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MICROSOMES IRREVERSIBLEMENT INHIBES POUR DES CYP450 

LEURS UTILISATIONS DANS LE PHENOTYPAGE ENZYMATIQUE DES 

VOTES METABOLIQUES 

5 

L'invention s'inscrit dans le cadre de la recherche et de la mise au point de 

produits et methodes pour revaluation des interactions medicamenteuses 

des nouveaux medicaments. La presente invention concerne une methode 

de preparation de microsomes isoles irreversiblement inhibes pour un 

10 cytochrome P450 humain specifique (CYP450) qui seront utilises pour 

quantifier la contribution de cette enzyme dans le metabolisme de principes 

actifs. 

L'efficacite et Ia toxicite d'un medicament peuvent etre modifiees par 

15 ('administration 	d'un 	autre 	compose : 	medicament, 	polluant 

environnemental, aliment. II s'agit d'interactions medicamenteuses (DDI : 

Drug 	Drug 	Interactions). 	II 	existe 	differents 	types 	de 	mecanismes 

d'interactions, la plus importante etant l'interaction metabolique appartenant 

au groupe des interactions pharmacocinetiques. 

20 Par interaction medicamenteuse metabolique on entend entre autre le fait 

qu'un medicament A peut modifier le metabolisme d'un medicament B co-

administre soit en accelerant le metabolisme de B (activation ou induction) 

soit 	en 	le 	reduisant 	(inhibition 	ou 	repression). 	De 	cette 	interaction 

medicamenteuse 	metabolique 	va 	decouler 	dans 	le 	programme 	de 

25 developpement d'un nouveau medicament d'une part, ('identification des 

enzymes inripliquees dans Ie metabolisme du principe actif et d'autre part, 

le potentiel inhibiteur ou inducteur dudit principe actif. 

Le foie est le principal site du metabolisme des medicaments. L'hepatocyte 

contient des enzymes essentielles du metabolisme parmi lesquelles les 

30 cytochromes P450 (CYP450). Les cytochromes P450 constituent donc la 

cible majeure dans Ia prediction des interactions medicamenteuses. 
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Afin de predire le risque d'interactions medicannenteuses, it faut identifier et 

determiner la contribution de chaque enzyme dans le metabolisme du 

principe actif : c'est le phenotypage des reactions enzymatiques. 

Pour estimer la contribution de chaque enzyme dans le metabolisme du 

5 principe 	actif, 	differentes 	methodes 	de 	phenotypages 	des 	voies 

nnetaboliques peuvent etre mises en oeuvre. 

L'utilisation d'une banque de microsomes de foies humains caracterises 

peut aider a ('identification des enzymes impliquees dans le metabolisme 

10 d'un principe actif. Cette methode necessite une caracterisation prealable 

de l'activite enzymatique des principaux CYP450 d'au moins quinze lots 

individuels de microsomes issus de foies humains. Chacun des quinze lots 

de microsomes est incube avec le principe actif afin de determiner une 

correlation 	entre 	sa 	vitesse 	de 	metabolisme 	et 	l'activite 	de 	chaque 

15 cytochrome P450 de ces memes microsomes. Cependant ('utilisation des 

banques microsomales ne permet pas une determination quantitative des 

enzymes impliquees, Ia correlation etant difficile a realiser. 

Les enzymes recombinantes sont egalement utilisees pour estimer la 

20 contribution relative de chaque cytochrome P450 dans le metabolisme du 

principe actif. Le niveau d'expression du cytochrome P450 dans le systeme 

recombinant etant different, souvent beaucoup plus eleve, que dans les 

microsomes de foie humain natif, it est necessaire d'integrer un facteur 

correctif pour extrapoler Ia contribution de chaque CYP450 dans les 

25 microsomes recombinants par rapport aux microsomes humains (facteur de 

correction = Relative Activity Factor). Ce facteur de correction doit etre 

calcule par mesure experimentale de l'activite enzymatique de chaque 

CYP450 teste d'une part, sur les microsomes humains natifs et d'autre part, 

sur les 	microsomes 	recombinants. 	Cette 	approche 	permet d'evaluer 

30 indirectement de maniere selective et semi-quantitative Ia contribution 

relative 	de 	chaque 	enzyme 	dans 	le 	metabolisme 	du 	principe 	actif. 
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Cependant 	de 	par 	leurs 	caracteristiques 	intrinseques 	ces 	enzymes 

recombinantes different des enzymes retrouvees dans les microsomes de 

foie (sequence proteique tronquee, environnement membranaire distinct, 

couplage 	different entre 	les 	cytochromes 	b5 	et 	P450, 	absence 	de 

5 competition entre les differents CYP450). 

Les inhibiteurs biologiques, tels que les anticorps monoclonaux, diriges 

contre une enzyme sont utilises, apres co-incubation du principe actif avec 

les microsomes de foie humain (versus un temoin sans anticorps) pour une 

10 estimation quantitative du metabolisme du principe actif. Cependant un 

nombre 	non 	negligeable d'anticorps 	utilises montrent 	un 	manque de 

specificite et de puissance d'inhibition. Enfin cette technique est lourde a 

mettre en place pour le phenotypage de voles metaboliques. 

15 Les 	inhibiteurs 	chimiques 	des 	CYP450 	permettent de determiner 	la 

contribution de chaque cytochrome P450 directement par le pourcentage 

d'inhibition du 	metabolisme du principe actif si 	l'inhibition est totale et 

specifique de ('enzyme etudiee. Les inhibiteurs peuvent se fixer de maniere 

reversible ou non reversible a ('enzyme. Ils sont utilises en co-incubation ou 

20 pre-incubation avec le principe actif et les microsomes de foie humain 

(versus une condition temoin sans inhibiteur), modele representatif de I'M 

vivo pour les voies oxydatives de metabolisme des principes actifs. 

Le niveau d'inhibition Hee aux inhibiteurs reversibles de type competitifs (les 

plus frequents) est dependant des conditions d'incubations telles que le 

25 temps 	d'incubation 	et de 	la 	concentration 	en 	substrat. 	De 	plus, 	de 

nombreux inhibiteurs de CYP450 utilises communement pour les etudes de 

phenotypage ne sont pas specifiques d'un seul CYP450 (ex : ketoconazole, 

quercetine...). En consequence, les inhibiteurs reversibles ne conviennent 

pas au phenotypage des cytochromes P450. 

30 
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Afin de pallier aux inconvenients de ces methodes, les inhibiteurs non 

reversibles ou irreversibles sont utilises en vue d'obtenir une methode 

quantitative robuste et representative des conditions in vivo. L'inhibition est 

dite irreversible dans la mesure ou ['enzyme ne retrouve jamais son 

5 activite, 	on parle d'inhibition « suicide ». 	Les inhibiteurs non 	reversibles 

sont oxydes par les cytochromes P450 en metabolites intermediaires se 

liant irreversiblement aux enzymes. Ce processus est qualifie de MBI pour 

Mechanism-Based Inhibition car la molecule de depart n'est pas inhibitrice 

mais necessite au moins un cycle catalytique de ('enzyme avant d'être 

10 activee en metabolite reactif se liant de maniere covalente a ladite enzyme. 

Une 	inhibition 	MBI 	se 	caracterise 	par 	une 	inhibition 	irreversible 	du 

cytochrome P450 etudie et ne depend pas de la concentration en substrat. 

Ces inhibiteurs suivent une cinetique de premier ordre avec les constantes 

suivantes : 	kinact 	correspond 	a 	Ia 	vitesse 	maximale 	d'inactivation 	de 

15 ('enzyme et K1 correspond a la concentration en inhibiteur a la moitie de Ia 

vitesse maximale d'inactivation. 

Plusieurs conditions doivent etre reunies pour obtenir une inhibition totale 

d'un CYP450 en utilisant un inhibiteur irreversible : 

1) il est necessaire d'utiliser une concentration en inhibiteur non reversible 

20 suffisante (dependant de son KO ; 

2) dependant de son kinact, le temps de pre-incubation de ['inhibiteur avec 

les microsomes de foies doit etre suffisant pour entrainer suffisamment de 

cycles catalytiques d'inactivation ; 

3) le temps de pre-incubation 	ne doit pas entrainer de depletion en 

25 inhibiteur suicide tel que sa concentration deviendrait trop faible pour 

inhiber totalement le P450. 

Si ('inhibition du CYP450 est totale et specifique (aucun autre P450 inhibe) 

it est donc possible de determiner de maniere quantitative ['implication de 

chaque cytochrome P450 dans le nrietabolisme d'un principe actif. Le 

30 schema experimental utilise est alors le suivant : 
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Sequence Microsomes 
de foie 

Conditions de 
preincubation 

Microsomes 
irreversiblement 

inhibes 

Conditions 
d'incubations  
---> 

f(t) = [PA] 

[NADP Hi 'V 0' [NADP1-1] 't' e' 

Essai PA 
Essai + MBI 

ci-dessus, 

un certains 

des conditions 

reversible 

de 

le 

actif, 

initiales 

fonction du temps 

de solvant 

obtenir une inhibition 

experimental lineaire, 

incube dans 

proteines ou 

actif. 

temps 	de 

CYP450 de 

d'environ 70 

d'activite enzymatique 

+ PA 

des MBI selon ce 

de contraintes qui 

principe actif etudie 

de pre-incubation de 

en 	proteines 

En effet, afin 

d'inhibition 	du 

etre incube dans 

de 	la 	vitesse 	du 

concentrations en 

exceder un certain 

et specifique 

dolt lui-merne 

in 	vitro de 

compatibles avec 

altere 	l'activite 

qui presentent une 

On observe par 

jusqu'a 26% 

maximale 

l'inhibiteur 

CYP2D6 

Temoin - MBI + PA 

Controle + 
Substrat 

specifique 

Essai + MBI + Substrat 

Temoin - MBI + Substrat 

En depit des avantages cites 

schema experimental presente 

limitent son interest : 

- 	d'une part, les conditions 

sont dependantes 

l'inhibiteur 	non 

microsomales, pourcentage 

de 	mesurer 	precisement 

metabolisme du principe 

les 	conditions 	dites 

metabolisnie en 

proteines, pourcentage 

niveau). Or, pour 

dans ce schema 

etre prealablement 

concentrations en 

['incubation du principe 

- 	d'autre 	part, 	le 

enzymatique des 

demi-vie in vitro 

exemple une perte 

d'incubations 

('utilisation 

nombres 

du 

optimales 

(concentrations 

solvant organique). 

pourcentage 

ce dernier dolt 

(linearite 

et des 

ne peut 

des 	conditions 

de solvant 

pre-incubation 

microsomes 

a 90 minutes. 
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lors d'une pre-incubation de 30 minutes, jusqu'a 35% pour une 

pre-incubation de 40 minutes et 46% pour une pre-incubation de 

60 minutes. En consequence, la duree de la sequence continue 

de pre-incubation du MB! et d'incubation du candidat medicament 

5 imposee par le schema experimental est donc incompatible avec 

is demi-vie in vitro des CYP450 de microsomes. 

