ou mixte. Certaines molécules so tà gale e tàsus epti lesàdeà odule à l e p essio àdeà

ces protéines en interagissant notamment avec des récepteurs nucléaires (pregnane X receptor (PXR), 

constitutive androstane receptor (CAR), peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR-α), liver X 

receptor (LXR), farnesoid X receptor (FXR)) qui interagissent avec des régions régulatrices de gènes de 

transporteurs (244).à Lesà t a spo teu sàd uptake,à ota e tà lesàOáTPs (organic anion-transporting 

polypeptide),à o t ôle tàl a sàde certains o ioti uesà à esàsitesà u l ai esàetàdo à àl i du tio à

d e p essio àdeà e tai sàt a spo teu s (245).  

Il existe plus de 400 t a spo teu sàd i flu àetàd efflu à pa tisàe àdeu àsupe fa illes : la famille des 

transporteurs ABC et la famille des transporteurs Solute Carrier (SLC) (246,247). 

Les transporteurs ABC sont des transporteurs actifs qui possèdent un ou plusieurs domaines de liaison 

à l áTP (adénosine triphosphate) do tà l h d ol seà pe età l efflu à duà su st at contre le gradient 

éléctrochimique. Les transporteurs SLC peuvent transporter un substrat dans le sens du gradient 

éléctrochimique ouàti e àleu à e gieàd u àg adie tà àpa àu eàaut eàp otéine membranaire. Nous 

nous intéresserons plus particulièrement aux transporteurs de xénobiotiques.  
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2.2.2.  La famille des transporteurs ABC 

La famille des transporteurs ABC a été décrite pour la première fois en 1986 (248) et représente 

aujou d huià u eà g a deà fa illeà deà p ot i esà o p e a tà 48 membres (249). Ces protéines sont 

largement conservéesàauà ou sàdeàl olutio àetàso tàp se tes chez toutes les espèces, de la bactérie 

aux espèces animales et végétales, pour leur fonction de détoxification des organismes (250). La 

famille des transporteurs ABC compte des transporteurs d efflu àáTP-dépendant prenant en charge de 

nombreux substrats et permettent leurs expulsions de la cellule contre le gradient de concentration.  

2.2.2.1. Nomenclature  

Les 48 membres de la famille des transporteurs ABC ont pu être classés en sept sous-familles (de A à 

G) en fonction de leurs homologies structurales (similarité en acides aminés) selon la nomenclature 

HUGO (HUman Genome Organisation) (246). Parmi ceux-ci, les transporteurs ABC impliqués dans 

l'efflux des xénobiotiques, appartiennent aux sous-familles B, C et G (Tableau 2) : les plus importants 

sont la P-glycoprotéine (P-gp), BCRP (Breast Cancer Resistance Protein), et les MRPs (Multidrug 

Resistance associated Proteins).  
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Famille de transporteur Membre Gène 

ABCB P-gp MDR1/ABCB1 

ABCC 

MRP1 ABCC1 

MRP2 ABCC2 

MRP3 ABCC3 

MRP4 ABCC4 

MRP5 ABCC5 

MRP6 ABCC6 

MRP7 ABCC10 

MRP8 ABCC11 

MRP9 ABCC12 

ABCG BCRP ABCG2 

Tableau 2: Classification des principaux transporteurs ABC de médicaments 
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2.2.2.2. Structure des transporteurs ABC 

O àdisposeàaujou d huiàdeàdo esàdeà istallog aphieàetàdeà i os opieàdeà e tai sà t a spo teu sà

ABC (P-gp murine (251), MRP1 et BCRP humains (252,253)) qui ont permis de mieux comprendre la 

structure de ces protéines. Les transporteurs ABC sont constitués de domaines transmembranaires 

(TMD) hydrophobes formant le ou les site(s) de reconnaissance du substrat et de domaines 

cytoplasmiques hydrophiles (les NBD  (nucleotide binding domain)), impliqués dans la liaison et 

l h d ol seàde l áTP, sou eàd e gieàduàt a spo tà(Figure 4) (254). Les domaines transmembranaires 

sont variables selon les transporteurs, alors que le domaine NBD intracellulaire est généralement très 

conservé pour toute la famille et est essentiel à la fonction du transporteur. Il contient trois motifs 

caractéristiques : les motifs Walker A et B communs à toutes les protéines fixant des nucléotides 

triphosphates (255) et la séquence signature C spécifique à la famille des ABC (256). Ces trois motifs 

so tà i po ta tsà pou à laà liaiso à età l h d ol seà deà l áTP.à Certains ABC présentent des sites de N-

glycosylations et de phosphorylations  uià au aie tà u à ôleà da sà l ad essageà duà t a spo teu à à laà

membrane et sa fonctionnalité (257,258). 

 

Figure 4: Structures des transporteurs ABC, d’ap s Walsh et al, 2015 (259) 

 

La P-gp est constituée de deux domaines comprenant 

chacun six segments transmembranaires et un site de 

fixation au nucléotide (NBD) cytoplasmique (Figure 4, 

Figure 5) (254).  

                                                                 

                                               Figure 5: Représentation des TMDs et NBDs de la P-gp 
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Les transporteurs MRPs possèdent deux sites de liaisons au nucléotide (NBD) cytoplasmiques et selon 

l isofo eà deu à ouà t oisà do ai esà t a s e a ai es (254). Certains MRPs (MRP4, MRP5) 

partageraient ainsi la même structure que la P-gp (deux TMD àalo sà ueàd aut esà M‘P -3, MRP6-7) 

contiennent un domaine transmembranaire supplémentaire (254). 

BCRP est considérée comme un demi-transporteur, et ne contient que six segments 

transmembranaires et un domaine de liaison au nucléotide (254). Son organisation est inversée par 

appo tà àlaàst u tu eàdesàaut esàfa illesàd áBC, avec un domaine NBD N-terminal et un TMD en C-

terminal (254). 

2.2.2.3. Importance clinique  

Les transporteurs ABC prennent en charge une grande variété de composés comprenant des ions, 

glucides, lipides, vitamines et permettent, par exemple, l e pulsio à desà po ph i esà des cellules 

hématopoïétiques et  la sécrétion de vitamines dans le lait maternel (260,261). Ils ont également une 

fonction de détoxification en excluant de la cellule des molécules potentiellement toxiques (polluants, 

médicaments) limitant leurs absorptions intestinales et facilitant leurs excrétions urinaires et biliaires. 

Ils ont donc un rôleà e t alàda sàl a so ptio , la distribution etàl li i atio àin vivo et peuvent réduire 

d asti ue e tà l a so ptio à i testi aleà età donc la biodisponibilité de certains médicaments et 

polluants. Cesà po pesà d efflu à so tà gale e tà i pli u es dans de nombreux phénomènes de 

résistance aux médicaments anti-infectieux et anticancéreux (262) et dans des interactions 

médicamenteuses. Leur dysfonctionnement est àl o igi eàd u à e tai à o eàdeàpathologies comme 

la mucoviscidose (CFTR/ABCC7) (263), la maladie de  Tangier (ABCA1) (264) ou le syndrome de Dubin-

Johnson (MRP2/ABCC2) (265).  

2.2.2.4. La P-glycoprotéine 

La P-glycoprotéine (P-gp) est le transporteur le plus étudié de la superfamille des ABC de par son 

implication dans le phénotype de résistance de lignées cellulaires à certains médicaments (266). Il 

s agitàd u àt a spo teu àa tifàqui permet le relargage du substrat àl e t ieu  de la cellule contre le 

gradient de concentration. 

2.2.2.4.1. Mécanisme de transport 

 

La poche de liaison au substrat (251,267,268) de P-gpàestà lo alis eàauà i eauàd u àpo eàde 50Å de 

diamètre formé par les hélices transmembranaires des deux domaines du transporteur. Cette poche 

de liaison est accessible depuis le milieu extracellulaire mais aussi depuisàlaàphaseàlipidi ueà àl i te fa eà

entre les deux TMD (269). Les substrats de la P-gp étant hydrophobes ou amphiphiles, ils sont 

susceptibles de diffuser passivement à travers la membrane et deà s à a u ule à à fo tesà
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concentrations (270). Ils auraient ainsi accès au site de liaison, situé au niveau du feuillet interne de la 

membrane, à partir de « portes » formées entre les hélices transmembranaires 5/8 et 2/11 (271). 

Des interactions de type hydrophobes, aromatiques, et de van der Waals induiraient des modifications 

conformationnelles du site de liaison qui se déformeraient de façon spécifique pour accueillir 

différents substrats de structure diverse (induced-fiting) (271) et entraineraient des modifications 

conformationnelles des deux NBD e da tàpossi leàl h d ol seàdeàl áTPà(272). On dénombre au moins 

deux sites de fixation au substrat au sein de la protéine : le site H qui lie le Hoechst 33342 et le site R 

qui permet le transport de la rhodamine 123 (273–275). Les deux sites so tàsus epti lesàd i te agi à

entre eux de façon allostérique (274,276) ; deux molécules peuvent se lier simultanément à la 

protéine, la fi atio àd u àsu st atà su àu à siteàmodule leà t a spo tà di àpa à l aut eà site (277). Par 

contre, deux molécules interagissant toutes les deux avec le même site (H ou R) vont bloquer leur 

transport mutuel. D aut esàsitesào tà t àd fi isà site-M, site-D, site-P) selon leurs interactions avec le 

vérapamil, la digoxine et la prazosine/progestérone (276). 

Des études de mutagénèse ont montré que la mutation de certains acides aminés situés au niveau des 

domaines transmembranaires pouvait moduler la spécificité de substrat de la P-gp, (278–281) et 

semblent importants pour la reconnaissance du substrat, la liaison et son transport.  

Deux hypothèses concernant le mécanisme de transport de la P-gp ont été avancées (Figure 6). Le 

mécanisme de « vaccum cleaner » suggère que la P-gp agirait comme un aspirateur. Les substrats 

hydrophobes ayant diffusé dans la membrane seraient transférés au niveau du feuillet interne de la 

e a e,àe t ai sà jus u  la grande poche de liaison flexible et efflués sans même atteindre le 

cytosol (282). Le mécanisme de « flippase » propose que les substrats soient interceptés au niveau du 

feuillet interne de la membrane et transférés par la protéine au feuillet externe puis relargués dans le 

milieu extracellulaire (283,284). 

 

Figure 6: Mécanismes « vacuum cleaner » ou « flippase » de la P-glycoprotéine 
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La t a slo atio àduàsu st atà essiteàu àappo tàd e gieàg eàpa àl h d ol seàdeà u l otide (ATP, 

cytidine triphosphate (CTP) ou guanosine triphosphate (GTP)) e àp se eàd un cation divalent (Mg2+). 

Deu à ol ulesàd áTPàpeu e tàseàlie àda sàdesà a it sàdisti tesàfo esàpa àleà otifàWalke àáàd u à

NBD et la séquence signature du NBD opposé; deu à ol ulesàd áTPàsont ainsi prises en sandwich 

entre les deux NBD (285) (Figure 7). Il y a une coopérativité étroite entre les deux sites catalytiques qui 

doivent être tous deux fonctionnels pou àpe ett eàl h d ol seàdeàl áTPà(286). Leà leàd h d ol seàdeà

l áTPànécessite la dimérisation des NBD et plusieurs modèles ont été proposés pour le cycle catalytique 

( od leà alte ati gàsite à(287), mod leà s it h à(288), et modèle o sta tà o ta t à(289,290)).  

 

L tapeàsp ifi ueàduà leà atal ti ueà uiàfou itàl e gieàpe etta tàlaàt a slo atio àduàsu st atàfaità

toujou sàl o jetàdeàd ats liaiso àdeàl áTP,àdi isatio àdes deu àNBD,àh d ol seàd u eàouàdeàdeu à

ol ulesàd áTP,à ela atio àduàdi eàdeàNBD,à li atio àdeà l áDP (adénosine diphosphate) et de 

phosphate inorganique (Pi)). L e gieàlibérée induirait des changements de conformation des NBD, 

transmis aux TMD et à la poche de liaison du substrat. Ces modifications conformationnelles 

induiraient u eà aisseàdeàl affi it àdeàlaàP-gp pour son substrat permettant son expulsion dans le milieu 

extracellulaire (291). 

 

Figure 7: Mécanisme général de l'efflux médié par P-gp 

 

Au final, le transport de substrat médié par P-gp semble être un mécanis eà o e t àplutôtà u u à

enchaînement de différentes phases.   
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2.2.2.4.2. Substrats 

La P-gp a la particularité de transporter des centaines de substrats de structures très diverses. Ils sont 

généralement peu polaires, neutres ou chargés positivement, hydrophobes ou amphiphiles, même si 

certains sont hydrophiles (colchicine). Les substrats de la P-gp peuvent être de grandes molécules 

comme le paclitaxel ou la ciclosporine A ou des molécules de plus petites tailles comme la 

doxorubicine. La P-gp interagit également avec des peptides linéaires et cycliques (valinomycine). La 

plupa tà desà su st atsà o tie e tà desà lesà a o ati uesà pla s,à età desà ato esà d azotesà te tiai esà

chargés positivement. Les substrats endogènes de P-gp peuvent être des peptides, des lipides, des 

hormones stéroïdiennes ou des cytokines (interleukine-2, interleukine-4, interféron-ɤ) et les substrats 

exogènes incluent des médicaments (anticancéreux, inhibiteurs de protéases, analgésiques, 

inhibiteurs calciques, anti-infectieux, antagonistes des récepteurs H2) dont certains à fenêtre 

thérapeutique étroite comme les glycosides cardiaques ou les immunosuppresseurs (Tableau 3). 

Les modulateurs sus epti lesàd inhiber ouàsti ule àlaàpo peàd efflu àsont de structures aussi variées 

que les substrats de la P-gp. Certains modulateurs sont transportés par la P-gp (vérapamil, ciclosporine 

á… ,àd aut esàse le tài te agi àdeàfaço àallost i ueàa e àlesàdiff e tsàsites de liaison (Tableau 3). 

Etant donné que la poche de liaison au substrat de la P-gp contient de multiples sites de liaison, 

l i hi itio àduàt a spo tàpa àu à o pos àestàsu st atàd pe da t.àà 

Substrats de référence Rhodamine 123  

Tétraméthylrosamine  

Hoechst 33342  

Substrats endogènes Hormones stéroïdiennes: dexaméthasone, aldostérone 

Cytokines : interleurkine-2, interleukine-4, interféron- γ 

Substrats exogènes Anticancéreux : doxorubicine, daunorubicine, vincristine, vinblastine, etoposide, teniposide,  

paclitaxel, docétaxel, mitoxantrone 

Inhibiteurs de tyrosine-kinases: imatinib, nilotinib, dasatinib 

Immunosuppresseurs: ciclosporine A 

Glycosides cardiaques: digoxine 

Antiinfectieux: érythromycine, saquinavir, indinavir, ritonavir, ivermectine, itraconazole 

β-bloquant: talinolol, celiprolol 

Statines: atorvastatine, simvastatine 

Modulateurs  Inhibiteurs calciques : vérapamil, nifédipine 

Inhibiteurs de phosphodiesterase 5 : sildenafil, vardenafil 

Produits naturels : flavonoïdes, curcuminoïdes 

Ciclosporine A 

Chlorpromazine 

Quinidine 

Tableau 3: Exemples de substrats et modulateurs de la P-glycoprotéine 
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2.2.2.4.3. Distribution tissulaire 

La P-gp est présente da sàlaàplupa tàdesàtissusàdeàl o ga is eà aisàestàfo te e tàe p i e au pôle 

api alàdesà ellulesà pith lialesàa a tàdesà ôlesàd e tio , au niveau duà olo ,àdeàl i testi àg le,àdesà

canaux pancréatiques et biliaires, du tubule proximal rénal et de la glande surrénale (292). La P-gp 

li iteàai sià l a sàdesàxénobiotiques présents dans la lumière intestinale à la circulation sanguine, 

notamment des médicaments. Pour autant, tous les substrats de P-gp ne présentent pas forcément 

une faible absorption ; la P-gp peut, en effet, être saturée à fortes concentrations et ne pas influer 

l a so ptio ài testi aleàdeàses substrats,àd auta tàplusàs ils diffusent rapidement à travers la membrane 

(vérapamil).  

La P-gp permet également d e te  les métabolites et les molécules mères de nombreux composés 

da sàlaà ile,àl u i eàetàt a spo teàlesàho o esàdeàlaàgla deàsu aleàetàdeàl pith liu àut i  (292).  

Le transporteur est également localisé au niveau des cellules a i esà deà l o ga is e : cellules 

endothéliales de la barrière hémato-encéphalique (BHE) , de la barrière testiculaire, materno-foetale 

et est présente au niveau des cellules endothéliales cochléaires et vestibulaires deà l o eilleà i te eà

(293). Le transporteur protège ainsi les tissus sensibles des toxiques ayant eu accès à la circulation 

sanguine. La présence de P-gp au niveau de la barrière hémato-encéphalique réduit par exemple 

o sid a le e tàl e t eàetàl a u ulatio àdesà o ioti uesà(médicament, polluants) au niveau du 

SNC.  

D aut eàpa t,àdeà o eu àsu st atsàdeàP-gp sont également pris en charge par les cytochromes P450 

et de nombreux inducteurs de P-gp induisent également les cytochromes P450 (via PXR) (294). Une 

inhibition intestinale de la P-gp induira souvent une hausse du métabolisme médié par le CYP3A4 

(cytochrome P450 3A4) et il en sera de même au niveau hépatique.  La régulation coordonnée des 

enzymes métaboliques et de P-gp doit permettre de protéger les entérocytes et les hépatocytes de 

l a u ulatio ài t a ellulai eàdeàto i ues. 

La P-gp est un transporteur très importantàd u àpoi tàdeà ueà li i ueàetàestà à l o igi eàdeà e tai esà

intéractions médicamenteuses (295,296).   

2.2.2.5. La famille des MRPs 

La sous-famille des transporteurs ABCC/MRPs comprend douze membres : neuf MRPs, un canal 

ionique (CFTR) et deux récepteurs (SUR1-2) (297). Quatre des neuf gènes des MRPs sont localisés sur 

un chromosome de façon adjacente suggérant une évolution commune par duplication (298). MRP1 

et MRP3 partagent 57%àd ide tit àe àa idesàa i sàetàso tàlesàt a spo teu sàlesàplusàp o hesàdeàlaà

famille (uniprot id : P33527 et O15438). Les familles ABCB et ABCC sont très distantes l u eàdeàl aut e 
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en termes de séquence en acides aminés et de spécificité de substrats. Pour exemple, l ide tit àdeà

séquence de MRP1 avec la P-gp est seulement de 25% (uniprot id : P33527 et P08183).  

Les MRPs possédant des structures diverses, ces transporteurs diffèrent considérablement en termes 

de spécificité de substrats, distribution tissulaire et localisation membranaire sur les cellules 

polarisées. La plupart des membres de la famille des ABCCs sont impliqués dans des phénomènes de 

résistance à des anticancéreux et antiviraux.  

2.2.2.5.1. Mécanisme de transport 

Les MRPs transportent de façon unidirectionnelle de nombreux substrats notamment conjugués, mais 

leurs mécanismes de transport sont mal compris et différent selon les isoformes. Les MRPs 

contiendraient plusieurs sites de fixation aux substrats. Un site modulateur a été mis en évidence pour 

MRP2 par la stimulation du transport de saquinavir par le sulfanitran (299) et le glutathion module 

l a ti it àdeàplusieu sàM‘P“.àLe rôle du glutathion dans le transport médié par les MRPs est mal défini ; 

il peut être un substrat de certains MRPs (MRP4-5), il peut être co-transporté (MRP1, MRP4) et peut 

sti ule àl a ti it àdesàM‘Psà M‘P à(300–302). 

2.2.2.5.2. Substrats  
Les transporteurs MRPs prennent en charge des substrats variés, majoritairement des anions 

organiques hydrophobes ou amphiphiles, conjugués ou non (glutathion, glucuronate, sulfate) (Tableau 

4) (303). Ils possèdent des spectres de substrats se chevauchant et permettent la sécrétion biliaire et 

l li i atio à aleàde nombreux composés.  

Les substrats endogènes des MRPs incluent les sels biliaires (cholylglycine, cholyltaurine) en 

permettant notamment leur efflux dans le sang à travers la membrane deà l h pato te, mais 

également la bilirubine conjuguée. MRP2 est essentiel pour l efflux de la bilirubine conjuguée, son 

défautàd e p essio à àla membrane canaliculaire des hépatocytes peut causer une hyperbilirubinémie 

(304). Certains MRPs prennent également en charge des leucotriènes, des prostaglandines et des 

vitamines (folates). Le glutathion est transporté par MRP1-2, MRP4-5 (305). Les MRPs interviennent 

da sà l efflu àduàglutathio ào d à G““G àsugg a tà leu à ôleàdans la lutte contre le stress oxydant. 

Certains MRPs (MRP4, MRP5) sont capables de prendre en charge des composés monophosphorylés 

AMPc (adénosine monophosphate cyclique), GMPc (guanosine monophosphate cyclique) et joueraient 

un rôle important dans la régulation des concentrations tissulaires de GMPc et pla uettai eàd áDP. 

MRP4 a également u à ôleàda sàl e tio àdeàl u ateàetàdeàlaàPáHà(acide para-aminohippurique) dans 

l u i e. Les MRPs prennent aussi en charge de nombreux médicaments anticancéreux, antiviraux et 

des o ta i a tsàe i o e e tau à o eàl o h ato i eàáàt a spo t eàpa àM‘P .  
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Substrats de 
référence 
 

Substrats endogènes Substrats exogènes Modulateurs  

Carboxy- , -
dichlorofluorescein 
(MRP1-3) 
Cholécystokinine 
octapeptide (CCK8) 
(MRP2) 
Fluorescéine 
(MRP1) 
PAH (MRP2, MRP4) 

AMPc, GMPc (MRP4-5, MRP8) 
Bilirubine glucuronide (MRP1-3) 
Cobalamine (MRP1) 
Estrone-3-sulfate (MRP2, MRP8) 
Folates (MRP1,MRP4-5) 
Glutathion (MRP1-2, MRP4)  
GSSG (MRP1-2) 
Leucotriène B4 (MRP4) 
Leucotriène C4 (MRP1-4, MRP6-8) 
Prostaglandines E1 (PGE1) (MRP4) 
Prostaglandines E2 (PGE2) (MRP4) 
Sels biliaires (MRP3-4, MRP8) 
Stéroïdes sulfatés (MRP1-4, MRP8) 
Thromboxane B2 (MRP4) 
Urate (MRP4) 

Cisplatine (MRP2) 
Doxorubicine (MRP1, MRP6) 
Féxofénadine (MRP2-3) 
Furosémide (MRP4) 
Melphalan (MRP1) 
Méthotrexate (MRP1-4, MRP8)  
Ochratoxine A (MRP2) 
Rifampicine (MRP2) 
Statines (MRP2, MRP4) 

Ciclosporine (MRP1) 
Etoposide (MRP3) 
Indométhacine (MRP1, 
MRP6) 
Probénécide (MRP1-6) 

Tableau 4: Exemples de substrats et modulateurs des transporteurs MRPs 

2.2.2.5.3. Distribution tissulaire 

Les MRPs sont fortement exprimés au niveau de tissus richement vascularisés qui forment des 

sanctuaires pharmacologiques notamment le foie, le rein, la BHE ou la barrière testiculaire et materno-

fœtaleà(306–309). Les transporteurs MRPs sont nécessaires à l e rétion terminale et la détoxification 

des anions organiques notamment au niveau hépatique, intestinal et rénal (306,307) (Tableau 5).  

Au niveau intesti al,àlesàM‘Psàso tàe p i sàauà i eauàdeàl i testi àg leàetàduà olo à MRP1-3, MRP5) 

(310). Ces transporteurs sont aussi localisés au niveau basolatéral et canaliculaire des hépatocytes 

(MRP1-4,6) (311–314) et des cellules de la vésicule biliaire (MRP2-3) et pancréatiques (MRP1,MRP3-4) 

(315–317). Ils o tàu à ôleà ajeu àda sàl efflu à iliai eàd a io sào ga i uesàetàso tài po ta tsàda sàleà

transport de la bilirubine (MRP2-3) et des sels biliaires (MRP2 (313,318). MRP1, MRP3 et MRP5 ont un 

rôle important dans la protection du foie et participeraient à la réponse à des lésions hépatiques 

notamment à la cholestase.  

Les MRPs so tà gale e tà e p i sà auà i eauà deà l a seà deà He l à età duà tu uleà p o i alà duà ei à

(principalement MRP2 et MRP4) et au niveau des conduits urinaires et prostatiques (MRP4-5) et de la 

glande surrénale (MRP3-4) (319–324). Cette localisation rénale leur o f eàu à ôleàda sàl e tio  

des anions organiques dans l u i e, notamment deàl u ateàetàde la PAH (325,326). 

Au niveau du SNC, MRP1, MRP4-5 et MRP8 sont présents dans le parenchyme cérébral (astrocytes et 

neurones) et au niveau des capillaires cérébraux de la BHE et de la barrière sang-LCR (Liquide Céphalo-

Rachidien) (MRP1, MRP4-5) leur conférant un rôle important dans la protection du SNC (327,328).  

MRP1 et MRP2 sont p se tsàda sàl pith liu à o hi ueàetàM‘P  est aussi présent au niveau des 

érythrocytes et des plaquettes, da sàles uellesàilà guleàleàsto kàd áDP (329). MRP5 est aussi détecté 

dans des cellules musculaires lisses, dans les myocytes et cellules endothéliales du œu à(330).  
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Certains MRPs sont également exprimés au niveau du syncytiotrophoblaste du placenta et autour des 

aisseau àfœtau  comme MRP1, MRP2, MRP3 et MRP5 (309,331,332), et ce dernier pourrait jouer un 

rôle dans le développement du placenta (333). MRP1 et MRP4 sont présents au niveau des cellules de 

Sertolià deà laà a i eà testi ulai eà età li ite aie tà l a sà desà o ioti uesà au à tubules séminifères 

(308). 

En termes de localisation, les transporteurs MRP1-5 ont une distribution tissulaire plus large que MRP6 

et MRP8. De plus, MRP1, MRP3 et MRP6 sont exprimés au niveau basolatéral des cellules polarisées 

contrairement à MRP2 et MRP8 présents au niveau apical (309,311,312,327,334). MRP4 et MRP5 

peuvent être exprimés aussi bien au niveau du pôle apical que basolatéral en fonction du tissu et du 

type de cellules (320,333,335). Laàdist i utio àetàlo alisatio àd MRP1 sont pratiquement inverses de 

MRP2, MRP1 jouerait de ce fait u à ôleài po ta tàpou àlesà ellulesà e p i a tàpasàM‘P . 

MRPs  Foie Rein Intestin  Poumon Cerveau Placenta Autres tissus 

MRP1 (BL) + + + + + + Macrophages, testicules 

MRP2 (A) + + + +  +  

MRP3 (BL) +  +   + Pancréas  

MRP4 (A/BL) + +   +  Pancréas, prostate, vésicule séminale, uretère, 

muscles lisses, cellules sanguines, testicules 

MRP5 (A/BL) +  +  + + Coeur, muscles lisses, urètres 

MRP6 (BL) + +      

MRP8 (A)     +  Tissu mammaire 

Tableau 5: Distribution tissulaire des transporteurs MRPs 

 

2.2.2.6. La BCRP 

BCRP est le second membre de la sous-famille G des transporteurs ABC, et a été identifié pour la 

première fois dans des lignées cellulaires mammaires résistantes aux anticancéreux (336). La famille 

ABCG compte six transporteurs, impliqués dans le transport de cholestérol, de stérols et dont certains 

nécessitent une dimérisation pour transporter leur substrat (249,337). C està leà asà de BCRP qui 

fo tio eà sousà fo eà d ho odi esà ouà deà ultimères (tétramères, dodécamères) (338). Les 

analyses phylogénétiques des séquences en acides aminés indiquent que BCRP est relativement 

proche de la P-gp (339). BCRP est impliqué dans la résistance à certains agents anticancéreux comme 

la mitoxantrone, le topotecan ou la doxorubicine. 
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2.2.2.6.1. Mécanisme de transport 

BCRP est considéré comme un «demi-transporteur» et doit s ho odi ise à pou à fo tio e à e à

formant des ponts disulfures (338,340). Une boucle extracellulaire entre les hélices 

transmembranaires 5-6 contenant des résidus cystéines est importante pour la dimérisation de BCRP, 

son insertion à la membrane et sa spécificité de substrats (340,341). Peu de choses sont connues sur 

les mécanismes de liaison au substrat et son transport. Les données suggèrent que comme pour la P-

gp,àlesàsu st atsàseàlie tà àu eàla geà a it à e t aleàplutôtà u u eà o fo atio à l -serrure et que la 

cavité contient plusieurs sites de fixation aux substrats (au moins deux) (342).  

2.2.2.6.2. Substrats 

La spécificité de substrat de BCRP est comparable à celle de la P-gp. BCRP transporte certains stéroïdes 

endogènes, conjugués du 17-β-est adiolà età deà l est o e,àDHEAS (déhydroépiandrostérone sulfate) 

(343–345) (Tableau 6). Les substrats de BCRP comprennent également des médicaments (agents 

anticancéreux,  antibiotiques,à e tai sà a ti i au à età desà i hi iteu sà deà l HMG-CoA reductase), des 

o pos sàissusàdeàl ali e tatio à fla o oïdes,àpheophorbide) et des toxiques (346).  

Le premier inhibiteur décrit de BCRP fut la FTC (Fumitremorgin C) (347) ; de nombreux inhibiteurs de 

BCRP ont été identifiés par la suite (tamoxifène, inhibiteurs de tyrosine-kinase, des flavonoïdes, 

glucocorticoïdes, dihydropyridines et pyridines antihypertensives, benzimidazoles), dont certains sont 

égalements inhibiteurs de P-gp  (Tableau 6). 

Substrats de référence Rhodamine 123, hoechst 33342 

Substrats endogènes Estradiol-17-β,àho o esàst oïdie es,àa ideàfoli ue,àβ-amyloïde, porphyrines  

Substrats exogènes Anticancéreux : mitoxantrone, topotecan, daunorubicine, doxorubicine, etoposide, 

methotrexate 

Inhibiteurs de tyrosine-kinase : imatinib, gefitinib, dasatinib 

Anti-infectieux : zidovudine, lamivudine, aciclovir, érythromycine, ciprofloxacine, ofloxacine, 

norfloxacine, rifampicine, nitrofurantoïne 

Statines : rosuvastatine 

Autres: Aflatoxine B1, flavonoïdes, ochratoxine A, phéophorbide, sildenafil 

Modulateurs  FTC, Ko143 

Stéroïdes: corticostérone, beclométhasone, dexaméthasone 

Anti-infectieux : ritonavir, saquinavir, itraconazole, ketoconazole 

Immunosuppresseurs : tacrolimus, ciclosporine A 

Inhibiteurs de tyrosine kinase : gefitinib, imatinib, erlotinib, dasatinib 

Inhibiteurs de pompe à protons : pantoprazole, omeprazole  

Inhibiteurs de phosphodiestérases : sildenafil 

Curcumine, flavonoïdes 

Tableau 6: Exemples de substrats et modulateurs de BCRP 
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2.2.2.6.3. Distribution tissulaire 

BCRP est e p i à àhautà i eauà àlaàsu fa eàdeàlaà e a eàapi aleàdesà ellulesàdeàl i testi àg le et 

du colon, des hépatocytes et canaux biliaires, ce qui i pli ueàu à ôleà i po ta tàda sà l a so ptio à

intestinale et da sàl efflu àdeàsu st atà(notamment des métabolites) du foie vers la bile et la lumière 

intestinale  (348,349). 

BCRP est également localisé auà i eauàdeà o eusesà a i esàdeàl o ga is eàetàpe etàla protection 

des cellules contre les xénobiotiques. Le transporteur serait présent à la surface luminale de 

l endothélium vasculaire cérébral (expression à plus haut niveau que la P-gp (350)) et permettrait 

d efflue àlesà o pos s ho sàdeàl i te stitiu à al (351). BCRP est aussi très fortement exprimé au 

niveau du placenta (syncitiotrophoblaste) (352) et permettrait de transporter les hormones 

stéroïdiennes produites par le placenta (estrone-3-sulfate et DHEAS) (345) et de protéger le fœtusàdesà

toxiques endogènes et exogènes présents dans la circulation maternelle (353). 

BCRP est fortement exprimé dans le tissu mammaire pendant lesàp iodesàd allaite e t (354). BCRP 

participe ainsi à la sécrétion de vitamines dans le lait maternel, mais de façon surprenante permettrait 

également de concentrer certains toxiques en les excrétant dans le lait maternel (260,354).  

Présent au niveau des cellules du testicule (348,355), BCRP aurait un rôle dans la spermatogénèse (356) 

et permettrait de protéger les cellules germinales des toxiques présents dans la circulation générale 

(351).  

BCRP est aussi suspe t à d a oi à u à ôleà p ote teu à deà ellulesà sou hesà h atopoïétiques et 

embryonnaires) et participe à l e pulsio àdesàpo ph i esàdesà ellulesàh atopoï ti ues (261,352).  

BCRP est également exprimé à plus bas niveau dans le rein, la prostate, l o ai e, la glande surrénale, 

l utérus, l e doth liu à as ulai e,àles pneumocytes et les glandes sébacées (348,357).  
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2.2.3.  La famille des transporteurs SLC 

2.2.3.1. Nomenclature  

Les transporteurs Solute Carrier (SLC) constituent une vaste famille de protéines membranaires qui 

comptent environ 400 membres (358). La famille est composée de transporteurs passifs facilités et de 

transporteurs actifs, qui sont essentiellement des pompes d i flu  mais dont certains fonctionnent en 

efflux. Dans cette section, ne seront abordés que les SLC impliqués dans le transport des 

o ioti ues.àIlàs agitàdes transporteurs OCTs (organic cations transporters) et OATs (organic anion 

transporters) qui appartiennent à la famille SLC22A, des OATPs de la famille SLCO et des MATEs 

(multidrug and toxin extrusion transporteurs) de la famille SLC47A (242) (Tableau 7).  
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S Famille de transporteur Membre Gène 

OCTs 
OCT1 SLC22A1 
OCT2 SLC22A2 
OCT3 SLC22A3 

OATs 

OAT1 SLC22A6 
OAT2 SLC22A7 
OAT3 SLC22A8 
OAT4 SLC22A11 

OATPs 

OATP1B1 SLCO1B1 
OATP1A2 SLCO1A2 
OATP1B3 SLCO1B3 
OATP2B1 SLCO2B1 

MATEs MATE1 SLC47A1 
MATE2 SLC47A2 

Tableau 7: Classification des principaux transporteurs SLC de médicaments 

2.2.3.2. Structure 

La structure protéique des transporteurs SLC està a ia leàd u eàsous-fa illeà àl aut e. Ces protéines 

comprennent douze ou treize domaines transmembranaires et une ou plusieurs boucles intra- et 

extracellulaires qui contiennent des sites de N-glycosylations, de phosphorylations et des résidus 

cystéines, essentiels pour l ad essageàdeàlaàp ot i eà àlaà e a e, sa fonctionnalité et sa spécificité 

de substrats (359–361).  

Les transporteurs de la famille SLC22A (OCTs et OATs) et SLCO (OATPs) sont constitués de 12 domaines 

trans-membranaires avec C terminal et N terminal cytoplasmique (Figure 8), contrairement aux 

transporteurs MATEs qui possèderaient 13 segments transmembranaires et une extrémité N- terminal 

intracellulaire, et C-terminal extracellulaire (362). La 13ème hélice des MATEs ne serait pas essentielle à 

la fonctionnalité du transporteur mais son absence entraine une réduction de la vitesse du transport 

(362,363).  
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Figure 8: Structures des transporteurs SLC22, SLCO et SLC47 

Peu de choses sont connues sur la structure tertiaire et quaternaire des transporteurs de ces familles 

et leurs structures cristallinesà o t pas encore été déterminées.  

Des approches in silico suggèrent que les transporteurs SLC22 et SLCO partagent les mêmes 

caractéristiques que des protéines homologues d o igines bactériennes cristallisées (G3P, LacY, OxlT) 

(364).à Cesà t a spo teu sà se aie tà o stitu sà d u à po eà e t al,à fo à pa à lesà h li esà

t a s e a ai es,à uià o tie d aitàlesà sidusàsitu sà àl i te fa eàe t eàlesà oiti sàNàetàCàte i alà

de la protéine, importants à la liaison et au transport de substrat (364). Des résidus polaires, 

aromatiques et basiques (chargés positivement) des hélices transmembranaires 7-8 pour les OATPs et 

des hélices transmembranaires 1-8-11 pour les OATs interagiraient avec des résidus hydrophobes et 

anioniques des substrats et seraient substitués par des résidus acides ou neutres au niveau des OCTs.  

Les transporteurs de la famille SLC47 auraient une structure homologue à l ha geur Na+ bactérien 

NorM (365). Selon ce modèle, les MATEs possèderaient une large cavité interne, dont le volume est 

d e i o à Å3 etàou e tà à l e t mité extracellulaire (365). Des résidus glutamates, histidines et 

cystéines sont hautement conservés et semblent importants dans la reconnaissance de substrats et 

da sàl i te a tion avec les protons (site de liaison H+) (366–368). 
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2.2.3.3. Mécanisme de transport 

Les transporteurs SLC utilisent divers mécanismes pour le transport de leurs substrats (transport 

facilité, transport actif secondaire/tertiaire, de type symport ou antiport). Dans tous les cas, ilàs agità

d u àp o essusàd a i ueàd a sàalte  : le transporteur alterne entre des conformations ouvertes 

e sà l i t ieu à età e sà l e t ieu , avec de nombreux états intermédiaires (notamment une phase 

fe eà oùà leà siteà deà liaiso à està a essi leà i deà l e t ieu à ià duà toplas e . Trois types de 

mécanismes ont été décrits pour les SLC : le mécanisme « rocker-switch », « elevator » et « Gated-

pore » (369–371). Des approches in silico fo tàl h poth seàd u à odeàdeàt a spo tàdeàt peà«à o ke -

switch » pour les OATPs, OCTs, OATs et MATEs (372–374) (Figure 9).   

 

Figure 9: Mécanisme de transport « rocker switch » suggéré pour les SLC, d’ap s Colas et al, 16 (375) 

Dans le mécanisme « rocker-switch », leà app o he e tàetàl loig e e tàdesàe t it sàNàetàCàte i alesàdu transporteur 

(en vert et jaune àpe ett aie tà àlaàp ot i eàdeàpasse àd u eà o fo atio à fa eà àl e t ieu à àu eàaut eà fa eà àl i t ieu à

permettant la traversée du substrat (en rouge).  

 

2.2.3.4. Importance clinique 

Les transporteurs SLC sont impliqués dans le transport de nombreux solutés, ions (Na+, Cl-… ,àa idesà

aminés, peptides, vitamines, eu ot a s etteu sà gluta ate,à o ad ali e,à s oto i e…  et 

ho o esà th oïdie es,à st oïdie es… . Ils prennent en charge de nombreux médicaments, 

notamment des anti-infectieux et des statines, au niveau intestinal, hépatique et rénal et permettent 

le passage cérébral de médicaments d a tio à e t alàetàdeà e tai esà eu oto i esà pa a uat,àMPP+ (1-

méthyl-4-phényl pyridinium)) (242). Des altérations des transporteurs SLC sont associées à des 

pathologies, comme le syndrome de Rotor, li à auà d sfo tio e e tà d OáTP B à età OáTP B à auà

niveau hépatique (376). 
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2.2.3.5. La famille SLC22A 

La famille des transporteurs SLC22A comprend entre autres les transporteurs OATs et OCTs qui sont 

similaires en termes structurel et fonctionnel.  

 

2.2.3.5.1. La famille des transporteurs OCTs 

OCT1 a été le premier membre identifié de la famille SLC22 (377).  Les trois OCTs partagent une 

structure trans-membranaire, un spectre de substrats proche et un même mécanisme de transport 

électrogénique et dépendant du potentiel de membrane.  

Les OCTs sont des uniports et le t a spo tàdeà atio sào ga i uesàs effe tueàpa àdiffusio àfa ilit e dans 

le sens du gradient électrochimique et est sensible au potentiel de membrane  (378). 

 

2.2.3.5.1.1. Substrats 

En termes de substrats, les OCTs présentent une spécificité large. Les substrats des OCTs incluent des 

molécules de petits poids moléculaires assez hydrophiles essentiellement des cations organiques 

comme le TEA (tetraéthylammonium), le MPP+ ou le NMN (N-méthyl-nicotinamide), mais également 

certains anions (prostaglandines), et des composés non chargés (Tableau 8) (379). 

Ces transporteurs jouent un rôle dans le transport de nombreux composés endogènes, hormones et 

neurotransmetteurs (acétylcholine, histamine, dopamine, adrénaline, noradrénaline, s oto i e… àetà

permettraient ainsi la clairance des monoamines extra-neuronales (380). Ils influencent également la 

pharmacocinétique de nombreux médicaments comme la metformine, le cisplatine, la quinine et 

l aciclovir (381). Bien que les OCTs aient des spectres chevauchant, certains substrats et inhibiteurs 

sont spécifiques d u eàisofo e.àL isofo eàOCT àposs deàlaàs le ti it àdeàsu st atàlaàplusài po ta teà

de la famille, et ses substrats semblent plus limités à des composés endogènes notamment aux 

neurotransmetteurs (dopamine et noradrénaline) (382,383) et est inhibée sélectivement par la 

corticostérone.   

Substrats de référence Substrats endogènes Substrats exogènes Modulateurs 

4',6-diamidino-2-phénylindole 
(DAPI) (OCT1) 
MPP (OCT1-3) 
Rhodamine 123 (OCT1-2) 
TEA (OCT1-2) 

Acétylcholine (OCT2-3) 
Adrénaline (OCT1-3) 
Agmatine (OCT1-3)  
Choline (OCT2-3) 
Créatinine (OCT2-3) 
Dopamine (OCT1-3) 
Histamine (OCT1-3) 
Noradrénaline (OCT1-3) 
Sérotonine (OCT2-3) 
Tryptophane (OCT2) 
 

Aciclovir (OCT1) 
Aflatoxine B1 (OCT1-2) 
Amantadine (OCT2) 
Cimétidine (OCT2) 
Lamivudine (OCT1-3) 
Lamotrigine (OCT1) 
Mémantine (OCT2) 
Metformine (OCT1-3) 
Paraquat (OCT1-2) 
 

Abacavir (OCT1-3) 
Amitriptyline (OCT1-2) 
Atropine (OCT1) 
Clonidine (OCT1) 
Corticostérone (OCT3) 
Fluoxetine (OCT1) 
Imipramine (OCT1-2) 
Mémantine (OCT1-2) 
Paroxétine (OCT1) 
Vérapamil (OCT1-2) 
 

Tableau 8: Exemples de substrats et modulateurs des transporteurs OCTs 
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2.2.3.5.1.2. Distribution tissulaire 

Malgré leur similitude structurelle et fonctionnelle, la distribution tissulaire diffère selon les isoformes 

d OCTs (Tableau 9). OCT1 est exprimé majoritairement dans le foie au niveau du pôle basolatéral des 

hépatocytes, et a des niveaux plus faibles dans les autres tissus (muscles squelettiques, poumon, rein, 

intestin...) (384,385). 

OCT2 est exprimé presque exclusivement dans le rein au niveau du pôle basolatéral des cellules du 

tubule proximal (386,387). 

OCT3 a une distribution tissulaire plus large et est exprimé dans les muscles squelettiques, la prostate, 

les glandes salivaires et surrénales, le foie, le ei ,àl i testi ,àleàpla e ta,àleà œu  et le poumon (388).  

OCTs  Foie Rein Intestin  Poumon Cerveau Muscle 

squelettique 

Placenta Autres tissus 

OCT1 ++ + + +  + +   Tissu adipeux, cellules 

immunitaires 

OCT2  ++ + + +   + Thymus, oreille interne 

OCT3 + + + + + + + Cœu ,à si uleà iliai e,à peau,à
vaisseaux sanguins, prostate, 

glandes mammaires 

Tableau 9: Distribution tissulaire des transporteurs OCTs 

 

2.2.3.5.2. La famille des transporteurs OATs 

La famille comprend neuf transporteurs (OAT1-7, OAT10 et URAT1 (Urate Anion Exchanger 1)) (378). 

Les gènes codant pour les protéines de cette famille se trouvent par paires ou groupements au sein du 

génome (OAT1 et OAT3; OAT4-URAT1; OAT5-UST3), ce qui suggère une transcription coordonnée, co-

régulée, de ces gènes exprimés essentiellement au niveau rénal. Les transporteurs OATs sont des 

transporteurs actifs secondaires (ou tertiaires) qui transfèrent leur substrat à travers la membrane en 

utilisant le gradient électrochimique du substrat lui- eà ouà d u à aut eà soluté (échange de 

dicarboxylates intracellulaires) (389). Lesà OáTsà so tà d i po ta ts modulateurs de la 

pharmacocinétique des médicaments notamment au niveau rénal. 

 

2.2.3.5.2.1. Substrats 

Les OATs sont des transporteurs à spécificité large qui se lient à une variété de substrats en fonction 

de propriétés physicochimiques (charge, hydrophobie, potentiel de liaisons hydrogènes) plutôt que 

des caractéristiques structurales. Les OAT prennent en charge de nombreux composés anioniques de 

petites tailles, plutôt hydrophiles, et les échangent contre la PAH (OAT2), des dicarboxylates 
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intracellulaires  (OAT1, OAT3, OAT4 et OAT7), ou du lactate, du nicotinate ou du glutathion (OAT10) 

(390–393) (Tableau 10).   

OAT1 prend en charge des composésàe dog esà o eàl u ate,àlesàp ostagla di es, des nucléotides 

cycliques, des métabolites de neurotransmetteurs, métabolites du tryptophane et des stéroïdes 

sulfatés (390), ainsi que de nombreux médicaments (diurétiques, antiviraux, β-lactamines, 

méthotrexate, AINS…  (390). Lesà su st atsà d OáT à so tà desà sali lates,à a et lsali late,à à les 

prostaglandines (PGE2, prostaglandines F2 (PGF2)) et la PAH (394) mais également de nombreux 

antiviraux et antibiotiques (395). OAT3 possède un large spectre de substrats, chevauchant OAT1, mais 

présente généralement une affinité moindre. Lesà su st atsà OáT à i lue tà l o h ato i à á,à la 

benzylpénicilline, le méthotrexate, et des statines mais également des composés cationiques comme 

la cimétidine ou la famotidine et le zwitterion fexofénadine (390,391). OáT à t a spo teà l estrone 

sulfate, la déhydroepiandrostérone sulfate (DHEAS), l ochratoxin A, et les prostaglandines PGE2 et PGF2 

(396–399).   

Substrats de référence Substrats endogènes Substrats exogènes Modulateurs 

 

6-Carboxy-fluorésceine (OAT1, 
OAT3) 
Estrone-3-Sulfate (OAT3-4, OAT7) 
Fluorésceine (OAT1, OAT3) 
Nicotine (OAT10) 
PAH (OAT1-2) 
 

Cortisol (OAT3) 
DHEAS (OAT3-4, 
OAT7) 
Glutamate (OAT2) 
Cholate (OAT3) 
Nicotinate (OAT10) 
PGE2 (OAT1-4) 
PGF2 (OAT2-4) 
Taurocholate (OAT3) 
Urate (OAT1-4) 
 

Aciclovir (OAT1-2) 
Benzylpenicilline (OAT3) 
Bumétanide (OAT1-4) 
Ceftizoxime (OAT1, 
OAT3) 
Cimétidine (OAT1-3) 
Erythromycin (OAT2) 
Furosémide (OAT1, 
OAT3) 
Ganciclovir (OAT1-2) 
Indométhacine (OAT1, 
OAT3) 
Méthotrexate (OAT1-4) 
Olmesartan (OAT1, OAT3) 
Pravastatine (OAT3) 
Ranitidine (OAT1-3) 
Tétracycline (OAT2-4) 
 

Candesartan (OAT1, OAT3-4) 
Ceftriaxone (OAT2, OAT4) 
Doxycycline (OAT1-2) 
Fluvastatine  (OAT1, OAT3) 
Losartan (OAT1, OAT3-4) 
Pravastatine  (OAT1, OAT3-4) 
Probénécide (OAT1-4) 
Telmisartan (OAT1, OAT3-4) 
Tétracycline (OAT1) 
Valsartan (OAT1, OAT3-4) 
 

 

Tableau 10: Exemples de substrats et modulateurs des transporteurs OATs 

 

2.2.3.5.2.2. Distribution tissulaire 

Les OATs sont exprimés majoritairement dans le rein, et ont un rôle majeur dans le maintien de 

l ho ostasieàe dog e (400) (Tableau 11). Ils sont également présents dans une moindre mesure 

dans le foie, le cerveau, la rétine et le placenta (400). OAT2 est exprimé dans le foie et le rein, au niveau 

du pôle basolateral (394,395). OAT1 et OAT3 sont exprimés majoritairement au pôle basolatéral des 

cellules du tubule rénal proximal et sont responsables de l e tio àu i ai eàdesàa io sào ga i ues 
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(401) alors qu OAT4 est localisé à la membrane apicale et serait impliqué dans la réabsorption de 

substrats au niveau du tubule proximal même si son rôle est mal connu.   

 

Transporteur  Foie Rein Intestin  Cerveau Placenta Autres tissus 

OAT1 (BL)  +  +   

OAT2 (BL) + +     

OAT3 (BL)  +  +  Endothélium, oeil 

OAT4 (A)  +   +   

Tableau 11: Distribution tissulaire des transporteurs OAT1, OAT2, OAT3 et OAT4 

 

2.2.3.6. La famille SLCO 

La famille des transporteurs SLCO comprend les transporteurs OATPs qui ont un spectre de substrats 

plutôt large et un mode de transport indépendant du sodium (402). Onze isoformes humaines ont été 

identifiées (403). Les OATPs sont classés selon la nomenclature HUGO en fonction de leur similarité de 

s ue eà d a idesà a i s.à Ils sont classés en six familles (40% d identité de séquence en acides 

aminés) (OATP1 à 6) et sous-familles (60% identité de séquence en acides aminés) (A-C). Les 

transporteurs sont ensuite identifiés individuellement par un chiffre. Les transporteurs OATPs sont 

codés par les gènes SLCO,àetà o à o eàd e t eàeu àse aie tàdesà a ia tsàd pissage.  

Le transport médié par les OATPs est indépendant du sodium et peut être bi-directionnel (400). La 

sou eàd énergie qui permet au transporteur de faire entrer son substrat dans la cellule està pasà

clairement établi. Ces transporteurs pourraient fonctionner comme échangeur électriquement neutre, 

via l efflu àdeàbicarbonate, glutathion ou de lactate, présents en intracellulaire (400). Contrairement à 

OáTP B à età OáTP B ,à leà t a spo tà di à pa à OáTP B à aà laà pa ti ula it à d t eà affe t à pa à desà

variations de pH ; une acidification extra- ellulai e,àfa o iseàl e t eàdeàsu st atàpa àOATP2B1 (404). 

Une hypothèse suggère également que certains transporteurs OATPs fo tio e tàsousàfo eàd homo 

ou d hétéro-oligomères (405). 

 

2.2.3.6.1. Substrats 

Les OATPs contiendraient de multiples sites de reconnaissance de substrats et sont des transporteurs 

à spectre large. Ces transporteurs prennent en charge différents composés organiques pouvant être 

de grandes tailles jus u à1143 Da pour le CCK8), préférentiellement hydrophobes ou amphiphiles, 

acides et présentant des fonctions donneurs et accepteurs d h d og esà (400). Les substrats sont 

généralement chargés négativement mais certains peuvent être neutres (digoxine, stéroïdes neutres) 

ou cationique (quinidine) (Tableau 12).  
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Les substrats endogènes des OATPs sont des hormones stéroïdiennes et thyroïdiennes, des acides 

biliaires, des prostaglandines, certains polypeptides anioniques et la bilirubine. Plusieurs classes de 

médicaments sont transportées par les OATPs (statines, antagonistes des récepteurs de l'angiotensine 

II, fluo o ui olo es… àainsi que des contaminants environnementaux (phalloïdine). 

Certains OATPs partagent les mêmes substrats ; l est o e-3-sulfate, le DHEAS et la BSP 

(bromosulfophthaléine) peuvent être transportés par de nombreux OATPs, alors que le CCK8 est 

sp ifi ueàd OáTP B . OATP1B1 et OATP1B3 présentent des spécificités de substrats similaires. 

