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Introduction 

 

Les DILI (drug-induced liver injuries), ou hépatotoxicités médicamenteuses, sont des évènements 

indésirables caractérisés par des lésions affectant l’ensemble de la structure hépatique conséquentes à la 

prise d’un médicament. Peu fréquentes, leur incidence est estimée entre 1/10 000 et 1/100 000 individus 

selon les molécules et elles sont la première cause de retrait des médicaments du marché. Parfois létales 

et à l’origine de près de 50% des cas d’hépatites fulminantes, les DILI sont un problème majeur en 

termes de sécurité du patient et de coût de prise en charge. Les mécanismes soutenant leur apparition ne 

sont pas encore entièrement élucidés et du fait de leur origine multifactorielle, elles n’ont pas de signa-

ture clinico-biologique spécifique. Par ailleurs, leur intensité peut être variable et se révéler confondante 

pour le diagnostic. Enfin, leur caractérisation est compliquée par la large variété de médicaments incri-

minables, à laquelle s’ajoutent les nombreux facteurs qui participent à la variabilité interindividuelle 

appliquée à la réponse aux médicaments.  

En étant situé au carrefour de la circulation sanguine, le foie est l’organe privilégié pour le métabo-

lisme et l’élimination des médicaments après leur absorption. Néanmoins, ce rôle central l’expose aussi 

au risque de lésions causées par les xénobiotiques ou leurs métabolites toxiques formés par des enzymes 

hépatiques et pris en charge par les transporteurs membranaires.  

Les travaux présentés dans cette thèse ont pour objectif la compréhension des mécanismes impliqués 

dans l'hépatotoxicité médicamenteuse. Deux approches indépendantes ont été mises en place pour ré-

pondre à cet objectif : clinique, par la mesure de l’impact des variants génétiques dans la survenue de 

ces effets indésirables ; biologique, par l’étude in vitro des mécanismes fonctionnels hépatocytaires sou-

tenant leur apparition.  

Ce manuscrit est composé de trois parties. Un travail de synthèse bibliographique introduisant le 

métabolisme des médicaments et les mécanismes impliqués dans leur toxicité hépatique sera suivi de 

travaux personnels divisés en deux parties : la première correspond à une étude pharmacogénétique qui 
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a été menée dans l’objectif d’identifier des polymorphismes de gènes du métabolisme et de l’élimination 

de la trabectédine, une molécule cytotoxique utilisée pour le traitement des sarcomes des tissus mous 

avancés. Des variations des gènes codant pour les enzymes et les transporteurs hépatocytaires impliqués 

dans l’élimination de cette molécule et/ou la formation de métabolites toxiques pourraient contribuer à 

la variabilité interindividuelle appliquée à l’effet hépatotoxique. Les résultats obtenus s’inscrivent dans 

une démarche d’individualisation de traitement fondée sur l’utilisation de tests pharmacogénétiques.   

La deuxième partie exposera les résultats d’une étude biologique des mécanismes impliqués dans 

l’hépatotoxicité du pazopanib et du sunitinib, deux inhibiteurs de tyrosine kinase utilisées pour le trai-

tement du carcinome rénal métastatique. Ces travaux reposent sur des résultats précédemment publiés 

par notre équipe et pour lesquels mener une étude in vitro constituait une suite cohérente et qui s’inscrit 

dans un projet global d’étude des métabolites issus de la biotransformation des ITK. A l’aide de modèles 

hépatocytaires, l’étude de la toxicité de deux métabolites réactifs de ces deux molécules a permis d’éva-

luer leur rôle dans l’apparition des effets indésirables mais également d’apporter des données pour la 

compréhension des mécanismes à l’origine des interactions médicamenteuses impliquant les cyto-

chromes P450 décrites pour le pazopanib et le sunitinib.   
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Partie 1 : Métabolisme et toxicité hépatiques des médicaments 

 

1. Généralités sur le métabolisme hépatique des médicaments 

 

1.1. Anatomie et physiologie hépatiques  

 

1.1.1. Le foie 

 

Situé dans l’espace inférieur droit diaphragmatique, le foie est l’organe le plus volumineux de l’or-

ganisme et représente près de 2,5% du poids total d’un individu1. Il est divisé anatomiquement par trois 

fissures qui définissent quatre lobes de taille et de forme variables (Figure 1) : le lobe droit (le plus 

large), le lobe gauche, le lobe carré et le lobe caudé eux-mêmes divisés en huit segments, chacun ali-

menté par une double irrigation sanguine responsable des apports en oxygène et nutritifs2. Au repos, le 

foie est traversé par 1,4 L de sang par minute chez un adulte, soit 25% du flux sanguin total2.  

 

Figure 1 : Représentation des lobes et segments hépatiques et vascularisation hépatobiliaire, 
d’après Shin et al.3 
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Les échanges au sein des unités structurelles et fonctionnelles, appelées lobules hépatiques (Figure 

2), sont possibles grâce à un réseau de capillaires sinusoïdaux issus de la veine porte et de l’artère hépa-

tique4. Parallèlement au flux sanguin, le foie contient un réseau de voies biliaires transportant la bile 

jusqu’au canal hépatique commun. Celui-ci forme, avec le canal cystique issu de la vésicule biliaire, le 

canal cholédoque qui débouche directement dans le duodénum pour l’élimination des déchets hépatobi-

liaires2. 

 

Figure 2 : Illustration du lobule hépatique (adaptée de Histology : A Text and Atlas, With Corre-
lated Cell and Molecular Biology, 8e edition5) 

 

Cet organe polyvalent possède diverses fonctions essentielles de détoxification, de production et de 

sécrétion de composés sanguins et biliaires. Il est également impliqué dans le métabolisme des protéines, 

des stéroïdes et des lipides, et dans le stockage des vitamines, du fer et des glucides sous la forme de 

glycogène6. Le parenchyme hépatique est majoritairement composé d’hépatocytes (ils représentent 80% 

du volume hépatique) qui fonctionnent en étroite collaboration avec d’autres cellules engagées dans la 

structure, l’intégrité et la régulation des fonctions hépatiques (Figure 2)1,6 : les cholangiocytes, qui sont 
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des cellules épithéliales formant les canalicules biliaires et permettant le transport de la bile ; les cellules 

endothéliales, qui participent au contrôle du débit sanguin et à la formation des zones parenchymateuses 

du lobule hépatique ; les cellules sinusoïdales spécialisées dans les échanges entre les capillaires et les 

hépatocytes ; des macrophages résidents (ou cellules de Küpffer) ; et enfin les cellules stellaires impli-

quées dans la synthèse de la matrice extracellulaire entre autres6.  

 

1.1.2. Le lobule hépatique 

 

Le lobule hépatique est une structure hexagonale traversée verticalement par une veine centrale et 

dont chaque sommet est organisé autour d’une triade portale. Celle-ci est composée de branches inter-

lobulaires issues de l’artère hépatique, de la veine porte et du canalicule biliaire4,6 (Figure 2). Les travées 

d’hépatocytes qui forment l’acinus hépatique sont irriguées par des capillaires sinusoïdaux reliant cette 

triade jusqu’à la veine centrale qui débouche sur la veine hépatique. Cet arrangement particulier des 

cellules autour de la microvascularisation sanguine ainsi que la bidirectionnalité des flux sanguins et 

biliaires créent des zones microenvironnementales uniques au sein des lobules6. Cette architecture com-

plexe permet de former un gradient de concentration d’oxygène, de nutriments et d’autres composés le 

long des capillaires sinusoïdes. Ce phénomène de « zonation » permet de distinguer trois régions hépa-

tocytaires issues des mécanismes de différenciation cellulaire liés à l’expression génique. Ainsi, la ré-

gion périportale (zone 1, au niveau de la triade portale) est principalement impliquée dans le métabo-

lisme énergétique oxydatif (avec une pression partielle en oxygène, pO2, élevée) puisque les hépatocytes 

sont en contact direct avec la circulation entéro-hépatique via la veine porte2. Les hépatocytes de la zone 

3 péricentrale ou périveineuse (pO2 plus faible), constituent le principal lieu de métabolisation des xé-

nobiotiques7. Enfin, la zone 2 correspond aux hépatocytes à fonction mixte situés dans la région inter-

médiaire lobulaire2,6.  
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1.1.3. Les hépatocytes 

 

Les hépatocytes sont des cellules polarisées impliquées dans la plupart des fonctions hépatiques : la 

sécrétion biliaire, le métabolisme et le stockage des lipides, des glucides et enfin la détoxification de 

composés endogènes et exogènes qui traversent le foie1,4. Leur membrane basolatérale est directement 

en contact avec les cellules endothéliales des sinusoïdes hépatiques et permet les échanges avec la cir-

culation sanguine, tandis que la membrane apicale permet l’élimination des composés vers le canalicule 

biliaire1. 

Au sein des travées hépatocytaires, l’hétérogénéité fonctionnelle entre les hépatocytes est liée à leur 

composition en organites intracellulaires6. La richesse en mitochondries dans les hépatocytes de la zone 

1 leur apporte de forts taux d’énergie sous forme d’ATP essentiels aux processus métaboliques tels que 

le cycle de Krebs ou l’oxydation des acides gras6. La présence de réticulum endoplasmique de type 

rugueux riche en ribosomes (RER) dans le cytoplasme est corrélée à l’importante fonction de production 

et de sécrétion de protéines par l’hépatocyte6. Le réticulum endoplasmique lisse (REL) est quant à lui 

riche en microsomes contenant des enzymes de type CYP450 impliqués dans la détoxification des com-

posés endogènes (comme la bilirubine ou les acides biliaires) et les xénobiotiques.  

 

1.2. Acteurs du métabolisme et de l’élimination hépatiques des xénobiotiques 

 

La polarisation, la composition et la fonction des différentes membranes hépatocytaires sont essen-

tielles à l’absorption, au métabolisme et à l’élimination des xénobiotiques tels que les médicaments, 

qu’ils soient éliminés sous forme inactive ou bioactivés dans le cas de pro-drogues (10% des médica-

ments sur le marché8). Ces phases sont initiées par le transport de la molécule dans l’hépatocyte (phase 

0) au travers de la membrane basolatérale suivi par deux phases de métabolisation impliquant des effec-

teurs spécifiques : les enzymes de phase I, dites de fonctionnalisation et les enzymes de phase II, dites 
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de conjugaison (Figure 3). La phase III correspond à l’élimination de ces métabolites plus hydrosolubles 

hors de la cellule, directement dans la bile ou dans la circulation sanguine9.   

 

 

Figure 3 : Représentation schématique du métabolisme hépatocytaire des médicaments 

ATP : adénosine triphosphate ; BCRP : breast cancer resistance protein ; CYP450 : cytochrome P450 ; GST : glutathion-S-transfé-
rase ; MATE : multidrug and toxin extrusion protein ; MRP : multidrug resistance-associated protein ; P-gp : glycoprotéine P ; SLC : solute 

carrier transporter ; UGT : UDP-glycosyltransférase 

 

1.2.1. Effecteurs enzymatiques 

 

a. Enzymes de phase I 

 

La majorité des réactions de phase I, ou de fonctionnalisation des médicaments, sont catabolisées 

par la superfamille des cytochromes P450 (CYP450) qui comptent pour près de 70 à 80% des enzymes 

du métabolisme des xénobiotiques10. Exprimés de manière ubiquitaire dans les cellules de l’organisme, 
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les CYP450 sont des monooxygénases héminiques intégrées dans la bicouche phospholipidique du ré-

ticulum endoplasmique et qui fonctionnent grâce au transfert de deux protons et de deux électrons issus 

d’un NADPH par l’intermédiaire d’un coenzyme qui est la NADPH-CYP450 oxydoréductase11. Ces 

enzymes sont alors capables d’incorporer un atome d’oxygène issue d’une molécule d’O2, l’autre oxy-

gène étant éliminé sous la forme d’une molécule d’eau. Ainsi, elles exercent des fonctions d’oxydoré-

duction sur des groupements aliphatiques ou aromatiques (hydroxylation et époxydation), mais égale-

ment de dé-fonctionnalisation (N-, O-, S-déalkylations, et oxydations), de déméthylation, ou encore de 

déamination oxydative12. Leur structure est composée d’un groupement prosthétique tétrapyrrolique re-

lié à un atome central de fer ferrique FerIII pentacoordonné au niveau du site catalytique11 (Figure 4). En 

l’absence de substrat, les ligands de cet atome de FerIII sont les quatre atomes d’azote de la porphyrine 

(protoporphyrine IX), un atome de soufre issu d’un résidu cystéine de l’apoprotéine et une molécule 

d’eau11. Le cycle d’oxydation des CYP450 est initié lors de l’interaction entre le substrat (RH) le site 

actif de l’enzyme situé à proximité de l’hème. Cette interaction induit un changement de conformation 

de la protéine, la libération d’une molécule d’eau et la réduction de l’atome de fer en FeII qui se lie à 

l’oxygène moléculaire sous la forme FeIII (Figure 4, étapes I à IV)13. Une seconde réduction mono-

électronique (étape V) de ce complexe génère un intermédiaire Fe-O-O-, nucléophile, dont la double 

protonation (étapes VI et VII) élimine une molécule d’eau et permet à l’espèce très réactive FeIV=O 

d’interagir avec le substrat et de lui transférer un oxygène. Le FeIII peut ainsi accepter une nouvelle 

molécule d’eau pour un retour à la configuration initiale (étape VIII)11. 
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Figure 4 : Structure de l’hème et cycle catalytique des CYP450, d’après Dubey et al.11 

 

Les produits de ces réactions – plus polaires que la molécule mère grâce aux groupements oxygénés 

– peuvent être éliminés directement (phase III) ou subir une réaction de conjugaison à des groupements 

hydrophiles (comme l’acide ß-glucuronique ou le glutathion) si la solubilité dans le cytosol est insuffi-

sante, ou la réactivité des métabolites trop importante (phase II)14.  

Près de 57 gènes sont impliqués dans l’expression des 18 familles et 42 sous-familles de CYP45015. 

Les enzymes appartenant aux sous-familles CYP1 à CYP4 sont majoritairement impliquées dans le mé-

tabolisme des xénobiotiques et présentent une certaine redondance et un chevauchement de spécificité 

de substrat entre elles. Les autres cytochromes sont impliqués dans des fonctions multiples, comme la 

synthèse du cholestérol, des hormones corticostéroïdes et sexuelles, des acides biliaires ou encore de 

l’acide rétinoïque10. Proportionnellement, l’enzyme majoritairement impliquée dans la biotransforma-

tion des médicaments est le CYP3A4 (30%) suivi des CYP2C8/9 (18%), du CYP2D6 (2 à 6%), du 

CYP2C19 (1 à 10%), du CYP1A2 (1 à 13%), et du CYP2E1 (7%)15.  



 

 

28 

Bien qu’ubiquitaire au sein de l’organisme, l’expression de ces protéines est tissu- et espèce-dépen-

dante. Elle est également exposée à une forte variabilité interindividuelle qui dépend de plusieurs fac-

teurs comme l’âge, le sexe, l’état physiopathologique, le patrimoine génétique, mais aussi environne-

mentaux comme la prise d’alcool par exemple15. Des variations quantitatives et qualitatives ont notam-

ment été relevées selon l’âge des individus et particulièrement lors du développement fœtal où les iso-

enzymes de la famille CYP2C sont absentes tandis que d’autres sont ensuite réprimées à l’âge adulte16. 

Bien que chez le rat d’importantes différences entre femelle et mâle aient déjà été relevées pour le mé-

tabolisme des médicaments17, l’extrapolation de ces observations chez l’Homme n’est pas aussi évi-

dente18. Certaines données suggèrent que les activités du CYP2E1 et du CYP1A2 sont plus importantes 

chez les hommes que les femmes, alors que les isoformes CYP3A semblent être plus actives chez la 

femme19. Cependant, au vu de la complexité du métabolisme des xénobiotiques et des mécanismes de 

régulation qui lui sont associés, il n’est pas possible d’établir le genre comme unique déterminant de 

l’activité des CYP450. Certaines pathologies, liées ou non à la fonction hépatique (insuffisance hépa-

tique, diabète, insuffisance thyroïdienne ou rénale) peuvent aussi affecter la quantité de CYP450 de 

l’organisme et chez les patients insuffisants hépatiques les enzymes CYP2C, CYP3A4 et 2E1 peuvent 

être totalement absentes et entraîner une diminution drastique de la capacité de métabolisation de l’or-

ganisme20.  

 

b. Enzymes de phase II 

 

Les enzymes de phase II interviennent à la suite des CYP450 et sont pour la plupart des transférases 

ayant la capacité de fixer un groupement hydrophile sur leurs substrats afin de les rendre plus hydroso-

lubles21. Plusieurs familles de transférases existent, toutes caractérisées par la nature du groupement 

qu’elles fixent à partir de leur cofacteur. La conjugaison des xénobiotiques avec l’acide β-glucuronique 

est la plus fréquente des réactions de la phase II et les UDP-glucuronosyltransférases (UGT) sont co-

exprimées dans le réticulum endoplasmique avec les CYP450, permettant ainsi la formation rapide des 
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dérivés conjugués à un groupement uridine-diphosphatidylglucuronyle. Les glutathion-S-transférases 

(GST) cytosoliques sont caractérisées par leur capacité à transférer une molécule de glutathion sur des 

dérivés aromatiques halogénés ou des groupements peroxydes. D’autres enzymes telles que les sulfo-

transférases (SULT) et les N-acétyltransférases (NAT) sont aussi impliquées dans la conjugaison des 

xénobiotiques22.  

 

1.2.2. Transporteurs membranaires hépatiques 

 

L’efficacité de transport au travers de la membrane hépatocytaire est étroitement liée aux caracté-

ristiques physico-chimiques de la molécule et particulièrement à sa polarité. Les molécules non chargées 

et très hydrophobes traverseront cette bicouche phospholipidique aisément par diffusion passive6, tandis 

que les petites molécules ioniques pénètreront dans l’hépatocyte grâce à des canaux transmembranaires 

en fonction d’un gradient de concentration. Des transporteurs membranaires spécifiques permettent le 

transport facilité des xénobiotiques plutôt hydrophiles (Figure 3)6. Le transport actif est utilisé pour le 

transport de molécules volumineuses et deux catégories se distinguent selon leur mode de fonctionne-

ment primaire ou secondaire6. Le transport primaire permet le passage (l’entrée ou l’excrétion) de mo-

lécules contre leur gradient de concentration en utilisant de l’énergie apportée sous la forme d’ATP : 

c’est le cas des transporteurs ABC (ATP-binding cassette transporters)23. Le transport actif secondaire, 

qui concerne les transporteurs de la famille des SLC (solute carrier transporters), correspond à un sys-

tème de co-transport avec un ion ou un système de transport antiport qui permet l’élimination d’un 

composé intracellulaire en échange de l’entrée d’une molécule23. 
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a. Transporteurs SLC basolatéraux 

 

Les transporteurs d’influx hépatiques appartiennent majoritairement à la superfamille des SLC qui 

compte près de 65 familles de gènes et rassemble près de 458 protéines24,25. Ces transporteurs sont clas-

sés selon la nature de leurs substrats (ions, acides aminés, xénobiotiques, macromolécules endogènes…) 

et sont situés sur les membranes de nombreux types cellulaires (hépatiques, rénaux, intestinaux…) et 

d’organites intracellulaires comme les mitochondries24. Les familles SLC21/SLCO (ou transporteurs 

OATP organic anion transporters polypeptides) sont les protéines les plus abondamment exprimées au 

niveau de la membrane basolatérale. La famille SLC22 rassemble les transporteurs d’anions et de cations 

organiques OAT et OCT (organic anions/cations and zwitterions transporters) et le transporteur NTCP 

(Na+-taurocholate cotransporting polypeptide) appartient à la famille SLC1024. Enfin, la sous-famille 

SLC47 (incluant MATE1,  multidrug and toxine extrusion protein 1) est – contrairement aux autres 

transporteurs SLC hépatocytaires – exprimée au pôle canaliculaire des hépatocytes26.   

 

• Famille SLCO/OATP 

Les transporteurs de la famille SLCO/OATP sont des protéines de 650 à 700 acides aminés et pré-

sentent près de 30% d’homologie entre les onze isoformes identifiées27. Leur structure comporte 12 

domaines transmembranaires dont les extrémités C- et N-terminales sont situées côté cytosolique (Fi-

gure 5). OATP1B1 (SLCO1B1) et OATP1B3 (SCLCO1B3) sont présents quasi-exclusivement au niveau 

de la membrane basolatérale des hépatocytes28. Ils sont accompagnés d’OATP2B1 (SLCO2B1) qui 

exerce aussi sa fonction dans d’autres tissus tels que le placenta29,30.  
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Figure 5 : Transporteurs membranaires hépatiques basolatéraux impliqués dans l'influx des mé-
dicaments 

 

Ces transporteurs fonctionnent de manière bidirectionnelle et co-transportent des molécules volu-

mineuses et amphiphiles, comme des anions organiques et un grand nombre de médicaments en échange 

de molécules endogènes éliminées hors de la cellule comme le glutathion ou des ions bicarbonates27,31. 

La forte homologie de séquence protéique qui existe entre OATP1B1 et OATP1B3 leur permet de par-

tager certains substrats conjugués comme la bilirubine, des acides biliaires, des hormones thyroïdiennes, 

certaines prostaglandines, ou des dérivés œstrogéniques27,29. Les statines (molécules inhibitrices de 

l’HMG-CoA réductase) sont d’importants substrats de ces transporteurs32, tout comme le méthotrexate, 

un anticancéreux très utilisé en oncohématologie ou à doses plus faibles dans le cas de maladies inflam-

matoires auto-immunes31,33.  

 

• Famille SLC22/OCT, OAT 

Les transporteurs d’ions organiques SLC22 sont exprimés sur la membrane sinusoïdale des hépato-

cytes. Cette famille comprend les transporteurs d’anions organiques (OATs) et de cations (OCTs) qui 

sont des protéines complexes constituées de 12 hélices transmembranaires34. Leur particularité réside 

dans la présence de larges boucles extra- et intracellulaires contenant des résidus d’acides aminés pou-

vant être glycosylés et phosphorylés34,35. OAT2 (codé par le gène SLC22A7) est exprimé au niveau rénal 
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et hépatique et permet l’import de nombreuses molécules endogènes telles que des acides aminés, des 

dérivés de bases puriques, des hormones et des prostaglandines31. Il transporte également les formes 

anioniques de certains médicaments (salicylates, érythromycine, tétracyclines, 5-fluorouracile et capé-

citabine, paclitaxel, méthotrexate, allopurinol…31,36). OCT1 (SLC22A1) permet le transport poly spéci-

fique de nombreuses molécules endogènes neuromodulatrices (comme la sérotonine ou la dopamine) et 

des molécules exogènes comme la metformine, le tramadol, certains anti(rétro)viraux et certains anti-

cancéreux comme l’oxaliplatine, l’irinotécan et le paclitaxel36. Cependant, de nombreuses molécules 

sont à la fois substrats et inhibitrices du transporteur comme la fluoxétine, l’imatinib ou le vérapamil 

exposant à un risque important d’interactions médicamenteuses37.  

 

• Famille SLC10/NTCP 

NTCP (SLC10A1) est un co-transporteur sodium/sels biliaires à 7 domaines transmembranaires situé 

sur la membrane basolatérale des hépatocytes38 . Peu de substrats ont été identifiés pour ce transporteur39 

mais des études ont montré qu’il pouvait être fortement inhibé par des hypolémiants, des antihyperten-

seurs, ou des anti-inflammatoires dérivés de glucocorticoïdes, exposant l’organisme à un risque d’accu-

mulation de sels biliaires toxiques40.  

 

b. Transporteurs d’efflux apicaux 

 

• MDR1/Glycoprotéine P, P-gp 

La protéine MDR1, appelée aussi glycoprotéine P ou P-gp (pour Permeability glycoprotein), est le 

transporteur le plus étudié de la famille ABC. Identifiée en 1976 par Juliano et Ling41, cette glycopro-

téine transmembranaire a été caractérisée par sa capacité à procurer une résistance à la colchicine et à 
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d’autres macromolécules amphiphiles à des cellules épithéliales d’ovaire d’hamster chinois. Ce trans-

porteur ATP-dépendant a la particularité d’être exprimé à la surface membranaire de nombreux types 

cellulaires soulignant l’importance de son rôle dans la distribution et l’élimination de ses substrats en-

dogènes et des xénobiotiques42,43. 

Majoritairement retrouvée au niveau de l’épithélium intestinal, elle y est co-exprimée avec le 

CYP3A4, ce qui leur permet d’agir en synergie pour l’élimination de substances toxiques44,45. Au niveau 

hépatique, son expression est soumise à une large variabilité interindividuelle pouvant modifier la bio-

disponibilité de nombreux médicaments46. La P-gp agit également comme un protecteur du système 

nerveux central46,47, diminue le risque d’exposition fœtale en étant fortement exprimée au niveau pla-

centaire48 et est également retrouvée à la surface des cellules endothéliales des tubules rénaux49 et des 

précurseurs hématopoïétiques50. De nombreuses études in vitro et cliniques ont permis de déterminer le 

rôle de la P-gp dans la résistance de certaines lignées cancéreuses51–54 et des approches de co-adminis-

tration de petites molécules inhibitrices de la P-gp avec des cytotoxiques ont été envisagées afin d’opti-

miser l’effet anti-tumoral de ces derniers55,56. 

Cette protéine de 170 kDa est composée de 2 domaines transmembranaires homologues comportant 

6 hélices associées pour former un monomère unique57 (Figure 6). La première boucle extracellulaire 

présente trois résidus d’aspartate glycosylés permettant de stabiliser la P-gp dans la membrane plas-

mique. Deux domaines cytoplasmiques de liaison à l’ATP ou NBD (Nucleotide-Binding Domain), très 

conservés entre les transporteurs ABC, sont fixés entre les hélices transmembranaires 6 et 7 et au niveau 

de la douzième hélice. Ces domaines fonctionnent de manière alternative et coopèrent pour l’efflux du 

substrat58. Le cycle catalytique est initié par la fixation du substrat au niveau intracellulaire suivie par la 

liaison de deux molécules d’ATP au niveau des NBD, entraînant leur dimérisation59. Le changement de 

conformation des deux domaines transmembranaires puis l’hydrolyse de l’ATP en ADP permettent la 

libération du substrat hors de la cellule par diminution de son affinité avec les résidus protéiques60. La 

dissociation des NBD permet au transporteur de retrouver sa conformation initiale, prêt à recevoir un 

autre substrat60.   
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Figure 6 : Structure et conformation de la P-gp et principaux polymorphismes, d’après Kim et 
Chen61 

 

La P-gp reconnaît plus de 100 substrats de nature amphiphiles ou hydrophobes et parfois volumi-

neux (entre 330 et 4000 daltons) caractéristiques de la polyspécificité de cette protéine59,60,62. De nom-

breuses molécules sont d’ailleurs impliquées dans les processus de son activation et son inhibition, et 

sont souvent associées à des interactions médicamenteuses62. L’expression d’ABCB1 est sous le contrôle 

des récepteurs nucléaires PXR (Pregnane-X-Receptor) et CAR (Constitutive Androstane Receptor), qui, 

lorsqu’ils sont activés peuvent induire l’expression de la P-gp46. A l’opposé, des substrats à très forte 

affinité (comme le vérapamil) stimulent l’activité ATPasique à faible concentration mais inhibent son 

activité à forte concentration63 et diminuent l’expulsion de molécules potentiellement toxiques (comme 

lors de l’utilisation concomitante de lopéramide et de vérapamil64).  
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• MRP2 (ABCC2) 

MRP2 est une pompe ATP-dépendante exprimée sur la membrane apicale des cellules polarisées comme 

les hépatocytes, les cellules épithéliales du tubule rénal proximal et l’épithélium intestinal65. Ce trans-

porteur hépatobiliaire appartient au groupe des « longs » MRP, du fait de sa large structure à 17 hélices 

transmembranaires formant trois domaines MSD (membrane spanning domain)66 (Figure 7) et deux 

domaines de liaison à l’ATP.  