- 	enfin, 	il est frequent que les inhibiteurs irreversibles pour un 

CYP450 presentent egalement une inhibition reversible pour un 

ou plusieurs CYP450 (par exemple I'inhibiteur MB! du CYP1A2 

10 est egalement inhibiteur competitif du CYP2C19 et I'inhibiteur 

MB! du CYP2B6 est aussi inhibiteur competitif des CYP2A6 et 

3A4). Or le schema experimental lineaire ci-dessus ne permet 

pas d'eliminer de maniere satisfaisante pour une etude de 

phenotypage in vitro, la part libre restante d'inhibiteur pouvant 

15 agir de maniere competitive sur d'autres CYP450. Une dilution du 

pre-incubat peut diminuer Is concentration en inhibiteur libre, d'oil 

moins d'inhibition reversible non specifique, cependant elle va de 

facto diminuer la concentration en proteines microsomales de 

telle 	facon 	que 	le 	metabolisme 	du 	principe 	actif 	tors 	de 

20 l'incubation sera trop faible pour etre detect& 

En consequence, les difficultes pour rendre compatibles les conditions 

d'incubations de 	I'inhibiteur irreversible 	d'une 	part et du 	principe actif 

d'autre part, sont telles qu'iI est rarement possible d'utiliser ce schema 

experimental lineaire. 

25 	De plus, lors de ce schema experimental lineaire, H est necessaire d'ajouter 

deux 	series 	d'incubations 	additionnelles 	(avec 	et 	sans 	inhibiteur 

irreversible) avec un substrat specifique du CYP450 teste comme controle 

positif validant l'effet de I'inhibiteur. Ceci impose donc de quantifier non 

seulement 	le principe 	actif mais egalement l'ensemble des substrats 

30 	specifiques, et cela pour autant de CYP450 a tester, 	ce qui alourdi 

considerablement ('experimentation. 
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Compte-tenu des inconvenients respectifs des methodes de phenotypage 

des reactions enzymatiques impliquees dans le metabolisme d'un principe 

actif, une etude in vitro dudit phenotypage des reactions enzymatiques 

5 exige 	de 	surmonter 	les 	desavantages 	des 	differentes 	methodes 

precedemment decrites. 

La presente invention a donc pour but de proposer une strategie alternative 

permettant de surmonter les problemes inherents a Ia mise en ceuvre d'une 

10 etude de phenotypage des reactions enzymatiques impliquees dans le 

metabolisme 	d'un 	principe 	actif par 	['utilisation 	de 	microsomes 	isoles 

irreversiblennent inhibes. 

Cette invention a pour objet une methode de preparation de microsomes 

15 isoles ayant un cytochrome P450 (CYP450) irreversiblennent inhibe et 

comprenant les &apes suivantes : 

- ['inhibition irreversible du cytochrome P450 ; 

- la concentration des proteines microsomales. 

20 Par inhibiteur non reversible, inhibiteur irreversible, inhibiteur MBI, inhibition 

irreversible ou inhibition suicide on entend un inhibiteur capable de se fixer 

de maniere covalente a une enzyme ; ('enzyme ainsi inhibee ne petit 

retrouver son activite fonctionnelle initiale. De maniere plus specifique un 

inhibiteur MBI (Mechanism Based Inhibition) ne forme pas directement une 

25 liaison 	irreversible 	avec 	('enzyme 	mais 	un 	de 	ses 	metabolites 

intermediaires reactifs se lie de maniere covalente a ['enzyme. 

La concentration selon ['invention a pour but, d'une part de filter les 

proteines microsomales des autres produits presents dans Ia preparation 

30 notamment ('inhibiteur irreversible en exces 	restant libre ainsi que les 
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solvants, d'autre part de concentrer les microsomes dilues par l'etape de 

pre-incubation. 

La concentration des proteines microsomales selon l'invention peut "etre 

5 obtenue par filtration 	puis centrifugation. 	La fonction de filtration dans 

l'etape de concentration est obtenue a partir d'une membrane avec un seuil 

de coupure compris entre 10 000 Daltons et 40 000 Daltons, de preference 

30 000 Daltons. La fonction de concentration dans l'etape de concentration 

est realisee par un systerne permettant la concentration, par exemple un 

10 systeme Centricon®  soumis a une centrifugation de 3000 g a 4000 g 

pendant 60 a 90 minutes, de preference pendant 80 minutes. A la fin de 

cette &tape, le Centricon®  est retourne et centrifuge de 800 a 1000 g 

pendant 2 a 10 minutes, de preference pendant 5 minutes. 

Afin 	d'ameliorer 	Ia 	separation 	et 	Ia 	concentration 	des 	proteines 

15 microsomales, 	une etape supplementaire d'ultracentrifugation dans les 

conditions suivantes de 80 000 g a 150 000 g pendant environ 60 minutes 

peut etre effectuee. 

La 	concentration 	des 	proteines 	microsomales 	peut 	egalement 	etre 

amelioree en repetant au moins deux fois Ia sequence : filtration puis 

20 concentration, decrite ci-dessus. 

L'Otape de concentration des proteines microsomales selon l'invention peut 

egalement etre obtenue par ultracentrifugations successives. Au moins 

deux ultracentrifugations successives sont necessaires dans les conditions 

25 suivantes de 80 000g a 150 000g pendant 60 a 90 minutes. 

L'invention concerne une methode de preparation de microsomes isoles 

irreversiblement inhibes dans laquelle une ou plusieurs &tapes de lavage 

sont ajoutees. 	Cette methode de preparation des microsomes isoles 

30 comprend des stapes de lavage placees avant et/ou apres l'etape de 
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concentration des proteines microsomales. Par exemple, Ia methode selon 

('invention comprend les etapes suivantes : 

- 	('inhibition irreversible d'un cytochrome P450 ; 

- 	le lavage ; 

5 - 	Ia concentration des proteines microsomales ; 

- 	le lavage des proteines microsomales. 

La methode selon 	l'invention 	peut egalement comprendre les Mapes 

suivantes : 

10 - 	('inhibition irreversible d'un cytochrome P450 ; 

- 	la concentration des proteines microsomales ; 

- 	le lavage des proteines microsomales ; 

ou les etapes suivantes : 

- 	('inhibition irreversible d'un cytochrome P450 ; 

15 - 	le lavage ; 

- 	Ia concentration des proteines microsomales. 

Par lavage on entend une &tape rincage et elimination des fractions non 

microsomales. L'etape de lavage peut consister egalement a reprendre le 

20 concentrat de microsomes dans du tampon Tris HC16 pH 7.4. 

A 	('issue 	de 	Ia 	methode 	de 	preparation 	des 	microsomes 	isoles 

irreversiblement inhibes selon 	l'invention, 	les microsomes sont a 	une 

concentration de 10nrig/m1 a 30mg/ml, de maniere plus specifique de 

25 17mg/m1 	a 	25rng/m1 	et 	de 	preference 	de 	20mg/ml. 	Les 	proteines 

microsomales ont ate concentrees par un facteur 5 a 15. 

La 	methode de preparation de microsomes isoles inactives selon Ia 

presente 	invention 	comprend 	une 	etape finale 	de 	conservation 	des 

30 microsomes. 	L'etape 	de 	conservation 	des 	microsomes 	consiste 	de 

preference en une etape de cryoconservation consistant a refroidir a hes 
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basse temperature (environ -196°C), en presence ou non de solutions 

cryoprotectrices, les microsomes isoles et purifies afin de suspendre toute 

activite biologique. 	Cette etape de conservation a pour but de faciliter 

('utilisation 	ex 	temporane 	des 	microsomes 	inactives 	et 	isoles 	selon 

5 ('invention. 	Cette utilisation des 	microsomes 	isoles 	peut avoir 	lieu 	de 

quelques jours 	a 	plusieurs 	mois 	apres 	leur preparation. 	Letape 	de 

conservation 	nialtere 	aucunennent 	les 	proprietes 	structurelles 	et 

fonctionnelies des microsomes. 

De maniere preferee, retape de conservation est une etape de congelation. 

10 La congelation des microsomes isoles et irreversiblement inhibes est 

realisee a -80°C. 

Les microsomes utilises au cours de Ia methode de preparation sont des 

microsomes de foie humains, de rat, de souris, de porc ou de singe. De 

15 preference, 	les 	microsomes 	sont 	issus 	de 	foies 	humains 	contenant 

l'ensemble des enzymes P450. Afin de tenir compte de Ia variabilite 

interindividuelle, les microsomes proviennent de plusieurs donneurs pour 

constituer un pool de microsomes. 

20 Les cytochromes P450 sont une vaste famine d'isoenzymes constituee de 

18 sous families (CYP1, CYP2, CYP3, CYP4, CYP5, CYP7, CYP8, CYP11, 

CYP17, CYP19, CYP20, CYP21, CYP24, CYP26, CYP27, CYP39, CYP46, 

CYP51). La presente invention porte sur une methode de preparation de 

microsomes isoles dont le cytochrome P450 irreversiblement inhibe est 

25 selectionne parmi les families de cytochrome CYP1, CYP2, CYP3 et CYP4. 

Le cytochrome 	P450 irreversiblement inhibe est selectionne parmi le 

CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, 

CYP2D6, CYP2E1, CYP2J2, CYP3A4, CYP3A5 et CYP4F2. 

30 
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10 

15 

De preference, le cytochrome P450 irreversiblement inhibe est selectionne 

parmi le CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, 

CYP2D6, CYP2E1 et CYP3A4. 

Parmi 	les 	inhibiteurs 	non 	reversibles 	utilises 	dans 	la 	nnethode 	de 

preparation de microsomes selon ('invention on peut citer a titre indicatif et 

non limitatif : 

CYP inhibiteurs MBI 
Parametres in vitro (Litterature) 

K 1  (pM) k inact  (min-1) 

1A2 Furafylline 3-6 0.27-0.87 

2A6 
8 MethOxyPsoralene 0.3-1.9 0.5-2.1 

Menthofuran 0.84-2.5 0.22-0.25 
Sporalen 0.6 0.3 

2B6 
Thiotepa 4.8-50 0.1-0.2 

Phencyclidine 10 0.01 
2C8 Gemfibrozil glue. 20 0.21 

2C9 
Ac. Tienilique 0.13-20 0.05-2 

Suprofen 3.7-26 0.07-0.09 

2C19 

F uoxetine 0.2-54 0.06-0.1 
Clopidogrel 0.5-14.3 0.056-0.35 
Ticlopidine 1.65-87 0.19-0.032 
Protopine 7.1 0.24 

2D6 
Paroxetine 0.8-9.32 0.17 

MDMA 23 0.18 
EMTPP 5.5 0.09 

2E1 
DiethylDithioCarbannate 12.2 0.02 
Phenethyl isothiocyanate 9.98 0.33 

3A4 
TroleAndOmycine 2.4 0.032 

Diltiazem 8.7 0.005 
Azamulin 0.2 0.7 

La presente invention porte egalement sur les microsomes isoles en tant 

que tels comprenant un cytochrome P450 irreversiblement inhibe. 

Les microsomes 	isoles selon 	('invention comprennent un 	cytochrome 

irreversiblement inhibe selectionne parmi les families de cytochromes 

CYP1, CYP2, CYP3 et CYP4. 
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L'invention 	concerne 	des 	microsomes 	isoles 	dont 	un 	cytochrome 

selectionne dans la liste suivante est irreversiblement inhibe : CYP1A1, 

CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, 

CYP2E1, CYP2J2, CYP3A4, CYP3A5 et CYP4F2. 

Plus particulierement, ('invention concerne des microsomes isoles dont un 

cytochrome selectionne dans la liste suivante est irreversiblement inhibe : 

10 

CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, 

CYP2E1 et CYP3A4. 