Substrats de référence Substrats endogènes Substrats exogènes Modulateurs 

 

BSP (1B1, 1B3, 2B1) 
CCK8 (1B3) 
Estrone-3-sulfate (1B1, 
1B3, 2B1) 
Fluorescéine (1B1, 1B3) 
 

Bilirubine (1B1,1B3) 
Bilirubine glucuronide (1B1) 
DHEAS (1B1, 1B3, 2B1) 
Leucotriène C4 (1B1,1B3) 
Leucotriène E4 (1B1) 
Prostaglandine E2 (1B1, 
2B1) 
T3 (1B1,1B3) 
T4 (1B1,1B3, 2B1) 
 

Arsenic (1B1) 
Atorvastatine (1B1 ,2B1) 
Benzylpénicilline 
(1B1,1B3,2B1) 
Bosentan (1B1,1B3, 2B1) 
Capsofungine (1B1) 
Fluvastatine (1B3, 2B1) 
Imatinib (1B3) 
Methotrexate (1B1, 1B3) 
Phalloïdine (1B1,1B3) 
Pravastatine (1B1, 2B1) 
Rifampicine (1B1) 
Rosuvastatine (1B1, 1B3, 2B1) 
Valsartan (1B1,1B3) 
 

Cimétidine (2B1) 
Clarithromycine (1B1,1B3) 
Digoxine (1B1) 
Erythromycine (1B1,1B3) 
Glimépiride (1B1,1B3, 2B1) 
Acide glycyrrhizique 
(1B1,1B3) 
Kétoconazole (1B1,1B3) 
PAH (2B1) 
Probénécide (1B1, 1B3, 2B1) 
Ritonavir (1B1) 
Saquinavir (1B1) 
Vérapamil (1B1) 
Warfarine (1B1) 

Tableau 12: Exemples de substrats et de modulateurs des transporteurs OATPs 

 

2.2.3.6.2. Distribution tissulaire 

Des OáTPsàso tàe p i sàda sàdiff e tsàtissusàdeàl o ga is e comme la BHE, les plexus choroïdes, les 

pou o s,à leà œu ,à l i testi ,à lesà ei s,à leà pla e taà età le testicule (notamment OATP2B1).à D aut esà

se le tàplusàsp ifi uesàd u àtissu,à o eàOATP1B1 et OATP1B3 exprimés majoritairement dans le 

foie, qui contrôlent l e t eàauà i eauàdeàl h pato te de nombreux composés (242,403).  

Dans le foie, OATP1B1, OATP1B3, OATP1A2 et OATP2B1 sont exprimés au niveau du pôle basolatéral 

des hépatocytes. Ils participent au transport des acides biliaires et influencent grandement la clairance 

hépatobiliaire des médicaments. OATP2B1 et OATP1A2 so tàp se tsàauà i eauàdeàl i testi àetàdeàlaà

BHE et OATP4C1 et OATP1A2 au niveau rénal (406). 

OATPs 
 

Foie      Rein Intestin Cerveau Placenta Poumon Autres tissus 

OATP1B1 (BL) 
 

+        

OATP1B3 (BL) 
 

+     +   

OATP2B1 
(A/BL) 

+  + +  

 

+ +  + Cœu ,à us leàs ueletti ue,à eu , 
peau, tissu mammaire, pancréas 

Tableau 13: Dist i utio  tissulai e d’OATP1B1, OATP1B3 et OATP2B1 
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2.2.3.7. La famille SLC47A  

Alors que le premier OCT a été cloné et caractérisé en 1994 (377), il a fallu attendre 2005 pour que le 

premier membre de la famille SLC47A soit décrit (407). La famille SLC47A est constituée des 

transporteurs MATE1 et de trois isoformes de MATE2: MATE2, MATE2K ((isoforme plus courte suite à 

un épissage alternatif) et MATE2B (isofo eàt o u e,à uiàse leà a oi àau u à ôleàdeàt a spo t) 

(408,409). Les transporteurs de cette famille sont proches en termes de structure et de spécificité de 

su st ats,àMáTE àetàMáTE àpa tage tà %àd ide tit àdeàs ue e. 

Les transporteurs MATEs sont des échangeurs de cations organiques/proton impliqués dans les étapes 

de sécrétion hépatique et rénale des cations organiques (407).  

Le transport de cations organiquesà di àpa àlesàMáTEsàs effe tue contre le gradient électrochimique 

et est couplé à un échange de proton (410). Le transport implique un échange électriquement neutre 

d u àH+à o t eàu à atio ào ga i ueà o o ale tàmais la stœ hio t ieàdeàl ha ge OC/H+ pourrait 

être plus flexible (1 : 2) pour le transport de cations divalents (agmatine2+, paraquat2+) (410–412). 

L uptakeà di àpa àMáTE-1 est indépendant du sodium, insensible au potentiel de membrane (413) 

et inhibé par une acidification du milieu extracellulaire et une alcalinisation intracellulaire (407,409). 

Les transporteurs MATEs peuvent fonctionner en efflux ou en influx selon le sens du gradient de 

proton ; laà itesseàdeàl efflu à di àpa àMáTE àestàsti ul eàpa àu àg adie tàH+àdi ig à e sàl i t ieu à

et l i flu àestàsti ul àpa àu àg adie tàH+àdi ig à e sàl e t ieu à(414).  

 

2.2.3.7.1. Substrats 

Lesàt a spo teu sàMáTEsào tàu à ôleà ajeu àda sàl li i ation des composés cationiques (basiques) 

de structures diverses, préférentiellement hydrophobes (415). MATE1 et MATE2-K ont une spécificité 

de substrat proche (416). Les cations organiques pris en charge par les MATEs peuvent être des amines 

mais également des composés dépourvus d azote (phosphonium) (415). Les substrats endogènes des 

MATEs sont par exemple le N-methylnicotinamide (NMN), la créatinine, la vitamine B1 (415). Les 

MATEs prennent également en charge des xénobiotiques, comme les alcaloïdes, des composés 

hétérocycliques alimentaires, des médicaments et des toxiques environnementaux (paraquat) (417) 

(Tableau 14).  
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Substrats de référence Substrats endogènes Substrats exogènes Modulateurs 

 

DAPI (MATE1, 
MATE2K) 
TEA (MATE1, MATE2K) 

Agmatine (MATE1, 
MATE2K) 
Créatinine (MATE1, 
MATE2K) 
NMN (MATE1, MATE2K) 
Thiamine  (MATE1, 
MATE2K) 
 

Aciclovir (MATE1, MATE2K) 
Céphalexine (MATE1) 
Cimétidine (MATE1, MATE2K) 
Ganciclovir (MATE1, MATE2K) 
Metformine (MATE1, 
MATE2K) 
Oxaliplatine (MATE2K) 
Paraquat (MATE1) 
Procaïnamide (MATE1, 
MATE2K) 
Topotecan (MATE1, MATE2K) 
 

Cimétidine (MATE1, MATE2K) 
Dasatinib (MATE1, MATE2K) 
Famotidine (MATE1) 
Imatinib (MATE1, MATE2K) 
Irinotecan (MATE1) 
Kétoconazole (MATE1, 
MATE2K) 
Propranolol (MATE1, 
MATE2K) 
Quinine (MATE1, MATE2K) 
Ranitidine (MATE1, MATE2K) 
Vérapamil (MATE1, MATE2K) 
 

Tableau 14: Exemples de substrats et de modulateurs des transporteurs MATEs 

2.2.3.7.2. Distribution tissulaire 

Exprimés principalement dans le foie et le rein, les transporteurs MATEs ont un rôle majeur dans 

l li i atio àa ti eàde composés cationiques (407). Le travail coordonné de MATE1/MATE2K etàd OCT2 

des cellules tubulaires proximales rénales, et de MATE1 et d OCT1 des hépato tesàpe etàl ha geà

OC/H+ et donc la sécrétion rénale et biliaire de nombreux xénobiotiques. MATE1 est exprimé 

essentiellement dans le foie et le rein (pôle apical des cellules du tubule proximal rénal et des 

canalicules biliaires (et tubule contourné distal)), mais également dans une moindre mesure au niveau 

des muscles squelettiques, de la glande surrénale et des testicules (407,408). L isofo eàMáTE K, 

spécifique du rein, est exprimée au pôle apical des cellules du tubule proximal rénal (408).  MATE2 est 

exprimé majoritairement au niveau du tubule proximal rénal mais la fonctionnalité de la protéine au 

i eauà alà estàpasàa eà(408).  
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2.3. Transport des xénobiotiques au niveau des barrières  

 

Les transporteurs ABC et SLC so tàp se tsàdeàfaço àu i uitai eàda sàl o ga is e,àsou e tàauà i eauà

d i te fa esàh ato-tissulaires (foie, rein, épithélium intestinal, barrière hémato-encéphali ue… . Ces 

protéines ont de fait un impact important sur la pharmacocinétique des médicaments et la 

toxicocinétique des contaminants environnementaux. 

2.3.1.  Transport intestinal des xénobiotiques 

 

L a so ptio ài testi aleàdesà o ioti uesàaàlieuàp i ipale e tàauà i eauàdeàl i testi àg le,àle colon 

ayant un rôle essentiellement dans la réabsorption des fluides. L i testi à està o pos à d une 

population hétérogène de cellules (entérocytes, cellules caliciformes, cellules de Paneth, cellules M, 

cellules neuroendocrines) qui sécrètent des mucines, deàl eau,àetào tàu à ôleàdeàfilt eàpou àl e t eàdes 

nutriments et des xénobiotiques. Les entérocytes sont les cellules les plus nombreuses et sont 

espo sa lesàdeàlaàfo tio àd a so ptio ài testi ale. Ce sont des cellules polarisées, présentant des 

microvillosités à leur pôle apical et qui sont liées entre elles par des jonctions serrées. 

En plus de la barrière constituée par les entérocytes, l absorption intestinale des composés solubilisés 

implique le passage de barrières pré-épithéliales comme des couches d eaux, de mucus, la lamina 

propria et le glycocalyx, ainsi que des intéractions avec des enzymes de la muqueuse gastro-intestinale 

et de la flore bactérienne, qui peu e tàli ite àsig ifi ati e e tàl e t eàdesà o pos s (98,418,419).  

U eàfoisà u u eà ol uleàaàt a e s àces différentes barrières, elle sera relarguée dans le sang ou la 

circulation lymphatique. La circulation de ces fluides créant des conditions « siphon » qui permettent 

de maintenir un gradient de concentration favorable à l a so ptio . 

Pour traverser la barrière entérocytaire, les xénobiotiques peuvent emprunter différentes voies 

d e t es ; ils peuvent diffuser passivement ou être pris en charge par des protéines de transport. 

La diffusion passive paracellulaire est très limitée au niveau intestinal du fait de la présence de 

jo tio sàse esàetàdeàlaàsu fa eàd ha geà est ei teà ≈0,01% de la surface totale deàl i testi àg le .à

Certains o ioti uesà pou o tà t a e se à l i testi à pa à diffusio à t a s ellulai e,à leà g adie tà deà

concentration étant favorable à leur absorption. Les composés peu perméables qui sont substrats de 

transporteurs intestinaux pourront traverser la membrane entérocytaire via des transporteurs 

d uptake.àU eàfoisàe t sàda sàl e t o te,à e tai sà o ioti uesà o tàparfois être métabolisés  par 

les cytochromes P450  et/ou être pris en charge par desàt a spo teu sàd efflu àe p i sàauàpôleàapi alà
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età asolat alà deà l e t o te (420–422). Ces transporteurs permettront le passage sanguin ou 

lymphatique de certains composés ou leur expulsion dans la lumière intestinale.  

L e t o teàe p i eàessentiellement des transporteurs des familles des OATPs, OCTs, MRPs ainsi que 

la P-gp et BCRP (Figure 10) (242). L e p essio àde ces transporteurs varie le long du tractus gastro-

intestinal.  

Figure 10: Transporteurs exprimés au niveau entérocytaire 

L e t eàapicale des xénobiotiques est médiée, entres autres, par OATP1A2 et OATP2B1, bien que ce 

dernier se leà t eàl OáTPài testi alà ajeu  (423). Des OATs et OCTs ont également été détectés mais 

leur relevance da sà l a so ptio à i testi aleà este incertaine. D aut esà t a spo teu sà pa ti ipe tà à

l e t eà de peptides, de monocarboxylates etc… (PEPTs (Peptide transporters), MCTs 

(Monocarboxylate transporters), ASBTs (Apical sodium-dependent bile acid transporters)) (423). 

Des transporteurs d efflu àpermettent ensuite le passage de la membrane basolatérale, étape finale 

deà l a so ptio à i testi aleà M‘P ,àM‘P , MRP5) ou la sécrétion des xénobiotiques dans la lumière 

intestinale (P-gp, MRP2, BCRP) (242). Ils ont, de fait, un rôle important dans la protection des cellules 

desàto i uesà ota e tàissusàdeàl ali e tatio  (PhIP, pheophorbide a) etàpeu e tà t eà àl o igi e de 

la faible absorption intestinale de nombreux médicaments (346,424). La P-gp est très exprimée au 

i eauàdeàl il o àte i alàoù les ratios d efflu àdeàP-gp sont maximaux, mais est également présente 

au niveau du duodénum, du jéjunum et du colon. BCRP est exprimé à haut niveau des cellules 

épithélialesàdeàl i testi àg leà(jejunum) et du colon. Les MRPs sont présents dans tous les segments 

deàl i testi ,à aisàMRP1 est plus fortement exprimé au niveau de l il o àetàduà olo , MRP2 au niveau 

du jéjunum et MRP3 au niveau du duodénum et du colon, MRP5 au niveau du colon. 

Les principaux facteurs influença tàl a so ptio ài testi ale sont liés aux propriétés physicochimiques 

de la molécule (taille, lipophilie, solubilité, polarité,à tatàd io isatio ,àà la dose administrée et à des 
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facteurs physiologiques (temps de vidange gastrique, motilité intestinale, bol alimentaire, flux sanguin 

gastrique et intestinal, enzymes métaboliques, transporteurs). D aut esà pa a t esà peu e tà

i flue e à l e t eàdes xénobiotiques comme l i t g it àdeà laà a i eà ellulai eà fluidit ,à jo tio s,à

inflammation, pathologies) et laàp se eà e tuelleàd i hi iteu sàdeà t a spo teu sà di a e ts,à

toxiques, aliments). 

Le transport intestinal des xénobiotiques est dépendant de plusieurs paramètres: la concentration 

intestinale du substrat, la perméabilité passive du composé, l affinité substrat-transporteur (Km) et la 

capacité de transport par protéine (vitesse maximal du transporteur). Un composé diffusant 

passivement, mais disposant de faibles o e t atio sài testi ales,àau aàu eàa so ptio àli it eàs ilàestà

p isà e à ha geà pa à u à t a spo teu à d efflu ,à alo sà ueà deà fo tesà o e t atio sà satu e o tà lesà

t a spo teu s,à uià i flue e o tà pasà l a so ptio à i testi aleà du composé. La diffusion passive 

deviendra donc le facteur dominant l a so ptio àduà o ioti ue. Un xénobiotique su st atàd u eà

po peàd efflu à au aàdonc pas forcément une faible absorption intestinale et biodisponibilité.  

Au final, les xénobiotiques absorbés accéderont à la circulation et seront ensuite t a spo t sàjus u auà

foie,àoùà e tai sàd e t eàeu àsu i o tàu àeffetàdeàp e ie àpassage.à 

2.3.2.  Transport hépatique des xénobiotiques 

Le foie est un organe clé dans la toxico-cinétique des o ioti ues.à Ilàestà l o ga eà espo sa leàdeà

l effetà deà premier passage,à età aà pou à ôleà deà d to ifie à l o ga is eà desà o pos sà e dog esà età

exogènes qui pourraient lui être nuisibles par le biais d tapes deà ta olis eàetàd excrétion.  

Les hépatocytes constituent le type cellulaire prédominant du foie. Ce sont des cellules polarisées 

constituées d u àpôleà asolat alà ou si usoïdal àetàd un pôle apical (ou canaliculaire), qui contiennent 

les protéines de transport et les enzymes né essai esà àl li i ation des xénobiotiques. Ceux-ci, vont 

ainsi être importés dans la cellule hépatique depuis le sang à travers la membrane sinusoïdale, subir 

ou non des modifications (métabolisme, conjugaison) et ensuite être excrétés. Bien que certains 

composés lipophiles puisse tàdiffuse àpassi e e tàauàsei àdeàl h pato te,à e sont essentiellement les 

transporteurs uià o tàpe ett eàl e t a tio àdesà o pos s du sang puis leur expulsion (sous forme 

de métabolite ou non) dans le sang ou la bile.  

Au niveau du pôle basolatéral de l h pato te, sont présents des transporteurs SLC (OCTs, OATPs, 

OATs) qui vont pe ett eà l entrée des composés endogènes et de xénobiotiques (242) (Figure 11). 

D aut esàt a spo teu s,àa tifs,àso t présents au pôle canaliculaire, pour excréter ces molécules dans la 

bile afin de les éliminer dans les fécès (BCRP, MATE1, P-gp, MRP2), ou au niveau du pôle sinusoïdal 

(MRPs) pour exporter ces composés vers le sang afin de les éliminer par voie rénale (242) (Figure 11). 

D aut esà t a spo teu sà hépatiques permettent le transport des sels biliaires, phospholipides ou 
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d aut esà o pos sà hol phili uesà NTCP (Na+-taurocholate cotransporting polypeptide), MDR3, BSEP 

(Bile Salt Export Pump)) mais ne seront pas abordés dans cette section. 

 

Figure 11: Transporteurs exprimés au niveau hépatocytaire 

E t ée des é o ioti ues da s l’hépato te 

Les OATPs (OATP1A2, OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1) pe ette tà l e t eà deà o eu à su st atsà

(stéroïdes, acides biliaires, bilirubine et de nombreux médicaments àda sàl h pato teàetàapparaissent 

souvent comme facteur limitant dans la clairance hépatobiliaire des xénobiotiques, notamment 

anioniques. OAT2 est également exprimé à la membrane basolatérale et transporte certains anions 

notamment des prostaglandines et de nombreux médicaments.  

Les OCTs (OCT1 et OCT3) présents à la surface de la membrane basolatérale deà l h pato te vont 

pe ett eà l entrée de petites molécules cationiques, notamment des substrats endogènes, 

neurotransmetteurs et médicaments dans les hépatocytes. Le transport des cations organiques est 

majoritairement médié par OCT1 et permet une accumulation intra-hépatocytaire cinq fois supérieure 

à la concentration plasmatique, du fait du potentiel de la membrane (environ − à V) (425). 

Certains transporteurs sont également présents au niveau de compartiments intracellulaires et jouent 

un rôle dans la distribution intra-hépatocytaire des xénobiotiques. Pour exemple, la P-gp serait 

présente au niveau du Golgi et de la mitochondrie (426). D aut eàpa t, certains xénobiotiques peuvent 

également être séquestrés dans des compartiments intracellulaires, ce qui peut influer leur 

biodisponibilité hépatobiliaire ; estàpa àe e pleàleà asàdeàlaàdau o u i i eà(427).  

L e tio àh pati ueàdesà o ioti uesàpeutàseàfai eà àt a e sàlaàmembrane basolatérale dans le sang 

ou à travers la membrane canaliculaire vers la bile.  
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Efflux canaliculaire 

Lesàt a spo teu sàd efflu  espo sa lesàdeàl e tion biliaire des xénobiotiques sont la P-gp, la BCRP, 

MRP2 et MATE1. P-gp et BCRP prennent en charge de très nombreux xénobiotiques, 

préférentiellement cationiques et M‘P àjoueàu à ôleàda sàleàt a spo tàd a io sào ga i uesà(conjugués 

ou non). 

MáTE à aàe pulse àda sàlaà ileàlesà atio sào ga i uesàe t sàda sàl h pato teà ia OCT1 à travers la 

membrane apicale. Comme le pH canaliculaire est de 7,2 ou plus (428), il àaàpasàdeàg adie tàdeà

p oto àdi ig à e sà l i t ieu ,àdo à l efflu àdeà atio sào ga i uesà eposeàe ti e e tàsu à l ha geà

électriquement neutre de cations organiques accumulés à fortes concentrations en intracellulaire par 

OCT1. Les gradients électriques et protoniques sont plus faibles que dans le rein, de ce fait, le foie a un 

rôle moindre quantitativement dans la sécrétion des cations organiques que le rein.  

Efflux basolatéral 

Des transporteurs MRPs (MRP1, MRP3-6) pe ette tàd e pulse àlesàxénobiotiques intra-hépatocytaire 

dans le sang à travers la membrane basolatérale. Ils sont impliqués dans le transport de molécules 

anioniques ou neutres, souvent conjugués (glucuronide, glutathion, sulfate). MRP1, MRP3 et MRP5 

pourraient participer à la réponse à certains dommages hépatiques comme la cholestase. 

Lesàt a spo teu sàduàpôleà a ali ulai eàso tàd i po ta tsàeffe teu sàdeàlaà i ulatio àe t oh pati ueà

de certains xénobiotiques. Il convient de ote à ueàl e tio à iliai e,à ui limite la biodisponibilité des 

o ioti uesà età deà leu sà ta olites,à peutà pa ado ale e tà o t i ue à à e pose à l pith liu à

intestinal à ces mêmes substances potentiellement toxiques.  

Aussi, de nombreux substrats de P-gp sont également pris en charge par le CYP3A4  et certains 

xénobiotiques induisent concomitamment P-gp et le CYP3A4 (via PXR) (294). Le CYP3A4 et P-gp 

agiraient donc de façon coordonnée pour contrôler l li i atio à h pati ue de leurs substrats et 

p ot ge àlesàh pato tesàdeàl a u ulatio ài t a ellulai eàdeàto i ues.  

 

2.3.3.  Transport rénal des xénobiotiques 

Le rein, comme le foie, est un organe e t alàpou àl li i atio àdesàxénobiotiques de la circulation 

générale. Deux mécanismes entrent en jeu pou àl li i atio à ale:à laàfilt atio àglo ulaire et la 

sécrétion tubulaire.à Cesà tapesà peu e tà t eà sui iesà d u eà phaseà deà réabsorption permettant de 

récupérer des nutriments comme le glucose, des acides aminés ou des vitaminesàdeàl u i eàp i iti e. 

La filtration glomérulaire est dépendante du débit sanguin rénal, et de la taille et de la charge du 

composé ; ne seront filtrées que les molécules non liées aux protéines plasmatiques, de taille 

inférieure à 65kDa, préférentiellement cationiques ou neutres.  
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Des transporteurs sont impliqués dans les étapes de sécrétion tubulaire des xénobiotiques du sang 

e sà l u i e,àet de réabsorption à travers les tubules proximaux (OATs, OATPs, OCTs, MATEs, P-gp, 

MRPs) (Figure 12) (429). 

 

Figure 12: Transporteurs exprimés au niveau des cellules tubulaires proximales rénales 

 

Transport des anions organiques 

De nombreux anions organiques sont pris en charge par des transporteurs rénaux, la plupart sont des 

acides faibles, hydrophobes (430). Les transporteurs OAT1, OAT2, OAT3 et OATP4C1 vont permettre 

l e t ée de ces composés dans la cellule tubulaire rénale depuis le sang (401)(400)(394,395,401). Les 

spécificités de substrats des OATs sont très pro hes,à aisàdiff e tàd OáTP C ,àce qui est déterminant 

pou à l li i atio à desà a io sà o ga i uesà i ula tes.à L e t eà basolatérale des anions organiques 

médiée par OAT1 et OAT3 est dépendante du gradient de concentration en dicarboxylates 

intracellulaires (α-cétoglutarates àetàs effe tueàe à ha ge de ces dicarboxylates sans apport d e gieà

(389). Le gradient de concentration élevé en dicarboxylates est maintenu par le co-transporteur 

sodium-dicarboxylate, qui lui est dépendant du gradient sodique généré par les pompes 

Na+/K+/ATPase (431). OAT4 peut opérer en influx ou en efflux, son rôle dans la réabsorption ou la 

s tio àd a io sàda sàl u i eàp i iti eàestà alà o p isà(431). 

Plusieurs isoformes de MRP (notamment MRP2 et MRP4) sont présents à la membrane en brosse des 

cellules tubulaires proximales rénales où ils expulsent des anions organiques dans la lumière du tubule 

(326).  
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Transport des cations organiques 

De nombreux substrats cationiques, souvent azotés, sont également pris en charge par des 

transporteurs au niveau du tubule rénal (430).  

Leur entrée est médiée majoritairement par OCT2, par diffusion facilitée, du fait du potentiel négatif 

de la membrane basolatérale (deà l o d eàdeà− à V) (386,432,433). Il en résulte une accumulation 

intracellulaire de cations organiques (majoritairement monovalents) environ dix fois supérieure à la 

concentration plasmatique.  

La seconde étape de sécrétion des cations organiques dans l urine primitive à travers la membrane 

apicale est essentiellement assurée par les transporteurs MATEs (MATE1 et MATE2-K) (396,408). Ces 

transporteurs fonctionnent en efflux dans le rein (434) età pe ette tà l e pulsio à des cations en 

ha geàd u àp oto  (410). Cette phase constitueà l tapeà li ita teàpou à laà s tion tubulaire des 

cations organiques (435,436). L efflu àapical de ces composés est dépendant du flux sanguin rénal (qui 

diffère dans les différents segments du tubule rénal) et non du gradient de protons. Ainsi, au niveau 

des premiers segments du tubule proximal, le pH du filtrat du tubulaire et du sang sont identiques 

(7,4), et pourtant la sécrétion tubulaire est supérieure à ceux des segments terminaux (435) qui 

possèdent pourtant de forts gradients de protons (437). L a u ulatio à i t a ellulai eà desà atio sà

médiée par OCT2 permet le fonctionnement des MATEs en efflux avec un échange électriquement 

neutre (cation/proton ,à eàe àl a se eàdeàg adie tàdeàp oto àdi ig à e sàl i t ieu àdeàlaà ellule.à 

P-gp sécrète également de nombreux composés dans la lumière à travers la membrane apicale (292). 

BCRP est lui aussi exprimé faiblement au pôle apical des cellules tubulaires mais son rôle dans 

l e tio àdesà o ioti uesàpa aitàli it .  

Des transporteurs de composés endogènes (PEPT1-2, OCTN1-2 (organic cation/carnitine transporter), 

URAT1, SGLT2 (transporteurs sodium glucose de type 2), ENTs (equilibrative nucleoside transporter), 

CNTs (concentrative nucleoside transporter)) sont également exprimés au pôle apical et permettent la 

sécrétion et la réabsorption de composés essentiels (nutriments, nucléosides, carnitine, urate, 

glu ose àdepuisàl u i eà(397,438–440). 

L a ti it à desà t a spo teu sà au à està d te i a teà pou à laà lai a eà aleà deà leu sà su st ats.à

Certains xénobiotiques, notamment des médicaments, peuvent module àl a ti it àdesàt a spo teu s, 

et par là, la clairance rénale de nombreux composés. Il en résulte en une demi-vie plasmatique 

augmentée de certains xénobiotiques toxiques. áussi,à l a tio à des t a spo teu sà odule tà l effetà

néphrotoxique de certains xénobiotiques. 
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2.3.4.  Transport des xénobiotiques au niveau de la BHE  
 

Pour accéder au SNC, les composés endogènes et les xénobiotiques présents dans la circulation, 

doivent traverser la barrière hémato-encéphalique et la barrière sang-liquide cérébro-spinal. La 

t a e s eàpeutàs effe tue àpa àdiffusio àpassi eà pou àlesà o pos sà lipophilesàdeàpetites tailles non 

ionisés) ou via des transporteurs. Les différents compartiments du parenchyme cérébral (astrocytes, 

microglie, oligodendrocytes, neurones) jouent ensuite un rôle important dans la distribution cérébrale 

des composés. L e i o e e tà al est contrôlé de façon très fine et les cellules présentes au 

niveau des barrières et dans le tissu cérébral possèdent u à setà d e z eà ta oli uesà età deà

t a spo teu sà ie à sp ifi uesà uià pe ette tà deà ai te i à l ho ostasieà ale et limitent 

l a u ulatio à aleàdesà o ioti ues.  

La BHE est composée d u eà o o ou heà de cellules endothéliales non fenestrées, entourées de 

péricytes et d ast o tesàet constitue une barrière physique et biochimique entre le sang et le cerveau. 

Les cellules endothéliales sont reliées par des jonctions serrées, maintenues grâce à des facteurs de 

croissance sécrétés par les astrocytes, et expriment des transporteurs limitant le passage des 

xénobiotiques. La diffusion paracellulaire à travers la barrière est négligeable du fait de la présence 

des jonctions serrées.  

La barrière sang-liquide cérébro-spinal est formée par les cellules épithéliales des plexus choroïdes qui 

constituent une interface entre le sang et le LCR. Les plexus choroïdes sont constitués de capillaires 

entourés de cellules épithéliales reliés par des jonctions serrées et produisent le LCR qui est ensuite 

sécrété dans les ventricules cérébraux. En plus des transporteurs présents à la surface des plexus 

choroïdes, le flux continu du LCR àt a e sàlesà e t i ulesàjus u auàs st eà ei eu , pe etàd a ue à

les xénobiotiques et composés endogènes potentiellement toxiques. 

Des protéines de transport sont exprimées au niveau des deux barrières et du parenchyme cérébral. 

Les composés hydrophiles ou ionisés pénètrent dans le SNC grâce à des systèmes de transporteurs 

d i flu , notamment des familles des OATPs, OATs, OCTs et sont expulsés par des transporteurs ABC 

(441) (Figure 13).àD aut esàfa illesàdeàt a spo teu sàso tà gale e tàe p i es (OCTNs, MCTs, ENTs, 

CNTs, PEPTs, LATs (L-type amino acid transporter)) au niveau du SNC (441). 
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Figure 13: Transporteurs exprimés dans les cellules endothéliales des capillaires de la BHE 

 

Certains OATPs sont présents au niveau de la BHE et des tissus cérébraux, notamment OATP1A2 et 

OATP2B1, (mais aussi OATP3A1,-4A1,-1C1), ils pourraient avoir un rôle dans l e t eà deà e tai sà

opioïdesàd a tio à e t ale (442). Les OATs (OAT1, OAT3) sont essentiellement exprimés dans les plexus 

choroïdes et le parenchyme cérébral et seraient impliqués dans l élimination d a io sàdu LCR dans le 

sang, notamment de métabolites de neurotransmetteurs (443).  

OCT1-3 sont également présents au niveau du cerveau, m eàsiàl e p essio àd OCT1 est controversée. 

Cesà t a spo teu sà pe ett aie tà l e t eà deà e tai sà neurotransmetteurs au niveau neuronal, le 

transport de la choline au niveau des plexus choroïdes, mais également le transport de certains 

médicaments (amantadine) et toxiques (MPP+) (444,445). OCT2-3, localisés au niveau des neurones et 

des astrocytes, joueraient un rôle dans la clairance des monoamines (sérotonine, noradrénaline, 

dopa i e,àhista i e àetàpe ett aie tàdeàp ot ge àlesà ellulesàd u eàsu sti ulatio àdesà epteu sà

post-synaptiques due à des médicaments antidépresseurs ou des psychostimulants (444).  

Desàt a spo teu sàd efflu àso tà gale e tàe p i sàauà i eauàduà“NCàetà gule tàai si l a u ulatio à

intracérébrale de médicaments et toxiques. La P-gp et la BCRP sont localisées au niveau des cellules 

épithéliales des plexus choroïdes et dans les cellules endothéliales de la BHE (441). Ces deux 

transporteurs joueraient aussi un rôle dans la clairance cérébrale de la protéine bêta-amyloïde, qui 

s a u ule dans la maladie d álzhei e à(446). 

MRP1, MRP4-5 seraient exprimés dans les cellules endothéliales de la BHE et dans les cellules 

épithéliales des plexus choroïdes et MRP1, MRP4-5, MRP8 dans le parenchyme cérébral. Les MRPs 

limitent le passage cérébral de nombreux anions organiques, notamment des opioïdes (447). 
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3. Interactions entre pesticides et transporteurs membranaires 

 

Les transporteurs sont présents au niveau de nombreuses interfaces hémato-tissulaires et facilitent ou 

est eig e tàl a sàdeà o eu à o pos sà àdesàtissusàsensibles comme le cerveau ou le testicule, 

aisà gale e tàauàfœtusàetàau àtissusà à ôleàdeàd to ifi atio àdeàl o ga is e (foie, rein). 

Certains médicaments sont pris en charge par ces transporteursàetàd aut esàpeu e tài hi e àl a ti it à

ouà odule à l e p essio à deà esà protéines. Ces interactions ont des conséquences dans la 

pha a o i ti ueàdesà di a e tsàetàpeu e tà t eà àl o igi eàd effetsài d si a les etàd i teractions 

médicamenteuses.  

Des différences dans la biodisponibilité de la digoxine, substrat de P-gp, ont été, par exemple, 

attribuées à des différences génétiques du gène MDR1 de la P-gp (448). L inhibition de transporteurs 

hépatiques (NTCP, BSEP, MRP2) par des médicaments peut également conduire à une cholestase ou 

une hyperbilirubinémie du fait du défaut d limination des acides biliaires et de la bilirubine. De même, 

la coadministration de la ciclosporine A (inhibiteur de la P-gp) avec le paclitaxel, conduit à une 

augmentation importante de laà iodispo i ilit à deà l a ti a eu à (449). D aut e part, la baisse 

d e p essio à deà t a spo teu sà prenant en charge des hormones peut conduire à des effets 

perturbateurs endocriniens (450) et des effets délétères dus au dysfonctionnement du transport des 

leucotriènes et des cobalamines par MRP1 (451,452) ont été reportés.  

De la même manière, il a été montré que des polluants environnementaux peuvent également 

interagir avec des transporteurs, en tant que substrats ou inhibiteurs deàl a ti it àde ces transporteurs. 

Certains contaminants environnementaux peuvent aussi induire la production de cytokines pro-

inflammatoires ou interagir avec des récepteurs intracellulaires (AhR (aryl hydrocarbon receptor), PXR, 

CAR, PPAR-α à uià alt e tà l e p essio à des transporteurs. Ces interactions peuvent avoir des 

o s ue esàsu àlaàto i o i ti ueàdeàsesàpollua tsàetà t eà àl o igi eàd effetsàto i uesàe àpe tu a tà

leur propre transport et donc leur accumulation cellulaire et/ou leur élimination notamment au niveau 

des cellules tubulaires rénales et des hépatocytes. Ces composés peuvent également perturber le 

transport de substrats endogènes ou de toxiques et médicaments co-pris en charge par ces 

transporteurs,àpa àu à a is eà o p titifàouà o ,àetà t eà àl o igi eàd effetsà fastes.  

áàtit eàd e e ple,àdesàaltérations du fonctionnement de la P-gp, transporteur au niveau de la BHE 

pourraient résulter en une accumulation intra aleàdeà eu oto i ues,à o ale e tàefflu s.àC està

la raison pour laquelle les interactions transporteurs-pesticides neurotoxiques ont été proposées 

comme hypothèse mécanistique dans la physiopathologie de maladies neurodégénératives comme la 

maladie de Parkinson (453).  
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Alors que les agences sanitaires (Food and Drug Administration (FDA), European Medicines Agency 

(EMA)) s a o de tà su à l o ligatio à deà a a t isatio à desà a didatsà di a e tsà is-à-vis de 

o eu àt a spo teu sàáBCàetà“LC,ào àpeutàs i te oge àduà a ueàdeà gle e tatio à o e a tà

les interactions entre produits phytosanitaires et transporteurs. 

Les pesticides, sont en règle générale, des composés relativement lipophiles, de petites tailles, 

sus epti lesàdeàdiffuse à àt a e sàlesà e a esàetàd t eàp isàe à ha geàpa àdesàt a spo teu sàáBCàetà

SLC. Du faitàdesàfai lesàdosesàd e positio àdeàlaàpopulatio ,à esà o pos sà eàsatu e tàp o a le e tà

pas les transporteurs intestinaux, hépatiques, rénaux et cérébraux, qui jouent donc un rôle majeur 

dans leur toxicocinétique. Leurs interactions avec les transporteurs pourraient avoir des conséquences 

néfastes,àduàfaitàdeàl e positio à h o i ueàdeàlaàpopulatio à à esàpollua tsàetàdeàla demi-vie longue de 

certains pesticides capables deàs a u ule àda sàlesàtissus. Les données disponibles dans la littérature 

concernant leurs interactions avec les transporteurs ABC et SLC sont répertoriées ci-dessous.  

3.1. Interactions entre transporteurs et pesticides organochlorés  

Les organochlorés sont des composés très lipophiles et très peu polaires et certains vont donc pouvoir 

traverser les membranes par diffusion passive. Leur caractère lipophile augmente également leur 

p o a ilit àd t eàp isàe à ha geàpa àdesàt a spo teu sàd efflux.  

Des études ont montré un lien entre exposition aux organochlorés, variants P-gp, et risque accru de 

maladie de Parkinson : les interactions entre organochlorés et P-glycoprotéine ont, de ce fait, fait 

l o jetàdeà eau oupàd tudesàda sàlaàlitt atu eà(454). Ainsi, de nombreux organochlorés modérément 

lipophiles sont susceptibles de se lier efficacement au transporteur avec une haute affinité mais les 

composés trop lipophiles (LogP (coefficient de partage octanol/eau) du DDT≈7) ne pourront pas 

interagir avec la P-gp.  

3.1.1.  Prise en charge  

Le DDT et ses métabolites (dichlorodiphényldichloroéthylène (DDE) et 

dichlorodiphényldichloroéthane (DDD)), ne sont pas substrats de P-gp ni de BCRP mais peuvent 

diffuser passivement et s a u ule àe à i t a ellulai eà (455–457). De même, la dieldrine, pesticide 

impliqué dans la physiopathologie de la maladie de Parkinson, estàpasàp isàe à ha geàpa àP-gp (456–

458) et probablement pas par BCRP (456). L endrine,àso àst oiso e,à aàpasàd effetàsu àl a ti it à

ATPase de la P-gpàetà est donc probablement pas non plus pris en charge par le transporteur (457). 

Le DDT et le lindane sont efflués par abcc4/mrp4 chez le zebrafish (459). 

Laà p iseà e à ha geà deà l endosulfan par P-gp reste controversée. Lacher et al, ont montré que 

l e dosulfa à eà oduleàpasàl a ti it àáTPasi ueàdeàP-gp dans un modèle de membrane surexprimant 

P-gp età u ilà e t ai eàpasàdeàdiff e esàdeàto i it  entre une lignée transfectée par MDR1 et une 

lignée native, suggérant que le pesticide estàpasàsu st atàdeàP-gp (458). Une autre étude suggère que 
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l e dosulfa ààserait efflué par la P-gp, et est plus toxique dans les cellules natives que surexprimant le 

tra spo teu àd efflu à(460). Il est donc difficile de savoir si la P-gp joue ou non un rôle important dans 

la détoxification des cellules exposéesà à l e dosulfa  et potentiellement dans la protection du SNC 

contre ce pesticide impliqué dans la physiopathologie de la maladie de Parkinson. 

Le méthoxychlor et sesà ta olitesà so tà desà o ga o hlo sà à l o igi eà d effetsà pe tu ateu sà

endocriniens (effets estrogéniques et anti-androgéniques) et de stress oxydant dans les cellules 

exposées à ses composés. Il a été montré que MRP1 jouerait un rôle important dans la protection des 

tubules séminifères et des spermatozoïdes contre les lésions causées par le méthoxychlor et ses 

métabolites (461). Les cellules NIH3T3 surexprimants MRP1 étaient 2,5 fois plus résistantes à la toxicité 

du méthoxychlor que les cellules MOCK, suggérant la prise en charge de ce pesticide par MRP1 (461). 

Des souris KO pour MRP1 exposées au methoxychlor présentaient également des altérations des 

spermatocytes, des spermatogonies, des spermatozoïdes, des cellules de Sertoli et des dégénérations 

des tubules séminifères probablement liées àu àst essào da t.àáàl i e seàles cellules sur-exprimant 

M‘P à taie tàpasàplusà sista tesà àlaàto i it àduàchlordécone,à eà uiàsugg eà ueàleàpesti ideà està

pas pris en charge par MRP1 (461).  

3.1.2. Modulatio àd a ti it  

De nombreux pesticides organochlorés subissent un cycle entérohépatique (462), et peuvent 

s a u ule à àfo tesà o e t atio sàauà i eauàh pato tai e.àIlsàpeu e tàdo ài te agi àa e à e tai sà

transporteurs hépatiques, notamment responsables de leurs sécrétions biliaires. Certains 

organochlorés interagissent au niveau hépatique avec OCT1, MRP2, P-gp et BCRP en bloquant leurs 

activités (463).  

L heptachlor inhibe certains transporteurs hépatiques (OCT1, MRPs, BCRP) à 100 µM mais est sans 

effetà su à l a ti it à NTCPà ou OATP (OATP1B1 OATP2B1) dans les cellules HepaRG (463). L effetà deà

l heptachlor sur l a ti it  P-gp est controversé, une étude ne retrouve aucune inhibition de P-gp à 100 

µM (463) alo sà u u eàaut eàmontre un effet inhibiteur du pesticide et de son métabolite (heptachlor 

epoxyde), mais à très fortes concentrations (250 µM) (460).  

Le chlordécone se leà s a u ule à auà i eauà h pati ueà (464) à fortes concentrations (465). Ce 

pesticide est un inhibiteur de transporteurs d efflu àp se ts au niveau hépatique (P-gp (CI50=138 

µM), MRP2 (MRPs) et BCRP (concentration inhibitrice 50% (CI50)=90 µM))(460,463) mais est sans effet 

sur l a ti it àdes transporteurs SLC OCT1, NTCP et OATPs (OATP1B1 OATP2B1) dans les cellules HepaRG 

(463).  
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Le lindane et la dieldrine à 100 µM inhibent l a ti it àOCT1 (CI50=1,5 µM et CI50=0,9 µM) dans la 

lignée HepaRG mais ces pesticides o tàpasàd effetsàsu àl a ti it àP-gp, BCRP, MRP2 (MRPs), NTCP et 

OATP (OATP1B1-OATP2B1) (458,460,463).  

Le chlordane inhibe l a ti it àdesàt a spo teu sàMRP2 (MRPs), BCRP, OCT1 à 100 µM (463) aisà aà

pasàd effetàsu àl a ti it àdeàla P-gp, de NTCP ou d OATP (OATP1B1 OATP2B1) dans les cellules HepaRG 

(463).  

Les effets inhibiteurs des isomères du DDT etàdeàsesà ta olitesàsu àl a ti it àdeàlaàP-gp et de BCRP 

sont controversés (455–457,460,463,466). D aut e part, les isomères du DDT et le DDD ne modulent 

pasà ouà peuà l a ti it à deàM‘P à (456,463) et le DDT a pasà d effet su à l a ti it à desà t a spo teu sà

hépatiques  OCT1, NTCP et OATP (OATP1B1 OATP2B1) dans la lignée HepaRG (463). Une étude a 

o t à ueàleàDDTàpe tu eàlaà lai a eàetàlaàd g adatio àe t a ellulai eàdesàp ot i esàβ-amyloïde en 

altérant la fonction du transporteur ABCA1, argument en faveur du rôle du DDT dans la 

ph siopathologieàdeàlaà aladieàd Alzheimer (467).  

 

Le chlordécone 100 µMàpeutài hi e àl a ti ité de MRP2 et de P-gp (463). U eà tudeàsugg eà u u eà

exposition à la chlordécone stimulerait l a ti it à desà t a spo teu sà abcg5/abcg8 chez la souris, 

entrainant une augmentation de la sécrétion biliaire de cholestérol (468). 

L e positio à desà h pato tesà deà atà auàmirex i hi eà leà t a spo tà d a io à o ga i ue (469) mais ce 

pesticide très lipophile estàpasài hi iteu  de P-gp (460).  

L endosulfan inhibe l a ti it àáTPaseàdeàBC‘Pà CI50=6,9 µM) et ne module pas ou peuàl a ti it àáTPaseà

de MRP2 (456). Le pesticide inhibe gale e tàl a ti it àd OCT ,àM‘P àet BCRP (CI50=24,8 µM) à 100 

µM, aisà aàpasàd effetàsu àl a ti it àNTCPàou OATP (OATP1B1-OATP2B1) dans la lignée HepaRG (463). 

Certai esà tudesà o t e tà ueàl e dosulfa àse fixe sur P-gp avec une forte affinité et est un inhibiteur 

puissant (CI50 de 2,8 µM à 33,6 μM) (456,460,466,470) mais deux autres études indiquent que 

l e dosulfa à estàpasài hi iteu àdeàP-gp même à fortes concentrations età u ilà alt eàpasàl efflu àdeà

rhodamine 123 (458,463). 

Des études indiquent que la puissance de l i hi itio à deà l a ti it à deà t a spo teu sà pa à lesà

organochlorés peut varier selon le stéréoisomère testé. Ainsi, la dieldrine et son stéréoisomère 

l e d i eà i hi ent tous deux la P-gp, mais ce dernier a un effet inhibiteur plus important que la 

dieldrine (457). 
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3.1.3. ‘ gulatio àd e p essio  

De nombreux organochlorés peu e tà odule à l e p essio à deà t a spo teu s. Le chlordane, 

l heptachlor, le lindane et la dieldrine peu e tà i dui eà l e p essio à deà laà P-gp dans des lignées 

hépatiques (463), de même que les isomères du DDT et son métabolite le DDE (455,463) qui modulent 

l e p essio àduàt a spo teu àp o a le e t via PXR/CAR/SXR (Steroid and Xenobiotic Receptor) (471). 

Certains organochlorés induisent également certains MRPs (459,463) et BCRP (463) et peuvent 

gale e tà p i e à l e p essio àdeàt a spo teu sàh pati uesà OCT ,àNTCP àda sà laà lig eàHepa‘Gà

(463). Un traitement par la dieldrine ou le chlordécone i duità gale e tàl e p essio àdeàt a spo teu sà

hépatiques non identifiés, augmentant ainsi la sécrétion biliaire de certains polluants (métabolites du 

benzo[a]pyrène) ou du pesticide lui-même (472,473).  

 
Organochloré Substrat Inhibition Régulatio  d’e p essio  Références 

Chlordane  Inhibiteur MRP2 (MRPs), BCRP,  
OCT1  
Non-Inhibiteur P-gp, NTCP, OATP 
(OATP1B1 OATP2B1)  

Induction P-gp,  MRP2, 
BCRP  
Repression NTCP et OCT1  

(463) 

Chlordécone Non Substrat MRP1 
Stimule activité 
abcg5/abcg8  

Inhibiteur P-gp, MRP2 (MRPs) et 
BCRP  
Non inhibiteur OCT1, NTCP, OATP 
(OATP1B1 OATP2B1)  

Induction de 
transporteurs hépatiques 
non identifiés chez le rat  

(460,461,463

,468,473)  

DDD Non substrat P-gp  
Non substrat BCRP  
 

Inhibiteur P-gp  
Inhibiteur activité ATPase BCRP  
Non inhibiteur de MRP2  

 (455–
457,463) 

(456,463) 

DDE Non substrat P-gp  
Non substrat BCRP   

Non inhibiteur P-gp / Inhibiteur P-gp  
Inhibiteur activité ATPase BCRP  

Induction P-gp  (455–
457,460,463,

466)   

DDT Non substrat P-gp  
Non substrat BCRP  
Substrat mrp4 zebra 
 

Inhibiteur activité ATPase BCRP / 
Non inhibiteur BCRP  
Non inhibiteur P-gp/ Inhibiteur P-gp  
Non inhibiteur MRP2  
Non inhibiteur OCT1 
Non inhibiteur NTCP 
Non inhibiteur OATP (OATP1B1 
OATP2B1)  
Inhibiteur ABCA1 

Induction P-gp  
Induction MRP2 
Induction BCRP  
Répression NTCP  
Répression OCT1  
Induction abcc4 zebra 

(455–
457,459,460,

463,466,467)  

Dieldrine Non substrat P-gp  
Non substrat BCRP 
 

Inhibiteur OCT1 (CI50=0,9 µM)  
Non inhibiteur P-gp / inhibiteur P-gp  
Non inhibiteur BCRP  
Non inhibiteur MRP2 (MRPs)   
Non inhibiteur NTCP 
Non inhibiteur OATP (OATP1B1 
OATP2B1)  

Induction P-gp  
Induction MRP2 
Induction BCRP  
Répression NTCP  
Répression OCT1  
Induction de 
transporteurs hépatiques 
non identifiés chez le 
poisson 

(456–
458,460,463,

472)  
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Endosulfan Substrat P-gp /Non-
substrat P-gp  
 

Inhibiteur P-gp /Non inhibiteur P-gp  
Inhibiteur BCRP  
Non inhibiteur activité ATPase 
MRP2/ Inhibiteur MRP2 (MRPs)  
Inhibiteur OCT1  
Non Inhibiteur NTCP 
Non Inhibiteur OATP (OATP1B1 
OATP2B1)  

Répression NTCP  
Répression OCT1 

(456,458,460

,463,466,470

)  

Endrine Non substrat P-gp  Inhibiteur P-gp   (457) 

Heptachlor  

 

 Inhibiteur OCT1  
Inhibiteur MRP2 (MRPs)  
Inhibiteur BCRP  
Inhibiteur P-gp/Non inhibiteur P-gp 
Non-inhibiteur  NTCP  
Non-inhibiteur OATP (OATP1B1 
OATP2B1) 

Induction P-gp 
Induction MRP2  
Répression NTCP 
Répression OCT1  

(460,463) 

Heptachlor 
epoxyde 

 Inhibiteur P-gp   (460) 

Lindane Substrat mrp4 zebra  
 

Inhibiteur OCT1 (CI50=1,5 µM)  
Non inhibiteur P-gp  
Non inhibiteur BCRP  
Non inhibiteur MRP2 (MRPs)   
Non inhibiteur NTCP  
Non inhibiteur OATP (OATP1B1 
OATP2B1)  

Induction P-gp  
Induction MRP2  
Induction BCRP 
Répression NTCP  
Répression OCT1  
Induction abcc4 zebra  

(458–
460,463) 

Méthoxychlor Substrat MRP1 Non inhibiteur P-gp  (460,461) 

Mirex  Non inhibiteur P-gp 
I hi iteu àdeàt a spo teu àd a io sà
organiques non identifié  

 (460,469) 

Toxaphène  Non- Inhibiteur P-gp  (460) 

Tableau 15: Organochlorés substrats, modulateurs et gulateu s d’e p essio  de transporteurs ABC et SLC 

3.2. Interactions entre transporteurs et pesticides organophosphorés 

Des études ont montré un lien entre exposition aux organophosphorés, variants P-gp et risque accru 

de maladie de Parkinson (454).  

3.2.1. Prise en charge  

Plusieurs études se sont intéressées au diazinon, impliqué dans la physiopathologie de la maladie de 

Parkinson, et ont identifié ce pesticide, comme substrat de P-gp (458,474). Le diazinon a une affinité 

faible (10 fois moindre que le vérapamil) pour P-gp (458) mais est efflué activement au pôle apical des 

cellules intestinales Caco-2 (ratio perméabilité apparente (Papp) ~1,4) pour être sécrété dans la 

lumière intestinale (474,475). U àOáTPà pou aità t eà i pli u à da sà l uptakeà deà diazi o à da sà u à

modèle zebrafish (476).  

Le chlorpyrifos subit un effet de premier passage hépatique résultant en sa transformation par les 

cytochromes P450 en chlorpyrifos oxon (477), méta oliteà eu oto i ueà àfo teàaffi it àpou àl á hE. Le 

chlorpyrifos et le chlorpyrifos-oxon sont des pesticides hydrophobes qui contiennent un atome 

d azote,à a a t isti ueàdeà o ioti uesàsus epti lesàd i t agi àa e à laàP-gp. Une étude a montré 
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que le chlorpyrifos-oxon à 100 µM se lie à la P-gp et stimule son activité ATPase (concentration efficace 

50% (CE50)=20 µM) da sàdesà ellulesàd i se tesà “f à e p i a tàP-gp, pouvant suggérer sa prise en 

charge par la P-gp (478). áàl i e se, le chlorpyrifos ne semble pas être substrat de la P-gp (460,478), 

de même que le trichloropyridinol, un métabolite inactif du chlorpyrifos-oxon (478). Le chlorpyrifos et 

le chlorpyrifos-oxon diffèrent pa àlaàsu stitutio àd u ào g eàpa àu àato eàdeàsouf e,à e da tàplusà

électrophile le groupement du métabolite, pouvant expliquer les différences dans les interactions avec 

P-gp des deux composés. Toutefois, le chlorpyrifos-oxon étant 1000 fois plusàsolu leàda sàl eauà ueàleà

chlorpyrifos, il est difficile de conclure quant aux données in-vitro de ces études sur le chlorpyrifos qui 

est ici utilisé (100 µM-1 mM) bien au-delà de sa limite de solubilité située autour de 2-5 µM (479). Le 

chlorpyrifos est pris en charge par le transporteur rbABCG2 chez le lapin (480). 

Une étude suggère que le fenitrothion est pris en charge par MRP1 (modèle zebra) (461). 

Des études faites sur le modèle zebrafish montrent que le malathion est pris en charge par le 

transporteur oatp1d1 du zebrafish (476) et le parathion-méthyl pourrait être pris en charge par P-gp 

et mrp4 (481). 

3.2.2. Modulatio àd a ti it  

De nombreux organophosphorés ont été montrés inhibiteurs de P-gp (chlorthiophos (250 µM), 

leptophos (250 µM), fénamiphos (250 µM), dicapthon (250 µM), parathion (250 µM), dans une lignée 

murine B16/F10 transfecté avec le gène codant pour la P-gp (460). Les organophosphorés de plus faible 

poids moléculaire et plus hydrophiles comme le mévinphos (250 µM), le diméthoate 100 µM, le  

malathion 100 µM ou le phosmet (250 µM) i hi e tàpasàP-gp (182,334). Le phosalone (CI50=3,0 µM) 

et le parathion-méthyl (CI50=3,4 µM) sont des inhibiteurs puissants de P-gp in vitro, ayant une forte 

affinité pour cette pompe (466,470). Le chlorpyrifos et le chlorpyrifos-méthyl sont des inhibiteurs de 

P-gp (460,466), le chlorpyrifos i hi eàl efflu à di àpa à áBCG à(480) et le chlorpyrifos-méthyl et le 

malathion bloquent l a ti it àdeàl oatp d àdeàze afishà(476).  