 

Figure 7 : Structure des transporteurs membranaires d'efflux 

BCRP: breast cancer resistance protein ; MRP : multidrug-resistance associated protein ; NBD : nucleotide binding domain 

 

Au niveau endogène, MRP2 est impliqué dans l’excrétion biliaire de glutathion65,66. Il permet éga-

lement la détoxification de composés glucurono- et sulfo-conjugués (bilirubine, stéroïdes, sels biliaires), 

des leucotriènes et de nombreux médicaments : anticancéreux (doxorubicine, méthotrexate, cisplatine, 

dérivés alcaloïdes…), antirétroviraux, antibiotiques (pénicillines, quinolones, azithromycine…), immu-

nosuppresseurs (mycophénolate mofétil), etc.66 Par ailleurs, des interactions entre le méthotrexate et les 
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anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) ou les inhibiteurs de la pompe à protons impliquant MRP2 

ont été décrites. La diminution de la clairance du méthotrexate peut ainsi résulter en un risque d’insuf-

fisance rénale aiguë ou une myélosuppression67,68.  

Des polymorphismes d’ABCC2, qui code pour MRP2, caractérisent (entre autres) le syndrome de 

Dubin-Johnson, une maladie bénigne rare et héréditaire qui est définie par l’accumulation de bilirubine 

conjuguée dans les canalicules biliaires hépatiques causée par la perte d’expression de ce transporteur69. 

Ces variants incluent des délétions, des mutations non-sens, des variations en zone d’épissage ou encore 

l’apparition de codons stop. L’abolition de l’expression/la fonction de MRP2 a permis de mettre en 

évidence l’effet compensateur d’une surexpression de transporteur d’efflux au niveau basolatéral. En 

effet, chez des patients souffrant du syndrome de Dubin-Johnson, la surexpression d’ABCC3/MRP3 

permet d’éliminer la bilirubine conjuguée dans les sinusoïdes hépatiques70 ou en cas de cholestase lors-

que l’élimination biliaire via la membrane canaliculaire est diminuée71. De la même manière, plusieurs 

auteurs ont montré que le transporteur MRP4 était près de deux fois plus exprimé chez des souris MRP2-

K.-O.72,73.  

 

• BCRP (ABCG2) 

La BCRP (Breast Cancer Resistance protein) a été décrite initialement dans des cellules tumorales 

résistantes à certains cytotoxiques74. Composé uniquement de 6 domaines transmembranaires, ce trans-

porteur nécessite d’être homodimérisé ou hétérodimérisé pour fonctionner (Figure 7) et prendre en 

charge ses substrats endogènes (comme les dérivés de l’estradiol) après leur conjugaison. Très exprimée 

au niveau des barrières hématoencéphalique, intestinale et placentaire, la BCRP tient un rôle majeur 

dans la protection des tissus contre l’accumulation de molécules toxiques, dont le méthotrexate, les sta-

tines ou les fluoroquinolones75. De par sa forte implication dans l’élimination des médicaments, BCRP 

implique également d’importantes interactions médicamenteuses, particulièrement lors de la prise de 

molécules par voie orale76. 
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c. ABC transporteurs basolatéraux 

 

L’excrétion des xénobiotiques vers le compartiment sanguin est permise grâce à des transporteurs 

de la famille des ABC, et particulièrement MRP3 et MRP4. MRP3 (codé par ABCC3) est exprimé sur 

la membrane basolatérale des hépatocytes77, et transporte un large panel de composés endogènes et de 

dérivés conjugués comme les acides biliaires, des hormones stéroïdiennes, des leucotriènes, des cytos-

tatiques, des analogues de la morphine, des antiviraux, etc…  

MRP4 est également une protéine d’efflux impliquée dans l’élimination par co-transport de molé-

cules sulfoconjuguées (acides biliaires, stéroïdes, glutathion et prostaglandines) et de nucléotides cy-

cliques (AMPc, GMPc) au travers de la membrane basolatérale des hépatocytes. Cette protéine est com-

posée de deux domaines transmembranaires et deux domaines de liaison à l’ATP dont l’hydrolyse est 

nécessaire à son fonctionnement (Figure 7). En plus des hépatocytes, MRP4 est exprimé au niveau du 

système nerveux central, des reins et des cellules sanguines23. Des agents antiviraux, anticancéreux (le 

méthotrexate et la 6-mercaptopurine notamment) ou des molécules du système cardiovasculaire (diuré-

tiques de l’anse, antagonistes des récepteurs à l’angiotensine 2) font partie des substrats de ce transpor-

teur. Au cours d’une étude préclinique chez le rat, l’expression d’ABCC4/MRP4 était augmentée quand 

l’activité des pompes d’efflux canaliculaires était abolie ou la sécrétion biliaire bloquée78. En effet, l’ef-

fet protecteur de MRP4 contre l’accumulation de composés hépatotoxiques a été démontré par Mennone 

et al.79 qui ont évalué l’impact de la cholestase induite par la rupture du canal biliaire chez des souris 

n’exprimant plus MRP4 (Mrp4-knock-out, K.-O., ou Mrp4-/-). Les souris Mrp4-/- présentaient des con-

centrations plus élevées d’acides biliaires et des signes d’hépatotoxicité plus importants que les souris 

sauvages elles aussi cholestatiques, soulignant l’importance de ce transporteur dans l’élimination des 

acides biliaires. Les auteurs ont également évalué l’expression d’autres transporteurs basolatéraux 

comme Mrp3 en réponse à l’absence de Mrp4 : bien que l’expression de Mrp3 ait augmentée, elle ne 

parvient pas pour autant à contrebalancer totalement l’absence de Mrp480. MRP4 peut être inhibé par 

des molécules substrats ou non et être responsables d’interactions médicamenteuses importantes comme 
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c’est le cas lors de la prise concomitante de méthotrexate et d’AINS67 ou d’acide mycophénolique et 

d’ibuprofène, ce dernier inhibant l’élimination du dérivé conjugué de l’immunosuppresseur81.  

 

1.2.3. Régulation de l’expression des enzymes et transporteurs hépatiques 

 
 

L’une des sources de variabilité d’expression des enzymes et transporteurs hépatiques dépend de 

leurs interactions avec les xénobiotiques. En effet, certains gènes (comme ceux codant pour le CYP3A4 

ou le CYP2E1) sont inductibles par certaines molécules et ce mécanisme est à l’origine d’interactions 

médicamenteuses82. Cette activation transcriptionnelle dérive de l’interaction de récepteurs nucléaires 

avec des ligands qui agissent tels que des facteurs de transcription. Parmi ces récepteurs, PXR/NR1I2 et 

CAR/NRI13 sont les mieux caractérisés dans la réponse aux xénobiotiques. Leur structure est composée 

d’un domaine de liaison au ligand et d’un domaine de liaison à l’ADN en doigt de zinc. Pour être actifs, 

PXR et CAR nécessitent d’être hétérodimérisés avec le récepteur RXR (retinoid X receptor) pour se 

fixer sur une séquence particulière XRE (xenobiotic response element) du promoteur des gènes codant 

pour les CYP450, les UGTs, les SULTS ou les transporteurs MDR et MRPs et ainsi activer leur trans-

cription (Figure 8).  

Les interactions médicamenteuses impliquant la rifampicine ou la dexaméthasone reposent sur ce 

mécanisme. En effet, les ligands de PXR ont la capacité d’activer le CYP3A4 qui est majoritairement 

impliqué dans la métabolisation hépatique. L’induction de l’activité de cette enzyme peut entraîner de 

multiples conséquences PK-PD avec une augmentation de la clairance de la molécule normalement prise 

en charge, associée parfois à une diminution de l’exposition plasmatique. L’inhibition, à l’inverse, peut 

entraîner une accumulation de molécule mère, avec pour conséquence une augmentation de l’exposition 

du patient, potentiellement associée à une toxicité accrue. 
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Figure 8 : Régulation transcriptionnelle de l'expression des gènes du métabolisme, d’après Wada 
et al.83 

PXR : pregnane-X-receptor ; CAR : constitutive androstane receptor ; PXRE : PXR-responsive element ; PBRE : phe-
nobarbital-responsive element 
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1.3. Variabilité pharmacogénétique appliquée au métabolisme des médicaments 

 

1.3.1. Généralités et définitions 

 

a. Instabilité génétique  

 

La pharmacogénétique (PG), dont le terme a été introduit en 1959 par Friedrich Vogel84 est définie 

par l’Agence Européenne du Médicament (EMA) comme « l’étude des variations de la séquence d’ADN 

impliquées dans la réponse à un médicament »85. Cette discipline s’intéresse principalement aux carac-

téristiques génétiques constitutionnelles (et donc héréditaires) de l’ADN qui peuvent influencer la va-

riabilité interindividuelle de la réponse au médicament au sein de relations pharmacocinétiques (PK) 

et/ou pharmacodynamiques (PD). 

Bien qu’il soit constamment exposé à des stress, des mécanismes subtils orchestrent le maintien de 

l’intégrité de l’ADN et permettent de le protéger de l’instabilité tout en autorisant la diversité génétique 

nécessaire à l’évolution des espèces et la variabilité moléculaire86. Dans le noyau, la réplication de 

l’ADN est accompagnée de nombreux mécanismes de réparation finement coordonnés afin d’assurer la 

reproduction fidèle du génome avant la division cellulaire et la transmission du patrimoine génétique 

aux cellules filles86.  

L'instabilité génétique résulte des modifications de la séquence génique (mutations ponctuelles, dé-

létions ou duplications de gènes, réarrangements chromosomiques, …) provoquées par des mécanismes 

endogènes et exogènes86. Les mutations comme les substitutions de bases, les micro-insertions ou les 

micro-délétions proviennent principalement d’erreurs de réplication. Elles peuvent être causées par l’al-

tération des systèmes de réparation de l’ADN comme l’excision de bases (base excision repair, BER) 

ou la correction des mésappariements (mismatch repair, MMR) ou encore résulter d’erreurs causées lors 

de la synthèse translésionnelle, moins fidèle que la réplication86. Des perturbateurs exogènes (radiations 
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UV, ionisantes, ou agents génotoxiques, …) peuvent également être à l’origine de ces changements de 

la séquence nucléotidique. Ces modifications auront des conséquences phénotypiques plus ou moins 

délétères qui dépendent de leur type, de leur environnement génomique, et des mécanismes régulateurs 

de l’expression génique associés87. Enfin, les mutations peuvent être héréditaires (si elles affectent la 

lignée germinale) ou non si elles concernent les cellules somatiques. Arbitrairement, les polymor-

phismes ont été distingués des mutations sur un critère de fréquence dans la population (ils doivent 

concerner plus d’1% des individus d’une population)88.  

 

b. Variants pharmacogénétiques 

 

Un gène est composé de la succession de portions codantes (appelées exons) et non codantes (les 

introns) encadrées par des régions non traduites (5’UTR et 3’UTR) et séparées par des séquences inter-

géniques. Des modifications peuvent survenir au niveau de chacune de ces régions avec des consé-

quences variables sur la transcription de l’ADN, la traduction de l’ARN messager, ou la structure et la 

fonctionnalité des protéines89. Parmi les différents types de mutations, les SNPs (Single Nucleotide Po-

lymorphisms), ou mutations ponctuelles, sont caractérisées par l’addition, la délétion ou la substitution 

d’un seul nucléotide. L’insertion et la délétion d’une ou plusieurs bases (voire la délétion d’un gène 

entier) sont regroupées sous le nom d’indels, et l’amplification ou la réduction de l’expression d’un gène 

par l’augmentation ou la diminution du nombre de copies sont appelées des CNV (Copy Number Varia-

tion). Les modifications de la structure chromosomique par cassure, délétion, duplication ou transloca-

tion de brins auront des conséquences pathogéniques plus importantes que les seuls changements de la 

séquence génique89.  

L’aboutissement du projet de séquençage de la totalité du génome humain en 2004 et la finalisation 

du projet international HapMap ont permis l’identification d’un nombre important de variants dans le 

génome humain90,91. Leur caractérisation suit une nomenclature spécifique permettant de les référencer 

dans des bases de données génétiques internationales, dont la référence est dbSNP 
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Aujourd’hui, près de 88 millions de variants ont été recensés in-

cluant une majorité de SNPs (>96%) et le reste étant constitué d’insertions et de délétions courtes et de 

variants structuraux92. La majorité des SNPs ne se trouvent pas dans la région codante des gènes (SNPs 

dits non codants) et sont situés dans les régions régulatrices de l’ADN comme les introns, les promo-

teurs, les régions intergéniques, les sites d’épissage ou les régions non traduites en 5’ et 3’UTR89. Parmi 

les variants situés dans la région codante (SNPs dits codants), seule une minorité induit un changement 

de la séquence d’acides aminés (appelés des SNPs non synonymes ou mutations faux-sens)89. En entraî-

nant le changement d’un acide aminé dans la séquence protéique, ces variants peuvent provoquer un 

dysfonctionnement de l’activité catalytique de la protéine, ou de l’affinité pour son substrat89. L’appari-

tion d’un codon STOP lors d’un changement de base, ou mutation non-sens, produira un ARNm plus 

court et une protéine tronquée, non fonctionnelle89. Du fait de la dégénérescence du code génétique, les 

SNPs synonymes, ou « silencieux », n’entraînent pas de modification de la chaîne d’acides aminés mais 

peuvent induire une modification de l’expression génique et de sa régulation89.  

La majorité des SNPs ont deux allèles  et l’allèle « majeur » est désigné comme étant le plus fré-

quemment représenté dans la population générale ; l'autre allèle sera appelé « mineur » et est également 

caractérisé par sa fréquence, MAF (Minor Allele Frequency) calculée par le rapport : 

!"#$%&'	)!*+)*,*)-.	/é1é&#234#1'.	5(7×	"#$%&'	)!*+)*,*)-.	/#$#234#1'.	$-1é.):
7×	+#$%&'	)!*+)*,*)-.4é+#13;é. 	. Par ailleurs, du fait de la 

diploïdie des cellules somatiques humaines, les allèles correspondant à un SNP peuvent être identiques 

(homozygotie pour l'allèle majeur ou pour l'allèle mineur) ou différents (hétérozygotie)89. 

 

c. Notions d’haplotypes 

 

Un haplotype est défini par la combinaison des allèles de différents SNPs, localisés dans la même 

région chromosomique (de moins de 50 kb), et hérités de manière groupée lors de la division cellulaire89. 
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La construction des haplotypes repose sur l’étude du déséquilibre de liaison (LD pour Linkage Disequi-

librium), caractérisé par l’association non aléatoire des allèles sur des loci différents pour former un bloc 

de variants ou haploblock.  

En prenant l’exemple de deux loci mono-alléliques A et B ayant des fréquences alléliques fA et fB 

respectives, si ces deux loci sont indépendants, la fréquence attendue de l’haplotype serait égale à fA x 

fB. Si dans une population la fréquence de cet haplotype AB est supérieure ou inférieure (signifiant ainsi 

que ces deux allèles semblent être transmis ensemble), ces deux loci sont dits en déséquilibre de liaison. 

La force d’un LD entre une paire de loci dépend de la distance qui existe entre ces deux marqueurs 

génétiques : plus ils sont proches, plus ils sont à-même d’avoir une origine généalogique commune et 

dont d’être dépendants, tandis que deux marqueurs plus éloignés auront une probabilité plus faible d’être 

associés, du fait de la recombinaison chromosomique93.    

Le LD s’exprime par différents paramètres que sont les coefficients D, D’ et r2. D’après le principe 

d’Hardy-Weinberg (dans une population de taille infinie, panmictique, avec absence de mutation/mi-

gration/sélection génotypique, et répartition égale des sexes, la fréquence de transmission allélique dans 

une population reste constante, tout comme la fréquence génotypique94) ces variants liés seraient trans-

mis de manière équivalente entre les générations, et la fréquence des haplotypes resterait constante (en 

équilibre de liaison). Si à une génération donnée, l’association aléatoire est perturbée par des phéno-

mènes de recombinaison méiotique, certains haplotypes auront leur fréquence modifiée (augmentée ou 

diminuée par rapport à celle attendue de l’équilibre) : la population n’est plus à l’équilibre et la fréquence 

de l’haplotype dépend donc de D un paramètre qui représente l’écart attendu aléatoire entre les fré-

quences gamétiques93. D est une valeur relative prenant en compte les fréquences de chaque allèle de 

deux loci différents. Dans le cas de loci bi-alléliques situés sur le même chromosome, et ayant des allèles 

A, a, B et b, respectifs, les fréquences alléliques sont notées : fA, fa, fB et fb et les fréquences des haplo-

types correspondant s’écrivent ainsi : fAB, fAb, faB, et fab.  

Le coefficient D est calculé ainsi93 : " = $<= − $<$= et le coefficient de corrélation entre ces deux 

loci : &7 =	 (>"#?>">#)
$

>@>A>B>%  , soit &7 = C$
>@>A>B>%.  
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D’ est un second paramètre qui correspond à la valeur maximale (Dmax) que D peut atteindre pour 

un lot de fréquence allélique donnée (telle que D’ = D/Dmax), et r2 estime le coefficient de corrélation de 

Pearson entre les fréquences d’haplotypes de deux loci93. Ainsi, deux SNPs sont considérés en équilibre 

de liaison si D’ est égal à 0 et plus D’ tend vers 1 ou -1, plus les loci sont en déséquilibre de liaison. Par 

ailleurs, si r2 est égal à 1 alors les loci sont en déséquilibre de liaison complet. En pratique, les valeurs 

seuil de r2 et D’ sont fixées à 0,8 pour les études d’association haplotypiques95. 

 

d. Construction des études d’association pharmacogénétiques 

 

L’objectif des études d’association pharmacogénétiques est d’identifier la relation entre une varia-

tion génétique (un SNP ou un haplotype) et un phénotype en comparant les fréquences alléliques d’une 

population de cas (porteuse du phénotype d’intérêt) et d’une population témoin (non porteuse du trait 

phénotypique)96.  

Deux approches peuvent être utilisées pour mener ces études d’association. L’approche de « gène 

candidat » est basée sur l’identification au préalable de gènes décrits dans la littérature comme étant 

impliqués dans la variabilité PK et/ou PD de certains médicaments (cibles pharmacologiques, récep-

teurs, enzymes du métabolisme…)96. Les SNPs sélectionnés seront peu nombreux et la technique de 

génotypage consistera à cibler spécifiquement ces variants. Les perspectives de cette approche sont sou-

vent mécanistiques et associées à l’étude fonctionnelle de l’impact des variants identifiés. La seconde 

approche, dont l’évolution des techniques de génotypage et la mise en place du séquençage haut-débit 

(NGS) a facilité le développement, consiste à étudier l’ensemble du génome (approche « génome en-

tier »), sans émettre d’hypothèse au préalable. Néanmoins cette méthode nécessite un très grand nombre 

de patients afin d’obtenir une puissance statistique suffisante pour identifier les relations génotype-phé-

notype97. 
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Les résultats de ces analyses s’interprètent selon des modèles statistiques générés par régression 

logistique entre l’effet étudié et les proportions génotypiques calculées à partir des fréquences alléliques 

du variant dans l’échantillon étudié. Parmi ces modèles, (i) le modèle codominant permet de considérer 

que les trois génotypes (homozygote sauvage, hétérozygote et homozygote muté) apportent chacun un 

effet sans relation multiplicative ou additive entre eux (il n’existe pas d’effet de proportionnalité entre 

le fait d’être hétérozygote et porteur de deux copies de l’allèle muté)98 ; (ii) le modèle dominant regroupe 

tous les porteurs de l’allèle muté et les compare aux homozygotes sauvages, ce qui permet d’assurer que 

l’effet serait lié à la présence d’au moins une copie de l’allèle variant ; (iii) le modèle récessif compare 

les homozygotes mutés aux autres génotypes et décrit un effet nécessairement apporté par la présence 

de deux copies de l’allèle variant ; et enfin, (iv) le modèle additif qui correspond à la somme des effets 

phénotypiques individuels des allèles portés par l’individu98. 

Enfin, les études d’association haplotypiques correspondent à la comparaison des fréquences allé-

liques d’un haplotype entre une population de cas et une population témoin95. Elles reposent sur le prin-

cipe que l’effet de l’haplotype dépend de l’ensemble des SNPs en déséquilibre de liaison et dont l’ana-

lyse individuelle ne refléterait pas l’effet. A l’inverse, un effet porté par un haplotype où les SNPs ne 

seraient pas en déséquilibre de liaison total pourrait minorer l’effet d’un SNP individuel.  

 

1.3.2. Variabilité pharmacogénétique des enzymes de phase I et II 

 

a. Enzymes de phase I 

 

De nombreux polymorphismes génétiques des gènes codant pour les CYP450 participeraient à la 

variabilité d’expression de ces enzymes. Ces variants alléliques sont recensés dans des bases de données 

internationales (comme PharmVar.org, Pharmacogene Variation Consortium) selon une nomenclature 

à étoile, dans laquelle l’allèle *1 correspond toujours à l’allèle de référence et à l’activité normale de 
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l’enzyme99. Les variations alléliques sous leur forme hétérozygotes ou homozygotes associées à l’impact 

fonctionnel de la mutation permettent de distinguer des phénotypes métaboliseurs de patients : métabo-

liseurs lents (PM, poor metabolizers), métaboliseurs intermédiaires (IM, intermediate metabolizers), 

métaboliseurs rapides pour une activité normale (NM, normal metabolizers), et enfin métaboliseurs ultra 

rapides (UM, ultra metabolizers)99. Enfin, l’importante quantité de substrats pris en charge par les 

CYP450 les exposent à un risque d’interactions médicamenteuses, causées par une compétition au ni-

veau du site actif ou lors de l’utilisation de molécules inductrices et inhibitrices de l’activité de ces 

CYP99. L’ensemble des variants pharmacogénétiques cités pour les différents membres des familles 

CYP450 sont présentés dans la Table 1. 

 

Table 1 : Principaux variants pharmacogénétiques des enzymes du métabolisme hépatique 

 

En-
zymes 

Variant gé-
nétique 

Fréquence 
de l’allèle 
mineur (Po-
pulation cau-
casienne) 

Conséquences 
protéiques Impacts fonctionnel et clinique Réf. 

Enzymes de phase 1 (CYP450) 

CYP2C9 
CYP2C9*3 
rs1057910 
c.1075A>C 

C : 0,066 p.Ile359Val 

↓ activité du CYP2C9. 
Impact sur le métabolisme de la warfa-
rine : AC 40% de réduction de la métabo-
lisation ; CC : 80% de réduction (poor 
metabolizers). 

100 

CYP2C9 

CYP2C9*2 
rs1799853 
c.430C>T 

 

T :  0,152 p.Cys144Arg 

↓ activité du CYP2C9. 
Impact sur le métabolisme de la warfarine 
et de certains anti-inflammatoires non 
stéroïdiens : CT 20% de réduction de la 
métabolisation ; TT : 40% de réduction. 

101 
 

CYP2C19 

CYP2C19*17 
rs12248560 
c.-806C>T 

 

T : 0,222 
Variant du promo-
teur 

Associé à un phénotype métaboliseur ul-
tra-rapide. Diminution de l’efficacité des 
inhibiteurs de la pompe à protons. 

102 

CYP2C19 
CYP2C19*2 
rs12769205 
c.12662A>G 

G : 0,131 Variant de l’intron 2. 
CYP2C19 non fonctionnel par perte d’un 
site d’épissage. Phénotype poor metabo-
lizer. 

103 

CYP2C19 rs3758581 
c.991G>A 

A : 0,066 p.Val331Ile ↓ activité du CYP2C19. 104 

CYP2C19 
CYP2C19*2 
rs4244285 
c.681G>A 

A : 0,131 
p.Pro227= 
Insertion dans un 
site d’épissage 

Associé à un phénotype poor metaboli-
zer. Baisse de l’efficacité du clopidogrel 
par la diminution de sa biotransformation 
en métabolite actif. 

105 

CYP2D6 
CYP2D6*2 
rs16947 
c.2850C>T 

T : 0,323 p.Arg296Cys/Ser 
Amplification d’un locus du gène 
CYP2D6 et associé à un phénotype méta-
boliseur ultra-rapide. 

106 
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Table 1 : Principaux variants pharmacogénétiques des enzymes du métabolisme hépatique (suite) 

 

En-
zymes 

Variant gé-
nétique 

Fréquence de 
l’allèle mineur 
(Population cau-
casienne) 

Conséquences 
protéiques Impacts fonctionnel et clinique Réf. 

Enzymes de phase 1 (CYP450) (suite) 

CYP2D6 
CYP2D6*10 
rs1065852 
c.100C>T 

T : 0,242 p.Pro34Ser 

Diminution ou perte d’activité du 
CYP2D6. Les porteurs de 2 copies mu-
tées sont considérés comme faibles méta-
boliseurs. 

107 

CYP2D6 rs1135840 
c.4180G>C 

G : 0,434 p.Ser486Thr 
Les patients GG sont exposés à un sur-
risque d’hépatotoxicité après la prise 
d’antituberculeux. 

108 

CYP2D6 

CYP2D6*41 
rs28371725 
c.2988G>A 

 

A : 0,121 p.Gly309Glu Altération de l’épissage. Activité du 
CYP2D6 ↓. 

109 

CYP2D6 
CYP2D6*3 
rs35742686 
c.2549delA 

DelA : 0,020 - Protéine non fonctionnelle. 110 

CYP2D6 
CYP2D6*6 
rs5030655 
c.454delA 

DelA : 0,020 - 

Diminution ou perte d’activité du 
CYP2D6. Les porteurs de 2 copies mu-
tées sont considérés comme faibles méta-
boliseurs. 

111 

CYP2D6 

CYP2D6*9 
rs5030656 
c.841_843de-
lAAG 

DelAAG : 0,020 p.Lys281del Activité du CYP2D6 ↓. 112 

CYP2E1 rs2515641  
c.1263C>T  

T : 0,141 p.Phe421= 
Allèle T ↓ le risque d’hépatite toxique 
lors d’un traitement combinant anticorps 
monoclonaux et cytotoxiques. 

113 

CYP2E1 
CYP2E1*5 
rs2031920  
c.-1053C>T 

T : 0,061 
Exon en région non 
traduite 

Associé à un phénotype « métaboliseur 
rapide » impliqué dans la production in-
tracellulaire de radicaux oxygénés res-
ponsables de l’hépatotoxicité de l’isonia-
zide 

114 

CYP2E1 
CYP2E1*7 
rs6413420  
c.-71G>T 

T : 0,086 Exon en région non 
traduite 

↑ Transcription et l’activation du-
CYP2E1. 

115 

CYP3A4 
CYP3A4*1G 
rs2242480  
g.20239G>A 

A : 0,056 Variant intronique Activité du CYP3A4 ↓. 116 

CYP3A4 
CYP3A4*1B 
rs2740574 
c.-392G>A  

G : 0,015 Variant du promo-
teur 

Activité du CYP3A4 ↓. 
Associé à un risque plus élevé de cancers 
de la prostate ou ovarien. 

117 

CYP3A4 
CYP3A4*22 
rs35599367 
c.15389C>T 

T : 0,045 
Variant de l’intron 6 

  

Altération de l’épissage des ARNm. ↓ de 
la transcription et de l’activité hépatiques 
du CYP3A4. 

118,119 

CYP3A5 

CYP3A5*3 
rs776746 
c.6986A>G  

 

A : 0,040 Insertion d’un site 
d’épissage 

L’allèle G (*3, le plus fréquent) est asso-
cié à une perte d’activité du CYP3A5. 
Les porteurs de l’allèle *1 sont considé-
rés comme métaboliseurs intermédiaires 
(1 copie) ou forts (2 copies). 

120–

123 
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Table 1 : Principaux variants pharmacogénétiques des enzymes du métabolisme hépatique (suite) 

 

En-
zymes 

Variant gé-
nétique 

Fréquence de 
l’allèle mineur 
(Population cau-
casienne) 

Conséquences 
protéiques Impacts fonctionnel et clinique Réf. 