De 	preference, 	les 	microsomes 	isoles 	irreversiblement 	inhibes 	selon 

('invention sont cryoconserves ou cryoproteges. 

15 La 	presente 	invention 	concerne 	egalement 	les 	microsomes 	isoles 

irreversiblement inhibes sous une forme congelee pour une utilisation ex 

temporane apres decongelation. 

Les microsomes isoles sont obtenus selon les methodes de preparation 

20 decrites dans la presente demande de brevet. 

L'invention concerne ('utilisation des microsomes isoles irreversiblement 

inhibes dans le phenotypage des reactions enzymatiques impliquees dans 

le metabolisme d'un principe actif a evaluer. 

25 

L'invention 	porte egalement sur 	une methode de 	phenotypage des 

reactions enzymatiques impliquees dans le nnetabolisme d'un principe actif. 

Cette methode de phenotypage comprend les etapes suivantes : 

- 	('incubation 	de 	microsomes 	isoles 	et 	irreversiblement 	inhibes selon 

30 ('invention avec un principe actif a evaluer ; 
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- Ia mesure de la contribution du cytochrome P450 irreversiblement inhibe 

implique dans le metabolisnne du principe actif. 

L'incubation est realisee en presence du principe actif avec d'une part les 

5 microsomes de foie isoles, irreversiblement inhibes selon l'invention et 

d'autre part les microsomes de foie isoles, non inhibes et prepares selon 

l'invention (temoin). L'incubation est suivie soit a un temps final d'incubation 

soit sous-forme d'une cinetique, i.e. plusieurs temps d'incubation. 

A chaque temps d'incubation, le principe actif et/ou ses metabolites sont 

10 quantifies. 

L'activite metabolique (A) du principe actif est nnesuree soit via la clairance 

intrinseque metabolique (dans le cas d'une cinetique) soit via la vitesse de 

disparition de principe actif inchange ou d'apparition de metabolites (si un 

seul temps final d'incubation a ete prevu) dans les deux conditions, inhibee 

15 (activite Ai) et non inhibee (temoin avec l'activite A). 

Le pourcentage d'inhibition de l'activite metabolique du principe actif se 

calcule de la maniere suivante : pourcentage d'inhibition = (A-Ai)/A. Le 

pourcentage d'inhibition calcule correspond directement a Ia contribution du 

cytochrome P450 irreversiblement inhibe implique dans le metabolisme du 

20 principe actif. 

Enfin l'invention concerne un kit de phenotypage connprenant : 

- 	des 	microsomes 	isoles 	et 	irreversiblement 	inhibes 	selon 

l'invention ; 

25 - 	des microsomes temoins. 

On entend 	par microsomes temoins, des microsomes ayant subi Ia 

methode 	de 	preparation 	selon 	l'invention 	en 	('absence 	de 	I'inhibiteur 

irreversible. 
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De fawn preferee, le kit de phenotypage comprend d'une part des 

microsomes isoles irreversiblement inhibes et cryoconserves et d'autre part 

des microsomes temoins pouvant egalement etre cryoconserves. 

5 La presente invention est illustree sans pour autant etre limitee par les 

figures et exemples suivants 

Figure 1 : Pourcentage d'inhibition de l'activite des cytochromes P450 dans 

les microsomes irreversiblement inhibes CYP1A2. 

10 Les activites specifiques etudiees pour chaque CYP450 correspondent aux 

activites 	de 	phenacetine-O-deacethylase 	(CYP1A2, 	incubation 	de 

phenacetine a 4.5 pM), coumarin-7-hydroxylase (CYP2A6, incubation de 

coumarine a 2 pM), bupropion-hydroxylase (2B6, incubation de bupropion a 

15 

50 pM), paclitaxel-6a-hydroxylase (2C8, incubation de paclitaxel a 4 pM), 

diclofenac-4'-hydroxylase 	(2C9, 	incubation 	de 	diclofenac 	a 	4 	pM), 

omeprazole-5-hydroxylase 	(2C19, 	incubation 	d'orneprazole 	a 	5 	pM), 

dextromethorphan-O-dernethylase (2D6, incubation de dextromethorphan a 

5 pM), chlorzoxazone-6-hydroxylase (2E1, incubation de chlorzoxazone a 

40 	pM) 	et 	testosterone-6g-hydroxylase, 	midazolam-11-hydroxylase 	et 

20 nifedipine-reductase (3A4, incubation de testosterone a 30 pM, midazolam 

A 0.5 pM, nifedipine a 10 pM). Le pourcentage d'inhibition est obtenu par 

comparaison des activites P450 sur microsomes inhibes irreversiblement 

par la furafylline et sur les microsomes temoins. 

25 Figure 2 : Impact de la furafylline a 5 pM et 10 pM sur les microsomes de 

foies humains et sur les microsomes recombinants pour le CYP1A2. 

Figure 3 : Pourcentage d'inhibition de l'activite des cytochromes P450 dans 

les microsomes irreversiblement inhibes CYP3A4. 

30 Les activites specifiques etudiees pour chaque CYP450 correspondent a 

celles decrites a la Figure 1. Le pourcentage d'inhibition est obtenu par 
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comparaison des activites P450 sur microsomes inhibes irreversiblement 

par l'azamuline et sur les microsomes temoins. 

Figure 4 : Metabolisme de la nifedipine et du midazolam par le CYP3A4 et 

5 le CYP3A5 (microsomes recombinants). 

Figure 5 : Pourcentage d'inhibition de l'activite midazolam au Km et au 

Vmax dans les microsomes irreversiblement inhibes CYP3A4. 

10 Figure 6 : Pourcentage d'inhibition de l'activite des cytochromes P450 dans 

les microsomes irreversiblement inhibe CYP2C8. 

Les activites specifiques etudiees pour chaque CYP450 correspondent a 

celles decrites a la Figure 1 auxquelles s'ajoute l'activite de I'amodiaquine 

hydroxylase (2C8, incubation d'amodiaquine a 0.5 iuM). Le pourcentage 

15 d'inhibition est obtenu par comparaison des activites P450 sur microsomes 

inhibes 	irreversiblement 	par 	le 	gemfibrozil 	glucuronide 	et 	sur 	les 

microsomes tennoins. 

Figure 7: Pourcentage d'inhibition de l'activite amodiaquine incube aux 

20 concentrations correspondant au Km et au Vmax de la reaction 2C8 

dependante 	de 	I'amodiaquine 	hydroxylation, 	dans 	les 	microsomes 

irreversiblement inhibe CYP2C8. 

Figure 	8: 	Pourcentage 	d'inhibition 	de 	l'activite 	diclofenac 	incube 	aux 

25 concentrations correspondant au Km et au Vmax de la reaction 2C9 

dependante 	de 	la 	diclofenac-4'-hydroxylation 	dans 	les 	microsomes 

irreversiblement inhibe CYP2C9. 

Figure 9 : Pourcentage d'inhibition de l'activite des cytochromes P450 dans 

30 les microsomes irreversiblement inhibe CYP2C9. 
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Les activites specifiques etudiees pour chaque CYP450 correspondent a 

celles decrites a la Figure 1. Le pourcentage d'inhibition est obtenu par 

comparaison des activites P450 sur microsomes inhibes irreversiblement 

par l'acide tienilique et sur les microsomes temoins. 

5 

Figure 10 : Pourcentage d'inhibition de l'activite des cytochromes P450 

Bans 	les 	microsomes 	irreversiblement 	inhibe 	CYP2D6. 	Les 	activites 

specifiques etudiees pour chaque CYP450 correspondent a celles decrites 

A la Figure 1. Le pourcentage d'inhibition est obtenu par comparaison des 

10 activites P450 sur microsomes inhibes irreversiblement par la paroxetine et 

sur les microsomes temoins. 

Figure 11 : Pourcentage d'inhibition de l'activite des cytochromes P450 

dans les microsomes irreversiblement inhibes CYP2B6. 

15 Les activites specifiques etudiees pour chaque CYP450 correspondent aux 

activites 	de 	phenacetine-O-deacethylase 	(CYP1A2, 	incubation 	de 

phenacetine a 200 pM), coumarin-7-hydroxylase (CYP2A6, incubation de 

coumarine a 20 pM), bupropion-hydroxylase (2B6, incubation de bupropion 

a 100 pM), amodiaquine-desethylase (2CS, incubation d'amodiaquine A 20 

20 

25 

pM), diclofenac-4'-hydroxylase (2C9, incubation de diclofenac a 200 pM), 

S-mephenytoine-hydroxylase (2C19, incubation de S-mephenytoine a 60 

pM), 	dextromethorphan-O-demethylase 	(2D6, 	incubation 	de 

dextromethorphan 	a 	100 	pM), 	chlorzoxazone-6-hydroxylase 	(2E1, 

incubation de chlorzoxazone a 200 pM) et testosterone-611-hydroxylase, 

midazolam-1'-hydroxylase 	et 	nifedipine-reductase 	(3A4, 	incubation 	de 

testosterone a 75 pM, midazolam a 50 pM, nifedipine a 50 pM). 

Le pourcentage d'inhibition est obtenu par comparaison des activites P450 

sur microsomes 	inhibes 	irreversiblement par le thioTEPA et sur les 

microsomes temoins. 

30 
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Figure 12 : Pourcentage d'inhibition de l'activite CYP1A2 en fonction de 

differents temps de conservation a -80°C. 

Figure 13 : Cinetique de disparition de la mirtazapine sur microsome isole 

5 irreversiblement inhibe CYP1A2 (A), 3A4 (B), 2D6 (C) et leurs controles 

(n=3). 

Figure 	14: 	Pourcentage 	d'inhibition 	de 	la 	clairance 	intrinseque 	de 	la 

mirtazapine sur le kit de microsomes isoles irreversiblement inhibes par 

10 rapport a leurs temoins homologues. 

Figure 15 : Cinetique de disparition de la loperamide sur microsomes isoles 

respectivement irreversiblement inhibe 3A4 (A) et 2C8 (B) et leurs temoins 

homologues (n = 3). 

15 

Figure 	16 : 	Pourcentage 	d'inhibition 	de 	la 	clairance 	intrinseque 	de 	la 

loperamide sur le kit de microsomes isoles irreversiblement inhibes par 

rapport a leurs temoins homologues. 

20 Figure 17: Cinetique de disparition du bupropion sur microsome isole 

irreversiblement inhibe 2B6 et son temoin homologue (n = 3). 

Figure 	18: 	Pourcentage 	d'inhibition 	de 	la 	clairance 	intrinseque 	du 

bupropion sur le kit de microsomes isoles irreversiblement inhibes par 

25 rapport a leurs temoins homologues. 

Figure 19 : Cinetique de disparition de l'ibuprofene sur microsome isole 

irreversiblement inhibe 2C9 et son temoin homologue (n = 3). 
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Figure 	20 : 	Pourcentage 	d'inhibition 	de 	la 	clairance 	intrinseque 	de 

l'ibuprofene sur le kit de microsomes isoles irreversiblement inhibes par 

rapport a leurs temoins homologues. 

5 Figure 21 : Cinetique de disparition du celocoxib sur microsome isole 

irreversiblement inhibe 2C9 et son temoin homologue (n = 3). 

Figure 22 : Pourcentage d'inhibition de la clairance intrinseque du celecoxib 

sur le kit de microsomes isoles irreversiblement inhibes par rapport a lours 

10 temoins homologues. 