Une étude sur cellules MDCK exprimant le transporteur rbABCG2 de lapin a montré que le diméthoate, 

et le toclofos-méthyl étaie tà apa lesàd i hi e àl efflu à di àpa à áBCG à(480).  

Lesàdo esàdeàlaàlitt atu eàdi e ge tà ua tà àl effetài hi iteu àduàdiazinon vis-à-vis de la P-gp in vitro, 

u eà tudeà o t eà ueàleàdiazi o à altè eàpasàl efflux de rhodamine 123 même à fortes concentrations 

(458). Deux autres études suggèrent que le diazinon est un inhibiteur faible de la P-gp dans une lignée 

de fibroblaste murin transfectée avec MDR1 (CI50 = 58,4 µM) et dans la lignée Caco-2 (466,474). Le 

diazi o àestà gale e tài hi iteu àdeàl oatp d àduàze afish (476).  
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3.2.3. ‘ gulatio àd e p essio  

Deà o eu ào ga ophospho sàso tà gale e tàsus epti lesàdeà gule àl e p essio àdeàt a spo teu sà

áBC.àái si,àl e positio àauàdiazinon i duitàl e p essio àdeàP-gp notamment dans des lignées humaines 

i testi alesàetà hezàleà at,à ausa tàu eàhausseàdeàl efflu à di àpa àleàt a spo teu à(474,475,482). La 

cytotoxicité du pesticide s e à t ou eàdiminuée (475). De même, le chlorpyrifos active CAR (483) et 

l e positio àauàpesti ideàaug e teà l e p essio àdeà laàP-gp dans le rein (tubule proximal), la glande 

surrénale, le foie (canaux biliaires) et le système gastrointestinal chez le rat (478) et dans les cellules 

intestinales et placentaires humaines (484,485). Comme le chlorpyrifos est rapidement métabolisé en 

chlorpyrifos-o o ,à eàde ie àestàpeutà t eà gale e tà espo sa leàdeàlaàhausseàd e p essio àdeàP-gp 

in vivo, mais cela aàpasàpuà t eà ifi àduàfaitàdeàlaàfo teàto i it àduà o pos àad i ist àpa à oieào aleà

(478). D aut esà tudesàse le tài di ue àu eài duction transitoire de P-gp par le chlorpyrifos-oxon 

sur cellules Caco-2 et cellules de zebrafish (484). Le chlorpyrifos induit également l e p essio àdeàBCRP 

dans des cellules placentaires humaines (485,486) et induitàl e p essio àd u àt a spo teu à p chez 

l oiseauà(487).  

Pesticide  Substrat Inhibition Régulation 
d’e p essio  

Références 

Chlorpyrifos Non substrat de P-gp 
Substrat de rbABCG2 
  

Inhibiteur de P-gp  
Inhibiteur de rbABCG2  

Active CAR  
Induction abcc1 chez 
l oiseauà 
Induction P-gp  
Induction BCRP 

(460,478,480,

483–487)  

Chlorpyrifos-oxon Stimulation activité ATPase 
de la P-gp (CE50=20 µM)  

 Induction transitoire 
et faible de P-gp  

(478,484) 

Chlorpyrifos-
méthyl 

 Inhibiteur de P-gp  
Inhibiteur oatp1d1 zebra  

 (466,476)  

Chlorthiophos  Inhibiteur de P-gp  (460) 

Diazinon Substrat de P-gp  
“u st atà d u  OATP 
(oatp1d1 zebra)  
 

Non inhibiteur de P-gp / 
Inhibiteur de P-gp  
Inhibiteur oatp1d1 zebra 

Induction P-gp   (458,466,474–

476,482) 

Dicapthon Non substrat de P-gp Inhibiteur de P-gp  (460) 

Diméthoate  Non-Inhibiteur de P-gp  
Inhibiteur rbABCG2  

 (460,466,480)  

Fenamiphos  Inhibiteur de P-gp  (460) 

Fenitrothion Substrat MRP1    (461) 

Leptophos  Inhibiteur de P-gp   (460) 

Malathion Substrat oatp1d1 zebra  
 

Non-Inhibiteur de P-gp  
Inhibiteur oatp1d1 zebra  

 (460,466,480) 

Mevinphos  Non-Inhibiteur de P-gp   (460,466) 

Parathion Non substrat de P-gp  
 

Inhibiteur de P-gp   (460) 

Parathion-méthyl Substrat P-gp zebra 
Substrat mrp4 zebra  

Inhibiteur de P-gp  
 

 (466,470,481)  

Phosalone   Inhibiteur de P-gp   (466,470) 

Phosmet  Non-Inhibiteur de P-gp   (182,334) 
Toclofos-méthyl  Inhibiteur rbABCG2   (480) 

Trichloropyridinol Non substrat de P-gp    (478) 

Tableau 16: Organophosphorés substrats, modulateurs et gulateu s d’e p essio  de transporteurs ABC et SLC 
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3.3. Interactions entre transporteurs et pesticides pyréthrinoïdes  

Peu de choses sont connues sur la toxicocinétique des pyréthrinoïdes. Leur importante lipophilie 

pourrait suggérer une diffusion passive importante au niveau des barrières biologiques, et de 

pote tiellesài te a tio sàa e àlesàt a spo teu sàd i flu àetàd efflu àauà i eauài testi al,àh pati ueàetà

rénal. Desàpu li atio sà e tesà i di ue tà ueà e tai sàp th i oïdesàso tàsus epti lesàd i te agir 

avec certains transporteurs membranaires notamment au niveau intestinal.  

3.3.1.  Prise en charge  

Un travail récent sur cellules Caco-2 a mis en évidence que la deltaméthrine, cis-perméthrine, et la 

trans-perméthrine se aie tà su st atsà deà t a spo teu s à d influx, non identifié(s), localisés au pôle 

luminal des cellules intestinales (488). Les valeurs de Papp sur lignée Caco-2 de ces trois pesticides sont 

proches du mannitol, indiquant une perméabilité faible de ces composés et donc une absorption 

réduite au niveau intestinal malgré leur p iseàe à ha geàpa àu àt a spo teu àd i flu à(488). 

Lesà tudesàs i t ressant aux interactions des pyréthrinoïdes avec la P-gp montrent que cette classe de 

pesticide est peu prise e à ha geà pa à eà t a spo tà d efflu , du fait, entre autre, de la trop haute 

lipophilie de certains pyréthrinoïdes. En effet, les pyréthrinoides très lipophiles (LogP> 4,5), sont 

probablement piégés dans la double couche de la membrane plasmique limitant leur potentiel de 

transport avec la P-gp.  

Ainsi, le transport de la deltaméthrine et de la perméthrine (LogP 6,1 et 6,5 respectivement) au niveau 

i testi alà i pli ueàpasàlaàP-gp ou de façon très marginale pour la trans-perméthrine (488). Les deux 

pesticides ne stimulant pas l activité ATPase de BCRP, ils ne sont probablement pas substrats de ces 

deux transporteurs (456). De même que la resméthrine, sans effet sur l activité ATPase de BCRP et P-

gp, est probablement pas substrat de ces deux transporteurs (456). 

La cyperméthrine et le fenvalérate stimulent l a ti it àáTPaseàde la P-gp, ce qui pourrait indiquer leurs 

prises en charge par P-gp, mais aucune différence de toxicité de ces pesti idesà aà t àd tectée in vitro 

entre cellules surexprimant P-gp et cellules natives (470). Aussi, la cyperméthrine ne module pas 

l a ti it àáTPaseàdeàBC‘Pàet estàdonc probablement pas substrat de ce transporteur (456). 

3.3.2. Modulatio àd a ti it  

La cis-perméthrine et la trans-perméthrine i hi e tàpasàla P-gp sur cellules Caco-2 à 10 µM (488). 

De très fortes concentrations (250 μM) de perméthrine i hi e tà odeste e tàl efflu àdeàdo o u i i eà

dans la lignée murine B16/F10 transfectées avec le gène MDR1 (460). La perméthrine inhibe pas 

l a ti it àáTPaseàdeàlaàP-gp (456) mais elle inhibe l a ti it àáTPaseàdeàlaàBC‘P (CI50=7 µM) (456).  
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La deltaméthrine, estàpasàu ài hi iteu àdeàP-gp (à 10 µM sur cellules Caco-2 et activité ATPase à 100 

µM) (456,488) età i hi e pasàl a ti it àáTPaseàdeàBC‘Pà(456).  

La resméthrine i hi e pasàl a ti it àáTPaseàdeàlaàP-gp (456) mais inhibe l a ti it àáTPaseàdeàlaàBC‘Pà

(CI50= 5,6 µM) (456).  

La cyperméthrine et le fenvalérate possèdent une affinité élevée pour P-gp et inhibe tàl efflu àmédié 

par ce transporteur  (cyperméthrine CI50=5,3 µM ; fenvalérate CI50=33 µM) selon certaines études 

(466,470) mais d aut esàt a au à eà et ou e tàpasà esài hi itio sà pasàd i hi itio àde l activité ATPase 

par la cyperméthrine) (456,460). Cesàdiff e esàpeu e tàs e pli ue àpa  les différences de substrats 

utilisés (doxorubicine et tetramethylrosamine), de concentrations utilisées et/ouàl esp eàdeàlaàP-gp 

(hamster) du modèle.  

Quant au fluvalinate, à très fortes concentrations (250μM), il inhibe odeste e tà l efflu à deà

doxorubicine dans la lignée murine B16/F10 transfectée avec le gène MDR1 (460).   

3.3.3.  ‘ gulatio àd e p essio  

Les pyréthrinoïdes ont été peu étudiés en ce qui conce eàlaà gulatio àd e p essio àdesàt a spo teu s. 

La cyperméthrine et la deltaméthrine interagissent avec CAR et la voie Nrf2 (nuclear factor erythroid-

2-related factor 2) (483,489) età se aie tà do à sus epti lesà deà odule à l e p essio à à deà e tai sà

transporteurs notamment certains MRPs, OATPs ou la BCRP. 

Pyréthrinoïde Substrat Inhibition Régulation 
d’e p essio  

Références 

Cyperméthrine sti uleàl a ti it àáTPaseàP-gp  
eà sti uleà pasà l a ti it à áTPaseà

BCRP  
 

Inhibiteur P-gp 
Non inhibiteur activité 
ATPase P-gp  

Active CAR  (456,470,483) 

Deltaméthrine “u st atàdeàt a spo teu s àd i flu à
intestinaux non identifié(s)  
Non substrat de P-gp  
Neàsti uleàpasàl a ti it àáTPaseàdeà
BCRP  

Non inhibiteur de P-gp  
Non inhibiteur activité 
ATPase de BCRP  

Active voie Nrf2  (456,488,489)  

Fenvalérate sti uleà od e e tà l a ti it à
ATPase de la P-gp 

Inhibiteur P-gp/Non 
inhibiteur P-gp 

 (460,466,470)  

Fluvalinate  Inhibiteur P-gp   (460) 
Perméthrine “u st atàdeàt a spo teu s àd i flu à

intestinaux non identifié(s)  
Non substrat de P-gp ou substrat 
faible pour la trans-perméthrine 
eàsti uleàpasà l a ti it àáTPaseàdeà

BCRP  

Non inhibiteur P-gp / 
Inhibiteur P-gp  
Inhibiteur activité 
ATPase BCRP  
 

 (456,460,488)  

Resméthrine eàsti uleàpasà l a ti it àáTPaseàdeà
BCRP ni de P-gp  
 

Non inhibiteur activité 
ATPase P-gp  
Inhibiteur activité 
ATPase BCRP  

 (456) 

Tableau 17: Pyréthrinoïdes substrats, modulateurs et gulateu s d’e p essio  de transporteurs ABC et SLC 
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3.4. Interactions entre transporteurs et pesticides carbamates 

La famille des carbamates est peu étudiée du point de vue du transport.  

3.4.1.  Prise en charge 

Peu de données sont disponibles concernant la prise en charge des carbamates par les transporteurs 

ABC et SLC. Ces pesticides étant peu lipophiles et de petites tailles, ils sont moins susceptibles 

d i teragir avec la P-gp. Ainsi, le maneb (LogP~0,6), dithiocarbamate impliqué dans la physiopathologie 

de la maladie de Parkinson, estàpasàsu st atàdeàP-gp  (458). Une étude a également montré que des 

cellules NIH3T3 surexprimant MRP1 étaient trois fois plus résistantes à la toxicité du chlorpropham 

que les cellules MOCK, ce qui suggère que ce pesticide est pris en charge par MRP1 (461). Aussi, le 

carbaryl est pris en charge par un OATP dans un modèle zebrafish (476). 

3.4.2.  Modulatio àd a ti it  

Peu de carbamates semblent interagir avec la P-gp. Ainsi, l aldicarbe (250 µM ,àl aldoxycarbe (100 µM), 

l aminocarbe (250 µM), le carbaryl (100 µM), le méthomyl (100 µM), le O-Nitrophenyl N,N-

diméthylcarbamate (100 µM) et le propoxur (250 µM) et le maneb (250 µM) ne sont pas inhibiteurs 

de P-gp (458,460,466). Le fénoxicarbe, plus lipophile (LogP~4,3), semble être un inhibiteur faible de P-

gp (466) et le carbofuran inhibe l a ti ité P-gp dans une lignée cellulaire de zebrafish ZF-L (490). Des 

données in vivo indiquent que certains carbamates (méthiocarbe,  propamocarbe) peuvent inhiber 

l efflu à di àpa àla BCRP chez le lapin (480) et le carbaryl està apa leàdeà lo ue àl a ti it àdeàl oatp d  

de zebrafish (476).  

3.4.3.  ‘ gulatio àd e p essio  

Seul le carbofuran aà t à o t à odulateu àdeàl e p essio àdeàlaàP-gp dans un modèle zebrafish (490). 

Carbamates Substrat Inhibition Régulation 
d’e p essio  

Références 

Aldicarbe  Non Inhibiteur P-gp   (460,466) 
Aldoxycarbe  Non Inhibiteur P-gp   (460,466) 
Aminocarbe  Non Inhibiteur P-gp   (460,466) 

Carbaryl Substrat 
oatp1d1 zebra 

Non Inhibiteur P-gp  
Inhibiteur oatp1d1 zebra 

 (460,466,476) 

Carbofuran  Inhibiteur P-gp zebra Induction P-gp 
zebrafish  

(490) 

Chlorpropham Substrat MRP1    (461) 

Fénoxicarbe  Inhibiteur P-gp  (466) 

Maneb Non substrat 
de P-gp  

Non inhibiteur de P-gp    (458) 

Méthiocarbe  Inhibiteur rbABCG2  (480) 
Méthomyl  Non Inhibiteur P-gp   (460,466) 

O-Nitrophenyl-N,N-
dimethylcarbamate 

 Non Inhibiteur P-gp   (460,466) 

Propamocarbe  Inhibiteur rbABCG2   (480) 

Propoxur   Non Inhibiteur P-gp   (460,466) 
Tableau 18: Carbamates substrats, modulateurs et gulateu s d’e p essio  de transporteurs ABC et SLC 
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3.5. Interactions entre transporteurs et les autres classes de pesticides  

3.5.1.  Prise en charge 

Les pesticides néonicotinoïdes sont très peu étudiés dans la littérature du point de vue de leur 

transport. U eà tudeà aà o t à ueà l imidacloprid était rapidement et massivement absorbé sur 

cellules Caco-2 (Papp 21,6 x 10-6 cm/s) suggérant une absorption rapide et complète in vivo chez 

l hu ai à(491).àL uptakeàapi alàdeàl i ida lop idài pli ue aitàdesàt a spo teu sàa tifsàetàpassifs,àetàleà

pesti ideàse aità gale e tàefflu àa ti e e tàpa àu àt a spo teu à o àide tifi ,à uià estàpasà lo u à

par les inhibiteurs de P-gp et des MRPs (491).  

Les chloroacétanilides sont des composés relativement lipophiles (log P∼3) qui diffusent passivement 

àt a e sàlesà e a es.àL acétochlor a une perméabilité apparente (A–B) de 6×10−5 cm/s sur cellules 

Caco-2. Les métabolites conjugués deàl acétochlor et du  métolachlor sont pris en charge par MRP1 

(492,493). Ce transporteur a donc probablement un rôle important dans la détoxification de 

l a to hlo à hezàl hu ai ,àe às ta tàleà ta oliteàda sàleàsa gàetàe àe p ha tàlaà ioa ti atio à

deà l a to hlo à ota e tà auà i eauà h pati ue (492). Le prynachlor stimule de façon minime 

l a ti it àáTPasi ueàdeàP-gp (492),à sugg a tà saàp iseàe à ha geàpa à leà t a spo teu ,à à l i e seàduà

propachlor et du dimétachlor, qui eàsti ule tàpasàl a ti it àáTPasi ueàde P-gp (492). Une étude a 

montré que le métolachlor est transporté par oatp1d1 du zebrafish (476). 

Les herbicides chlorophénoxylés sont généralement rapidement absorbés par voie orale (494,495). Le 

MCPA (acide 2-méthyl-4-chlorophénoxyacétique), le 2,4-D (acide 2,4-dichlorophénoxyacétique), le 

2,4,5-T (acide 2,4,5-trichlorophénoxyacétique), le 4-CPA (acide 4-chlorophénoxyacétique) et le 

triclopyr, sont absorbés au niveau du pôle apical des lignées intestinales Caco-2 via des transporteurs 

MCTs distincts de MCT1–MCT4 (496–498). L influx du dicamba par les cellules Caco-2 apparaît être 

majoritaire par diffusion passive, et dans une moindre mesure via des MCTs (496). Le 2,4-D est pris en 

charge par oat3 dans un modèle murin (499). 

Le paraquat est un cation divalent qui induit, entre autres, u à st essào da tà espo sa leàd effetsà

to i uesà hezà l ho e,à ota e tàe à s a u ula tàauà i eauàduàpou o ,àduà foieàetàduà ei .à Leà

paraquat est éliminé par voie rénale, etàestà espo sa leàd alt atio s morphologiques tubulaires et de 

perturbations du fonctionnement du rein (500,501). Le pesticide a été montré substrat des 

transporteurs OCT2 et MATE1 qui permettent son excrétion rénale (412,502). Dans une étude chez la 

souris KO-mate1, leà pesti ideà s a u uleà auà i eauà i t a ellulaire et sa néphrotoxicité apparaît 

augmentée (502).àOCT àetàMáTE àjoue tàu à ôleà ajeu àda sàl a u ulatio à aleàduàpa a uatàetàdeà

ce fait dans sa demi-vie systémique et sa toxicité rénale (412,502). Des individus possédant un 

polymorphisme pour OCT2 ont pas le même profil de toxicité lié au paraquat (412).àD aut eàpa t,àle 
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paraquat semble être un substratàfai leàd OCT à aisàso  accumulation hépatique est probablement 

due à un autre transporteur de cations (412). 

Du fait de sa relative hydrophilie, le paraquat i te agitàpas avec la P-gp :àilà estàp o a le e tàpasà

t a spo t àpa àleàt a spo teu àd efflu à(503) même si certaines études suggèrent sa prise en charge 

(504–508). Des études montrent que le paraquat t a e seà l i testi à età laà BHE via un système de 

transport desàa idesàa i sà o àide tifi sà s st eàL,à +,à ,àáàetàá“C… à(506,509,510). 

L he i ideà pe uatà MPP+ aà t à o t à o eà ta tà à l o igi eà deà s ptô esà pa ki so ie sà

(511,512) et une étude l a identifié comme substrat de P-gp (458), avec une augmentation de la toxicité 

du pesticide observée dans les cellules exprimant P-gp par rapport aux cellules natives (458).àD aut eà

part, OCT1, OCT2 et OCT3 sont responsables deàl uptakeàduàMPP+ chezàl ho eàetàleà o geu à(513–

515). Une étude a montré que les effets délétères du MPP+ sur les neurones dopaminergiques sont 

atténués par sa prise en charge par VMAT2 (Vesicular monoamine transporter 2) (516). VMAT2 

séquestre MPP+àda sàdesà si ulesà l e p ha tà ai sià d attei d eà laà ito ho d ieàetàd e e e à esà

effets toxiques (516) ; VMAT2 a donc un rôle dans la neuroprotection des toxiques. 

Des études sur lignée Caco-2 (517), chez la souris KO- MDR1 (518) et chez certains chiens (colleys)  

ayant une P-gp non fonctionnelle (519,520), o tà o t à ueà l ivermectine est efflué par la P-gp, 

notamment au niveau de la BHE (521), aisàd aut esà tudesà in vitro o tàpasà et ou à eà sultatà

(458,460). Chez des souris KO-mdr1 exposées au pesticide, l i e e ti eà s a u uleà à fortes 

concentrations dans le cerveau età leà foieà età està à l o igi eà d effetsà to i uesà (518,521).  Les chiens 

h pe se si lesà àl i e ectine efflue tàpasà o e te e tàleàpesti ideàauà i eauàdeàlaàBHEà(519) et 

présentent des concentrations cérébrales 10 à 100 fois plus élevées que les autres chiens exposés à la 

même dose de pesticide, entrainant des symptômes neurologiques pouvant conduire à la mort de 

l a i al.à Ilà àaàpasàdeàp eu eàdeà l e iste eàdeà a ia tsàde P-gp qui résulteraient en une perte de 

fonction du transporteur hezàl ho e, comme cela a pu être observé chez la souris ou le chien. De 

ce fait, même les individus porteurs de gènes variants de la P-gp ne devraient pas avoir une plus grande 

sensibilité à la toxicit à eu ologi ueàdeà l i e e ti eà ueà leà esteàdeà laàpopulatio à (522). D aut esà

antihelminthiques de la famille des avermectines sont substrats de la P-gp, està leà asà deà la 

selamectine (517,521). La selamectine s a u uleàfo te e tàda sàleà e eauàdesàsou isàKOàpou à d ,à

aisà da sà u eà oi d eà esu eà ueà l i e e ti eà (521). La P-gp endothéliale de la BHE a un rôle 

important dans la protection des neurones contre les lésions générées par ces pesticides.  

Des études ont identifié le spinosad et le roténone comme substrats de haute affinité pour P-gp 

(comparable à celle du verapamil pour le roténone) (458,523). 
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L arsenic aà t à o t à o eàsu st atàd OáTP B  (524), de la P-gp sur souris KO MDR1 (525), de 

MRP1 (526,527) et MRP2 (528,529), mais des études sur souris KO ont montré que MRP1 ne prend pas 

e à ha geàl a se i àetàl a ti oi eà(530).  

3.5.2.  Modulatio àd a ti it   

Les triazines sont des pesticides très hydrophiles et de ce fait interagissent peu avec la P-gp (460), 

probablement du fait de leur faible diffusion dans les cellules. Ainsi, l atrazine (250 µM) estàpasà

inhibiteur de P-gp dans une lignée murine B16/F10 transfectée avec le gène codant pour la P-gp (460).   

Les chloroacétanilides interagissent facilement avec la P-gp du fait de leur lipophilie ≈3 (plusieurs 

études montrent que les inhibiteurs de P-gp ont un LogP compris entre 3,6 et 4,5 (460)). L’acétochlor, 

l’alachlor, le métazachlor et le métolachlor sont des inhibiteurs de P-gp, le métazachlor ayant une 

affinité plus faible pour P-gp que les autres composés (492). Ces pesticides peuvent inhi e à l efflu à

médié par la P-gp et augmentent la perméabilité apparente de la digoxine dans les cellules intestinales 

Caco-2 suggérant leur fa ult àdeà odule àl a so ptio àdeà di a e tsàouàdeà o ioti uesàsu st atsà

de P-gp (492). Ces inhibiteurs ont un comportement biphasique. Ils sti ule tàl a ti it àáTPaseà àfai lesà

concentrations et la diminuent aux concentrations supérieures à 100 µM (492). Le métolachlor a 

gale e tà t à o t ài hi iteu àdeàl activité oatp dans un modèle zebrafish (476).  

Lesà odulatio sàd a ti it sàdesàt a spo teu sàpa àlesànéonicotinoïdes ne sont pas caractérisées, seule 

une étude montre que l imidacloprid ne oduleàpasàl a ti it àáTPaseàdeàBC‘Pà(456). 

MPP+ estàpasài hi iteu àdeàP-gp (efflux de rhodamine 123) même à fortes concentrations (458) mais 

estài hi iteu àd OCT à(531).  

L ivermectine a également été identifié comme un puissant inhibiteur des activités P-gp et BCRP 

(CI50=0,1-0,25 µM pour P-gp et 1-1,5 µM pour BCRP) (458,460,517,532,533). D aut esà

antihelminthiques de la famille des avermectines sont inhibiteurs de la P-gp, està leà asà deà la 

selamectine (CI50=0,1 µM) (517,521).  

Le spinosad est un inhibiteur puissant de P-gp (523) et le propiconazole et ses métabolites sont des 

inhibiteurs de P-gp in vitro selon deux études (466,534),à aisà eà sultatà estàpasà et ou àda sàu eà

autre étude (460). Le glyphosate i hi eà pas, ou faiblement, l a ti it  P-gp dans une lignée de 

zebrafish ZF-L (490). 
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3.5.3.  ‘ gulatio àd e p essio à 

Deà o eu àpesti idesàso tà gale e tàsus epti lesàdeà gule àl e p essio àdeàt a spo teu sàáBCàetà

SLC. Le fongicide prochloraz induit l e p essio à deà la P-gp et BCRP (via AhR) (535,536), alors que 

l imazalil, pesticide de la même classe n'est pas un ligand d'AhR (537). Le néonicotinoïde imidacloprid 

pou aità t eà à l o igi eà d i du tio à deà M‘Ps (induità l e p essio à d a  hezà l oiseau à (487) et 

l e positio àau fipronil o duità àu eà i du tio àd e p essio à di e par CAR et PXR de nombreux 

transporteurs hépatiques chez le rat pouvant potentiellement contribuer à une hausse de la clairance 

des hormones thyroïdiennes (538). L arsenic i duitàl e p essio àdeàM‘P àauà i eau hépatique (539) 

peut être via Nrf2 (540), ce qui pourrait accélérer sa propre élimination hépatique et l’a se ite de 

sodium et le chloride de cadmium peuvent induire P-gp au niveau rénal potentiellement par la voie 

Nrf2 (541).  
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Pesticide Substrat Inhibition Régulation 
d’e p essio  

Références 

2,4,5-T Substrat MCTs   Induction rmrp2  (496,498,542
)  

2,4-D Substrat MCTs  
Substrat oat3  

  (496,498,499
)  

4-CPA Substrat MCTs    (498) 
Acétochlor Substrat de MRP1 

(métabolites conjugués)  
Inhibiteur P-gp  
Non inhibiteur de BCRP  
Non inhibiteur de MRP1-2 

 (492) 

Acide 
perfluorooctane 
sulfonique (PFOS) 

Substrat oatp1d1 zebra  
 

Inhibiteur oatp1d1 zebra  (476) 

Acide perfluoro-
octanoïque (PFOA) 

 Inhibiteur oatp1d1   (476) 

Alachlor  Inhibiteur P-gp  
Non inhibiteur de BCRP  
Non inhibiteur de MRP1-2  

 (492) 

Antimoine Substrat MRP1 /Non 
substrat MRP1 

  (526,527,530
,543)  

Arsenic “u st atàd OáTP B à 
Substrat de la P-gp  
Substrat MRP1  
Non substrat MRP1  
Substrat MRP2  

 Induction MRP2  
Induction P-gp  

(524–
530,539,541,
543)  

Atrazine  Non inhibiteur P-gp  
Inhibiteur oatp1d1 zebra 

 (460,476) 

Azoxystrobin  Inhibiteur rbABCG2   (480) 
Cadmium chloride    Induction P-gp  (541) 

Carbendazim  Inhibiteur rbABCG2   (480) 
Chlorméquat  Inhibiteur rbABCG2   (480) 
Clotrimazole  Non substrat de P-gp Inhibiteur P-gp  (460) 
Dicamba  Substrat MCTs    (496) 

Diflufenican  Inhibiteur rbABCG2   (480) 
Dimétachlor  Ne stimule pasà l a ti it à

ATPasique de P-gp 
Non inhibiteur de BCRP 
Non inhibiteur de MRP1-2 

 (492) 

Diméthomorph  Inhibiteur rbABCG2   (480) 
Dinocap Non substrat MRP1    (461) 
Dithianon  Inhibiteur rbABCG2   (480) 
Diuron Substrat oatp1d1 zebra  

 
Inhibiteur oatp1d1 zebra  (476) 

Fipronil   Induction 
transporteurs 
hépatiques chez le 
rat (Abcc2, Abcc3, 
Abcg5, Abcg8, 
Slco1a1 et 
Slco1a4)  

(538) 

Glyphosate  Non inhibiteur ou inhibiteur 
faible P-gp zebra 

 (490) 

Hydraméthylnon Non substrat de P-gp Inhibiteur P-gp  (460) 
Imazalil  Non inhibiteur MRP2/BCRP  

Non inhibiteur P-gp  
 (537) 

Imidacloprid  Substrat de transporteurs 
d i flu à età d efflu à o à
identifiés sur Caco-2  
Non substrat P-gp  
Non subtrat MRP  
Ne module pasà l a ti it à
ATPase de BCRP 

 Induction abcc1 
hezàl oiseauà 

(456,487,491
)  

Ioxynil  Inhibiteur rbABCG2   (480) 
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Pesticide Substrat Inhibition Régulation 
d’e p essio  

Références 

Ivermectine Substrat P-gp  / Non 
substrat P-gp 
Non substrat rbcrp  
  

Inhibiteur P-gp  
Inhibiteur BCRP  

 (458,460,517
,519,521,532
,533)  

Linuron  Non inhibiteur P-gp  (466) 
MCPA Substrat MCTs distinct de 

MCT1–MCT4  
  (497) 

Mercure Substrat MRP1    (526) 
Métazachlor  Inhibiteur P-gp  

Non inhibiteur de BCRP  
Non inhibiteur de MRP1-2 

 (492) 

Métolachlor Substrat de MRP1 
(métabolites conjugués)  
Substrat oatp1d1 zebra  

Inhibiteur P-gp  
Inhibiteur oatp1d1 zebra  
Non inhibiteur de BCRP  
Non inhibiteur de MRP1-2  

 (476,492,493
) 

MPP+ Substrat OCT1  
Substrat OCT2  
Substrat OCT3  
Substrat P-gp  
Substrat VMAT2  
Ne stimule pas activité 
ATPase P-gp 

Inhibiteur OCT2   (458,513–
516,531)  

Paraquat Substrat P-gp  /Non 
Substrat P-gp  
Substrat OCT2  
Substrat MATE1  
Substrat faible OCT1 
“u st atà d u à s st eà deà
transport des acides aminés 
non identifié  

Non inhibiteur P-gp  
 

 (412,460,502
–510) 

Pentachlorophénol Non substrat MRP1  Non inhibiteur de P-gp  (460,461) 

Prochloraz    Induction p-gp  
Induction ABCG2  

(535,536)  

Propachlor Neà sti uleà pasà l a ti it à
ATPasique de P-gp 

Non inhibiteur de BCRP  
Non inhibiteur de MRP1-2  

 (492) 

Propiconazole Non substrat de P-gp Inhibiteur P-gp  / Non 
inhibiteur P-gp 

 (460,466,534
) 

Prynachlor  
 

Stimule légèrement activité 
ATPasique de P-gp 

Non inhibiteur de BCRP  
Non inhibiteur de MRP1-2  

 (492) 

Rimsulfuron  Inhibiteur rbABCG2   (480) 
Roténone Substrat P-gp Non inhibiteur P-gp  (458) 
Sélamectine Substrat P-gp  

Non substrat bcrp murin 
Inhibiteur P-gp  (517,521) 

Spinosad Substrat P-gp   
 

Inhibiteur P-gp  (523) 

Tétrachlorohydroqui
none 

 Inhibiteur P-gp  (460) 

Triclopyr Substrat MCTs distincts de 
MCT1–MCT4  

  (496) 

Vinclozolin  Non inhibiteur de P-gp   (460) 
Warfarin Non substrat MRP1   (461) 

Tableau 19: Autres pesticides substrats, modulateurs et gulateu s d’e p essio  de transporteurs ABC et SLC 
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3.6. Effets de combinaisons de pesticides sur les transporteurs  

Certains composés peuvent avoir des effets additifs, synergiques ou antagonistes quand ils sont 

formulés sous forme de mélange. L asso iatio à i ai eàdeà e tai sàpesti idesàaà t à o t eàs e gi ueà

su à l i hi itio à deà P-gp. Le diazinon en combinaison avec l e dosulfa ,à le phosalone ou le 

propiconazole a un effet s e gi ueàsu àl i hi itio àdeàP-gp (466). 

Les cellules exposées à un mélange carbofuran-glyphosate présentaient une inhibition plus importante 

de l a ti it àdeàlaàP-gp par rapport au glyphosate seul mais plus faible que celle du carbofuran seul 

(490). Lesàauteu sàdeàl a ti leàe ào tà o luà ueàleà la geà auseàu eàs e gieàdesàeffetsàduàgl phosateà

et un antagonisme des effets du carbofuran (490). Le mélange de carbofuran-glyphosate induisait 

gale e tàu eàaug e tatio àdeàl e p essio àdeàlaàP-gp dans cette étude (490). 

áuà fi al,à lesà i te a tio sà deà esà pesti idesà a e à lesà t a spo teu sà d i flu à età d efflu à este tà peuà

tudi esàalo sà u ellesàpou aie tàa oi àdesàconséquences en termes d i te a tio sàa e àdesàsu st atsà

endogènes comme des hormones (catécholamines), ou exogènes comme les médicaments ou des co-

contaminants environnementaux. Cesà i te a tio sàpou aie tà t eà à l o igi eàd effetsàpe tu ateu sà

endocriniens ou neurotoxiques décrits pour les pesticides. Il convient de noter également que très peu 

d interactions potentielles avec les transporteu sàd i flu àont été recherchées.  
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4. O je tifsàdeàl tude 

Les pyréthrinoïdes et les organophosphorés sont des insecticides très largement employés en France 

età da sà leà o deà età so tà à l o igi eà d u eà i p g atio à fo teà deà laà populatio ,à e pos eà à esà

o ta i a tsà iaàl ali e tatio . 

Laà to i it àaiguëàdeà esàpesti idesà hezà l ho eàestà t sà la ge e tàdo u e t e. En revanche, les 

o s ue esàsa itai esàd u eàe positio à h o i ueàdeàlaàpopulatio àfo tàl o jetàdeàd at et de plus 

e àplusàd tudesàlesài pli ue tàda sàdesà aladiesà h o i uesàetàdesàt ou lesàduàd eloppe e tàdeà

l e fa t.  

 

Paradoxalement, peu de données de toxicocinétique sont disponibles pour ces pesticides et leur 

de e i à iologi ueà hezàl ho eàestà alà o u.àNousàa o sàu eà o aissa eàli it eàdeàleu à odeà

d e t eàetàd e pulsio àdesà ellulesàetàdeàleu àpassageàdesà a i esàh ato-tissulaires. Ces dernières 

o tàpou àfo tio àdeàleu à est ei d eàl a sà àlaà i ulatio àg aleàetà àdesàsa tuai esà o eàleà

cerveau, les testicules ou encore au fœtus.àLesàt a spo teu sàáBCàetà“LCàso tàt sàp se tsàauà i eauà

de ces barrières biologiques et sont sus epti lesà d affe te à laà iodispo i ilit à desà o ta i a tsà

environnementaux ainsi que leur distribution tissulaire et leur élimination, paramètres conditionnant 

leur potentiel toxique. Un des objectifs de notre étude a été de déterminer si des insecticides de ces 

deux familles, pouvaient être pris en charge par ces transporteurs (P-gp, OCTs), et ainsi appréhender 

la relevance des transporteurs dans la toxicocinétique de ces pesticides. 

 

D aut eàpa t,àilàaà t à o t àda sàlaàlitt atu eà ueàlaàfo tio alit àdes transporteurs membranaires 

peutà t eàaffe t eàpa àdesà o ioti uesà pollua ts,à di a e ts .àL i hi itio àouàlaàsti ulatio àdeà

l a ti it à d u à t a spo teu à peutà ai sià o dui eà à desà pe tu atio sà duà t a spo tà deà su st atsà

endogènes (hormones, neurotra s etteu s à età à l alt atio à deà laà pha a o i ti ueà deà

médicaments et de la toxicocinétique de polluants, pris en charge par ces protéines de transport. Ces 

d gle e tsà peu e tà t eà à l o igi eà d effetsà fastesà pou à lesà ellules,à età a outi à à desà effets 

indésirables ou des interactions médicamenteuses. Un objectif de notre étude a donc été de 

a a t ise à lesà effetsà d i se ti idesà desà fa illesà desà p th i oïdesà età desà o ga ophospho sà su à

l a ti it àdeàt a spo teu sàáBCàetà“LCàp e a tàe à ha geàdesà dicaments (P-gp, BCRP, MRPs, OATP-

1B1,-2B1,-1B3, OCT1-3, OAT1, OAT3, MATE1 et MATE2K) et d e isage à leurs potentielles 

contributions aux effets toxiques de ces pesticides.àNot eà tudeàs està gale e tàatta h eà àd fi i àlesà

effets de combinaison de pesticidesà su à l a ti it à desà t a spo teu s,à età à a a t ise ,à pa à desà

expérimentations in vitro et in silico, les mécanismes des interactions et les éléments structuraux des 

pesti idesà àl o igi eàdeà esàeffets. 

  



 CHAPITRE I : INTRODUCTION 

93 
 

  



 CHAPITRE II : INTERACTIONS DES PYRÉTHRINOÏDES AVEC LES TRANSPORTEURS ABC et SLC 

94 
 

CHAPITRE II : INTERACTIONS DES 
PYRÉTHRINOÏDES AVEC LES TRANSPORTEURS ABC 

et SLC



 CHAPITRE II : INTERACTIONS DES PYRÉTHRINOÏDES AVEC LES TRANSPORTEURS ABC et SLC 

95 
 

  



 CHAPITRE II : INTERACTIONS DES PYRÉTHRINOÏDES AVEC LES TRANSPORTEURS ABC et SLC 

96 
 

1. Résumé 

 

Les pyréthrinoïdes sont des insecticides très utilisés et auquels les humains sont fortement exposés. 

Cesàpesti idesàso tàsus epti lesàd alt e àl e p essio àdeàcertaines enzymes métaboliques et certaines 

données suggèrent que les transporteurs de médicaments, effecteurs majeurs du système de 

détoxification des xénobiotiques, puissent être également une cible de ces pesticides. 

Notre étude a, par conséquent, été conçue dans le but de déterminer les effets de ces insecticides sur 

l a ti it àdesàp i ipau àt a spo teu sàáBCàetà“LC in vitro. 

Nos résultats montrent que les pyréthrinoïdes alléthrine et tétraméthrine peuvent bloquer l a ti it à

de nombreux transporteurs ABC et SLC, parmi lesquels MRP2, BCRP, OATP1B1, OAT3, MATE1, OCT1 et 

OCT2. Les CI50 obtenues vont de 2,6 µMà i hi itio à d OCT àpa à l all th i e à à ,  µM (inhibition 

d OáT à pa à laà t t a th i e à età so tà deà faità plusà levées que les concentrations plasmatiques de 

pyréthrinoïdes déte t esà hezàl ho eàe pos à à esàpesti idesà deàl o d eàduà a o olai e . De plus, 

l all th i eàetàlaàt t a th i e ont cis-stimulé l a ti it àOáTP B ,àfai le e tài hi àl a ti it àP-gp et 

o tà euà au u à effetà su à l a ti it à desà t a spo teu sà OáTP B ,à OáT à età MáTE K.à Douzeà aut esà

pyréthrinoïdes utilisés à 100 µMào tài hi sàfai le e tà oi sàdeà % àouà o tàpasàeuàd effetàsu à

l a ti it àdesàt a spo teu sàtest s. 

L a al seà in silico des relations structure-activité a mise en évidence des paramètres moléculaires, 

ota e tàlaà asseà ol ulai eàetàlaàlipophilie,àasso i sà àl i hi itio àdeàl a ti it àdesàt a spo teu sà

pa àl all th i eàetàlaàt t a th i e,àetàaàpe isàdeàp di eàl effetài hi iteu àde deux pyréthrinoïdes, la 

pralléth i eàetàl i ip oth i e,àsu àlesàt a spo teu sàd i t t. 

áuàfi al,à ot eà tudeà o t eà ueàdeu àp th i oïdes,àl all th i eàetàlaàt t a th i e,àpeu e tàalt e à

l a ti it àdeà o eu àt a spo teu sàáBCàetà“LC, mais uniquement à fortes concentrations. De ce fait, 

la contribution de ces effets à la toxicité de ces pesticides hezà l ho e exposé de façon 

environmentale est peu probable. 
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Abstract

Pyrethroids are widely-used chemical insecticides, to which humans are commonly exposed,

and known to alter functional expression of drug metabolizing enzymes. Limited data have

additionally suggested that drug transporters, that constitute key-actors of the drug det-

oxification system, may also be targeted by pyrethroids. The present study was therefore

designed to analyze the potential regulatory effects of these pesticides towards activities of

main ATP-binding cassette (ABC) and solute carrier (SLC) drug transporters, using trans-

porter-overexpressing cells. The pyrethroids allethrin and tetramethrin were found to inhibit

various ABC and SLC drug transporters, including multidrug resistance-associated protein

(MRP) 2, breast cancer resistance protein (BCRP), organic anion transporter polypeptide

(OATP) 1B1, organic anion transporter (OAT) 3, multidrug and toxin extrusion transporter

(MATE) 1, organic cation transporter (OCT) 1 and OCT2, with IC50 values however ranging

from 2.6 μM (OCT1 inhibition by allethrin) to 77.6 μM (OAT3 inhibition by tetramethrin) and

thus much higher than pyrethroid concentrations (in the nM range) reached in environmen-

tally pyrethroid-exposed humans. By contrast, allethrin and tetramethrin cis-stimulated

OATP2B1 activity and failed to alter activities of OATP1B3, OAT1 and MATE2-K, whereas

P-glycoprotein activity was additionally moderately inhibited. Twelve other pyrethoids used at

100 μMdid not block activities of the various investigated transporters, or only moderately

inhibited some of them (inhibition by less than 50%). In silico analysis of structure-activity

relationships next revealed that molecular parameters, including molecular weight and lipo-

philicity, are associated with transporter inhibition by allethrin/tetramethrin and successfully

predicted transporter inhibition by the pyrethroids imiprothrin and prallethrin. Taken together,

these data fully demonstrated that two pyrethoids, i.e., allethrin and tetramethrin, can act as

regulators of the activity of various ABC and SLC drug transporters, but only when used at

high and non-relevant concentrations, making unlikely any contribution of these transporter

activity alterations to pyrethroid toxicity in environmentally exposed humans.
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Introduction

Pyrethroid insecticides constitute presently one of the most widespread class of synthetic pesti-

cides [1]. These compounds are structurally divided into two types, i.e., type I pyrethroids con-

taining a cyclopropane carboxylic acid structure, and type II pyrethroids having an α-cyano
group attached to a benzylic carbon. They are commonly used in agriculture, in food storage

and transportation and in indoor and outdoor residential settings. Humans are thought to be

widely exposed to these pesticides [2, 3], especially through the diet [4], because pyrethroids

are frequently detected in some fruits and vegetables [5]. Additionally, dusts and surfaces can

contribute to pyrethroid exposure at residences [6], whereas occupational exposure to pyre-

throids has also to be taken into account, notably in agricultural workers [7].

The insecticidal actions of pyrethroids depend on their ability to bind to voltage-gated

sodium channels of insect nerves and to prevent their closure, leading by this way to perma-

nent depolarization of axonal membranes and paralysis [8]. Pyrethroids can also impair mam-

mal ionic channels, including voltage-gated sodium or calcium channels and voltage- and

ligand-gated chloride channels [9]. Mammals, including humans, are however considered as

rather poorly sensitive to toxic effects of pyrethroids, even if human poisoning can lead to

severe neurotoxicity, resulting in tremor syndrome for type I pyrethroids and choreoathetosis

with salivation syndrome for type II pyrethroids [10]. Chronic exposure to some pyrethroids

may moreover result in developmental neurotoxicity and nigrostriatal dopaminergic neurode-

generation, thus favoring Parkinson’s disease and other neurodegenerative diseases [11], that

are also thought to be promoted by other chemical classes of pesticides [12]. Pyrethroids may

additionally contribute in a notable way to deleterious effects of pesticide mixtures [13].

Besides ion channels, other molecular targets of pyrethroids have been described in mam-

mals. It is notably the case for γ-aminobutyric acid receptors [14] and for several hormone

receptors [15], which may contribute to endocrine disruption properties of pyrethroids [16].

Pyrethroids can also activate drug sensing receptors such as pregnane X receptor (PXR) [17]

and constitutive androstane receptor (CAR) [18]; by this way, they have been shown to up-

regulate expression and activity of some major drug metabolizing enzymes like cytochrome

P-450 (CYP) 3A4 and CYP2B6 in human hepatic cells [19, 20], and thus to modulate drug

metabolizing pathways [21]. In addition to CYPs, pyrethroids may impact mammalian drug

transporters, which contribute in a major way to xenobiotic detoxification [22] and are often

coordinately regulated with drug metabolizing enzymes [23]. Indeed, activity of P-glycopro-

tein (P-gp), an ATP-binding cassette (ABC) efflux pump encoded by the multidrug resistance

(MDR) 1 gene/ABCB1 and handling a broad range of amphiphilic cationic drugs as well as

various endogenous lipids [24, 25], has been shown to be inhibited by some pyrethroids [26,

27]. The ABC efflux pump breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2)may also interfere

with pyrethroids because its ATPase activity is blocked by the pyrethroids permethrin and

cypermethrin [28]. Moreover, indirect evidence for the handling of the pyrethroids deltame-

thrin, cis-permethin and trans-permethrin by an uncharacterized influx transporter in intesti-

nal Caco-2 cells has been recently reported [29]. Data about interactions of pyrethroids with

human drug transporters remain however yet rather scarce and limited. The present study was

therefore designed to more extensively analyze the potential inhibitory effects of fourteen pyre-

throids towards activity of main ABC and solute carrier (SLC) drug transporters. These insec-

ticides correspond to type I pyrethroids (seven compounds: allethrin (also known as allethrin

1), bifenthrin, cis-permethrin, trans-permethrin, resmethrin, tefluthrin and tetramethrin) or

type II pyrethroids (seven compounds: β-cyfluthrin, λ-cyhalothrin, β-cypermethrin, deltame-

thrin, esfenvalerate, fenpropathrin and τ-fluvalinate) and can be considered as adequately

reflecting the structural and historical diversity of these pesticides. Moreover, at least some of
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them are insecticides used in large-scale commercial agricultural and domestic applications

and have already been tested in in vitro toxicity assays [30–33]. Our data demonstrate that the

pyrethroids allethrin and tetramethrin are inhibitors of various drug transporters, but only

when used at relative high concentrations likely not reached in humans environmentally

exposed to these insecticides.

Materials and Methods

Chemicals

Pyrethroids were provided by Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France) and Cluzeau

Info Labo (Sainte-Foy-La-Grande, France). The chemical structures of the fourteen pyrethroids

whose the potential inhibitory effects towards activity of drug transporters were extensively tested

are shown in S1 Fig. It is noteworthy that pyrethroid insecticides generally have complex configu-

rations and contain one to three chiral centers, thus resulting in two to eight stereoisomers, with

only some of them displaying insecticide properties [9, 34, 35]. Most, if not all, of these insecti-

cides can therefore be theoretically considered as mixtures of geometric and optical isomers,

knowing however that some commercial preparations of pyrethroids available on the market

may contain only one or some of possible stereoisomers [34]. Unfortunately, the exact composi-

tion and stereoisomer proportion of the pyrethroids used in the present study were not provided

by the suppliers. The total number of possible stereoisomers for each of the fourteen pyrethroids

extensively analyzed in the study is given in S1 Table. Pyrethroids were initially prepared as stock

solutions (50 mM) in dimethyl sulfoxide. Such stock solutions were next dissolved in the trans-

port assay medium described below, for getting working pyrethroid concentrations tested on

transporter activities. Rhodamine 123, verapamil, probenecid, amitriptyline, fumitremorgin C,

fluorescein, 4’,6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI), and tetra-ethylammonium bromide (TEA)

were purchased by Sigma-Aldrich, whereas carboxy-2,7-dichlorofluorescein (CF) diacetate and

Hoechst 33342 were from Life Technologies (Saint Aubin, France). [1-14C]-TEA (sp. act. 3.5

mCi/mmol), [6,7-3H(N)]-estrone-3-sulfate (E3S) (sp. act. 54 Ci/mmol) and 3,4-[Ring-2,5,6-3H]-

dihydroxyphenylethylamine (dopamine) (sp. act. 46 Ci/mmol) were from Perkin-Elmer (Boston,

MA, USA). All other chemicals were commercial products of the highest purity available.

Cell culture

P-gp-overexpressing mammary MCF7R cells, parental MCF7 cells [36] and multidrug resis-

tance-associated protein (MRP) 2/ABCC2-expressing human hepatoma HuH-7 cells [37] were

cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) (Life Technologies), supplemented

with 10% (vol/vol) fetal calf serum, 20 IU/mL penicillin and 20 μg/mL streptomycin. BCRP-

transfected HEK293 cells (HEK-BCRP cells) [38], kindly donated by Pr X. Decleves (Faculty of

Pharmacy, University Paris-Descartes, Paris, France), were cultured in DMEM supplemented

with 10% (vol/vol) fetal calf serum, 100 IU/mL amoxicillin, 100 μg/mL erythromycin and 2000

μg/mL G418. Organic anion transporter polypeptide (OATP) 1B1/SLCO1B1- and OATP1B3/

SLCO1B3- transfected CHO cells (CHO-OATP1B1 and CHO-OATP1B3 cells) were cultured

in DMEM-low glucose (1 g/L) containing 20 IU/mL penicillin, 20 μg/mL streptomycin, 10%

(vol/vol) fetal calf serum, 50 μg/mL proline and 500 μg/mL G418, as previously reported [39];

CHO wild type cells were maintained in the cell medium, without however G418. HEK293

cells overexpressing organic cation transporter (OCT) 1/SLC22A1 (HEK-OCT1 cells), OCT2/

SLC22A2 (HEK-OCT2 cells), multidrug and toxin extrusion transporter (MATE)1/SLC47A1

(HEK-MATE1 cells), organic anion transporter (OAT) 1/SLC22A6 (HEK-OAT1 cells), OAT3/

SLC22A8 (HEK-OAT3 cells) and OATP2B1/SLCO2B1 (HEK-OATP2B1 cells) were prepared

by transduction of HEK293 cells by lentiviral pLV-EF1-hOCT1-hPGK-GFP, pLV-EF1-hOCT2-
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hPGK-GFP, pLV-EF1-hMATE1-hPGK-GFP, pLV-EF1-hOAT1-hPGK-GFP, pLV-EF1-hOAT3-

hPGK-GFP, pLV-EF1-hOATP2B1-hPGK-GFP or pLV-EF1-hNTCP-hPGK-GFP vector, as

previously described [40]. Control HEK293 cells (HEK-MOCK cells) were obtained in parallel

by transduction of an empty lentiviral PLV-EF1-hPGK-GFP vector. Construction of the lenti-

viral vectors, production of lentivirus supernatants, transduction of HEK293 cells, cloning and

initial characterization of HEK-OCT1, HEK-OCT2, HEK-MATE1, HEK-OAT1, HEK-OAT3

and HEK-OATP2B1 cells were performed by Vectalys (Labège, France). Transduced HEK293

cells were next routinely cultured in DMEMmedium supplemented with 10% (vol/vol) fetal calf

serum, 20 IU/mL penicillin, 20 μg/mL streptomycin, 1% (vol/vol) MEM non-essential amino

acids solution (Life Technologies) and 1 μg/mL insulin.

For transport assays, cells were usually seeded in 48-multiwell FalconTM tissue culture-

treated polystyrene or CorningTM BioCoatTM poly-D-lysine plates (Corning Incorporated,

NY, USA). The type of multiwell plates, the initial cell seeding and the number of culture days

before performing transport assays are indicated for each cell line/clone in S2 Table.

ABC and SLC transporter activity

The effects of pyrethroids on activity of ABC and SLC transporters were determined through

measuring cellular accumulation or retention of fluorescent or radiolabeled reference sub-

strates for transporters, in the presence or absence of reference inhibitors, as previously

described [41]. The nature of cells and reference substrates and inhibitors used for transport

assays are summarized in S3 Table.

For accumulation assays (performed for all transporters, excepted BCRP), transporter-

expressing cells usually cultured in 48-well plates were first incubated at 37˚C with reference

substrates in the absence (control) or presence of pyrethroids or reference inhibitors, in a

well-defined transport assay medium [42], consisting of 136 mMNaCl, 5.3 mM KCl, 1.1mM

KH2PO4, 0.8 mMMgSO4, 1.8 mM CaCl2, 10 mMHEPES, 11 mMD-glucose and adjusted to

pH = 7.4 (excepted for MATE transporter assays, for which pH was set to 8.4). The nature of

substrates and reference inhibitors and the incubation times with substrates, that varied

according to the transporter, were selected in agreement with previous studies [41, 43] and are

indicated in S3 Table. The total incubation volume with substrates was 200 μL/well. After

washing twice in phosphate-buffered saline (PBS) (200 μL/well/washing), cells were lysed in

distilled water (155 μL/well). An aliquot of cell lysate (5 μL) was then taken for determining

cellular protein content by the Bradford method [44]. The rest of lysate (150 μL/well) was used

for measuring intracellular accumulation of reference substrates by scintillation counting or

spectrofluorimetry using a SpectraMax Gemini SX spectrofluorometer (Molecular Devices,

Sunnyvale, CA, USA) (excitation and emission wavelengths were 485 and 535 nm, respec-

tively, for rhodamine 123 and fluorescein, and 355 and 460 nm, respectively, for DAPI).