Enzymes de phase 2 

UGT1A1 
UGT1A1*28 
rs8175347 
(TA)7TAA  

Insertion : 0,320 Variant du promo-
teur (TATA box) 

Perte de fonctionnalité de l’enzyme pro-
portionnelle au nombre de TA insérés. 
Adaptation de dose basée sur le génotype 
nécessaire avant la mise en place d’un 
traitement par irinotécan. 
Augmente le risque d’hyperbilirubiné-
mie chez les patients traités par sunitinib 
et pazopanib. 

124,125 

GST 
GSTP1 
rs1695 
(c.313A>G) 

G : 0,394 p.Ile105Val 
Allèle ancestral associé à une toxicité 
majorée aux sels de platine et au cyclo-
phosphamide.  

126–

128 

Mécanismes de régulation 

PXR 
NRI12 
rs3814055 
c.-25385C>T 

T : 0,338 
Variant du promo-
teur 

Effets contradictoires sur l’hépatotoxi-
cité induite par les médicaments.  

129,130 

 

• Famille CYP3A 

La famille CYP3A est la plus impliquée dans les réactions de fonctionnalisation médicamenteuse. 

Parmi ses membres, le CYP3A4 et CYP3A5 prennent en charge près de 50% des molécules métaboli-

sées par le foie116. CYP3A4 est l’enzyme la plus active et la plus abondante et prend en charge de nom-

breuses classes médicamenteuses (benzodiazépines, immunosuppresseurs, antibiotiques, opioïdes, 

…)131. Cette enzyme est très inductible, notamment par la rifampicine et les glucocorticoïdes via l’acti-

vation de PXR. Près de 40 variants sont recensés pour le gène CYP3A4116, mais le plus étudié est l’allèle 

CYP3A4*22 (rs35599367, c.15389C>T, présent chez 5% des caucasiens) responsable d’une diminution 

d’activité de l’enzyme causée par la rétention de l’intron 6 lors de l’épissage de son ARNm118. En cli-

nique, Wang et al.119, ont montré que l’expression et l’activité de l’enzyme était 1,7 et 2,5 fois plus 

élevées respectivement chez les patients CC que chez les patients porteurs d’une ou deux copies de 

l’allèle variant T respectivement. Par ailleurs, ces derniers avaient requis des doses significativement 

plus faibles de statines (dont l’élimination est dépendante du CYP3A4) que les patients sauvages (dose 

de statines chez les porteurs de l’allèle T égale à 0,27 fois celle des CC, p = 0,019). 
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Le CYP3A5 et le CYP3A4 ont un fort degré d’homologie dans leur séquence génique et partagent 

une grande partie de leurs substrats, si bien que le CYP3A5 n’est pas systématiquement actif chez les 

individus caucasiens : en effet, 96% de la population caucasienne est porteuse d’un variant inhibant 

l’activité de cette enzyme (CYP3A5*3). Kuang et al.132 ont montré à l’aide d’un essai luciférase que la 

surexpression du CYP3A5 diminuait l’activité du promoteur du gène CYP3A4 ainsi que l’activité de 

l’enzyme vis-à-vis de ses substrats, mettant en évidence une interaction transcriptionnelle entre ces deux 

enzymes. Le variant *3 (rs776746, c.6986A>G), situé dans un site accepteur du mécanisme d’épissage 

est responsable d’une activité diminuée (si présent en une seule copie, génotype AG) ou abolie (si pré-

sent en deux copies, génotype GG) de l’enzyme120,121. Cette mutation entraîne la formation d’un exon 

alternatif 3B contenant un codon stop prématuré et un ARN messager tronqué traduit en une protéine 

non fonctionnelle120. Par conséquent, des réactions toxiques ont été rapportées chez des patients porteurs 

de l’allèle sauvage CYP3A5*1 chez qui l’enzyme est active et potentiellement impliquée dans la syn-

thèse de métabolites réactifs122. Par ailleurs, la surexpression de ce mécanisme de biotransformation peut 

aussi amener à une élimination trop importante des molécules. C’est notamment le cas du tacrolimus 

dont le faible index thérapeutique ajouté la forte variabilité interindividuelle impactant sa pharmacoci-

nétique complique son usage clinique, les patients porteurs d’au moins un allèle *1 nécessitant des doses 

initiales plus importantes que les patients n’exprimant pas l’enzyme121.  

L’impact fonctionnel de l’allèle CYP3A4*22 est d’autant plus important chez les patients n’ayant 

pas d’activité du CYP3A5. Dans une étude s’intéressant au contrôle de la cholestérolémie chez des 

patients prenant des statines, la dose médiane était 40% plus faible chez les patients hétérozygotes 

CYP3A4*1/*22 et n’exprimant pas le CYP3A5 que chez les patients métaboliseurs intermédiaires 

(CYP3A5*3/*3 et CYP3A4*1/*1 ou CYP3A5*1/*1 et hétérozygotes ou homozygotes CYP3A4*22)133,134. 

Enfin, seule la moitié de la dose était administrée chez les patients métaboliseurs extensifs 

(CYP3A4*1/*1 et porteur d’au moins un allèle CYP3A5*1).  

Le variant CYP3A4*1B (rs2740574, c.-392G>A) a été identifié comme impactant peu l’activité du 

CYP3A4131 et ses conséquences au niveau transcriptionnel ou traductionnel sont encore controversées. 

Des études ont rapporté qu’il était en déséquilibre de liaison avec le variant CYP3A5*1135, expliquant 



 

 

50 

ainsi que les relations entre CYP3A4 et CYP3A5 pourraient impacter bien plus significativement la 

pharmacocinétique des médicaments. C’est le cas notamment de la ciclosporine pour laquelle les pa-

tients ayant un allèle fonctionnel du CYP3A5 (*1) et un allèle CYP3A4*1B nécessitaient des doses deux 

fois plus importantes que les patients porteurs des allèles les plus fréquents (CYP3A4*1 ou 

CYP3A5*3) pour atteindre les niveaux de concentrations plasmatiques cibles : 400,7±165,0 mg/jour vs 

263,5±64,4 mg/jour chez les patients CYP3A5*1/*3 et CYP3A5*3/*3 (p < 0,022), respectivement, et 

455,0±128,7 mg/jour vs 261,7±64,7 mg/jour chez les patients CYP3A4*1B/*1B et CYP3A4*1/*1, res-

pectivement (p < 0,001)117. 

 

• Famille CYP2C 

La famille CYP2C compte le plus grand nombre de membres avec près de 16 enzymes. A elles 

seules, les enzymes CYP2C8/9 et CYP2C18/19 très homologues, métabolisent près de 40% des molé-

cules sur le marché. Au niveau hépatique, CYP2C9 est la plus abondamment exprimée131 et prend en 

charge des médicaments acides faibles (warfarine, phénytoïne acide valproïque, certaines statines, et 

anti-inflammatoires non stéroïdiens)99. Cette enzyme métabolise également des anticancéreux comme 

le busulfan, l’ifosfamide, le tamoxifène, et la trabectédine entre autres136. Parmi les polymorphismes les 

plus étudiés du CYP2C9, CYP2C9*2 (c.430C>T, rs1799853) et CYP2C9*3 (c.1075A>C, rs1057910) 

sont présents chez environs 35% des individus caucasiens. Dans les études in vitro, l’effet de ces variants 

semblait substrat-dépendant99 et les études d’association génotypes-toxicités ont montré qu’ils étaient 

associés à un risque de saignements accrus chez les patients traités par anti-inflammatoires non sté-

roïdiens137 ou à une augmentation des concentrations plasmatiques de warfarine chez les porteurs des 

allèles *2 et *3138, signes de l’accumulation de ces molécules sous la forme non métabolisées par la perte 

de fonction du CYP2C9.  

Le gène CYP2C19 est fortement polymorphe et plus de 25 variants alléliques sont recensés. Les 

mutations CYP2C19*2 (c.12662A>G, rs12769205) et CYP2C19*3 (c.681G>A, rs4986893 dans l’exon 

5) entraînent l’apparition d’un site d’épissage génique et d’un codon stop, conduisant à une protéine 
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tronquée et non fonctionnelle, distinguant 4 catégories de patients (NM, PM, IM et UM). Plusieurs 

études ont montré que le variant *2 était un déterminant majeur de l’exposition et de la variabilité inte-

rindividuelle appliquée au clopidogrel, substrat-inhibiteur, qui nécessite d’être hydroxylé par le 

CYP2C19 pour être actif99,103–105. Ces deux allèles sont associés à une diminution de la clairance du 

cyclophosphamide136, et sont impliqués dans le métabolisme du voriconazole, dont la prescription est 

conditionnée par l’établissement du statut génotypique du gène CYP2C19 puisque les patients PM sont 

près de 4 fois plus exposés à la molécule que les NM et les UM139. 

 

• Famille CYP2D 

Même si le CYP2D6 ne compte que pour 5 % de l’ensemble des cytochromes hépatiques, il méta-

bolise à lui seul près de 20-25% des médicaments pris en charge par le foie131. Parmi ces substrats, sont 

retrouvés les dérivés des opioïdes comme la codéine, certains bêta-bloquants, des antidépresseurs 

(comme la fluoxétine ou la paroxétine,) et des anticancéreux tels que le tamoxifène. La fluoxétine et la 

codéine sont de puissants inhibiteurs du CYP2D6131 et cette enzyme a la particularité de ne pas être 

inductible140. Par ailleurs, le gène CYP2D6 est très polymorphe et plus de 100 variants et sous-types de 

variants sont répertoriés140. Les allèles les plus étudiés sont catégorisés en trois groupes établis en fonc-

tion de l’activité de l’enzyme : activité normale (CYP2D6*1 et *2), activité diminuée (*9, *10, *17,*41) 

et activité abolie (*3,*4,*5,*6)141,142. Ces allèles correspondent à des délétions, des duplications ou mul-

tiplications de bases, mais également à des variations du nombre de copies de gènes (CNV) associées à 

une augmentation de l’activité de l’enzyme (CYP2D6*1N). L’arrangement des génotypes en diplotypes 

a permis d’établir des scores d’activité du CYP2D6 associé à un phénotype métaboliseur correspon-

dant143 et sur lesquelles sont notamment basées les recommandations d’adaptation de dose du tamoxi-

fène141. Cependant, l’impact des polymorphismes génétiques sur cette molécule ne compterait que pour 

11 à 16,8% de la variabilité des concentrations d’endoxifène, son métabolite actif majeur formé par N-

déméthylation144,145. En effet, de nombreux autres paramètres influenceraient les variabilités pharmaco-

cinétiques inter et intraindividuelles, comme les génotypes d’autres enzymes du métabolisme (CYP3A4, 
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CYP2C19, et CYP2B6) ou la prise concomitante d’inhibiteurs enzymatiques144. Finalement en raison de 

l’incohérence entre les études et la non reproductibilité de certains résultats, la prescription de tamoxi-

fène n’est pas obligatoirement accompagnée d’un génotypage du CYP2D6.  

 

• Famille CYP2E 

Le CYP2E1 métabolise peu de médicaments, mais intervient dans la biotransformation du paracé-

tamol en N-acétyl-para-benzoquinoneimine (NAPQI), métabolite extrêmement instable et réactif, im-

médiatement conjugué au glutathion pour être éliminé146. L’utilisation d’inhibiteur du CYP2E1 (comme 

le disulfiram) et de modèles in vivo de souris K.-O. pour le gène CYP2E1 ont contribué à l’établissement 

du rôle de l’enzyme dans l’hépatotoxicité létale au paracétamol147–149.  

Plusieurs variants de CYP2E1 ont par ailleurs été incriminés dans le risque d’hépatotoxicité liée à 

l’isoniazide. Le variant intronique *5 (rs2031920 c.–1053C>T) est par ailleurs associé à un phénotype 

« métaboliseur rapide » impliqué dans la production intracellulaire de radicaux oxygénés responsables 

de l’hépatotoxicité de cet antituberculeux114. 

 

b. Enzymes de phase II 

 

L’irinotécan (Campto®), utilisé seul ou en association dans le traitement des cancers colorectaux 

de stade avancé, est un cytotoxique nécessitant d’être biotransformé pour être actif. Son métabolite SN-

38, est près de 100 à 1000 fois plus cytotoxique et est majoritairement pris en charge par l’enzyme 

UGT1A1 pour son élimination dans les urines150. Le variant UGT1A1*28 ((TA)7TAA, rs8175347) est 

considéré comme un biomarqueur majeur du risque d’hépatotoxicité de l’irinotécan, puisque l’insertion 

du motif TA dans la TATA box (une zone particulière située dans le promoteur génique et en amont du 

site d’initiation de la transcription), induit la perte de fonctionnalité de l’enzyme150. De nombreuses 
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études ont confirmé le rôle de ce variant dans la toxicité exacerbée de cette molécule (neutropénie, 

diarrhée de grades sévères) et ont permis d’implémenter l’adaptation de dose basée sur la détermination 

du génotype d’ UGT1A1124,151,152. Enfin, Motzer et al.125 ont montré que les patients porteurs de l’allèle 

*28 et traités par pazopanib ou sunitinib avaient un risque plus élevé d’hyperbilirubinémie (p < 0,0001 

et p = 0,0017, respectivement) avec des odds-ratio correspondants de 9,97 (4,13–24,03) et 5,83 (2,04-

16,68). En effet, le pazopanib est un puissant inhibiteur de l’UGT1A1 in vitro153. Les auteurs suggèrent 

alors que cette hyperbilirubinémie apparaissant chez les patients traités par pazopanib résulte d’un effet 

combiné de l’inhibition de l’enzyme et de la perte de fonction causée par l’insertion de bases au niveau 

du promoteur, conduisant à une accumulation de bilirubine non conjuguée plasmatique.   

Les glutathion-S-transférases sont des enzymes indispensables à la détoxification des xénobiotiques 

via la conjugaison au glutathion réduit. Seize gènes rassemblés en 6 sous-familles (alpha (GSTA), mu 

(GSTM), oméga (GSTO), pi (GSTP), thêta (GSTT) et zêta (GSTZ)) codent pour différentes enzymes 

réparties entre la membrane plasmique et le cytosol154. Le variant non-synonyme rs1695 (GSTP1*B, 

c.313A>G, p.Ile105Val) est situé dans l’exon 5 du gène GSTP1 et conduit à une diminution de l’activité 

enzymatique de la protéine155. Cependant, une étude a identifié une relation contradictoire entre l’allèle 

ancestral A et le risque d’hépatotoxicité associé à la prise d’antituberculeux : un risque plus élevé a été 

observé dans une cohorte rétrospective (OR = 2,10, IC95%: 1,17–3,76; p = 0,012)156. Cette relation 

allèle ancestral/toxicité médicamenteuse a également été montrée chez des patients traités par cyclo-

phosphamide (toxicité gastrointestinale majorée)128 ou encore de l’oxaliplatine (neurotoxicité accrue)127.  

 

c. Variants de PXR/NR1I2 

 

Une très grande variabilité interindividuelle s’applique à l’expression du CYP3A4 et de la P-gp au ni-

veau hépatique et intestinal et ces deux protéines constituent les principales cibles transcriptionnelles de 

PXR. De nombreuses études se sont intéressées aux possibles conséquences des variations génétiques 

de NRI12 sur le métabolisme et l’élimination des médicaments puisque des polymorphismes de ce gène 
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régulateur pourraient impacter son expression, l’activation de PXR ou encore sa capacité de se fixer sur 

ses séquences cibles. Parmi les polymorphismes décrits dans la littérature, le variant rs3814055 (exon 

1, c.-25385C>T) est associé à des effets contradictoires concernant l’apparition d’effets hépatotoxiques 

liés aux médicaments : un risque accru a été noté chez les patients porteurs de l’allèle T et traités par 

flucloxacilline129 alors qu’une diminution du risque a été observée dans une cohorte de patients chinois 

traités par antituberculeux130.   

 

1.3.3. Variabilité pharmacogénétique des transporteurs ABC 

 

a. MDR1/Pg-P 

 

La P-gp est codée par le gène ABCB1, situé sur le chromosome 7 (7q21.12) et composé de 29 exons. 

Bien qu'un grand nombre de SNPs aient été identifiés pour ABCB1, trois variants sont principalement 

investigués dans les études pharmacogénétiques : c.3435C>T (rs1045642, p.Ile1145=), c.2677G>T,A 

(rs2032582, p.Ala893Ser/Thr) et c.1236C>T (rs1128503, p.Gly412=)75 (Figure 6). De nombreuses re-

lations PG/PK ou PG/PD ont été mises en évidence pour la mutation silencieuse c.3435C>T de l’exon 

26. Cependant, des études contradictoires ont montré que ce variant pouvait augmenter l’exposition aux 

médicaments157 ou au contraire n’avoir aucun effet sur la PK158–160. Moins étudié que le précédent, le 

variant tri-allélique c.2677G>T, A semble avoir des conséquences plus marquées sur la pharmacociné-

tique des médicaments puisque le variant T augmenterait l’efflux de certaines molécules en ayant une 

activité ATPasique plus importante que celle de la forme sauvage de la P-gp161,162. Dans l’étude de 

Dulucq et al.163, l’allèle sauvage de ce variant était associé à une moins bonne réponse clinique à l’ima-

tinib chez des patients atteints de leucémie myéloïde chronique (LMC) tandis que les variants T, A 

étaient associés à une diminution de la clairance de la molécule chez des patients atteints de tumeur 

gastro-intestinales stromales. Enfin, la mutation silencieuse c.1236C>T, située au niveau de l’exon 12, 

est en déséquilibre de liaison avec les deux variants précédents50. Toujours dans l’étude de Dulucq et 
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al.163, les patients porteurs du variant 1236T présentaient des concentrations plasmatiques plus élevées 

d’imatinib et une meilleure réponse par rapport aux patients porteurs de l’allèle sauvage. Plusieurs 

études ont rapporté des effets cliniques de l’haplotype composé de ces trois variants. Diekstra et al.164 

ont par exemple montré que la survie sans progression chez des patients traités par sunitinib étaient 

meilleure chez les porteurs de l’haplotype 3435T/2677G/1236C. L’ensemble des variants pharmacogé-

nétiques les plus décrits pour la P-gp ainsi que les autres transporteurs de la famille ABC sont recensés 

dans la Table 2.  

Table 2 : Principaux variants pharmacogénétiques des transporteurs d’efflux hépatiques 

Transpor-
teurs d’ef-
flux (gène) 

Variant génétique Fréquence 
de l’allèle 
mineur (Po-
pulation cau-
casienne) 

Impact fonctionnel 
décrit 

Impact clinique Réfé-
rence 

Apicaux      
P-gp 
(ABCB1) 

rs1045642  
c.3435C>T  
p.Ile1145= 

C : 0,434 ↓ expression 
d’ABCB1. ↓ activité de 
la P-gp. 

↓ risque d’hépatite toxique 
chez les patients porteurs de 
l’allèle C. 

165,166 

P-gp 
(ABCB1) 

rs1128503  
c.1236C>T 
p.Gly412= 

T : 0,429 Bibliographie contra-
dictoire. ↑ ou ↓ efflux 
extracellulaire.  

Influence sur l’exposition et la 
toxicité de certains médica-
ments : ↑ concentrations plas-
matiques d’imatinib et meil-
leure réponse par rapport aux 
patients porteurs de l’allèle C. 

163,166–

169 

P-gp 
(ABCB1) 

rs2032582  
c.2677G>T, A  
p.Ser893Ala/Thr 

T : 0,429 
A : 0,018 

Bibliographie contra-
dictoire. ↑ ou ↓ activité 
de la P-gp et de l’ef-
flux de ses substrats. 

Allèle G ↓ réponse clinique à 
l’imatinib dans la LMC. Al-
lèles variants T, A ↓ la clai-
rance de l’imatinib chez des 
patients atteints de tumeur gas-
tro-intestinales stromales. 

163,170,1

71 

P-gp 
(ABCB1) 

rs2032583 
g.87531245T >C 

C : 0,136 Variant intronique.  
Pas de données fonc-
tionnelles. 

↑ risque d’effets indésirables 
liés à l’accumulation d’inhibi-
teurs de la recapture de séroto-
nine. 

172 

MRP2 
(ABCC2) 

rs17222723  
c.3563T>A 
p.Val1188Glu 

A : 0,066 Allèle A ↑ expression 
hépatique de MRP2. 
Activité ↑ dans des 
modèles de cellules 
Flp-In HEK293. 

 173 

MRP2 
(ABCC2) 

rs2273697 
c.1249G>A 
p.Val417Ile 

A : 0,237 Bibliographie contra-
dictoire. Expression 
normale ou ↑ de 
MRP2.  

↓ de l’efflux de la carbama-
zépine. 

174–176 

MRP2 
(ABCC2) 

rs3740066 
c.3972C>T 
p.Ile1324Met 

T : 0,333 Semble impliqué dans 
le contrôle de l’épis-
sage des ARN. 

↑ du risque de neurotoxicité lié 
à la vincristine. Accumulation 
de MTX dans le plasma. 

177 



 

 

56 

Table 2 : Principaux variants pharmacogénétiques des transporteurs d’efflux hépatiques (suite) 

Transpor-
teurs d’ef-
flux (gène) 

Variant génétique Fréquence 
de l’allèle 
mineur (Po-
pulation cau-
casienne) 

Impact fonctionnel 
décrit 

Impact clinique Réfé-
rence 

Apicaux (suite) 
MRP2 
(ABCC2) 

rs717620  
c.-24C>T  

 

T : 0,207 Variant en 5'UTR. Bi-
bliographie contradic-
toire. L’allèle T régu-
lerait l’expression de 
MRP2.  

Associé à une toxicité plus éle-
vée du MTX, du diclofénac et 
de la trabectédine. ↓ exposition 
à l’irinotécan. Augmenterait le 
risque d’hépatite toxique 
lorsqu’il est présent en haplo-
type. 

174,178–

182 

MRP2 
(ABCC2) 

rs8187707 
c.4488C>T  
p.His1496= 

T : 0,066 Pas de données fonc-
tionnelles. 

Révélé chez le patient décédé 
d’une hépatotoxicité liée à la 
trabectédine.  

178,183 

MRP2 
(ABCC2) 

rs8187710 
c.4544G>A 
p.Cys1515Tyr 

A : 0,066 Pas de données fonc-
tionnelles. 

Identifié chez le patient décédé 
d’une hépatotoxicité liée à la 
trabectédine. ↑ risque de toxi-
cité gastro-intestinale après 
traitement par cispla-
tine/taxanes. Associé à une ↓ 
de la clairance du carboplatine. 

133 

BCRP 
(ABCG2) 

rs2231137  
c.34G>A  
p.Val12Met 

A : 0,035 Variant affectant 
l’épissage intronique. 
↓ expression hépatique 
d’ABCG2. Modifie la 
localisation de BCRP 
sur la membrane hépa-
tocytaire.  

↓ de la dose d’imatinib chez les 
porteurs de l’allèle A. Associé à 
un risque élevé de diarrhée sé-
vère après la prise d’irinotécan. 

184–

187 

BCRP 
(ABCG2) 

rs2231142  
c.421C>A  
p.Glu141Lys 

A : 0,116 ↓ expression de BCRP 
au niveau de la mem-
brane apicale. 

↑ exposition de la rosuvastatine 
chez patients homozygotes AA 
vs CC. 

188,18

9 

BCRP 
(ABCG2) 

rs7699188  
c.-15994C>T  
 

T : 0,172 ↑ expression de BCRP 
dans le foie.  

↑ La clairance orale d’imatinib. 
↑ risque de toxicité non-hémato-
logique après la prise d’irinoté-
can. 

184,19

0 

MATE-1 
(SLC47A1) 

rs2289669 
c.922-158G>A 

A : 0,449 Pas de données fonc-
tionnelles. 

Associé à une meilleure réponse 
à la metformine chez des pa-
tients atteints de diabète de type 
2 

191,19

2 

MATE-1 
(SLC47A1) 

rs2252281 
c.-66T>C  

 

C : 0,434 Variant en 5’UTR Associé à une meilleure réponse 
à la metformine chez des pa-
tients atteints de diabète de type 
2 

191,19

2 

Basolatéraux      
MRP3 
(ABCC3) 

rs1051640 
c.4509A>G 
p.Glu1503= 

G : 0,183 Pas de données fonc-
tionnelles. 

↑ risque d’ototoxicité cumula-
tive liée au cisplatine. 

193 

MRP3 
(ABCC3) 

rs4148416 
c.3039C>T 
p.Gly1013= 

T : 0,035 Pas de données fonc-
tionnelles. 

Allèle T associé à un sur-risque 
de décès après traitement d’os-
téosarcome par cisplatine, cyclo-
phosphamide, doxorubicine, 
MTX et vincristine. 

194 

MRP3 
(ABCC3) 

rs4793665  
c.-211C>T 

C : 0,470 ↓ activité du promo-
teur.  
↓ transcription du 
gène. 

Associé à une ↓ de l’exposition 
au méthotrexate. ↑ risque d’oto-
toxicité cumulative liée au car-
boplatine. 

75,195

–197  

MRP4 
(ABCC4) 

rs1059751 
c.*879T>C  

C : 0,444 Variant en 3'UTR.  Associé à une toxicité accrue 
après prise d’antirétroviraux. 

198 
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Table 2 : Principaux variants pharmacogénétiques des transporteurs d’efflux hépatiques (suite) 

Transpor-
teurs d’ef-
flux (gène) 

Variant génétique Fréquence 
de l’allèle 
mineur (Po-
pulation cau-
casienne) 

Impact fonctionnel 
décrit 

Impact clinique Réfé-
rence 

Basolatéraux (suite) 
MRP4 
(ABCC4) 

rs11568658  
c.559G>T  
p.Gly187Trp 

T : 0,010 Diminution de la fonc-
tion de MRP4 

Associé à une toxicité accrue 
après prise d’antirétroviraux. 

199 

MRP4 
(ABCC4) 

rs1678387  
g.240795A>G  

A : 0,051 Pas de données fonc-
tionnelles. 

Associé à risque accru d’os-
téonécrose après la prise de bi-
phosphonates chez les patients 
porteurs de l’allèle G. 

200 

MRP4 
(ABCC4) 

rs17268282  
g.33387C>A  

A : 0,106 Pas de données fonc-
tionnelles. 

Modulation de la réponse au fu-
rosémide chez les patients traités 
pour une insuffisance cardiaque 
décompensée. 

201 

MRP4 
(ABCC4) 

rs1751034  
c.3348G>A  
p.Lys1116Lys 

C : 0,141 Pas de données fonc-
tionnelles. 

↑ accumulation plasmatique 
d'antirétroviraux. 

202 

MRP4 
(ABCC4) 

rs2274407  
c.912G>T 
p.Lys304Asn 

T : 0,035 Altération du méca-
nisme d’épissage sans 
modification de la ca-
pacité de transport.  

Allèle T associé à survie sans 
progression diminuée chez les 
patients atteints de leucémie ai-
guë lymphoblastique. 

203 

MRP4 
(ABCC4) 

rs3742106  
c.*38T>G  

G : 0,460 Variant en 3'UTR.  ↑ accumulation plasmatique 
d'antirétroviraux. 

204,205 

MRP4 
(ABCC4) 

rs3765534  
c.2269G>A  
p.Glu682Lys 

A : 0,010 Pas de données fonc-
tionnelles. 

Risque ↑ de leucopénie chez 
les patients traités par 
azathioprine/6-mercaptopu-
rine. ↑ Concentrations intra-
cellulaires de 6-thioguanine. 

206 

MRP4 
(ABCC4) 

rs7317112  
g.35178T>C  

 

G : 0,259 Pas de données fonc-
tionnelles. 

Allèle T ↑ le risque de mu-
cites chez des patients pédia-
triques traités par MTX. 

207 

MRP4 
(ABCC4) 

rs9516519  
c.*3261T>G  

 

G : 0,132 Variant en 3'UTR. Al-
lèle C induit la perte 
d’un site de fixation 
d’un micro-ARN, aug-
mentant l’expression 
d’ABCC4.  

L’allèle T est associé à des 
concentrations plasmatiques 
de MTX augmentées. 