Figure 23 : Cinetique de disparition de la pioglitazone sur microsome isole 

irreversiblement inhibe 2C8 et son temoin homologue (n = 3). 

15 Figure 24: 	Pourcentage d'inhibition 	de 	Ia clairance 	intrinseque de 	la 

pioglitazone sur le kit de microsomes isoles irreversiblement inhibes par 

rapport a leurs temoins homologues. 

Figure 25 : Cinetique de disparition du bortezomib sur microsome isole 

20 irreversiblement inhibe 3A4 et son temoin homologue (n = 3). 

Figure 	26: 	Pourcentage 	d'inhibition 	de 	la 	clairance 	intrinseque 	du 

bortezomib sur le kit de microsomes isoles irreversiblement inhibes par 

rapport a leurs temoins homologues. 

25 

Figure 27 : Cinetique de disparition de Ia repaglinide sur microsome isole 

irreversiblement inhibe 2C8 et son temoin homologue (n = 3). 

Figure 	28: 	Pourcentage d'inhibition 	de 	la 	clairance 	intrinseque 	de 	la 

30 repaglinide sur le kit de microsomes isoles irreversiblement inhibes par 

rapport a leurs temoins homologues. 
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Figure 29: Cinetique de disparition de Ia sertaline sur microsome isole 

irreversiblement inhibe 2B6 et son temoin homologue (n = 3). 

5 Figure 	30: 	Pourcentage d'inhibition de Ia clairance intrinseque de la 

sertraline sur le kit de microsomes isoles irreversiblement inhibes par 

rapport a leurs temoins homologues. 

Exempie 	I: 	preparation 	de 	microsomes 	isoles 	irreversiblement 

10 inactives 

• Materiel biologique 

Les microsomes sont issus de foies humains contenant l'ensemble des 

enzymes P450. Ils proviennent d'un pool de microsomes puisqu'ils sont 

15 issus 	de 	plusieurs 	donneurs 	afin 	de 	tenir 	compte 	de 	la 	variabilite 

interindividuelle. 

• Incubation des microsomes 

Pour chaque preparation de lot de microsomes irreversiblement inhibes, un 

20 lot temoin est prepare dans les memes conditions a la difference que 

I'inhibiteur irreversible est remplace par un volume equivalent de solvant. 

L'inhibiteur non reversible du cytochrome P450 etudie (ou le solvant, pour 

le lot temoin) est incube avec les microsomes dans du tampon Tris/HCI a 

25 pH 7.4 et du MgCl2  sous agitation a 37°C. La preparation est generalement 

prechauffee entre 5 et 10 minutes puis on ajoute du NADPH pour dernarrer 

is reaction enzymatique. Au temps t, le milieu reactionnel est place pendant 

quelques minutes dans Ia glace avant de passer a l'etape de concentration. 

Des complexes enzyme-inhibiteur lies par liaisons covalentes sont formes 

30 au cours de ('incubation des microsomes avec l'inhibiteur irreversible. Le 
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cytochrome 	P450 etudie est inhibe de maniere 	irreversible, 	totale et 

specifique. 

• Filtration et concentration des microsomes irreversiblement 

s desactivos 

L'echantillon issu de ('incubation des microsomes avec l'inhibiteur non 

reversible du cytochrome P450 etudie est Mt& Cette &tape de filtration des 

proteines peut etre realisee grace a une membrane avec un seuil de 

coupure de 10 000 a 40 000 Daltons. Un systerne Centricon®  est utilise 

10 	pour effectuer cette etape de filtration. 

Une ou plusieurs &tapes de lavage sont parfois necessaire pour faciliter 

('elimination 	de 	l'inhibiteur 	irreversible 	restant 	libre. 	L'echantillon 	est 

centrifuge entre 3000 g a 4000 g pendant 80 minutes puis 800 a 1000 g 

pendant 	5 	minutes. 	L'echantillon 	peut 	subir 	une 	succession 	de 

15 	centrifugations 	afin 	d'optimiser 	la 	concentration 	des 	proteines 

microsomales. 

Le cas 	echeant, 	rechantillon 	de 	microsomes 	concentre 	est 	ensuite 

ultracentrifuge 	afin 	d'ameliorer encore 	la 	concentration 	des 	proteines. 

20 	L'ultracentrifugation est realisee dans une gamme de conditions comprises 

entre 80 000 g pendant 4 heures a 150 000g pendant 45 minutes, 

preferentiellement a 100 000 g pendant 1 heure. 

Le concentrat de proteines est repris dans un tampon Tris/HCI a pH 7.4 

puis aliquote et congele a -80°C. 

25 

A ('issue 	de cette 	preparation, 	sont 	obtenus 	des 	microsomes 	isoles 

irreversiblement inactives utilisables de maniere ex temporane pour le 

phenotypage des reactions enzymatiques impliquees dans le metabolisme 

d'un Principe actif. 

30 
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Exemple 2 : Conditions d'inhibition des principaux cytochromes P450 

et validation 	des 	microsomes 	irreversiblement 	inhibes sur des 

substrats specifiques des cytochromes P450 

• CYP1A2 

La furafylline est un des inhibiteurs MBI du cytochrome CYP1A2. 

Les conditions experinnentales pour une inhibition MBI maximafe par la 

furafylline sur le CYP1A2 sont les suivantes : 

- 	proteines microsomales a 2 mg/mI ; 

- 	furafylline a 10 pM ; 

- 	temps de pre-incubation de 30 minutes. 

Apres incubation de la phenacetine, substrat specifique du CYP1A2, a 4.5 

pM (concentration inferieure ou egale a son Km) avec des microsomes 

prealablement 	inhibes 	selon 	les conditions 	ci-dessus, 	le 	pourcentage 

d'inhibition 	de 	l'activite 	phenacetine 	deacethylase 	(CYP1A1/CYP1A2 

dependante) est de 83% (Figure 1). Notons que les 17% de metabolisme 

restant sont du a l'activito phenacetine deacethylase residuelle liee au 

CYP1A1 et non a un defaut d'inhibition du CYP1A2. En effet il est connu 

que la phenacetine incubee dans des conditions non saturantes (< 5 pM) 

est metabolisee majoritairement par le CYP1A2 et partiellement par le 

CYP1A1. 

La furafylline preincubee pendant 30 minutes de 5 pM a 10 pM avec des 

CYP1A2 recombinants humains entraine 100% d'inhibition de l'activite 

purement 	CYP1A2 	de 	la 	phenacetine 	prouvant 	ainsi 	sa 	puissance 

maximale d'inhibition aux conditions retenues (Figure 2). 

Lorsque la phenacetine est incubee a une concentration fres superieure a 

son Km pour le CYP1A2 en presence des microsomes irreversiblement 

inhibes et du 	lot temoin 	prepares 	selon 	les conditions ci-dessus, 	le 

pourcentage 	d'inhibition 	de 	l'activite 	phenacetine 	deacethylase 

(CYP1A1/CYP1A2 dependante) est toujours d'environ 80%. Ce resultat 

prouve que ('inhibition du CYP1A2 par la furafylline n'est pas affectee par 
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un exces de substrat et qu'aucune inhibition de type competitive n'est 

detectable. 

Les substrats specifiques des autres CYP450 majoritaires (CYP2A6, 2B6, 

2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, et 3A4) ont ete incubes en presence du lot de 

5 microsomes de foies humains irreversiblement inhibes par Ia furafylline et 

du lot temoin dans les conditions definies ci-dessus afin de demontrer la 

specificite de Ia furafylline. On observe que l'activite des autres CYP450 

majoritaires reste inchangee. 

L'ensemble de ces resultats montrent que les microsomes isoles et 

10 irreversiblement et specifiquement inhibes vis-a-vis du 	CYP1A2 selon 

('invention peuvent valablement "etre utilises pour mesurer la contribution du 

CYP1A2 	dans 	le 	metabolisme 	d'un 	principe 	actif ou 	d'un 	candidat 

medicament. 

is • CYP3A4 

L'azamulin est un des inhibiteurs MBI du cytochrome CYP3A4. 

Les 	conditions experimentales 	pour une 	inhibition 	MBI 	maximale 	par 

l'azamulin sur le CYP3A4 sont les suivantes : 

- 	proteines microsomales a 2 mg/mI ; 

20 - 	azamulin a 5 pM ; 

- 	temps de pre-incubation de 15 minutes. 

Apres incubation du midazolann a 0.5 pM, de la testosterone a 30 pM et de 

Ia nifedipine a 10 pM (concentrations inferieures ou egales au Km des 

substrats), substrats specifiques du CYP3A4, en presence des microsomes 

25 irreversiblement inhibes et du lot tennoin prepares selon les conditions ci-

dessus detainees, les pourcentages d'inhibition des activites midazolam-1'- 

hydroxylase, 	testosterone-611-hydroxylase, 	et 	nifedipine-reductase 

(CYP3A4/CYP3A5 dependantes) sont respectivement de 81%, 96% et 83% 

(Figure 3). Notons que les 19%, 4%, 17% de metabolisme restant pour 

30 chacune de ces activites sont lies a l'activite CYP3A5 et non a un defaut 

d'inhibition du 	CYP3A4. 	En effet it 	est connu que les trois substrats 
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specifiques 	(et 	plus 	particulierement 	nifedipine 	et 	midazolam) 	sont 

majoritairement metabolises 	par le 	CYP3A4 	mais 	egalement par le 

CYP3A5. La figure 4 montre notamment le metabolisme de Ia nifedipine par 

des 	microsomes 	recombinants 	(bactosomes) 	CYP3A4 	et 	CYP3A5. 

5 L'azamulin pre-incubee pendant 15 minutes a 5 pM avec des CYP3A4 

recombinants humains entraine 92 % d'inhibition de l'activite purement 

CYP3A4 du midazolam prouvant sa puissance maximale d'inhibition aux 

conditions 	retenues. 	Lorsque 	les 	substrats 	specifiques 	du 	CYP3A4 

(exemple du midazolam) sont incubes a une concentration tres superieure 

10 a leur Km pour le CYP3A4 avec des microsomes prealablement prepares 

selon 	la 	presente 	invention, 	le 	pourcentage 	d'inhibition 	des 	activates 

CYP3A4 dependantes reste inchange (Figure 5). Ce resultat prouve que 

l'inhibition du CYP3A4 par I'azamulin nest pas affectee par un exces de 

substrat et qu'aucune inhibition de type competitive n'est detectable. 

15 Les substrats 	specifiques des autres CYP450 majoritaires 	(CYP1A2, 

CYP2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, et 2E1) ont ete incubes en presence 

du 	lot de microsomes de foies 	humains 	irreversiblement inhibes 	par 

I'azamulin et du lot temoin dans les conditions definies ci-dessus afin de 

demontrer Ia specificite de I'azamulin. La figure 3 montre que l'activite des 

20 autres CYP450 majoritaires reste inchangee entre le lot de microsomes 

humains irreversiblement inhibes et le lot ternoin demontrant que l'azamulin 

est biers specifique de l'activite CYP3A4. 

L'ensemble de ces 	resultats montrent que les microsomes 'soles et 

irreversiblement inhibes vis-a-vis du CYP3A4 selon ('invention peuvent 

25 valablement etre utilises pour mesurer la contribution du CYP3A4 dans le 

metabolisme d'un principe actif ou d'un candidat medicament. 