For retention assay (used for BCRP activity), HEK-BCRP cells cultured in 48-well plates

were first loaded at 37˚C with transport assay (200 μL/well) containing 16.2 μMHoechst

33342 for 30 min. After washing twice in PBS (200 μL/well/washing), cells were reincubated in

Hoechst 33342-free transport assay medium (200 μL/well) at 37˚C for 90 min in the absence

or presence of pyrethroids or of the BCRP reference inhibitor fumitremorgin C used at 10 μM.

Cells were next lysed in distilled water (155 μL/well) after washing twice in PBS (200 μL/well/

washing). The cell lysate was finally used for determining cellular protein content and intracel-

lular retention of Hoechst 33342 (by spectrofluorimetry: excitation and emission wavelengths

were 355 and 460 nm, respectively), as described above.

Intracellular concentrations of reference substrates were initially expressed as fluorescence arbi-

trary units (for fluorescent dye substrates) or as moles (for radiolabeled substrates) and normalized
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to cellular protein content, determined by the Bradford method [44]. They were finally used for

calculating percentage of transporter activity, according to the following equations [41, 45]:

% ABC transporter activity ¼
ð½Substrateref inh��½Substratepyrethroid�Þ � 100

ð½Substrateref inh��½Substratecontrol�Þ
ð1Þ

% SLC transporter activity ¼
ð½Substratepyrethroid��½Substratref inh�Þ � 100

ð½Substratecontrol��½Substrateref inh�Þ
ð2Þ

with [Substratepyrethroid] = cellular concentration of reference substrate in the presence of pyre-

throid, [Substrateref inh] = cellular concentration of reference substrate in the presence of reference

inhibitor and [Substratecontrol] = cellular concentration of reference substrate in control cells not

exposed to pyrethroid or reference inhibitor.

For OCT1-mediated transport inhibition by pyrethroids, data were also expressed as per-

centages of inhibition of OCT1 activity using the following equation:

% OCT1 activity inhibition ¼ 100% � % OCT1 activity ðin the presence of pyrethroidÞ ð3Þ

The initial tested concentration of pyrethroids was 100 μM.When a pyrethroid used a this

concentration modulated transporter activity by more than 50%, the effects of various addi-

tional concentrations of the pyrethroid (from 0.1 to 300 μM) on transporter activity were ana-

lyzed, in order to determine half maximal inhibitory concentration (IC50) (for inhibitory

effects of pyrethroids) or half maximal effective concentration (EC50) (for stimulatory effects

of pyrethroids). Such concentrations were calculated using GraphPad Prism software (Graph-

Pad Software, La Jolla, CA), through nonlinear regression based on the four parameter logistic

function using the following equations:

For IC50:

A ¼
100

1þ 10
ðð½I� � LogIC50Þx Hill slopeÞ

ð4Þ

For EC50:

A ¼
100

1þ 10
ðð½I� � LogEC50Þx Hill slopeÞ

ð5Þ

where A is the percentage of transporter activity for a given concentration of pyrethroid deter-

mined as described in Eq (1) for ABC transporters and in Eq (2) for SLC transporters, [I] is the

pyrethroid concentration in the medium, and Hill slope is a coefficient describing the steep-

ness of the curve.

Dopamine accumulation in OCT1-transfected HEK293 cells

HEK-MOCK and HEK-OCT1 cells were incubated with transport assay medium containing

11 nM 3,4-[Ring-2,5,6-3H]-dopamine, in the absence or presence of the reference OCT1

inhibitor verapamil or of pyrethroids for 5 min at 37˚C in the transport assay medium

described above. After washing twice with PBS, cells were lysed in distilled water and intracel-

lular accumulation of dopamine was finally measured by scintillation counting.

Trans-stimulation assays in OCT1-transfected HEK293 cells

Trans-stimulation assays were performed as previously described [46]. Briefly, OCT1-trans-

fected HEK293 cells were first preloaded with 2 mM unlabeled TEA or 100 μM pyrethroid for
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60 min at 37˚c in the transport assay medium described above. After washing twice with PBS,

cells were next re-incubated in transport assay medium containing 29 μM [1-14C]-TEA for 5

min at 37˚C. After washing twice with PBS, cells were lysed in distilled water and intracellular

accumulation of [1-14C]-TEA was then determined by scintillation counting.

Molecular descriptor generation

Molecular descriptors were evaluated using the Dragon 6 software (Talete, Milano, Italy), that

provides 4885 molecular descriptors divided into 29 blocks (See http://www.talete.mi.it/

products/dragon_molecular_descriptor_list.pdf for a complete list of these descriptors). Pyre-

throids, initially expressed in SMILES format, were converted to 3D format using the Marvin-

View software (ChemAxon, Budapest, Hungary) before processing by Dragon 6 to obtain

molecular descriptors.

Statistical analysis

Experimental data were expressed as means ± SEM of at least three independent experiments,

each being usually performed in triplicate (for transport assays, one typical independent exper-

iment therefore corresponded to 3 independent wells on the same multiwell plate). They were

statistically analysis through the Student’s t-test or analysis of variance (ANOVA) followed by

a Dunnett’s or a Newman-Keuls post-hoc test; the criterion of significance was p< 0.05. Cor-

relation between molecular descriptor indexes and percentages of OCT1 activity inhibition by

pyrethroids was initially done with Dragon 6 software through Pearson correlation, using a

cut-off for Pearson’s correlation coefficient of r> 0.8 (positive correlation) or r< -0.8 (nega-

tive correlation), as recommended by the software user’s manual and as previously described

[47]. P-values for Pearson correlations, as well as linear regressions for molecular descriptors

exhibiting a high level of correlation with OCT1 activity inhibition (|r|> 0.92), were next

determined using GraphPad Prism software after confirmation of normality of data distribu-

tion by D’Agostino and Pearson omnibus normality test. The statistical analysis of molecular

descriptors belonging to the block of constitutional indices or to that of molecular properties

and allowing to discriminate allethrin/tetramethrin from the other pyrethroids was performed

using the unpaired Student’s t-test, which is applicable to very small sample sizes [48, 49].

Results

Effects of pyrethroids on ABC transporter activity

For investigating the effects of pyrethroids on ABC transporter activity, we used MCF7R,

HuH-7 and HEK-BCRP cells. Such cells exhibited increased accumulation (MCF7R and HuH-

7 cells) or retention (HEK-BCRP cells) of dyes substrates for P-gp (rhodamine 123), MRP2

andMRP2-like transporters (CF) or BCRP (Hoechst 33342) in response to reference inhibitors

of the pumps (verapamil for P-gp, probenecid for MRP2 and fumitremorgin C for BCRP) (S2

Fig), thus demonstrating that P-gp, MRP2 and BCRP are fully functional in these cells, as pre-

viously described [45]. By contrast, verapamil failed to enhance rhodamine 123 accumulation

in parental MCF7 cells (S2 Fig), which is fully consistent with the absence of detectable P-gp

activity in these cells; in the same way, fumitremorgin C did not augment Hoechst 33342

retention in HEK-MOCK cells (data not shown).

Pyrethroids were routinely used at 100 μM for screening their potential effects towards

drug transporter activity. This 100 μM concentration was retained because it was in the range

of those previously used to interact with the pharmacological targets of pyrethroids, i.e., volt-

age-gated sodium channels, in cultured cells [50, 51], thus underlining its potential relevance
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for in vitro studying interactions of pyrethroids with membrane proteins. P-gp activity was

found to be moderately, but significantly, inhibited (32.7% inhibition) by 100 μM allethrin

(Fig 1), whereas MRP2 and BCRP activity were more potently inhibited (83.8% and 83.9%

inhibition for MRP2 and BCRP, respectively) by the pyrethroid (Fig 1). For MRP2 inhibition,

allethrin IC50 value was 48.2 μM (S3A Fig) whereas it was 42.5 μM for BCRP inhibition (S3B

Fig). The pyrethroid tetramethrin used at 100 μM also notably decreased MRP2 activity

Fig 1. Effects of pyrethroids on ABC drug transporter activities. Activities of P-gp, MRP2 and BCRPwere determined in ABC
transporter-expressing cells (MCF7R cells for P-gp, HuH-7 cells for MRP2 and HEK-BCRP cells), in the absence or presence of reference
inhibitors or various pyrethroids (each used at 100 μM), as described in Materials and Methods. Data are expressed as percentages of
activities found in untreated control cells, arbitrarily set at 100% and indicated by dotted lines on graphs; they are the means ± SEM of three
independent assays, each being performed in triplicate. *, p<0.05 when compared to untreated control cells.

doi:10.1371/journal.pone.0169480.g001
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(58.3% inhibition) and BCRP activity (67.1% inhibition), whereas P-gp activity was more

weakly impaired (24.5% inhibition) (Fig 1); tetramethrin IC50 values were 65.5 μM (for MRP2

inhibition) (S3A Fig) and 72.5 μM (for BCRP inhibition) (S3B Fig). For P-gp, because 100 μM

allethrin and 100 μM tetramethrin inhibited activity by less than 50%, IC50 values may be pre-

dicted to be higher than 100 μM. Other pyrethroids used at 100 μM did not significantly

inhibit P-gp, MRP2 or BCRP activity (Fig 1).

Effects of pyrethroids on organic anion SLC transporter activity

For investigating effects of pyrethroids on activity of organic anion SLC transporters, i.e.,

OATPs and OATs, we used OATP1B1-, OATP1B3-, OATP2B1-, OAT1- and OAT3-trans-

fected cells. As shown in S4 Fig, these cells exhibited increased accumulation of reference

substrates, i.e., E3S for OATP1B1 and OATP2B1 and fluorescein for OATP1B3, OAT1 and

OAT3, when compared to OATP- or OAT-untransfected counterparts; moreover, the OATP

inhibitor probenecid was able to reduce accumulation of reference substrates only in OATP-

and OAT-transfected cells (S4 Fig). Taken together, these data indicated that OATPs and

OATs were fully functional in OATP- and OAT-transfected cells.

As shown in Fig 2, allethrin and tetramethrin used at 100 μM, were found to markedly

inhibit OATP1B1 activity, by more than 85%; corresponding IC50 values were 16.5 μM and

5.7 μM for allethrin and tetramethrin, respectively (S5A Fig). Other pyrethroids did not inhibit

OATP1B1 activity or only moderately inhibited it (by less than 50%), without reaching statisti-

cal significance, except for esfenvalerate (Fig 2). None of pyrethroids was found to impair

OATP1B3 activity (Fig 2). With respect to OATP2B1 activity, it was unexpectedly stimulated

by allethrin (EC50 = 37.8 μM) and tetramethrin (EC50 = 10.1 μM) (Fig 2 and S5B Fig), whereas

other pyrethroids had no significant effect (Fig 2).

τ-fluvalinate, used at 100 μM, was the only pyrethroid that decreased OAT1 activity (Fig 3);

the percentage of inhibition (42.8%) was however less than 50%, which precluded determina-

tion of IC50 value. τ-fluvalinate also inhibited OAT3 activity, but only in a marginal and non-

significant manner (15.6% inhibition) (Fig 3). By contrast, OAT3 activity was more strongly

and significantly inhibited by 100 μM allethrin (74.8% inhibition) and 100 μM tetramethrin

(69.3% inhibition), whereas other pyrethroids failed to impair it (Fig 3); IC50 values for OAT3

inhibition were 69.4 μM (allethrin) and 77.6 μM (tetramethrin) (S5C Fig).

Effects of pyrethroids on organic cation SLC transporter activity

For analyzing effects of pyrethroids on activity of organic cation SLC transporters, i.e., MATEs

and OCTs, we used MATE1-, MATE2-K-, OCT1- and OCT2-transfected HEK293 cells. As

shown in S6 Fig, these cells exhibited increased accumulation of reference substrates, i.e., TEA

for MATE1 and MATE2-K, DAPI for OCT1 and rhodamine 123 for OCT2 when compared to

HEK-MOCK cells; moreover, reference inhibitors (verapamil for MATEs and OCT1 and ami-

triptyline for OCT2) reduced accumulation of reference substrates in MATE- and OCT-trans-

fected cells, but not in HEK-MOCK cells (S6 Fig). Taken together, these data indicated that

MATEs and OCTs were fully functional in MATE- and OCT-transfected cells.

As shown in Fig 4, allethrin and tetramethrin, used at 100 μM, markedly inhibited MATE1

activity, by more than 79%; corresponding IC50 values were 50.2 μM and 47.5 μM for allethrin

and tetramethrin, respectively (S7A Fig). Other pyrethroids did not significantly inhibit

MATE1 activity (Fig 4). None of pyrethroids was found to impair MATE2-K activity (Fig 4).

With respect to OCT1 activity, it was markedly inhibited by 100 μM allethrin (87.9% inhibi-

tion) and 100 μM tetramethrin (73.8% inhibition); corresponding IC50 values, i.e., 2.6 μM (alle-

thrin) and 4.9 μM (tetramethrin), were rather low (S7B Fig). Pyrethroids such as β-cyfluthrin,
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λ-cyhalothrin, β-cypermethrin, deltamethrin, fenpropathrin, trans-permethrin, resmethrin and

tefluthrin also significantly inhibited OCT1 activity, but in a weaker manner; OCT1 inhibition

thus ranged from 30.1% (β-cypermethrin) to 48.8% (resmethrin) (Fig 4). By contrast, bifenthrin,

cis-permethrin, esfenvalerate and τ-fluvalinate failed to significantly alter OCT1 activity (Fig 4).

Allethrin and tetramethrin were finally also shown to markedly inhibit OCT2 activity (Fig 4);

IC50 values were 42.6 μM (allethrin) and 11.2 μM (tetramethrin) (S7C Fig). OCT2 activity was

Fig 2. Effects of pyrethroids on OATP activities. Activities of OATP1B1, OATP1B3 and OATP2B1 were determined in OATP-transfected-
cells in the absence or presence of reference inhibitors or various pyrethroids (each used at 100 μM), as described in Materials andMethods.
Data are expressed as percentages of activities found in untreated control cells, arbitrarily set at 100% and indicated by dotted lines on graphs;
they are the means ± SEM of three independent assays, each being performed in triplicate. *, p<0.05 when compared to untreated control cells.

doi:10.1371/journal.pone.0169480.g002
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Fig 3. Effects of pyrethroids on OAT activities. Activities of OAT1 and OAT3 were determined in OAT-
transfected HEK cells in the absence or presence of reference inhibitors or various pyrethroids (each used at
100 μM), as described in Materials and Methods. Data are expressed as percentages of activities found in
untreated control cells, arbitrarily set at 100% and indicated by dotted lines on graphs; they are the means ±
SEM of three independent assays, each being performed in triplicate. *, p<0.05 when compared to untreated
control cells.

doi:10.1371/journal.pone.0169480.g003
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also counteracted by β-cypermethrin, τ-fluvalinate, trans-permethrin and tefluthrin, but in a

weaker manner with a percentage of inhibition around 25% (Fig 4). Other pyrethroids failed to

impair OCT2-mediated transport (Fig 4).

Fig 4. Effects of pyrethroids on MATE andOCT activities. Activities of MATE1, MATE2-K, OCT1 and OCT2 were determined in MATE- or
OCT-transfected HEK cells, in the absence or presence of reference inhibitors or various pyrethroids (each used at 100 μM), as described in
Materials and Methods. Data are expressed as percentages of activities found in untreated control cells, arbitrarily set at 100% and indicated by
dotted lines on graphs; they are the means ± SEM of three independent assays, each being usually performed in triplicate. *, p<0.05 when
compared to untreated control cells.

doi:10.1371/journal.pone.0169480.g004
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Characterization of pyrethroids-mediated OCT1 inhibition

We next focused on pyrethroids-mediated OCT1 inhibition. Indeed, OCT1 can be considered

as the drug transporter most impacted by pyrethroids because it was the transporter most sen-

sitive to allethrin and tetramethrin according to IC50 values (S7B Fig) and it was also the trans-

porter significantly inhibited by the largest number of pyrethroids, as 10/14 pyrethroids

significantly impaired its activity (Fig 4).

We first determined whether allethrin and tetramethrin can inhibit OCT1-mediated trans-

port of endogenous substrates such as dopamine. HEK-OCT1 cells exhibited enhanced verapa-

mil-inhibitable accumulation of dopamine comparatively to HEK-MOCK cells (Fig 5A), thus

fully confirming that OCT1 handles dopamine [52]. Allethrin used at 10, 100 or 300 μMwas

found to significantly inhibit this OCT1-mediated transport of dopamine (Fig 5B); tetrame-

thrin also decreased it, but only when used at 100 or 300 μM (Fig 5B). Allethrin and tetrame-

thrin used at 100 μMwere next shown to markedly cis-inhibit accumulation of the reference

OCT1 substrate TEA in HEK-OCT1 cells (Fig 6A). Finally, we investigated whether allethrin

and tetramethrin can trans-stimulate TEA uptake, which may constitute an argument in favor

of the transport of the two pyrethroids by OCT1 [46]. Pre-loading with allethrin and tetrame-

thrin however resulted in trans-inhibition, and not trans-stimulation, of radiolabeled TEA

uptake (Fig 6B). By contrast, pre-loading with unlabeled TEA led to a trans-stimulation of

radiolabeled TEA uptake (Fig 6B), as expected for an OCT1 substrate like TEA [46].

In order to identify the specific physico-chemical properties associated to OCT1 inhibition

by pyrethroids, molecular descriptors, including 0D-constitutional, 1D-structural, 2D-topo-

logical and 3D-geometrical descriptors, were determined using Dragon 6 software. Putative

correlations with OCT1 activity inhibition were next analyzed using Pearson’s correlation test.

Using a cutoff of |r|> 0.8, 602 molecular descriptors were found to be correlated with inhibi-

tion of OCT1 activity; the correlation was positive (r> 0.8) or negative (r< -0.8) for 93 and

509 descriptors, respectively (Table 1). These molecular descriptors associated with OCT1

inhibition belong to different blocks of descriptors, especially those of 2D-matrix based

descriptors (n = 350), of edge adjacency indices (n = 85), of topological indices (n = 26), of

3D-MoRSE descriptors (n = 24) and of walk and path counts (n = 20) (Table 1). A complete

list of these descriptors is given in S1 File. Notably, lipophilicity, evaluated through octanol-

water partition coefficients (LogP) calculated using Moriguchi LogP model (MLOGP), was

negatively correlated to OCT1 inhibition, whereas no correlation was found for molecular

weight (MW) or number of hydrogen bond acceptors (nHAcc) and donors (nHDon) (S1 File).

When a more stringent cut-off value of |r|> 0.92 was applied, 9 molecular descriptors were

found to be correlated with OCT1 activity inhibition (S4 Table); linear regression analysis next

confirmed a highly significant linear relation between the index values of these descriptors and

the percentages of OCT1 activity inhibition (S8 Fig). Such molecular descriptors exclusively

belong to the category of 2D topological indexes, notably to walk and path counts (S4 Table).

Determination of basic molecular descriptors discriminating multi-
transporter-interacting pyrethroids (allethrin/tetramethrin) from other
pyrethroids

Allethrin and tetramethrin exhibit a rather large, but specific, profile of transporter inhibition,

because they markedly decreased activity of various transporters, including MRP2, BCRP,

OATP1B1, OAT3, MATE1, OCT1 and OCT2, whereas other pyrethroids concomitantly

exerted no, or only moderate or marginal, inhibitory effects. In addition, allethrin and tetra-

methrin, unlike other pyrethroids, stimulated OATP2B1 activity (Fig 2). Molecular features

restricted to allethrin and tetramethrin may therefore be hypothesized to be involved in the

Inhibition of Drug Transporter Activities by Pyrethroids
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regulations of drug transporter activities caused by the two pyrethroids. In order to identify

such physical-chemical parameters, we compared constitutional indices and molecular prop-

erties from allethrin and tetramethrin with those of other pyrethroids, because important

Fig 5. Effects of allethrin and tetramethrin on OCT1-mediated transport of dopamine. (A) HEK-OCT1
and HEK-MOCK cells were incubated with 11 nM 3,4-[Ring-2,5,6-3H]-dopamine in the absence or presence
of the reference OCT1 inhibitor verapamil (100 μM) for 5 min at 37˚C. Intracellular accumulation of 3,4-[Ring-
2,5,6-3H]-dopamine was then determined by scintillation counting. Data are expressed as pmol/μg protein
and are the means ± SEM of three independent experiments, each being performed in triplicate. *, p<0.05.
(B) HEK-OCT1 cells were incubated with 11 nM 3,4-[Ring-2,5,6-3H]-dopamine in the absence or presence of
various concentrations (10, 100 and 300 μM) of allethrin or tetramethrin. Intracellular accumulation of 3,4-
[Ring-2,5,6-3H]-dopamine was then determined by scintillation counting. Data are expressed as percentages
of OCT1-mediated transport of dopamine in control pyrethroid-unexposed cells, determined by subtracting
accumulation of dopamine in HEK-MOCK cells from that in HEK-OCT1 cells in the absence of pyrethroids,
arbitrarily set at 100% and indicated by a dotted line on the graph. They are the means ± SEM of at least three
independent assays, each being performed in triplicate. *, p<0.05 when compared to untreated control cells.

doi:10.1371/journal.pone.0169480.g005
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Fig 6. Cis- and trans-inhibitory effects of allethrin and tetramethrin towards OCT1-mediated transport
of TEA. (A) HEK-OCT1 cells were incubated with 29 μM [1-14C]-TEA for 5 min at 37˚C in the absence (control)
or presence of 100 μM verapamil, 100 μMallethrin or 100 μM tetramethrin. Intracellular accumulation of TEA
was then determined by scintillation counting. Data are expressed as percentages of TEA accumulation in
control cells and are the means ± SEM of three independent experiments, each being performed in triplicate.
*, p<0.05 when compared to control cells. (B) HEK-OCT1 cells were first incubated for 60 min at 37˚c in the
absence (control) or presence of 2 mM unlabeled TEA, 100 μMallethrin or 100 μM tetramethrin. After washing,
cells were next re-incubated with 29 μM [1-14C]-TEA for 5 min at 37˚C. Intracellular accumulation of [1-14C]-
TEA was then determined by scintillation counting. Data are expressed as percentages of TEA accumulation in
control cells and are the means ± SEM of three independent experiments, each being performed in triplicate.
*, p<0.05 when compared to control cells.

doi:10.1371/journal.pone.0169480.g006
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Table 1. Repartition of molecular descriptors correlated with OCT1 activity inhibition by pyrethroids (|r|>0.80).

Dragon ID
Block

Block
category

Block description Number of
descriptors

Number of correlated descriptors Percentage of
Correlated descriptors

in each block

Percentage of total
correlated
descriptors

Positive
Correlation
(r > 0.8)

Negative
Correlation (r <

-0.8)

1 0D-
descriptors

Constitutional
descriptors

43 2 7 20.9 1.5

2 0D-
descriptors

Ring descriptors 32 1 4 15.6 0.8

3 2D-
descriptors

Topological indices 75 1 25 34.7 4.3

4 2D-
descriptors

Walk and path
counts

46 0 20 43.5 3.3

5 2D-
descriptors

Connectivity
indices

37 0 7 18.9 1.2

6 2D-
descriptors

Information indices 48 0 9 18.8 1.5

7 2D-
descriptors

2D matrix-based
descriptors

550 36 314 63.6 58.1

8 2D-
descriptors

2D
autocorrelations

213 4 3 3.3 1.2

9 2D-
descriptors

Burden
eigenvalues

96 0 6 6.3 1.0

10 2D-
descriptors

P_VSA-like
descriptors

45 1 1 4.4 0.3

11 2D-
descriptors

ETA indices 23 1 8 39.1 1.5

12 2D-
descriptors

Edge adjacency
indices

324 8 77 26.2 14.1

13 3D-
descriptors

Geometrical
descriptors

38 0 5 13.2 0.8

14 3D-
descriptors

3D matrix-based
descriptors

90 3 2 5.6 0.8

15 3D-
descriptors

3D
autocorrelations

80 1 0 1.3 0.2

16 3D-
descriptors

RDF descriptors 210 0 2 1.0 0.3

17 3D-
descriptors

3D-MoRSE
descriptors

224 20 4 10.7 4.0

18 3D-
descriptors

WHIM descriptors 114 0 0 0.0 0.0

19 3D-
descriptors

GETAWAY
descriptors

273 0 9 3.3 1.5

20 3D-
descriptors

Randic molecular
profiles

41 1 0 2.4 0.2

21 0D-
descriptors

Functional group
counts

154 2 2 2.6 0.7

22 1D-
descriptors

Atom-centred
fragments

115 3 0 2.6 0.5

23 1D-
descriptors

Atom-type E-state
indices

170 1 1 1.2 0.3

24 2D-
descriptors

CATS 2D 150 0 0 0.0 0.0

25 2D-
descriptors

2D Atom Pairs 1596 3 0 0.2 0.5

(Continued )
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descriptors for transporter inhibition are usually comprised among these basic descriptors

[53]. As shown in Table 2, values for 19 descriptors, i.e., 15 constitutional indices and 4 molec-

ular properties, were found to significantly differ between allethrin/tetramethrin and other

pyrethroids. These discriminating molecular descriptors notably correspond to molecular

weight (MW), van der Waals volume (Mv), polarizability (Mp), rotatable bond fraction

(RBF), percentage of C atoms (C%) and lipophilicity/LogP, calculated using either Moriguchi

(MLOGP) or Ghose-Crippen-Viswanadhan (ALOGP) LogP models. Allethrin/tetramethrin

thus exhibit reduced molecular weight, van der Waals volume, polarizability, percentage of C

atoms and lipophilicity when compared to other pyrethroids (Table 2). Interestingly, when

some of these descriptors were combined pairwise, they allowed to easily graphically discrimi-

nate allethrin/tetramethrin from other pyrethroids (Fig 7). Applying this graphically discrimi-

nation based on MW versus ALOGP or on C% versus Mv to three type I pyrethroids not

previously analyzed in the present study, i.e., imiprothrin, prallethrin and phenothrin, allowed

to predict that imiprothrin and prallethrin, unlike phenothrin, may interact with drug trans-

porter activities (Fig 8A). This prediction was next validated through demonstrating that imi-

prothrin and prallethrin, but not phenothrin, inhibited OCT1, OCT2 and OAT3 activities and

cis-stimulated that of OATP2B1 when used at 100 μM (Fig 8B); imiprothrin and prallethrin,

like allethrin and tetramethrin (Fig 3), however failed to alter OAT1 activity (Fig 8B).

Discussion

Previous studies have shown that some pesticides, including pyrethroids, may interact with

drug transporters [26, 27, 54, 55]. The data reported in the present study fully support this

hypothesis through demonstrating that the type I pyrethroids allethrin and tetramethrin inhib-

ited various ABC and SLC drug transporters (See Table 3 for a summary of drug transporter

activity regulation by these two pyrethroids). The type I pyrethroids imiprothrin and pralle-

thrin were additionally shown to interact with OCT1, OCT2, OAT3 and OATP2B1 activities.

By contrast, other type I or type II pyrethroids, did not, or only rather very moderately or mar-

ginally, impair drug transporter activities.

Allethrin and tetramethrin significantly inhibited activities of the drug efflux pumps P-gp,

MRP2 and BCRP and those of the SLC transporters OATP1B1, OAT3, MATE1, OCT1 and

OCT2. The potency of inhibition nevertheless depends on transporters (Table 3). According

to IC50 values, that constitute the main parameter to be considered for drug transporter in-

hibition, notably under a regulatory point of view [22], transporter ranking (from the most

inhibited to the less inhibited transporter) was OCT1>OATP1B1>BCRP>OCT2>MRP2>

MATE1>OAT3>P-gp for allethrin and OCT1>OATP1B1>OCT2>MATE1>MRP2>

BCRP>OAT3>P-gp for tetramethrin. The two pyrethroids also interacted with OATP2B1

Table 1. (Continued)

Dragon ID
Block

Block
category

Block description Number of
descriptors

Number of correlated descriptors Percentage of
Correlated descriptors

in each block

Percentage of total
correlated
descriptors

Positive
Correlation
(r > 0.8)

Negative
Correlation (r <

-0.8)

26 3D-
descriptors

3D Atom Pairs 36 0 0 0.0 0.0

27 others Charge descriptors 15 0 0 0.0 0.0

28 others Molecular
properties

20 0 3 15 0.5

29 others Drug-like indices 27 5 0 18.5 0.9

doi:10.1371/journal.pone.0169480.t001
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activity, which was cis-stimulated. Only OATP1B3, OAT1 and MATE2-K activities were not

altered by the two pyrethroids. The fact that allethrin and tetramethrin failed to interact with

these drug transporters, associated to the stimulation of OATP2B1 and to the differential sensi-

tivities of inhibited transporters, discards any general and non-discriminating inhibitory effect

of allethrin and tetramethrin towards membrane transporter activities. In addition, IC50 for

transporter inhibition by allethrin and tetramethrin range from 2.6 μM to 77.6 μM, and such

values are generally much higher than pyrethroid concentrations (around 0.5–2 μM) usually

required for interacting with sodium channels in primary cultured mammalian cells [56],

making unlikely that drug transporter inhibition by pyrethroids may be due to alteration of

sodium channel activity. This conclusion is also fully supported by the fact that the majority

of pyrethroids, excepted allethrin, tetramethrin, imiprothrin and prallethrin, failed to inhibit

transporters in a major and notable way, even if they are all presumed to efficiently alter

sodium channel activity [35]. Interactions of some pyrethroids such as allethrin and tetrame-

thrin with various drug transporters can rather be considered as specific, most likely reflecting

direct and transporter-dependent interactions of these two pyrethroids with substrate and/or

regulatory binding sites on drug transporters, as classically thought for drug transporter in-

hibitors [57]. In this context, it can be speculated that binding of allethrin and tetramethrin to

targeted transporters reflects physico-chemical properties specific to these two pyrethroids.

Such properties are likely unrelated to those underlying activity of allethrin and tetramethrin

towards sodium channels. Indeed, the sodium channels-based insecticidal activity of allethrin

and tetramethrin is strictly dependent upon the entire stereospecific structure of these insecticides

[9, 34], as for other pyrethroids inactive or poorly active on transporters. It is consequently

Table 2. Molecular descriptors discriminating allethrin/tetramethrin from other pyrethroids.

Molecular descriptor Index mean p-valuea

Name Description Block Allethrin- Tetramethrin Other pyrethroids

MW molecular weight CIb 317.0 422.7 0.0198

AMW average molecular weight CI 6.5 8.7 0.0321

Mv mean atomic van der Waals volume (scaled on Carbon atom) CI 0.590 0.666 0.0021

Mp mean atomic polarizability (scaled on Carbon atom) CI 0.631 0.691 0.135

nSK number of non-H atoms CI 23.0 28.5 0.0221

nBO number of non-H bonds CI 24.5 30.5 0.0223

SCBO sum of conventional bond orders (H-depleted) CI 29.5 39.7 0.0123

RBF rotatable bond fraction CI 0.110 0.136 0.0348

nH number of Hydrogen atoms CI 25.50 20.36 0.0478

H% percentage of H atoms CI 52.60 41.51 0.008

C% percentage of C atoms CI 39.20 45.49 0.0008

O% percentage of O atoms CI 7.25 5.78 0.0488

nCsp3 number of sp3 hybridized Carbon atoms CI 11.50 6.82 0.0004

nCsp2 number of sp2 hybridized Carbon atoms CI 7.50 14.82 0.004

AMR Ghose-Crippen molar refractivity MPc 89.45 107.59 0.0447

MLOGP Moriguchi octanol-water partition coeff.(logP) MP 3.478 4.497 0.0017

ALOGP Ghose-Crippen octanol-water partition coeff.(logP) MP 3.676 5.814 0.0034

ALOGP2 squared Ghose-Crippen octanol-water partition coeff. (logP^2) MP 13.567 34.581 0.0131

PDI packing density index MP 0.900 0.928 0.0196

a given by Student’s t test.
b constitutional indice.
c molecular property.

doi:10.1371/journal.pone.0169480.t002
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restricted to some stereoisomers and did not rely on a specific substructure reactive entity or

molecular moiety that could be identified as the toxophore conferring pyrethroid-like insec-

ticidal activity [35]. The inhibitory effects against transporter activities of allethrin and tetra-

methrin can therefore not been specifically ascribed to the pyrethroid isomers within these

mixtures that are insecticides and mammalian neurotoxicants. Further studies are therefore

likely required to investigate the exact contribution of the various tetramethrin and allethrin ste-

reoisomers not implicated in primary insecticidal and neurotoxic effects to drug transporter

Fig 7. Graphical pairwise representation of somemolecular descriptors allowing to discriminate
allethrin/tetramethrin from other pyrethoids. Allethrin/tetramethrin are graphically included in a red circle,
whereas other pyrethoids are included in a green circle. MW, molecular weight; ALOGP, Ghose-Crippen-
Viswanadhan octanol-water partition coefficient; Mv, mean atomic van der Waals volume (scaled on Carbon
atom); C%, percentage of C atoms.

doi:10.1371/journal.pone.0169480.g007
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Fig 8. Effects of imiprothrin, phenothrin and prallethrin on OCT1, OCT2, OATP2B1, OAT1 and OAT3 activities. (A) Imiprothrin,
phenothrin and prallethrin were projected on graphs MW (molecular weight) versus ALOGP (Ghose-Crippen-Viswanadhan octanol-water
partition coefficient) (Right panel) and C% (percentage of C atoms) versus Mv (mean atomic van der Waals volume, scaled on Carbon atom)
(Left panel). Red and green circles were placed exactly as defined in Fig 7 and putatively discriminated pyrethroids interacting with drug
transporters (red circle) from those that do not it (green circle). (B) Activities of OCT1, OCT2, OATP2B1, OAT1 and OAT3 were determined in
transporter-transfected HEK cells in the absence or presence of reference inhibitors or of imiprothrin, phenothrin or prallethrin (each used at
100 μM), as described in Materials andMethods. Data are expressed as percentages of activities found in untreated control cells, arbitrarily set
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inhibition, knowing that the effects of drug transporter inhibitors may exhibit stereoselectivity

[58].

Physicochemical parameters involved in drug transporter inhibitory effects exerted by alle-

thrin and tetramethrin likely include constitutional indices, such as molecular weight and

polarizability, and molecular properties, such as hydrophobicity (LogP), which were found to

significantly discriminate allethrin/tetramethrin from other pyrethroids. Importantly, these

basic descriptors have already been shown to be crucial for inhibition of the transporters

targeted by the two pyrethroids. Lipophilicity/LogP, molecular weight and/or molecular

polarizability thus constitute important parameters to consider for inhibiting MRP2, BCRP,

OATP1B1, OAT3, MATE1, OCT1 or OCT2 [59–65]. Interestingly, pairwise association of

some of these basic descriptors allow to easily and graphically differentiate allethrin/tetrame-

thrin from other pyrethroids not, or only poorly interacting with drug transporters. Such a

graphical discrimination was moreover used to successfully predict whether pyrethroids such

as imiprothrin, phenothrin and prallethrin may interact with activity of transporters like

OCT1, OCT2, OATP2B1, OAT1 and OAT3. This suggests that taking into consideration vari-

ous descriptors together, including not only basic descriptors but also 2D- and 3D-molecular

descriptors, would help to precisely and more extensively characterize the molecular basis of

the specific interactions of some pyrethroids with drug transporters. In particular, this may

lead to a better knowledge of the molecular features involved in cis-stimulation of OATP2B1

by pyrethroids like allethrin and tetramethrin. Cis-stimulation of OATP transporters has al-

ready been reported for other chemicals [60]. Similarly, other transporters like MRP2, OAT1,

OAT3 and MATE1 are also subjected to cis-stimulation by some chemicals [61, 62, 66]. The

molecular mechanisms that underlie such cis-stimulatory effects remain however yet poorly

characterized.

Among transporters targeted by allethrin and tetramethrin, OCT1 is likely a major one.

Indeed, allethrin and tetramethrin inhibited OCT1-mediated transport of DAPI with IC50 in

the 2–5 μM range. Moreover, OCT1-mediated transport of the dye was similarly markedly

inhibited by 100 μM imiprothrin and prallethrin, whereas other pyrethoids also impacted

OCT1 activity, although in a weaker manner. Allethrin and tetramethrin also blocked

at 100% and indicated by dotted lines on graphs; they are the means ± SEM of at least three independent assays, each being usually
performed in triplicate. *, p<0.05 when compared to untreated control cells.

doi:10.1371/journal.pone.0169480.g008

Table 3. Summary of allethrin and tetramethrin effects towards drug transporters.

Drug transporter Allethrin Tetramethrin

ABC transporter P-gp Inhibition (IC50>100 μM) Inhibition (IC50>100 μM)

MRP2 Inhibition (IC50 = 48.2 μM) Inhibition (IC50 = 65.5 μM)

BCRP Inhibition (IC50 = 42.5 μM) Inhibition (IC50 = 72.5 μM)

SLC transporter OATP1B1 Inhibition (IC50 = 16.5 μM) Inhibition (IC50 = 5.7 μM)

OATP1B3 No effect (up to 100 μM) No effect (up to 100 μM)

OATP2B1 Stimulation (EC50 = 37.8 μM) Stimulation (EC50 = 10.1 μM)

OAT1 No effect (up to 100 μM) No effect (up to 100 μM)

OAT3 Inhibition (IC50 = 69.4 μM) Inhibition (IC50 = 77.6 μM)

MATE1 Inhibition (IC50 = 50.2 μM) Inhibition (IC50 = 47.5 μM)

MATE2-K No effect (up to 100 μM) No effect (up to 100 μM)

OCT1 Inhibition (IC50 = 2.6 μM) Inhibition (IC50 = 4.9 μM)

OCT2 Inhibition (IC50 = 42.6 μM) Inhibition (IC50 = 11.2 μM)

doi:10.1371/journal.pone.0169480.t003
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OCT1-mediated transport of the reference OCT1 substrate TEA, as well as that of the endoge-

nous substrate dopamine. Inhibition of OCT1-related transport of dopamine by the two pyre-

throids was however rather less marked than that of DAPI; indeed, allethrin used at 10 μM

reduced OCT1-mediated DAPI and dopamine accumulation by 73.7% and 51.6%, respec-

tively, whereas 10 μM tetramethrin decreased DAPI uptake by 66.4%, but failed to significantly

alter that of dopamine (S7B Fig and Fig 5). This likely illustrates the fact that inhibitory profiles

for a transporter can vary according to the nature of the substrate and of drug binding sites, as

already established for various transporters, including organic cation transporters [67–69].

The mechanism by which pyrethroids like allethrin and tetramethrin down-regulate OCT1

activity remain to be determined. Because the two pyrethroids failed to trans-stimulate OCT1

activity, but rather trans-inhibited it, they are likely not substrate for OCT1. This may suggest

that they do not act through a competitive mechanism toward the transport drug binding site

on OCT1. High lipophilicity has been previously shown to be positively correlated to OCT1

inhibition, whereas a high molecular dipole moment and many hydrogen bonds were nega-

tively correlated and molecular weight was not correlated [63]. In agreement with these data,

we have found that molecular weight was also not correlated with OCT1 inhibition by pyre-

throids. By contrast, LogP was negatively correlated for pyrethroids, whereas the number of

hydrogen bonds as well as those of hydrogen bond acceptors and donors were not correlated.

The reason for these discrepancies between our study and that of Ahlin et al. [63] is unclear,

but could be linked to the small number and the relative structural homology of pyrethroids

analyzed in the present study (n = 14) when compared to the larger number of structurally-

diverse chemicals (n = 191) previously investigated [63]. Moreover, all the analyzed pyre-

throids are rather lipophilic and non-charged compounds. Nevertheless, a great number of

molecular descriptors, notably 2D-matrix based descriptors, has been found to be correlated

to OCT1 activity inhibition by pyrethroids; some of them, notably some walk and path counts,

were moreover demonstrated to exhibit a highly significant linear relationship with the per-

centage of OCT1 activity inhibition. Beyond pyrethroids, further studies are likely required to

evaluate the relevance of these molecular descriptors for predicting OCT1 inhibition by diverse

structurally-unrelated chemicals.

The putative relevance of the transporter inhibitions described in vitro in the present study

to human exposure to environmental pyrethroids is probably a key-point that has to be consid-

ered. In this context, it is first noteworthy that only some of the pyrethroids tested, i.e., alle-

thrin, tetramethrin, imiprothrin and prallethrin, exhibit significant inhibitory effects towards

transporters; this indicates that such effects on drug transporters are likely idiosyncratic off-

target effects of a limited number of compounds rather than representative of effects relevant

to the toxicology of pyrethroids as a class. Moreover, blood concentrations of pyrethroids

are very low or not detected in human subjects environmentally exposed to these pesticides

(<5μg/L, i.e.,<12.8 nM for cyfluthrin, cypermethrin, deltamethrin or permethrin [70]). This

makes very unlikely that pyrethroid concentrations required to inhibit drug transporters,

which range from 2.6 μM to 77.6 μM for allethrin/tetramethrin according to IC50 values, and

are therefore much higher than those targeting ion channels [56], may be reached in vivo.

Moreover, following systemic absorption, pyrethroids are rapidly and extensively metabolized

through oxidation, ester hydrolysis and conjugation, which precludes their accumulation in

any specific tissues or organs [71]. Transporter inhibition in response to environmental expo-

sure to pyrethroids such as allethrin and tetramethrin is therefore unlikely to occur at first

view, which discards any drug-drug interactions due to drug transport impairment or any

alteration of endogenous substrate transport by environmental pyrethroids. Putative consider-

ation of the inhibitory effects of pyrethroids like allethrin and tetramethrin towards drug

transporters under a regulatory point of view for pyrethroid risk assessment can therefore be
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excluded. It should be however kept in mind that humans are likely exposed not only to a

single pyrethroid, but to other pesticides and xenobiotics, that may also interact with drug

transporters [55], as recently demonstrated for notably organochlorine pesticides [43], poly-

chlorinated biphenyls [72], diesel exhaust particle components [41] and perfluorinated surfac-

tants [73]. Plasma levels of pyrethroids, especially allethrin and tetramethrin, associated with

those of other pollutants, may therefore be sufficient to contribute to synergic or additive

inhibitory effects towards drug transporters, as already described for pesticide combinations

[74]. In addition, concentrations of pyrethroids may be much higher in the gastro-intestinal

tract (before first-pass metabolism) than in plasma, and activities of drug transporters notably

expressed at the intestinal level, especially P-gp, MRP2, BCRP, OATP2B1 and OCT1 [22, 75],

may therefore be hypothesized to be impacted by ingested pyrethroids. Moreover, characteriz-

ing concentration-dependence of transporter activity inhibition by allethrin and tetramethrin

in the present study was based on IC50 values; because IC50 values rely on substrate concentra-

tions [76], the relevance of potential transporter inhibition has likely to be challenged according

to the nature and in vivo concentrations of putative substrates. Finally, elevated concentrations

of pyrethroids are likely to occur during acute poisoning [77] and, in this case, inhibition of

transport of endogenous substrates like dopamine by allethrin or tetramethrin may contribute

to the toxicity of these pesticides.

Another points that should be considered are the putative handling of pyrethroids by drug

transporters, notably by intestinal transporters which in case of food and drinking water expo-

sure would first be encountered [29], and the consequences for toxicokinetics of these insecti-

cides. In this context, it is noteworthy that whether pyrethroids or their metabolites can be

substrates for drug transporters remains to be determined. As already discussed above, trans-

port of allethrin and tetramethrin by OCT1 is however unlikely to occur, as demonstrated by

the failure of these two chemicals to trans-stimulate OCT1 activity. In the same way, deltame-

thrin has been recently shown to be not effluxed by P-gp [78], which agrees with the fact that

this pyrethroid did not inhibit this ABC efflux pump in the present study and also failed to

alter P-gp ATPase activity [28]. Conflicting results have however been reported with respect

to interactions of pyrethroids with P-gp. Cypermethrin, esfenvalerate, fluvalinate and per-

methrin have thus been shown to inhibit P-gp activity or ATPase activity [26, 27], but they did

not alter P-gp activity in the present study. Similarly, permethrin and resmethrin inhibited

BCRP ATPase activity [28], without inhibiting BCRP activity in our study. The reasons of such

discrepancies are unclear, but they could be linked to the high concentrations of pyrethroids

used in some previous studies [26] or to the different methodological approaches retained for

investigating ABC efflux pump, i.e., ATPase activity versus effective transport of reference

substrates.

Finally, the hypothesis that pyrethroids may alter expression of drug transporters, notably

in the liver, has likely to be additionally considered. Indeed, pyrethroids can activate drug

sensing receptors like PXR and CAR [17, 18], which are well-known to be implicated in drug

transporter expression regulation [79, 80]. Activation of PXR or CAR by pyrethroids may

consequently result in up-regulation of transporters targeted by these receptors such as P-gp

[81], MRP2 [82] or MRP3 [83]. Whether such putative regulations may occur in response to

environmental concentrations of pyrethroids and may have functional consequences would

deserve further studies.

In summary, the pyrethroids allethrin and tetramethrin were found to inhibit activity of vari-

ous ABC and SLC drug transporters. Such inhibitions of drug transporters however occurred

for concentrations of the two pyrethroids much higher than those commonly expected in

response to environmental exposure, making unlikely any relevant contribution of transporter

inhibition to pyrethroid toxicity in environmentally exposed humans.
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Supporting Information

S1 File. List of molecular descriptors correlated with OCT1 activity inhibition by pyre-

throids ((|r|>0.80).

(XLSX)

S1 Table. Number of possible stereoisomers for pyrethroids.

(DOCX)

S2 Table. Parameters for transporter-expressing cell culture.

(DOCX)

S3 Table. Parameters of drug transport assays.

(DOCX)

S4 Table. Molecular descriptors highly correlated with OCT1 activity inhibition by pyre-

throids ((|r|>0.92).

(DOCX)

S1 Fig. Chemical structures of pyrethroids.

(TIF)

S2 Fig. ABC transporter activities in ABC transporter-expressing reference cell lines. P-gp,

MRP2 and BCRP activities were determined through measuring cellular accumulation (P-gp

and MRP2 activities) or retention (BCRP activity) of reference substrates (rhodamine 123 for

P-gp, CF for MRP2 and Hoechst 33342 for BCRP), in the absence or presence of reference

inhibitors (50 μM verapamil for P-gp, 2 mM probenecid for MRP2 and 10 μM fumitremorgin

C for BCRP), in parental MCF7 and P-gp-positive MCF7R cells, in MRP2-positive HuH-7

cells and in HEK-BCRP cells. Data shown are the means ± SEM of at least three independent

assays, each being performed in triplicate. �, p<0.05. FAU, fluorescence arbitrary unit.

(TIF)

S3 Fig. Concentration-dependent effects of allethrin and tetramethrin towards MRP2 and

BCRP activities. (A) MRP2 and (B) BCRP activities were determined in the absence or pres-

ence of various concentrations of allethrin or tetramethrin, as described in Materials and

Methods. Data are expressed as percentages of transporter activity found in control untreated

cells, arbitrarily set at 100%; they are the means ± SEM of three independent assays, each being

performed in triplicate. IC50 values are indicated at the top of graphs.

(TIF)

S4 Fig. OATP/OAT activities in transporter-expressing reference cell clones.OATP1B1,

OATP1B3, OATP2B1, OAT1 and OAT3 activities were determined through measuring intra-

cellular accumulation of reference substrates (E3S for OATP1B1 and OATP2B1 and fluores-

cein for OATP1B3, OAT1 and OAT3), in the absence or presence of the reference inhibitor

probenecid, in OATP- or OAT-transfected cells and in control parental transporter-untrans-

fected cells. Data shown are the means ± SEM of at least three independent assays, each being

performed in triplicate. �, p<0.05. FAU, fluorescence arbitrary unit.

(TIF)

S5 Fig. Concentration-dependent effects of allethrin and tetramethrin towards OATP1B1,

OATP2B1 and OAT3 activities. (A) OATP1B1, (B) OATP2B1 and (C) OAT3 activities were

determined in the absence or presence of various concentrations of allethrin or tetramethrin,

as described in Materials and Methods. Data are expressed as percentages of transporter activ-

ity found in control untreated cells, arbitrarily set at 100%; they are the means ± SEM of three
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independent assays, each being performed in triplicate. (A, C) IC50 and (B) EC50 values are

indicated at the top of graphs.

(TIF)

S6 Fig. MATE/OCT activities in transporter-expressing reference cell clones.MATE1,

MATE2-K, OCT1 and OCT2 activities were determined through measuring intracellular accu-

mulation of reference substrates (TEA for MATE1 and MATE2-K, DAPI for OCT1 and rho-

damine 123 for OCT2), in the absence or presence of reference inhibitors (verapamil for

MATEs and OCT1 and amitriptyline for OCT2), in MATE- or OCT-transfected HEK293 cells

and in control HEK-MOCK cells. Data shown are the means ± SEM of at least three indepen-

dent assays, each being usually performed in triplicate. �, p<0.05. FAU, fluorescence arbitrary

unit.

(TIF)

S7 Fig. Concentration-dependent effects of allethrin and tetramethrin towards MATE1,

OCT1 and OCT2 activities. (A) MATE1, (B) OCT1 and (C) OCT2 activities were determined

in the absence or presence of various concentrations of allethrin or tetramethrin, as described

in Materials and Methods. Data are expressed as percentages of transporter activity found in

control untreated cells, arbitrarily set at 100%; they are the means ± SEM of three independent

assays, each being performed in triplicate. IC50 values are indicated at the top of graphs.

(TIF)

S8 Fig. Linear regression analysis of percentage of OCT1 activity inhibition by pyrethroids

versus molecular descriptor values. Linear regression analysis was performed for percentages

of OCT1 activity inhibition versus values of the molecular descriptors piPC02, piPC03, piPC04,

piPC05, piPC06, SpDiam_X, JGI3, SM02_EA(bo) and SM04_EA(bo). The r2 value, a measure

of the goodness of the fit, and the p-value are indicated at the top of graphs.

(TIF)
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S1 File. List of molecular descriptors correlated with OCT1 activity inhibition by pyrethroids 
((|r|>0.80).xlsx https://doi.org/10.1371/journal.pone.0169480.s001 

S1 Table. Number of possible stereoisomers for pyrethroids. 

Pyrethroid Number of chiral carbons Number of possible stereoisomers 

Allethrin 3 8 
Bifenthrin 2 4 
β-Cyfluthrin 1 2 
-Cyhalothrin 1 2 

β-Cypermethrin 2a 4a 
Deltamethrin 3 8b 
Esfenvalerate 2 4c 
Fenproprathin 1 2 
Ʈ-Fluvalinate 1d 2d 

cis-Permethrin 1e 2e 
trans-Permethrin 1e 2e 

Resmethrin 2 4 
Tefluthrin 2 4f 

Tetramethrin 2 4 
aCypermethrin contains 3 chiral carbons and corresponds to 8 possible stereoisomers 
bTechnical deltamethrin preparation contains only one stereoisomer [33] 
cEsfenvalerate is comprised of 84% of one stereoisomer (SS configuration) [33] 
dFluvalinate contains 2 chiral carbons and corresponds to 4 possible stereoisomers 
ePermethrin contains 2 chiral carbons and corresponds to 4 possible stereoisomers 
fTechnical tefluthrin preparation is a mixture of only two cis-stereoisomers [33] 

S2 Table. Parameters for transporter-expressing cell culture. 

Cells Nature of cell culture surface Initial cell seeding/wella Number of days in culture before 
performing transporter assays 

MCF7R polystyrene 80000 3 

HuH-7 polystyrene 70000 3 

HEK-MOCK poly-D-lysine 40000 5 

HEK-BCRP poly-D-lysine 110000 3 

HEK-OCT1 poly-D-lysine 50000 5 

HEK-OCT2 poly-D-lysine 40000 5 

HEK-OAT1 poly-D-lysine 50000 5 

HEK-OAT3 poly-D-lysine 30000 5 

HEK-MATE1 poly-D-lysine 30000 5 

HEK-MATE2-K poly-D-lysine 40000 5 

HEK-OATP2B1 poly-D-lysine 40000 5 

CHO wild-type polystyrene 15000 5 

CHO-OATP1B1 polystyrene 15000 5 

CHO-OATP1B3 polystyrene 18000 5 

aCells were plated in 48-multiwell plates 

http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0169480.s001
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0169480.s001
http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0169480.s002
http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0169480.s003


S3 Table. Parameters of drug transport assays. 