208 

MRP4 
(ABCC4) 

rs9561765 
g.275458C>T 

T : 0,056 Pas de données fonc-
tionnelles. 

↑ la réponse à l’imatinib 
chez les patients CT traités 
pour des GIST. 

209 

MRP4 
(ABCC4) 

rs9561778 
g.244986C>T  

C : 0,096 Pas de données fonc-
tionnelles. 

↑ le risque d’hématotoxicité 
liée à la prise de cyclophos-
phamide. 

210 

 

b. MRP2 

 

Parmi les variants les plus étudiés d’ABCC2 rs717620 (c.-24C>T), situé en région 5’UTR, est aussi 

l’un des plus controversés. Des études ont montré que le variant T affectait l’expression d’ABCC2, en 

diminuant notamment son taux d’ARNm. Ce résultat a par la suite été confirmé par l’utilisation d’un 
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gène rapporteur dans des cellules HepG2 où le variant induisait une diminution de l’activité de MRP2211. 

En clinique, Rau et al.212 ont montré que le variant -24C>T était associé à une aire sous la courbe des 

concentrations plasmatiques en fonction du temps (AUC) de méthotrexate deux fois plus élevée chez 

des enfants atteints de leucémie lymphoblastique aiguë par rapport à des enfants sains. Dans une autre 

étude le variant était associé à une augmentation de 25% des taux du métabolite glucuronoconjugué de 

l’acide mycophénolique au niveau plasmatique213, résultat contredit par d’autres n’ayant pu prouver 

l’existence d’une relation entre le variant et la pharmacocinétique de la molécule mère75. D’autres mo-

lécules ont vu leur PK modifiée chez les patients porteurs du variant comme l’irinotécan214. Dans l’étude 

de Choi et al.182, l’allèle T était associé à une diminution de l’activité du promoteur d’ABCC2 et à un 

risque plus élevé d’hépatotoxicité induite par des composés phytothérapeutiques, à la fois seul et en 

haplotype. Enfin, Laurenty et al.178 ont rapporté un cas d’hépatotoxicité létale chez un patient homozy-

gote TT suite à la prise de trabectédine. 

 

c. BCRP 

 

De nombreux variants d’ABCG2 ont été identifiés dont deux SNPs non synonymes rs2231142 

(c.421C>A, p.Glu141Lys) et rs2231137 (c.34G>A, p.Val12Met). Le variant c.421C>A est responsable 

d’une diminution de l’expression de BCRP au niveau de la membrane apicale des hépatocytes188. Par 

ailleurs dans une cohorte de patients traités par rosuvastatine, les patients homozygotes AA semblaient 

avoir une meilleure exposition – traduite par une AUC et une concentration plasmatique maximale 

(Cmax) plus importantes – que les patients homozygotes sauvages CC (en moyenne 10,4 vs 5,3 ng.h.mL-

1, p < 0,05)215. Récemment, ce variant a été associé à un risque plus élevé de toxicité hépatique chez des 

patients traités par un protocole combinant du docétaxel, de l’épirubicine et du cyclophosphamide216. Le 

variant rs2231137 diminuerait l’expression hépatique du transporteur en affectant l’épissage intronique 

de l’ARNm de ABCG2184. Il modifierait également la localisation de BCRP au niveau de la membrane 



 

 

59 

hépatocytaire185. Dans une étude récente, Verboom et al.186 ont observé que la réduction des doses d’ima-

tinib était plus fréquente chez les patients porteurs de l’allèle A (34,8%) comparé aux patients sauvages 

(8,4%, OR 7,35, p = 0,0002), soulignant le rôle important du transporteur dans l’élimination de la mo-

lécule. Par ailleurs, ce variant a également été associé à un risque plus élevé de diarrhée sévère après la 

prise d’irinotécan184–187. Enfin, des variants situés au niveau du promoteur tels que -15622C>T et -

15994C>T (rs7699188) ont été associés à un taux de réponse tumorale à l’irinotécan diminué184,190 et 

une expression augmentée187,190 de BCRP, respectivement.   

 

d. MRP3 

 

L’expression hépatique de MRP3 est extrêmement variable, inductible et soumise à de nombreux 

polymorphismes217. Parmi eux, Lang et al.195 ont étudié la fréquence du variant du promoteur d’ABCC3 

c.-211C>T (rs4793665) dans la population caucasienne et ont quantifié l’expression hépatique du trans-

porteur. Les individus porteurs d’une ou deux copies de l’allèle muté avaient des taux d’ARNm plus 

faibles que les patients homozygotes sauvages. Les données in vitro ont permis de montrer que ce variant 

affectait la fixation de facteurs de transcription sur la région du promoteur, diminuant ainsi l’expression 

génique d’ABCC375,195. Ce variant est par ailleurs associé à une diminution significative de l’exposition 

au méthotrexate196 et les porteurs de l’allèle T semblent avoir un risque plus élevé d’ototoxicité liée au 

carboplatine, possiblement liée à une accumulation de platine conjugué au glutathion dans les cellules 

de la cochlée à cause de l’absence de MRP3197. 
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e. MRP4 

 

De nombreux variants d’ABCC4 ont été identifiés pour ABCC4. Billat et al.199 ont démontré que le 

variant rs11568658 (c.559G>T, p.Gly187Trp) induisait probablement une perte de fonction du trans-

porteur puisqu’il était associé à une accumulation de ganciclovir, comme l’avait précédemment montré 

Abla et al.218 pour l’azithromycine. Les auteurs ont également montré que les patients hétérozygotes 

pour ce variant avaient un taux de neutrophiles significativement plus faible que les patients GG. Par 

ailleurs, le variant rs2274407 (c.912G>T, p.Lys304Asn) intervenant sur un site accepteur d’épissage 3’ 

dans l’exon 8 a été décrit comme associé à une survie à 3 ans sans progression diminuée chez des enfants 

atteints de leucémie aiguë lymphoblastique203. 

 

2. Hépatotoxicité médicamenteuse  

 

2.1. Définitions et épidémiologie 

 

L’hépatotoxicité causée par un médicament (ou Drug-Induced Liver Injury, DILI) est définie 

comme l’atteinte organique et/ou fonctionnelle du foie et dont le lien de causalité a été clairement éta-

bli219. L’implication majeure du foie dans le métabolisme des médicaments l’expose constamment à de 

fortes concentrations de molécules et/ou de leurs dérivés toxiques. Plus de 1200 médicaments sont iden-

tifiés comme étant hépatotoxiques, auxquels s’ajoutent d’autres xénobiotiques comme les produits phy-

tothérapeutiques220. Bien que les DILI soient des évènements relativement rares et dont l’incidence est 

estimée entre 1/10 000 à 1/100 000 selon les molécules, elles sont la première cause du retrait des mé-

dicaments par la FDA et à l’origine de 50% des insuffisances hépatiques aiguës diagnostiquées chaque 

année aux Etats-Unis219,221. En France, dans une étude prospective menée sur plus de 81 000 patients 

suivis pendant 3 ans, l’incidence de l’hépatotoxicité médicamenteuse était d’environ 14 cas pour 100 
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000 habitants et parmi les 34 cas diagnostiqués dans l’étude, 12% des patients ont été hospitalisés et 

deux patients sont décédés des suites de leur atteinte hépatique222. Bien que les mécanismes complexes 

à l’origine des DILI ne soient pas totalement élucidés, deux modes d’hépatotoxicité sont distinguables 

selon des critères liés à l’individu et à la molécule incriminée, l’hépatotoxicité intrinsèque et l’hépato-

toxicité idiosyncratique223,224.  

L’hépatotoxicité intrinsèque dépend directement des propriétés cytotoxiques de la molécule incri-

minée ou de ses métabolites. Ce mode d’hépatotoxicité est dose-dépendant, prévisible (elle peut être 

prévenue par un suivi des concentrations plasmatiques notamment223) et peut être reproduit chez des 

modèles animaux. Les lésions hépatiques surviennent souvent peu de temps après l’administration (entre 

quelques heures et quelques jours) et ce, chez la plupart des individus exposés à la molécule. Le para-

cétamol est l’exemple le plus connu d’hépatotoxicité intrinsèque et est responsable de près de la moitié 

des cas d’insuffisance hépatique aiguë en Europe et aux Etats-Unis224. Celle-ci est causée par l’accumu-

lation de son métabolite toxique NAPQI qui, à partir d’une dose seuil de 150 mg/kg, ne peut plus être 

pris en charge par les systèmes de régénération du glutathion saturés par la forte quantité de molécule 

présente au niveau hépatocytaire225.  

L’hépatotoxicité idiosyncratique est, quant à elle, individu-dépendante, dose-indépendante, multi-

factorielle et imprévisible. Les lésions hépatiques sont déterminées à la fois par les propriétés de la 

molécule et des facteurs individuels environnementaux. Elle compte pour près de 13 à 20% des cas de 

DILI, et son évolution est souvent grave (elle peut conduire à une transplantation hépatique) voire fatale 

si l’exposition est poursuivie après les premiers symptômes226. Cette réaction hépatique peut se mani-

fester après une longue période de latence (de quelques jours à quelques mois) et ne présente pas de 

signature clinico-biologique spécifique. Le caractère idiosyncratique des lésions hépatiques se définit 

uniquement sur un grand nombre de patients, c’est-à-dire souvent après la mise sur le marché. Elle peut 

conduire au retrait du médicament ou à la restriction de son emploi, comme cela a été le cas pour plu-

sieurs molécules entre 1997 et 2016227.  
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Les frontières distinguant ces types d’hépatotoxicité sont minces : les caractéristiques individuelles 

peuvent influencer le mécanisme intrinsèque des lésions hépatiques et pour certaines molécules à effet 

idiosyncratique, les dommages peuvent n’apparaître qu’à partir d’un certain seuil de concentration228. 

L’hépatotoxicité idiosyncratique est donc plus fréquemment représentée, mais également moins définie. 

Elle représente alors un challenge clinique important en termes de diagnostic et de prise en charge pré-

coce. Le terme DILI, utilisé dans la suite de ce manuscrit, se réfère particulièrement aux toxicités d’ori-

gine idiosyncratique. 

 

2.2. Mécanismes cellulaires et moléculaires des DILI  

 

Les mécanismes soutenant les DILI ne sont pas encore tout à fait connus du fait d’un manque de 

données appuyées par des modèles in vitro et in vivo. Les propriétés physicochimiques et toxicologiques 

sont les premiers paramètres impliqués dans les mécanismes de toxicité des médicaments. L’accumula-

tion hépatocytaire de molécule mère ou de métabolites issus de sa biotransformation dépend d’une part 

de leur lipophilie mais également de la dose cumulée. Il a été démontré en effet que la sévérité des DILI 

étaient associées à un coefficient de partage octanol/eau (ou logP) supérieur ou égal à 3 et une dose 

journalière supérieure à 100 mg229. La nature multifactorielle de ces lésions résulte de l’interaction de 

multiples mécanismes de réponse cellulaire et moléculaire, ajoutés aux facteurs environnementaux et 

impliquant les caractéristiques de l’hôte (Figure 9)226,228. 
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Figure 9 : Mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans les DILI idiosyncratiques, 
d’après Villanueva-Paz et al.228 

 

2.2.1. Activation métabolique et conséquences intracellulaires 

 

La production de métabolites réactifs par les systèmes oxydatifs intracellulaires impliquant les en-

zymes de biotransformation constitue l’un des mécanismes impliqués dans la toxicité hépatique. La 

formation d’adduits covalents peut altérer directement ou indirectement les fonctions et la localisation 

protéiques. Ces modifications intracellulaires augmentent le stress oxydatif, première étape de l’activa-

tion des voies de signalisation menant à la dysfonction mitochondriale et au stress lié au réticulum en-

doplasmique224,230. Les métabolites réactifs sont des espèces réactives électrophiles ou radicalaires issues 

de la bioactivation intrahépatocytaire de groupements fonctionnels initialement non réactifs (par 

exemples des noyaux pyrrole ou pyrazole méthylés, des furanes ou thiazole, etc…) appelés structures 

d’alerte231. Ces structures d’alerte sont alors transformées par les enzymes du métabolisme en fonctions 

réactives telles que des quinones, des quinone-imines, des aldéhydes, des époxydes, etc… Le diclofénac, 
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par exemple, est un anti-inflammatoire dont les métabolites de type quinone-imines et arylglucuronides 

sont formés par le CYP3A4, le CYP2C9 et le CYP1A2. Ces dérivés réactifs ont la capacité de fixer les 

protéines hépatocellulaires et déclencher une réponse immunitaire menant à la destruction des hépato-

cytes232. En général, la prise en charge de ces intermédiaires réactifs par des systèmes antioxydants 

(comme la conjugaison au glutathion, l’intervention de la superoxyde dismutase ou de la catalase) per-

met de limiter les effets hépatotoxiques de ces molécules. Néanmoins, la saturation de ces systèmes de 

détoxification ou leur dysfonctionnement peut endommager les organites hépatocytaires et générer un 

stress oxydant excessif. La présence d’intermédiaires réactifs est souvent suivie d’une accumulation 

d’espèces réactives de l’oxygène (ou ROS pour reactive oxygen species) en réponse à l’endommagement 

mitochondrial. Ces ROS, en grande quantité, peuvent endommager l’ADN, des protéines, des lipides ou 

des enzymes et altérer le fonctionnement des hépatocytes.  

La destruction des hépatocytes libère également des motifs moléculaires de signalisation ou DAMPs 

(danger-associated molecular patterns comme HMGB1 (high mobility group box 1 ou les protéines 

HSP heat shock protein) qui sont impliquées dans l’activation de la réponse immunitaire innée via l’ac-

tivation des récepteurs Toll-like (TLR) situés sur les cellules de l’immunité (macrophages, lymphocytes, 

polynucléaires, cellules dendritiques)224,233. La sécrétion de cytokines telles que le TNF-α (Tumor Ne-

crosis Factor), le FasL (Fas ligand) ou le TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand présent sur 

les lymphocytes NK, Natural Killer et les neutrophiles) enclenche les voies de signalisation de mort 

cellulaire comme l’apoptose ou la nécrose dont l’activation entraîne une réponse inflammatoire exacer-

bée233.  

 

2.2.2. Réponse au stress oxydant 

 

Les ROS sont des espèces naturellement produites lors du métabolisme hépatocytaire et tiennent un 

rôle essentiel dans la signalisation et l’homéostasie cellulaire. Cependant, l’accumulation de radicaux 
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anion superoxyde (O2
•–), hydroxyle (HO•) et de peroxyde d’hydrogène (H2O2) issus des réductions suc-

cessives de l’oxygène moléculaire O2 peuvent conduire à l’oxydation délétère des macromolécules bio-

logiques (ADN, protéines, lipides…). La dérégulation de l’équilibre oxydatif intracellulaire entraîne le 

déclenchement d’une réponse anti-oxydante initiée par la libération du facteur de transcription Nrf2, 

réprimé en condition basale. La translocation de cette molécule dans le noyau lui permet de se fixer sur 

une séquence nucléotidique régulatrice ARE (antioxidant response element) ou élément de réponse an-

tioxydant. L’activation de cette séquence déclenche la transcription des gènes de réponse au stress oxy-

dant et la production d’enzymes impliquées dans la détoxification de ces ROS : les superoxyde dismu-

tases (SOD1, SOD2), l’hème oxygénase 1 (HO-1), la glutathion-S-transférase et la NADPH quinone 

oxydoréductase 1 (NQO-1)234.  

 

2.2.3. Effets délétères sur la mitochondrie et le réticulum endoplasmique 

 

La mitochondrie est une des cibles intracellulaires les plus impliquées dans les DILI. En effet, la 

dérégulation de sa fonction de production d’ATP via la chaîne respiratoire mitochondriale et la phos-

phorylation oxydative, est une source importante de production de radicaux oxygénés. Le découplage 

du transport d’électrons causé par certaines molécules peut causer un stress oxydatif mitochondrial mas-

sif conduisant à la nécrose ou l’apoptose des cellules228. La fixation aux complexes mitochondriaux, 

l’inhibition du métabolisme des acides gras ou l’altération de l’ADN mitochondrial font partie des mé-

canismes soutenant la dysfonction mitochondriale.  

L’accumulation du métabolite réactif du paracétamol a été associée à une augmentation du stress au 

niveau du réticulum endoplasmique provoquées par l’accumulation intracellulaire d’espèces radica-

laires. En conséquence, la dérégulation de l’homéostasie calcique altère le fonctionnement du méca-

nisme de réponse aux protéines mal conformées (ou UPR unfolded protein response) activant ensuite 

l’apoptose228.  
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2.2.4. Inhibition du transporteur d’acides biliaires BSEP 

 

Le rôle des transporteurs hépatobiliaires dans l’élimination à la fois de composés toxiques endo-

gènes comme les sels biliaires et de xénobiotiques implique que leur altération peut entraîner des dom-

mages cellulaires importants. Il a été montré que l’inhibition du transporteur d’acides biliaires BSEP 

(Bile Salt Export Pump, codé par le gène ABCB11) par des médicaments, comme la ciclosporine ou le 

bosentan (utilisé dans le traitement de l’hypertension pulmonaire), était l’un des mécanismes impliqués 

dans la cholestase induite par des médicaments. L’accumulation de sels biliaires toxiques pour la mito-

chondrie augmente le stress intracellulaire et active la cascade pro-apoptotique224. Cependant, la seule 

perte de fonction de cette protéine ne peut être considérée comme unique cause de DILI mais elle pour-

rait potentialiser un dysfonctionnement intracellulaire mitochondrial ou la perte de fonctionnement 

d’autres transporteurs comme les ABC qui ne pourraient pas prendre le relais de l’élimination des acides 

biliaires.  

 

2.2.5. Activation de la réponse immunitaire 

 

L’activation excessive des cellules de Küpffer au niveau des sinusoïdes hépatiques des régions pé-

riportale et centrolobulaire peut entraîner la sécrétion de molécules biologiquement actives impliquées 

dans les dommages hépatiques235. Cette réaction d’hypersensibilité provoque une réaction inflammatoire 

impliquant les réponses immunitaires innée et adaptative.  

L’une des hypothèses du mécanisme d’induction de la réponse immunitaire repose sur la formation 

de complexes entre les métabolites réactifs et des résidus protéiques agissant comme des néo-antigènes, 

exposant un motif moléculaire hapténique. Ces néo-antigènes peuvent activer la réponse immunitaire 

adaptative par l’intermédiaire des cellules présentatrices d’antigènes (CPA). Il a été montré, par 
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exemple, que l’hépatotoxicité de la combinaison amoxicilline-acide clavulanique était associée à cer-

tains haplotypes de gènes du système HLA236, codant pour les protéines du complexe majeur d’histo-

compatibilité (CMH). Ces protéines, situées sur les hépatocytes (CMH de classe I) et les cellules pré-

sentatrices d’antigènes (CMH de classe II), permettent l’activation des lymphocytes T (CD8+ et CD4+, 

respectivement) par la présentation des adduits aux protéines. Ainsi, les individus porteurs des variants 

spécifiques de HLA seraient plus à risque de développer une réponse immunitaire adaptative, impliquant 

particulièrement la réponse via les T CD8+224. Une seconde hypothèse ou « danger-hypothesis » vient 

compléter la précédente. En effet, après l’endommagement de l’hépatocyte, les DAMPs peuvent aussi 

se fixer sur des récepteurs présents sur les CPA (les PRR, pattern-recognition receptors), initiant ensuite 

la réponse médiée par les lymphocytes T CD8+ou CD4+228.  

 

2.3. Susceptibilité individuelle à l’hépatotoxicité médicamenteuse 

 

En plus des caractéristiques et la dose des molécules administrées, des facteurs individuels propres 

à chaque patient peuvent affecter le métabolisme et l’élimination hépatiques et par conséquent augmen-

ter le risque d’hépatotoxicité. Cette susceptibilité aux DILI est en partie attribuable aux polymorphismes 

génétiques affectant les acteurs du métabolisme hépatique. Les variants génétiques des enzymes et trans-

porteurs peuvent provoquer la formation accrue de métabolites réactifs toxiques ou diminuer leur élimi-

nation. Par ailleurs, l’âge est un facteur prédisposant important puisque les adultes sont plus exposés au 

risque d’hépatotoxicité que les enfants219. De la même manière, ce risque prédomine chez la femme avec 

un ratio de 2,62 (1,00-6,92) femmes pour 1 homme à partir de 50 ans222. L’obésité, la malnutrition, le 

jeûne et la prise d’alcool font partie des facteurs de risque de DILI237. La grossesse, la prise concomitante 

de plusieurs médicaments hépatotoxiques ou de molécules inductrices ou inhibitrices des acteurs du 

métabolisme augmentent également le risque de toxicité hépatique219. Enfin, les atteintes virales ou des 

antécédents de maladies hépatiques chroniques ne faciliteront pas la récupération hépatique en cas d’at-

teinte hépatotoxique219. 
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2.4. Manifestations cliniques et biologiques des DILI 

 

Les manifestations cliniques des DILI sont hétérogènes mais se traduisent généralement par une 

hépatite aiguë et/ou une cholestase238. Ces atteintes sont caractérisées par des symptômes aspécifiques 

qui peuvent être similaires à ceux d’atteintes hépatiques d’origine infectieuse, tels que de la fièvre, des 

nausées et des vomissements, un ictère, un prurit, des urines foncées ou des douleurs abdominales du 

quadrant supérieur droit. Elles peuvent également se manifester par des formes chroniques d’atteintes 

hépatiques comme la cirrhose, des atteintes sinusoïdales obstructives etc… ou ne pas être cliniquement 

observables et se manifester uniquement par des anomalies du bilan biologique hépatique. Dans une 

étude prospective, observationnelle rassemblant les biopsies hépatiques de 249 patients, Kleiner et al.239 

ont défini différents aspects histologiques associés aux DILI induites par différents médicaments. Parmi 

ces phénotypes, d’apparition aiguë ou chronique, les atteintes hépatocellulaires, cholestatiques et mixtes 

étaient les plus fréquemment observées. 

Plusieurs biomarqueurs sont utilisés lors des bilans de la fonction hépatique, telles que l’augmenta-

tion sérique des transaminases (aspartate aminotransférase AST et alanine aminotransférase ALT) et des 

phosphatases alcalines (PAL) – considérées comme des marqueurs spécifiques d’une lésion hépatique 

cytolytique. Souvent, ces enzymes sont accompagnées d’une élévation des taux de bilirubine totale et 

conjuguée, caractéristiques d’une atteinte hépatobiliaire cholestatique. Les γ-glutamyl transférases (γ-

GT) sont également des biomarqueurs d’atteintes hépatiques mais moins spécifiques, puisqu’ils sont 

soumis à de fortes variabilités inter- et intraindividuelles (pathologie extra-hépatique, prise d’alcool, 

grossesse, etc…)240.  
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2.4.1. Atteintes hépatocellulaires 

 

L’hépatite cytolytique aiguë résulte principalement de la toxicité directe du médicament et/ou de 

ses métabolites toxiques. Elle est caractérisée à la biopsie par un degré variable de nécrose et d’état 

inflammatoire, particulièrement dans la zone 3 de l’acinus hépatique241. Au niveau biochimique, cette 

atteinte est caractérisée par de fortes élévations des transaminases, et particulièrement des ALT (≥5 fois 

la limite normale supérieure). Elles sont souvent accompagnée d’une élévation des PAL, pour un ratio 

ALT/PAL ≥ 5, et de la bilirubine totale (> 2ULN)241,242. L’évolution vers une hépatite fulminante est 

plus probable que vers une hépatite chronique et les symptômes peuvent s’atténuer rapidement après 

l’arrêt du traitement.  

 

2.4.2. Cholestase médicamenteuse 

 

La cholestase correspond à la diminution ou l’arrêt de l’écoulement biliaire suivie par une accumu-

lation d’acides biliaires sériques243. Cliniquement, les patients présentent un prurit, souvent transitoire, 

des taux élevés de PAL sériques (> 2N, ALT/PAL ≤ 2), de γ-GT et de bilirubine conjuguée sérique. 

Deux types de cholestase sont à différencier selon la localisation de l’atteinte : la cholestase intrahépa-

tique et la cholestase extra-hépatique. La cholestase intrahépatique aiguë peut être canaliculaire ou hé-

patocanaliculaire (associée à une hépatite). Les cholangiopathies sont des atteintes intrahépatiques chro-

niques qui peuvent être caractérisées par une élévation isolée des PAL ou des γ-GT. Enfin, les atteintes 

extracellulaires sont caractérisées par une lithiase ou une sclérose243. Des mécanismes variés peuvent 

être impliqués dans l’apparition d’une cholestase médicamenteuse : l’inhibition ou la perte de fonction 

des transporteurs hépatobiliaires et notamment de BSEP, la toxicité directe des molécules ou de leurs 

métabolites réactifs sur les cholangiocytes, enfin, des mécanismes « physiques » tels que la lithiase bi-

liaire sont favorisés par certains médicaments244.  
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2.4.3. Atteintes hépatiques mixtes 

 

Dans les hépatites mixtes, les signes clinico-biologiques sont intermédiaires aux types hépatocellu-

laire et cholestatique, avec possibilité de prédominance des caractéristiques de l’un ou l’autre. Chez les 

patients atteints d’hépatite médicamenteuse mixte, le ratio ALT/PAL sera moins élevé que lors des at-

teintes cytolytiques pures (généralement entre 2 et 5)238. Cette atteinte mixte est plus souvent caractéris-

tique d’une hépatite médicamenteuse que d’une autre étiologie et le diagnostic doit s’orienter rapidement 

vers la prise récente d’une molécule potentiellement hépatotoxique241.  

 

2.5. Diagnostic et traitement des DILI 

 

L’identification d’une DILI reste un défi clinique majeur pour les cliniciens en raison de l’absence 

de marqueurs fiables et d’une signature clinique hétérogène : d’une simple élévation transitoire des en-

zymes hépatiques à l’insuffisance hépatique aiguë, la sévérité et l’expression phénotypique sont très 

variées.  Cependant, l’observation d’une atteinte hépatocellulaire est un signal nécessaire, mais non suf-

fisant, de la possibilité de provoquer une DILI245. L’indicateur le plus spécifique étant la preuve d'une 

altération de la fonction hépatique accompagnant ou suivant de près les signes de lésions hépatocellu-

laires. 

Le diagnostic nécessite un historique clinique détaillé, ainsi qu'une analyse des paramètres biochi-

miques hépatiques, de l’imagerie et, dans certains cas, une biopsie hépatique. Au regard de la temporalité 

de l’apparition des premiers signes cliniques, il convient d’écarter au préalable toute anomalie anato-

mique hépatobiliaire, d’éliminer les causes infectieuses virales et auto-immunes, la prise chronique d’al-

cool, une atteinte cardiovasculaire ou des anomalies métaboliques ou génétiques219. Ce diagnostic d’ex-

clusion s’appuie aussi sur des critères biochimiques définis par le National Cancer Institute’s Common 
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Terminology Criteria for Adverse Events (NCI-CTCAE). Seul un paramètre anormal suffit pour décrire 

une atteinte hépatique de type DILI224, parmi lesquels sont retenus : 

- une élévation d’ALT ou AST plus de 5 fois la limite normale supérieure ; 

- des PAL augmentées de plus de 2 fois la limite normale supérieure ; 

- la bilirubine totale augmentée à plus de 2 fois la limite normale supérieure associée à une 

augmentation des ALT plus de 3 fois la limite normale supérieure. 

Il est important de noter que dans la majorité des cas, les atteintes hépatotoxiques liées aux médica-

ments sont cliniquement asymptomatiques et seulement caractérisées par une perturbation du bilan bio-

logique hépatique. Ces élévations de transaminases, de PAL ou de la bilirubine sont souvent transitoires 

et réversibles lors de l’arrêt du médicament mais peuvent tout de même atteindre des niveaux très élevés 

(grades 3 ou 4 du CTCAE). La poursuite du traitement mènera alors à une atteinte plus sévère traduite 

par les caractéristiques cliniques précédemment décrites. 