• CYP2C8 

Le gemfibrozil glucuronide est un des inhibiteurs MBI du cytochrome 

30 CYP2C8. Les conditions experinnentales pour une inhibition MBI maximale 

par le gemfibrozil glucuronide sur le CYP2C8 sont les suivantes : 
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- 	proteines microsomales a 2 mg/nil ; 

- 	gemfibrozil glucuronide a 30 pM ; 

- 	temps de pre-incubation de 30 minutes. 

Apres incubation de l'amodiaquine a 0.5 pM ou du paclitaxel a 4 pM 

5 (concentrations inferieures ou egales au Km des deux substrats pour le 

CYP2C8), substrats specifiques du CYP2C8, en presence des microsomes 

irreversiblement inhibes et du 	lot temoin 	prepares 	selon 	la 	presente 

invention, le pourcentage d'inhibition des activites amodiaquine (CYP2C8) 

et paclitaxel-hydroxylase (CYP2C8 dependante) est respectivement de 

10 88% et 100% (Figure 6). 

Lorsque l'amodiaquine est incubee a une concentration tres superieure a 

son Km pour le CYP2C8 dans les memes conditions que celles decrites 

supra, le pourcentage d'inhibition de l'activite amodiaquine hydroxylase 

reste inchangee (Figure 7). Ce resultat prouve que l'inhibition du CYP2C8 

15 par l'amodiaquine n'est pas affectee par un exces de substrat et qu'aucune 

inhibition de type competitive n'est detectable. 

Les substrats specifiques des autres CYP450 majoritaires ont ete incubes 

dans les conditions definies ci-dessus afin de demontrer la specificite de la 

gemfibrozil 	glucuronide. 	La 	figure 	6 	montre 	que 	l'activite 	des 	autres 

20 CYP450 majoritaires reste inchangee a ('exception d'une legere inhibition 

du CYP2C19 entre le lot de microsomes humains irreversiblement inhibe et 

le lot temoin demontrant que le gemfibrozil glucuronide est bien specifique 

de l'activite CYP2C8. 

L'ensemble de ces resultats montrent que les microsomes isoles et 

25 irreversiblement inhibes vis-a-vis de l'activite CYP2C8 selon 	l'invention 

peuvent valablement etre utilises pour mesurer la contribution du CYP2C8 

dans le metabolisme d'un principe actif ou d'un candidat medicament. 

• CYP2C9 

30 L'acide tienilique est un des inhibiteurs MBI du cytochrome CYP2C9. 
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Les conditions experimentales pour une inhibition MBI maximale par l'acide 

tienilique sur le CYP2C9 sont les suivantes : 

- 	proteines microsomales A 2 mg/mI ; 

- 	acide tienilique a 10 pM ; 

5 - 	temps de pre-incubation de 20 minutes. 

Apr-es incubation du diclofenac, substrat specifique du CYP2C9, a 4 pM 

(concentration inferieure ou egale au Km du substrat pour le CYP2C9) et 

100 pM (concentration fres superieure a son Km pour le CYP2C9) en 

presence des microsomes irreversiblement inhibe et du lot temoin prepares 

10 	selon Ia presente invention, !Inhibition de l'activite diclofenac hydroxylase 

(CYP2C9 dependante) est quasi-totale soft respectivement 92% et 88% 

d'inhibition (Figure 8). Ce resultat prouve que non seulement ('inhibition du 

CYP2C9 est totale mais aussi qu'elle n'est pas affectee par un exces de 

substrat et qu'aucune inhibition de type competitive n'est detectable. 

15 	Les substrats specifiques des autres CYP450 majoritaires ont ete incubes 

dans les conditions definies ci-dessus afin de demontrer la specificite de 

l'acide tienilique. 	La figure 9 montre que l'activite des autres CYP450 

majoritaires reste inchangee entre le lot de microsomes irreversiblement 

inhibe et le lot temoin demontrant que l'acide tienilique est biers specifique 

20 	de l'activite CYP2C9. 

L'ensemble de ces 	resultats montrent que les microsomes isoles et 

irreversiblement inhibes vis-a-vis de l'activite CYP2C9 selon l'invention 

peuvent valablement etre utilises pour mesurer Ia contribution du CYP2C9 

dans le metabolisme d'un principe actif ou d'un candidat medicament. 

25 

• CYP2D6 

La paroxetine est un des inhibiteurs MBI du cytochrome CYP2D6. 

Les conditions experimentales pour une inhibition MBI maximale par Ia 

paroxetine sur le CYP2D6 sont les suivantes : 

30 - 	proteines microsomales a 2mg/m1; 

- 	paroxetine a 50 pM ; 
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- 	temps de pre-incubation de 30 minutes. 

Apres incubation du dextromethorphan, substrat specifique du CYP2D6, a 

5 pM (concentration inferieure ou egaie au Km du substrat) et 50 pM 

(concentration fres superieure a son Km pour le CYP2D6) en presence des 

5 microsomes irreversiblement inhibe et du lot temoin prepares selon la 

presente 	invention, 	('inhibition 	de 	l'activite 	dextromethorphan-O- 

demethylase (CYP2D6 dependante) est quasi-totale soit 96% d'inhibition 

(Figure 	10). Ce resultat prouve que 'Inhibition du CYP2D6 est totale, 

qu'elle West pas affectee par un exces de substrat et qu'aucune inhibition 

10 de type competitive West detectable. 

Les substrats specifiques des autres CYP450 majoritaires ont ete incubes 

dans les conditions definies ci-dessus afin de demontrer la specificite de la 

paroxetine. 	La figure 	10 montre que parmi toutes les autres activites 

CYP450, seule l'activite bupropion hydroxylase dependante du CYP2B6 est 

15 inhibee a 91% en supplement du CYP2D6 demontrant que la paroxetine 

n'est pas totalement specifique de l'activite CYP2D6. 

L'ensemble de ces resultats montrent que des microsomes prepares selon 

('invention permettent d'inhiber totalement et quasi specifiquement l'activite 

CYP2D6. Ils peuvent donc etre utilises pour mesurer la contribution du 

20 CYP2D6/CYP2B6 	dans 	le 	metabolisme 	d'un 	nouveau 	candidat 

medicament. 

• CYP2B6 

Le thioTEPA est un des inhibiteurs MBI du cytochrome CYP2B6. 

25 Les conditions experimentales pour une inhibition MBI maximale par le 

thioTEPA sur le CYP2B6 sont les suivantes : 

- 	proteines microsomales a 2mg/m1; 

- 	thioTEPA a 15 pM ; 

- 	temps de pre-incubation de 30 minutes. 

30 Apres incubation du bupropion, substrat specifique du CYP2B6, a 100 pM 

en presence des microsomes irreversiblement inhibes et du lot temoin 
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prepare 	selon 	Ia 	presente 	invention, 	('inhibition 	de 	l'activite 	bupropion 

hydroxylase (CYP2B6 dependante) est quasi-totale soit 92% d'inhibition 

(Figure 11). Ce resultat prouve que !Inhibition du CYP2B6 est totale, qu'elle 

n'est pas affectee par un exces de substrat et qu'aucune inhibition de type 

5 competitive nest detectable. 

Les substrats specifiques des autres CYP450 majoritaires ont ete incubes 

dans les conditions definies ci-dessus afin de demontrer la specificite du 

thioTEPA. 	La figure 	11 	montre que parmi toutes les autres activitos 

CYP450, seule l'activite coumarine hydroxylase dependante du CYP2A6 

10 est inhibee a 64% en supplement du CYP2B6 demontrant que le thioTEPA 

n'est pas totalement specifique de l'activite CYP2B6. 

L'ensemble de ces resultats montrent que des microsomes prepares selon 

!Invention permettent d'inhiber totalement et quasi specifiquement l'activite 

CYP2B6. Ils peuvent donc etre utilises pour mesurer Ia contribution du 

15 CYP2B6/CYP2A6 	dans 	le 	metabolisme 	d'un 	nouveau 	candidat 

medicament. 

Exemple 3 : Stabilite de !Inhibition des cvtochromes P450 dans les 

microsomes 	lsoles, 	irreversiblement 	inhibes 	et 	conserves 	par 

20 congelation 

Des microsomes isoles de foies humains irreversiblement inhibes en 

CYP1A2 ayant ete concentres et conserves a -80°C conformement A 

!Invention sont incubes pendant 15 minutes avec de 	Ia 	phenacetine 

25 (4.5pM) substrat specifique de CYP1A2 a 1mg/mL. Les pourcentages 

d'inhibition ont ete nnesures pour des microsomes obtenus selon ('invention 

et conserves a -80°C pendant 48 heures, un mois et un mois et demi 

(Figure 12). On observe que les Mapes de concentration, congelation-

decongelation n'alterent pas ('inhibition MBI du CYP1A2 par Ia furafylline. 

30 Les &tapes de congelation et decongelation n'ont pas d'influence sur Ia 

stabilite de ('inhibition irreversible des cytochromes P450. 
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Exemple 4: Kit de microsomes isoles irreversiblement inhibes pour le 

phenotypage enzvmatique des voies metaboliques de xenobiotiques 

5 Neuf principes 	actifs 	(mirtazapine, 	loperamide, 	bupropion, 	ibuprofene, 

celecoxib, pioglitazone, bortezomib, repaglinide, sertraline) ont ete testes 

dans un kit de microsomes isoles irreversiblement inhibes selon l'invention 

pour le phenotypage enzymatique des voies metaboliques desdits neuf 

xenobiotiques. Les neuf principes actifs ont ete testes selon la methode de 

10 phenotypage des reactions enzymatiques selon l'invention et comprenant 

les etapes suivantes : 

- 	l'incubation de microsomes isoles et irreversiblement inhibes selon 

l'invention avec un principe actif a evaluer ; 

- la mesure de la contribution du cytochrome P450 irreversiblement inhibe 

15 implique dans le nnetabolisme du principe actif. 

Chaque principe actif a ete incube a 0.1 pM a 37 °C dans du tampon 

20 

Tris/HCI (0.1nnM, pH 7.4) additionne de MgCl2  5 mM, sur d'une part les 

microsomes de foie isoles, irreversiblement inhibes pour les CYP450 1A2, 

2B6, 2C8, 2C9, 2D6 et 3A4 et d'autre part sur les microsomes de foie 

isoles, non inhibes et prepares selon l'invention (temoin homologue). La 

reaction est initiee par I'ajout de NADPH 1 mM. L'incubation est suivie 

sous-forme d'une cinetique. Aux temps d'incubation a 7 min, 17 min, 30 

min puis 60 min, une aliquote d'incubation (100 pL) est prelevee et Ia 

25 reaction enzymatique est arretee en ajoutant a cette aliquote un volume de 

solvant (100 pL de methanol) laquelle est placee dans Ia glace pendant 10 

minutes. 

A 	chaque 	temps 	d'incubation, 	le 	principe 	actif 	est 	quantifie 	par 

chromatographie 	liquide 	haute 	performance 	(HPLC) 	couplee 	a 	Ia 

30 spectrometrie de masse (MS). 
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L'activite metabolique (A) du principe actif est mesuree via Ia clairance 

intrinseque 	metabolique 	du 	principe 	actif 	inchange 	dans 	les 	deux 

conditions, inhibee (activite Ai) et non inhibee (ternoin avec l'activite A). 

Le pourcentage d'inhibition calcule (pourcentage d'inhibition -z-- (A-Ai)/A) 

5 correspond 	directement 	a 	Ia 	contribution 	du 	cytochrome 	P450 

irreversiblement inhibe implique dans le metabolisme du principe actif. 