Cells Transporter Substrate Reference inhibitor Incubation time  

MCF7R P-gp Rhodamine 123  (5.3 μM)  Verapamil  (50 μM) 30 min 

HuH-7 MRP2 CFa   (3.0 μM)  Probenecid (2 mM) 30 min 

HEK-BCRP BCRP Hoechst 33342 (16.2 μM) Fumitremorgin C  (10 μM) 30 min 
 (+ 90 min efflux) 

HEK-OCT1 OCT1 DAPI  (1.0 μM) Verapamil (100 μM) 5 min 

HEK-OCT2 OCT2 Rhodamine 123  (1.0 µM) Amitriptyline  (100 µM) 5 min 

HEK-OAT1 OAT1 Fluorescein  (10.0 µM) Probenecid  (1 mM) 5 min 

HEK-OAT3 OAT3 Fluorescein  (10.0 µM) Probenecid (1 mM) 5 min 

HEK-MATE1 MATE1 [14C]-TEA (29.0 µM) Verapamil  (100 µM) 5 min 

HEK-MATE2-K MATE2K [14C]-TEA  (29.0 µM) Verapamil  (200 µM) 5 min 

CHO-OATP1B1 OATP1B1 [3H]-E3S (3.7 nM) Probenecid  (10 mM) 5 min 

CHO-OATP1B3 OATP1B3 Fluorescein  (10.0 μM) Probenecid (10 mM) 5 min 

HEK-OATP2B1 OATP2B1 [3H]-E3S  (3.7 nM) Probenecid  (10 mM) 5 min 
a CF is used under its non-fluorescent diacetate form for cell incubation.   

 

S4 Table. Molecular descriptors highly correlated with OCT1 activity inhibition by pyrethroids ((|r|>0.92). 

Block description Descriptor ID Significance r p-value 

Walk and path counts piPC02 molecular multiple path count of order 2 - 0.9325 < 0.0001 

piPC03 molecular multiple path count of order 3 -0.9275 < 0.0001 

piPC04 molecular multiple path count of order 4 -0.9258 < 0.0001 

piPC05 molecular multiple path count of order 5 -0.946 < 0.0001 

piCO6 molecular multiple path count of order 6 -0.9406 < 0.0001 

2D matrix-based 
descriptors 

SpDiam_X spectral diameter from chi matrix -0.9321 <0.0001 

2D autocorrelations JGI3 mean topological charge index of order 3 0.9368 <0.0001 

Edge adjacency indices SM02_EA(bo) spectral moment of order 2 from edge adjacency 
mat. weighted by bond order 

-0,9321 <0.0001 

SM04_EA(bo) spectral moment of order 4 from edge adjacency 
mat. weighted by bond order 

-0,9255 <0.0001 

 

 

 

 

http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0169480.s004
http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0169480.s005


S1 Fig. Chemical structures of pyrethroids. 
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S2 Fig. ABC transporter activities in ABC transporter-expressing reference cell lines. 

 

 
 
 
P-gp, MRP2 and BCRP activities were determined through measuring cellular accumulation (P-gp and MRP2 
activities) or retention (BCRP activity) of reference substrates (rhodamine 123 for P-gp, CF for MRP2 and 
Hoechst 33342 for BCRP), in the absence or presence of reference inhibitors (50 μM verapamil for P-gp, 2 
mM probenecid for MRP2 and 10 μM fumitremorgin C for BCRP), in parental MCF7 and P-gp-positive MCF7R 
cells, in MRP2-positive HuH-7 cells and in HEK-BCRP cells. Data shown are the means ± SEM of at least three 
independent assays, each being performed in triplicate. *, p<0.05. FAU, fluorescence arbitrary unit. 

 

 

 

 

 

 

http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0169480.s007


 

 

S3 Fig. Concentration-dependent effects of allethrin and tetramethrin towards MRP2 and BCRP activities. 

 

 

 
(A) MRP2 and (B) BCRP activities were determined in the absence or presence of various concentrations of 
allethrin or tetramethrin, as described in Materials and Methods. Data are expressed as percentages of 
transporter activity found in control untreated cells, arbitrarily set at 100%; they are the means ± SEM of 
three independent assays, each being performed in triplicate. IC50 values are indicated at the top of graphs. 
 

 

 

 

http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0169480.s008


S4 Fig. OATP/OAT activities in transporter-expressing reference cell clones. 

 

 
 
 
OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1, OAT1 and OAT3 activities were determined through measuring intracellular 
accumulation of reference substrates (E3S for OATP1B1 and OATP2B1 and fluorescein for OATP1B3, OAT1 
and OAT3), in the absence or presence of the reference inhibitor probenecid, in OATP- or OAT-transfected 
cells and in control parental transporter-untransfected cells. Data shown are the means ± SEM of at least 
three independent assays, each being performed in triplicate. *, p<0.05. FAU, fluorescence arbitrary unit. 

 

 

http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0169480.s009


S5 Fig. Concentration-dependent effects of allethrin and tetramethrin towards OATP1B1, OATP2B1 and 
OAT3 activities. 

(A)  
 
OATP1B1, (B) OATP2B1 and (C) OAT3 activities were determined in the absence or presence of various 
concentrations of allethrin or tetramethrin, as described in Materials and Methods. Data are expressed as 
percentages of transporter activity found in control untreated cells, arbitrarily set at 100%; they are the 
means ± SEM of three independent assays, each being performed in triplicate. (A, C) IC50 and (B) EC50 values 
are indicated at the top of graphs. 

http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0169480.s010


S6 Fig. MATE/OCT activities in transporter-expressing reference cell clones. 

 

 
 
 
MATE1, MATE2-K, OCT1 and OCT2 activities were determined through measuring intracellular accumulation 
of reference substrates (TEA for MATE1 and MATE2-K, DAPI for OCT1 and rhodamine 123 for OCT2), in the 
absence or presence of reference inhibitors (verapamil for MATEs and OCT1 and amitriptyline for OCT2), in 
MATE- or OCT-transfected HEK293 cells and in control HEK-MOCK cells. Data shown are the means ± SEM of 
at least three independent assays, each being usually performed in triplicate. *, p<0.05. FAU, fluorescence 
arbitrary unit. 

 

 

 

 

 

http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0169480.s011


S7 Fig. Concentration-dependent effects of allethrin and tetramethrin towards MATE1, OCT1 and OCT2 
activities. 

 
 
(A) MATE1, (B) OCT1 and (C) OCT2 activities were determined in the absence or presence of various 
concentrations of allethrin or tetramethrin, as described in Materials and Methods. Data are expressed as 
percentages of transporter activity found in control untreated cells, arbitrarily set at 100%; they are the 
means ± SEM of three independent assays, each being performed in triplicate. IC50 values are indicated at 
the top of graphs. 

http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0169480.s012


S8 Fig. Linear regression analysis of percentage of OCT1 activity inhibition by pyrethroids versus 
molecular descriptor values. 

 

 
 
 
Linear regression analysis was performed for percentages of OCT1 activity inhibition versus values of the 
molecular descriptors piPC02, piPC03, piPC04, piPC05, piPC06, SpDiam_X, JGI3, SM02_EA(bo) and 
SM04_EA(bo). The r2 value, a measure of the goodness of the fit, and the p-value are indicated at the top of 
graphs. 
 

http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0169480.s013
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1. Résumé 

 

Les composés organophosphorés sont des pesticides très utilisés associés à des effets toxiques chez 

l ho e. 

Nos travaux ont pour objectif de déterminer les effets de treize organophosphorés su à l a ti it àde 

transporteurs de médicaments de la famille SLC, effecteurs majeurs de la pharmacocinétique des 

médicaments et de la toxicocinétique des polluants.  

Nos résultats montrent des effets inhibiteurs importants (>50%) de certains pesticides 

organophosphorés su àl a ti it àdesàt a spo teu sàOCT ,àOCT ,àOáT , OATP1B1 et MATE1 et des effets 

sti ulateu sà su à leà t a spo teu à OáTP B .à Cesà pesti idesà o tà euà pasà ouà peuà d effetsà su à lesà

transporteurs OAT1 et MATE2-K.  

OCT1 et OCT2 étaient les transporteurs les plus touchés, inhibés par les mêmes huit composés, dont 

le fenamiphos et le phosmet. Les valeurs de CI50 de ces deux organophosphorés vis-à-vis du transport 

de dopamine médié par OCT1 et OCT2 étaient cependant deàl o d eàduà i o olai e et donc beaucoup 

plus élevées que les concentrations plasmatiques d'insecticides retrouvées dans la population 

générale (de 1 à 200 pM). Le mélange fenamiphos/phosmet conduit cependant à une inhibition 

s e gi ueàd OCT àpou àdeàfai lesà o e t atio sàdeàpesti ides.à 

Nous avons également démontré que le fenamiphos et le phosmet ne sont pas pris en charge par OCT1 

et OCT2. Des descripteurs moléculaires associés à l'inhibition des activités d OCT àetàd OCT  par ces 

insecticides ont pu être identifiés par une approche in silico. Au final, notre étude a démontré que les 

pesticides organophosphorés pouvaient interagir avec les activités de transporteurs SLC de 

médicaments, en particulier avec OCT1 et OCT2, mais seulement lorsqu'ils sont utilisés à de fortes 

concentrations, à priori non- ele a teàd u eàe positio àe i o e tale. 

 

 

 

 

 

 

  

  



 CHAPITRE III : INTERACTIONS DES ORGANOPHOSPHORÉS AVEC LES TRANSPORTEURS ABC ET SLC 

145 
 

 

 



 CHAPITRE III : INTERACTIONS DES ORGANOPHOSPHORÉS AVEC LES TRANSPORTEURS ABC ET SLC 

146 
 

Interactions of organophosphorus pesticides with solute carrier (SLC) drug transporters 1 

Lisa CHEDIKa, Arnaud BRUYEREa and Olivier FARDELa,b,* 2 

aInstitut de Recherches en Santé, Environnement et Travail (IRSET), UMR INSERM U1085, Université de Rennes 3 
1, 2 Avenue du Pr Léon Bernard, 35043 Rennes, France  4 

ePôle Biologie, Centre Hospitalier Universitaire, 2 rue Henri Le Guilloux, 35033 Rennes, France   5 

* Corresponding author. Tel : 33 2 23 23 48 90. Fax : 33 2 23 23 47 94. E-mail: olivier.fardel@univ-rennes1.fr 6 

Summary 7 

Organophosphorus compounds are widely-used chemical pesticides, to which humans are commonly 8 

exposed, and known to exert various deleterious effects towards health. The present study was 9 

designed to determine whether they can interact with activities of solute carrier (SLC) drug 10 

transporters, now recognized as major actors of pharmacokinetics. Using transporter-expressing cell 11 

lines, thirteen organosphosphorus pesticides (OPs) were demonstrated to differentially interact with 12 

various SLC drug transporters. When considering a cut-off value of at least 50% modulation of 13 

transporter activity by 100 µM OPs, OAT1 and MATE2-K were not impacted by any OP, whereas 14 

OATP1B1 and MATE1 were inhibited by two and three OPs, respectively. OAT3 activity was similarly 15 

blocked by three OPs, and was additionally stimulated by one OP. Six various OPs stimulated OATP2B1 16 

activity. Both OCT1 and OCT2 were the most impacted transporters, i.e., their activity was inhibited by 17 

the same eight OPs, including fenamiphos and phosmet. IC50 values of these two organophosphorus 18 

compounds for OCT1 and OCT2-mediated transport of dopamine were however in the 3 µM range, 19 

and thus much higher than OPs concentrations (in the 1-200 pM range) commonly reached in blood of 20 

environmentally-exposed humans. Fenamiphos and phosmet were additionally shown to be not 21 

handled by OCT1 and OCT2. Molecular descriptors associated with OPs-mediated inhibition of 22 

OCT1/OCT2 activities were finally identified through in silico analysis. Taken together, these data 23 

demonstrated that OPs can interact with SLC drug transporter activities, especially OCT1 and OCT2, 24 

but only when used at concentrations higher than those occurring in response to environmental 25 

exposure.  26 

Key-words: organophosphorus pesticide; drug transporter; solute carrier; dopamine; molecular 27 

descriptors.  28 

Abbreviations: ABC, ATP-binding cassette; BCRP, breast cancer resistance protein; BSEP, bile salt 29 

export pump; CI, combination index;  DAPI, 4',6'-diamidino-2-phenylindole; DMSO, dimethyl sulfoxide; 30 

E3S, estrone-3-sulfate; IC50, half maximal inhibitory concentration; MATE, multidrug and toxin 31 

extrusion protein; MRP, multidrug resistance-associated protein; OAT, organic anion transporter; 32 

OATP, organic anion transporting polypeptide; OCT, organic cation transporter; OP, organophosphorus 33 

pesticide; PBS, phosphate-buffered saline; SLC, solute carrier; TEA, tetra-ethylammonium.  34 
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1. Introduction 35 

Drug transporters are protein membranes involved in drug uptake or efflux across membranes, mainly 36 

the plasma membrane. They belong to the ATP-binding cassette (ABC) or to the solute carrier (SLC) 37 

transporter families (Doring and Petzinger 2014). ABC transporters such as P-glycoprotein, encoded by 38 

the MDR1/ABCB1 gene, multidrug resistance-associated protein (MRP/ABCC) 1 (ABCC1) and breast 39 

cancer resistance protein (BCRP/ABCG2), are ATPases acting as drug efflux pumps (Schinkel and Jonker 40 

2003). SLC transporters mediate either facilitated diffusion or secondary active transport; most of 41 

them are implicated in drug uptake into cells (Colas et al. 2016). Both ABC and SLC transporters play a 42 

major role in pharmacokinetics of drugs (Giacomini et al. 2010). They are notably involved in the 43 

different steps of drug disposition, i.e., intestinal absorption, passage across blood-tissue barriers such 44 

as the blood-brain barrier, and hepatic and renal excretion (Shitara et al. 2006; Szakacs et al. 2008). 45 

Drug-mediated inhibition of their activity can consequently cause pharmacokinetics-based drug-drug 46 

interactions (Konig et al. 2013), which has led drug regulatory agencies to edict guidances for the study 47 

of putative interactions of new molecular entities with clinically-relevant drug transporters 48 

(Prueksaritanont et al. 2013). Blockage of drug transporters can additionally result in altered transport 49 

of endogenous substrates, which can cause drug toxicity (DeGorter et al. 2012). Besides, 50 

overexpression of some ABC transporters can decrease anticancer drug accumulation in cancer cells, 51 

thus conferring multidrug resistance to tumor cells (Wu et al. 2011). 52 

In addition to drugs, various environmental chemicals have been shown to interact with drug 53 

transporters, i.e., they are substrates and/or modulators of ABC and/or SLC transporters (Fardel et al. 54 

2012). This notably concerns chemical pesticides, to which humans are widely exposed and which are 55 

through to exert deleterious effects towards human health, including endocrine disruption, 56 

carcinogenicity and development of neurologic diseases (Maroni and Fait 1993; Mostafalou and 57 

Abdollahi 2017). Indeed, diverse structurally- and pharmacologically-unrelated pesticides have been 58 

demonstrated to interfere with P-glycoprotein activity (Bain and LeBlanc 1996), whereas various 59 

organochlorine insecticides and the pyrethroids allethrin and tetramethrin block activities of the SLC 60 

transporter organic cation transporter (OCT) 1 (SLC22A1) and of the ABC transporters MRP2 (ABCC2) 61 

and BCRP (Bucher et al. 2014; Chedik et al. 2017). Herbicides such as chloroacetanilide compounds 62 

have additionally been shown to interfere with various ABC transporters proteins (Oosterhuis et al. 63 

2008), as well as organophosphorus pesticides (OPs), a major and widely-used class of insecticides or 64 

herbicides (Mostafalou and Abdollahi 2017), whose primary toxicological action towards insects arises 65 

from irreversible inhibition of the enzyme acetylcholinesterase (Natoff 1971). Indeed, some OPs are 66 

thought to be transported by human ABC pumps; diazinon is thus most likely a substrate for P-67 

glycoprotein (Cavret et al. 2005; Lacher et al. 2015), whereas MRP1 may handle fenitrothion (Tribull et 68 
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al. 2003). Moreover, chlorpyrifos may be transported by rabbit BCRP (Tribull et al. 2003), and methyl 69 

parathion has been suggested to be expelled by P-glycoprotein and MRP4/ABCC4 in Zebrafish liver 70 

cells (Nornberg et al. 2015). Various OPs have additionally been demonstrated to inhibit ABC 71 

transporter activities. For example, coumaphos, chlorthiophos, leptophos, fenamiphos, dicapthon, 72 

parathion, phosalone, methyl parathion, chlorpyrifos and chlorpyrifos-methyl block P-glycoprotein 73 

(Bain and LeBlanc 1996; Bain et al. 1997; Pivcevic and Zaja 2006; Sreeramulu et al. 2007). By contrast, 74 

whether OPs may interact with SLC drug transporters remains unknown, but is probably important to 75 

determine owing to the relevance of SLC drug transporters in toxicokinetics and toxicity of 76 

environmental chemicals (Fardel et al. 2012) and to the wide exposure of humans to OPs, which may 77 

result in adverse health effects (Androutsopoulos et al. 2013; Munoz-Quezada et al. 2013). The present 78 

study was therefore designed to characterize the interactions of thirteen OPs with main SLC drug 79 

transporters, handling organic cations, like OCT1, OCT2/SLC22A2, multidrug and toxin extrusion 80 

protein (MATE) 1 (SLC47A1) and MATE2-K (SLC47A2), or organic anions, like organic anion transporter 81 

(OAT) 1 (SLC22A6), OAT3 (SLC22A8), organic anion transporting polypeptide (OATP) 1B1 (SLCO1B1) 82 

and OATP2B1 (SLCO2B1). Our data indicate that OPs differentially interact with SLC transporters, 83 

knowing that OCT1 and OCT2 are the most impacted transporters, i.e., 8/13 OPs, inhibit the functional 84 

activity of these transporters, without, at least for fenamiphos and phosmet, being substrates.   85 

 86 

2. Materials and Methods 87 

2.1. Chemicals 88 

OPs, rhodamine 123, verapamil, probenecid, amitriptyline, fluorescein, 4',6'-diamidino-2-phenylindole 89 

(DAPI), and tetra-ethylammonium bromide (TEA)  were provided by Sigma-Aldrich (Saint-Quentin 90 

Fallavier, France). [1-14C]-TEA (sp. act. 3.5  mCi/mmol), [6,7-3H(N)]-estrone-3-sulfate (E3S) (sp. act. 91 

51,8 Ci/mmol) and 3,4-[Ring-2,5,6-3H]-dihydroxyphenylethylamine (dopamine) (sp. act. 46 Ci/mmol) 92 

were purchased from Perkin-Elmer (Boston,  MA, USA). Stocked solutions of chemicals were commonly 93 

prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO); final concentrations of solvent in transport assay medium did 94 

not exceed 0.2 % (vol/vol). The chemical structures of the thirteen OPs analyzed in the study are shown 95 

in Fig. S1. Even if all these OPs are esters of phosphoric acid, their chemical structure are relatively 96 

diverse. According to the PubChem database (U.S. National Library of Medicine, Bethesda, MA, USA), 97 

all OPs tested in the study were predicted to be water-soluble at 100 µM, which was the OP 98 

concentration retained for initially screening their potential inhibitory effects towards activities of SLC 99 

transporters.  100 

 101 
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2.2 Cell culture 102 

Human HEK293 cells stably overexpressing OCT1 (HEK-OCT1 cells), OCT2 (HEK-OCT2), MATE1 (HEK-103 

MATE1 cells), MATE2-K (HEK-MATE2-K cells), OAT1 (HEK-OAT1 cells), OAT3 (HEK-OAT3 cells), OATP1B1 104 

(HEK-OATP1B1) or OATP2B1 (HEK-OATP2B1 cells), as well as control HEK-MOCK cells were cultured  in 105 

DMEM medium (Thermo Fisher Scientific, Villebon sur Yvette, France) containing 4.5 g/L D-glucose and 106 

supplemented with 10% (vol/vol) fetal calf serum, 1% (vol/vol) MEM non-essential amino  acids 107 

solution (Thermo Fisher Scientific), 1 µg/ml insulin, 20 UI/ml penicillin and 20 µg/ml streptomycin. 108 

Generation and characterization of these SLC transporter-overexpressing HEK293 cells have been 109 

previously described (Chedik et al. 2017; Jouan et al. 2014). For functional assays, cells were plated in 110 

48-wells multiplates coated with poly-D-lysine to enhance cell adhesion, at a density of 4.104 111 

cells/well, and were used when reaching confluency.  112 

Human hepatocytes were obtained from adult donors undergoing hepatic resection for tumors. The 113 

processing of biological samples was performed through the Centre de Ressources Biologiques (CRB) 114 

Santé of Rennes BB-0033-00056, conducted under French legal guidelines and fulfilled the 115 

requirements of the local institutional ethics committee. They were seeded at a density of 2.105 116 

ells/ ài àWillia s àEà ediu à The oàFishe à“ ie tifi s ,àsupple e tedà ithà %à ol/ ol àfetalà alfà117 

serum, 5 µg/mL bovine insulin (Sigma–Aldrich), 20 IU/mL penicillin, 20 µg/mL streptomycin, and 2 mM 118 

glutamine. After 24 h, this seeding medium was discarded, and primary hepatocytes were routinely 119 

cultured in the fetal calf serum- o tai i gàWillia s àEà ediu àdefi edàa o eàa dàsupple e tedà ithà120 

5.10-5 M hydrocortisone hemisuccinate (SERB laboratoires, Paris, France) and 2% (vol/vol) DMSO, as 121 

previously reported (Le Vee et al. 2015). 122 

 Human highly differentiated hepatoma  HepaRG  cells  were  routinely  cultured  in Williams' E medium 123 

supplemented with 10% (vol/vol) fetal calf serum, 20 IU/mL penicillin, 20 µg/mL streptomycin, 2  mM  124 

glutamine,  and  5.10-5 M hydrocortisone hemisuccinate; additional culture for two weeks in the same 125 

medium supplemented with 2 % (vol/vol)  DMSO 126 

was  performed  in  order  to  get  a  full  hepatocytic  differentiation  of  the  cells (Le Vee et al. 2013).  127 

 128 

2.3 Transporter assays 129 

 Transporter assays were performed essentially as previously described (Chedik et al. 2017).   130 

Briefly, for cis-inhibition studies, cells were incubated for 5 min at 37°C in a transport assay buffer 131 

containing a radiolabeled or fluorescent substrate of the considered transporter, in the presence or 132 
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absence of a reference inhibitor or OPs. The transport assay buffer was composed of 136 mM NaCl, 133 

5.3 mM KCl, 1.1mM  KH2PO4, 0.8 mM MgSO4, 1.8 mM CaCl2, 10 mM HEPES, 11 mM D-glucose, 134 

adjusted to pH=7.4 (excepted for organic cation/proton exchangers MATEs for which pH was set at 135 

8.4). Nature and concentrations of substrates and inhibitors used for each investigated SLC transporter 136 

are indicated in Table S1. Cells were next washed twice with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS), 137 

and lysed in distilled water. For fluorescent substrates, their intracellular accumulations were 138 

determined by spectrofluorimetry using a SpectraMax Gemini SX spectrofluorometer (Molecular 139 

Devices, Sunnyvale, CA); excitation and emission wavelengths were 485 and 535 nm, respectively, for 140 

rhodamine 123 and fluorescein, and 355 and 460 nm, respectively, for DAPI. For radiolabeled 141 

substrates, their intracellular accumulations were measured using a Beckman LS65000 scintillation 142 

counter (Beckman Coulter, Villepinte, France). Data were finally normalized to total protein content, 143 

determinedà à theà B adfo d sà ethodà a dà e eà outi el à e p essedà asà %à ofà t a spo te à a ti it à144 

according of the following equation: 145 

%àT a spo te àa ti it à=à
[“u st ateo ga ophospho usàpesti ideà]-[“u st ate efài h] ×

[“u st ate o t ol]-[“u st ate efài h]
            A  147 

           146 

with "[Substrateorganophosphorus pesticide]"  = cellular concentration of reference substrate in the presence 148 

of a defined concentration of OP, "[Substrateref inh]"  = cellular concentration of reference substrate in 149 

the presence of reference inhibitor and "[Substratecontrol]"  = cellular concentration of reference 150 

substrate in control cells not exposed to OP or reference inhibitor.  151 

 Some data were also expressed as % of SLC transporter activity inhibition or as % of SLC 152 

transporter activity stimulation, according to the following equations: 153 

%àT a spo te àa ti it ài hi itio à=à %à-à%àT a spo te àa ti it à i àtheàp ese eàofàOP             B  154 

%àT a spo te àa ti it àsti ulatio à=à%àT a spo te àa ti it à i àtheàp ese eàofàOP à-à %         C  155 

with % Transporter activity (in the presence of OP) determined according to the equation (A).  156 

 For dopamine accumulation assays, data were expressed as percentage of OCT1- or OCT2-157 

mediated transport of dopamine in control OP-unexposed cells, determined by subtracting 158 

accumulation of dopamine in HEK-MOCK cells from that in HEK-OCT1 or HEK-OCT2 cells in the absence 159 

of OPs, arbitrarily set at 100 %.   160 

For OCT1- and OCT2-related trans-stimulation assays, HEK-OCT1 and HEK-OCT2 cells were initially 161 

loaded with 10 mM unlabeled TEA or 100 µM OPs for 60 min at 37°C. After washing with ice-cold PBS, 162 

cells were re-incubated in the transport assay medium described above containing 29 μM [1-14C]-TEA. 163 
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After PBS washing, intracellular accumulation of radiolabeled TEA was monitored by scintillation 164 

counting as reported above. Data were expressed as % of TEA accumulation in control cells not loaded 165 

with unlabeled TEA or OPs, arbitrarily set at 100%.   166 

 167 

2.4 Determination of half maximal inhibitory concentrations (IC50) 168 

IC50 values of OPs towards transporter activities were determined using Prism 5.0 software through 169 

nonlinear regression based on the following four-parameter logistic equation: 170 

áà=à
à+à à [I]à-àLogIC àHillàslope        D  171 

where A is the percentage of transporter activity for a given concentration of OP determined as 172 

described in equation (A), [I] is the OP concentration in the medium, and Hill slope is a coefficient 173 

describing the steepness of the curve. 174 

 175 

2.5 Chemical combination assays 176 

The combined effects of the OPs fenamiphos and phosmet on OCT2 activity were evaluated by median 177 

drug effect analysis, as previously described (Chou 2010). Briefly,  the inhibitory effects of 178 

combinations of fenamiphos and phosmet towards OCT2-mediated transport were studied as a fixed 179 

constant ratio (1:1), chosen according to the IC50 value of each chemical, using 2-fold serial dilutions 180 

with several concentration points below and above IC50 values of each OP used as a single chemical 181 

(Chou 2010). Data from combination and single chemical effects towards OCT2 activity were then 182 

processed using the CompuSyn software (ComboSyn, Inc., Paramus, NJ, USA), allowing thus to 183 

determine combination index (CI) values. The CI is a numerical index that is calculated using the 184 

following equation (Zhao et al. 2004): 185 

CI =   CFe a iphos/Mi tu eCFe a iphos
+ CPhos et/Mi tu eCPhos et

      E      186 

where CFenamiphos/Mixture and CPhosmet/Mixture  are the concentrations of fenamiphos and phosmet applied in 187 

combination to achieve x % of OCT2 activity inhibition, whereas CFenamiphos and CPhosmet  represent the 188 

concentrations of individual agents to accomplish the same efficacy. Combinations were considered 189 

as synergistic when CI<0.8, additive when 0.8<CI<1.2 and antagonistic when CI>1.2 (Bijnsdorp et al. 190 

2011).  191 

 192 
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2.6 OP accumulation assays 193 

HEK-MOCK, HEK-OCT1 and HEK-OCT2 cells were incubated with 100 µM fenamiphos or 100 µM 194 

phosmet, in the absence or presence of reference inhibitors (100 µM verapamil for OCT1 inhibition 195 

and 100 µM amitriptyline for OCT2 inhibition), for 5 min at 37°C, in the transport assay medium defined 196 

above. Cells were next washed twice in ice-cold PBS and lysed in distilled water. An acetonitrile-based 197 

extraction of cell lysates was further performed, following by OP quantification through liquid 198 

chromatography-tandem mass spectroscopy, using an high-performance liquid chromatography Aria 199 

system (Agilent, Les Ulis, France), equipped with a Kromasyl® C18 (4.6 × 150 mm) column (Interchim, 200 

Montluçon, France) and coupled to a tandem mass spectrometry TSQ Quantum Ultra (Thermo Fisher 201 

Scientific) fitted with an electrospray ionization source (ESI+).  Monitored ion transitions were at 304.1 202 

> 217.1 m/z for fenamiphos and 318.0 > 160.0 m/z for phosmet. Amounts of OPs were finally 203 

normalized to total protein cell content.   204 

 205 

2.7 Molecular descriptor generation 206 

Molecular descriptor generation for OPs was performed as previously described (Chedik et al. 2017).  207 

Briefly, OPs, initially expressed in SMILES format, were converted to 3D format using the Marvin View 208 

software (ChemAxon, Budapest, Hungary). Molecular descriptors were then generated using the 209 

Dragon® 7 software (Talete, Milano, Italy), which provides 5270 molecular descriptors, divided on 30 210 

blocks (See https://chm.kode-solutions.net/products_dragon_descriptors.php for a complete list of 211 

these descriptors). 212 

 213 

2.8 Statistical analysis 214 

Experimental data were routinely expressed as means ± SEM. They were statistically analysis through 215 

ANOVA followed by a Dunnett's or a Bonferroni post-hoc test. Statistical analysis of molecular 216 

descriptors discriminating inhibitors from non-inhibitors of OCT1/OCT2 activities was performed using 217 

the non-parametric Mann-Whitney test. The criterion of significance was p < 0.05.   218 

 219 

 220 

 221 

 222 
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3. Results 223 

3.1 Effects of OPs on organic anion transporter activities 224 

The effects of 100 µM OPs on uptakes of the OAT substrate fluorescein and of the OATP substrate E3S 225 

were studied in OAT1-, OAT3-, OATP1B1- and OATP2B1-overexpressing HEK293 cells. As shown in Fig 226 

1, phosmet was the only OP which significantly impair fluorescein uptake in HEK-OAT1 cells. It however 227 

reduced OAT1 activity by only 48.45%, and thus failed to reach the threshold of 50% transporter 228 

activity reduction, commonly admitted for defining drug transporter inhibition (Ahlin et al. 2008; De 229 

Bruyn et al. 2013; Kido et al. 2011); this precludes to consider it as a relevant OAT1 inhibitor (Table 1). 230 

With respect to OAT3-mediated uptake of fluorescein, it was significantly inhibited by fenamiphos, 231 

malathion and profenofos (Fig. 1), which blocked OAT3 activity by more than 50 % and can therefore 232 

be considered as OAT3 inhibitors (Table 1). By contrast, metasystox and parathion methyl cis-233 

stimulated fluorescein accumulation in HEK-OAT3 cells. With a cut-off of 50 % increase for validating 234 

SLC transporter activity stimulation, only metasystox can however be considered as an OAT3 235 

stimulator (Table 1). 236 

Various OPs such as fenitrothion, parathion-methyl, parathion, phosmet, prorofenofos and tenophos 237 

significantly decreased E3S accumulation in HEK-OATP1B1 cells (Fig. 2).  Only profenofos and temephos 238 

however inhibited OATP1B1 activity by more than 50% (Table 1), i.e., by 70.3% and 62.2%, respectively. 239 

For OATP2B1-mediated transport of E3S, several OPs, such as fenamiphos, malathion, parathion, 240 

phosmet and profenofos, significantly cis-stimulated it (Fig. 2); these cis-stimulations of OATP2B1 241 

activity were higher than 50%, thus indicating that implicated OPs can be considered as OATP2B1 242 

stimulators (Table 1).  None of OPs significantly decreased E3S uptake in HEK-OATP2B1 cells (Fig. 2).  243 

 244 

3.2 Effects of OPs on organic cation transporter activities 245 

The effects of 100 µM OPs on uptakes of the OCT1 substrate DAPI, the OCT2 substrate rhodamine 123 246 

and the MATE substrate TEA were studied in OCT1-, OCT2-, MATE1- and MATE2-K-overexpressing 247 

HEK293 cells.  248 

Various OPs used at 100 µM were found to markedly cis-inhibited DAPI uptake in HEK-OCT1 cells and 249 

rhodamine 123 uptake in HEK-OCT2 cells (Fig. 3). Fenamiphos, fenitrothion, malathion, parathion, 250 

parathion methyl, phosmet, profenofos and propetamphos thus blocked OCT1 and OCT2 activity by 251 

more than 50% and appear therefore as OCT1 and OCT2 inhibitors (Table 1). Some of these inhibitors, 252 

notably fenamiphos and phosmet, led to an inhibition of OCT1 and OCT2 activity similar or close to 253 

those observed in response to the reference OCT1 inhibitor verapamil or to the reference OCT2 254 
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inhibitor amitriptyline because residual OCT1 or OCT2 activity was less than 10% in the presence of 255 

these OPs (Fig. 3). Temephos also significantly inhibited DAPI uptake in HEK-OCT1 cells (Fig. 1); the 256 

reduction of OCT1 activity (29.1%) caused by this OP was however rather weak, thus precluding to 257 

consider it as an OCT1 inhibitor (Table 1).  The same conclusion can also be drawn for the slight, but 258 

significant, temephos-mediated inhibition of rhodamine 123 in HEK-OCT2 cells (Fig. 3). Similarly, 259 

dichlorvos, methamidofos and metasystox only weakly inhibited OCT2 activity (Fig. 3), by less than 50% 260 

(Table 1).  261 

With respect to MATE1-mediated transport of TEA, it was significantly inhibited by various OPs, 262 

including fenamiphos, fenitrothion, malathion, parathion methyl, parathion, phosmet, profenos and 263 

propetamphos (Fig. 4). However, according to the 50 % inhibition cut-off, only fenamiphos, phosmet 264 

and propetamphos, be considered as MATE1 inhibitors among the tested OPs (Table 1). None of OPs 265 

were found to inhibit uptake of TEA in HEK-MATE2-K cells, (Fig. 4), thus indicating that these OPs did 266 

not block MATE2-K activity (Table 1).  267 

 268 

3.3 Characterization of fenamiphos and phosmet interactions with OCT1 and OCT2. 269 

Because OCT1 and OCT2 are the most highly impacted SLC transporters by OPs, i.e., 8/13 OPs were 270 

found to be OCT1 and OCT2 inhibitors (Table 1), we next focused on OPs-OCT1 and OCT2 interactions. 271 

For this purpose, we retained fenamiphos and phosmet are prototypical OPs inhibiting OCT1 and OCT2.  272 

As shown in Fig. 5, fenamiphos and phosmet used at 100 µM were found to inhibit uptake of the OCT1 273 

substrate in both primary human hepatocytes and hepatoma HepaRG cells, which constitutively 274 

express functional OCT1 (Jigorel et al. 2005; Le Vee et al. 2013); this suggests that these two OPs can 275 

efficiently block TEA in physiologically-expressing OCT1 cells such as hepatocytes. Fenamiphos and 276 

phosmet were next shown to block uptake of the endogenous OCT1/OCT2 substrate dopamine in both 277 

HEK-OCT1 and HEK-OCT2 cells (Fig. 6). Such effects, as well as fenamiphos- and phosmet-mediated 278 

inhibitions of DAPI and rhodamine 123 transport, were concentrations-dependent, with IC50 values 279 

ranging, for fenamiphos, from 2.8 µM (for inhibition of OCT2-mediated transport of dopamine) to 27.5 280 

µM (for inhibition of OCT1-mediated transport of DAPI), and for phosmet, from 3.6 µM (for inhibition 281 

of OCT2-mediated transport of dopamine) to 10.4 µM (for inhibition of OCT1-mediated transport of 282 

rhodamine 123) (Fig. 7). Besides fenamiphos and phosmet, other OPs displayed IC50 values towards 283 

OCT1 or OCT2 activity in the 3-10 µM range; thus, IC50 values of malathion and parathion against 284 

OCT1-mediated transport of DAPI were 5.3 µM and 3.0 µM, respectively (Fig. S2), whereas those of 285 

fenitrothion and parathion-methyl against OCT2-mediated transport of rhodamine 123 were 11.9 µM 286 

and 6.2 µM, respectively (Fig. S3).  287 
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Because humans are usually exposed to mixtures of pesticides (Hernandez et al. 2013), the putative 288 

combined effect of these chemicals towards transporters have likely to be considered. In this context, 289 

the exact nature of pesticide mixture effects, i.e., synergistic, additive or antagonistic, may be 290 

important to determine. To get initial information about this point, we characterized the effects of the 291 

combination fenamiphos/phosmet towards OCT2 activity through calculating CI using the CompuSyn 292 

software. As shown in Table 2, low concentrations of fenamiphos/phosmet (up to 8.40 µM) were found 293 

to exert synergistic inhibition towards OCT2-mediated transport (CI<0.8), whereas higher 294 

concentrations (14.18-26.85 µM) were additive (0.8<CI<1.2). Only the very high mixture concentration 295 

of 70.22 µM exhibited antagonistic effect (CI>1.2) (Table 2).  296 

The putative transport of fenamiphos and phosmet by OCT1 and OCT2 was next investigated. For this, 297 

we first analyzed whether the two OPs may trans-stimulate radiolabeled TEA uptake in HEK-OCT1 and 298 

HEK-OCT2 cells, which may constitute an argument in favor of the transport of the OPs by OCT1 and/or 299 

OCT2 (Grundemann et al. 2003; Zhang et al. 1999). Pre-loading with fenamiphos and tetramethrin 300 

however did not result in trans-stimulation of radiolabeled TEA uptake in both HEK-OCT1 and HEK-301 

OCT2 cells (Fig 8). By contrast, pre-loading with unlabeled TEA trans-stimulated radiolabeled TEA 302 

uptake (Fig. 8), as expected for an OCT1 and OCT2 substrate like TEA (Zhang et al. 1999). Accumulation 303 

of fenamiphos and phosmet was next measured in HEK-MOCK, HEK-OCT1 and HEK-OCT2 cells (Fig. 9). 304 

HEK-MOCK, HEK-OCT1 and HEK-OCT2 exhibited similar cellular uptake of the two OPs (Fig. 9), whereas, 305 

by contrast, HEK-OCT1 and HEK-OCT2 cells exhibit much higher accumulation of the reference 306 

substrates DAPI and rhodamine 123, respectively (Fig. S4). Moreover, the reference OCT1 inhibitor 307 

verapamil as well as the reference OCT2 inhibitor amitriptyline failed to impair accumulation of 308 

fenamiphos and phosmet in HEK-OCT1 and HEK-OCT2 cells, respectively (Fig. 9). By contrast, verapamil 309 

inhibited DAPI accumulation in HEK-OCT1 cells and amitriptyline blocked that of rhodamine 123 in 310 

HEK-OCT2 cells (Fig. S4).   311 

 312 

3.4 Determination of molecular descriptors associated with OCT1 and OCT2 inhibition by OPs. 313 

In order to identify the specific physico-chemical properties associated to OCT1 and OCT2 inhibition 314 

by 8/13 OPs, molecular descriptors, including 0D-constitutional, 1D-structural, 2D-topological and 3D-315 

geometrical descriptors, were determined using Dragon® 7 software. Putative associations with 316 

OCT1/OCT2 activity inhibition were next analyzed using the nonparametric Mann-Whitney test. As 317 

shown in Table 3, OCT1/OCT2 inhibition by OPs was significantly associated with 234 molecular 318 

descriptors, representing 4.4% of the total number of descriptors. The values for the five most 319 

discriminating factors, i.e., those exhibiting the highest significance levels (p<0.002), are shown in Fig. 320 
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S5. These highly discriminating factors correspond to one information indice (mean information 321 

content on the distance degree equality/IDDE), two 2D matrix-based descriptors (spectral mean 322 

absolute deviation from chi matrix/SpMAD_X and spectral diameter from Burden matrix weighted by 323 

I-State/ SpDiam_B(s)) and two 2D autocorrelations (Moran autocorrelation of lag 1 weighted by 324 

Sanderson electronegativity/MATS1e and Geary autocorrelation of lag 3 weighted by mass/GATS3m). 325 

The complete list of discriminating molecular factors is provided in Table S2. Among blocks of 326 

descriptors, three of them, i.e., 2D autocorrelations, Edge adjacency indices and GETAWAY (GEometry, 327 

Topology, and Atom Weights AssemblY) blocks, contained the highest numbers of discriminating 328 

descriptors, representing together 53.9% of the total number of descriptors differently expressed in 329 

OPs inhibiting OCT1/OCT2 activity versus non-inhibitor OPs (Table 3). By contrast, none of 330 

constitutional indices, that represent descriptors that are commonly considered with respect to 331 

transporter inhibition (Ahlin et al. 2008; Kido et al. 2011), was found to discriminate OCT1/OCT2 332 

inhibitors and non-inhibitors among OPs (for example, p=0.09 for molecular weight/MW, p=0.09 for 333 

van der Waals volume/Sv and p=0.33 for the number of rotatable bonds). In the same way, the 334 

numbers of hydrogen bond donors (nHDon, p=0.53) and acceptors (nHAcc, p=0.76) did not segregate 335 

inhibitors and non-inhibitors OPs. Lipophilicity-related descriptors were also not significantly 336 

associated to OCT1/OCT2 inhibition by OPs (for example, p=0.17 for MLOGP), as well as total polar 337 

surface area (TPSA) (p=0.42).  338 

2D autocorrelations descriptors are calculated from molecular graph by summing the products of atom 339 

weights of the terminal atoms of all the paths of the considered path length, i.e., the lag. These 2D-340 

autocorrelation descriptors in general explain how the values of certain functions, at intervals equal to 341 

the lag, are correlated; they are thus topological descriptors that not only encodes the structure of the 342 

molecule but also numerical properties assigned to atoms (Moreau and Broto 1980). 2D-343 

autocorrelations descriptors discriminating OCT1/2 inhibitors from non-inhibitors among OPs 344 

corresponded notably to 2D-autocorrelation parameters weighted by various parameters, such as 345 

mass, ionization potential, electronegativity and polarizability (Table S2). Edge adjacency indices are 346 

topological molecular descriptors derived from the edge adjacency matrix, which encodes the 347 

connectivity between graph edges (Estrada and Ramirez 1996). Most of those associated with 348 

OCT1/OCT2 activity blockage were weighted by various factors, including dipole moment, resonance 349 

integral, edge degree and bond degree (Table S2).  With respect to GETAWAY descriptors, they are 350 

primarily based on a molecular influence matrix, proposed as a new molecular representation 351 

calculated from the spatial coordinates of the molecule atoms in a chosen conformation. They try to 352 

match 3D molecular geometry provided by the molecular influence matrix and atom relatedness by 353 

topology with chemical information by using different atomic weighting schemes (atomic mass, 354 
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polarizability, van der Waals volume, and electronegativity, together with unit weights) (Consonni et 355 

al. 2002). Two types of GETAWAY descriptors have been described; the first one, called H-GETAWAY, 356 

is derived by using only the information provided by the molecular influence matrix, while the second 357 

one, called R-GETAWAY, combines this information with geometric interatomic distances in the 358 

molecule. For GETAWAY descriptors discriminating OCT1/OCT2 inhibitors and non-inhibitors among 359 

OPs, 16 belong to the H-GATEWAY subfamily and 19 to the R-GATEWAY subfamily (Table S2).  360 

 361 

4. Discussion 362 

The present study demonstrated that various OPs can directly interact with activities of  SLC drug 363 

transporters, thus fulling confirming the hypothesis that these derivatives of phosphoric or 364 

thiophosphoric acids can interact with this family of drug transporters, like other pesticides, such as 365 

organochlorine and pyrethroid pesticides (Bucher et al. 2014; Chedik et al. 2017). SLC drug transporters 366 

can therefore be included in the growing list of off-targets of OPs, primarily designed as 367 

acetylcholinesterase inhibitors, but known to interfere with various molecular and biochemical 368 

processes (Elersek 2011), notably related to enzymes, including carboxylases, lipases and drug 369 

metabolizing enzymes such as cytochromes P-450 (Hodgson and Rose 2006), to endocrine receptors 370 

(Tamura et al. 2003) or to genotoxicity (Hreljac et al. 2008).  371 

Any general and non-specific effects of OPs towards membrane SLC transporter activities can be 372 

discarded, because interactions of OPs with SLC transporters greatly vary according to the nature of 373 

transporters and OPs, as summarized in Table 1. Thus, when considering a cut-off value of at least 50% 374 

modulation of transporter activity, OAT1 and MATE2-K were not impacted by any OP, whereas 375 

OATP1B1 and MATE1 were inhibited by two and three OPs, respectively. OAT3 activity was similarly 376 

blocked by three OPs, and was additionally stimulated by one OP, i.e., metasystox. Six various OPs 377 

stimulated OATP2B1 activity. Both OCT1 and OCT2 were the most impacted transporters, i.e., their 378 

activity was inhibited by the same eight OPs. In addition, when considering OPs, some of them, like 379 

dichlorvos, methamidophos and monocrotophos, failed to inhibit activity of any transporter, whereas 380 

others impacted one (metasystox), two (fenitrothion, parathion methyl and temephos), three 381 

(propetamphos and parathion), four (fenamiphos, malathion and phosmet) or five transporters 382 

(profenofos) (Table 1). Importantly a same OP, like for example phosmet and profenofos, can stimulate 383 

one SLC transporter, i.e., OATP2B1, and concomitantly inhibit others, such as OCT1 and OCT2. Taken 384 

together, these data illustrate the fact that structural requirements for interacting with SLC 385 

transporters are likely transporter-specific and are rather stringent, thus explicating why various OPs 386 

can differentially affect a same transporter. For OCT1 and OCT2 inhibition, the nature of inhibitory OPs 387 
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was however exactly the same, thus highlighting that these two related transporters exhibiting marked 388 

similarities for both substrates and inhibitors, as previously underlined (Jonker and Schinkel 2004).  389 

 The structural requirements for both OCT1 and OCT2 inhibition by OPs have been investigated 390 

in a more detailed manner. They include various molecular descriptors, which belong to different 391 

blocks, thus highlighting their diversity. It is however noteworthy that the exact signification and/or 392 

practical relevance of most of these descriptors may be rather complex to apprehend. More intuitive 393 

descriptors, notably those linked to lipophilicity (LogP), polar surface area or number of hydrogen bond 394 

donors or acceptors, failed to discriminate OPs inhibitors from non-inhibitors for OCT1/OCT2 activity. 395 

By contrast, some of these basic molecular descriptors have been demonstrated to contribute to OCT1 396 

or OCT2 inhibition in previous studies (Ahlin et al. 2008; Kido et al. 2011). Such studies are however 397 

based on the analysis of much larger sets of chemicals (n=191 (Ahlin et al. 2008) or n=910 (Kido et al. 398 

2011)), than that of OPs (n=13) used in the present study.  Moreover, they include compounds 399 

belonging to various and diverse structurally-unrelated chemical classes, whereas our study was 400 

restricted to one structural chemical family, i.e., that of OPs.  Such differences in the number, the 401 

nature and the perimeter of analyzed chemicals may contribute to the discrepancies observed in terms 402 

of relevant discriminating molecular factors for OCT1/OCT2 inhibition. Whether at least some of the 403 

molecular descriptors identified for OPs-mediated OCT1/OCT2 inhibition may be generalizable to other 404 

structurally-unrelated chemicals is likely to deserve further studies.  405 

 OPs are suspected to exert various adverse effects towards human health (Koureas et al. 2012). 406 

Besides severe parasympathetic system dysfunction and mortality due to marked inhibition of 407 

acetylcholinesterase enzyme activity observed in acute OP poisoning (Chowdhary et al. 2014; Vale 408 

2015), chronic exposure to OPs, which may occur in an occupational, domestic or environmental 409 

context, is thought to cause or promote cancers (Alavanja et al. 2004) (Guyton et al. 2015), 410 

immunotoxicity (Li et al. 2002), endocrine disruption (Kang et al. 2004), alterations of child 411 

development (Gonzalez-Alzaga et al. 2015) and neurologic, cognitive and psychiatric disorders (Fiedler 412 

et al. 1997; Stephens et al. 1995). The possible contribution of SLC transporter activity alteration by 413 

OPs to these toxic effects is currently unknown. An implication of OPs-mediated changes in transport 414 

of endogenous substrates for the SLC transporters targeted by OPs may however be considered. The 415 

fact that both fenamiphos and phosmet markedly inhibit OCT1- and OCT2-mediated transport of 416 

dopamine in a concentration-dependent manner may be consistent with this hypothesis, knowing that 417 

alte atio àofàdopa i e gi à a sàpla àaà u ialà oleài àPa ki so sàdisease,àfo à hi hàOPàe posu eàisà418 

well-established to be a risk factor (Paul et al. 2016). A potential link between this neurodegenerative 419 

disorder, OPs and the ABC transporter P-glycoprotein, has moreover been recently suggested (Narayan 420 

et al. 2015), thus supporting the assertion that the interplay drug transporter-pesticides may 421 
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contribute to pesticide toxicity. Besides OP-mediated alteration of dopamine transport, that of the 422 

endocrine compound E3S membrane transport, which is either inhibited or stimulated by OPs, may 423 

deserve special attention, notably in relation with putative hormonal effects caused by OPs. 424 

It should however kept in mind that a major criteria to consider for putatively linking OPs-SLC 425 

transporters interactions with some OP toxic effects is the in vivo relevance of SLC transporter activity 426 

modulations by OPs established from in vitro assays. In this context, the in vitro IC50 values of various 427 

OPs such as fenamiphos, fenitrothion, malathion, parathion, parathion methyl and phosmet, required 428 

for inhibiting OCT1 and/or OCT2 activity are in the 3-30 µM range and are thus much higher than OP 429 

concentrations commonly measured in blood samples of humans environmentally exposed to 430 

pesticides, which are in the 1-200 pM range (Barr et al. 2002; Naksen et al. 2016; Whyatt et al. 2003). 431 

By contrast, blood OP concentrations may reach 1-10 µM after acute poisoning (Salm et al. 2009). 432 

According to the US Food and Drug Administration criteria for evaluating the clinical relevance of in 433 

vitro transporter inhibition by chemicals (Giacomini et al. 2010), an in vivo transporter inhibition has 434 

to be considered when the ratio [I]/IC50 >0.1 (with IC50 as the xenobiotic concentration inhibiting in 435 

vitro 50% of the activity of the considered transporter and [I] as the Cmax  maximal plasma 436 

concentration of the xenobiotic). When applying this regulatory criteria to OPs-mediated inhibition of 437 

OCT1/OCT2 activities, clinical inhibition of OCT1 and OCT2 by OPs may occur after acute poisoning 438 

([I]/IC50 around 0.3-3), but not in response to environmental exposure ([I]/IC50<0.0001). Implication 439 

of SLC transporter inhibition, especially those of OCT1 and OCT2, in chronic toxicity of OPs can 440 

therefore be excluded. In the same way, SLC transporter-based alteration of pharmacokinetics of 441 

administrated drugs is unlikely to occur in humans environmentally exposed to OPs, thus excluding 442 

any potential OP-drug interactions. Besides OPs, inhibition of drug transporter activity by the 443 

pyrethroids allethrin and tetramethrin, well-characterized in in vitro systems, are predicted to not 444 

occur in humans exposed to these pesticides (Chedik et al. 2017). Such a probable lack of in vivo effects 445 

of single pesticides towards SLC transporter activity may however be relativized by the fact that 446 

humans are generally exposed to mixtures of pesticides and other environmental chemicals, which 447 

may also interact with drug transporters (Bucher et al. 2014; Chedik et al. 2017; Nicklisch et al. 2016). 448 

Plasma levels of a single OP associated with those of other OPs, pesticides of other pollutants, may 449 

therefore be sufficient to contribute to synergic or additive inhibitory effects towards drug 450 

transporters, as already described for pesticide combinations (Pivcevic and Zaja 2006). The fact that 451 

the combination of low concentrations of fenamiphos and phosmet exerts synergistic inhibition 452 

towards OCT2 activity fully supports this hypothesis.  453 

ABC drug transporters have been shown to handle some OPs (Lacher et al. 2015; Tribull et al. 2003), 454 

and by this way, may be implicated in their pharmacokinetics. With respect to SLC transporters, OPs 455 



 CHAPITRE III : INTERACTIONS DES ORGANOPHOSPHORÉS AVEC LES TRANSPORTEURS ABC ET SLC 

160 
 

such as fenamiphos and phosmet failed to trans-stimulate OCT1 and OCT2 activity. In addition, 456 

intracellular accumulations of these OPs in HEK-MOCK, HEK-OCT1 and HEK-OCT2 cells were similar and 457 

not impaired by reference OCT1 and OCT2 inhibitors. Taken together, these data indicate that 458 

fenamiphos and phosmet are not transported by OCT1 or OCT2. OPs may consequently modulate SLC 459 

transporter activities, without being transported, as already suggested for pyrethroids (Chedik et al. 460 

2017). A major contribution of SLC drug transporters to OP pharmacokinetics is therefore unlikely. The 461 

fact that metabolites of OPs, including oxon derivatives, may be substrates for SLC transporters may 462 

however challenge this assertion.  463 

Finally, the fact that OPs may alter expression of SLC transporters has likely to be additionally 464 

considered. Indeed, some OPs can activate drug sensing receptors, like pregnane X receptor (PXR), 465 

constitutive androstane receptor (CAR)and aryl hydrocarbon receptor (AhR) (Abass et al. 2012) 466 

(Tripathi et al. 2017; Vrzal et al. 2015), which regulate expression of drug transporters, including that 467 

of SLC transporters (Jigorel et al. 2006; Svoboda et al. 2011). Whether environmental concentrations 468 

of OPs may regulate SLC transporter expression through activation of drug sensing receptors would 469 

consequently deserve further studies. 470 

 In summary, OPs were found to modulate activity of various SLC drug transporters. In 471 

particular, fenamiphos and phosmet inhibited activities of OCT1 and OCT2, without however being 472 

handled by these transporters. Such interactions with SLC transporters however occurred for OP 473 

concentrations much higher than those commonly expected in response to environmental exposure, 474 

making unlikely any relevant contribution of SLC transporter modulation to OP toxicity in 475 

environmentally exposed humans. 476 
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Legends to figures 663 