Des échelles d’aide au diagnostic ont été établies comme le RUCAM (Roussel Uclaf Causality As-

sessment Method) qui permet d’attribuer des points aux paramètres cliniques, biochimiques, sérolo-

giques et radiologiques d'une lésion hépatique afin de refléter la probabilité de l’associer à un médica-

ment donné. Cependant, les multiples causes impliquées dans les mécanismes d’hépatotoxicité ajoutées 

à la complexité de son utilisation limitent son objectivité et son imputabilité224,246.  

Enfin, la résolution clinique d’une DILI repose sur son diagnostic précoce et l’arrêt de la molécule 

incriminée dès les premiers signes cliniques et biochimiques. Aucun antidote spécifique n’existe, hormis 

la N-acétylcystéine pour les cas de toxicité au paracétamol. Des signes de gravité tels qu’une coagulo-

pathie ou une encéphalopathie doivent mener au transfert du patient dans un centre de transplantation, 

cas qui concerne près de 10% des DILI226.  

Les anomalies hépatiques étant finalement peu fréquentes, souvent transitoires, réversibles et réso-

lutives sans nécessiter l’arrêt de traitement, cela explique que de nombreuses hépatotoxicités passent 
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inaperçues. Cependant, certaines peuvent évoluer vers une atteinte hépatique sévère et létale si le traite-

ment est poursuivi ou le diagnostic établi trop tardivement. La loi de Hy (Hy’s law) est un des premiers 

remparts au risque d’hépatotoxicité et sert d’outil pour caractériser une atteinte hépatique lors des essais 

d’enregistrement245,247. Les critères attendus pour définir un risque de DILI sont les suivants :   

1. Augmentation des ALT ou AST > 3 fois la limite normale supérieure parmi les individus traités 

comparés au groupe contrôle (placébo ou traités par une molécule non hépatotoxique) ; 

2. Observation d’une élévation des transaminases parmi les sujets, associée à une augmentation 

des taux de bilirubine sérique supérieure à 2 fois la limite normale supérieure sans signe prédi-

cateurs de cholestase (pas d’augmentation des phosphatases alcalines, pas d’obstruction biliaire 

observée) ; 

3. Aucune autre raison pouvant expliquer l’augmentation combinée des transaminases et de la bi-

lirubine totale (diagnostic d’exclusion) ou pas d’exposition à un autre médicament hépato-

toxique.  

L’observation de ces critères chez au moins un patient de l’essai clinique suffit pour évoquer le risque 

d’hépatotoxicité : l’observation d’un grand nombre de cas dans des cohortes réduites est hautement pré-

dictive du potentiel à provoquer une DILI. Ces observations sont souvent suivies d’études complémen-

taires ou de l’abandon du projet de commercialisation.  

 

2.6. Modèles d’étude du métabolisme et de la toxicité hépatique 

 

2.6.1. Identification des voies de production des métabolites réactifs 

 

Le métabolisme hépatique peut s’évaluer in vitro par l’utilisation de systèmes biologiques de syn-

thèse ou directement issus du fractionnement cellulaire d’hépatocytes humains : les microsomes (frac-

tion du réticulum endoplasmique très riche en enzymes CYP450), les surnagents de lysats hépatiques 
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homogénéisés (ou fractions S9), des fractions cytosoliques hépatiques, des enzymes recombinantes, ou 

encore des modèles cellulaires sont des outils indispensables lors des phases d’étude du métabolisme 

d’un médicament248. L’utilisation de ces systèmes, en présence d’inhibiteurs ou d’inducteurs de cer-

taines enzymes, permet d’identifier les voies de synthèse des métabolites réactifs. L’inhibition enzyma-

tique (signe d’une interaction avec le métabolite) peut également être un outil d’étude des interactions 

médicamenteuse.  

La difficulté de l’étude des métabolites réactifs repose sur leur stabilité dans les milieux biologiques. 

En effet, ces structures réagissent fortement avec les groupements nucléophiles présents en nombre dans 

les matrices biologiques riches en protéines comme le plasma. Dans l’hépatocyte, ces intermédiaires 

réactifs peuvent être pris en charge par des enzymes de phase II et la recherche de molécules conjuguées 

peut être un outil d’identification des voies métaboliques impliquées dans la synthèse et l’élimination 

de ces molécules. In vitro, la dérivatisation de ces métabolites réactifs par des agents piégeurs nucléo-

philes (comme la méthoxylamine, le glutathion, …) permet l’identification du produit non réactif par 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse. Enfin, des modifications covalentes de 

macromolécules biologiques présentes dans les incubations microsomales ou cytosoliques peuvent être 

mise en évidence par l’utilisation de molécules marquées par analyse LC-MS après digestion protéoly-

tique.   

 

2.6.2. Évaluation de la toxicité hépatique 

 

L’origine multifactorielle des DILI complexifie la compréhension des mécanismes impliqués dans 

leur origine. L’établissement de modèles pertinents (utilisés à terme pour prédire et prévenir les DILI), 

représente alors un challenge important pour l’ensemble des acteurs qui y sont confrontés (patients, 

cliniciens, entreprises pharmaceutiques, agences de régulation). Des systèmes sont alors mis en place 

pour mimer au mieux le métabolisme physiologique et la réponse après exposition à des molécules 

toxiques et le modèle in vivo est considéré comme le gold-standard pour l’évaluation de la toxicité 
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hépatique. Cependant, des divergences inter-espèces peuvent être observées car la transposition des ré-

sultats est dépendante de mécanismes cinétiques et toxiques propres au modèle. De plus, leur mise en 

place peut être longue et représente souvent un investissement financier non négligeable ; de plus, les 

règles concernant l’éthique animale (règle des 3R : réduire, raffiner, remplacer249) ne favorisent pas leur 

utilisation en première intention. Ainsi, des méthodes in vitro se substituent à l’outil animal comme la 

culture d’hépatocytes primaires ou immortalisés, parfois recombinants ou l’usage de cellules souches 

pluripotentes, afin de n’utiliser le modèle animal qu’en dernier recours. Enfin, des méthodes computa-

tionnelles de modélisation de la toxicité, ou approches in silico, se développent depuis une dizaine d’an-

nées.  

 

a. Modèles cellulaires 

 

Les hépatocytes humains primaires (HHP) sont considérés comme la référence des modèles in vitro. 

Directement isolés d’une biopsie hépatique ou utilisés après cryoconservation, la manipulation de ces 

cellules est difficile et leur coût important limite leur utilisation systématique250. In vitro, les HHP ne 

conservent leurs caractéristiques hépatiques qu’à court terme (8-10 jours) : lorsqu'elles sont cultivées 

pendant de longues périodes, ces cellules manifestent une perte progressive du phénotype hépatocellu-

laire, tant en termes de morphologie que de fonctionnalité et ce processus de dé-différenciation com-

mence dès le processus d’isolement. La cryopréservation de ces cellules permet de faciliter leur utilisa-

tion bien qu’une grande variabilité existe entre les pools de donneurs.  

La lignée immortalisée HepG2 est issue d’un adénocarcinome humain et est largement utilisée pour 

évaluer le potentiel hépatotoxique d’une molécule. Facilement utilisables, ces modèles souffrent néan-

moins d’une expression très faible voire abolie des enzymes du métabolisme hépatique de phase I et de 

phase II : dans les cellules HepG2, l’activité du CYP3A4 était 15 fois plus faible que celle d’hépatocytes 

humains primaires251 et celle de l’UGT 47 fois plus faible que dans des hépatocytes cryopréservés pro-

venant d’un pool de 10 donneurs252. Ces taux rejoignent ceux établis par Wilkening et al.253 qui, en 
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établissant les ratios d’expression des gènes codant pour des CYP450 et des enzymes de phase II, ont 

montré une variation d’expression entre les deux types cellulaires allant de 13 (CYP1A1) à plus de 5000 

fois plus (CYP2C9) dans les cellules primaires. De plus, le CYP3A4 était indétectable dans les cellules 

HepG2. Pour compenser cette faible capacité de métabolisation, des modèles de surexpression ont été 

conçus par transfection ou infection de vecteurs viraux permettant l’expression des enzymes CYP450 à 

des niveaux comparables aux hépatocytes humains, les rendant utilisables pour évaluer la toxicité de 

composés nécessitant d’être bioactivés254,255. Malgré tout, les cellules HepG2 sont un outil facilement 

manipulable contrairement aux hépatocytes primaires et Westerink et al.251 ont démontré que la pré-

stimulation de cette lignée avec des activateurs des récepteurs nucléaires AhR, PXR et CAR avant d'ef-

fectuer les tests de cytotoxicité pourrait conduire à une meilleure prédiction de la toxicité. 

La lignée HepaRG semble être un compromis entre les cellules immortalisées et les hépatocytes 

humains. Cette lignée, issue d’un hépatome, a la capacité de se différencier vers un phénotype hépato-

cytaire mais également en cellules épithéliales biliaires256,257. Contrairement aux cellules HepG2, ces 

cellules ont conservés leur capacité de métabolisation à un niveau comparable à celui des hépatocytes 

primaires humains et ont démontré leur intérêt dans l’évaluation de composés nécessitant d’être trans-

formés en métabolites réactifs toxiques et l’observation de toxicité hépatobiliaire258. Dans une étude 

comparative des trois modèles cellulaires (hépatocytes humains, lignées HepaRG et HepG2), Gerets et 

al.259 ont montré que les cellules HepaRG étaient adaptées aux études d’induction enzymatique 

puisqu’elles exprimaient les CYP450 de manière très similaire aux hépatocytes humains mais étaient 

comparables aux cellules HepG2 en termes de prédiction des effets toxiques de molécules : sensibilité 

de 30-50% pour les hépatocytes humains (dépendant du donneur) et 12,5% pour les HepaRG et 6,3% 

pour les HepG2. L’ensemble des avantages et inconvénients des différentes modèles in vitro sont réper-

toriés dans la Table 3. 

.  
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Table 3 : Avantages et inconvénients des modèles cellulaires utilisés pour l'étude des DILI 

 Avantages Inconvénients 
Hépatocytes primaires frais - Expression totale des enzymes du 

métabolisme hépatique 
- Procédure d’isolation, fragilité cellu-
laire  
- Variabilité interindividuelle 
- Standardisation complexe 

Hépatocytes primaires cryopréservés - Expression totale des enzymes du 
métabolisme hépatique 

- Coût important 
- Variabilité inter-pools 
- Perte rapide du phénotype métaboli-
seur 

Lignée différenciée HepaRG - Double phénotype : différenciation 
en hépatocytes et en cellules épithé-
liales biliaires 
- Expression des enzymes du métabo-
lisme comparable aux hépatocytes pri-
maires 

- Conditions de culture strictes pour la 
différenciation 
- Faible sensibilité de prédiction des 
effets hépatotoxiques 

Lignées immortalisées (ex : HepG2) - Utilisation à long terme 
- Peu coûteuse 

- Perte quasi-totale de la capacité de 
métabolisation des xénobiotiques 
- Peu inductible 
- Faible sensibilité de prédiction des 
effets hépatotoxiques 

 

Plusieurs méthodes expérimentales permettent d’évaluer la toxicité hépatocytaire et préciser les mé-

canismes impliqués dans le dysfonctionnement cellulaire. Parmi ces tests, la libération de la lactate dés-

hydrogénase (LDH) dans le milieu extracellulaire permet d’observer l’effet délétère d’un composé sur 

l’intégrité membranaire260. La production d’ATP intracellulaire, signe de viabilité cellulaire261, est éga-

lement un outil de prédiction de la toxicité mitochondriale d’un médicament. Les cellules HepG2 ont 

acquis cette capacité de varier les voies de production d'énergie, ce qui leur permet d'utiliser la glycolyse 

en plus de la phosphorylation oxydative afin de maintenir une croissance continue en condition anaéro-

bie262. La substitution du glucose dans le milieu de culture par du galactose leur permet ainsi de trans-

férer la production d’ATP initialement issu de la glycolyse vers la phosphorylation oxydative263. Cet 

usage forcé de la respiration mitochondriale rend les cellules plus sensibles aux composés mitotoxiques, 

puisqu’aucune voie de secours pour la production d’ATP n’est disponible. Kamalian et al.264 ont dé-

montré que, malgré la faible capacité métabolique et bioénergétique des HepG2 et leur manque de po-

larisation, leur utilisation pour détecter les composés toxiques pour la mitochondrie est plus pertinente 

que celle des hépatocytes humains chez qui l’effet Warburg n’existe pas (c’est-à-dire un transfert du 

métabolisme bioénergétique aérobie vers l’utilisation excessive de la glycolyse dans les cellules cancé-

reuses)265. 
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D’autres modèles existent notamment afin d’évaluer la réponse au stress oxydant. La déplétion du 

glutathion intracellulaire, un agent majeur de détoxification par conjugaison, permet d’augmenter l’ex-

position des cellules et leur sensibilité aux radicaux oxygénés et aux métabolites réactifs. Afin d’évaluer 

la capacité des essais de cytotoxicité pour prédire le risque de DILI via une augmentation du stress 

oxydatif, Xu et al.266 ont exposé deux lignées hépatiques (HepG2 et HepaRG) à des composés connus 

pour leur effets hépatotoxiques après 24 heures de pré-incubation avec de la L-buthionine sulfoximine 

(BSO) à la concentration de 400 µM. Cet inhibiteur de γ-glutamylcystéine synthétase bloque les étapes 

précoces de biosynthèse de glutathion. La sensibilité du test évaluant la concentration d’ATP dans les 

cellules HepG2 pré-incubées avec de la BSO était plus élevée que dans les cellules non pré-incubées 

(86% vs 79%, respectivement)266. La mesure de l’activité des caspases 3/7 (évaluant l’effet pro-apopto-

tique) exposées à ces molécules dans les cellules HepaRG offrait également une spécificité de 75% en 

présence de BSO contre 69% sans inhibiteur. Enfin, l’utilisation des données de viabilité cellulaire is-

sues des deux lignées pré-incubées permettait d’atteindre une sensibilité et une spécificité de 94% cha-

cune.  

b. Modèles in vivo 

 

Bien que les modèles in vitro tiennent une place prépondérante dans les études précliniques pour 

prédire l’hépatotoxicité, ils ne représentent pas le fonctionnement hépatique à part entière, ni les inte-

ractions entre le système immunitaire ou ses relations avec les autres organes. De plus, la difficulté 

supplémentaire apportée par le mécanisme idiosyncratique de certaines molécules impose l’utilisation 

de modèles animaux prédisposés au risque de DILI : induction de l’inflammation avec l’administration 

de lipopolysaccharide (modèle inflammagène), suppression de la tolérance immunitaire (modèle 

Uetrecht-Pohl), modification génétique du fonctionnement mitochondrial pour diminuer la réponse au 

stress oxydant (modèle de mitochondriopathie)267. Parmi ces modèles, l’inhibition des mécanismes de 

tolérance immunitaire apparaît être l’outil se rapprochant le plus de la physiopathologie humaine, 

puisqu’il a été démontré que le développement des formes graves de DILI idiosyncratique dépendait de 

la perte de la tolérance immunitaire267. Dans des modèles de souris PD-1/CTLA4-K.-O., Mak et al.268 
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reproduisaient la signature physiopathologique observée chez les patients exposés à la troglitazone. Mal-

gré le fonctionnement prometteur de ce modèle récent, aucun cas d’insuffisance hépatique sévère n’a 

été observée chez la souris et l’altération totale du système immunitaire chez l’animal n’est souvent pas 

aussi extrême chez l’Homme. Enfin, des modèles de cholestase et d’hépatite mixte reste encore à déve-

lopper.  

 

c. Méthodes in silico 

 

Prédire les effets hépatotoxiques est un enjeu majeur avant la mise sur le marché d’un médicament 

puisque c’est l’une des principales causes d’échec en phase clinique. L’utilisation des méthodes expéri-

mentales est souvent limitée par la complexité et l’interrelation des mécanismes soutenant les DILI. La 

conception de modèles informatiques basés sur les relations entre structure chimique et activité biolo-

gique d’une molécule, ou QSAR pour quantitative structure-activity relationships, apparaît être une 

méthode alternative offrant un gain de temps et moins onéreuse pour identifier le risque de DILI d’une 

nouvelle molécule. Malgré ce besoin évident de prédiction, les approches computationnelles n’émergent 

que depuis une dizaine d’années. Deux méthodes in silico existent : une méthode statistique (statistical-

based approach), intégrant des marqueurs moléculaires déjà identifiés in vivo ou in vitro comme asso-

ciés aux DILI grâce au machine learning, pour créer un modèle quantitatif de prédiction de l’hépato-

toxicité ; et une approche basée sur l’étude des structures d’alerte présentes sur la molécule mises en 

relation avec les effets biologiques déjà observés lors d’études toxicologiques approfondies (expert-

based approach)269. Cette dernière méthode semble cependant moins pertinente puisque les modèles 

QSAR développés par cette approche n’ont jamais permis de prédire efficacement une toxicité et cer-

tains ont démontré que ces structures d’alerte n’étaient pas un outil efficace de prédiction de la toxicité. 

L’approche statistique bien que plus précise, souffre néanmoins d’une variabilité au niveau de la perfor-

mance de prédiction et d’un nombre limité de structures chimiques étudiées (peu d’études ont intégré 

les données issues d’échantillons >1000). La performance prédictive d’un modèle est évaluée par sa 
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sensibilité (identifier correctement les composés hépatotoxiques), sa spécificité (prédire efficacement 

les composés non hépatotoxiques) et sa précision. L’un des derniers modèles QSAR publiés par He et 

al.270 incorporait les données de 1254 composés issus de la littérature dans la cohorte de training (636 

composés positifs et 618 négatifs).  Le modèle de prédiction construit à partir d’algorithmes a ensuite 

été testé sur des cohortes de validation externes (comportant un plus faible nombre de composés <100) 

et a atteint une précision de 78,3%, une sensibilité de 81,8%, une spécificité de 74,8%.  
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Partie 2 : Hépatotoxicité des médicaments cytotoxiques, exemple de la 

trabectédine 

 

1. Généralités sur la trabectédine 

 

1.1. Origine, structure chimique et mécanisme d’action 

 

La trabectédine (ou ET-743) est un alcaloïde de synthèse commercialisé sous le nom de Yondelis® 

par le laboratoire PharmaMar (Madrid, Espagne). A l’origine, cette molécule était extraite de l’ascidie 

Ecteinascidia turbinata, un animal marin du sous-embranchement des tuniciers retrouvé dans les man-

groves caribéennes.  

Dans les premiers essais in vitro, l’activité cytotoxique de la trabectédine sur des sous-types histo-

logiques de sarcomes et de cancers ovariens débutait à des concentrations de l’ordre du nanomolaire et 

était dépendante du temps d’exposition271,272. Elle est donc utilisée pour le traitement des sarcomes des 

tissus mous avancés (STMA), pour lequel elle a reçu son autorisation européenne de mise sur le marché 

en 2007273. Cette molécule est également prescrite en association avec la doxorubicine pégylée pour le 

traitement des rechutes de cancer ovarien sensible aux dérivés de platine274,275. La structure chimique de 

la trabectédine comprend trois noyaux tétrahydroisoquinolines A, B et C et est représentée en Figure 

10A. 

 



 

 

82 

 

Figure 10 : Structure, conformation et réactivité de la trabectédine, d’après d’Incalci et al.276 

(A) Sous-unités de la trabectédine et réactivité ; (B) couple guanine-cytosine du sillon mineur ; (C) interaction avec le sillon mineur de 

l’ADN. 

Les sous-unités A et B forment un squelette pentacyclique et participent à la formation de liaisons 

covalentes avec les bases du sillon mineur de la double hélice d’ADN. La sous-unité C, reliée aux deux 

autres noyaux par un pont lactone et une liaison sulfure benzylique, est située à l’extérieur de la double 

hélice277.  

La trabectédine est donc une isoquinoline de la classe des agents alkylants qui interagit avec l’azote 

exocyclique N2 des guanines du sillon mineur278. Ce mécanisme original diffère de celui des autres 

membres de cette classe qui ciblent préférentiellement l’azote N7 ou l’oxygène O6 des guanines situées 

dans le sillon majeur de l’ADN. La déshydratation in situ au niveau du noyau carbinolamine (essentiel 

à l’activité de la trabectédine) situé entre les sous-unités A et B, conduit à la formation d’un intermédiaire 

réactif de type imine réagissant avec l’azote primaire des guanines (Figure 10B)276. Cet adduit volumi-

neux est stabilisé par des liaisons de faible énergie (de type liaisons hydrogène et forces de van der 

Waals) entre les noyaux A et B, mais également avec les nucléotides environnants du brin opposé, créant 

ainsi des liaisons interbrins279. La richesse en GC de la séquence d’ADN semble être déterminante pour 

la fixation de la trabectédine qui favorise les interactions avec des triplets de bases contenant une guanine 
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centrale de type 5′-purine-GC ou 5′-pyrimidine-GG276. Cette fixation provoque le repli de la double 

hélice d’ADN vers le sillon majeur par encombrement stérique et perturbe les mécanismes de transcrip-

tion et de réparation de l’ADN280. En effet, ces changements structuraux empêchent la bonne reconnais-

sance des séquences de régulation transcriptionnelle par les facteurs de transcription (comme E2F ou les 

facteurs se fixant sur la séquence CAAT d’initiation de la transcription)276. De plus, la présence de l’ad-

duit covalent sur l’un des deux brins d’ADN déstabilise la séparation de ces brins lors de l’élongation 

de la transcription et empêche la progression de l’ARN polymérase II sur le brin codant281. La sous-

unité C est, quant à elle, impliquée dans la perturbation des interactions entre l’ADN et les protéines 

nécessaires à son expression (facteurs de transcription, protéines de la réparation…) (Figure 10C). 

 

Plusieurs études ont montré que l’activité antiproliférative de la trabectédine était dépendante des 

mécanismes de réparation des lésions de l’ADN, tels que l’excision de nucléotide couplée à la transcrip-

tion (TC-NER, transcription-coupled nucleotide excision repair) et la recombinaison homologue 

(RH)276,281,282. De manière surprenante, et contrairement aux autres agents cytotoxiques fixant l’ADN 

comme le cisplatine, il a été observé que des cellules déficientes en TC-NER était 2 à 10 fois moins 

sensibles à la trabectédine que des cellules exprimant ce mécanisme de réparation276. En effet, des études 

d’interaction moléculaire menées in vitro chez des mutants de levure Schizosaccharomyces pombe, ont 

montré que la sous-unité C formait une liaison hydrogène avec un résidu arginine de la protéine de 

réparation Rad13, une protéine orthologue de XPG/ERCC5 (Xeroderma pigmentosum complementation 

group G/ Excision Repair 5, endonuclease Non-Catalytic Subunit). Ce complexe ternaire Rad13(XPG)-

ADN-trabectédine induirait la cassure des brins d’ADN, responsable de la cytotoxicité282. Il a été éga-

lement observé que la trabectédine était 7 à 8 fois moins active sur des lignées cellulaires déficitaires en 

XPG/ERCC5 ou ERCC1283 et la surexpression de ces protéines dans des modèles déficients permettait 

de restaurer son mécanisme antiprolifératif281. La RH, quant à elle, est impliquée dans la réparation des 

cassures double-brins et des liaisons interbrins et fait intervenir des protéines telles que Rad51, elle-

même régulée par les protéines BRCA1 et BRCA2 (Breast cancer 1 et 2)284. Ce mode de réparation 

semble être un acteur majeur du mécanisme d’action de la trabectédine puisque la persistance des lésions 
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double-brins augmenterait de près de 100 fois la sensibilité à la molécule281. En clinique, cette sensibilité 

accrue a été observée chez des patients traités par trabectédine et porteurs de mutations inactivatrices 

des gènes BRCA1 et/ou BRCA2281. 

Enfin, la trabectédine aurait la capacité de moduler le microenvironnement tumoral, une structure 

complexe et dynamique composée de multiples types cellulaires (cellules tumorales, endothéliales, fi-

broblastes) intégrés au sein d’un stroma inflammatoire281. Des études ont montré qu’elle pouvait causer 

une déplétion cellulaire macrophagique et monocytaire et altérer le mécanisme d’angiogénèse281. De 

plus, elle inhiberait la production in vitro de médiateurs pro-inflammatoires (comme des chemokines ou 

des interleukines) par les macrophages associés aux tumeurs285.  

 

1.2. Biomarqueurs pharmacogénomiques associés à la trabectédine 

 

Les sarcomes des tissus mous sont des tumeurs malignes très hétérogènes et dont les taux de survie 

après traitement sont faibles. La prédiction de la réponse thérapeutique grâce à des biomarqueurs per-

mettrait d’optimiser la prise en charge clinique et contribuerait à élucider la part de la génétique dans 

les variabilités inter- et intraindividuelle appliquées à l’efficacité des traitements chez ces patients. Au 

vu de la capacité de la trabectédine à interagir avec différentes cibles de la cellule tumorale, de nombreux 

biomarqueurs génomiques ont été décrits concernant à la fois l’ADN germinal et l’ADN somatique 

(tumoral). Des études ont indiqué que l’activité de la molécule serait dépendante de l’intégrité des sys-

tèmes de réparation par NER et RH suggérant que les protéines associées pourraient constituer une 

signature moléculaire de la réponse tumorale286. Italiano et al.287 ont génotypé les biopsies de tumeurs 

de 113 patients atteints de STMA et ont montré que les porteurs d’au moins une copie mutée de l’ha-

plotype BRCA1 AAAG (composé des variants rs16941, rs16942, rs1799966 et rs799917) présentaient 

une meilleure réponse après une chimiothérapie par trabectédine (médiane de 4 cycles) : la PFS était de 

5,6 mois contre 2,5 mois pour les non mutés (p = 0,03) et la survie globale (ou overall-survival, OS) 

était de 14,1 mois contre 5 mois (p = 0,0095). Dans une étude récente, Moura et al.288 ont comparé les 
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taux d’expression tumoraux de gènes de la réparation tels que CUL4A, ERCC1 et ERCC5 chez des pa-

tients traités par trabectédine associée à de la doxorubicine vs des patients traités uniquement par doxo-

rubicine. Les auteurs rapportent que dans le groupe ayant reçu les deux molécules, la survie était pro-

longée dans le cas où ces gènes étaient surexprimés (p = 0,038, 0,006 et 0,039, respectivement). Par 

ailleurs, in vitro, seule la surexpression de ERCC1 était significativement associée à une sensibilité plus 

importante à la trabectédine dans différentes lignées cellulaires de sarcomes des tissus mous (exprimée 

en IC50, p < 0,001), permettant de conclure quant à son potentiel en tant que biomarqueur chez les pa-

tients souffrant de STMA. Par ailleurs, les tumeurs exprimant faiblement BRCA1 et fortement 

ERCC5/XPG seraient associées à une sensibilité plus élevée à la trabectédine (p < 0,01)289, formant ainsi 

une signature composite permettant d’identifier les sous-types de sarcomes les plus sensibles à la trabec-

tédine. 

 

1.3. Indications cliniques  

 

En pratique clinique, la trabectédine est proposée en seconde ligne dans le cadre de la prise en charge 

des STMA lorsque les traitements de première intention tels que la doxorubicine ou l’ifosfamide n’ap-

portent plus d’effets cliniques, ou lorsque le patient présente une contre-indication à l’usage de ces mo-

lécules273,290. D’autres médicaments tels que le pazopanib, la dacarbazine, ou encore le cyclophospha-

mide peuvent faire l’objet d’une prescription pour le traitement des STMA290.  

Les études de phase 1 ont établi la dose maximale tolérée de trabectédine à 1,8 mg/m2 lors d’une 

administration continue pendant 24 heures291,292. Le schéma d’administration recommandé pour le trai-

tement d’un STMA est donc de 1,5 mg/m2 administrés par perfusion intraveineuse à débit constant pen-

dant une durée de 24 heures, ceci répété toutes les trois semaines273,293. Dans un essai de phase IV, 

prospectif, observationnel, non interventionnel et multicentrique, Buonadonna et al.294 ont évalué l’effi-

cacité de la trabectédine dans le contexte de son utilisation clinique courante (évaluation en « vie ré-

elle ») chez des patients atteints de STMA. L’objectif principal était d’évaluer la PFS moyenne chez 
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218 patients traités par trabectédine à la dose standard de 1,5 mg/m2. Les auteurs ont ainsi rapporté une 

PFS médiane de 5,9 mois (IC95% : 4.9-7.8 mois) avec près de 70% (63-95%) des patients ne présentant 

plus aucun signe de progression après 3 mois de traitement et 49% (42-55%) des patients après 6 mois.  