• Mirtazapine 

La mirtazapine a ete incubee selon les conditions decrites precedemment 

10 avec une concentration en proteines microsomales de 2 mg/m1 permettant 

une 	mesure 	optimale 	de 	sa 	clairance 	intrinseque. 	En 	presence 	de 

microsomes temoins 	(non 	inhibes et prepares 	selon 	('invention), 	une 

clairance intrinseque de 3.9 a 7.8 ml/min/g proteines a ete mesuree. Par 

rapport aux microsomes temoin, une inhibition de Ia clairance intrinseque 

15 de Ia mirtazapine de 41%, 36% et 24% a ete mise en evidence en 

presence 	des 	microsomes 	de 	foie 	isoles 	irreversiblement 	inhibes 

respectivement pour les CYP450 1A2, 2D6 et 3A4 (Figures 13 et 14). 

Aucune inhibition significative de la clairance intrinseque de is mirtazapine 

n'a 	ete 	observee 	en 	presence 	des 	microsomes 	de 	foie 	isoles 

20 irreversiblement inhibes pour les CYP450 2B6, 2C8, 2C9. Par inhibition 

significative, 	on 	entend 	une 	clairance 	intrinseque 	inferieure 	a 	25%, 

pourcentage representant le seuil de variabilite observee sur des mesures 

de clairance sur microsomes de foie. En consequence, le metabolisme 

oxydatif de 	la 	mirtazapine 	implique 	les 	CYP450 	1A2, 	2D6 et 	3A4 

25 respectivement a hauteur de 41%, 36% et 24%. 

Apres incubation de Ia mirtazapine de 2.5 a 1000 i.IM en presence de 

microsomes recombinant surexprimant les CYP450 humains rnajoritaires et 

apres avoir mesure le facteur de correction adapte pour chacun de ces 

CYP450, Stormer et al. (Metabolism of the antidepressant mirtazapine in 

30 vitro: contribution of cytochromes P-450 1A2, 2D6 and 3A4. Drug Metab 

Dispos. 2000; 28(10): 1168-1175) ont montre que les CYP450 1A2, 2D6 et 
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3A4 &talent respectivement impliques a 41%, 	39% et 23% dans le 

metabolisme de la mirtazapine. 	Les resultats obtenus avec le kit de 

microsomes 	isoles 	irreversiblement 	inhibes 	selon 	('invention 	sont 

corrobores par les resultats obtenus par StOrmer et al. (Tableau 1). 

Le kit selon Ia presente invention permet de deduire !implication des 

CYP450 dans le metabolisme oxydatif de Ia mirtazapine par simple 

comparaison des clairances intrinseques en presence de microsomes de 

foie isoles, irreversiblement inhibes pour les CYP450 et de microsomes 

temoins. 

En revanche, ('utilisation de microsomes recombinant surexprimant les 

CYP450 humains pour le phenotypage des voies enzymatiques de la 

mirtazapine exige une mesure indirecte necessitant de caracteriser chaque 

activite CYP450 d'une part sur mirtazapine et d'autre part sur des substrats 

specifiques clans un premier temps sur les microsomes recombinants 

surexprimant les CYP450 humains et dans un second temps sur les 

microsomes de foies humains afin de mesurer le facteur de correction. 

% d'implication des CYP450 dans le metabolisme 
oxydatif de la Mirtazapine 

Donnees 

CYP450 implique 	Kit de microsomes isoles 	attendues* 

CYP1A2 	 41 	 41 
CYP2D6 	 36 	 39 
CYP3 A4 	 24 	 23 

* de Stormer et al (2000) sur modele d'enzymes humaines recombinantes 

Tableau 1 : Pourcentage d'implication des CYP450 dans le metabolisme 

oxydatif de la mirtazapine obtenus a partir du kit de microsomes isoles 

irreversiblement 	inhibes 	selon 	!Invention 	et 	avec 	des 	enzymes 

recombinantes humaines (Stormer et al.) 
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• Loperamide 

La loperamide a ete incubee selon les conditions decrites precedenrinient 

avec une concentration en proteines microsomales de 2 mg/mI permettant 

une 	mesure 	optimale 	de 	sa 	clairance 	intrinseque. 	En 	presence de 

5 microsomes temoins 	(non 	inhibes et prepares selon 	('invention), 	une 

clairance intrinseque de 14.5 a 17.2 ml/min/g proteines a ete mesuree. Par 

rapport aux microsomes temoins, une inhibition de la clairance intrinseque 

de la loperamide de 53% et 40% a ete mise en evidence en presence des 

microsomes de foie isoles irreversiblennent inhibes respectivement pour les 

10 CYP450 3A4 et 2C8 (Figures 15 et 16). Aucune inhibition significative de la 

clairance intrinseque de Ia loperamide 	n'a ete observee en presence des 

microsomes de foie isoles irreversiblement inhibes pour les CYP450 1A2, 

2B6, 	2C9, 	21D6. 	Par 	inhibition 	significative, 	on 	entend 	une 	clairance 

intrinseque 	inferieure 	a 	25%, 	pourcentage 	representant 	le 	seuil 	de 

15 variabilito observee sur des mesures de clairance sur microsomes de foie. 

En consequence, le metabolisme oxydatif de la loperamide implique les 

CYP450 3A4 et 2C8 respectivement a hauteur de 53% et 40%. 

Une etude chez le volontaire sain montre que ['administration orate du 

gemfibrosil a 600 mg, inhibiteur du CYP2C8, augmente d'un facteur 2.2 

20 ('exposition (AUC) en loperamide co-administree per os a 4 mg (Niemi et al. 

Itraconazole, gemfibrosil and their combination markedly raise the plasma 

concentrations of loperamide. Eur J Clin Pharmacol. 2006; 62: 463-472). 

Cette 	augmentation 	de 	('exposition 	correspond 	a 	une 	implication 	du 

CYP2C8 estimee a 55 % de la clairance totale de Ia loperamide. Dans cette 

25 m8me etude in vivo, une co-administration de la loperamide 4 mg avec 100 

mg d'itraconazole, inhibiteur du CYP3A4, montre une augmentation de 

('exposition d'un facteur 3.8 correspondant a environ 74% de Ia clairance 

totale de la loperamide. 

Par 	ailleurs, 	Tayrouz 	et 	al. 	(Ritonavir 	increases 	loperamide 	plasma 

30 concentrations 	without 	evidence 	for 	P-glycoprotein 	involvement. 	Clin 

Pharmacol Ther. 2001 Nov;70(5):405-14) montrent chez le volontaire sain 
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que Ia co-administration de la loperamide 16 mg avec 600 mg de ritonavir, 

inhibiteur du CYP3A4, induit une augmentation de ('exposition d'un facteur 

2.65 correspondant a 62 % de la clairance totale de la loperamide. 

Les resultats obtenus avec le kit de microsomes isoles irreversiblement 

inhibes selon ['invention (Tableau 2) sont corrobores par les donnees 

decrites en situation clinique par Niemi et al. et Tayrouz et al. 

% d'implication des CYP450 dans le metabolisme 
oxydatif de la Loperamide 

	

Donnees 	Donnees 

CYP450 impiique 	Kit de microsomes isoles 	attendues 	attendues 

CYP2C8 	 40 	 55 
CYP3A4 	 53 	 74 	 62 

de Niemi et al (2006) stir etude in vivo chez le volontaire sain 
2 

de Tayrouz et al (2001) sur etude in vivo chez le volontaire sain 

Tableau 2 : Pourcentages d'implication des CYP450 dans le metabolisme 

oxydatif de Ia loperamide obtenus a partir du kit de microsomes isoles 

irreversiblement inhibes selon ('invention et chez le volontaire sain (Niemi et 

al. ; Tayrouz et al.) 

• Bupropion 

Le bupropion a ete incube selon les conditions clecrites precedemment 

avec une concentration en proteines microsomales de 2 mg/ml permettant 

une mesure optimale de sa clairance 	intrinseque. 	En 	presence des 

microsomes temoins (non 	inhibes et prepares selon 	(Invention), 	une 

clairance intrinseque de 6.7 a 10.6 ml/min/g proteines a ete mesuree. Par 

rapport aux microsomes temoins, une inhibition de la clairance intrinseque 

du bupropion de 89% a ete mise en evidence en presence des microsomes 

de foie isoles irreversiblement inhibes pour le CYP450 2B6 (Figures 17 et 

18). II est egalement observe une inhibition de la clairance intrinseque du 
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25 

bupropion 	de 	84% 	en 	presence 	des 	microsomes 	de 	foie 	isoles 

irreversiblement inhibes pour le CYP2D6. 	Sachant que 	la paroxetine, 

inhibiteur MBI du CYP2D6, n'est pas specifique et inhibe egalement le 

CYP2B6, on en deduit done que l'inhibition du CYP2D6 correspond en 

realite a celle du CYP2B6. 

Aucune inhibition significative de la clairance intrinseque du bupropion n'a 

ete observee en presence des microsomes de foie isoles irreversiblement 

inhibes pour les CYP450 1A2, 2C8, 2C9 et 3A4. Par inhibition significative, 

on entend 	une 	clairance 	intrinseque 	inferieure a 25 	̀)/0, 	pourcentage 

representant le seuil de variabilite observee sur des mesures de clairance 

sur microsomes de foie. En consequence, le metabolisme oxydatif du 

bupropion implique le CYP450 2B6 a hauteur de 89 %. 

La FDA propose le bupropion comme substrat le plus sensible pour le 

CYP2B6 lors des etudes d'interaction in vivo chez l'homme (FDA Website 

on 	Drug 	Development 	and 	Drug 	Interactions, 

http://www.fda.gov/Drugs/GuidanceComplianceRegulatoryInfornnation/Guid  

ances/default.htm 	 and 

http://www.fda.gov/Drugs/DevelopmentApprovalProcess/DevelopmentReso  

urces/DruglnteractionsLabelin 1277 g/ucm080499.htm). 

Les resultats obtenus avec le kit de microsomes isoles irreversiblement 

inhibes selon ('invention sont corrobores par les donnees decrites par la 

FDA. 

% d'implieation des CYP450 dans le metabolisme 
oxydatif du Bupropion 

Donnees 

CYP450 implique 	Kit de microsomes isoles 	attendues* 

CYP2B6 	 89 	 majoritaire 

* de FDA (substrat sensible CYP2B6) 

Tableau 3 : Pourcentage d'implication des CYP450 dans le metabolisme 

oxydatif du 	bupropion 	obtenu 	a 	partir du 	kit de 	microsomes 	isoles 

irreversiblement inhibes selon ('invention 
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• Ibuprofene 

L'ibuprofene a ete incube selon les conditions decrites precedemment avec 

une concentration en proteines microsonnales de 0,25 mg/ml permettant 

une 	mesure 	optimale 	de 	sa 	clairance 	intrinseque. 	En 	presence 	de 

5 	microsomes 	temoin 	(non 	inhibes 	et 	prepares 	selon 	!'invention), 	une 

clairance intrinseque de 31 a 54 ml/min/g proteines a 6t6 mesuree. Par 

rapport aux microsomes temoins, une inhibition de la clairance intrinseque 

de l'ibuprofene de 90 % a ete mise evidence en presence des microsomes 

de foie isoles irreversiblement inhibes pour le CYP450 2C9 (Figures 19 et 

10 	20). 