Fig. 1. Effects of OPs on OAT activities. Activities of OAT1 and OAT3 were determined in OAT-664 

transfected HEK293 cells, using fluorescein as a reference OAT substrate, in the absence or presence 665 

of the reference OAT inhibitor probenecid or of various OPs (each used at 100 μM), as described in 666 

Materials and Methods. Data are expressed as percentages of activities found in untreated control 667 

cells, arbitrarily set at 100% and indicated by dotted lines on graphs; they are the means ± SEM of 668 

three independent assays, each being performed in triplicate. *, p<0.05 when compared to untreated 669 

control cells. 670 

 671 

Fig. 2. Effects of OPs on OATP activities. Activities of OAT1B1 and OAT2B1 were determined in OATP-672 

transfected HEK293 cells, using E3S as a reference OATP substrate, in the absence or presence of the 673 

reference OATP inhibitor probenecid or of various OPs (each used at 100 μM), as described in Materials 674 

and Methods. Data are expressed as percentages of activities found in untreated control cells, 675 

arbitrarily set at 100% and indicated by dotted lines on graphs; they are the means ± SEM of three 676 

independent assays, each being performed in triplicate. *, p<0.05 when compared to untreated control 677 

cells. 678 

 679 

Fig. 3. Effects of OPs on OCT activities. Activities of OCT1 and OCT2 were determined in OCT-680 

transfected HEK293 cells, using DAPI (OCT1) or rhodamine 123 (OCT2), as reference substrates, in the 681 

absence or presence of the reference inhibitor verapamil (OCT1) or amitriptyline (OCT2) or of various 682 

OPs (each used at 100 μM), as described in Materials and Methods. Data are expressed as percentages 683 

of activities found in untreated control cells, arbitrarily set at 100% and indicated by dotted lines on 684 

graphs; they are the means ± SEM of three independent assays, each being performed in triplicate. *, 685 

p<0.05 when compared to untreated control cells. 686 

 687 

Fig. 4. Effects of OPs on MATE activities. Activities of MATE1 and MATE2-K were determined in MATE-688 

transfected HEK293 cells, using TEA as a reference substrate, in the absence or presence of the 689 

reference inhibitor verapamil or of various OPs (each used at 100 μM), as described in Materials and 690 

Methods. Data are expressed as percentages of activities found in untreated control cells, arbitrarily 691 

set at 100% and indicated by dotted lines on graphs; they are the means ± SEM of three independent 692 

assays, each being performed in triplicate. *, p<0.05 when compared to untreated control cells. 693 
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Fig. 5. Effects of fenamiphos and phosmet on accumulation of the OCT1 substrate TEA in primary 694 

human hepatocytes and HepaRG cells.  Primary human hepatocytes and human HepaRG cells were 695 

incubated with 29 µM [3H]-TEA in the absence (control) or presence of 100 µM verapamil (used as a 696 

reference OCT1 inhibitor), 100 µM fenamiphos or 100 µM phosmet for 5 min at 37°C. Intracellular 697 

accumulation of TEA was then determined by scintillation counting and normalized to protein content. 698 

Data are expressed as percentage of TEA accumulation in control cells, arbitrarily set at 100%; they are 699 

the means ± SEM of three independent assays, each being performed in triplicate. *, p<0.05 when 700 

compared to untreated control cells. 701 

 702 

Fig. 6. Effects of fenamiphos and phosmet on accumulation of dopamine in HEK-OCT1 and HEK-OCT2 703 

cells.  HEK-OCT1, HEK-OCT2 and HEK-MOCK cells were incubated were incubated with 11 nM 3,4-[Ring-704 

2,5,6-3H]-dopamine in the absence (control) or presence of 100 µM verapamil (used a reference OCT1 705 

and OCT2 inhibitor), 100 µM fenamiphos or 100 µM phosmet. Intracellular accumulation of dopamine 706 

was next determined by scintillation counting and normalized to protein content. Data are expressed 707 

as percentages of OCT1- or OCT2-mediated transport of dopamine in control cells, determined by 708 

subtracting accumulation of dopamine in HEK-MOCK cells from that in HEK-OCT1 or HEK-OCT2 cells, in 709 

the absence of verapamil or OP, arbitrarily set at 100% and indicated by a dotted line on the graph. 710 

They are the means ± SEM of four independent assays, each being performed in triplicate. *, p<0.05 711 

when compared to untreated control cells. 712 

 713 

Fig. 7. Concentration-dependent effects of fenamiphos and phosmet towards OCT1 and OCT2 714 

activities. OCT1 and OCT2 activities were determined using dopamine (OCT1 and OCT2), DAPI (OCT1) 715 

or rhodamine 123 (OCT2) as substrates, in the absence or presence of various concentrations of 716 

fenamiphos or phosmet (from 0.1 to 300 µM), as described in Materials and Methods. Data are 717 

expressed as percentages of transporter activities found in control untreated cells, arbitrarily set at 718 

100%; they are the means ± SEM of three independent assays, each being performed in triplicate. IC50 719 

values are indicated at the top of graphs. 720 

 721 

 722 

 723 

 724 
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Fig. 8. Lack of trans-stimulating effect of fenamiphos and phosmet towards OCT1- and OCT2-mediated 725 

TEA uptake.  HEK-OCT1 and HEK-OCT2 cells were first incubated for 60 min at 37°c in the absence 726 

(control) or presence of 10 mM unlabeled TEA, 100 µM fenamiphos or 100 µM phosmet. After washing, 727 

cells were re-incubated with 29 μM [1-14C]-TEA for 5 min at 37°C. Intracellular accumulation of [1-728 

14C]-TEA was then determined by scintillation counting. Data are expressed as % of TEA accumulation 729 

in control cells, arbitrarily set at 100%; they are the means ± SEM of three independent experiments. 730 

*, p<0.05 when compared to control cells. 731 

 732 

Fig. 9. Accumulation of fenamiphos and phosmet in HEK-OCT1, HEK-OCT2 and HEK-MOCK cells. HEK-733 

MOCK, HEK-OCT1 and HEK-OCT2 cells were incubated with 100 µM fenamiphos or 100 µM phosmet, 734 

in the absence or presence of reference inhibitors (100 µM verapamil for OCT1 inhibition and 100 µM 735 

amitriptyline for OCT2 inhibition), for 5 min at 37°C. Intracellular accumulated levels of fenamiphos 736 

and phosmet were then quantified by liquid chromatography-tandem mass spectroscopy. Data are the 737 

means ± SEM of three independent assays. NS, not statistically significant. 738 

 739 

Fig. S1. Chemical structures of OPs analyzed in the study 740 

 741 

Fig. S2. Concentration-dependent inhibitory effects of malathion and parathion towards OCT1 activity. 742 

OCT1 activities were determined using DAPI as substrate, in the absence or presence of various 743 

concentrations of malathion or parathion (from 0.1 to 300 µM), as described in Materials and Methods. 744 

Data are expressed as percentages of transporter activities found in control untreated cells, arbitrarily 745 

set at 100%; they are the means ± SEM of three independent assays, each being performed in triplicate. 746 

IC50 values are indicated at the top of graphs. 747 

 748 

Fig. S3. Concentration-dependent inhibitory effects of fenitrothion and parathion methyl towards 749 

OCT2 activity. OCT2 activities were determined using rhodamine 123 as substrate, in the absence or 750 

presence of various concentrations of fenitrothion or parathion methyl (from 0.1 to 300 µM), as 751 

described in Materials and Methods. Data are expressed as percentages of transporter activities found 752 

in control untreated cells, arbitrarily set at 100%; they are the means ± SEM of three independent 753 

assays, each being performed in triplicate. IC50 values are indicated at the top of graphs. 754 
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Fig. S4. Accumulation of (A) DAPI in HEK-OCT1 and HEK-MOCK cells and (B) rhodamine 123 in HEK-755 

OCT2 and HEK-MOCK cells. (A) HEK-OCT1 and HEK-MOCK cells were incubated with 1 µM DAPI in the 756 

absence or presence of 100 µM verapamil, used here as a reference OCT1 inhibitor, for 5 min. (B) HEK-757 

OCT2 and HEK-MOCK cells were incubated with 1 µM rhodamine 123 in the absence or presence of 758 

100 µM amitriptyline, used here as a reference OCT2 inhibitor, for 5 min. (A, B) After washing, 759 

intracellular levels of fluorescent dyes were determined by spectrofluorimetry. Data are expressed as 760 

fluorescence arbitrary units (FAU)/mg protein and are the means ± SEM of three independent assays.*, 761 

p<0.05. 762 

 763 

Fig. S5. OP values for molecular descriptors highly discriminating OCT1/OCT2 inhibitors from non-764 

inhibitors among OPs. Molecular descriptor values for OPs were determined using the Dragon® 7 765 

software, as described in Material and Methods. Statistical comparison of values between OCT1/OCT2 766 

inhibitors (n=8) and non-inhibitors (n=5) was performed using the non-parametric Mean-Whitney test. 767 
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Table 1 786 

Summary of OP effects towards SLC transporter activities 787 

 788 

aThe cut-off value was at least 50% increase (stimulation) or 50% decrease (inhibition) of transporter 789 

activity by OPs (tested at 100 µM). +, stimulation; -, inhibition; =, no change.  790 

 791 

 792 
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 795 
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 797 

 798 

 799 

 800 

 801 

 802 

OP 
Modulation of SLC transporter activitya 

OAT1 OAT3 OATP1B1 OATP2B1 OCT1 OCT2 MATE1 MATE2-K 

Dichlorvos = = = = = = = = 

Fenamiphos = - = + - - - = 

Fenitrothion = = = = - - = = 

Malathion = - = + - - = = 

Metasystox = + = = = = = = 

Methamidophos = = = = = = = = 

Monocrotophos = = = = = = = = 

Parathion = = = + - - = = 

Parathion methyl = = = = - - = = 

Phosmet = = = + - - - = 

Profenofos = - - + - - = = 

Propetamphos = = = = - - - = 

Temephos = = - + = = = = 
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Table 2 803 

Combination index (CI) values for OCT2 inhibition by combined treatment with fenamiphos and 804 

phosmet  805 

 806 

aCI values were calculated using CompuSyn software. 807 
bThe ratio [Fenamiphos]:[Phosmet] is 1:1. 808 
CSynergistic effect: CI<0.8;  additive effect: 0.8<CI<1.2; antagonistic effect: CI>1.2.   809 

 810 

 811 

 812 

 813 

 814 

 815 

 816 

 817 

 818 

 819 

 820 

 821 

 822 

 823 

 824 

 825 

 826 

 827 

 828 

 829 

 830 

 831 

 832 
 833 

 834 

 835 

% inhibition OCT2 activity CIa Mixture concentrationb Nature of effectc 

10 0.43 0.38 µM Synergistic 

20 0.51 1.00 µM Synergistic 

30 0.58 1.90 µM Synergistic 

40 0.64 3.21 µM Synergistic 

50 0.71 5.19 µM Synergistic 

60 0.79 8.40 µM Synergistic 

70 0.90 14.18 µM Additive 

80 1.05 26.85 µM Additive 

90 1.34 70.22 µM Antagonistic 
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Table 3 836 

Repartition of molecular descriptors discriminating OCT1/OCT2 inhibitors from non-inhibitors for OPs 837 

among descriptor blocks 838 

Molecular descriptor blocks 

Descriptors discriminating OCT1/OCT2 inhibitors (n=8) 
and non-inhibitors (n=5) for OPs 

Number % per block 
% total number of 

discriminating 
descriptors  

Constitutional (n=47) 0 0.0 0.0 

Ring descriptors (n=32) 0 0.0 0.0 

Topological indices (n=75) 3 4.0 1.3 

Walk and path counts (n=46) 0 0.0 0.0 

Connectivity indices (n=37) 1 2.7 0.4 

Information indices (n=50) 12 24.0 5.1 

2D matrix-based descriptors (n=607) 23 3.8 9.8 

2D autocorrelations (n=213) 40 18.8 17.1 

Burden eigenvalues (n=96) 4 4.2 1.7 

P-VSA-like descriptors (n=55) 1 1.8 0.4 

ETA indices (n=23) 2 8.7 0.9 

Edge adjacency indices (n=324) 51 15.7 21.8 

Geometrical descriptors (n=38) 4 10.5 1.7 

3D matrix-based descriptors (n=99) 0 0.0 0.0 

3D autocorrelations (n=80) 15 18.8 6.4 

RDF descriptors (n=210) 8 3.8 3.4 

3D-MoRSE descriptors (n=224) 7 3.1 3.0 

WHIM descriptors (n=114) 9 7.9 3.8 

GETAWAY descriptors (n=273) 35 12.8 15.0 

Randic molecular profiles (n=41) 0 0.0 0.0 

Functional groups count (n=154) 0 0.0 0.0 

Atom-centred fragments (n=115) 1 0.9 0.4 

Atom-type E-state indices (n=172) 0 0.0 0.0 

CATS 2D (n=150) 1 0.7 0.4 

2D Atom Pairs (n=1596) 12 0.8 5.1 

3D Atom Pairs (n=36) 1 2.8 0.4 

Charge descriptors (n=15) 1 6.7 0.4 

Molecular properties (n=20) 0 0.0 0.0 

Drug-like indices (n=28) 0 0.0 0.0 

CATS 3D (n=300) 3 1.0 1.3 

Total 234 Not applicable 4.4 

 839 

 840 

 841 
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Supporting information 854 

Table S1 855 

Summary of experimental conditions for transport assays used for analyzing potential cis-modulating 856 

effects of OPs on SLC transporter activities 857 

Transporter Cell system Substrate Reference inhibitor Incubation 
time 

OAT1 HEK-OAT1 cells 
Fluorescein (10 µM) Probenecid (1 mM) 

5 min 

OAT3 HEK-OAT3 cells 

OATP1B1 HEK-OATP1B1 cells 
E3S (3.4 nM) 

Probenecid (2 mM) 

OATP2B1 HEK-OATP2B1 cells Probenecid (10 mM) 

OCT1 

HEK-OCT1 cells 
DAPI (1 µM) 

Verapamil (100 µM) 

Dopamine (11 nM) 

Primary human 
hepatocytes TEA (29 µM) 

HepaRG cells 

OCT2 HEK-OCT2 cells 
Rhodamine 123 (1 µM) Amitriptyline (100 µM) 

Dopamine (11 nM) 
Verapamil (100 µM) 

MATE1 HEK-MATE1 cells 
TEA (29 µM) 

MATE2-K HEK-MATE2-K cells Verapamil (200 µM) 

 858 

 859 

 860 

 861 

 862 

 863 

 864 

 865 

 866 

 867 

 868 

 869 

 870 

 871 

 872 
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Table S2 873 

List of molecular descriptors discriminating OCT1/OCT2 inhibitors from non-inhibitors for OPs 874 

Molecular descriptors discriminating OCT1/OCT2 inhibitors (n=8) among OPs (n=13) 
P value 

Name Descriptor Block 

IDDE 
mean information content on the distance degree 

equality 
Information indices 0.002 

SpMAD_X spectral mean absolute deviation from chi matrix 
2D matrix-based 

descriptors 
0.002 

SpDiam_B(s) 
spectral diameter from Burden matrix weighted by 

I-State 
2D matrix-based 

descriptors 
0.002 

MATS1e 
Moran autocorrelation of lag 1 weighted by 

Sanderson electronegativity 
2D autocorrelations 0.002 

GATS3m Geary autocorrelation of lag 3 weighted by mass 2D autocorrelations 0.002 

IC3 
Information Content index (neighborhood symmetry 

of 3-order) 
Information indices 0.003 

IC4 
Information Content index (neighborhood symmetry 

of 4-order) 
Information indices 0.003 

IC5 
Information Content index (neighborhood symmetry 

of 5-order) 
Information indices 0.003 

MATS3m Moran autocorrelation of lag 3 weighted by mass 2D autocorrelations 0.003 

MATS4i 
Moran autocorrelation of lag 4 weighted by 

ionization potential 
2D autocorrelations 0.003 

GATS1e 
Geary autocorrelation of lag 1 weighted by 

Sanderson electronegativity 
2D autocorrelations 0.003 

GATS3p 
Geary autocorrelation of lag 3 weighted by 

polarizability 
2D autocorrelations 0.003 

GATS4i 
Geary autocorrelation of lag 4 weighted by 

ionization potential 
2D autocorrelations 0.003 

H3s H autocorrelation of lag 3 / weighted by I-state 
GETAWAY 
descriptors 

0.003 

Eig15_AEA(dm) 
eigenvalue n. 15 from augmented edge adjacency 

mat. weighted by dipole moment 
Edge adjacency 

indices 
0.003 

SM10_AEA(ri) 
spectral moment of order 10 from augmented edge 

adjacency mat. weighted by resonance integral 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

Eig15_EA(ed) 
eigenvalue n. 15 from edge adjacency mat. 

weighted by edge degree 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

SM08_AEA(dm) 
spectral moment of order 8 from augmented edge 

adjacency mat. weighted by dipole moment 
Edge adjacency 

indices 
0.004 
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SM09_AEA(dm) 
spectral moment of order 9 from augmented edge 

adjacency mat. weighted by dipole moment 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

SM09_AEA(ri) 
spectral moment of order 9 from augmented edge 

adjacency mat. weighted by resonance integral 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

Eig14_EA eigenvalue n. 14 from edge adjacency mat. 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

Eig15_EA eigenvalue n. 15 from edge adjacency mat. 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

Eig14_EA(ed) 
eigenvalue n. 14 from edge adjacency mat. 

weighted by edge degree 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

Eig14_EA(bo) 
eigenvalue n. 14 from edge adjacency mat. 

weighted by bond order 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

Eig15_EA(bo) 
eigenvalue n. 15 from edge adjacency mat. 

weighted by bond order 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

Eig14_EA(ri) 
eigenvalue n. 14 from edge adjacency mat. 

weighted by resonance integral 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

Eig15_EA(ri) 
eigenvalue n. 15 from edge adjacency mat. 

weighted by resonance integral 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

Eig14_AEA(bo) 
eigenvalue n. 14 from augmented edge adjacency 

mat. weighted by bond order 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

Eig15_AEA(bo) 
eigenvalue n. 15 from augmented edge adjacency 

mat. weighted by bond order 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

Eig14_AEA(dm) 
eigenvalue n. 14 from augmented edge adjacency 

mat. weighted by dipole moment 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

Eig14_AEA(ri) 
eigenvalue n. 14 from augmented edge adjacency 

mat. weighted by resonance integral 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

Eig15_AEA(ri) 
eigenvalue n. 15 from augmented edge adjacency 

mat. weighted by resonance integral 
Edge adjacency 

indices 
0.004 

HATS8v 
leverage-weighted autocorrelation of lag 8 / 

weighted by van der Waals volume 
GETAWAY 
descriptors 

0.004 

Eta_sh_x eta x shape index ETA indices 0.004 

G2s 
2nd component symmetry directional WHIM index / 

weighted by I-state 
WHIM descriptors 0.004 

HATS8u 
leverage-weighted autocorrelation of lag 8 / 

unweighted 
GETAWAY 
descriptors 

0.004 

HATS8e 
leverage-weighted autocorrelation of lag 8 / 

weighted by Sanderson electronegativity 
GETAWAY 
descriptors 

0.004 

HATS8p 
leverage-weighted autocorrelation of lag 8 / 

weighted by polarizability 
GETAWAY 
descriptors 

0.004 

HATS8i 
leverage-weighted autocorrelation of lag 8 / 

weighted by ionization potential 
GETAWAY 
descriptors 

0.004 
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R8e 
R autocorrelation of lag 8 / weighted by Sanderson 

electronegativity 
GETAWAY 
descriptors 

0.004 

SpMax_AEA(ri) 
leading eigenvalue from augmented edge adjacency 

mat. weighted by resonance integral 
Edge adjacency 

indices 
0.005 

Eig01_AEA(ri) 
eigenvalue n. 1 from augmented edge adjacency 

mat. weighted by resonance integral 
Edge adjacency 

indices 
0.005 

SpPosA_X normalized spectral positive sum from chi matrix 
2D matrix-based 

descriptors 
0.005 

SpDiam_EA(ed) 
spectral diameter from edge adjacency mat. 

weighted by edge degree 
Edge adjacency 

indices 
0.005 

SpMax_AEA(ed) 
leading eigenvalue from augmented edge adjacency 

mat. weighted by edge degree 
Edge adjacency 

indices 
0.005 

Eig01_AEA(ed) 
eigenvalue n. 1 from augmented edge adjacency 

mat. weighted by edge degree 
Edge adjacency 

indices 
0.005 

ATSC5s 
Centred Broto-Moreau autocorrelation of lag 5 

weighted by I-state 
2D autocorrelations 0.006 

MATS4s Moran autocorrelation of lag 4 weighted by I-state 2D autocorrelations 0.006 

GATS3v 
Geary autocorrelation of lag 3 weighted by van der 

Waals volume 
2D autocorrelations 0.006 

GGI5 topological charge index of order 5 2D autocorrelations 0.006 

Mor27s signal 27 / weighted by I-state 
3D-MoRSE 
descriptors 

0.006 

ATS8s 
Broto-Moreau autocorrelation of lag 8 (log function) 

weighted by I-state 
2D autocorrelations 0.007 

GATS8p 
Geary autocorrelation of lag 8 weighted by 

polarizability 
2D autocorrelations 0.007 

GATS8i 
Geary autocorrelation of lag 8 weighted by 

ionization potential 
2D autocorrelations 0.007 

Eta_sh_y eta y shape index ETA indices 0.007 

SpMax_EA leading eigenvalue from edge adjacency mat. 
Edge adjacency 

indices 
0.007 

SM09_AEA(bo) 
spectral moment of order 9 from augmented edge 

adjacency mat. weighted by bond order 
Edge adjacency 

indices 
0.007 

Eig01_EA eigenvalue n. 1 from edge adjacency mat. 
Edge adjacency 

indices 
0.007 

TDB08u 
3D Topological distance based descriptors - lag 8 

unweighted 
3D autocorrelations 0.007 

HATS8m 
leverage-weighted autocorrelation of lag 8 / 

weighted by mass 
GETAWAY 
descriptors 

0.007 

R8m+ 
R maximal autocorrelation of lag 8 / weighted by 

mass 
GETAWAY 
descriptors 

0.007 
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R8v 
R autocorrelation of lag 8 / weighted by van der 

Waals volume 
GETAWAY 
descriptors 

0.007 

R8s R autocorrelation of lag 8 / weighted by I-state 
GETAWAY 
descriptors 

0.007 

SpMax_EA(ed) 
leading eigenvalue from edge adjacency mat. 

weighted by edge degree 
Edge adjacency 

indices 
0.008 

SM10_AEA(dm) 
spectral moment of order 10 from augmented edge 

adjacency mat. weighted by dipole moment 
Edge adjacency 

indices 
0.008 

Eig01_EA(ed) 
eigenvalue n. 1 from edge adjacency mat. weighted 

by edge degree 
Edge adjacency 

indices 
0.008 

Ges 
Number of symmetry classes (based on 

electrotopological state) 
Information indices 0.010 

TDB08e 
3D Topological distance based descriptors - lag 8 

weighted by Sanderson electronegativity 
3D autocorrelations 0.010 

TDB08i 
3D Topological distance based descriptors - lag 8 

weighted by ionization potential 
3D autocorrelations 0.010 

TDB09s 
3D Topological distance based descriptors - lag 9 

weighted by I-state 
3D autocorrelations 0.010 

RDF070s 
Radial Distribution Function - 070 / weighted by I-

state 
RDF descriptors 0.010 

G2p 
2nd component symmetry directional WHIM index / 

weighted by polarizability 
WHIM descriptors 0.010 

R8u R autocorrelation of lag 8 / unweighted 
GETAWAY 
descriptors 

0.010 

R8p 
R autocorrelation of lag 8 / weighted by 

polarizability 
GETAWAY 
descriptors 

0.010 

R8i 
R autocorrelation of lag 8 / weighted by ionization 

potential 
GETAWAY 
descriptors 

0.010 

R8s+ 
R maximal autocorrelation of lag 8 / weighted by I-

state 
GETAWAY 
descriptors 

0.010 

X3A average connectivity index of order 3 Connectivity indices 0.011 

IC2 
Information Content index (neighborhood symmetry 

of 2-order) 
Information indices 0.011 

SIC5 
Structural Information Content index (neighborhood 

symmetry of 5-order) 
Information indices 0.011 

SpDiam_B(m) 
spectral diameter from Burden matrix weighted by 

mass 
2D matrix-based 

descriptors 
0.011 

VE1sign_B(s) 
coefficient sum of the last eigenvector from Burden 

matrix weighted by I-State 
2D matrix-based 

descriptors 
0.011 

MATS1s Moran autocorrelation of lag 1 weighted by I-state 2D autocorrelations 0.011 
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GATS4e 
Geary autocorrelation of lag 4 weighted by 

Sanderson electronegativity 
2D autocorrelations 0.011 

GATS4p 
Geary autocorrelation of lag 4 weighted by 

polarizability 
2D autocorrelations 0.011 

GATS3i 
Geary autocorrelation of lag 3 weighted by 

ionization potential 
2D autocorrelations 0.011 

GATS4s Geary autocorrelation of lag 4 weighted by I-state 2D autocorrelations 0.011 

SpDiam_EA spectral diameter from edge adjacency mat. 
Edge adjacency 

indices 
0.011 

SpMax_EA(bo) 
leading eigenvalue from edge adjacency mat. 

weighted by bond order 
Edge adjacency 

indices 
0.011 

SpMAD_AEA(bo) 
spectral mean absolute deviation from augmented 

edge adjacency mat. weighted by bond order 
Edge adjacency 

indices 
0.011 

SM11_AEA(ri) 
spectral moment of order 11 from augmented edge 

adjacency mat. weighted by resonance integral 
Edge adjacency 

indices 
0.011 

Eig01_EA(bo) 
eigenvalue n. 1 from edge adjacency mat. weighted 

by bond order 
Edge adjacency 

indices 
0.011 

L2s 
2nd component size directional WHIM index / 

weighted by I-state 
WHIM descriptors 0.011 

R3u R autocorrelation of lag 3 / unweighted 
GETAWAY 
descriptors 

0.011 

R7v 
R autocorrelation of lag 7 / weighted by van der 

Waals volume 
GETAWAY 
descriptors 

0.011 

R3e 
R autocorrelation of lag 3 / weighted by Sanderson 

electronegativity 
GETAWAY 
descriptors 

0.011 

R3i 
R autocorrelation of lag 3 / weighted by ionization 

potential 
GETAWAY 
descriptors 

0.011 

R8p+ 
R maximal autocorrelation of lag 8 / weighted by 

polarizability 
GETAWAY 
descriptors 

0.012 

PW4 path/walk 4 - Randic shape index Topological indices 0.013 

SpMax_AEA(bo) 
leading eigenvalue from augmented edge adjacency 

mat. weighted by bond order 
Edge adjacency 

indices 
0.013 

Eig01_AEA(bo) 
eigenvalue n. 1 from augmented edge adjacency 

mat. weighted by bond order 
Edge adjacency 

indices 
0.013 

SpMax_EA(ri) 
leading eigenvalue from edge adjacency mat. 

weighted by resonance integral 
Edge adjacency 

indices 
0.013 

SpDiam_EA(ri) 
spectral diameter from edge adjacency mat. 

weighted by resonance integral 
Edge adjacency 

indices 
0.013 

Eig01_EA(ri) 
eigenvalue n. 1 from edge adjacency mat. weighted 

by resonance integral 
Edge adjacency 

indices 
0.013 
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R8u+ R maximal autocorrelation of lag 8 / unweighted 
GETAWAY 
descriptors 

0.015 

R8i+ 
R maximal autocorrelation of lag 8 / weighted by 

ionization potential 
GETAWAY 
descriptors 

0.015 

SpMax_L leading eigenvalue from Laplace matrix 
2D matrix-based 

descriptors 
0.016 

SpMin1_Bh(m) 
smallest eigenvalue n. 1 of Burden matrix weighted 

by mass 
Burden eigenvalues 0.016 

TDB08m 
3D Topological distance based descriptors - lag 8 

weighted by mass 
3D autocorrelations 0.016 

TDB08r 
3D Topological distance based descriptors - lag 8 

weighted by covalent radius 
3D autocorrelations 0.016 

RDF090m 
Radial Distribution Function - 090 / weighted by 

mass 
RDF descriptors 0.016 

R8m R autocorrelation of lag 8 / weighted by mass 
GETAWAY 
descriptors 

0.016 

VE2sign_B(s) 
average coefficient of the last eigenvector from 

Burden matrix weighted by I-State 
2D matrix-based 

descriptors 
0.018 

CATS3D_02_AL CATS3D Acceptor-Lipophilic BIN 02 (2.000 - 3.000 Å) CATS 3D 0.018 

SpMax_A 
leading eigenvalue from adjacency matrix (Lovasz-

Pelikan index) 
2D matrix-based 

descriptors 
0.019 

SpDiam_A spectral diameter from adjacency matrix 
2D matrix-based 

descriptors 
0.019 

SpDiam_B(p) 
spectral diameter from Burden matrix weighted by 

polarizability 
2D matrix-based 

descriptors 
0.019 

ATSC5e 
Centred Broto-Moreau autocorrelation of lag 5 

weighted by Sanderson electronegativity 
2D autocorrelations 0.019 

MATS3p 
Moran autocorrelation of lag 3 weighted by 

polarizability 
2D autocorrelations 0.019 

MATS4p 
Moran autocorrelation of lag 4 weighted by 

polarizability 
2D autocorrelations 0.019 

SpDiam_EA(bo) 
spectral diameter from edge adjacency mat. 

weighted by bond order 
Edge adjacency 

indices 
0.019 

TDB07v 
3D Topological distance based descriptors - lag 7 

weighted by van der Waals volume 
3D autocorrelations 0.019 

TDB07r 
3D Topological distance based descriptors - lag 7 

weighted by covalent radius 
3D autocorrelations 0.019 

RDF055s 
Radial Distribution Function - 055 / weighted by I-

state 
RDF descriptors 0.019 

G3m 
3rd component symmetry directional WHIM index / 

weighted by mass 
WHIM descriptors 0.019 
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G2i 
2nd component symmetry directional WHIM index / 

weighted by ionization potential 
WHIM descriptors 0.019 

H3e 
H autocorrelation of lag 3 / weighted by Sanderson 

electronegativity 
GETAWAY 
descriptors 

0.019 

CATS3D_05_AA CATS3D Acceptor-Acceptor BIN 05 (5.000 - 6.000 Å) CATS 3D 0.019 

B04[C-S] Presence/absence of C - S at topological distance 4 2D Atom Pairs 0.021 

B04[C-P] Presence/absence of C - P at topological distance 4 2D Atom Pairs 0.021 

B05[C-O] Presence/absence of C - O at topological distance 5 2D Atom Pairs 0.021 

B06[C-C] Presence/absence of C - C at topological distance 6 2D Atom Pairs 0.021 

B06[C-O] Presence/absence of C - O at topological distance 6 2D Atom Pairs 0.021 

B07[C-C] Presence/absence of C - C at topological distance 7 2D Atom Pairs 0.021 

R8v+ 
R maximal autocorrelation of lag 8 / weighted by 

van der Waals volume 
GETAWAY 
descriptors 

0.023 

SpMAD_L 
spectral mean absolute deviation from Laplace 

matrix 
2D matrix-based 

descriptors 
0.023 

ATSC8m 
Centred Broto-Moreau autocorrelation of lag 8 

weighted by mass 
2D autocorrelations 0.023 

GATS5s Geary autocorrelation of lag 5 weighted by I-state 2D autocorrelations 0.023 

TDB08v 
3D Topological distance based descriptors - lag 8 

weighted by van der Waals volume 
3D autocorrelations 0.023 

TDB08p 
3D Topological distance based descriptors - lag 8 

weighted by polarizability 
3D autocorrelations 0.023 

G2v 
2nd component symmetry directional WHIM index / 

weighted by van der Waals volume 
WHIM descriptors 0.023 

HATS8s 
leverage-weighted autocorrelation of lag 8 / 

weighted by I-state 
GETAWAY 
descriptors 

0.023 

R8e+ 
R maximal autocorrelation of lag 8 / weighted by 

Sanderson electronegativity 
GETAWAY 
descriptors 

0.027 

CATS3D_04_AL CATS3D Acceptor-Lipophilic BIN 04 (4.000 - 5.000 Å) CATS 3D 0.027 

JGI7 mean topological charge index of order 7 2D autocorrelations 0.028 

SpMin1_Bh(p) 
smallest eigenvalue n. 1 of Burden matrix weighted 

by polarizability 
Burden eigenvalues 0.028 

SIC4 
Structural Information Content index (neighborhood 

symmetry of 4-order) 
Information indices 0.028 

GATS1s Geary autocorrelation of lag 1 weighted by I-state 2D autocorrelations 0.028 

SpMAD_AEA(ri) 
spectral mean absolute deviation from augmented 

edge adjacency mat. weighted by resonance integral 
Edge adjacency 

indices 
0.028 

IC1 
Information Content index (neighborhood symmetry 

of 1-order) 
Information indices 0.030 
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SpMax_B(i) 
leading eigenvalue from Burden matrix weighted by 

ionization potential 
2D matrix-based 

descriptors 
0.030 

SM4_B(s) 
spectral moment of order 4 from Burden matrix 

weighted by I-State 
2D matrix-based 

descriptors 
0.030 

MATS3i 
Moran autocorrelation of lag 3 weighted by 

ionization potential 
2D autocorrelations 0.030 

SpMin1_Bh(v) 
smallest eigenvalue n. 1 of Burden matrix weighted 

by van der Waals volume 
Burden eigenvalues 0.030 

SpMAD_EA 
spectral mean absolute deviation from edge 

adjacency mat. 
Edge adjacency 

indices 
0.030 

TDB07p 
3D Topological distance based descriptors - lag 7 

weighted by polarizability 
3D autocorrelations 0.030 

RDF055u Radial Distribution Function - 055 / unweighted RDF descriptors 0.030 

RDF055e 
Radial Distribution Function - 055 / weighted by 

Sanderson electronegativity 
RDF descriptors 0.030 

RDF055i 
Radial Distribution Function - 055 / weighted by 

ionization potential 
RDF descriptors 0.030 

Mor03u signal 03 / unweighted 
3D-MoRSE 
descriptors 

0.030 

Mor27e signal 27 / weighted by Sanderson electronegativity 
3D-MoRSE 
descriptors 

0.030 

Mor06s signal 06 / weighted by I-state 
3D-MoRSE 
descriptors 

0.030 

H3u H autocorrelation of lag 3 / unweighted 
GETAWAY 
descriptors 

0.030 

H4u H autocorrelation of lag 4 / unweighted 
GETAWAY 
descriptors 

0.030 

H4e 
H autocorrelation of lag 4 / weighted by Sanderson 

electronegativity 
GETAWAY 
descriptors 

0.030 

H3i 
H autocorrelation of lag 3 / weighted by ionization 

potential 
GETAWAY 
descriptors 

0.030 

H4i 
H autocorrelation of lag 4 / weighted by ionization 

potential 
GETAWAY 
descriptors 

0.030 

C-005 CH3X 
Atom-centred 

fragments 
0.031 

F04[C-O] Frequency of C - O at topological distance 4 2D Atom Pairs 0.033 

CATS2D_02_AL CATS2D Acceptor-Lipophilic at lag 02 CATS 2D 0.033 

IVDE 
mean information content on the vertex degree 

equality 
Information indices 0.034 

SpMax_B(v) 
leading eigenvalue from Burden matrix weighted by 

van der Waals volume 
2D matrix-based 

descriptors 
0.034 
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SpDiam_B(v) 
spectral diameter from Burden matrix weighted by 

van der Waals volume 
2D matrix-based 

descriptors 
0.034 

SpMax_B(e) 
leading eigenvalue from Burden matrix weighted by 

Sanderson electronegativity 
2D matrix-based 

descriptors 
0.034 

SpDiam_B(i) 
spectral diameter from Burden matrix weighted by 

ionization potential 
2D matrix-based 

descriptors 
0.034 

EE_B(s) 
Estrada-like index (log function) from Burden matrix 

weighted by I-State 
2D matrix-based 

descriptors 
0.034 

ATSC8s 
Centred Broto-Moreau autocorrelation of lag 8 

weighted by I-state 
2D autocorrelations 0.034 

JGI3 mean topological charge index of order 3 2D autocorrelations 0.034 

CMBL conjugated maximum bond length 
Geometrical 
descriptors 

0.037 

G(N..S) sum of geometrical distances between N..S 3D Atom Pairs 0.038 

B08[C-N] Presence/absence of C - N at topological distance 8 2D Atom Pairs 0.038 

F02[C-N] Frequency of C - N at topological distance 2 2D Atom Pairs 0.039 

Eig07_AEA(dm) 
eigenvalue n. 7 from augmented edge adjacency 

mat. weighted by dipole moment 
Edge adjacency 

indices 
0.040 

R3e+ 
R maximal autocorrelation of lag 3 / weighted by 

Sanderson electronegativity 
GETAWAY 
descriptors 

0.040 

F08[C-N] Frequency of C - N at topological distance 8 2D Atom Pairs 0.041 

T(N..S) sum of topological distances between N..S 2D Atom Pairs 0.042 

SM03_EA(dm) 
spectral moment of order 3 from edge adjacency 

mat. weighted by dipole moment 
Edge adjacency 

indices 
0.044 

SM05_EA(dm) 
spectral moment of order 5 from edge adjacency 

mat. weighted by dipole moment 
Edge adjacency 

indices 
0.044 

SM07_EA(dm) 
spectral moment of order 7 from edge adjacency 

mat. weighted by dipole moment 
Edge adjacency 

indices 
0.044 

SM09_EA(dm) 
spectral moment of order 9 from edge adjacency 

mat. weighted by dipole moment 
Edge adjacency 

indices 
0.044 

SM11_EA(dm) 
spectral moment of order 11 from edge adjacency 

mat. weighted by dipole moment 
Edge adjacency 

indices 
0.044 

SM13_EA(dm) 
spectral moment of order 13 from edge adjacency 

mat. weighted by dipole moment 
Edge adjacency 

indices 
0.044 

SM15_EA(dm) 
spectral moment of order 15 from edge adjacency 

mat. weighted by dipole moment 
Edge adjacency 

indices 
0.044 

JGI8 mean topological charge index of order 8 2D autocorrelations 0.044 

F02[C-O] Frequency of C - O at topological distance 2 2D Atom Pairs 0.044 

CIC5 
Complementary Information Content index 

(neighborhood symmetry of 5-order) 
Information indices 0.045 



 CHAPITRE III : INTERACTIONS DES ORGANOPHOSPHORÉS AVEC LES TRANSPORTEURS ABC ET SLC 

193 
 

ATSC1s 
Centred Broto-Moreau autocorrelation of lag 1 

weighted by I-state 
2D autocorrelations 0.045 

MATS5m Moran autocorrelation of lag 5 weighted by mass 2D autocorrelations 0.045 

MATS4e 
Moran autocorrelation of lag 4 weighted by 

Sanderson electronegativity 
2D autocorrelations 0.045 

GATS4m Geary autocorrelation of lag 4 weighted by mass 2D autocorrelations 0.045 

GATS5e 
Geary autocorrelation of lag 5 weighted by 

Sanderson electronegativity 
2D autocorrelations 0.045 

GATS5p 
Geary autocorrelation of lag 5 weighted by 

polarizability 
2D autocorrelations 0.045 

GATS7i 
Geary autocorrelation of lag 7 weighted by 

ionization potential 
2D autocorrelations 0.045 

GATS2s Geary autocorrelation of lag 2 weighted by I-state 2D autocorrelations 0.045 

SpMax5_Bh(v) 
largest eigenvalue n. 5 of Burden matrix weighted 

by van der Waals volume 
Burden eigenvalues 0.045 

SpDiam_AEA(bo) 
spectral diameter from augmented edge adjacency 

mat. weighted by bond order 
Edge adjacency 

indices 
0.045 

QXXv 
quadrupole x-component value / weighted by van 

der Waals volume 
Geometrical 
descriptors 

0.045 

QXXp 
quadrupole x-component value / weighted by 

polarizability 
Geometrical 
descriptors 

0.045 

QXXs 
quadrupole x-component value / weighted by I-

state 
Geometrical 
descriptors 

0.045 

TDB07m 
3D Topological distance based descriptors - lag 7 

weighted by mass 
3D autocorrelations 0.045 

TDB06v 
3D Topological distance based descriptors - lag 6 

weighted by van der Waals volume 
3D autocorrelations 0.045 

RDF065p 
Radial Distribution Function - 065 / weighted by 

polarizability 
RDF descriptors 0.045 

Mor27u signal 27 / unweighted 
3D-MoRSE 
descriptors 

0.045 

Mor03i signal 03 / weighted by ionization potential 
3D-MoRSE 
descriptors 

0.045 

Mor26s signal 26 / weighted by I-state 
3D-MoRSE 
descriptors 

0.045 

L2u 
2nd component size directional WHIM index / 

unweighted 
WHIM descriptors 0.045 

L2m 
2nd component size directional WHIM index / 

weighted by mass 
WHIM descriptors 0.045 

L2i 
2nd component size directional WHIM index / 

weighted by ionization potential 
WHIM descriptors 0.045 
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 875 

 876 

H3v 
H autocorrelation of lag 3 / weighted by van der 

Waals volume 
GETAWAY 
descriptors 

0.045 

Q2 total squared charge Charge descriptors 0.045 

PW5 path/walk 5 - Randic shape index Topological indices 0.047 

H8s H autocorrelation of lag 8 / weighted by I-state 
GETAWAY 
descriptors 

0.047 

Psi_i_t intrinsic state pseudoconnectivity index - type T Topological indices 0.047 

ATSC8e 
Centred Broto-Moreau autocorrelation of lag 8 

weighted by Sanderson electronegativity 
2D autocorrelations 0.048 

P_VSA_MR_2 P_VSA-like on Molar Refractivity. bin 2 P_VSA-like descriptor 0.048 

BIC5 
Bond Information Content index (neighborhood 

symmetry of 5-order) 
Information indices 0.048 

VE1sign_Dt 
coefficient sum of the last eigenvector from detour 

matrix 
2D matrix-based 

descriptors 
0.048 

SpDiam_B(e) 
spectral diameter from Burden matrix weighted by 

Sanderson electronegativity 
2D matrix-based 

descriptors 
0.048 

VE2sign_B(p) 
average coefficient of the last eigenvector from 

Burden matrix weighted by polarizability 
2D matrix-based 

descriptors 
0.048 

SM5_B(s) 
spectral moment of order 5 from Burden matrix 

weighted by I-State 
2D matrix-based 

descriptors 
0.048 

VE2_B(s) 
average coefficient of the last eigenvector (absolute 

values) from Burden matrix weighted by I-State 
2D matrix-based 

descriptors 
0.048 

ATSC8v 
Centred Broto-Moreau autocorrelation of lag 8 

weighted by van der Waals volume 
2D autocorrelations 0.048 

TDB08s 
3D Topological distance based descriptors - lag 8 

weighted by I-state 
3D autocorrelations 0.048 

TDB10s 
3D Topological distance based descriptors - lag 10 

weighted by I-state 
3D autocorrelations 0.048 

RDF070m 
Radial Distribution Function - 070 / weighted by 

mass 
RDF descriptors 0.048 
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2. Résultats complémentaires 882 

Interactions des organophosphorés avec le transporteur OCT3 883 

Nous avons montré que les organophosphorés inhibaient fortement le transport médié par les 884 

transporteurs OCT1 et OCT2. Pour une vision plus complète des interactions de ces insecticides avec 885 

les transporteurs de cations OCTs, nous avons cherché à déterminer leurs effets su à l a ti it àd un 886 

troisième transporteur de la famille SLC22A : le transporteur OCT3 (Figure 10).  887 

 888 

Figure 10: Effets des o ga ophospho sàsu à l a ti it àduàt a spo teu àOCT .àL a ti it àOCT àaà t àdete i eà889 

dans des cellules HEK-OCT ,à e à l a se eà ouà e à p se eà d i hi iteu sà deà f e esà ouà deà o pos sà890 

organophosphorés utilisés à 100 µM (comme décrit dans le paragraphe « matériels et méthodes » du manuscript 891 

précédent intitulé «Interactions of organophosphorus pesticides with solute carrier (SLC) drug transporters » ). 892 

Lesà do esà so tà e p i esà e à pou e tagesà d a ti it sà pa à appo tà au à ellulesà o à t ait esà l a ti it à des 893 

cellules non traitée est fixée à 100% et indiquée par une ligne pointillée). Les données sont les moyennes ± 894 

erreur-type de la moyenne de trois expériences indépendantes, chacune effectuées en triplicate. Un effet 895 

statistiquement significatif est signalé par une * (seuil de significativité p<0,05).  896 

 897 

Plusieurs organophosphorés inhibent l a ti it àOCT ,à aisàlesàeffetsàso tà oi sà a u sà ueàpou àlesà898 

transporteurs OCT1 et OCT2. Seuls le parathion méthyl et le phosmet ont bloqués plus de 50% de 899 

l a ti it  du transporteur. Ces mêmes pesti idesà taie tà àl o igi eàd i hi itio sàpuissa tesàd OCT àetà900 

d OCT ,àtransporteurs de spécificité proche d OCT . 901 
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Interactions des organophosphorés avec les transporteurs ABC 902 

Pour la suite de notre étude, nous nous sommes interessés aux effets des organophosphorés sur les 903 

transporteurs ABC. Plusieurs études ont mises en évidence des interactions entre cette famille de 904 

transporteurs et les pesticides, mais peu de données sont disponibles dans la littérature concernant 905 

cette famille d i se ti ides. Des travaux ont suggérés la prise en charge du diazinon et du parathion 906 

méthyl par la P-gp (458,481), du fenitrothion par MRP1 (461) et du parathion méthyl par mrp4 (481). 907 

La prise en charge de organophosphorés par BCRP est peu étudié, et son implication dans le transport 908 

d insecticide de cette famille aà té démontrée que pour un composé à notre connaissance, le 909 

chlorpyrifos, dans un modèle animal (480).  910 

L objectif de ces travaux était de caractériser les interactions potentielles de treize organophosphorés 911 

sur les transporteurs ABC et de définir lesàdo ai esàd i te a tio sàdeà e tai sàd entre eux avec la P-gp 912 

par une approche in silico dans le but de définir le mécanisme de ces interactions.  913 

Effets des o ga ophospho és su  l’a tivité des t a spo teu s ABC 914 

Nous avons mesuré les effets des treize composés organophosphorés sur l'activité de P-gp, BCRP et 915 

des MRPs en utilisant des lignées cellulaires su e p i a tàleàt a spo teu àd i t t (MCF7 pour P-gp,  916 

HEK293-BCRP pour BCRP et HUH7 pour les MRPs). Nous avons vérifié que les transporteurs ABC 917 

étudiés étaient bien fonctionnels ; les cellules surexprimant les transporteurs présentaient une 918 

accumulation (MCF7 et HUH7) ou une rétention (HEK293-BCRP) plus faibles de substrats de référence 919 

(la rhodamine 123, le Hoechst 33342 et la digoxine pour P-gp, le carboxy-2,7-dichlorofluorescéine (CF) 920 

pour les MRPs et le Hoechst 33342 pour BCRP), comparativement aux cellules natives et comme en 921 

partie précédemment décrit (544) (données non présentées). De plus, les inhibiteurs de référence de 922 

ces transporteurs (le vérapamil et le carvédilol pour P-gp, la FTC pour BCRP et le probénécide pour les 923 

MRPs), ont significativement augmenté l'accumulation ou la rétention intracellulaire du substrat de 924 

référence dans les cellules surexprimant les transporteurs ABC. 925 

Co e a tà l a ti it à deà laà P-gp, la plupart des composés organophosphorés deà l tudeà n'ont pas 926 

altérer l'activité du transporteur à la dose de μM. Seul le profenofos inhibe significativement le 927 

transport de la rhodamine 123 médié par la P-gp (Figure 11a), le transport de Hoechst 33342 est bloqué 928 

par le profenofos (CI50 = , à μM) et le temefos (Figure 11b et Figure 13a). Aucun composé 929 

organophosphoré n'a altéré le transport de la digoxine médié par la P-gp (Figure 11c). 930 
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 931 

Figure 11: L'activité de la P-gp a été déterminée dans des cellules MCF7R pour la prise en charge de trois 932 

substrats: la rhodamine 123 (a), le Hoescht 33342 (b) et la digoxine (c), en l'absence ou en présence de pesticides 933 

organophosphorés à 100 µM ou d'inhibiteurs de référence (vérapamil 50 µM, vérapamil 100 µM et carvédilol 934 

100 µM, espe ti e e t .àLesàdo esàso tàe p i esàe àpou e tagesàd a ti it sàpa à appo tàau à ellulesà o à935 

t ait esà l a ti it àdesà ellulesà o àt ait eàestàfi eà à %àetài diquée par une ligne pointillée). Les données sont 936 

les moyennes ± erreur-type de la moyenne de trois expériences indépendantes, chacune effectuée en triplicate. 937 

Un effet statistiquement significatif est signalé par une étoile (*) (seuil de significativité p<0,05). 938 

 939 

En ce qui concerne l'activité de BCRP, plusieurs pesticides organophosphorés ont modérément, bien 940 

que significativement, inhibé l'activité du transporteur, à l'exception du phosmet et du profenofos qui 941 

ont bloqué plus de 50% du transport (Figure 12a). Les CI50 ont été déterminées pour les deux 942 

composés (CI à=à , àμMàpour le profenofos Figure 13b et CI50 = 42,5 μM pour le phosmet (données 943 

non présentées)). L'activité MRP s'est révélée modérément inhibée par plusieurs organophosphorés 944 

utilisés à 100 μM.à 945 
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Seul le profenofos a inhibé plus de 50% de l'activité du transporteur (Figure 12b) (CI50 = 41,3 µM) 946 

(Figure 13c). 947 

 948 

Figure 12: Les activités de BCRP (a) et de MRP (b) ont été déterminées respectivement dans des cellules HEK-949 

BCRP et HUH7 en l'a se eàouàe àp se eàdeàpesti idesào ga ophospho sàutilis sà à àμMàouàd'i hi iteu sà950 

de référence (FTC 10 µM et probénécide 4 mM pour BCRP er MRP, respectivement). Les données sont exprimées 951 

e àpou e tagesàd a ti it àpa à appo tàà celle des cellules o àt ait esà l a ti it àdesà ellulesà o àt ait eàestàfi eà952 

à 100% et indiquée par une ligne pointillée). Les données sont les moyennes ± erreur-type de la moyenne de 953 

trois expériences indépendantes, chacune effectuée en triplicate. Un effet statistiquement significatif est signalé 954 

par une étoile  (*) (seuil de significativité p<0,05).  955 

 956 

Leà p ofe ofosà està l o ga ophospho à leà plusà a tifà deà ot eà tudeà isà à isà desà a ti it sà desà957 

transporteurs ABC. Ceàpesti ideàestà apa leàd i hi e àsp ifi ue e tàleàt a spo tàdeàHoescht 33342 958 

et de rhodamine médié par P-gp, mais est sans effet sur le transport de digoxine. De ce fait, nous avons 959 

e t ep isà deà a a t ise à l i hi itio à duà p ofe ofosà is-à-vis de la P-gp, plus spécifiquement de 960 

déterminer les résidus de la P-gpài pli u sàda sàlesài te a tio sàa e àl i se ti ideàpa àu eàapp o heàin 961 

silico.  962 

 963 

 964 

 965 

 966 

 967 

 968 
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 969 

Figure 13: Courbes doses-réponses des effets du profenofos sur le transport de Hoescht 33342 médié par P-gp 970 

età BC‘Pà età su à l a ti it àM‘P.à Lesà a ti it sà desà t a spo teu sà áBCà o tà t à d te i esà e à l'a se eà ouà e à971 

présence de plusieurs concentrations d'organophosphorés (de 0,1 à 300 µM). Les données sont exprimées en 972 

pou e tagesà d a ti it sà pa à appo tà au à ellulesà o à t ait esà l a ti it à desà ellulesà o à t ait eà està fi eà973 

arbitrairement à 100%). Les données sont les moyennes ± erreur-type de la moyenne de trois expériences 974 

indépendantes, chacune effectuée en triplicate. 975 

 976 

Etude d’a a age olé ulai e du p ofe ofos sur la P-gp  977 

Un modèle structural de la P-gp a été généré par homologie en utilisant le serveur en ligne I-TASSER 978 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Le modèle a été crée à partir de la séquence en 979 

acides aminés du transporteur humain (identifiant UniProt P08183) et de structures de la PDB (Protein 980 

Data Bank) https://www.rcsb.org/. Pour prendre en compte la diversité conformationnelle de la 981 

protéine, cinq conformères ont été produits par analyses des cinq premiers modes normaux (NMA) 982 

(http://www.sciences.univ-nantes.fr/elnemo/). Nous avons effectué des simulations d'amarrage 983 

moléculaire (docking) de sept composés (ligands) sur ces six modèles structuraux de la P-gp avec le 984 

logiciel YASARA (www.YASARA.org). Les ligands testés sont des substrats de P-gp (la rhodamine 123, 985 

https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
https://www.rcsb.org/
http://www.sciences.univ-nantes.fr/elnemo/
http://www.yasara.org/
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le Hoechst 33342, la digoxine, la doxorubicine), le profenofos et deux organophosphorés sans effet sur 986 

son activité (le dichlorvos et le monocrotophos). 987 

A partir des résultats de simulations d'amarrage, la comparaison des fréquences de contacts entre 988 

chacun des ligands et les acides aminés de la protéine (Figure 14) permet de proposer que seuls les 989 

substrats de P-gp seàlie tàauàdo ai eàdeàliaiso à àl áTP,àalo sà u'au u àdesàpesti idesàtestés ne se fixe 990 

à ce site. 991 

“iàl o às i t esseàau àsites de liaison précédemment décrits dans la littérature (site M (Modulateur), 992 

site H (Hoechst 33342) et site R (Rhodamine123)), nos résultats montrent bien une liaison partielle de 993 

la rhodamine 123 aux résidus du site R mais le Hoechst 33342 ne cible aucun résidu présent sur le site 994 

H.  995 

Les résidus présents aux environs de la position 350 interagissent avec tous les ligands testés. Les 996 

fréquences de contact sont importantes, plus particulièrement pour le profenofos, la digoxine et la 997 

doxorubicine. Ces résidus correspondent à la 6ème hélice transmembranaire formant les domaines H et 998 

M. Cette hélice est située à l'interface entre les deux domaines transmembranaires de la P-gp. En 999 

raison de sa localisation, les interactions avec cette hélice pourraient conduire à des changements 1000 

importants de la conformation globale de la protéine ou modifier l'accessibilité à la poche formée entre 1001 

les deux domaines transmembranaires. 1002 

En comparant la localisation des résidus interagissant avec le profenofos avec celles des deux autres 1003 

pesticides non inhibiteurs (Figure 15), on constate que le dichlorvos et de monocrotophos 1004 

s accumulent au niveau de l'interface lipide/cytoplasme, alors que profenofos est principalement 1005 

retrouvé dans les régions transmembranaires. De plus, les résidus de liaison au profenofos sont bien 1006 

mieux répartis sur la région transmembranaire de la protéine, enfouie à l'intérieur de la P-gp et à 1007 

l'interface protéine-lipides. 1008 

Du fait de sa pénétration plus profonde dans la membrane, le profenofos s'amarre à des résidus des 1009 

trois sites H, M et R, alors que le dichlorvos et le monocrotophos sont seulement voisins des sites M et 1010 

R. Cette observation est confortée par l'analyse du potentiel hydrophobe de surface et le logP du 1011 

profenofos (LogP=4,7), bien supérieur à ceux du monocrotophos et du dichlorvos (LogP de 1012 

respectivement -0,2 et 1,43) qui sont plus hydrophiles. 1013 

 1014 

 1015 

 1016 
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Deà o eu à t a au à o tà o t à ueà lesà o ioti uesà so tà sus epti lesà d i te agi à a e à lesà

transporteurs ABC et SLC. Néanmoins, la plupart des données de la littérature concerne les 

di a e tsà età peuà d tudesà seà so tà i t ess esà à leu sà i te a tio sà a e  les contaminants 

e i o e e tau .àL o je tifàp e ie àdeà ot eà tudeà taitàdeà a a t ise àlesàeffetsàd i se ti idesàdesà

fa illesàdesàp th i oïdesàetàdesào ga ophospho sàsu àl a ti it àdeàt a spo teu sàáBCàetà“LCàp e a tà

en charge des médicaments, et leurs potentielles contributions aux effets toxiques de ces pesticides.  