 

Dans une étude rétrospective du Groupe Sarcomes Français incluant 804 patients atteints de STMA 

traités par dose standard et suivis pendant 22 mois, la PFS médiane était de 4,4 mois [3,9-4,9 mois] et 

les taux de PFS à 3 et 6 mois atteignaient 59 et 40%, respectivement295. Par ailleurs, la prise de trabec-

tédine apportait un bénéfice clinique plus favorable lorsqu’elle était administrée en seconde ou troisième 

ligne que lorsqu’elle était prévue en 4e ligne de traitement (PFS médiane de 4,8 mois, 4,5 mois et 3,8 

mois, respectivement ; OS de 12,9 mois, 12,2 mois et 9,5 mois, respectivement). Finalement, après la 

période de suivi correspondant à 6 cycles de traitement, 304 patients avaient une maladie stable. Parmi 

eux, 227 ont reçu des cycles de chimiothérapie supplémentaires allongeant ainsi la PFS de 5 mois (11,7 

vs 7,6 mois, p < 0,003) ainsi que la OS (24,9 vs 16,9 mois, p < 0,001) par rapport aux 77 patients ayant 

stoppé le traitement après la période de suivi prévue initialement295.  

 

Récemment, Le Cesne et al.296 ont publié les résultats de leur étude de phase 3 comparative, pros-

pective, multicentrique et randomisée, T-SAR (T-SAR, NCT02672527, Gustave Roussy, Villejuif, 

France). Les auteurs ont comparé les bénéfices en termes de PFS, d’OS et de qualité de vie apportés par 

la trabectédine contre les meilleurs soins de support (SDS) chez des patients atteints de sarcomes de 

tissus mous de stade avancé (récidivant). Dans le bras trabectédine, la PFS moyenne était de 3,1 mois 

(IC95% : 1,8-5,9) contre 1,5 mois (0,9-2,6) dans le bras SDS (hazard ratio HR : 0,39, IC95% : 0,24-

0,64, p <0,001). Une amélioration particulière a été observée dans le sous-groupe de patient atteints de 

STS de type L incluant les lipo et les léiomyosarcomes (5,1 vs 1,4 mois, p = 0,0001). Parmi ces patients, 

7 d’entre eux appartenant au groupe trabectédine ont présenté une réponse partielle et aucune réponse 

objective n’a été observée dans le groupe SDS (p = 0,004). 
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Parmi ses indications, la trabectédine a également montré son efficacité dans le traitement du cancer 

ovarien récurrent et sensible aux dérivés du platine pour lequel elle est administrée en association avec 

de la doxorubicine pégylée. Le schéma d’administration comprend une perfusion intraveineuse de 1,1 

mg/m2 de trabectédine d’une durée de 3 heures, répétée toutes les 3 semaines immédiatement après 

l’administration de doxorubicine (30 mg/m2)273,274,297. Casado et al.275 ont également montré que la 

trabectédine avait la capacité de re-sensibiliser les cellules tumorales initialement résistantes au platine 

en permettant d’atteindre une PFS et une OS de 5 mois (4,0-5,9 mois) et 14,7 mois (5,7-23,6 mois), 

respectivement après réexposition au platine.  

 

1.4. Propriétés pharmacocinétiques et relations pharmacocinétique-pharmacodynamiques 

 

La pharmacocinétique de la trabectédine est linéaire puisque l’AUC de la trabectédine est propor-

tionnelle à la dose jusqu’à 1,8 mg/m2 de surface corporelle291,292. Son profil pharmacocinétique corres-

pond à un modèle de distribution à compartiments multiples et après administration, le volume apparent 

de distribution peut atteindre 1000 à 6000L à l’équilibre292,298,299. Ce phénomène est possible car la 

trabectédine présente un caractère lipophile important (log P = 3,4) et un fort taux de liaison aux pro-

téines plasmatiques (94-98% de la trabectédine plasmatique est fixée à l’albumine)300. Dans l’étude 

pharmacocinétique de van Kesteren et al.292, les concentrations maximales et l’AUC0-∞ déterminées chez 

25 patients après un cycle à la dose standard étaient de 1,8 (±1,1) ng/mL et 55 (±25) ng.mL-1.h, respec-

tivement. La variabilité interindividuelle appliquée à l’exposition était importante chez les patients de 

l’étude puisque les coefficients de variation (CV) de l’AUC0-∞ et la clairance plasmatique étaient proches 

de 45% et de 49%, respectivement, résultats confirmés ensuite dans une autre étude301 (45,1% pour la 

Cmax et 41,5% pour l’AUC). Cependant, en explorant les caractéristiques des individus comme cova-

riables (âge, sexe, poids, surface corporelle, fonction rénale et taux de protéines totales), aucune relation 

significative n’a pu être mise en évidence pour expliquer cette large variabilité. Par ailleurs, la variabilité 
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intraindividuelle mesurée entre deux cycles à la dose de 1,5 mg/m2 chez un même patient était relative-

ment faible (CV pour l’AUC0-∞ de 28%)292. Enfin, l’élimination de la trabectédine est principalement 

extra-rénale puisque seule une très faible proportion de la dose est éliminée dans les urines (en moyenne 

5,9%)298. Des études ont montré qu’après métabolisation hépatique la trabectédine est principalement 

éliminée sous forme de métabolites dans les selles (58%) dans lesquelles moins de 1% de la dose admi-

nistrée éliminée y existe sous forme inchangée298,302 et la clairance d’élimination totale peut atteindre 35 

L/h292. Enfin, la demi-vie (t1/2) de la trabectédine est très longue : elle atteignait 89 (±41) heures dans 

l’étude de van Kesteren et al.292 et 180 (±61,4) heures dans l’étude de pharmacocinétique de population 

conduite par Perez-Ruixo et al.299 chez 603 patients.  

Concernant son profil de toxicité, la majorité des évènements indésirables rapportés dans les études 

de phase 1 étaient d’ordre hématologique : à la dose standard, la neutropénie et la thrombopénie de grade 

3-4 concernaient 30 à 50% des cas291,303. Dans l’étude de van Kesteren et al.292, le taux de plaquettes 

était significativement abaissé chez les patients présentant une forte exposition à la trabectédine (p = 

0,002), tout comme les taux de leucocytes et particulièrement de neutrophiles qui variaient en fonction 

de la dose cumulée et de la Cmax (p < 0,05)292. Cependant, la sévérité de la neutropénie et de la throm-

bocytopénie était seulement modérément corrélée à l’exposition (r = 0,413 et 0,495, respectivement, p 

= 0,001)291.  

Une élévation transitoire des transaminases a également été relevée chez près de 30 à 40% des in-

dividus traités par trabectédine291. Van kesteren et al.292 ont observé que les taux d’enzymes hépatiques 

avaient tendance à augmenter lorsque la dose était augmentée et la Cmax élevée (résultats non significa-

tifs) et l’AUC était la seule à être significativement associée à une élévation plus importante des transa-

minases (p < 0,001). Les relations PK/PD établies par Taamma et al.291 ont montré que la cytolyse hé-

patique était corrélée à l’augmentation des doses et une exposition plus importante à la trabectédine. En 

effet, une relation modérée mais significative existe entre l’AUC et la gravité de l’élévation des transa-

minases (rAST = 0,580, p < 0,001 pour les AST, et rALT = 0,367 pour les ALT, p = 0,004), mais seule une 

faible corrélation a été relevée pour la Cmax (rAST = 0,415, p = 0,001 ; rALT = 0,362, p = 0,004). 
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De nombreuses études ont évalué l’efficacité de la trabectédine en combinaison avec d’autres cyto-

toxiques. Bien qu’in vitro, l’association avec la doxorubicine ait permis d’augmenter la sensibilité des 

cellules tumorales de sarcomes des tissus mous de manière additive304, ou synergique305, l’association 

entre les deux molécules n’est autorisée que dans le cadre du traitement du cancer de l’ovaire récurrent, 

sensibles aux sels de platine273. Cependant, une récente étude de phase 3 randomisée comptant près de 

576 patientes atteintes de cancer de l’ovaire a montré que la survie globale n’était pas améliorée par la 

prise de doxorubicine avant la trabectédine : 23,8 mois vs 22,2 mois dans le groupe doxorubicine seule 

(HR 0,92, IC95% = 0,73–1,18, p = 0,524)306,307.  

Du fait de sa forte proportion à être éliminée par le foie, la fonction hépatique est un facteur de 

variabilité important pour la pharmacocinétique de la trabectédine. Dans l’étude de Calvo et al.308, l’ex-

position à la trabectédine était plus élevée chez les patients atteints d’insuffisance hépatique modérée. 

En effet, la Cmax et l’AUClast ajustées par la dose étaient augmentées respectivement d’un facteur 1,40 et 

1,97 chez ces patients en opposition aux patients ayant une fonction hépatique normale. Puchalski et 

al.301 ont démontré qu’une relation existait entre le taux d’ALT à l’inclusion et l’AUC (r = 0,39, p < 

0,01), qui était 17% plus élevées que chez les patients à fonction hépatique normale (résultat non signi-

ficatif). De plus, parmi les patients de leur cohorte ayant une fonction hépatique altérée, l’incidence des 

effets toxiques était de 80% vs 44% (p = 0,02)301. Ainsi, comme indiqué dans son résumé des caracté-

ristiques du produit, Yondelis® ne peut être prescrit chez des patients dont la bilirubinémie est élevée à 

l’inclusion et le traitement doit être accompagné d’un suivi renforcé du bilan hépatique273.  

Du fait de la faible implication du rein dans l’élimination de la trabectédine, aucune contre-indica-

tion n’existe pour les patients atteints d’insuffisance rénale. Cependant, vu le manque de données con-

cernant cette population, l’utilisation de la trabectédine en monothérapie est proscrite chez les patients 

dont la clairance de la créatinine est inférieure à 30 mL/min et inférieure à 60 mL/min si elle est utilisée 

en association273. Par ailleurs, chez des patients atteints d’insuffisance rénale terminale, la mise en place 

de système de dialyse péritonéale n’influence pas l’élimination de la trabectédine et n’induit pas plus 

d’effets toxiques309,310.   
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1.5. Métabolisme et élimination hépatique de la trabectédine 

 

1.5.1. Métabolisme par les cytochromes P450 

 

Les principales études du métabolisme de la trabectédine ont démontré qu’elle était quasi-exclusi-

vement prise en charge par le foie avant son élimination biologique. En effet, l’étude de bilan de masse 

menée par Beumer et al.298 chez 8 patients a montré que 55,5% de la dose totale de trabectédine radio-

marquée au carbone 14 était retrouvée dans les fèces, et que moins de 1% y était éliminée sous forme 

inchangée.  

La complexité du métabolisme oxydatif de la trabectédine explique que celui-ci ne soit pas encore 

totalement connu et que les effets potentiels de ces nombreux métabolites (toxiques ou actifs sur les 

cibles) ne soient pas clairement définis. En effet, la plupart des investigations in vivo n’ont apporté que 

peu de résultats concluants du fait de la difficulté à détecter ces composés. Plusieurs raisons s’ajoutent, 

notamment (i) la faible dose de trabectédine administrée aux patients ; (ii) la faible quantité de métabo-

lites circulant au niveau plasmatique ; (iii) le faible taux d’extraction de ces métabolites au niveau fécal 

(environ 30-50%298,311) ; et enfin (iv) la faible stabilité de la trabectédine et de ces potentiels métabolites 

réactifs dans les milieux biologiques302,312,313.  

 

Sparidans et al.312 ont été les premiers à incuber la trabectédine en présence de microsomes hépa-

tiques humains, des systèmes biomimétiques très utilisés pour la caractérisation du métabolisme des 

xénobiotiques. Leurs expérimentations ont permis d’identifier quelques métabolites oxydés et glucuro-

nidés in vitro mais qu’ils n’ont pu détecter dans les échantillons biologiques de patients (plasma, urine 

et bile). Reid et al.314 ont étudié l’implication des CYP450 en incubant d’abord la trabectédine avec des 

enzymes recombinantes (rCYP) et des microsomes murins et humains, puis en administrant la trabec-

tédine à des rats en présence d’inhibiteurs et d’activateurs spécifiques de ces enzymes. Les résultats ont 
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montré que le CYP3A4 était la principale enzyme impliquée dans l’oxydation de la trabectédine, ac-

compagnée dans une moindre mesure du CYP2C9, du CYP2D6 et du CYP2E1. Par ailleurs, le métabo-

lite majeur identifié était un analogue N-déméthylé de la trabectédine, ou ET-729, qui possède aussi une 

activité alkylante. En effet, Marco et al.315 ont montré que l’absence de méthyle au niveau de l’azote 12 

permettait à l’ET-729 de cibler les guanines de différents triplets de bases non fixés par la trabectédine 

(comme AGA ou CGA), dans laquelle ce groupement est en confrontation stérique avec la guanine 

centrale et l’adénine. D’autre part, dans l’étude de Reid et al.314, l’excrétion biliaire de la trabectédine 

était plus importante chez les rats mâles que chez les rats femelles alors que l’inverse se produisait pour 

son métabolite ET-729. Ils expliquent ces différences entre genres d’espèces par le fait que les enzymes 

du métabolisme seraient plus abondantes chez les rats femelles316. Cependant, cette variabilité d’expres-

sion des CYP450 liée au sexe n’a jamais pu être clairement établie chez l’Homme et ne permet pas de 

présager d’une production plus importante de métabolites de la trabectédine chez la femme317,318. Bran-

don et al.319 précisent par la suite que la part métabolique prise en charge par le CYP3A4 s’élève à près 

de 95% dans les modèles in vitro. Ils montrent également que la trabectédine est métabolisée par d’autres 

CYP450 (2E1, 2C9, 2D6 et 2C19) et par des enzymes de phase II, comme les UGT et les GST.  

Après avoir collecté les urines et les selles de 8 patients pendant 24h et 120h, respectivement, Beu-

mer et al.302 ont analysé le profil métabolique de la trabectédine par chromatographie liquide couplée à 

de la spectrométrie de masse. Les auteurs identifient alors près de 12 métabolites et produits de dégra-

dation, suggérant que plusieurs voies métaboliques seraient impliquées dans l’élimination de la trabec-

tédine, mais sans réussir à identifier ceux précédemment décrits dans la littérature et notamment l’ET-

729. Plus tard, Vermeir et al.311 parviennent à identifier les principaux métabolites de la trabectédine 

(représentés en Figure 11) dans des fractions subcellulaires hépatiques humaines et simiennes résultant 

de réactions d’oxydation et de N-déméthylation. Ils y détectent cette fois l’analogue N-déméthylé de la 

trabectédine.  
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Figure 11 : Profil métabolique de la trabectédine proposé par Vermeir et al.311 
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L’implication majeure du CYP3A4 dans le métabolisme de la trabectédine expose les patients à un 

risque important d’interactions médicamenteuses lors de l’utilisation d’inhibiteurs (augmentation du 

risque toxique) ou d’inducteurs de l’enzyme (augmentation de la clairance d’élimination)311,320. Des 

études de phase 1 ont montré que la prise de kétoconazole, un puissant inhibiteur des CYP3A, augmen-

tait de 21% la Cmax et de 66% l’AUC de la trabectédine, alors que la prise de rifampicine, les réduisait 

de 22% et 31%, respectivement321. Ces résultats sont confirmés plus tard dans l’étude de Machiels et 

al.322 qui montrent également que la clairance de la trabectédine est augmentée par la prise de rifampicine 

(de 39,6 à 59,8 L/h) et diminuée avec le kétoconazole (de 20,3 à 12,0 L/h). La trabectédine quant à elle 

n’est ni inductrice, ni inhibitrice des CYP450323. Par ailleurs, il n’existe pas de recommandations con-

cernant l’utilisation des inhibiteurs ou inducteurs enzymatiques lors d’une chimiothérapie à base de 

trabectédine, mais un suivi renforcé du profil de toxicité est recommandé324. A l’opposé, de nombreux 

essais ont souligné l’efficacité de la dexaméthasone (un autre puissant inducteur du CYP3A4) dans la 

réduction des risques d’hépatotoxicité et de myélosuppression, en diminuant l’exposition à la trabec-

tédine chez le rat et l’Homme17,301,313. Dans une étude de pharmacocinétique de population, Perez-Ruixo 

et al.299, s’attendaient à observer une augmentation très nette de la clairance de la trabectédine lors de sa 

co-administration avec la trabectédine. Cependant, l’effet de la dexaméthasone, inclue comme cova-

riable de leur modèle, n’impactait pas significativement la pharmacocinétique de la trabectédine (p = 

0,007 supérieur au seuil de significativité α = 0,005 prédéfini par les auteurs). Ceci s’expliquerait par le 

petit nombre de patients n’ayant pas reçu de corticostéroïdes avant la chimiothérapie (58 contre 584). 

Les patients ayant reçu de la dexaméthasone au cycle 1 avaient tout de même une AUC médiane dimi-

nuée de 12% et une clairance systémique augmentée de 19,2% par rapport à ceux n’en n’ayant pas reçu. 

Malgré cette faible diminution de l’exposition, le bénéfice d’amélioration du profil de toxicité de la 

trabectédine et surtout l’effet hépatoprotecteur de la dexaméthasone appuient l’intérêt de son utilisation 

30 minutes avant le début de la chimiothérapie273.  
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1.5.2. Interaction avec les mécanismes de régulation transcriptionnelle 

 

Bien que la trabectédine n’ait pas d’effets activateurs ou inhibiteurs des enzymes et protéines du 

métabolisme, il a été démontré que cette molécule avait la capacité d’interagir avec le récepteur nucléaire 

PXR en exerçant une activité d’antagoniste et ce, uniquement en présence d’un agoniste.  

En effet, Synold et al.325 ont montré que la trabectédine inhibait l’activation transcriptionnelle de 

PXR en présence d’agoniste (IC50 ≈ 3 nM), résultant en l’extinction de l’expression des gènes cibles 

comme CYP3A4 ou MDR1/ABCB1. Cette observation a été validée par Ekins et al.326 à l’aide d’une 

méthode in silico permettant de simuler les interactions moléculaires entre le récepteur et un pharmaco-

phore identifié. Les conséquences de cet effet répressif sur PXR ont été décrites pour la P-gp dans une 

expérience de gène rapporteur dans des cellules de carcinome de colon humain SW620 exposées à des 

activateurs du promoteur d’ABCB1 co-incubés avec de la trabectédine qui bloque ainsi l’activation du 

gène327. L’effet antagoniste a également été montré par Sparfel et al.328 sur l’activation du CYP3A dans 

des hépatocytes de rats : la trabectédine supprimait totalement l’induction du gène par un activateur 

carcinogène. Par ailleurs, les auteurs ont observé qu’elle bloquait l’up-régulation de MRP2, dont l’ex-

pression dépend aussi de PXR. Enfin, de nombreuses études ont montré que la surexpression de la P-gp 

était à l’origine de la résistance tumorale. En se basant sur les observations précédentes, certains ont 

émis l’hypothèse que l’activité antagoniste de la trabectédine sur PXR pourrait être un moyen de répri-

mer l’expression d’ABCB1 et ainsi de potentialiser l’activité antitumorale329.  

 

1.5.3. Elimination par les transporteurs ABC 

 

Beumer et al.330 ont démontré que la P-gp était majoritairement impliquée dans l’élimination hépa-

tobiliaire de la trabectédine grâce à des expériences de passage transmembranaire en présence d’activa-

teurs et d’inhibiteurs spécifiques. Par la même occasion, ils ont montré que la protéine était impliquée 
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dans la résistance à la molécule dans différents modèles cellulaires52. Lee et al.17 ont par la suite modélisé 

les capacités hépatiques de transport et de métabolisme par l’utilisation d’hépatocytes primaires de rats 

cultivés en « sandwich » (SCRH, sandwich-cultured primary rat hepatocytes) en présence de dexamé-

thasone. Cette étude a été la première à montrer que le transporteur biliaire MRP2 était impliqué dans 

l’élimination biliaire de la trabectédine, tout comme le transporteur basolatéral MRP4, qui élimine la 

molécule vers le compartiment plasmatique. Les résultats de l’étude in vivo de van Waterschoot et al.331 

ont complété les travaux précédents. En effet, les auteurs ont observé une accumulation de trabectédine 

dans les hépatocytes de souris n’exprimant plus les transporteurs ABC des sous-familles B1, C2 et C3 

et déficientes en enzymes de type CYP3A. Même si aucune étude n’a pu prouver l’impact d’une utili-

sation concomitante de trabectédine et d’inhibiteurs ou d’activateurs de la P-gp, leur usage doit être 

soumis à une surveillance renforcée. En effet, ils pourraient potentialiser les effets toxiques de la trabec-

tédine liés à son accumulation, ou au contraire diminuer son efficacité à cause d’une élimination exces-

sive.  

 

1.6. Effets indésirables 

 

De par son large spectre de cytotoxicité, des réactions indésirables liées à la trabectédine (tous types 

et grades confondus) sont observables chez 91% à 99% des patients (en monothérapie, ou thérapie com-

binée, respectivement)273 et des effets indésirables graves (de grades 3 ou 4 selon le National Cancer 

Institute’s Common Terminology Criteria for Adverse Events, NCI-CTCAE) sont observés chez moins 

d’un tiers des patients (10% en monothérapie et 25% en thérapie combinée)293,332. Dans un essai rétros-

pectif analysant le profil d’efficacité et de sécurité de la trabectédine chez 1132 patients issus d’essais 

cliniques de phase 2 et traités entre 1999 et 2008, Le Cesne et al.303 ont observé que la molécule était 

relativement bien tolérée et les principaux effets indésirables sévères étaient d’ordres hématologique et 

hépatique. Dans ces essais cliniques, la myélosuppression était caractérisée par une neutropénie rapide 

et transitoire (47-52% des patients), et parfois accompagnée d’une thrombocytopénie (7-10%) ou d’une 



 

 

96 

anémie (3-8%)333. L’atteinte hépatique sévère quant à elle peut concerner 30 à 40% des patients291,301 et 

correspond à une élévation transitoire des transaminases (AST et/ou ALT) qui peut être létale178,334. 

Cette toxicité n’est ni dose-limitante, ni cumulative291,320,335 mais peut entraîner un changement dans la 

programmation des cycles de chimiothérapie (décalage, report ou annulation)336,337. Parmi les autres 

anomalies du bilan biochimique hépatique, des élévations de la bilirubine totale, des PAL ou des γ-GT 

ont été observées273,291,303. Enfin, dans l’étude de Demetri et al.338 comparant les profils de sécurité de la 

trabectédine et de la dacarbazine, des élévations de créatine phosphokinase (CPK, signant une atteinte 

musculaire) ont été rapportées chez 5,3% des patients traités par trabectédine et 1,2% des patients ont 

subi une rhabdomyolyse. 

 

1.7. Mécanisme d’hépatotoxicité de la trabectédine  

 

Les premières lésions hépatiques causées par la trabectédine ont été observées lors d’études précli-

niques chez les rongeurs, le chien et le singe313,339,340. Cependant, la variabilité qui existe entre les mo-

dèles complexifie la compréhension des mécanismes d’hépatotoxicité. Même s’il semblerait que l’ET-

729 (trabectédine N-déméthylée au niveau du cycle A) soit l’un des métabolites majeurs de la trabec-

tédine311, le manque de données reproductibles sur sa production chez l’Homme et son impact sur la 

fonction hépatique chez les rats ne permettent pas de valider son implication dans l’hépatotoxicité de la 

trabectédine. Reid et al.341 ont montré chez des souris que l’ET-729 était 17 fois plus toxique que la 

trabectédine, et que son excrétion biliaire était près de 5 fois plus importante chez les souris Wistar 

femelles que chez les mâles314. Cependant des études in vitro ont montré que le métabolite n’avait que 

peu d’effet toxique313 et l’intérêt de considérer l’ET-729 comme responsable de la toxicité de la trabec-

tédine a été questionné par Beumer et al.302 qui n’ont pas réussi à détecter le métabolite dans les urines 

et les selles de patients traités par trabectédine.  

Van Waterschoot et al.331 ont étudié l’impact de l’absence de transporteurs ABC et d’enzymes du 

métabolisme en utilisant des modèles de souris knock-out (K.-O.) pour les gènes murins Abcb1/P-gp, 



 

 

97 

Abcc2/Mrp2, Abcc3/Mrp3 et Cyp3a/Cyp3a. L’hépatotoxicité était évaluée par la mesure des paramètres 

biochimiques hépatiques (AST, ALT, PAL et bilirubine) après administration intraveineuse de trabec-

tédine à la dose de 100 µg/kg. En comparant les différents modèles, les auteurs ont montré que l’absence 

de l’enzyme Cyp3a n’induit qu’un faible effet hépatotoxique retardé, apparaissant au 4e jour après l’ad-

ministration I.V. En revanche, l’absence combinée des protéines d’efflux P-gp et MRP2 a provoqué une 

élévation très marquée des transaminases (>100 fois la normale), des PAL (environ 6 fois) et de la bili-

rubine totale (>100 unités/L) par rapport aux souris sauvages. L’aspect hépatique nécrosé a confirmé le 

diagnostic d’hépatotoxicité très sévère. Par la suite, les auteurs ont évalué l’effet de l’absence combinée 

du Cyp3a et des transporteurs P-gp et Mrp2. Les souris n’ont alors présenté que de faibles taux 

d’AST/ALT, de PAL et de bilirubine bien inférieurs à ceux des souris Abcb1-/- et Abcc2-/-, et un aspect 

hépatique normal. Ce dernier résultat renforçait alors l'hypothèse que des métabolites toxiques seraient 

issus de la dégradation hépatique de la trabectédine par les enzymes de la famille des CYP450. Afin de 

corréler leurs résultats de toxicité à l’exposition, les auteurs ont dosé la trabectédine et son analogue 

radiomarqué dans le plasma et le foie des souris exposées. Les concentrations plasmatiques et hépatiques 

de trabectédine non radiomarquée chez les souris Cyp3a-K.-O. étaient largement supérieures (> 8 fois 

et >2,5 fois, respectivement) à celles des souris sauvages, mais étaient diminuées chez les souris 

Abcb1/Abcc2 K.-O. qui présentaient le plus fort taux d’hépatotoxicité et l’accumulation la plus impor-

tante de radioactivité dans le foie. Ces résultats suggèrent alors que la trabectédine elle-même n’était 

que peu responsable de l’effet hépatotoxique, contrairement à ses possibles métabolites formés par les 

CYP450 et éliminés par transporteurs ABC. En comparant les effets de la trabectédine dans les trois 

modèles Abcb1-K.-O. vs Abcc2-K.-O. vs Abcc3-K.-O., les auteurs ont noté que les métabolites radio-

marqués s’accumulaient de manière plus importante dans le foie des modèles n’exprimant pas Abcc2, et 

que l’absence d’Abcc3 combinée à celle d’Abcc2 exacerbait la toxicité de la trabectédine, soulignant le 

possible effet compensateur de la protéine MRP3 lorsque MRP2 est réprimé. Avec ces résultats, les 

auteurs démontrent le rôle important des enzymes CYP450 et des transporteurs ABC, particulièrement 

de MRP2, dans la détoxification de la trabectédine et de ses métabolites potentiellement hépatotoxiques.  