Aucune inhibition significative de la clairance intrinseque de l'ibuprofene 

n'a 	ete 	observee 	en 	presence 	des 	microsomes 	de 	foie 	isoles 

irreversiblement inhibes pour les CYP450 1A2, 2B6, 2D6, 2C8 et 3A4. Par 

inhibition significative, on entend 	une clairance intrinseque inferieure a 

15 	25%, pourcentage representant le seuil de variabilite observee sur des 

mesures de clairance sur microsomes de foie. 	En consequence, 	le 

metabolisme oxydatif de l'ibuprofene implique le CYP450 2C9 a hauteur de 

90 %. 

Apres incubation de l'ibuprofene a 3 pM en presence de microsomes 

20 	recombinants sur exprimant les CYP450 humains majoritaires et apres 

avoir mesure le facteur de correction adapte pour chacun de ces CYP450, 

McGinnity et al. (Automated definition of the enzymology of drug oxidation 

by the major human drug metabolizing cytochrome P450s. Drug Metab 

Dispos. 2000 Nov;28(11):1327-34) ont montre que le CYP450 2C9 etait 

25 	implique a 90% dans le metabolisme de l'ibuprofene. Les resultats obtenus 

avec le kit de microsomes isoles irreversiblement inhibes selon ['invention 

sont corrobores par les donnees decrites par McGinnity et al. (Tableau 4). 

Pour memoire, le kit selon la presente invention etablit !Implication des 

CYP450 	dans 	le 	metabolisme 	oxydatif 	de 	l'ibuprofene 	par 	simple 

30 	comparaison 	entre 	les 	clairances 	intrinseques 	de 	microsomes 	selon 

('invention 	et 	de 	microsomes 	ternoins. 	En 	revanche, 	('utilisation 	des 
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microsomes recombinants imposent des mesures indirectes exigeant la 

multiplication des manipulations. 

Par ailleurs, une etude chez le volontaire sain montre que l'administration 

orale du fluconazole a 400 mg, augmente de 83% ('exposition (AUC) en 

ibuprofene co-administre per as a 400 mg (Hynninen et al. Effects of the 

Antifungals Voriconazole and Fluconazole on the Pharmacokinetics of S-

(+)- and R-(-)-Ibuprofen. Antimicrob Agents Chemother. Jun 2006; 50(6): 

1967-1972). Lazar et al. (Drug interactions with fluconazole. Rev Infect Dis. 

1990 	Mar-Apr;12 	Suppl 	3:S327-33) 	ant 	montre 	que 	le 	fluconazole, 

inhibiteur du CYP2C9, entraine une augmentation de ['exposition de 109 % 

de Ia tolbutamide substrat reconnu comme sensible pour le CYP2C9 (fm = 

80 %, Brown et al. Prediction of in vivo drug-drug interactions from in vitro 

data: impact of incorporating parallel pathways of drug elimination and 

inhibitor 	absorption 	rate 	constant. 	Br 	J 	Clin 	Pharmacol. 	2005 	Nov; 

60(5):508-18). 	L'augmentation 	d'exposition 	de 	l'ibuprofene 	et 	de 	la 

tolbutamide etant fres similaire apres co-administration du nrieme inhibiteur 

chez l'homme, on peut conclure que Ia contribution du CYP2C9 dans le 

metabolisme de ces deux molecules est tres similaire. 	Les 	resultats 

obtenus avec le kit de Ia presente invention sont confortes (Tableau 4) et 

demontrent l'excellente representativite de ce nnodele in vitro par rapport a 

la situation en clinique. 

% d'implication des CYP450 dans le metabolisme oxydatif de Plbuprofene 

Donnees 	Donnees 	Donnees 	Donnees 

CYP450 implique 	Kit de microsomes isoles 	attendues1 	attendues2 	attendues3 	attendues4  

CYP2C9 	 90 	 91 	 45 	 52 	(80) 

1  de MeGinnity et al (2000) sur modele d'enzymes humaines recombinautes 

2  de Hynninen et al (2006) 
3 de Lazar JD et al (1990) 
4 de H,S. Brown et al, (2005) 

Tableau 4 : Pourcentage d'implication des CYP450 dans le metabolisme 

oxydatif 	de 	l'ibuprofene 	a 	partir 	du 	kit 	de 	microsomes 	isoles 
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irreversiblement 	inhibes 	selon 	('invention, 	sur enzymes 	recombinantes 

humaines (McGinnity et al.) et en situation in vivo chez le sujet sain 

(Hynninen et al., Lazar et al. et Brown et al.). 

5 ® 	Celecoxib 

Le celecoxib a ete incube selon les conditions decrites precedemment avec 

une concentration en proteines microsomales de 2 mg/mI permettant une 

mesure optimale de sa clairance intrinseque. En presence des microsomes 

temoins 	(non 	inhibes 	et 	prepares 	selon 	('invention), 	une 	clairance 

10 intrinseque de 13.4 a 18.9 ml/min/g proteines a ate mesuree. Par rapport 

aux microsomes temoins, une inhibition de la clairance intrinseque du 

celecoxib de 81 % a ete mise evidence en presence des microsomes de 

foie isoles irreversiblement inhibes pour le CYP450 2C9 (Figures 21 et 22). 

Aucune inhibition significative de Ia clairance intrinseque de Ia celecoxib 

15 n'a 	ete 	observee 	en 	presence 	des 	microsomes 	de 	foie 	isoles 

irreversiblement inhibes pour les CYP450 1A2, 2B6, 2D6, 2C8 et 3A4. Par 

inhibition significative, on 	entend 	une clairance 	intrinseque inferieure a 

25%, pourcentage representant le seuil de variabilite observee sur des 

mesures de clairance 	sur microsomes de foie. 	En 	consequence, 	le 

20 metabolisme oxydatif du celecoxib implique le CYP450 2C9 a hauteur de 

81 %. 

Une etude chez le volontaire sain montre que ('administration orale repetee 

de fluconazole a 200 mg, augmente de 134% ('exposition (AUC) en 

celecoxib 	co-administre 	per 	os 	a 	200 	mg 	(NDA020998 	1998-12- 

25 31 Pharmacia). 

L'augmentation 	d'exposition 	de 	celecoxib 	et 	de 	la 	tolbutamide 	citee 

precedemment (Lazar et al.) etant tres similaire apres co-administration de 

Is fluconazole chez I'homme, on peut conclure que la contribution du 

CYP2C9 dans le metabolisme de ces deux principes actifs est fres 

30 similaire. Brown et al. ont montre pour Ia tolbutamide une implication du 

CYP2C9 de 80 %. Les resultats obtenus avec le kit de microsomes isoles 
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irreversiblement 	inhibes 	selon 	l'invention 	demontrent 	Ia 	bonne 

representativite de ce modele in vitro par rapport a la situation en clinique 

(Tableau 5). 

% &implication des CYP450 dans le metabolisme oxydatif du Celocoxib 

	

Donnees 	Donnees 	Donnees 
Kit de microsomes isol6s 	 1 

CYP450 implique 	 attendues 	attendues2 	attendues
3 

CYP2C9 	 81 	 57 	 52 	(80) 

1  de NDA020998 	1998-12-31 (Pharmacia) 

2  de Lazar JD et al (1990) 

3  de H.S. Brown et al, (2005) 

Tableau 5 : Pourcentage d'implication des CYP450 dans le metabolisme 

oxydatif du celocoxib a partir du kit de microsomes isoles irreversiblement 

inhibes 	selon 	l'invention 	et 	en 	situation 	in 	vivo 	chez 	le 	sujet 	sain 

(NDA020998, Lazar et al. et Brown et al.) 

• Pioglitazone 

La pioglitazone a ete incubee selon les conditions decrites precedemment 

avec 	une 	concentration 	en 	proteines 	microsomales 	de 	0,2 	mg/ml 

permettant une mesure optimale de sa clairance intrinseque. En presence 

des microsomes temoins (non inhibes et prepares selon ('invention), une 

clairance intrinseque de 43 a 70 mI/min/g proteines a ete mesuree. Par 

rapport aux microsomes temoins, une inhibition de Ia clairance intrinseque 

de 	la 	pioglitazone de 69% 	a 	ete 	mise evidence en 	presence 	des 

microsomes de foie isoles irreversiblement inhibes pour le CYP450 2C8 

(Figures 23 et 24). 

Aucune inhibition significative de la clairance intrinseque de Ia pioglitazone 

n'a 	ete 	observee 	en 	presence 	des 	microsomes 	de 	foie 	isoles 

irreversiblement inhibes pour les CYP450 1A2, 2B6, 2D6, 2C9 et 3A4. Par 

inhibition significative, 	on entend 	une clairance intrinseque inferieure a 

25%, pourcentage representant le seuil de variabilite observee sur des 
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mesures de clairance sur microsomes de foie. 	En consequence, 	le 

metabolisme oxydatif de la pioglitazone implique le CYP450 208 a hauteur 

de 69%. 

Une etude chez le volontaire sain montre que ('administration orale du 

gemfibrosil 	a 600 mg, 	inhibiteur du 	CYP2C8, 	augmente de 239% 

['exposition (AUC) en pioglitazone co-administree per os a 3 mg (Deng et 

al. Effect of gemfibrozil on the pharmacokinetics of pioglitazone. Eur J Clin 

Pharmacol, 2005, 61, 831-6). 	Cette 	augmentation 	de 	('exposition 

correspond a une implication du CYP2C8 estimee a 71% de la clairance 

totale de la pioglitazone. Les resultats obtenus avec le kit selon l'invention 

corroborent donc les donnees decrites en situation clinique par Deng et al. 

(Tableau 6). 

% &implication des CYP450 dans le metabolisme 
oxydatif du Pioglitazone 

Donnees 

CYP450 implique 	Kit de microsomes isoles 	attendueg 

CYP2C8 	 69 	 71 

i 
de Deng LI et al, 2005 sur etude in vivo 

Tableau 6: Pourcentage d'implication des CYP450 dans le metabolisme 

oxydatif de la pioglitazone obtenu a partir du kit de microsomes isoles 

irreversiblement inhibes selon !Invention et en situation in vivo (Deng et al.) 

• Bortezomib 

Le bortezomib a Me incube selon les conditions decrites precedemment 

avec 	une 	concentration 	en 	proteines 	microsomales 	de 	1,5 	mg/ml 

permettant une mesure optimale de sa clairance intrinseque. En presence 

des microsomes tomoins (non inhibes et prepares selon ['invention), une 

clairance intrinseque de 6,9 a 11 ml/min/g proteines a ete mesuree. Par 

rapport aux microsomes temoins, une inhibition de la clairance intrinseque 
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du bortezomib de 73% a ete raise evidence en presence des microsomes 

de foie isoles irreversiblement inhibes pour le CYP450 3A4 (Figures 25 et 

26). 

Aucune inhibition significative de la clairance intrinseque du bortezomib n'a 

ete observee en presence des microsomes de foie isoles irreversiblement 

inhibes pour les CYP450 1A2, 2B6, 2D6, 2C8 et 2C9. Par inhibition 

significative, 	on 	entend 	une 	clairance 	intrinseque 	inferieure 	a 	25%, 

pourcentage representant le seuil de variabilite observee sur des mesures 

de clairance sur microsomes de foie. En consequence, le metabolisme 

oxydatif du bortezomib implique le CYP450 3A4 a hauteur de 73%. 