Les insecticides de ces deux familles ont été peu étudiés du point de vue du transport, malgré leur 

présence démontrée dans la quasi-totalité des foyers (32). Nous avons montré que plusieurs pesticides 

des classes des organophosphorés et des pyréthrinoïdesà taie tà apa lesà d i hi e à deà o eu à

t a spo teu sàd efflu à M‘P,àBC‘P,àP-gp àetàd i flu à OáTP B ,àOáT ,àMáTE ,àOCT -2) et de stimuler 

l a ti it à deà e tai s transporteurs OáTPs.à Lesà effetsà desà pesti idesà su à l a ti it à desà t a spo teu sà

étaient relativement marqués,à a e à desà CI /CE à deà l o d eà duà i o olai e, comme souvent 

o s sà pou à lesà di a e tsà odula tà l a ti it à desà t a spo teu s. áu u eà tudeà eà s taità

i t ess eàp de e tàau àeffetsàdeàl all th i e,àdeàlaàt t a th i eàouàduàphos et, inhibiteurs 

puissants de notre étude, su àl a ti it àdesàt a spo teu sàáBCàetà“LC.  

Lesà effetsà ueà ousà appo to sà so tà ie à sp ifi uesà deà l a tio à di e teà desà i se ti idesà su à lesà

transporteurs membranaires, un même pesticide présentant des effets différents (inhibiteurs, 

sti ulateu sàouàsa sàeffet àetàd i te sit à a ia leàselo àl a ti it à esu eàetà e tai sàpesti idesà a a tà

au u àeffet.àDeàplus,à esà sultatsà a te tàl e iste eàd u àeffetàg alàdeà lasseàli àau à a is esà

d a tio sàdeà esài se ticides (actions sur les canaux sodiques des pyréthrinoïdes). De même, du fait 

desà te psà ou tsà desà esu esà d a ti it à à i à pou à lesà t a spo teu sà “LC,à à à à i à pou à lesà

transporteurs ABC), les effets que nous rapportons ne peuvent être dus à des altérations de 

l e p essio àdesàt a spo teu sàpa àlesàpesti idesàtest s.  

Nos travaux montrent que les transporteurs de cations sont les plus impactés par les pyréthrinoïdes et 

organophosphorés utilisés dans notre étude. Plus spécifiquement, ce sont les activités OCT1 et OCT2 

qui sont altérées par le plus grand nombre de pesticides, et présentent les inhibitions les plus 

importantes. Les transporteurs OCTs sont très exprimés au niveau du foie et du rein, mais également 

au niveau de la BHE. Ils prennent en charge de nombreux substrats endogènes comme les 

catécholamines et des substrats exogènes, comme des médicaments (metformine) ou des pesticides 

(paraquat). Les altérations du fonctionnement des OCTs observées dans notre étude pourraient donc 

avoir des conséquences néfastes en perturbant le transport de neurotransmetteurs, la 

pha a o i ti ueàdeà di a e tsàouàlaàto i o i ti ueàdeàpollua ts.àC estàa e à elaà àl esp ità ueà

ousàa o sàpuàd o t e à ueàl all th i e,àlaàt t a th i e,àleàfe a iphosàetàleàphos et,àpouvaient 
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bloquer le transport de la dopamine médié par les OCTs. Ces insecticides sont donc susceptibles 

d alt e àleàt a spo tàdeà etteà eu o-hormone, impliquée dans de nombreuses voies neurologiques, 

p u seu à d aut esà at hola i esà ad ali e,à o ad naline) et responsable de la libération 

d ho o esàh poph sai es.àLeà lo ageàduàt a spo tàdeàdopa i eàpeutàdo à t eà isàe à ega dàdesà

effets neurologiques et perturbateurs endocriniens de ces familles de pesticides. Les effets inhibiteurs 

de ces transporteurs au niveau des organes détoxification (foie, rein) pourraient également engendrer 

desàpe tu atio sàduà ta olis eàetàdeà l li i atio àdeà di a e tsàp isàe à ha geàpa à lesàOCTsà

odifi atio sà d aire sous courbe, demi- ie… , à l o igi eà d effetsà i d si a lesà ouà d i te a tio sà

di a e teuses.à Laàp iseàe à ha geàdeà esà i se ti idesàpa àdesà t a spo teu sàd i flu à o eà lesà

OCTs pourrait avoir des conséquences dans la toxicocinétique de ces polluants ; toutefois, ces quatre 

pesticides ne sont, à priori, pasà su st atsà deà esà t a spo teu sà deà atio s,à o eà l i di ue tà osà

expériences de trans-stimulations et les dosages effectués. 

D aut eàpa t,à ot eà tudeàaà isàe à ide eàdesàsti ulatio sàdeà l a ti it àdeà e tai sàt a spo teu sà

d a io s,à ota e tà leà t a sporteur OATP2B1, cis-sti ul à pa à l all th i e,à laà t t a th i e,à leà

fe a iphos,à leà alathio ,à leà pa athio ,à leà phos età età leà p ofe ofos.à Cesà sti ulatio sà d a ti it à

peu e tà pote tielle e tà o dui eà à u à passageà a uà desà su st atsà d OáTP B à auà i eauà desà

e t o tes,àdesàh pato tesàetàdeàlaàBHE,àsitesàd e p essio àduàt a spo teu .àCeàt a spo teu àp e dà

en charge notamment des hormones stéroïdiennes et thyroïdiennes et des médicaments comme les 

stati es.à Desà sti ulatio sà d a ti it à deà t a spo teu sà o tà d j  été rapportés dans la littérature, 

notamment pour MRP1-2, la P-gp et des OATPs (545–548). Plus particulièrement, Pizzagalli et al ont 

appo t à leà eà t peà d effetà a e à u eà sti ulatio à duà t a spo tà d est o e-3-sulfate médié par 

OATP2B1 par les prostaglandines A1 et A2 (546). Les données de la littérature indiquent que ces effets 

stimulateurs sont dépendants du substrat utilisé ;à e tai esà tudesà appo te tà u u à eà o pos à

peutà t eà à l o igi eàd u àeffetàsti ulateu àduàt a spo tàdeà hoda i eà à di àpa àP-gp, tout en 

inhibant le transport du Hoechst 33342 (547). Ces effets sont probablement associés à la présence 

d u àouàplusieu sàsitesàallost i uesàsu à esàp ot i esàdeàt a spo tà P-gp, MRPs) (549). Les données 

a tuellesàsu àlesàdiff e tsàsitesàdeàfi atio sàdesàt a spo teu sàOáTPsàso tàli it esà aisàs a o de tà

su à laà p se eà d auà oi sà deu à sitesà deà fi atio à (404).à Lesà i se ti idesà à l o igi eà deà sti ulatio à

d a ti it àseàlie tàdo àp o a le e tà àu àsiteàallost i ueàduàt a spo teu àOáTP B àetàpou aie tà

t eà à l o igi eàd effets,à o àpasà sti ulateu sà aisà i hi iteu s,àduà t a spo tàd aut esà su st atsà ueà

l est o e-3-sulfate.à Ilà se ait,à deà fait,à i t essa tà d i estigue à lesà effetsà deà esà i se ti idesà su à leà

t a spo tà d aut esà su st atsà d OáTP B ,à età plusà g ale e tà d ide tifie à lesà d te i a ts 

structuraux permettant la liaison au(x) site(s) allostérique(s) du transporteur.  
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En ce qui concerne les effets des insecticides sur les transporteurs MATEs, nous avons montré des 

effetsài hi iteu sàdeà e tai sàp th i oïdesàetào ga ophospho sàsu àl a tivité MATE1 et nous avons 

observé aucun effet inhibiteur sur le transport médié par MATE2-K. Il convient de noter que nos 

e p i e tatio sào tà t àfaitesà àpH=à , ,àdo àa e àu àg adie tàdeàp oto sàdi ig à e sàl e t ieu àdeà

la cellule et donc un transporteur opérant en « influx », et non en efflux comme cela est observé au 

niveau rénal et hépatique. Cesà sultatsà epose tàsu àl h poth seà ueà esàt a spo teu sài te agisse tà

de la même manière avec leurs substrats quelque soit le domaine de la protéine exposée (domaines 

en contact avec le cytoplasme ou avec le milieu extracellulaire).  

Les effets des insecticides observés dans notre étude sont vraisemblablement la conséquence 

d i te a tio sàdi e tesàdeà esàpesti idesàa e àlesàsitesàdeàliaiso sàdeàsu st atàouàdesàsitesàallost i uesà

des protéines de transport. Toutefois, le mécanisme exact de ces modulatio sàd a ti it à aàpasà t à

d te i .ààIlàestà ta lià ueà e tai sài hi iteu sàdeàl a ti it àdesàt a spo teu sàpeu e tàagi àdeàfaço à

allostérique ou être eux même substrats et bloquer le transport médié par la protéine par un 

mécanisme compétitif ;à estàle cas par exemple du vérapamil, substrat et inhibiteur de P-gp.  

áà ot eà o aissa e,àseulsàdeu àpesti idesào tà t à o t sàsu st atsàd OCTsàda sàlaàlitt atu e:àleà

cyperquat MPP+ (substrat OCT1-3) et le paraquat (substrat faible OCT1 et substrat OCT2) 

(412,513,515,531). Nos résultats indiquent que le fenamiphos et le phosmet ne sont pas substrats 

d OCT -2 et les expériences de trans-sti ulatio àsugg e tà ueàl all th i eàetàlaàt t a th i eà eàleà

sont pas non plus. Une approche directe (dosage) permettrait de valider cette hypothèse pour ces 

deux pyréthrinoïdes. De plus, la détermination des paramètres de Michaelis-Menten caractérisant les 

effetsài hi iteu sào se sàsu àl a ti it àOCT,àpe ett aitàdeàd fi i àleà a is eàdeà esài te a tio sà

(compétitif, non compétitif, mixte).  

Au-del àdeàl app o heàin vitro, il serait tout à fait possible de construire un modèle par homologie des 

transporteurs OCT1 et OCT2 à partir de la structure cristallisée du symporteur glucose/H+ de 

S.Epidermidis (identifiant pdb : 4LDS) (550). En effet, OCT1 et OCT2 ont respectivement 23% et 24% 

d ide tit àdeàs ue esàa e àleàt a spo teu à actérien, ce qui est suffisant pour déduire une structure 

t idi e sio elleà > %àd ide tit à(551). Une approche par amarrage moléculaire pourrait permettre 

de définir des sites de liaisons des insecticides inhibiteurs, de déterminer leurs énergies de liaisons, et 

la proximité des résidus impliqués dans leurs interactions avec les sites de fixation du substrat. Cette 

app o heàaàl a a tageàdeàpou oi à t eàappli u eàau àdiff e tsàst oiso esàdeàp th i oïdesàetà

d o ga ophospho sàe às e e pta tàdesàp o l ati uesàdeàs th seà hi i ueàdeà esà o pos sà uià

peutàs a e à o ple eàetà outeuse.à 



 CHAPITRE IV : DISCUSSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 

215 
 

En ce qui concerne les mécanismes des interactions du profenofos avec la P-gp, nos expérimentations 

de docking moléculaire mettent en évidence un profil énergétique très différent des substrats de la P-

gp et une fixation sur un site proche des sites de substrats connus, ce qui suggère que ce pesticide 

estàpasàp isàe à ha geàpa àleàt a spo teu .àCetteàh poth seàse aà ifi eàpa àdesà esu esàdeàdosagesà

deà l a u ulatio à i t a ellulai eà duà p ofe ofosà su à ellulesà MCF ‘/“à e à p se eà ouà e à a se eà

d i hi iteu s de la P-gp.  

La structure chimique proche des pyréthrinoïdes les plus inhibiteurs, appartenant à la même 

génération de synthèse, et partageant un même mécanisme toxicologique, nous a conduit à 

investiguer une éventuelle relation structure activité. Nos travaux ont mis en évidence des descripteurs 

ol ulai esà asso i sà au à odulatio sà d a ti it à desà t a spo teu sà pa à lesà i se ti ides, et la 

combinaison de plusieurs paramètres (MW/logP et %C/Mv) nous a permis de prédire avec succès les 

effets inhibiteurs de pyréth i oïdesà o àtest sàda sàlaàp e i eàpa tieàdeàl tude.àLaàp iseàe à o pteà

de ces descripteurs devrait permettre de mieux comprendre les bases moléculaires des interactions 

des pesticides avec les transporteurs et gagneraient à être investigué dans de plus grosses séries de 

o ta i a tsàplusàh t og esàd u àpoi tàdeà ueàst u tu ale. D aut eàpa t,àlesàp op i t sàlipophilesà

de ces molécules laissent penser que la diffusion passive est un mode de passage important de ces 

pesticides, notamment au niveau intestinal. Des études de perméabilité à travers des monocouches 

de cellules intestinales ou des membranes lipidiques synthétiques, permettraient de déterminer la 

contribution de la diffusion passive et du transport actif dans leur passage des barrières biologiques. 

Nos travaux ont montré des modulations doses-dépendantes deàl a ti it àdesàt a spo teu sàáBCàetà

SLC par les pyréthrinoïdes et organophosphorés, avec desàCI à esu esàdeàl o d eàduà i o olai e.à

Toutefois, il convient de noter que ces effets ne peuvent être généralisés à tous les composés de ces 

fa illesàd i se ti idesàouà eà àdesàsous-catégories (générations, types). La plupart des insecticides 

de notre étude possèdent également des carbones asymétriques ; les effets inhibiteurs observés 

pourraient t eàli sà àl a tio àd u àiso eàpa ti ulie àetàdesà tudesàsuppl e tai esàso tà essai esà

pour déterminer la contribution des différents stéréo-isomères. 

Deàplus,àlaà odulatio àdeàl a ti it àdesàt a spo teu sàpa à esài se ti idesàdoità t eà iseàe à ega d des 

i eau àd i p g atio à à esà o ta i a tsàdeà laàpopulatio .àL i to i atio àaiguëà i te tio elleàouà

accidentelle aux pyréthrinoïdes et aux organophosphorés peut donner lieu à des concentrations 

plasmatiques élevées. Les effets modulateurs des transporteu s,à ota e tàl alt atio àdeàt a spo tà

de catécholamines que nous avons mis en évidence, pourraient contribuer aux effets toxiques de ces 

pesti ides.àDa sà leà ad eàd u eàe positio à h o i ueàdeà laàpopulatio àg aleà à fai lesàdoses,à lesà

concentrations en pesticides seront très inférieures. De plus, les pyréthrinoïdes et les 
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o ga ophospho sàso tà apide e tà ta olis sàetà li i sàap sàa so ptio à hezàl ho e,ào tàdesà

demi- iesà ou tesà età s a u ule tà pasà ouà peuà da sà l o ga is e.à Deà fait,à lesà o e t ations 

plas ati uesàattei tesàpa à esà o ta i a tsàso tàfai lesà deàl o d eàduà a o olai e ou picomolaire), 

voire indétectables dans la population générale, et donc très inférieures aux concentrations requises 

pou à odule à l a ti it àdesàt a spo teu s.àáussi, la relevance de ces effets et leur contribution à la 

to i it àdesài se ti idesàestàpeuàp o a leàda sàleà ad eàd u eàe positio à h o i ueà àfai leàdose.àIl en 

aàdeà eàpou àleà is ueàd i te a tio sà di a e teusesàa e àdesàp i ipesàa tifs médicamenteux 

pris en charge par ces transporteurs, qui peut être écarté du fait des concentrations atteintes chez 

l ho e. 

Néanmoins, certains processus biologiques peuvent aboutir à la concentration de polluants 

e i o e e tau à da sà e tai sà o pa ti e tsà deà l o ga is e.à L ali e tatio à ta tà laà sou eà

d e positio à ajo itai eàau àpesti ides,àlesà o e t atio sàdeà esà o ta i a tsàso tàp o a le e tàlesà

plus élevées au niveau du tractus gastro-i testi al,àa a tàl effetàdeàp e ie àpassageàh pati ue ; ces 

polluants seraie tàdo àsus epti lesàd i te agi àa e àdesàt a spo teu sàe t o tai esàp se tsàauàpôleà

apical (comme OATP2B1 ou OATP1A2). Nous avons également montré par une approche in silico que 

lesà o ga ophospho sà età lesà p th i oïdesà t a e se tà p o a le e tà l pithélium intestinal par 

diffusion passive et pénètrent dans les entérocytes (552).à“ ajouteà à elaàleàfaità ueà e tai sàpesti idesà

de ces familles subissent un cycle entérohépatique et sont mis au contact répété de la muqueuse 

i testi ale.àIlàestàtoutefoisàdiffi ileàd esti e àleu sà i eau àd a u ulatio àauàsei àdesàe t o tesàetà

donc leu sàpote tiellesài te a tio sàa e àlesàt a spo teu sàd efflu ài testi au .àIlàe à aàdeà eàpou à

les concentrations intra-h pato tai esàdeà esà o ta i a tsà àfo tà oeffi ie tàd e t a tio àh pati ue,à

qui sont très difficilement estimables.  

Il est aussi i po ta tà deà o se e à à l esp ità ue les formulations commerciales sont souvent 

o stitu esàdeà la gesà o ple esàdeàpesti idesàetàd adju a ts ; la population est ainsi exposée à des 

pesticides (molécules mères, métabolites et produits de dégradation), de toutes catégories chimiques, 

p se tesàda sà l e i o e e t.àCesà o i aiso sàdeàpesti idesàpeu e tà a oi àdesàeffetsà additifs,à

a tago istesàouàs e gi uesàsu àl a ti it àdesàt a spo teu s.àNosàt a au ào tà isàe àa a tàdesàeffetsà

synergiques de mélange bi ai eàdeàpesti idesào ga ophospho sàsu àl a ti it àduàt a spo teu àOCT .à

Ces synergies à faibles doses pourraient conduire à des effets inhibiteurs à des concentrations en 

mélange inférieures à celles ayant un effet par les pesticides isolés, ces effets synergiques sont à 

p e d eà e à o pteà pou à app he de à lesà effetsà elsà deà l e positio à au à pesti idesà su à lesà

transporteurs membranaires.  
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En dehors des pesticides, d aut esà lassesà hi i uesà deà o ta i a tsà e i o e e tau à peu e tà

interagir avec les transporteurs (être pris en charge, moduler leur expression ou leur activité). La 

dioxine (2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxin), contaminant environnemental présent dans 

l ali e tatio ,à aà t à o t à odulateu à deà l e p essio à deà o eu à t a spo teu sà P-gp, BCRP, 

MRPs, OCT1, OATP2B1, OATP1B3, OAT2, BSEP, NTCP) (536,553–555). De plus, certaines toxines 

produites par les champignons, contaminant les denrées alimentaires, sont substrats de BCRP, de 

M‘Ps,àd OáTPs,àd OáTsàetàd OCTsà(556–560). Notre équipe a également montré des effets inhibiteurs 

des bisphénols, ou encore des composants de la fumée de cigarette, sur les transporteurs SLC 

(561,562).  

T sàpeuàdeàt a au àpo te tàsu àlesàeffetsàdesà o ta i a tsàdeàl e i o e e tàsu àlesàt a spo teu sà

SLC dans la littérature. Un appel à des recherches systématiques sur les SLC a été passé dans le journal 

Cell par César-Razquin et al en 2015 (563) invitant la communauté scientifique a porter leur attention 

sur cette famille de transporteurs sous-étudiée et peu comprise en terme de fonctionnalité et de 

sp ifi it àe à o pa aiso àd aut esàfa illesàdeàp ot i esàd e e gu eàsi ilai e.à 

De la même manière, les interactions des polluants avec les transporteurs ABC humains sont 

p o upa tesà età ite aie tà d t eà e a i à plusà atte ti e e t.à Lesà e he hesà su  le sujet se 

focalisent essentiellement sur des polluants dont les effets toxiques sont supposés ou démontrés. Or, 

desà o ta i a tsàe i o e e tau àaàp io iài offe sifsàpou àl ho e,àdo àpeuà tudi s,àpou aie tà

lo ue à esà t a spo teu sàd efflu àetàe poser les cellules à des polluants normalement efflués. Des 

effets sanitaires ou épidémiologiques inexpliqués pourraient être la manifestation clinique de ces 

aspects négligés des recherches en toxicologie.  

U à aut eà aspe tà p o upa tà sideà da sà leà ha pà d a tio à desà t a spo teu sà áBC.à E à effet,à deà

nombreux polluants environnementaux sont lipophiles et ont la faculté de diffuser passivement à 

t a e sà lesà e a es.àNosàt a au ,às atta ha tà àp di eà laàdiffusion passive de 338 pesticides de 

toutes classes, par une approche in silico, ont ainsi montré que la majorité des pesticides serait 

capables de diffuser à travers la barrière intestinale (552). Leur prise en charge par les transporteurs 

d efflu à està do à d te i a teà pou à dui eà leu à iodispo i ilit à età leu à a u ulatio à da sà

l o ga is e.à Pa ado ale e t,à deà o eusesà tudesà appo te tà l a se eà deà p iseà e à ha geà desà

polluants par P-gp, BCRP et les MRPs, notamment du fait de leur lipophilie excessive (voir « Partie III. 

Interactions entre pesticides et transporteurs membranaires »). De fait, les principaux facteurs 

conduisa tà àl'a u ulatio àdeà o ta i a tsà hezàl ho eà o eàleàDDT,àlesàPCBàouàlesàPFá,àso tà

leur persistance et leur perméabilité passive. Nos systèmes de détoxification biologiques ne sont peut-

être pas adaptés à la prise en charge de ces contaminants relativement nouveaux. Si cette hypothèse 
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està ifi e,à l aluatio à deà laà diffusio à passi eà età deà laà p iseà e à ha geà desà pollua tsà pa à lesà

t a spo teu sàd'efflu ,àpou aitàfou i àu à lai ageàsu àlesà o pos sàsus epti lesàdeàs a u ule à hezà

l ho e, notamment sur leurs paramètres pharmacocinétiques. Ces données permettraient 

d ide tifie à desà p oduitsà se si lesà età deà li ite à l i p g atio à deà laà populatio à o dialeà à esà

polluants. Les agences sanitaires, qui délivrent les autorisations de commercialisation notamment 

pour les pesticides, pourraient le cas échéant i t g e àl o ligatio àdeà a a t isatio àdesài te a tio sà

a e àlesàt a spo teu sàda sàleu sàp o du esàd aluatio s.àáà ote à ueàlaàFDáàetàl EMáàe ige tàd j à

l aluatio àdeà laàp iseàe à ha geàdesàcandidats médicaments par P-gp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3, 

OAT1, OAT3 et OCT2.  

En définitive, et en perspectives, il est sans doute nécessaire de caractériser davantage les potentielles 

interactions des transporteurs avec les pesticides (de différentes classe), et plus largement les 

o ta i a tsà deà l e i o e e t,à ai sià ueà leu sà effetsà st osp ifi uesà età o i atoi esà pou à

pou oi àesti e àdeàfaço àplusàfi eàleu sà o s ue esà iologi ues.àLaà otio àd e poso e,àd sig a tà

la totalité des expositions à des facteurs environnementaux subis par une personne au cours de la vie, 

aà da sà leà se sà d u eà isio à plusà holisti ueà deà esà p o l ati uesà e i o e e tales.à Cetteà

caractérisation des effets des polluants sur les transporteurs membranaires est un vrai défi, 

co ple ifi eàe o eàpa à laàp iseàe à o pteàdesà odulatio sàd e p essio àdesàt a spo teu sàpa àdeà

nombreux polluants (voir « Partie III. Interactions entre pesticides et transporteurs membranaires ») 

etàpa àlesàa tio sà oo do esà etàpa foisàl e p essio à o-régulée) des enzymes métaboliques et des 

transporteurs. La question de l'exposition individuelle aux polluants se doit également de prendre en 

compte les sensibilités individuelles accrues de certaines personnes du à des polymorphismes dans les 

gènes codant les transporteurs. Ceux-ci peuvent a oi à au u  effet sur la fonctionnalité des 

transporteurs mais ils peuvent parfois altérer leur expression ou leur fonction, et donc entrainer une 

sensibilité accrue à certains composés substrats ou inhibiteurs du transporteur. 
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Abstract: Intestinal absorption and brain permeation constitute key parameters of toxicokinetics
for pesticides, conditioning their toxicity, including neurotoxicity. However, they remain poorly
characterized in humans. The present study was therefore designed to evaluate human intestine and
brain permeation for a large set of pesticides (n = 338) belonging to various chemical classes, using
an in silico graphical BOILED-Egg/SwissADME online method based on lipophilicity and polarity
that was initially developed for drugs. A high percentage of the pesticides (81.4%) was predicted
to exhibit high intestinal absorption, with a high accuracy (96%), whereas a lower, but substantial,
percentage (38.5%) displayed brain permeation. Among the pesticide classes, organochlorines (n = 30)
constitute the class with the lowest percentage of intestine-permeant members (40%), whereas that of
the organophosphorus compounds (n = 99) has the lowest percentage of brain-permeant chemicals
(9%). The predictions of the permeations for the pesticides were additionally shown to be significantly
associated with various molecular descriptors well-known to discriminate between permeant and
non-permeant drugs. Overall, our in silico data suggest that human exposure to pesticides through
the oral way is likely to result in an intake of these dietary contaminants for most of them and brain
permeation for some of them, thus supporting the idea that they have toxic effects on human health,
including neurotoxic effects.

Keywords: pesticides; toxicokinetics; intestinal absorption; brain permeation; toxicity; in silico

method; prediction

1. Introduction

Chemical pesticides constitute an important group of substances, exhibiting notably insecticide,
rodenticide, fungicide, nematicide, or herbicide properties, which are used to control and repel pests
in different fields. They can be grouped into various chemical families, including the pyrethroids,
organochlorines, carbamates, organophosphorus compounds, triazines, and neonicotinoids. Due to
their large use for agricultural, industrial, or domestic purposes, and also due to the strong persistence
of some of them, pesticides appear as widely-distributed environmental pollutants [1]. Humans are
consequently highly exposed to these chemicals—notably by an oral way—through the consumption
of food or water contaminated by pesticides [2–4]. This is probably a major health issue, owing
to the well-established toxicity of pesticides, which can trigger or favor various diseases including
cancers and neurodegenerative, metabolic, reproductive, or developmental pathologies [5,6]. Such
adverse effects are thought to reflect specific toxicodynamic properties of pesticides, such as agonistic
or antagonistic effects towards endocrine receptors, genotoxicity, the blockage of ion channels, the
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inhibition of enzymes such as acetylcholinesterase, the impairment of the redox balance, or oxidative
stress generation [7–9].

Before exerting toxicodynamic effects, pesticides have however to be absorbed by exposed
humans, notably at the gastro-intestinal level in response to oral exposure; neurotoxic ones have
additionally to cross the blood-brain barrier [10]. Such a consideration for intestinal absorption and
brain distribution is also a major concern for drugs, notably during their industrial development [11,12].
In this context, the passage of drugs across the intestinal barrier and the blood-brain barrier is usually
extensively characterized using in vitro cellular models, animal experimentation, and clinical human
pharmacokinetics studies before marketing authorization [13–15]. The intestinal absorption and
brain disposition of drugs can moreover be in silico predicted with good accuracy, using various
computer models [16–19]. Among them, SwissADME is a recent free web tool designed for predicting
pharmacokinetics parameters [20]. It notably concomitantly evaluates the intestinal and brain
permeation of drugs through an accurate predictive model that works by computing the lipophilicity
and polarity of drugs with good accuracies (83–93% for intestinal absorption and 90% for brain
permeation [21]). This physicochemical descriptors-based method, termed the BOILED-Egg method,
permits a clear and informative graphical representation of the data, and can be applied in a variety of
settings, from the filtering of chemical libraries at the early steps of drug discovery, to the evaluation of
drug candidates for development [21].

In contrast to drugs, pesticides are very poorly characterized with respect to their intestinal
and brain passage in humans. For a very limited number of them, intestinal absorption has
been characterized from pharmacokinetics studies performed with human volunteers [22]. Some
information may additionally be extrapolated from animal studies or in vitro studies [23]; however,
the animal versus human bioavailability of chemicals is known to be poorly correlated [24], making
it difficult to precisely and unambiguously predict the human absorption of pesticides from animal
data. The intestinal and brain permeations of pesticides are nevertheless important to evaluate, in
order to fully apprehend their potential toxicity, as discussed above. In this context, the use of in silico

tools may be considered a valuable and robust approach. Indeed, the great number and variety of
pesticides which have to be evaluated precludes the use of cost-effective and labor-consuming classical
pharmacokinetics in vitro or in vivo methods. Clinical pharmacokinetics studies in human subjects
with pesticides are moreover now hampered by appropriate ethical considerations [25,26]. The present
study was therefore designed to evaluate in silico the intestinal absorption and brain permeation of 338
pesticides belonging to various chemical classes, using the SwissADME web tool.

2. Materials and Methods

2.1. Pesticide Selection

The complete list of pesticides (n = 338) included in the study is shown in Table S1, while the list
of oxon metabolites of organophosphorus pesticides (n = 15) is provided in Table S2. The selection of
pesticides was driven by retaining the main members of various major chemical classes of pesticides,
i.e., the organochlorines (n = 30), the organophosphorus compounds (n = 99), the pyrethroids (n = 42),
the carbamates (n = 74), and the triazines (n = 31); miscellaneous pesticides (n = 62) belonging to
various additional classes of pesticides, such as the neonicotinoids, were also included. Most if not
all of these chemicals are included in pesticide and/or chemical data bases, such as the Hazardous
Substance Data Bank (HSDB), a Toxicology data file on the U.S. National Library of Medicine’s (NLM)
Toxicology Data Network (TOXNET) (Bethesda, MD, USA), which is freely available online [27]. They
are referenced by organizations devoted to pesticide concerns, such as, for example, the National
Pesticide Information Center (Corvallis, OR, USA), a collaboration between Oregon State University
and the U.S. Environmental Protection Agency to provide objective, science-based, and accessible
online information about pesticides [28]. They commonly exhibit insecticide, fungicide, or herbicide
properties, and correspond to registered products currently in use or banned products due to toxicity
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issues. Some pesticide metabolites or degradation by-products as well as the pesticide impurities
dibenzo-para-dioxin and 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) [29] were also included in the
list of studied chemicals.

2.2. In Silico Evaluation of Intestine and Brain Permeation

A Simplified Molecular Input Line Entry System (SMILES) was collected online for each pesticide
of the Table S1 and also for the oxon metabolites of the organophosphorus pesticides (Table S2)
through interrogating the PubChem data base (U.S. National Library of Medicine) [30]; they are
indicated in Table S1 for each pesticide and in Table S2 for each oxon organophosphorus pesticide.
The list of SMILES was then entered in the online SwissADME web tool for generating a prediction
of the gastrointestinal absorption (high or low) and brain penetration (yes or no). These predictions
were done using the BOILED-Egg method, which corresponds to a descriptive graphical approach
discriminating between intestinal well-absorbed and intestinal poorly absorbed molecules, and
between brain-permeant and brain non-permeant molecules. This method is primarily based on two
parameters: (1) the lipophilicity of chemicals, evaluated from partition-coefficient (P) by a LogP value
calculated according to the Wildman–Crippen method (WLogP), and (2) their polarity, determined
by a calculated topological polar surface area (tPSA) value. A prior analysis of human absorption
and brain permeation databases for drugs has allowed us to delineate two ellipsoidal regions (one for
intestine permeation and one for brain permeation, which are not mutually exclusive) on the graph
WLogP versus tPSA [21]. The compounds included in these ellipses are predicted to display high
intestinal absorption, i.e., the fraction absorbed (Fa) is ≥0.30, with Fa equal to the amount of absorbed
chemical/amount of ingested chemical, or brain permeation, i.e., the brain-blood concentration ratio is
≥1 (the LogBB, defined as the logarithm of the ratio of the drug concentration in the brain versus that in
the blood, is therefore ≥0) [20]. Such predictions have been previously performed with good accuracy
(around 90%) for drugs [21]. The ellipsoidal regions defining the intestine and brain permeation
were drawn as initially reported in [21] using the software R (R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria) [31]); the specific R code used is shown in Appendix A.

2.3. Association of Pesticide Physicochemical Parameters and Predicted Permeation across Intestinal or
Blood-Brain Barriers

Physicochemical parameters such as molecular weight, the number of heavy atoms, the number
of aromatic heavy atoms, the number of rotatable bonds, the number of H-bond acceptors, the number
of H-bond donors, the fraction of carbon bond saturation (Csp3), i.e., the number of sp3 hybridized
carbons/total carbon count, the solubility (S) parameter LogS (Silicos-IT), the lipophilicity parameter
LogP predicted using the additive XLogP3 method [32], and the molar refractivity were given for
each pesticide by the online SwissADME web tool. Additional basic molecular descriptors such as
the mean atomic van der Waals volume, the mean atomic polarizability, and the number of nitrogen
and oxygen atoms were obtained using the Dragon 7.0 software (Talete, Milano, Italy), as previously
described in [33]. The values of each of these parameters were next compared between the predicted
intestine or brain-permeant and non-permeant pesticides by the Student’s t test, in order to determine
the nature of the physicochemical parameters that may be associated with the predicted intestine or
brain permeation of the pesticides. The criterion of significance was p < 0.05.

2.4. Confrontation of Predicted and Measured Human Intestinal Absorption Values for Some Pesticides

The curation of measured human intestinal absorption for pesticides was performed through
searching available pharmacokinetics studies related to the oral administration of pesticides in human
subjects. For this purpose, PubMed (US National Library of Medicine) [34] and HSDB [27] were
interrogated online for each pesticide included in the study. The Fa values were directly collected
when they were provided in human pharmacokinetics studies, or were estimated from the excreted
fraction in urine of the ingested dose of pesticide. When the Fa values were given as a range of values
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for one ingested dose, the median value was retained. When different Fa values were reported for
one pesticide in various studies and/or for different ingested doses, the mean value was retained.
The pesticides were considered as exhibiting high or low measured intestinal absorption when the
measured experimental Fa was ≥0.30 or <0.30, respectively. The measured and predicted intestinal
absorption was then compared for each considered pesticide. Accuracy of the prediction was finally
determined using the following equation:

Accuracy (%) = Total number of pesticides with identical predicted and measured intestinal absorption
Total number of studied pesticides × 100

3. Results

3.1. Prediction of Intestinal and Brain Permeation of Pesticides

The predictions of intestinal absorption and brain permeation were determined using the
tPSA/WLogP-based graphical BOILED-Egg method included in the SwissADME tool and are indicated
for each pesticide in Table S1. When considering the total number of pesticides (n = 338), 275 pesticides
(81.4% of pesticides) exhibited a predicted high intestinal absorption, as demonstrated by their location
inside the grey ellipse defining intestinal absorption (Figure 1). A lower number of pesticides
(n = 130, representing 38.5% of pesticides) is comprised inside the yellow ellipse corresponding
to brain-permeant molecules (Figure 1), and can therefore be predicted to show brain permeation.
Essentially, all of the pesticides predicted to enter the brain also displayed a predicted high intestinal
absorption. This was expected, owing to the fact that the brain permeation-related ellipse defined by
the BOILED-Egg method is almost entirely comprised into the intestine permeation ellipse (Figure 1).
Only the organochlorine lindane was predicted to display low intestinal absorption, but high brain
permeation (Table S1).
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Figure 1. Graphical distribution of pesticides using the BOILED-Egg predictive model for intestine
and brain permeation. Each pesticide corresponds to a small black circle. The grey region is the
physicochemical space of pesticides (n = 275) predicted to exhibit high intestinal absorption, and the
yellow region is the physicochemical space of pesticides (n = 130) predicted to permeate the brain.
Abbreviation: topological polar surface area (tPSA). WLogP: LogP value calculated according to the
Wildman–Crippen method.

The graphical prediction of intestine absorption and brain permeation by the pesticide classes
is shown in Figure 2. The percentage of predicted intestine-permeant molecules was very high for
the triazines (100% permeant) and the carbamates (99% permeant); high for the organophosphorus
pesticides (82% permeant), the miscellaneous pesticides (77% permeant), and the pyrethroids (71%
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permeant); and lower for the organochlorines (40% permeant) (Figure 3). Organochlorines such as
aldrin, chlordane, dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT), heptachlor, and lindane, which failed to
successfully meet the criteria for high intestinal absorption, were those with a null value for tPSA
and a high WLogP value (Table S1 and Figure 2), indicating that they correspond to highly lipophilic
non-polar chemicals. With respect to the prediction of brain permeation, the chemical class with
the highest percentage of permeant pesticides was the carbamates (77% permeant), followed by the
pyrethroids (41% permeant), the organochlorines (40%), the miscellaneous pesticides (39% permeant),
the triazines (36% permeant), and the organophosphorus compounds (9% permeant) (Figure 3).
Pesticides from the carbamate, triazine and organophosphorus pesticide classes, which were predicted
to be brain non-permeant, display globally higher tPSA values than their permeant counterparts
(Figure 2), thus suggesting that they correspond to more polar chemicals.                         

 
                        ‐  

                           
                             

                             
                           
           

Figure 2. Graphical distribution of pesticides according to chemical classes using the BOILED-Egg
predictive model for intestine and brain permeation. Each member of a chemical pesticide class
corresponds to a small black circle. The grey region is the physicochemical space of pesticides predicted
to exhibit high intestinal absorption, and the yellow region is the physicochemical space of pesticides
predicted to permeate the brain. tPSA: Topological polar surface area; WLogP: LogP value calculated
according to the Wildman–Crippen method.
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Figure 3. Percentage of predicted intestine- and brain-permeant molecules for the main chemical
classes of pesticides.

Some organophosphorus pesticides require metabolic bioactivation to be maximally active [35,36].
Organophosphorus oxon metabolites, formed notably upon the action of hepatic cytochromes P-450,
have thus been shown to exert potent irreversible anti-acetylcholinesterase activity and to cause
neurotoxicity [37]. The passage of such oxon metabolites across the blood-brain barrier is therefore
important to consider, in addition to that of the parent molecules. The prediction of brain permeation
was therefore performed for oxon metabolites from 15 different organophosphorus pesticides using
the BOILED-Egg method. As shown in Table 1, none of the parent organophosphorus compound was
predicted to cross the blood-brain barrier. By contrast, three oxon metabolites were predicted to do it
(Table 1), resulting however in a rather low percentage of brain-permeant oxon metabolites (20%).

Table 1. Prediction of brain permeation for organophosphorus oxon metabolites and parent
pesticide molecules 1.

Organophosphorus Pesticide
Brain Permeation Prediction

Parent Molecule Oxon Metabolite

Bensulide No No
Chlorpyrifos No Yes

Chlorpyrifos-methyl No Yes
Coumaphos No No

Diazinon No No
Ethion No No

Fenthion No No
Fonofos No Yes

Malathion No No
Methyl-parathion No No

Parathion No No
Phorate No No
Phosmet No No
Sulprofos No No
Terbufos No No

1 Prediction was based on tPSA/WLogP-based graphical BOILED-Egg method.
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3.2. Pesticide Physicochemical Parameters Associated with the Prediction of Intestinal or Brain Permeation

The values of different physicochemical parameters were first compared between the predicted
intestine permeant and non-permeant pesticides. As indicated in Table 2, various parameters such
as molecular weight, mean atomic van der Waals volume, mean atomic polarizability, number of
heavy atoms, LogS, XLogP3, and molar refractivity were found to discriminate between predicted
intestine-permeant and non-permeant pesticides with a high level of significance (p < 0.0001). The
predicted intestine-permeant pesticides have thus notably lower molecular weight, mean atomic van
der Waals volume, mean atomic polarizability, XLogP3-related lipophilicity, and molar refractivity
than predicted non-permeant counterparts, whereas they exhibit higher solubility. Other parameters,
such as the number of rotatable bonds and the number of H-bond acceptors, also differentiate
permeant and non–permeant pesticides, but with a more moderate level of significance, whereas
the parameters fraction Csp3, number of aromatic heavy atoms, and number of H-bond donors fail to
do it (Table 2). When these molecular descriptors were applied to one particular class of pesticides,
such as the organochlorine class, which approximately comprises similar proportions of predicted
intestine-permeant and non-permeant chemicals (Figure 3), only XLogP3, LogS, the number of H-bond
acceptors, and the number of H-bond donors reached significant levels (Figure S1). The parameter
tPSA also highly discriminates intestine-permeant and non-permeant organochlorines (Figure S1),
whereas it fails to do it for the whole set of pesticides (Table 2).

Table 2. Physicochemical parameters of pesticides (n = 338) predicted to exhibit low or high
intestinal absorption 1.

Physicochemical Parameter

Parameter Value (Mean ± SD)

Low Intestinal
Absorption (n = 63

Pesticides)

High Intestinal
Absorption (n = 275

Pesticides)
Significance 2

Molecular weight (g/mol) 420.4 ± 145.4 284.0 ± 79.3 S (p < 0.0001)
Mean atomic van der Waals volume 0.7 ± 0.1 0.6 ± 0.1 S (p < 0.0001)

Mean atomic polarizability 0.8 ± 0.5 0.7 ± 0.1 S (p < 0.0001)
Number of heavy atoms 24.2 ± 11.4 18.0 ± 5.3 S (p < 0.0001)

Number of aromatic heavy carbons 6.6 ± 6.3 5.5 ± 4.4 NS (p = 0.1050)
Fraction Csp3 0.5 ± 0.3 0.5 ±0.3 NS (p = 0.7335)

Number of rotatable bonds 6.2 ± 4.2 5.4 ± 2.2 S (p = 0.0252)
Number of H-bond acceptors 4.5 ± 4.3 3.5 ± 1.6 S (p = 0.0031)

Number of H-bond donors 0.4 ± 0.9 0.6 ± 0.8 NS (p = 0.0550)
LogS (Silicos-IT) −6.0 ± 2.5 −3.8 ± 1.9 S (p < 0.0001)

XLogP3 5.2 ± 2.1 3.1 ± 1.8 S (p < 0.0001)
Molar refractivity 97.4 ± 37.6 73.2 ± 19.9 S (p < 0.0001)

tPSA (Å2) 68.1 ± 61.3 70.3 ± 27.7 NS (p = 0.6675)
1 Prediction was based on the tPSA/WLogP-based graphical BOILED-Egg method; 2 S, statistically significant
between pesticides displaying predicted low or high intestinal absorption (p < 0.05); NS, not statistically significant
(p ≥ 0.05).

With respect to the prediction of brain permeation for pesticides, the molecular weight, the number
of rotatable bonds, and the number of H-bond acceptors, as well as tPSA, constitute discriminative
physicochemical parameters with a high level of significance (p < 0.0001) (Table 3). The predicted
brain-permeant pesticides display thus a lower molecular weight, number of rotatable bonds, number
of H-bond acceptors, and tPSA than their non-permeant counterparts. The number of heavy atoms and
molar refractivity also differentiate predicted permeant and non-permeant pesticides, but with a lower
level of significance (Table 3). The number of nitrogen and oxygen atoms, which is recognized
as one of the main parameters to consider for brain penetration [38], was additionally highly
significantly (p < 0.0001) lower for pesticides predicted to be brain-permeant than for their brain
non-permeant counterparts.
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Table 3. Physicochemical parameters of pesticides (n = 338) predicted to display brain or no
brain permeation 1.

Physicochemical Parameter

Parameter Value (Mean ± SD)

No-Brain Permeation
(n = 208 Pesticides)

Brain Permeation
(n = 130 Pesticides)

Significance 2

Molecular weight (g/mol) 332.2 ± 120.2 273.1 ± 74.6 S (p < 0.0001)
Mean atomic van der Waals volume 0.7 ± 0.1 0.6 ± 0.1 S (p = 0.0225)

Mean atomic polarizability 0.7 ± 0.3 0.7 ± 0.1 NS (p = 0.0510)
Number of heavy atoms 20.0 ± 8.3 17.8 ± 4.8 S (p = 0.0061)

Number of aromatic heavy carbons 5.9 ± 5.2 5.4 ± 4.2 NS (p = 0.3634)
Fraction Csp3 0.5 ± 0.3 0.5 ± 0.3 NS (p = 0.4746)

Number of rotatable bonds 6.0 ± 2.9 4.8 ± 2.2 S (p < 0.0001)
Number of H-bond acceptors 4.3 ± 2.7 2.8 ± 1.3 S (p < 0.0001)

Number of H-bond donors 0.6 ± 0.9 0.6 ± 0.7 NS (p = 0.6422)
LogS (Silicos-IT) −4.2 ± 2.5 −4.1 ± 1.6 NS (p = 0.6153)

XLogP3 3.6 ± 2.4 3.4 ± 1.4 NS (p = 0.4395)
Molar refractivity 81.1 ± 29.1 72.2 ± 18.4 S (p = 0.0021)

tPSA (Å2) 83.3 ± 39.2 48.5 ± 15.2 S (p < 0.0001)
Number of N and O atoms 4.4 ± 2.5 3.4 ± 1.2 S (p < 0.0001)

1 Prediction was based on the tPSA/WLogP-based graphical BOILED-Egg method; 2 S, statistically significant
between predicted brain- and non-brain-permeant pesticides (p < 0.05); NS, not statistically significant (p ≥ 0.05).

3.3. Confrontation of Predicted and Measured Human Intestinal Absorption for Some Pesticides

The prediction of human intestinal absorption determined from the tPSA/WLogP-based graphical
BOILED-Egg method was finally compared with the measured intestinal absorption for a limited
number of pesticides (n = 25) belonging to various chemical classes of pesticides, and for which human
pharmacokinetics data are available. The threshold retained for predicted and measured high intestinal
absorption was the same, i.e., Fa ≥ 0.30. As shown in Table 4, the prediction for almost all of the
considered pesticides (n = 24) was confirmed with human experimental data. The accuracy of the
prediction was consequently found to correspond to 96%.

4. Discussion

Human intestinal absorption and human brain distribution correspond to key steps of pesticide
toxicokinetics, but remain poorly characterized. In the present study, we have used a recent and original
web tool, i.e., SwissADME, previously developed and validated for drugs [20], for investigating in silico

the human intestine and brain permeation of 338 various pesticides belonging to the main chemical
classes of pesticides. Our results showed that a large proportion of pesticides (more than 80%) is
predicted to be highly absorbed by the human gastro-intestinal tract. This supports the idea that
human exposure to pesticides through the oral way, which commonly occurs via the ingestion of
contaminated food or water, is likely to result in an intake of these environmental contaminants. This
may ultimately favor their deleterious effects towards human health, including endocrine disruption
and carcinogenic effects [5]. In addition, a notable, although minor, proportion of pesticides (around
38%) is predicted to permeate the brain, which may support the well-established idea that pesticides
have neurotoxic effects [39].
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Table 4. Comparison of measured and predicted human intestinal absorption for some pesticides.

Pesticide Class

Intestinal Absorption 1

Determined from
Pharmacokinetics Studies

Predicted by
SwissADME Webtool

Cypermethrin Pyrethroid High (Fa = 0.40 [40,41]) High
Deltamethrin Pyrethroid High (Fa > 0.48 [42,43]) High
Permethrin Pyrethroid High (Fa ≥ 0.32 [44]) High
Bendiocarb Carbamate High (Fa ≥ 0.99 [45]) High
Pirimicarb Carbamate High (Fa = 0.74 [46]) High
Molinate Carbamate High (Fa > 0.40 [22]) High
Propoxur Carbamate High (Fa > 0.37 [47,48]) High

DDT 2 Organochlorine Low (Fa = 0.15 [49]) Low
Pentachlorophenol Organochlorine High (Fa > 0.86 [50]) High

TCDD 2 Organochlorine High (Fa > 0.87 [51]) Low
Chlorpyrifos Organophosphorus compound High (Fa = 0.82 [52,53]) High

Diazinon Organosphosphorus compund High (Fa > 0.66 [54]) High
Dichlorvos Organophosphorus compound High (Fa > 0.36 [55]) High
Dimethoate Organosphosphorus compound High (Fa = 0.86 [56,57]) High
Fenitrothion Organophosphorus compound High (Fa = 0.81 [58]) High

Parathion Organophosphorus compound High (Fa > 0.46 [59]) High
Propetamphos Organophosphorus compound High (Fa > 0.41 [60]) High

2,4,5-T 2 Miscellaneous High (Fa > 0.89 [61]) High
2,4-D 2 Miscellaneous High (Fa = 0.85 [62,63]) High

Fluazifop-butyl Miscellaneous High (Fa = 0.88 [64]) High
MCPA 2 Miscellaneous High (Fa > 0.55 [65]) High
Paraquat Miscellaneous Low (Fa ≤ 0.05 [66]) Low
Picloram Miscellaneous High (Fa = 0.91 [67]) High
Triclopyr Miscellaneous High (Fa > 0.82 [68]) High
Warfarine Miscellaneous High (Fa > 0.93 [69]) High

1 Human intestinal absorption is considered high when Fa ≥0.30 and low when Fa <0.30; 2 DDT,
dichlorodiphenyltrichloroethane; TCDD, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin; 2,4,5-T, 2,4,5-trichlorophenoxyacetic
acid; 2,4-D, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid; MCPA, 2-methyl-4-chlorophenoxyacetic acid.