 

 

98 

Les recommandations sur l’utilisation de dexaméthasone en prévention des effets indésirables hé-

patiques reposent sur les travaux précliniques de Donald et al.342,343 qu’un pré-traitement aux glucocor-

ticoïdes limitait l’effet hépatotoxique de la trabectédine chez les rats. Puissant inducteur du CYP3A4 et 

d’ABCC2, van Watershoot et al.331 suggèrent alors que l’activité hépatoprotectrice de cet anti-inflam-

matoire résulterait plutôt de l’induction du transporteur plutôt que de l’enzyme. En conséquence, chez 

les patients porteurs de mutation inactivatrices d’ABCC2 (par exemple dans le syndrome de Dubin-

Johnson), la perte de fonction de MRP2 couplée à l’induction des CYP3A par la dexaméthasone pourrait 

augmenter de manière significative l’hépatotoxicité de la trabectédine plutôt que de la réduire puisque 

l’élimination hépatique de la trabectédine et/ou de ses métabolites serait abolie.  

Ce mécanisme de protection de la dexaméthasone n’est pas totalement connu mais il a été montré 

qu’elle avait la capacité d’activer le récepteur nucléaire PXR à de fortes concentrations. Le co-traitement 

trabectédine/dexaméthasone entraînerait alors l’inhibition par l’effet antagoniste de la première sur l’ex-

pression des gènes inductibles par la seconde (CYP450 et ABC transporteurs inclus), permettant d’en-

visager des inducteurs puissants tels que la rifampicine en prévention du risque d’hépatotoxicité329.  

A l’inverse de l’étude précédente, Brandon et al.321 ont montré que le métabolisme hépatique n’était 

pas responsable de la toxicité de la trabectédine. En effet, en traitant des hépatocytes immortalisés de 

type HepG2 avec des fractions métaboliques de trabectédine obtenues après incubation avec des micro-

somes hépatiques humains, les auteurs n’ont pas observé de différence de cytotoxicité entre la molécule 

mère et les incubations métaboliques. Cependant, la faible quantité de métabolites formés dans les in-

cubations microsomales, ajoutées au fait que l’utilisation de la lignée HepG2 pour des études de méta-

bolisme hépatique soit controversée car elle sous-exprime la plupart des enzymes métaboliques, diminue 

l’interprétation de cette étude344,345.  

Grâce à des hépatocytes cultivés en sandwich (SCRH), Lee et al.17 avaient pour objectif de prédire 

l'effet hépatoprotecteur de la dexaméthasone contre l’hépatotoxicité médiée par la trabectédine et d’éva-

luer le rôle de MRP2 dans l’élimination hépatique de la trabectédine. Les premiers résultats ont montré 
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que Mrp2 était exprimé de manière plus importante dans les cellules prétraitées avec de la dexamétha-

sone, validant ainsi l’hypothèse de van Watershoot sur le mécanisme hépatoprotecteur de la molécule. 

Ensuite, la quantité de trabectédine recueillie au niveau biliaire dans des organes isolés et perfusés était 

largement inférieure (environ 75%) chez les rats déficitaires en transporteur Mrp2 (rats TR-) que chez 

les rats sauvages, validant le rôle indispensable de Mrp2 dans son élimination hépatobiliaire. Cependant, 

et de manière très surprenante, la trabectédine seule était moins toxique sur les SCRH issus de rats TR-

, remettant en question la production de métabolites toxiques couplée à l’élimination via Mrp2. Enfin, 

l’induction d'Abcc4/Mrp4 en réponse à la déplétion en glutathion causée par la L-buthionine-sulfoxi-

mine (BSO) a atténué la cytotoxicité même en présence de fortes concentrations de trabectédine. Les 

auteurs concluent alors sur l’importance des transporteurs MRP2 et MRP4 et leur possible redondance 

dans l’élimination de la trabectédine.  

Enfin, cliniquement, Grosso et al.346 ont comparé le profil de toxicité de 32 patients prétraités par 

dexaméthasone (groupe 1) au préalable d’une chimiothérapie à base de trabectédine avec celui de 22 

patients non prétraités (groupe 2). L’incidence d’effets toxiques sévères (≥ grade 3-4) était significati-

vement abaissée dans le groupe de patients ayant reçu l’inducteur comparé au groupe témoin : cytolyse 

2% vs 34% respectivement, leucopénie 2% vs 24% et thrombocytopénie 0% vs 25%. Par ailleurs, la 

dose-intensité reçue entre les deux groupes (400 mg vs 404 mg, respectivement) ainsi que la survie sans 

progression (PFS de 19% à 6 mois) étaient équivalentes, leur permettant de conclure que la dexamétha-

sone n’impactait pas l’efficacité de la trabectédine. Cependant, malgré l’utilisation des corticostéroïdes 

en prévention, les patients restent exposés au risque de cytolyse. De la même manière, Grisanti et al.347 

ont démontré que l’utilisation de N-acétylcystéine, un précurseur du glutathion, était accompagnée d’une 

diminution du taux de transaminases chez des patients développant une toxicité hépatique, suggérant 

que son utilisation concomitante pourrait permettre la poursuite du traitement malgré l’atteinte hépa-

tique.  
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2. Article N°1  

 

Étude pharmacogénétique de l’hépatotoxicité induite par la trabectédine chez des patients 

atteints de sarcome des tissus mous avancé. 

 

Ces travaux de thèse ont porté sur l’analyse de données génétiques collectées par séquençage haut 

débit (ou séquençage de nouvelle génération, Next-Generation Sequencing, NGS) dans une cohorte de 

patients traités par trabectédine dans le cadre de la prise en charge de sarcomes de tissus mous avancés. 

L’objectif était d’identifier des variants pharmacogénétiques associés à l’hépatotoxicité de cette molé-

cule. Ils ont fait l’objet d’une publication dans la revue Cancers (Basel) en décembre 2020. 

La métabolisation hépatique de la trabectédine dépend de l'intégrité des enzymes et transporteurs 

impliqués dans sa biotransformation et son élimination. Des modifications ponctuelles des séquences 

géniques codant ces effecteurs hépatiques pourraient expliquer une partie de la variabilité interindivi-

duelle appliquée à la toxicité hépatique, qui se manifeste par une cytolyse sévère chez près de 40% des 

patients. Cette hypothèse repose sur l’étude de Laurenty et al.178 qui, en 2013, exposent le cas d’un sujet 

âgé de 60 ans traité par trabectédine à la dose standard de 1,5 mg/m2 pour un sarcome pléomorphe de la 

crête tibiale. Après deux cycles de trabectédine, les transaminases du patient ont augmenté de près de 

six fois leurs valeurs biologiques normales, tout en conservant des niveaux de bilirubine totale normaux. 

Malgré l’arrêt de la chimiothérapie et la mise en place de soins de support, la fonction hépatique du 

patient a continué de se dégrader et il est décédé un an plus tard de cette défaillance hépatique majeure 

et irréversible. L'enquête pharmacogénétique conduite a posteriori a révélé que le patient présentait 

certains polymorphismes des gènes ABCC2 et ABCB1. Il était, par ailleurs, porteur homozygote de la 

mutation du promoteur d’ABCC2 c.-24C>T (rs717620), dont les conséquences décrites dans la littéra-

ture sont controversées mais semblent montrer une diminution de l’expression de la protéine211. Trois 

ans plus tard, Rathinamanickam et al.334 signalent un deuxième cas d’insuffisance hépatique chronique 

suivant une chimiothérapie par trabectédine. Leur patient de 66 ans, traité pour un léiomyosarcome 
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pléomorphe métastatique, avait développé un ictère après deux cycles de trabectédine sans normalisation 

de ses paramètres biochimiques hépatiques après l'arrêt du traitement. Malheureusement, aucune inves-

tigation pharmacogénétique n’avait été menée chez ce patient.  

L’effet des polymorphismes des gènes codant pour les transporteurs et les enzymes du métabolisme 

de la trabectédine n’est que peu renseigné dans la littérature. Ainsi, cette étude pharmacogénétique, 

ancillaire à un essai clinique prospectif (T-SAR, NCT02672527, Gustave Roussy, Villejuif, France), a 

été menée afin de recenser des potentiels variants génétiques de gènes codant pour certains CYP450 et 

transporteurs ABC impliqués dans l’apparition des effets indésirables hépatiques. Soixante-trois patients 

traités par trabectédine pour un sarcome des tissus mous avancé ont été génotypés par NGS et leurs 

génotypes ont été mis en regard des effets hépatotoxiques qu’ils ont pu présenter au cours des deux 

premiers cycles de traitement. Les résultats issus de cette étude s’inscrivent dans une perspective d’adap-

tation individuelle du traitement basée sur les caractéristiques génétiques des patients dans l’objectif de 

prévenir le risque de toxicité inhérent à l’usage de la molécule et d’optimiser son utilisation clinique.  
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Simple Summary: Trabectedin is a cytotoxic drug used for the treatment of advanced soft tissue
sarcoma. One of the most frequent side e↵ects is hepatotoxicity, which occurs in nearly 40% of
patients. In this pharmacogenetic study, we aimed to identify genetic polymorphisms that could
impair the functionality of liver proteins—as metabolic enzymes or membrane transporters—involved
in the production and the elimination of trabectedin and/or its metabolites from hepatocytes. In a
prospective cohort of 63 patients, we showed that some variants of P-gp and MRP2 transporters
and the well-known CYP3A5*3 variant were associated with hepatotoxicity. With these findings,
we provide new biomarkers that might be useful to prevent the risk of hepatotoxicity in patients
treated with trabectedin. However, this study is limited by the low number of patients included and
should be validated on larger cohorts before any clinical application.

Cancers 2020, 12, 3647; doi:10.3390/cancers12123647 www.mdpi.com/journal/cancers
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Abstract: Hepatotoxicity is an important concern for nearly 40% of the patients treated with
trabectedin for advanced soft tissue sarcoma (ASTS). The mechanisms underlying these liver damages
have not yet been elucidated but they have been suggested to be related to the production of
reactive metabolites. The aim of this pharmacogenetic study was to identify genetic variants of
pharmacokinetic genes such as CYP450 and ABC drug transporters that could impair the trabectedin
metabolism in hepatocytes. Sixty-three patients with ASTS from the TSAR clinical trial (NCT02672527)
were genotyped by next-generation sequencing for 11 genes, and genotype–toxicity association
analyses were performed with R package SNPassoc. Among the results, ABCC2 c.1249A allele
(rs2273697) and ABCG2 intron variant c.-15994T (rs7699188) were associated with an increased risk of
severe cytolysis, whereas ABCC2 c.3563A allele had a protective e↵ect, as well as ABCB1 variants
rs2032582 and rs1128503 (p-value < 0.05). Furthermore, CYP3A5*1 rs776746 (c.6986A > G) increased
the risk of severe overall hepatotoxicity (p = 0.012, odds ratio (OR) = 5.75), suggesting the implication
of metabolites in the hepatotoxicity. However, these results did not remain significant after multiple
analysis correction. These findings need to be validated on larger cohorts of patients, with mechanistic
studies potentially being able to validate the functional consequences of these variants.

Keywords: ABC transporters; advanced soft tissue sarcoma; CYP450; hepatotoxicity; next-generation
sequencing; pharmacogenetic; trabectedin

1. Introduction

Trabectedin (Yondelis, PharmaMar, Madrid, Spain) is a synthetic alkaloid drug originally isolated
from the Caribbean ascidian Ecteinascidia turbinata. This multitarget antineoplastic agent has the ability
to alkylate the exocyclic nitrogen-2-position of guanines of the DNA’s minor groove and to disrupt
the interactions between nuclear proteins and DNA [1]. Trabectedin can also interact with tumor
microenvironment and repair processes [2], making it a complex molecule with a unique spectrum
of cytotoxicity on various cell lines including sarcomas [3,4]. In clinical practice for the treatment of
advanced soft tissue sarcoma (ASTS), Yondelis is given after a first-line chemotherapy composed of
anthracyclines or ifosfamide, or if patient presents a contraindication to their use [5,6].

Soft tissue sarcomas (STSs) are a group of rare and heterogeneous malignancies. For trabectedin,
pharmacogenomic biomarkers have been previously described such as germline and somatic variants of
BRCA1/2 or repair process-associated genes encoding for excision repair cross-complementation group 1
(ERCC1) and 5 (ERCC5) [7]. A haplotype of BRCA1 has been associated with better treatment outcomes
in terms of progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) [8]. Moreover, patients with high
expression of the functional proteins ERCC1/5 may have an improved PFS and OS compared to low
expressers, being even more so if BRCA1 or BRCA2 are lacking [9,10].

Trabectedin is extensively metabolized in the liver into several compounds that are further
eliminated mainly in the urine and feces [11–13]. Mass balance studies showed that the eliminated part
predominantly consisted in metabolites principally eliminated in feces and that less than 1% of the
unchanged form of trabectedin is retrieved both in urine and feces, confirming the high contribution of
hepatic metabolism in its elimination [14].

The main adverse e↵ects of trabectedin reported in phase 1 clinical trials were myelosuppression;
liver toxicity; nausea; emesis; asthenia; and, more rarely, severe rhabdomyolysis [15,16]. In these
trials, 30–40% of the patients experienced liver toxicity, mainly consisting of serious (grade � 3 of
the National Cancer Institute’s Common Terminology Criteria for Adverse Events, NCI-CTCAE) but
transient elevation of transaminases (aspartate aminotransferases (AST) and alanine aminotransferases
(ALT)). Because of the reversibility of the increase of the transaminases, biochemical hepatic
toxicity was not considered dose-limiting [17], but instead considered schedule-dependent [18].
Subsequently, other liver abnormalities have been reported in patients, such as elevation of bilirubin,
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alkaline phosphatases (AP), and gamma-glutamyl transferases (�-GT), confirming that hepatotoxicity
remains the main adverse event of trabectedin [19].

The first observations of hepatic damages related to trabectedin were made during preclinical
studies on rodents [20,21]. However, it was unclear as to whether they were related to the production
of toxic metabolites or the drug itself. Reid et al. [22] showed that trabectedin is degraded in
human microsomes by phase I enzymes from the cytochrome P450 (CYP450) family, mainly by
CYP3A4, and also by CYP3A5, 2C9, 2C19, 2D6, and 2E1 but in lesser extent [23]. To date, no study
has clearly identified the major metabolites involved in toxicity, mostly because of their very low
concentrations in plasma associated with a lack of sensitivity of the detection methods [11,12].
Elimination pathways involving ATP-binding cassette (ABC) transporters were also widely studied in
order to understand if the accumulation of trabectedin and/or its metabolites may be responsible for
hepatic damages. In preclinical studies, hepatic toxicity was increased in Abcb1/P-glycoprotein (P-gp),
Abcc2/Mrp2, or Abcc3/Mrp3 knock-out mice [24,25]. Importantly, this toxic e↵ect was worsened when
CYP3A enzymes were overexpressed [24], reinforcing the hypothesis of toxic metabolites involved in
trabectedin hepatotoxicity.

Adversely, Brandon et al. [26] showed in an in vitro study that HepG2 cells treated with
CYP-derived metabolites were less a↵ected than by trabectedin itself. Furthermore, the use of a
high dose of dexamethasone in clinical care, a potent CYP3A4 and P-gp inductor, decreases the
risk of toxicity when administered 24 h before trabectedin without compromising its e�cacy [27].
Furthermore, Lee et al. [28] demonstrated that the biliary excretion of trabectedin was impaired
in Abcc2/Mrp2-deficient rat, and that the induction of Abcc4/Mrp4 by L-buthionine-sulfoximine
decreased the cytotoxicity even with high-concentrations of trabectedin. These mechanisms of
trabectedin disposition in hepatocyte are strongly dependent on the integrity of these hepatic proteins,
and nonfunctional enzymes or transporters due to genetic variants could lead to an increased toxicity.

In 2013, Laurenty et al. [29] presented a case of lethal hepatotoxicity in a patient treated with
trabectedin. After only two cycles, the patient’s transaminases increased six times over the upper
normal limit (UNL), with no normalization after stopping the treatment. The patient died of this
major and irreversible liver toxicity one year later. The pharmacogenetic exploration of the patient’s
DNA revealed that he carried some deleterious genetic variants of ABCC2/MRP2 and ABCB1/Pg-p.
Three years later, Rathinamanickam et al. [30] reported a second case of irreversible but non-lethal
hepatotoxicity. Unfortunately, no pharmacogenetic investigation was performed.

On the basis of these case-reports, and the fact that the role of pharmacogenetics on
trabectedin-related toxicity was poorly documented, we hypothesized that genetic variations of
hepatic transporters of hepatic transporters and metabolism enzymes may influence the disposition of
trabectedin and consequently increase the risk of liver toxicity. Thus, this ancillary pharmacogenetic
study of the TSAR clinical trial (NCT02672527, Institut Gustave Roussy, Villejuif, France) was conducted
to prospectively investigate the role of the single-nucleotide polymorphisms (SNPs) of CYP450 and
ABC drug transporters on the incidence of trabectedin-related severe hepatotoxicity.

2. Results

2.1. Patients’ Characteristics and Toxicity Data

Table 1 summarized the demographic and clinical characteristics of the 63 patients included in this
ancillary pharmacogenetic study. In the TSAR clinical trial, patients were divided in two comparative
groups, resulting in 31 patients treated with trabectedin vs. 32 who received best supportive care (BSC).
As a cross-over was allowed between the two arms, every patient of the pharmacogenetic cohort was
treated with at least one cycle of trabectedin. Treatment was delayed because of hepatotoxicity for six
patients (9.5%) and associated with a dose reduction of the following courses for four of the patients.
In total, trabectedin dose was reduced for 17 patients (27%). Furthermore, treatment was stopped because
of acute hepatotoxicity for two patients of the trabectedin arm that occurred during the two first cycles.
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Table 1. Patient characteristics and toxicity data.

Demographical Characteristics at Baseline n (%) or (Range)

Total patients included in the pharmacogenetic study 63
Gender Male 31 (49.2%)

Female 32 (50.8%)
Age Median (years) 65 (21.5–82.3)
Initial arm before crossover Trabectedin 31 (49%)

Best supportive care 32 (51%)
Baseline ECOG performance status 0 30 (47.6%)

1 32 (50.8%)
2 1 (1.6%)

Tumor characteristics at baseline

Histological subtype of soft tissue sarcoma STS-L: liposarcoma or
leiomyosarcoma 35 (55.6%)

STS-non L: other
subtype 28 (44.4%)

Hepatic metastasis at baseline Yes 13 (20.6%)
No 50 (79.4%)

Prior anticancer treatment before inclusion

Chemotherapy Yes 63 (100%)
No 0 (0%)

Neoadjuvant and/or adjuvant chemotherapy Yes 21 (33.3%)
No 42 (66.7%)

Lines of prior chemotherapy in advanced setting Median 1 (0; 3)
0 7 (11.1%)
1 29 (46%)
2 22 (34.9%)
3 5 (7.9%)

Common prior chemotherapies in advanced setting Anthracyclines 62 (98.4%)
Ifosfamide 34 (54%)
Gemcitabine 17 (27%)
Dacarbazine 15 (23.8%)
Pazopanib 10 (15.9%)
Cyclophosphamide 5 (7.9%)
Other 8 (12.7%)

Trabectedin treatment after inclusion

Number of cycles administered per patient Median 7 (1–33)
Total dose administered Mean (mg) 2.25 (1.35–3.24)

Treatment modification because of hepatotoxicity

Administration delay Yes 6 (10%)
No 57 (90%)

Dose reduction Yes 17 (27%)
No 46 (73%)

Stop of treatment Yes 2 (3%)
No 61 (97%)

Hepatic side e↵ects recorded during the two first courses of trabectedin

Cytolysis Grades 0, 1, 2 36 (57%)
Grades 3, 4 27 (43%)

Cholestasis Grades 0, 1, 2 60 (95%)
Grades 3, 4 3 (5%)

Isolated elevation of �-GT Grades 0, 1, 2 56 (89%)
Grades 3, 4 7 (11%)

Overall hepatotoxicity Grades 0, 1, 2 27 (43%)
Grades 3, 4 36 (57%)

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group performance status; STS: soft tissue sarcoma; �-GT:
gamma-glutamyl transferases.
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Occurrences of hepatic side e↵ects after cycle 1 and cycle 2 of trabectedin were considered as
two classes: severe (grade 3 (G3) and grade 4 (G4)) vs. not severe (grades 0, 1, or 2), as shown in
Table 1. Forty-three percent (27/63) of the patients experienced a severe cytolysis during the two
first courses of trabectedin at a dose of 1.5 mg/m2. For most of them (23/27, 85.2%), this elevation
was transient, and AST/ALT normalized after the second cycle of treatment. In the cohort, 4.7%
(3/63) patients experienced a severe cholestasis with elevation of �-GT associated with AP and total
plasma bilirubin. Isolated elevation of �-GT with normal transaminases was reported in seven patients
(11.1%). In order to evaluate the impact of SNPs on overall hepatotoxicity, we grouped AST/ALT, �-GT,
total plasma bilirubin, and AP. Thus, a total of 36 out of 63 patients (57.1%) experienced at least one
severe hepatotoxic event after two courses of trabectedin.

Since trabectedin is a third-line treatment, each patient had already undergone prior adapted
chemotherapy or targeted therapy for their STS. Among these, doxorubicin and dacarbazine were
the most likely to induce mild and transient liver abnormalities [31]. In our cohort, 98.4% of the
patients received doxorubicin before trabectedin, and 15/63 were previously treated with dacarbazine
(Table 1). Ten patients were previously treated with pazopanib, which is commonly associated with
transaminase elevation [31]. However, there was no significant association between prior treatment
and the occurrence of severe hepatotoxicity (data not shown). Of note, every patient had normal serum
values of the biological hepatic parameters before trabectedin initiation.

2.2. Evaluation of the NGS Data Quality and Building of the Genetic Database

DNA was successfully extracted from the whole blood samples for 63 patients. Quality was
su�cient for library conception and subsequent Next-Generation Sequencing (NGS) analysis. Then,
sequencing chips were loaded with pooled libraries at a rate higher than 90%, with the mean of the total
reads being near 3 million per chip. As genomic DNA was analyzed, minimal sequencing depth was
fixed to 20X and variant with inferior depth was considered as not covered [32]; thereby, mean total
sequence read depth reached 500X. Overall, the total mean sequencing coverage of the 276 amplicons
was 86.9%. Mean alignment to reference human genome (hg19) was > 99%.

After applying a filter according to the cohort minor allele frequency (MAF) fixed at the threshold of
0.01, we collected a total of 276 genetic variants. Among these, 44 were excluded because of a genotyping
rate less than 80%, or a variant frequency of 100% (i.e., monomorphic allele). Fourteen variants were not
considered because of deviation from the Hardy–Weinberg equilibrium (HWE) with p < 0.05. The final
database contained 208 SNPs that were visually checked with the Alamut software. Among them,
206 were referenced in the Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP) and 2 were unknown.
Variants included 203 single-nucleotide variations and 5 deletions. MAFs of collected SNPs were
compared to those of the Caucasian population, and no strong deviance was observed.

Among the 47 candidate SNPs selected after a literature review, 39 were correctly genotyped
(genotyping rate > 80%), but 3 variants were further eliminated because of deviation from HWE
(rs1135840, rs1065852, and rs2740574) and 1 was found to be monomorphic (rs3765534). Finally,
35 SNPs were selected for primary analysis.

2.3. Pharmacogenetic Association Studies

2.3.1. Primary Analysis Based on Literature-Selected SNPs

The significant results (on the basis of p-value) of the association analysis restricted to the 35 selected
SNPs are presented in Table 2. None of the variants remained significant after multiple testing correction
(all variants presented a false discovery rate (FDR) > 0.05). However, the variants with the lowest
p-values and FDR may be considered as interesting leads to explain inter-patient variability regarding
hepatotoxicity occurrence. First, the variant T allele of ABCB1 rs1128503 (c.1236C > T, a synonymous
variant, p.Gly412=) was associated with a lower risk of severe AST/ALT elevation. Indeed, the dominant
model revealed that only 35% (14/40) of the allele T carriers did experience a severe cytolysis (T/C-T/T
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vs. C/C, p = 0.015, odds ratio (OR) = 0.25, 95% confidence interval = (0.08–0.80)), whereas 68.4% (13/19)
of patients carrying the C/C genotype, considered as the most frequent, developed a severe cytolysis
during the two first cycles of trabectedin.

Additionally, ABCB1 missense variant rs2032582 (c.2677G > T, A p.Ala893Thr/Ser) had a protective
e↵ect against the risk of overall hepatotoxicity (T/T vs. GG-G/T,A, OR = 0.22 (0.05–0.91), p = 0.027),
supported by the large amount of homozygous GG patients in the group of toxicity (12/18, 67%) and
the fact that the majority of the carriers of two copies of variant allele T did not experience a hepatotoxic
event (8/11, 72.7%).

Three variants of the ABCC2 gene significantly influenced the variation of transaminases.
Missense variant rs2273697 (c.1249G > A, p.Val417Ile) was found in 14 cases patients, including 13
heterozygous patients and 1 homozygous patient. Carriers of the A allele showed an increased risk of
undergoing a severe ALT/AST elevation (G/A-A/A vs. G/G, OR = 3.63 (1.22–10.83), p = 0.018).

The analysis also revealed that carriers of at least one variant allele of rs17222723 (c.3563T > A,
p.Val1188Glu) had a significantly decreased risk of severe cytolysis (OR = 0.11 (0.01-0.91), p = 0.010).
Indeed, severe cytolysis occurred for 51% of the T/T genotyped patients (26/51), whereas only 1
heterozygous patient out of 10 carrying the A allele developed a severe cytolysis. Finally, ABCC2
synonymous variant rs8187707 (c.4488C > T, p.His1486=) was modestly associated with a protective
role against severe cytolysis (C/T vs. C/C, OR = 0.15 (0.02–1.35), p = 0.045, but FDR = 0.371). The minor
allele of the ABCG2 rs7699188 intron 2 variant (c.-15994C > T) was significantly associated with an
increased risk of severe cytolysis (C/T-T/T vs. C/C, OR = 3.41 (1.07–10.87), p = 0.034). Indeed, among the
23 patients experiencing cytolysis, 56.5% (13/23) were carriers of at least one T allele.

Since the incidence of severe cholestasis was limited to three patients, association between genetic
variants and cholestasis was not evaluated.

Among the patients, seven presented an isolated severe elevation of �-GT. Genetic association
analysis revealed that ABCC2 rs2273697 was associated with �-GT isolated increase with a protective
role of the variant allele (G/A-A/A vs. G/G, p = 0.044), as no patient carried this allele in the case group.
However, the FDR for this variant was high, indicating a risk of misinterpretation of this association.

Finally, every patient treated with one or two cycles of trabectedin and who experienced at least
one severe hepatic adverse e↵ect were grouped. Interestingly, the analysis revealed that the wild-type
allele A of CYP3A5 rs776746 (c.6986A > G) coding for the CYP3A5*1 genotype was associated with
this overall hepatotoxicity. The incidence of severe hepatic toxicity was higher in heterozygous *1/*3
patients (A/G vs. A/A vs. G/G, p = 0.012, OR = 5.75 (1.16-28.55)). Indeed, 85.7% of the heterozygous
patients (12/14) had at least one severe elevation of their hepatic enzymes. In the cohort, two patients
were homozygous *1/*1 (A/A) but did not experience any hepatotoxic event.

ABCC4 rs9516519 (c.*3261A > G, 30 untranslated region (30UTR) variant) was also associated
with severe overall hepatotoxicity, revealing a protective role of the variant allele G (T/G-G/G vs. T/T,
OR = 0.31, p = 0.048).

These results were confirmed with the cross-validation procedure. The ORs generated with the
k-fold procedure (presented in Table S1) remained significant (i.e., strictly higher or lower than 1)
and included the ORs reported in the univariate analysis (presented in Table 2), confirming the
robustness of the statistical results. Moreover, the 95% CI for AUCs (area under the receiver operating
characteristic curve) were superior to 0.5 (see Table S1), which indicated a putative predictive e↵ect for
the selected variants.
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2.3.2. Exploratory Analysis

In order to expand the analysis to rare and poorly or never described variants, we analyzed the
totality of the 208 SNPs revealed by the NGS. The significant results are summarized in Table S2.
In addition to the SNPs previously revealed during the primary analysis, 18 SNPs were significantly
associated with severe cytolysis, 9 with severe isolated elevation of �-GT, and 16 with severe overall
hepatotoxicity. Those SNPs mainly concerned genes of the ABC transporters families such as ABCB
(i.e., ABCB1), ABCC (i.e., ABCC2, C3, and C4), and ABCG families (i.e., ABCG2), but also those encoding
for CYP2D6 and CYP2E1.