Uttamsingh 	et 	al. 	(Relative 	contributions 	of 	the 	five 	major 	human 

cytochromes p450, 	1A2, 	2C9, 	2C19, 	2D6, 	and 	3A4, to the 	hepatic 

metabolism of the proteasome inhibitor bortezomib. Drug Metab Dipos 

2005, 33 (11):1723-1728) ont montre qu'un anticorps monoclonal anti-CYP 

3A4 inhibe 79% du metabolisme du bortezomib (2 pM) par les microsomes 

de foie humain. Les resultats obtenus avec le kit decrit dans la presente 

invention corroborent donc les donnees decrites par Uttamsingh et al. 

(Tableau 7). 

% d'implication des CYP450 dans le metabolisme 

oxydatif du Bortezomib 

Donnees 

CYP450 implique 	Kit de microsomes isoles 	attendue sl  

CYP3A4 	 73 	 79 

1 
de Uttamsingh et al (2005) sur modele de microsomes hdpatiques humains (utilisation des anticorps 
monoclonaux) 

Tableau 7 : Pourcentage dimplication des CYP450 dans le metabolisme 

oxydatif du 	bortezomib obtenu 	a partir du 	kit de microsomes isoles 

irreversiblement 	inhibes 	selon 	l'invention 	et 	a 	partir 	de 	microsomes 

hepatiques humains inhibes par des anticorps monoclonaux specifiques 

(Uttamsingh et al.) 
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• Repaglinide 

La repaglinide a ete incubee selon les conditions decrites precedemment 

avec une concentration en proteines microsomales de 2 mg/mI permettant 

5 une 	mesure 	optimale 	de sa 	clairance 	intrinseque. 	En 	presence de 

microsomes temoins 	(non 	inhibes et prepares 	selon 	['invention), 	une 

clairance intrinseque de 38.4 a 48.9 mI/min/g proteines a ete nriesuree. Par 

rapport au microsomes temoins, une inhibition de Ia clairance intrinseque 

de Ia repaglinide de 80% a ete raise evidence en presence des microsomes 

10 de foie isoles irreversiblement inhibes pour le CYP450 2C8 (Figures 27 et 

28). 	Aucune 	inhibition 	significative 	de 	la 	clairance 	intrinseque 	de 	Ia 

repaglinide n'a eta observee en presence des microsomes de foie isoles 

irreversiblement inhibes pour les CYP450 1A2, 2B6, 2D6, 2C9 et 3A4. Par 

inhibition 	significative, on entend 	une clairance 	intrinseque inferieure a 

15 25%, pourcentage representant le seuil de variabilite observee sur des 

mesures de clairance sur microsomes de foie. 	En consequence, 	le 

metabolisme oxydatif de la repaglinide implique le CYP450 2C8 a hauteur 

de 80%. 

Une etude chez le volontaire sain montre que ['administration ()rale du 

20 gemfibrosil, (jusqu'a 900 mg), inhibiteur du CYP2C8, augmente de 8.3 fois 

('exposition 	(AUC) 	en 	repaglinide 	co-administree 	per 	os 	a 	0.25 	mg 

(Honkalammi J. et al. Dose-Dependent Interaction between gemfibrozil and 

repaglinide in humans: strong inhibition of CYP2C8 with subtherapeutic 

gemfibrozil 	doses. 	Drug 	Metab 	Dispos, 2011, 	39, 	1977-1986). 	Cette 

25 augmentation de ('exposition correspond a une implication du CYP2C8 

estimee de 88% de la clairance totale de Ia repaglinide. Les resultats 

obtenus avec le kit de microsomes isoles irreversiblement inhibes selon 

('invention sont corrobores par les donnees decrites en situation clinique 

par Honkalammi J. et al. (Tableau 8). 

30 
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% d'implication des CYP450 dans le rnetabolisme 
oxydatif de Ia Repaglinide 

Donnees 

CYP450 implique 	Kit de microsomes isoles 	at-tendue 

CYP2C8 	 80 	 88 

de Honkalammi J. et al, 2011. 

Tableau 8: Pourcentage d'implication des CYP450 dans le metabolisme 

oxydatif de la repaglidine obtenu a partir du kit de microsomes isoles 

irreversiblement inhibes selon ('invention et en situation in vivo chez le sujet 

sain (Honkalammi J. et al.) 

• Sertraline 

La sertraline a ete incubee selon les conditions decrites precedemment 

avec 	une 	concentration 	en 	proteines 	microsomales 	de 	0.2 	mg/ml 

permettant une mesure optimale de sa clairance intrinseque. En presence 

de microsomes temoins (non inhibes et prepares selon ('invention), une 

clairance intrinseque de 52.5 a 70.5 mi/min/g proteines a ete mesuree. Par 

rapport aux microsomes temoins, une inhibition de la clairance intrinseque 

de Ia sertraline de 58% a ete raise evidence en presence des microsomes 

de foie isoles irreversiblement inhibes pour le CYP450 2B6 (Figures 29 et 

30). II est egalement observe une inhibition de la clairance intrinseque de Ia 

sertraline 	de 	64% 	en 	presence 	des 	microsomes 	de 	foie 	isoles 

irreversiblement inhibes pour le CYP2D6. Sachant que Ia paroxetine, 

inhibiteur MBI du CYP2D6, n'est pas specifique et inhibe egalement le 

CYP2B6, on en decluit done que ('inhibition du CYP2D6 correspond en 

realite a celle du CYP2B6. 

Aucune inhibition significative de la clairance intrinseque de la sertraline n'a 

ete observee en pr6sence des microsomes de foie isoles irreversiblement 

inhibes pour les CYP450 1A2, 2C8, 2C9 et 3A4. Par inhibition significative, 
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25 

on 	entend 	une 	clairance 	intrinseque 	inferieure 	a 	25%, 	pourcentage 

representant le seuil de variabilite obseivee sur des mesures de clairance 

sur microsomes de foie. En consequence, le metabolisme oxydatif de Ia 

sertraline implique le CYP450 2B6 a hauteur de 58%. 

Apres incubation de la sertraline en presence de microsomes de foies 

humains et d'inhibiteurs specifiques des CYP450, Obach S et al. (Sertraline 

is 	metabolized 	by 	multiple 	cytochrome 	P450 	enzymes, 	monoamine 

oxidases, and glucuronyl transferases in human: an in vitro study. Drug 

Metab Dispos. 2005 Feb;33(2):262-70) ont mantra que parmi les CYP450 

majoritaires, 	le CYP2B6 contribue le plus dans le metabolisme de la 

sertraline avec 15 a 65% d'implication (60 `)/0 sur un pool de foies humains). 

Les resultats obtenus avec le kit decrit selon la presente invention sont 

corrobores par les resultats decrits par Obach S et al. (Tableau 9). 

% d'implication des CYP450 dans le metabolisme 

oxydatif de la Sertraline 

Donnees 

CYP450 implique 	Kit de microsomes isoles 	attendues' 

CYP2B6 	 58 	 15 é 65 - 60 

de Obach S et al (2004) sur des microsomes de foies humains +1- inhibiteur specifique de CYP450 

Tableau 9 : Pourcentage d'implication des CYP450 dans le metabolisme 

oxydatif de 	Ia sertraline obtenu a partir du 	kit de microsomes isoles 

irreversiblement inhibes et sur microsomes de foies humains en presence 

ou non d'inhibiteurs specifiques des CYP450 (Obach S et al.) 

Les resultats obtenus montrent que la contribution des enzymes impliquees 

dans le metabolisme des principes actifs selectionnes, mesuree in vitro 

avec le kit de phenotypage sont fres similaires voire identiques avec ceux 

estimes ou mesures a partir de donnees in vivo et/ou a partir de donnees 

issues d'autres modeles in vitro. 	La validation du kit de microsomes 
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cryoconserves, 	isoles 	et 	irreversiblement 	inhibes 	dans 	le 	cadre 	d'un 

phenotypage enzymatique des voies metaboliques d'un xenobiotique par 

rapport aux donnees cliniques demontre la representativite de ce modele in 

vitro par rapport a la situation in vivo chez I'homme. 

5 De plus, l'acquisition d'une mesure directe de la contribution enzymatique 

dans le metabolisme d'un principe actif, permet non seulement un gain de 

temps et une facilite d'interpretation mais evite egalement des erreurs 

inherentes a la multiplication des manipulations pour la mise en oeuvre des 

autres modeles in vitro. 

10 
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Revendications 

1. 	Methode 	de 	preparation 	de 	microsomes 	isoles 	comprenant 	un 

cytochrome 	P450 (CYP450) irreversiblement inhibe caracterise en ce 

5 qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) ('inhibition irreversible d'un cytochrome P450 ; 

b) Ia concentration des proteines microsomales. 

2. Methode selon Ia revendication 1, caracterisee en ce qu'elle comprend 

10 une a plusieurs etapes de lavage. 

3. Methode salon la revendication 2, caracterisee en ce que Ia ou les 

etapes de lavage sont placees avant et/ou apres l'etape de concentration 

des proteines microsomales. 

15 

4. 	Methode 	selon 	la 	revendication 	1, 	caracterisee 	en 	ce 	qua 	la 

concentration des microsomes est obtenue par filtration/centrifugation ou 

ultracentrifugations. 

20 5. 	Methode 	selon 	Ia 	revendication 	1, 	caracterisee 	en 	ce 	que 	les 

microsomes sont concentres a une concentration de 10rng/m1 a 30mg/ml. 

6. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle comprend 

une &tape finale de conservation. 

25 

7. Methode selon Ia revendication 6, caracterisee en ce que Iretape de 

conservation est la congelation. 

8. 	Methode 	selon 	la 	revendication 	1, 	caracterisee 	en 	ce 	que 	les 

30 microsomes sont des microsomes de foie humains. 
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9. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que le cytochrome 

P450 irreversiblement inhibe est selectionne dans les families CYP1, CYP2 

et CYP3. 

5 10. Methode selon Ia revendication 9, caracterisee en ce que le cytochrome 

P450 est selectionne parmi la liste des cytochromes suivants : CYP1A2, 

CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, 

CYP3A4. 

10 11. Microsome isole caracterise en ce que le cytochrome P450 est 

irreversiblement inhibe. 

12. Microsome isole selon la revendication 11, caracterise en ce que le 

cytochrome P450 irreversiblement inhibe est selectionne dans les families 

15 CYP1, CYP2 et CYP3. 

13. Microsome isole selon la revendication 12, caracterise en ce que le 

cytochrome P450 est selectionne parmi Ia liste des cytochromes suivants : 

20 

CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, 

CYP2E1, CYP3A4. 

14. Microsome selon l'une des revendications 11 a 13, caracterise en ce 

qu'iI est conserve par congelation. 

25 15. Microsome isole caracterise en ce qu'il est obtenu selon la methode de 

preparation 	selon 	l'une 	quelconque 	des 	revendications 	1 	a 	10 	de 

'Invention. 

16. Methode de phenotypage des reactions enzymatiques impliquees dans 

30 le metabolisme d'un principe actif, caracterisee en ce qu'elle comprend les 

&tapes suivantes : 
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- l'incubation de microsomes isoles selon les revendications 11 a 14 avec 

un principe actif ; 

- la mesure de la contribution du cytochrome P450 irreversiblement 

implique dans le metabolisme du principe actif. 

inhibe 

17. Kit de phenotypage caracterise en qu'iI comprend : 

- des microsomes isoles selon les revendications 11 a 14 ; 

- des microsomes temoins. 

10 