The prediction of intestinal absorption of pesticides performed with the SwissADME/
BOILED-egg method was interestingly validated with absorption data from human toxicokinetics
studies, with an accuracy of 96%. Even if the available measured data from the human studies are
unfortunately limited (n = 25), and rather unbalanced, i.e., most of them (n = 23) reporting high
intestinal absorption of pesticides (Table 4), this validation is worth noting. A similar high accuracy
(83–93%) has also been reported for the prediction of human intestine absorption by the SwissADME
tool for a large data set of drugs [21]. In addition, pesticides predicted to display high intestinal
permeation exhibit a profile of physicochemical parameters, i.e., reduced molecular weight, van der
Waals volume, and polarizability, and increased solubility, which is well-known to favor the high
intestinal absorption of drugs and chemicals [70–72]. This supports the relevance of the in silico

prediction. In particular, the size of the drug molecule affects absorption. Smaller molecular weight
drugs are consequently absorbed better compared to larger ones [73]. Indeed, as molecular size
increases, a larger cavity must be formed in water to be soluble. Increasing the size also impedes
passive diffusion through the tightly packed aliphatic side chains of the lipid bilayer membrane.
Moderately lipophilic drugs, i.e., drugs with LogP < 5, are additionally more absorbed than highly
lipophilic drugs [74]; in agreement with this rule, in silico predicted high intestine-permeant pesticides
have significantly lower LogP (estimated notably by the XlogP3 value in the present study) than
their non-permeant counterparts. It should however be kept in mind that each physicochemical
parameter, when separately considered, may fail to unambiguously predict intestine permeation,
thus highlighting the relevance of combining two parameters as is done in the BOILED-Egg method.
Finally, the in vitro measurement of transport across human intestinal Caco-2 cells for some pesticides,
such as the neonicotinoids acetamiprid and imidacloprid, have revealed high apparent permeability
coefficients [75,76] consistent with in vivo absorption with 100% efficiency, and thus with the in silico

prediction of high absorption for these two pesticides (Table S1).
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The prediction of brain permeation for pesticides cannot, unfortunately, be validated by human
experimental pharmacokinetics data, owing to the quasi-absence of such data in the scientific literature
and pesticide database. Nevertheless, the fact that the BOILED-Egg method predicts drug transfer
across the blood-brain barrier with high accuracy [21] supports the relevance of this method for other
chemicals such as pesticides. In addition, some physicochemical parameters significantly associated
with the prediction of brain permeation for pesticides, such as a reduced tPSA and the number of
nitrogen and oxygen atoms, are well-established factors favoring the permeation of drugs into the
brain. Indeed, drugs entering the brain typically have a tPSA value of less than 60–70 Å2 [77] and
a number of nitrogen and oxygen atoms less than or equal to five [38]. In silico predictions of brain
passage were moreover supported by in vitro or in vivo data for some pesticides. The pyrethroid
deltamethrin, predicted to be brain non-permeant (Table S1), has thus been shown to accumulate
relatively poorly in human brain endothelial hCMEC/D3 cells [78]; whereas paraquat, also predicted
to be brain non-permeant (Table S1), is excluded by the blood-brain barrier in the primate rhesus
macaque [79].

Even if most of the pesticides are predicted to exhibit high intestine absorption, some of them,
notably the organochlorines aldrin, chlordane, DDT, heptachlor, and lindane, are predicted to display
low intestine absorption. Such intestine non-permeant organochlorines are highly lipophilic non-polar
chemicals; they do not comprise H-bond acceptors or donors, in contrast to intestine-permeant
organochlorines (Figure S1). This lack of potential H-bonds for the non-permeant organochlorines is
consistent with their low solubility, probably contributing to their predicted poor intestinal absorption.
It is noteworthy that the marked lipophilicity of the organochlorines also results in long-term storage
in fat tissue and low excretion [80]. Therefore, the organochlorines, although some of them poorly
absorbed, may nevertheless accumulate in an organism. These persistent organic pollutants may
consequently reach cellular levels for which toxic effects, notably metabolic or endocrine effects, are
suspected to occur [81,82]. In addition, the fact that the dietary intake of lipophilic organic chemicals
such as organochlorines may occur primarily via adsorption to mixed dietary lipid micelles has to be
considered [83,84]. Such a process may notably contribute to the intestine permeation of TCDD, thus
explaining the discordance between the high measured intestine absorption of this organochlorine [51]
and the prediction of low absorption by the BOILED-Egg method (Table 4).

It is noteworthy that the percentage of brain-permeant pesticides (less than 40%) is approximately
twice as low as that of their intestine-permeant counterparts (more than 80%). This probably reflects
the fact that the physicochemical criteria for entering the brain are more stringent than those required
for intestinal absorption. In particular, concerning polarity, the tPSA value has to be ideally less
than 60–70 Å2 for brain permeation, whereas the tPSA threshold is higher, i.e., 120 Å2, for oral
absorption [77]. Organophosphorus pesticides are consequently predicted, for most of them, to be
not brain-permeant, owing to their relatively high tPSA values (Figure 2); the bioactive metabolites of
organophosphorus compounds, such as oxons-related molecules, are also rather poorly brain-permeant
(Table 1). Similarly, the carbamates and triazines exhibiting substantial tPSA values are predicted to not
cross the blood-brain barrier (Figure 2). It should be however kept in mind that the organophosphorus
pesticides are suspected to cause neurotoxicity, including delayed neuropathies and long-term
effects [85,86], which may appear as contradictory with the fact that they are predicted to be not
brain-permeant. Such an apparent discrepancy may be due to the threshold retained for predicting a
brain non-permeant chemical by the BOILED-egg method, i.e., LogBB < 0, whereas other studies have
retained a less stringent threshold (LogBB < −1) for compounds poorly distributed in the brain [87–89].
In this context, it may be hypothesized that at least some of the organophosphorus pesticides can
in fact partly access the brain, with LogBB values comprised between −1 and 0 (−1 < LogBB < 0),
which may be compatible with their neurotoxicity. The fact that a LogBB equal to −0.09 has been
measured for the organosphosphorus parathion in pigs probably supports this hypothesis [90]. Besides,
organophosphorus pesticides such as chlorpyrifos and malathion directly alter the functional integrity
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of the blood-brain barrier [91–93]. Such a disruption of this blood-tissue barrier may secondarily result
in the enhanced passage of organophosphorus pesticides in the central nervous system.

It is noteworthy that the BOILED-Egg method-based prediction of drug passage across the
intestine and the blood-brain barrier does not directly take into account the potential implication
of the influx or efflux of drug transporters [21]. However, there is now increasing evidence that
such membrane transporters may interact with various pesticides [94], including organophosphorus
compounds, organochlorines, paraquat, and pyrethroids [33,95–98]. In particular, the putative
transport of pesticides at the intestinal level by ATP-binding cassette (ABC) efflux transporters such as
P-glycoprotein (ABCB1) and the breast cancer resistance protein (BCRP, ABCG2) has probably to be
taken into account [99]. Indeed, the low doses of pesticides contained in food are unlikely to saturate
these efflux pumps, in contrast to the high doses of administrated drugs. The P-glycoprotein and/or
BCRP-mediated efflux of pesticides at the apical pole of intestinal cells may consequently efficiently
prevent their absorption by actively repelling them into the lumen of the intestine. Solute carrier (SLC)
transporters acting as influx transporters may also have to be considered for the intestinal transport of
some pyrethroids [100].

If intestinal absorption and brain penetration constitute key steps of pesticide toxicokinetics
in response to oral exposure, other parameters have to be taken into account for more globally
considering pesticide disposition in the human organism. This is notably the case for metabolism
and/or excretion processes, which may occur rapidly and extensively, notably for first-pass hepatic
metabolism, thus resulting in the relatively short half-lives of some pesticides. This may concern
pyrethroids and organophosphorus insecticides, which are subjected to many metabolic pathways
mediated by various xenobiotic metabolizing enzymes [101,102]. By contrast, organochlorine pesticides
are thought to be less metabolized, and therefore appear to be more stable in the organism. Storage in
some compartments, such as adipose tissue, may additionally play a major role in the toxicokinetics of
pesticides, notably for the most lipophilic of them, such as the organochlorines [103], as discussed above.
Binding to proteins, including plasma proteins, is also a key parameter to consider, as only the free
fraction of pesticides is presumed to exert toxicodynamic effects and to be handled by pharmacokinetics
effectors such as drug transporters and drug metabolizing enzymes. The chirality of pesticides may
also have to be taken into account, as reported for drugs [104]. Entero-hepatic circulation, which occurs
for some pesticides such as the carbamates and organochlorines [103,105], may additionally deserve
attention. Moreover, the formulation of pesticides may constitute a feature influencing their intestinal
absorption, notably for the organosphosphorus insecticides [52,106]. The fact that humans are usually
exposed to a mixture of pesticides [107] may also affect their intestinal absorption, owing to possible
pesticide–pesticide interactions with respect to drug transporters, as already described for drug–drug
interactions [108]. Finally, the nature of the diet may interfere with the passage of pesticides across the
intestinal barrier, as previously shown for the intestinal absorption of drugs [109].

Computer-based methods based on molecular descriptors such as lipophilicity and polarity,
initially developed for drugs [16], may be useful for predicting not only pesticide intestine and
brain permeation, as described in the present study, but also for evaluating other pharmacokinetics
parameters such as metabolism and clearance, as well as the biological effects of pesticides. More
globally, in silico methods and computational systems biology probably represent promising ways
for assessing pesticide toxicity and risk, notably in humans [110–113]. However, further studies
are required to fully validate in silico approaches, notably with respect to the realistic conditions
of environmental exposure to pesticides, i.e., low and/or chronic doses of mixtures of pesticides.
In particular, in silico methods are likely to be compared with other non-animal approaches, such as
in vitro methods, for human toxicokinetics in risk evaluations of pesticides [10,114].

5. Conclusions

The analysis of a large set of pesticides (n = 338) belonging to various main chemical classes
using an online tool in silico predicting human intestine and brain permeation indicated that a high
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percentage of pesticides (81.4%) was predicted to exhibit high intestinal absorption with a high accuracy
(96%), whereas a lower, but substantial, percentage (38.5%) displayed brain permeation. Such data
suggest that human exposure to pesticides through the oral way is likely to result in the intake of
these environmental contaminants for most of them and brain permeation for some of them, thus
supporting the well-established toxicity, including neurotoxicity, of pesticides for human health. They
also highlight the interest of computational approaches for assessing pesticide pharmacokinetics and
toxicity in humans.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/1660-4601/14/7/708/s1,
Figure S1: Comparison of physicochemical parameters of organochlorines (n = 30) predicted to display low
or high intestinal absorption; Table S1: Pesticides-dataset; Table S2: Oxon organophosphorus pesticides-dataset.

Author Contributions: L.C., A.B., and O.F. conceived, designed, and performed the experiments and analyzed
the data; D.M.-L. contributed analysis tools; L.C. and O.F. wrote the paper.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

Appendix A

R code used for drawing ellipsoidal regions defining intestine and brain permeation according to
the graphical BOILED-Egg method.

library("plotrix")myW = 1200
myH = 1000
ps = 6
jpeg(width = myW, height = myH, "ALL.05.png", res = "300", pointsize = ps)
dataAll = read.table("20170530_pesticides_swissadme.csv", sep = "t",header = T, dec = ",")
datasize = read.table("20170530_pesticides_swissadme.csv", sep = "t",header = T, dec = ",")
plot(datasize$TPSA, datasize$WLOGP, col=rgb(1,1,1), xlab = "tPSA (A2)", ylab = "WLog P")
draw.ellipse(71.051, 2.292, 142.081/2, 8.740/2, −1.031325, deg = TRUE, col = "grey")
draw.ellipse(38.117, 3.177, 82.061/2, 5.557/2, −0.171887, deg = TRUE, col = "yellow")
points(dataAll$TPSA, dataAll$WLOGP, cex=0.5)
draw.ellipse(71.051, 2.292, 142.081/2, 8.740/2, -1.031325, deg = TRUE)
dev.off()
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The plastic component bisphenol A (BPA) is suspected to exert deleterious effects towards humanhealth and tar-

gets various cellular and molecular pathways, including activity of ATP-binding cassette drug transporters. The

present study was designed to determine whether BPA and some derivatives, like its substitutes bisphenol F

(BPF) and bisphenol S (BPS) and the flame retardant tetrabromobisphenol A (TBBPA), may additionally interact

with solute carrier (SLC) drug transporters. Activities of the various following SLC transporterswere inhibited in a

major way (by N60%) by 100 μM bisphenols: OCT1 and MATE1 (by BPA and TBBPA), OATP1B1 (by BPA, BPF and

TBBPA), OATP1B3 and NTCP (by TBBPA) and OAT3 (by BPA, BPF, BPS and TBBPA); by contrast, activities of other

transporters were not impacted (MATE2-K) or were stimulated (notably OCT1 by BPS and OCT2 by BPF). Trans-

porter inhibitions due to bisphenols were concentrations-dependent, with half maximal inhibitory concentra-

tions (IC50) ranging from 0.5 μM to 73.5 μM. BPA was finally shown to be not transported by OAT3, although

inhibiting this transporter in a competitive manner. Taken together, these data indicate that bisphenols interact

with SLC transporters, at concentration levels however rather higher than those occurring in humans in response

to environmental exposure.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Bisphenol A (BPA) is a synthetic chemical, largely used as a

monomere in the production of polycarbonate plastics and epoxy

resins, and by this way among the highest-volume chemicals produced

worldwide. BPA is found in many consumer products, including food

containers, paper products like thermal paper, water pipes and medical

equipment (Halden, 2010). Humans are consequently widely exposed

to this chemical, via dietary and non-dietary sources (Kang et al.,

2006). Importantly, such an exposure is now thought to cause various

deleterious effects for health (Rochester, 2013; Srivastava et al., 2015).

BPA, through acting as a xeno-estrogen (Ben-Jonathan and Steinmetz,

1998), may thus exert reproductive and developmental toxicity

(Golub et al., 2010; Peretz et al., 2014); it may also contribute to meta-

bolic and cardiovascular diseases (Lang et al., 2008), may impair immu-

nity (Jochmanova et al., 2015) and is suspected to have carcinogenic

properties (Thompson et al., 2015). Such toxic effects have led to

governmental restrictive regulations on the production and usage of

BPA in North America and the European Union (Birnbaum et al.,

2013). This also stimulates the development and production of alterna-

tive substances to replace BPA in a myriad of applications. Among such

BPA substitutes, bisphenol analogues like bisphenol F (BPF) and

bisphenol S (BPS) are major ones, even if they exhibited estrogenic

and/or anti-androgenic activities similar to those of BPA (Chen et al.,

2016). Endocrine-disrupting effects have additionally been reported

for tetrabromobisphenol A (TBBPA), another bisphenol derivative,

widely used as a brominated flame retardant in printed circuit boards

and to which humans are also highly exposed (Birnbaum and Staskal,

2004).

Besides classical nuclear estrogen receptor alpha and beta, various

molecular targets of BPA have been described, notably at the plasma

membrane level. BPA thus interacts with ion channels and ATP-binding

cassette (ABC) membrane transporters (Deutschmann et al., 2013;

Soriano et al., 2016), suggesting that transport across plasmamembrane

may represent one of the cellular processes with which bisphenols in-

terfere. In this context, it is noteworthy that main ABC drug efflux

pumps have been shown to be targeted by bisphenols. Breast cancer re-

sistance protein (BCRP/ABCG2) activity is thus inhibited by BPA and

TBBPA (Dankers et al., 2013). TBBPA additionally inhibits P-glycoprotein
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(ABCB1), multidrug resistance-associated protein (MRP) 1 (ABCC1) and

MRP4 (ABCC4) (Dankers et al., 2013). By contrast, BPA stimulates P-gly-

coprotein activity (Jin and Audus, 2005), without however affecting P-

glycoprotein expression (Peyre et al., 2014), whereas levels of other

drug detoxifying proteins like hepatic cytochromes P-450 may be im-

paired by BPA, but not by TBBPA (Germer et al., 2006; Vrzal et al.,

2015). Importantly, BPA, but not TBBPA, is transported by BCRP

(Dankers et al., 2013); BPA is also a potential substrate for MRP2

(ABCC2) and MRP3 (ABCC3) (Mazur et al., 2012). These drug efflux

pumps may therefore participate in the elimination of BPA and conju-

gated BPAmetabolites, notably at the liver level (Moscovitz et al., 2016).

In addition to interacting with membrane ABC drug transporters,

bisphenols may interact with activity of solute carrier (SLC) drug trans-

porters. The fact that BPA has been recently shown to inhibit activity of

organic anion transporting polypeptide (OATP/SLCO) 1d1 (Slco1d1) in

zebrafish fully supports this hypothesis (Popovic et al., 2014). Such po-

tential interactions of bisphenolswith SLC transporters remain however

very poorly characterized, although SLC drug transporters represents

key-actors of xenobiotic elimination pathway, notably in the liver and

kidney (Giacomini et al., 2010; Lecureur et al., 2000). Most of SLC drug

transporters primarilymediate drug uptake and, by thisway and in con-

cert with ABC transporters, they control intracellular levels of drugs, no-

tably in hepatocytes (Planchamp et al., 2007). Their inhibition may be

the source of numerous drug-drug interactions (DDI) (Koepsell, 2015;

Shitara et al., 2005). The present study was therefore designed to ana-

lyze the possible interactions of various environmentally relevant

bisphenols, i.e., BPA, BPF, BPS and TBBPA, with activities of main

human SLC drug transporters notably expressed in the liver, i.e., organic

cation transporter (OCT) 1 (SLC22A1), OATP1B1 (SLCO1B1), OATP1B3

(SLCO1B3), sodium/taurocholate co-transporting polypeptide (NTCP/

SLC10A1) and multidrug and toxin extrusion protein (MATE) 1

(SLC47A1), or in the kidney, i.e., OCT2 (SLC22A2), organic anion trans-

porter (OAT) 1 (SLC22A6), OAT3 (SLC22A7) and MATE2-K (SLC47A2).

Our data indicate that most of these SLC transporters constitute targets

for bisphenols, especially for BPA and TBBPA.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals and reagents

BPA, BPF, BPS and TBBPA were provided by Sigma-Aldrich (Saint-

Quentin Fallavier, France), aswell as verapamil, probenecid, fluorescein,

bromosulfophthalein (BSP) and amitriptyline. Chemical structures of

bisphenols are shown in Fig. 1. Some of their basicmolecular properties,

including molecular weight, LogP predicted using the XLogP3 method

(Cheng et al., 2007), counts of hydrogen bond donors, hydrogen bond

acceptors and rotatable bonds, and topological polar surface area,

were given by PubChem database (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

) and are indicated in Supplementary Table 1. [1-14C]-tetra-ethylammo-

nium bromide (TEA) (sp. act. 3.5 mCi/mmol), [6, 7-3H(N)] estrone-3-

sulfate (E3S) (sp. act. 57.3 Ci/mmol), [3H(G)]-taurocholic acid (TC)

(sp. act. 5.0 Ci/mmol), p-[glycyl-1-14C]-aminohippuric acid (PAH) (sp.

act. 50.4 Ci/mmol) and [bis 2,6-3H]-BPA (sp. act. 51.0 Ci/mmol) were

from Perkin-Elmer (Boston, MA, USA). All other chemicals and reagents

were commercial products of the highest purity available.

2.2. Cell culture

HEK293 cells overexpressing OCT1 (HEK-OCT1 cells), OCT2 (HEK-

OCT2 cells), MATE1 (HEK-MATE1 cells), MATE2-K (HEK-MATE2-K

cells) or NTCP (HEK-NTCP cells) and control HEK293 cells (HEK-

MOCK cells), whose generation and functional characterization have al-

ready been described (Jouan et al., 2014; Le Vee et al., 2015; Mayati et

al., 2015; Sayyed et al., 2016), were routinely cultured in DMEM medi-

um supplemented with 10% fetal calf serum (v/v), 20 IU/mL penicillin,

20 μg/mL streptomycin, 1% (vol/vol) MEM non-essential amino acids

solution (Life Technologies) and 1 μg/mL insulin. HEK293 cells overex-

pressing OAT1 (NM_004790) (HEK-OAT1 cells) or OAT3

(NM_004254) (HEK-OAT3 cells) were prepared by transduction of

HEK293 cells by a lentiviral pLV-EF1-hOAT1-hPGK-GFP or pLV-EF1-

hOAT3-hPGK-GFP vector, as previously reported (Jouan et al., 2014).

Construction of the lentiviral vectors, production of lentivirus superna-

tants, transduction of HEK293 cells, cloning and initial characterization

of HEK-OAT1 and HEK-OAT3 cells were performed by Vectalys (Labège,

France). HEK-OAT1 and HEK-OAT3 cells were routinely cultured in

DMEM medium as described above.

OATP1B1- and OATP1B3-transfected CHO cells as well as parental

wild-type CHO cells were cultured in DMEM-low glucose containing

20 IU/mL penicillin, 20 μg/mL streptomycin, 10% (vol/vol) fetal calf

serum and 50 μg/mL proline, as already reported (de Graaf et al.,

2011). G418 (500 μg/mL) was specifically added in culture media for

OATP1B1- and OATP1B3-transfected CHO cells, whose functional trans-

port features have been previously characterized (Gui et al., 2008;

Treiber et al., 2007).

Human differentiated hepatoma HepaRG cells, which exhibit func-

tional expression of OATPs (Le Vee et al., 2006), were routinely cultured

in Williams' E medium (Life Technologies) supplemented with 10%

(vol/vol) fetal calf serum, 20 IU/mL penicillin, 20 μg/mL streptomycin,

Fig. 1. Chemical structures of bisphenols.
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5 μg/mL insulin, 2 mM glutamine, and 5 × 10−5 M hydrocortisone

hemisuccinate. Additional culture for two weeks in the same medium

supplemented with 2% (vol/vol) dimethylsulfoxide was performed in

order to get a full hepatocytic differentiation of the cells (Gripon et al.,

2002).

2.3. RNA isolation and analysis

Total RNAs were extracted using the TRI reagent (Sigma-Aldrich).

RNAwas then subjected to reverse transcription-quantitative polymer-

ase chain reaction (RT-qPCR), using the RT kit from Applied Biosystems

(Foster City, CA), the fluorescent dye SYBR Green methodology and a

CFX384 real-time PCR system (Bio-Rad, Hercules, CA), as previously de-

scribed (Sparfel et al., 2010). Gene-specific primers for OAT1 were:

sense, CCATGGTGT TCGGCTACCTT, and anti-sense,

GGGCATCCACTCCACATTCA. Primers for OAT3 and 18S rRNA were ex-

actly as previously reported (Moreau et al., 2011). The specificity of

each gene amplification was verified at the end of qPCR reactions

through analysis of dissociation curves of the PCR products. Amplifica-

tion curves were next analyzed with CFX Manager software (Bio-Rad),

using the comparative cycle threshold method. Relative quantification

of the steady-state target mRNA levels was calculated after normaliza-

tion of the total amount of cDNA tested to the 18S rRNA endogenous ref-

erence using the 2(−ΔCt) method. Data were finally expressed in

arbitrary unit relatively comparatively to the 18S rRNA reference (Le

Vee et al., 2013).

2.4. SLC transporter activity assays

The effects of bisphenols on SLC transporter activities were analyzed

through determining intracellular accumulation of reference substrates

of SLC transporters using awell-defined transportmedium, as previous-

ly reported (Jigorel et al., 2005; Le Vee et al., 2015). The transport assay

medium consisted of 5.3 mM KCl, 1.1 mM KH2PO4, 0.8 mM MgSO4,

1.8 mM CaCl2, 11 mM D-glucose, 10 mM HEPES, and 136 mM NaCl; pH

was adjusted to 7.4 value, except for the pH-sensitive MATE1 and

MATE2-K transport assays for which pH was set at 8.4. Cells were first

washed with transport assay buffer, then incubated at 37 °C for 5 min

with transport assay buffer containing 40 μM [14C]-TEA (used as a refer-

ence substrate for OCT1, OCT2, MATE1 and MATE2-K), 3.5 nM [3H]-E3S

(used as a reference substrate for OATP1B1 and OAT3), 10 μM fluoresce-

in (used as a reference substrate for OATP1B3) (De Bruyn et al., 2011),

43.4 nM [3H]-TC (used as a reference substrate for NTCP) or 0.1 μM

[14C]-PAH (used as a reference substrate for OAT1), in the absence or

presence of bisphenols or reference SLC transporter inhibitors. These

reference inhibitors were 50 μM verapamil (for OCT1, MATE1 and

MATE2-K), 100 μM BSP (for OATP1B1), 10 mM probenecid (for

OATP1B3), 2mMprobenecid (for OAT1 and OAT3) and 100 μMamitrip-

tyline (for OCT2). Reference inhibition of NTCP activity was done

through removal of NaCl from transport assay medium and replacing

it by 136mM N-methyl glucamine (Jigorel et al., 2005). The 5min incu-

bation time with substrates was chosen because it is presumed to usu-

ally correspond to the initial linear phase of substrate uptakes

mediated by SLC transporters (Jouan et al., 2014) and has been conse-

quently retained in various previous studies analyzing SLC transporter

inhibitors (Ahlin et al., 2008; Mayati et al., 2015; Sayyed et al., 2016).

Cells were next washed twice with ice-cold phosphate-buffered saline

(PBS), and finally lysed in distilled water. Intracellular accumulation of

radiolabeled substrates was next measured by scintillation counting

with a Beckman LS6500 counter (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA,

USA). Intracellular accumulation of fluorescein was determined by

spectrofluorimetry using a SpectraMax Gemini SX spectrofluorometer

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA); excitation and emission wave-

lengthswere 485 and 535nm, respectively. Values of substrate accumu-

lationwere then normalized to total protein content, determined by the

Bradford method (Bradford, 1976). Data were finally expressed as

percentage of substrate accumulation in control cells not exposed to ref-

erence inhibitor or bisphenols; in this context, percentage of reduction

of substrate accumulationwasdefined as 100% (accumulation in control

cells) minus percentage of substrate accumulation in the presence of

bisphenol or reference inhibitor, whereas percentage of stimulation of

substrate accumulation corresponded to percentage of substrate accu-

mulation in the presence of bisphenol minus 100% (accumulation in

control cells). Data were also alternatively expressed as percentage of

transporter activity found in control cells, arbitrarily set at 100%, accord-

ing to the following equations:

For OATPs, OATs, OCTs and MATEs:

%SLCtransporteractivity ¼
AccumulationBisphenol−AccumulationReferenceinhibitor

� �

� 100

AccumulationControl−AccumulationReferenceinhibitor

ðAÞ

with AccumulationBisphenol=substrate accumulation in the presence of

bisphenol, AccumulationControl = substrate accumulation in control

cells and AccumulationReference inhibitor = substrate accumulation in the

presence of a reference transporter inhibitor.

For NTCP:

%NTCPactivity ¼
AccumulationBisphenol −AccumulationControl=−Naþ

� �

� 100

AccumulationControl=þNaþ−AccumulationControl=−Naþ

ðBÞ

withAccumulationBisphenol=TC accumulation in the presence of bisphenol

and sodium, AccumulationControl/+Na+ =TC accumulation in control cells in

the presence of sodiumandAccumulationControl/−Na+=TCaccumulation in

control cells in the absence of sodium.

2.5. BPA accumulation assays

HEK-OAT3 cells and control HEK-MOCK cells were incubated at

37 °C for various lengths of time (from 1 to 10 min) with transport

assay buffer containing 19.6 nM [14C]-BPA. Cells were next washed

twice with ice-cold PBS, and finally lysed in distilledwater. Intracellular

accumulation of BPA was then measured by scintillation counting and

normalized to protein content as reported above.

2.6. Determination of kinetic parameters

For bisphenols inhibiting SLC drug transporter activity by at least

60% when initially used at 100 μM, transport assays described above

were performed in thepresence of various concentrations of bisphenols.

Half maximal inhibitory concentrations (IC50) were next determined

using Prism 5.0 software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) through

nonlinear regression based on the following four-parameter logistic

equation:

A ¼
100

1þ 10 I½ �−LogIC50ð Þ�Hillslopeð Þ
ðCÞ

where A is the percentage of SLC transporter activity for a given concen-

tration of bisphenol determined as described in Eq. (A) for OATPs, OATs,

OCTs andMATEs and in Eq. (B) for NTCP, [I] is the bisphenol concentra-

tion in the medium, and Hill slope is a coefficient describing the steep-

ness of the curve.

Kinetic parameters of E3S uptake intoHEK-OAT3 cells (Km andVmax)

in the absence or presence of 50 μMBPAwere estimated using Prism 5.0
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software through nonlinear regression based on the Michaelis-Menten

equation:

v ¼
Vmax � S½ �

Km þ S½ �
ðDÞ

where v is the initial uptake rate of substrate, [S] is the substrate concen-

tration in the medium, Km is the Michaelis–Menten affinity constant

and Vmax is the maximum uptake rate.

2.7. Statistical analysis

Experimental data were usually expressed as means ± SEM of at

least three independent assays. They were statistically analyzed using

analysis of variance (ANOVA) followed by the Dunnett's post-hoc test,

the Student's t-test or the F-test, with the Prism 5.0 software. The crite-

rion of significance was p b 0.05.

3. Results

3.1. Inhibition of organic cation transporter activity by bisphenols

Effects of BPA, BPF, BPS and TBBPA, each used at 100 μM, on TEA

transport mediated by the organic cation transporters OCT1, OCT2,

MATE1 or MATE2-K were determined using OCT or MATE-transfected

HEK293 cells, which exhibited high TEA accumulation when compared

to HEK-MOCK cells (Fig. 2). BPA and TBBPA, like the reference inhibitor

verapamil, markedly inhibited uptake of TEA in HEK-OCT1 cells, by

N80% when compared to uptake in control conditions (Fig. 2). BPF also

significantly decreased TEA uptake in HEK-OCT1 cells, but in a more

moderately manner (inhibition by 41.6%), whereas, by contrast, BPS

stimulated TEA accumulation by 61.9% (Fig. 2). BPS, and also BPF, addi-

tionally stimulated TEA accumulation in HEK-OCT2 cells, whereas

TBBPA reduced it and BPA was without effect (Fig. 2); the percentage

of reduction of TEA uptake by TBBPA in HEK-OCT2 cells (39.4%) was

however lower than that caused by the reference OCT2 inhibitor ami-

triptyline (87.8%). TEA uptake in HEK-MATE1 cells was inhibited by all

bisphenols (Fig. 2); the percentages of these inhibitions by bisphenols

ranged from 28.1% (for BPF) to 66.8% (for TBBPA) and were therefore

lower than that caused by verapamil (98.0%) (Fig. 2). None of

bisphenols significantly impaired TEA accumulation in HEK-MATE2-K

cells, in contrast to the reference inhibitor verapamil that markedly re-

duced it by 87.3% (Fig. 2). Bisphenols also failed to alter intracellular ac-

cumulation of TEA in HEK-MOCK cells in a major way, whatever the pH

used (pH= 7.4 for OCT1/2 activity and pH= 8.4 for MATE1/MATE2-K)

(Supplementary Fig. 1).

For inhibitions of TEA accumulation by 100 μMbisphenol reaching at

least 60%, IC50 values towards SLC transporter activities were next de-

termined. As shown in Fig. 3A, BPA IC50 towards OCT1 andMATE1 activ-

ities were 39.0 and 73.5 μM, respectively. With respect to TBBPA, IC50
values were 37.5 μM (for OCT1 activity) and 23.1 μM (for MATE1 activ-

ity) (Fig. 3B).
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Fig. 2.Effects of bisphenols onOCT1, OCT2,MATE1 andMATE2-K activities. OCT- andMATE-overexpressingHEK293 cells aswell as HEK-MOCK cellswere incubated at 37 °C for 5minwith

the radiolabeled reference substrate TEA in the absence (untreated) or presence of reference inhibitors (50 μM verapamil for OCT1, MATE1 and MATE2-K and 100 μM amitriptyline for

OCT2) or of bisphenols, each used at 100 μM. After washing, intracellular uptake of TEA was determined by scintillation counting and normalized to total cellular protein content. Data

are expressed as percentages of TEA accumulation found in control OCT- or MATE-transfected cells not exposed to reference inhibitors or bisphenols; they are the means ± SEM of at

least three independent experiments. *, p b 0.05 when compared to control untreated OCT- or MATE-transfected HEK293 cells.
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3.2. Inhibition of organic anion transporter activity by bisphenols

Effects of BPA, BPF, BPS and TBBPA, each used at 100 μM, on OATP-

mediated uptake of reference substrates were first studied using

OATP-transfected CHO cells, displaying high accumulation of the OATP

reference substrates comparatively to parental CHO cells (Fig. 4A). As

shown in Fig. 4A, BPA, BPF and TBPPA significantly decreased E3S accu-

mulation in CHO-OATP1B1 cells in a rather notable manner; the per-

centages of accumulation decrease were thus comprised between

68.9% (for BPA) and 85.9% (for TBBPA). By contrast, BPS failed to signif-

icantly alter E3S accumulation in CHO-OATP1B1 cells (Fig. 4A). BPS, in

contrast to the reference inhibitor probenecid, did not also affect fluo-

rescein uptake in CHO-OATP1B3 cells, whereas BPF significantly en-

hanced it by 38.2% and BPA and TBBPA reduced it by 49.7% and 73.8%,

respectively (Fig. 4A). None of bisphenols inhibited E3S or fluorescein

accumulation in parental wild-type CHO cells in a major way (Supple-

mentary Fig. 2). Bisphenols were next shown to reduce E3S accumula-

tion in hepatoma HepaRG cells (Fig. 4B), which constitutively display

OATP activity (Le Vee et al., 2013). In this context, TBBPA was the

most active, with an inhibitory effect towards E3S uptake similar to

that of the reference OATP inhibitor BSP, whereas BPS was the less in-

hibitory (Fig. 4B).

Effects of BPA, BPF, BPS and TBBPA, each used at 100 μM, on OAT-

and NTCP-mediated uptake of reference substrates were next analyzed

using OAT- and NTCP-transfected HEK293 cells. These transporter-

transfected cells showed high uptake of reference substrates when

compared to HEK-MOCK cells (Fig. 5); in addition, HEK-OAT1 and

HEK-OAT3 cells displayed marked mRNA overexpression of OAT1 and

OAT3, respectively, when compared to HEK-MOCK cells (Supplementa-

ry Fig. 3). As indicated in Fig. 5A, BPS moderately reduced PAH accumu-

lation by 44.1% inHEK-OAT1 cells,whereas BPA and BPF stimulated it by

49.3% and 36.3%, respectively, and TBBPAwas without significant effect.

All bisphenols markedly decreased E3S uptake in HEK-OAT3 cells, with

percentages of inhibition ranging from 79.5% (for BPF) to 94.1% (for

TBBPA) and therefore close to the percentage of inhibition (97.2%)

caused by the reference inhibitor BSP (Fig. 5A). By contrast, bisphenols

did not obviously alter uptake of both E3S and PAH in HEK-MOCK

cells (Supplementary Fig. 1). TBBPA was finally shown to markedly in-

hibit sodium-dependent accumulation of TC in HEK-NTCP cells by

91.5%, whereas BPA and BPF more modestly decreased it by 44.3% and

39.2%, respectively, and BPS was without effect (Fig. 5B). None of the

bisphenols obviously altered TC accumulation in HEK-MOCK cells (Sup-

plementary Fig. 1).

For inhibitions of reference anionic substrate accumulation by

100 μM bisphenol reaching at least 60%, IC50 values towards SLC trans-

porter activities were next determined. As shown in Fig. 6A, BPA IC50
values towards OATP1B1 and OAT3 activities were 18.7 μM and

9.2 μM, respectively. Those of BPF were 13.4 μM (for OATP1B1) and

26.8 μM(for OAT3) (Fig. 6B), whereas that of BPS towards OAT3 activity

was 23.3 μM(Fig. 6C). IC50 values of TBBPA towards OATP1B1 andOAT3

activities were rather low (0.6 μM and 0.5 μM, for OATP1B1 and OAT3,

respectively), whereas those towards NTCP and OATP1B3 activities

were 4.5 μM and 12.1 μM, respectively (Fig. 6D).

3.3. Characterization of OAT3-BPA interaction

Because OAT3 was the SLC transporter most potently inhibited by

BPA (IC50=9.2 μM; Fig. 6A),we next decided to characterize the nature

of its interactionwith this SLC transporter, primarily expressed by prox-

imal renal cells (Burckhardt andWolff, 2000). For this, we first analyzed

the kinetic parameter (Km andVmax) of E3Suptake byHEK-OAT3 cells in

the absence or presence of 50 μM BPA through non-linear regression of

E3S uptake rate in function of E3S concentration using the Michaelis-

Menten equation. As indicated in Fig. 7, BPA was found to significantly

enhance Km without altering Vmax, thus suggesting that it inhibited

OAT3 activity by a competitivemechanism, possibly through interacting

with the transport binding site of OAT3. To determinewhether BPAmay

be a substrate for this SLC transporter, we next analyzed BPA uptake in

Fig. 3. Concentration-dependent effects of (A) BPA and (B) TBBPA towards OCT1 andMATE1 activities. OCT1 andMATE1 activities were determined in the absence or presence of various

concentrations of (A) BPA or (B) TBBPA, as described in Materials and methods. Incubation time with TEA, used as a reference substrate, was 5 min. Data are expressed as percentages of

transporter activity found in control untreated cells, arbitrarily set at 100%; they are the means ± SEM of three independent assays. IC50 values are indicated at the top of graphs.
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HEK-OAT3 and HEK-MOCK cells; for this purpose, we used a 19.6 nM

BPA concentration, which is in the range of BPA concentrations mea-

sured in humans (Thayer et al., 2015; Vandenberg et al., 2010). Results

indicated that the two types of cells similarly accumulated BPA,whatev-

er the incubation times with BPA (from 1 min to 10 min) (Fig. 8), thus

discarding the hypothesis that BPA may be transported by OAT3. This

conclusion is also supported by the fact that the OAT inhibitor probene-

cid used at 2 mM failed to alter BPA accumulation in HEK-OAT3 cells

(data not shown). By contrast, HEK-OAT3 cells exhibited marked pro-

benecid-inhibitable uptake of E3S when compared to HEK-MOCK cells

(Supplementary Fig. 4), thus confirming that OAT3 was fully functional

in HEK-OAT3 cells.

3.4. Prediction of potential drug-drug interactions due to inhibition of SLC

transporters by BPA

We finally considered whether in vitro inhibition of SLC transporter

activities by BPA may be relevant in terms of DDI. For this, we applied

the criteria retained by the US Food and Drug Administration (FDA)

for plasma inhibitor concentration, according to which a potential DDI

with respect to a drug inhibiting a transporter can be predicted from

in vitro data when the maximum total plasma (bound plus unbound)

concentration (Cmax) of the investigated drug at steady state ([I]) divid-

ed by its in vitro inhibitory potency (IC50) is greater than or equal to 0.1

([I]/IC50 ≥ 0.1) (Giacomini et al., 2010; Hillgren et al., 2013; Maeda and

Sugiyama, 2013). For [IBPA], we retained the value of 6.5 nM, that

corresponds to the unconjugated BPA Cmax recently reported in serum

following oral administration of BPA to human volunteers (Thayer et

al., 2015) and the value of 44 nM, that is the upper limit of the range

of unconjugated BPA concentrations (2.2 nM to 44 nM) measured in

blood samples from human populations (Vandenberg et al., 2010).

None of these two BPA concentration values was predicted to cause po-

tential DDI involving OCTs, MATEs, OATPs or OATs transporters, accord-

ing to the FDA criteria (Table 1).

4. Discussion

The environmental contaminant BPA has previously been shown to

interact with ABC drug efflux pumps like P-glycoprotein, MRP2 and

BCRP (Dankers et al., 2013; Jin and Audus, 2005; Mazur et al., 2012).

The data reported in the present study indicate that BPA and other

bisphenol derivatives such as BPF, BPS and TBBPA can also alter activi-

ties of various human SLC drug transporters (see Table 2 for a summary

of these effects of bisphenols towards SLC transporters), thus highlight-

ing the fact thatmembrane drug transporters represent targets for envi-

ronmental bisphenols.

BPAwas thus demonstrated to inhibit activities of various SLC trans-

porters, especially those of OCT1, MATE1, OATP1B1 and OAT3 in trans-

porter-overexpressing transfected cells; it concomitantly reduced

constitutive OATP activity in hepatic HepaRG cells, indicating that its in-

hibitory effects towards SLC transporters were not restricted to

transfected cells. By contrast, BPA failed to impair activities of other

Fig. 4.Effects of bisphenols onOATP activities in (A)OATP-expressingCHO cells and (B)HepaRGcells. (A)OATP-overexpressingCHO cells andparentalwild-type CHO cellswere incubated

at 37 °C for 5minwith reference substrates (radiolabeled E3S for OATP1B1 and fluorescein for OATP1B3) in the absence (untreated) or presence of reference OATP inhibitors (100 μMBSP

for OATP1B1 and 10mMprobenecid for OATP1B3) or of bisphenols, each used at 100 μM. After washing, intracellular uptake of substrates was determined by scintillation counting (E3S)

or spectrofluorimetry (fluorescein) and normalized to total cellular protein content. Data are expressed as percentages of substrate accumulation in untreated control OATP-transfected

cells, arbitrarily set at 100%; they are themeans± SEMof at least three independent experiments. *, p b 0.05when compared to control untreatedOATP-transfected cells. (B) HepaRG cells

were incubatedwith E3S in the absence or presence of 100 μMBSP or of bisphenols, as described above. Afterwashing, intracellular uptake of E3Swas determined by scintillation counting

and normalized to total cellular protein content. Data are expressed as percentages of E3S accumulation in untreated control HepaRG cells, arbitrarily set at 100%; they are the means ±

SEM of three independent experiments. *, p b 0.05 when compared to control untreated HepaRG cells.
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SLC transporters such as OCT2,MATE2-K,OATP1B3,whereas it stimulat-

ed that of OAT1, thus most likely discarding the hypothesis of a general

and non-discriminating inhibitory effect of BPA towards membrane

transporter activities. Inhibitory effects of BPA and other bisphenols to-

wards some SLC drug transporters can rather be considered as specific,

probably reflecting direct and transporter-dependent interactions of

BPA and other bisphenols with substrate and/or regulatory binding

sites on drug transporters, as classically described for drug transporter

inhibitors (Montanari and Ecker, 2015). In this context, BPA appears

to inhibit OAT3 in a competitive manner, thus suggesting that the

bisphenol interacts with the substrate drug binding site of this trans-

porter. However, BPA accumulation was similar in HEK-OAT3 and

HEK-MOCK cells. This indicates that BPA is not transported by OAT3, al-

though interacting with its drug binding site, and thereby discards the

hypothesis that renal OAT3may contribute to toxicokinetics parameters

of BPA. Non-competitive mechanismmay additionally account for inhi-

bition of some transporters by BPA; the fact that BPA acts as an uncom-

petitive inhibitor of Oatp1d1 in Zebrafish supports this hypothesis

(Popovic et al., 2014).Moreover, it is noteworthy that BPA increased ac-

tivity of OAT1. Such a cis-stimulation of SLC transporter activity has

been already described for various chemicals (De Bruyn et al., 2013)

and is also reported in the present study for other bisphenols such as

BPF, that stimulated activity of OCT2 and OATP1B3, and BPS, that en-

hanced that of OCT1 and OCT2. In the same way, BPA has been

previously shown to stimulate activity of the ABC efflux pump P-glyco-

protein in placental cells (Jin and Audus, 2005). The molecular mecha-

nisms that underlying such cis-stimulatory effects remain however yet

very poorly characterized; they can reflect specific positive interactions

with putative regulatory/allosteric binding sites on transporters,

resulting in increased transport activity (Jin and Audus, 2005). More-

over, with respect to SLC transporters, e.g., OATPs, many of them have

more than one drug binding site, which may mutually modulate each

other (Hagenbuch and Stieger, 2013; Stieger and Hagenbuch, 2014);

similarly, multiple binding sites have been reported for ABC drug trans-

porters such as MRP1 (Trompier et al., 2003). Additional studies are

therefore needed to more extensively characterize the exact nature of

drug binding sites on drug transporters and the molecular mechanisms

by which BPA may differently interact with them.

Besides BPA, BPA substitutes like BPF and BPS and the brominated

bisphenol TBBPA, used as a flame retardant, also inhibited activities of

SLC transporters. Among these bisphenols, TBBPA was the most potent

inhibitor, acting towards the greatest number of transporters (activities

of only OAT1 andMATE2-Kwere not impacted) and displaying low IC50
values, b1 μM for OATP1B1 and OAT3. By contrast, OAT3 was the only

transporter markedly inhibited by BPS, which thus appears as the less

inhibitory bisphenol analyzed in the present study, while the inhibitory

profile of BPF was relatively close to that of BPA. Physico-chemical fea-

tures differentially displayed by bisphenols may basically contribute to

Fig. 5. Effects of bisphenols on (A) OAT and (B) NTCP activities. (A) OAT-overexpressing HEK293 cells as well as HEK-MOCK cells were incubated at 37 °C for 5 min with radiolabeled

reference substrates (PAH for OAT1 and E3S for OAT3) in the absence (untreated) or presence of the OAT inhibitor probenecid (2 mM) or of bisphenols, each used at 100 μM. After

washing, intracellular uptake of substrates was determined by scintillation counting and normalized to total cellular protein content. Data are expressed as percentages of reference

substrate accumulation in OAT-transfected HEK293 cells not exposed to reference inhibitors or bisphenols; they are the means ± SEM of three independent experiments. *, p b 0.05

when compared to control untreated OAT-transfected cells. (B) HEK-NTCP cells as well as HEK-MOCK cells were incubated at 37 °C for 5 min with TC in sodium-containing medium in

the absence (untreated) or presence of bisphenols, each used at 100 μM; reference inhibition of NTCP activity was done in parallel through removal of sodium from transport assay

medium. After washing, intracellular uptake of TC was determined by scintillation counting and normalized to total cellular protein content. Data are the means ± SEM of three

independent experiments. *, p b 0.05 when compared to control untreated HEK-NTCP cells in the presence of sodium.
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Fig. 6. Concentration-dependent effects of (A) BPA and (B) (BPF) towards OATP1B1 and OAT3 activities, (C) BPS towards OAT3 activity and (D) TBBPA towards OATP1B1, OATP1B3, OAT3

and NTCP activities. Transporter activities were determined in the absence or presence of various concentrations of (A) BPA, (B) BPF, (C) BPS and (D) TBBPA, as described inMaterials and

methods. Incubation time with reference substrates was 5 min. Data are expressed as percentages of transporter activity found in control untreated cells, arbitrarily set at 100%; they are

the means ± SEM of three independent assays. IC50 values are indicated at the top of graphs.

Fig. 7. Effects of BPA on kinetic parameters of E3S accumulation in HEK-OAT3 cells. HEK-

OAT3 cells were incubated with increasing concentrations of E3S in the absence or

presence of 50 μM BPA for 5 min. E3S uptake velocity (VE3S) was next fitted to [E3S]

according to the Michaelis-Menten equation, in order to determine Km and Vmax values

(indicated at the top of the graph). Data are the means ± SEM of three independent

experiments. *, p b 0.05 when compared to control cells not exposed to BPA.

Fig. 8. Intracellular uptake of BPA in HEK-MOCK and HEK-OAT3 cells. HEK-MOCK and

HEK-OAT3 cells were incubated with radiolabeled BPA at 37 °C for various length of

times (from 1 min to 10 min). After washing, intracellular uptake of BPA was

determined by scintillation counting and normalized to total cellular protein content.

Data are the means ± SEM of three independent experiments. NS, not statistically

significant.
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their various inhibitory effects towards SLC transporters. In this context,

among basic molecular descriptors of bisphenols (Supplementary Table

1), hydrophobicity/LogP may be an important parameter to consider.

Indeed, hydrophobicity has been reported to be one of key molecular

descriptors for inhibition of various SLC transporters such as OAT3

(Duan et al., 2012), OCT1 (Ahlin et al., 2008) and OATP1B1 (De Bruyn

et al., 2013), that are markedly inhibited by TBBPA, which, according

to the calculated LogP value, is the most hydrophobic bisphenol (Sup-

plementary Table 1). By contrast, hydrophobicity is not a molecular de-

scriptor associated with blockage of OAT1 (Duan et al., 2012), which is

not impacted by TBBPA. Further studies are however likely required to

analyze quantitative structure-activity relationships for bisphenols-me-

diated inhibition of SLC transporters in a more detailed and accurate

manner, knowing that a single molecular descriptor is not thought to

be sufficient to appropriately describe binding to SLC transporters

(Astorga et al., 2012).

The putative relevance of the SLC transporter inhibitions described

in the present paper to human exposure to environmental bisphenols

is probably a key-point that has to be considered. Inhibition of SLC trans-

porters by BPA is very unlikely to cause DDI according to FDA criteria.

This likely reflects the rather low plasma concentrations of BPA in

humans, which are in the 2.2–44 nM range (Vandenberg et al., 2010),

owing to extensive intestinal and hepatic first-passmetabolismproduc-

ing BPA-glucuronide (Thayer et al., 2015). In the same way, BPA-medi-

ated SLC transporter inhibition may be presumed to have no

consequence in terms of in vivo membrane transport of hormones like

estrogens and thyroid hormones, which are notably handled by OATPs

(Obaidat et al., 2012). A contribution of putative impairment of hor-

mone transport in target cells or detoxifying organs like liver to

known endocrine disruptive effects of BPA can therefore likely be

discarded. Similarly, BPA inhibited activity of the ABC transporter

BCRP only when used at a high concentration (100 μM) (Dankers et

al., 2013), not relevant to human exposure, thus ruling out any DDI or

toxic consequence. With respect to TBBPA plasma concentrations in

humans, they are either below the limit of quantification or very low,

i.e., b40 pM, reflecting rapid metabolism of TBBPA (Kibakaya et al.,

2009; Schauer et al., 2006). Minimal concentrations of TBBPA (in the

0.5 μM range) required to inhibit SLC transporters like OATP1B1 and

OAT3 can therefore probably not be reached in vivo, making very unlike-

ly any DDI or perturbation of membrane transport of physiological sub-

strates like hormones or bile acid due to TBBPA. In the sameway, TBBPA

IC50 values for the inhibitions of the ABC transporters P-glycoprotein

and MRP4 are 22.9 μM and 24.0 μM, respectively (Dankers et al.,

2013), and are therefore much higher than human plasma concentra-

tions of TBBPA, thus discarding any relevant blockage of these ABC ef-

flux pumps in TBBPA-exposed humans. Similarly, although plasma

concentrations of BPF and BPS have not been yet characterized in

humans, they may be hypothesized to be not sufficient to reach levels

consistent with SLC transporter inhibition. It should however be kept

in mind that humans are likely to be exposed not only to a single

bisphenol, but to other contaminants and xenobiotics, that may also in-

teract with drug transporters (Fardel et al., 2012), as recently demon-

strated for notably organochlorine pesticides (Bucher et al., 2014),

polychlorinated biphenyls (Nicklisch et al., 2016), diesel exhaust parti-

cle components (Le Vee et al., 2015) and perfluorinated surfactants

(Nakagawa et al., 2009). Plasma levels of bisphenols in association

with those of other pollutants may therefore be sufficient to contribute

to synergic or additive inhibitory effects towards drug transporters, as

already described for pesticide combinations (Pivcevic and Zaja,

2006). In addition, concentrations of bisphenols may be much higher

in the gastro-intestinal tract (before first-passmetabolism) than in plas-

ma, and SLC transporters notably expressed at the intestinal level, espe-

cially OCT1 (Giacomini et al., 2010), may therefore be hypothesized to

be inhibitable by ingested bisphenols.

In summary, BPA and other environmental bisphenol derivatives, in-

cluding TBBPA, were shown to down-modulate in vitro activity of vari-

ous human SLC drug transporters. Such inhibitions of drug

transporters occur however for relatively elevated concentrations of

bisphenols (in the μM range), much higher than plasma concentrations

commonly observed in human populations (in the nM range for BPA

and in the pM range for TBBPA). Such data make unlikely the fact that

in vivo exposure to a single environmental bisphenolmay lead to inhibi-

tion of SLC transporters in humans and, by this way to DDI or adverse

effects, excepted for the gastrointestinal tract where sufficient concen-

trations of bisphenols may be reached.

Transparency document

The Transparency document associated with this article can be

found, in online version.

Table 2

Summary of bisphenol effects towards SLC transporter activities.

SLC transporter Bisphenol

BPA BPF BPS TBBPA

OCT1 Inhibition Inhibition Stimulation Inhibition

OCT2 No effect Stimulation Stimulation Inhibition

MATE1 Inhibition Inhibition Inhibition Inhibition

MATE2-K No effect No effect No effect No effect

OATP1B1 Inhibition Inhibition No effect Inhibition

OATP1B3 Inhibition Stimulation No effect Inhibition

OAT1 Stimulation Stimulation Inhibition No effect

OAT3 Inhibition Inhibition Inhibition Inhibition

NTCP Inhibition Inhibition No effect Inhibition

Table 1

Prediction of potential drug-drug interactions (DDI) for BPA-mediated inhibitions of SLC drug transporters according to FDA criteria for plasma inhibitor concentration.a

SLC transporter Effect of BPA on transporter activity Ratio [IBPA]/BPA IC50 Prediction of potential DDI according to FDA criteria

[IBPA] = 6.5 nMb [IBPA] = 44 nMc

OCT1 Inhibition (IC50 = 39.0 μM) 0.00017 0.00111 No DDI

OCT2 No effect NDd ND No DDI

MATE1 Inhibition (IC50 = 73.5 μM) 0.00009 0.00060 No DDI

MATE2-K No effect ND ND No DDI

OATP1B1 Inhibition (IC50 = 18.7 μM) 0.00035 0.00216 No DDI

OATP1B3 Inhibitione ND ND No DDI

OAT1 Stimulation ND ND No DDI

OAT3 Inhibition (IC50 = 9.2 μM) 0.00071 0.00478 No DDI

a FDA criteria related to plasma inhibitor concentration: a potential clinical DDImay be predictedwhen [I]/IC50 ≥ 0.1 (with [I]=maximum total plasma (bound plus unbound) inhibitor

concentration).
b BPA serum Cmax according to Thayer et al. (2015).
c Upper limit of the range of BPA concentrations reported in the blood of human populations according to Vandenberg et al. (2010).
d ND, not determined.
e Inhibition of accumulation of the OATP1B3 substrate fluorescein in response to 100 μM BPA by 49.7%, which precludes to determine IC50 value.
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Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.

doi.org/10.1016/j.tiv.2016.12.009.
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