Among the total of 51 significant genotype–toxicity associations, none remained significant
after multiple testing with FDR correction. Therefore, only the most significant results (p < 0.01),
which mainly consisted of ABCC variants, were examined, and are presented in Table 3.

ABCC2 rs17216282 intron variant (c.4146 + 11G > C) was found to decrease the risk of severe
cytolysis (G/C vs. G/G vs. C/C, p = 0.009, OR = 0.1 (0.01–0.87)). Similarly, carriers of at least one variant
allele of the ABCC4 rs1751005 (c.1727 + 91G > A) experienced a lower risk of severe cytolysis than
wild-type carriers (G/A-A/A vs. G/G, OR = 0.18 (0.05–0.74), p = 0.009). On the other hand, frequency of
severe cytolysis was higher in patients carrying two copies of the 30UTR variant of ABCC4 rs4148553
(c.*694G > A) compared to G/G and G/A patients (p = 0.006).

The analysis of the overall hepatotoxicity revealed 18 significant SNPs, including 8 concerning
ABCC4. Among the most significant ones with a p-value < 0.01 and low FDR, rs1751005 variant was
revealed and, as previously described in severe cytolysis analysis, carriers of at least one minor allele A
were found to be less likely to have a severe overall hepatotoxicity (OR = 0.18 (0.05-0.61), p = 0.004).
Furthermore, results showed that a single base deletion of ABCC4 (rs11568647 c.2213 + 108delC) was
significantly associated with a decreased risk of overall hepatotoxicity, and no carrier of this deletion
presented any hepatic adverse event (C/del vs. C/C, p = 0.003). In addition, heterozygous patients
for ABCC3 rs2072365 (c.2714 + 29C > T) had a 5.92-fold higher risk (1.83–19.20) of severe overall
hepatotoxicity compared to C/C wild-type patients (p = 0.003), as well as the heterozygous patients for
ABCC3 rs4148415 (c.2600-123C > T, C/T vs. C/C vs. T/T, OR = 8.36 (2.26–31), p = 0.001).

In the analysis of the patients with isolated elevation of �-GT, we found six variants of the CYP2E1
gene (rs2249694, rs2249695, rs2480256, rs2480258, and rs2480259), two variants for ABCC2 (rs2273697
and rs4148395), one for ABCC3 (rs72837544), and one for ABCC4 (rs2274408) to be significant in this
analysis; however, the p-values were > 0.01 and FDR was high, suggesting that these results have a
low predictive value.

As mentioned in the previous analysis, the cross-validation procedure provided confirmation of
the consistency of these results, as presented in Table S1.
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2.3.3. Haplotype Analysis

According to the results of exploratory analysis, ABCC2 gene was highly represented in the severe
cytolysis group (Table S2); thus, a haplotype analysis was conducted on this gene with significant SNPs.

The linkage disequilibrium (LD) map was generated with Haploview and is shown in Figure 1.
A block of seven SNPs was highlighted, covering a large region of 19 kb: rs41318031, rs17222723,
rs17216177, rs17216282, rs1137968, rs8187707, and rs17216212.
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linkage between two SNPs. Absence of R2 value within the lozenge means R2 = 100% = complete
linkage disequilibrium (LD).

Association between these polymorphisms and severe cytolysis was assessed by performing score
tests with a fixed number of SNPs (from seven to two) situated at di↵erent positions in the block.
Results are shown in Figure S3. According to these results, the most significant regions within block 1
associated with severe cytolysis contained two SNPs—rs1137968 and rs8187707 (p = 0.013 for dominant
model). Since they are in complete LD (R2 = 100%), haplotype analysis would not bring any advantage
over single SNP consideration. In order to evaluate the e↵ect of the association of SNPs included
in the haploblock 1 and SNPs outside the haploblock 1, we selected rs8187707 as a tag-SNP using
the tagger option of Haploview. We then performed an analysis between rs8187707 and rs2273697.
Results showed that AC genotype (i.e., variants allele of rs2273697 associated with wild-type allele
of rs8187707) was associated with an increased risk of severe cytolysis in the cohort (frequency 17%,
OR = 3.72 (1.15–11.99), p = 0.028, additive model).

3. Discussion

To our knowledge, this study is the first to assess the association between trabectedin-induced
hepatotoxicity and the polymorphisms of some pharmacogenes encoding for CYP450 enzymes or drug
transporters in a prospective cohort of patients su↵ering from ASTS.

In phase 1 clinical studies, transient cytolysis was the main liver abnormality reported [15,17,19],
which was confirmed in our cohort with 43% of the patients su↵ering from severe AST/ALT increase
(� grade 3, CTCAE) following early cycles of trabectedin.

In our primary analysis, five genetic variants belonging exclusively to the ABC transporter gene
family were associated with severe cytolysis, including three variants of ABCC2 encoding for the
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multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2). First, variant alleles of rs17222723 (c.3563T > A,
exon 25, p.Val1188Glu) and rs8187707 (c.4488C > T, exon 31, p.His1486=) were significantly associated
with a decreased risk of cytolysis (OR < 0.2, FDR = 0.15 and 0.37, respectively). Functional and clinical
studies reported that c.3563A allele was associated with an increased expression and activity of MRP2
both in vitro [33] and in samples collected from patients undergoing liver resection [34]. The subsequent
haplotype analysis on ABCC2 showed that these two variants were in complete LD and belonged
to a haploblock of seven SNPs, all associated with a decreased risk of cytolysis in the exploratory
analysis. Taken together, these data suggest that the c.3563T > A variant may be responsible for the
protective e↵ect observed for the other SNPs of the haploblock (including c.4488C > T) and might be
linked with an increased e✏ux of trabectedin to the bile through MRP2 [35]. Of note, the haplotype
association tests did not identify any combination of SNPs that displayed a stronger e↵ect than single
locus markers.

On the contrary, ABCC2 rs2273697 (c.1249G > A, exon 10, p.Val417Ile) was found to increase
the risk of severe cytolysis 3.6-fold in patients carrying the A allele (p = 0.018). This variant was
also found significant in the genetic association of these polymorphisms with the isolated increase
of �-GT (p = 0.044). However, the OR was not calculable because no patient carried the variant
allele in the case group, and the high FDR may indicate a risk of misinterpretation of this association
between variant and increase of these hepatic enzymes, which are not exclusively biomarkers of
liver damage [36]. Functional studies showed that this variant was associated with a decrease of the
substrate-dependent activity of MRP2 [33], caused by the replacement of a valine in the recognition and
binding site of conjugated xenobiotics [37]. Oppositely, Deo et al. [38] observed a significantly higher
expression of MRP2 in the liver of c.1249A carriers vs. wild-type livers and hypothesized that this SNP
would increase the expression of MRP2 while reducing its activity. In our study, a decreased e✏ux of
trabectedin or its metabolites may be responsible for the higher cytolysis severity in patients carrying
the variant 1249A allele, as it has already been demonstrated for carbamazepine, whose accumulation
exposed patients to neurological toxicity [39].

Finally, the haplotype analysis performed on the nine SNPs that were significant in the exploratory
analysis revealed that seven SNPs belonged to the same haploblock, whereas rs4148395 and rs2273697
were both in LD but outside the block 1. Within the haploblock 1, the haplotype association tests did
not identify any combination of SNPs that displayed a stronger e↵ect than single locus markers.

In the present study, the T allele of the well-described ABCB1 rs1128503 (c.1236T > C, exon 16,
p.Gly412=) was associated with a significant reduced risk of severe cytolysis after trabectedin treatment
(p = 0.015, OR = 0.25 (0.08–0.80)). As a result of a synonymous mutation, the consequences of rs1128503
on the P-gp functionality are controversial [40]. Consistently with some previous studies, we found
that this variant provided a protective e↵ect, whether it was present in one or two copies. In a
retrospective clinical study, Beuselinck et al. [41] demonstrated that T/T patients needed less dose
reduction of sunitinib compared to C/C or C/T individuals. Conversely, Salama et al. [42] showed
that this variant was associated with an intracellular accumulation of P-gp substrates because of a
decreased e✏ux function.

Interestingly, ABCB1 rs2032582 T allele (c.2677G > T, A) was associated with a lower risk of overall
hepatotoxicity (p = 0.027, OR = 0.22 (0.05-0.91)). However, this controversial variant has previously
been described for increasing or decreasing the Pg-p activity, or having no change in drug exposure
and drug e↵ects [43]. The ability of P-gp to transport trabectedin has previously been validated in
preclinical and clinical studies [24,25,27], and an enhanced biliary e✏ux could decrease the risk of
cytotoxicity in hepatocytes.

Overall, these results highlight the importance of functional biliary transporters, such as P-gp and
MRP2, in the elimination of trabectedin, as has been previously suggested [24,28]. Polymorphisms
of their encoding genes could be considered as important biomarkers for the prevention of the risk
of hepatotoxicity.
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By using NGS as a high-throughput tool of sequencing, we reported new intron variants for
ABCC3/MRP3, including rs2072365 (c.2714 + 29C > T) and rs4148415 (c.2600-123C > T). ABCC3
rs2072365 strongly increased the risk of overall hepatotoxicity (p = 0.003, OR = 5.92 (1.83–19.20),
FDR = 0.242), and especially severe cytolysis (p = 0.046, OR = 2.99 (1.01–8.84)). In Bai et al.’s [44] recent
study, variant allele of rs4148415 was not associated with a risk of anti-tuberculosis drug-induced
hepatotoxicity. However, in our study, this variant importantly increased the risk of trabectedin-related
liver toxicity (p = 0.001, OR = 8.36 (2.26–31), FDR = 0.24). Of note, all the ABCC3 variants identified
in the exploratory analysis were associated with an increased risk of hepatotoxicity, confirming the
previously suggested role of MRP3 in the detoxification of trabectedin or related bioproducts from the
liver directly in the bloodstream [24,28].

Nine SNPs of ABCC4/MRP4 were identified in our exploratory analysis, but most of them were
not previously described. Yet, we found that rs9516519 (c.*1372A > C), which leads to the loss of
a microRNA (miRNA) binding site in the 30 untranslated region (30UTR) [45], was associated with
a decreased occurrence of overall hepatotoxicity (p = 0.048, OR = 0.31 (0.10–1.01)). Removing the
inhibition caused by miRNA may induce a higher expression of MRP4 protein to the basolateral
membrane of hepatocytes and decrease the liver toxicity, as previously suggested for MRP3.

In the cohort, 30% of the patients were found to be heterozygous for the ABCG2 intron 1
promoter variant rs7699188 (c.-15994C > T) among them, 63.2% had a severe increase of their AST/ALT.
Genotype toxicity analysis revealed that T allele carriers had a 3.4-fold enhanced risk of toxic cytolysis
when treated with trabectedin (p = 0.034). Poonkuzhali et al. [46] found that carriers of the rs7699188
T allele had a higher expression of liver BCRP (breast cancer-resistant protein; encoded by ABCG2)
due to the gain of a transcription factor-binding site. Moreover, the C/T and T/T patients in their
clinical cohort had a higher apparent clearance of imatinib compared to C/C individuals, suggesting
that its elimination relies on a functional BCRP. On the contrary, De Mattia et al. [47] demonstrated
that this variant was significantly associated with grade 3–4 non-hematological toxicity of irinotecan
(p = 0.0012), suggesting that a gastrointestinal accumulation of its active but toxic metabolite SN38
may result in a local increased toxicity.

Gathering every patient who had experienced a hepatotoxic event in the early cycles of trabectedin
allowed us to highlight the well-described variant *3 of CYP3A5 gene (rs776746 c.6986A > G). In our
cohort, heterozygous carriers (*1/*3) had a 5.75-fold higher risk to present a grade 3/4 hepatic event
when treated with trabectedin (p = 0.012) in comparison with other genotypes.

This splice site acceptor variant was first described by Kuehl et al. [48], who demonstrated that
the most frequent G allele (or *3) abolished the activity of the CYP3A5 enzyme by generating a
variant exon 3B containing a premature stop codon. Carriers of one or two copies of the ancestral
allele *1 are then considered as two categories: moderate metabolizers and high metabolizers,
respectively [49]. Therefore, numerous examples of toxicant metabolism involving CYP3A5*1 can be
found in the literature, such as acetaminophen-related liver failure caused by the accumulation of its
toxic metabolite N-acetyl-p-benzoquinone-imine (NAPQI) [50].

The involvement of a possible activating metabolism through CYP3A5 supports the hypothesis of
the formation of toxic metabolites from trabectedin [22]. Van Waterschoot et al. [24] initiated these
assertions by noticing that the knock-out of transporters such as P-gp, Mrp2, and Mrp3 in transgenic
mice drastically increased the trabectedin hepatic toxicity, whereas it was decreased when Cyp3A
was also lacking. These results meant that CYP3A enzymes were involved in the formation of toxic
metabolites then eliminated by membrane transporters, as demonstrated by Beumer et al. [25].

Although Lee et al. [28] showed that the biliary excretion of trabectedin occurred through MRP2,
the interaction of trabectedin and/or its metabolites with MRP3 and MRP4 remains to be elucidated.
However, the same study showed that trabectedin toxicity could be attenuated when Mrp3 and/or
Mrp4 expression is upregulated in sandwich-cultured primary rat hepatocytes [28].
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Thus, these previous results obtained in vitro or in vivo, taken together with our findings in clinical
samples, support the essential role of ABC transporters (and especially MRP2, MRP3, and MRP4) in
the detoxification of trabectedin toxic metabolites.

In the clinical case reported by Laurenty et al. [29], the variant ABCC2 c.-24C > T (rs717620)
was hypothesized to be part of the trabectedin-induced liver damage, since the patient was carrying
the homozygous variant genotype. However, in the present pharmacogenetic study, this variant
was not significantly associated with any hepatic side e↵ects. It should be acknowledged that the
pharmacogenetic investigation in the case report only focused on a very limited number of SNPs,
contrary to the larger analysis presented here.

The wide variety of the metabolites [13] produced by the numerous enzymes and eliminated
by transporters complicates the interpretation of interindividual variability applied to trabectedin
metabolism in liver. In addition to this, the complexity of trabectedin mechanism of action and its
potential e↵ects on liver remain to be elucidated. Recent findings showed that it may modulate the
tumor microenvironment by activating the production and the release of cytokines [51,52]. It is known
that deregulation of pro-inflammatory factor production may result in the downregulation of CYP450s
and other enzymes involved in drug metabolism [53]. This observation adds a supplementary level of
complexity in understanding the mechanism of hepatotoxicity of trabectedin, for which its ability to
regulate its own metabolism via a host-mediated reaction may cover up the role of polymorphisms.

The main limitation of our study is the non-significance of these statistical analyses after multiple
testing correction (all variants presented as FDR > 0.05). However, the variants discussed above may
be considered to be interesting leads representing pharmacogenetic biomarkers associated with a
higher risk of hepatotoxicity. In absence of external dataset for validation, the robustness of these
significant associations was confirmed with a k-fold cross validation.

Besides its originality, one of the strengths of our study is the use of clinical samples collected
within a prospective clinical trial. However, the results are limited by the low number of patients
that may induce an over- or underrepresentation of the genetic variants in a small cohort. ASTS are a
group of rare tumors, and the use of trabectedin is constantly reconsidered as authorities have argued
that it does not bring benefit in terms of global survival compared to dacarbazine treatment or best
supportive care [54,55]. However, considering the poor alternatives existing for ASTS, trabectedin is
still a part of the therapeutic arsenal, particularly for the treatment of lipo- and leiomyosarcomas [55].
Moreover, trabectedin may also be used for the treatment of recurrent ovarian cancer [56], exposing a
large number of patients to the risk of hepatotoxicity [57]. Overall, our results need to be validated in
larger independent cohorts, but the potential of these pharmacogenetic biomarkers is high since they
could help to identify patients susceptible to undergoing severe hepatotoxicity during the first cycles
of treatment.

4. Materials and Methods

4.1. Patients

This pharmacogenetic study is an ancillary study of the French clinical trial TSAR (NCT02672527,
Institut Gustave Roussy, Villejuif, France) [58]. This study was a phase III open-label randomized
trial, investigating the benefit of trabectedin vs BSC. A total of 103 patients with ASTS were randomly
distributed into two comparative groups, and a cross-over was possible if patients from the BSC arm
showed signs of tumor progression (according to the Response Evaluation Criteria in Solid Tumours,
RECIST). For both groups, treatment was maintained until tumor progression or non-tolerable toxicity,
or according to the patient’s desire to stop the treatment.

At the inclusion for TSAR trial, an EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) whole blood sample
was collected for every patient who gave their written informed consent for genotyping. Thus, a total
of 63 patients were included in this pharmacogenetic study. Initially, 31 patients (49%) belonged to the
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trabectedin arm and 32 patients (51%) received BSC. After the cross-over, all the patients were treated
with trabectedin at the starting dose of 1.5 mg/m2 adjusted with body surface area.

4.2. SNP Selection and Genotyping

4.2.1. SNP Selection

A thorough bibliographic research was carried out to select the most relevant genes involved in
trabectedin disposition and the candidate SNPs for each gene. Eleven genes were retained: CYP450
genes: CYP3A4, CYP3A5, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, and CYP2E1, and ABC transporters: ABCB1,
ABCC2, ABCC3, ABCC4, and ABCG2.

SNPs were collected from international biomedical databases such as Medline (PubMed),
PharmaGKB, PharmVar, and the NCBI SNP database (dbSNP). Only SNPs with MAF � 0.01 in
the Caucasian population were retained. Thus, a total of 47 variants of CYP450 and ABC transporter
families were selected for the primary analysis, which are summarized in Table S4.

As the genotyping method was the use of next-generation sequencing targeting the coding
sequences and untranslated regulation regions of the 11 selected genes, we also conducted a larger
exploratory analysis using all the variants provided by the NGS in order to explore never or poorly
described variants.

4.2.2. Customized Ion Ampliseq Panel for Gene Targeting

An Ion Ampliseq Cancer Hotspot Panel primers panel for NGS was designed with Ion Ampliseq
Designer (https://www.ampliseq.com, ThermoFisher Scientific, Carslbad, CA, USA). These couples
of primers targeted coding sequences and untranslated regulation regions of 11 genes previously
described as involved in trabectedin metabolism and elimination. Additional relevant SNPs described
for these genes located outside coding and UTR regions were added in the .bed file with a range of
200 base pairs (bp) around the position of the variant.

4.2.3. Libraries Preparation and Amplification for Next-Generation Sequencing

Patient genomic DNA was extracted from whole blood samples with the EZ1 DNA extraction kit
for EZ1 Advanced instrument (Qiagen, Chatsworth, CA, USA), and quantified by spectrophotometry
with Nanodrop ND-8000 (ThermoFisher Scientific). Library construction was performed using 10 ng
of DNA amplified with primers contained in the custom-designed panel mentioned above and the Ion
AmpliSeq Library Kit Plus (ThermoFisher Scientific) according to the manufacturer’s protocol. Briefly,
after amplification and digestion, amplicons were barcoded and purified in a two-step procedure
with Agencourt AMPure XP Reagent (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) containing magnetic beads,
and eluted in 50 µL of Tris-EDTA (Low-TE) bu↵er, composed of 10 mM of Tris-HCl (pH 8.0) and 0.1 mM
of EDTA. Sizing and quantification of the libraries were evaluated with the Agilent High Sensitivity
DNA kit (Agilent technologies, Waldbronn, Germany) for Agilent bioanalyzer and with a Qubit 2.0
fluorometer using the Qubit dsDBNA HS Assay (Life Technologies), according to the manufacturer’s
indications. The samples were then stored at �20 �C until subsequent sequencing.

4.2.4. PGM Sequencing

The libraries previously prepared were pooled at 27 pM. Template preparation, ion sphere
enrichment, and chip loading of an Ion 316 Chip Kit V2 were automatically set by an Ion Torrent
Ion Chef system (ThermoFisher Scientific). High-throughput sequencing was based on the ion
semi-conduction principle and operated by an Ion Personal Genome Machine (Ion PGM, ThermoFisher
Scientific), using Ion PGM Hi-Q View Chef Reagents kits and Ion PGM Hi-Q Chef solutions kits.
Raw data were analyzed with BD-NGS (Bioinformatics department, Institut Universitaire du Cancer
IUCT, Oncopole, Toulouse, France), a software for the treatment and visualization of NGS data
developed in our institute. The fastq primary files corresponding to each sample were generated by
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the sequencer. Then, BAM files were generated by aligning the reads to the hg19 human genome
reference (GRCh37), and variant calling and annotations were performed by two variant callers in
the pipeline: VarScan2 (2.3.7, Genome Institute, Washington University, Saint Louis, MO, USA) and
HaplotypeCaller of the Genome Analysis Toolkit GATK (v.3.3.0, Broad Institute, Cambridge, MA,
USA). Finally, the annotation step for VCF files was conducted with snpE↵ (v.4.3), snpSift (v.4.3),
and the Ensembl variant predictor (VEP v.95.1) used as prediction tools for variant functional e↵ect.
The annotation databases used were Cosmic (v.87), Clinvar (v.20181028), GnomAD exomes (v.2.1),
and dbSNP (v.151). After sorting the sequencing data according to the cohort minor allele frequency
(MAF) � 0.01, we visually inspected the remaining SNPs of interest using the Alamut software (v.2.11,
Sofia Genetics, Boston, MA, USA).

4.3. Assessment of Liver Toxicity

In the TSAR trial, endpoints of toxicity were assessed and graded according to NCI-CTCAE
v.4.0, including liver toxicity characterized by the measurement of biochemical liver parameters.
Blood concentrations of AST/ALT, total plasma bilirubin, AP, and �-GT, were recorded the first and
fourth days of the treatment for cycles 1 and 2, and day 15 and day 21 for every cycle. Only variations
of biological markers during cycles 1 and 2 were considered reflective of acute hepatotoxicity, for which
severity was assessed as follows: elevations of AST/ALT, AP, and �-GT over 5 times the upper limit
normal (5x ULN) corresponded to a grade 3 adverse event and over 20x ULN reflected a grade 4
adverse event. Total blood bilirubin increased over 3x ULN was considered as a grade 3 elevation,
and over 10x ULN as a grade 4 elevation. Severe cytolysis was considered for patients experiencing
an AST/ALT increase � grade 3. Cholestasis was assessed by grouping �-GT, AP, and total plasma
bilirubin elevations. Patients with isolated elevation of �-GT were analyzed separately. Finally,
overall hepatotoxicity was considered when patients presented at least one variation � grade 3 of the
hepatic biochemical parameters.

4.4. Statistical Analyses

Genetic analyses were performed with the package SNPassoc (v.1.9.2) of the R software (v.3.5.3) [59].
For each SNP, exact statistic tests were conducted to evaluate the deviation of the genotype frequencies
from those expected under Hardy–Weinberg equilibrium (HWE), according to the method described
by Wigginton et al. [60]. Only SNPs with HWE � 0.05 and a genotyping rate higher than 80% were
retained for the analysis. Population MAFs of the referenced SNPs were statistically compared with
those of the Caucasian CEU (CentralEUrope, Utah residents CEPH (Centre d’Etude du Polymorphisme
Humain) with Northern and Western European ancestry) population.

Preliminary to genotype/toxicity association statistical analyses, we performed chi-squared tests in
order to evaluate the putative impact of prior treatment in hepatotoxicity. If significant, prior treatment
would be included as an influencing variable in our subsequent genotype/toxicity association tests.

The univariate association analyses were performed between genotypes and the severe hepatic
events previously detailed. For each genetic association, three logistic regression models were tested:
(i) a codominant model assuming a per-allele e↵ect that places heterozygous genotype midway between
the two others homozygous genotypes (i.e., wild-type and variant), (ii) a dominant model grouping
all carriers of the variant allele vs. wild-type carriers, and (iii) a recessive model comparing carriers
of at least one wild-type allele and homozygous carriers of the variant [61]. Odds ratios (ORs) were
calculated and the model with a significant raw p-value (i.e., p < 0.05) was retained as the most reliable
result. Multiple test comparisons were conducted with the method of false discovery rate (FDR)
according to the Benjamini–Hochberg (BH) procedure [62]. Finally, a haplotype study was performed,
using Haploview software (v.4.2, Broad Institute, Cambridge, MA, USA) to visualize the patterns of
linkage disequilibrium (LD) between SNPs and to select the haplotype blocks [63]. This step was
followed by an analysis of regression models for binomial trait with Haplostats package (v.1.7.7)
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implemented in R. Regression coe�cients and p-values for individual haplotype e↵ects were estimated
with the haplotype-specific generalized linear model (haplo.glm) function of Haplostats.

The findings were validated with a k-fold cross-validation procedure. A logistic regression was
performed on two-thirds of the cohort (training dataset), and the obtained model was applied to the
remaining third (validation dataset). Predictions were compared to observations by computation of
the ROC’s (receiver operating characteristic curve) AUC. This procedure was repeated 10 times to
obtain mean OR and AUC, as well as 95% confidence intervals assuming a Student’s t distribution
with nine degrees of freedom.

5. Conclusions

This pharmacogenetic study is the first to describe the potential variants of interest involved in the
trabectedin-related risk of severe hepatotoxicity in patients su↵ering from ASTS. In accordance with
previous studies, this work provides assertions on the importance of functional ABC transporters and
CYP450 in the disposition of trabectedin and/or its metabolites. Identification of deleterious variants
of ABCB1, ABCC2, ABCG2, and CYP3A5 brings new arguments in favor of the production of toxic
metabolites that could be accumulated in the hepatocytes and have a toxic e↵ect in situ.

The benefits of a pharmacogenetic investigation, which is a non-invasive and easy-to-perform
approach, are consequent in terms of prevention of the risk of toxicity inherent in the use of trabectedin.
Above all, even though ASTSs are rare diseases, predictive pharmacogenetic biomarkers could play an
important role in the improvement of the prevention of the trabectedin-induced adverse drug reactions.
This emphasizes the importance of validating these findings on larger cohorts of patients treated with
trabectedin. If the role of these variants is confirmed in independent datasets, a prospective study—in
which patients carrying these risk variants would have a more individualized treatment (reduced
starting dose, enhanced surveillance of hepatic function)—could be conducted to evaluate the benefit
in terms of reducing hepatic severe adverse events.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6694/12/12/3647/s1:
Table S1. Results of the k-fold cross-validation performed on significant SNPs presented in Tables 2 and 3. Table S2.
Significant results (p < 0.05) of the univariate analysis conducted on 208 SNPs genotyped by NGS. Figure S3.
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selection of candidate SNPs for primary analysis.
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Appendix A  

Table S1. Results of the k-fold cross-validation performed on significant SNPs presented in Ta-
ble 2 and Table 3. Predictions were compared to observations by computation of the ROC curve’s AUC. 
This procedure was repeated 10 times (K = 10) to obtain mean OR and AUC, as well as 95% confidence 
intervals assuming a Student’s t-distribution with 9 degrees of freedom.  

Gene SNP Hepatotoxicity end-
point 

P value of the 
univariate anal-
ysis 

OR of the uni-
variate analysis 

IC95 OR after 
K-cross 

IC95 AUC after 
K-cross 

K 

ABCB1 rs1128503 Cytolysis 0.015 0.249 0.186 - 0.386 0.565 - 0.716 10 
ABCB1 rs2032582 Overall hepatotoxicity 0.027 0.216 0.122 - 0.39 0.551 - 0.674 10 
ABCC2 rs17222723 Cytolysis 0.01 0.107 0.073 - 0.228 0.578 - 0.677 10 
ABCC2 rs2273697 Cytolysis 0.018 3.635 2.849 - 5.511 0.569 - 0.709 10 
ABCC2 rs8187707 Cytolysis 0.045 0.155 0.118 - 0.359 0.569 - 0.651 10 
ABCC4 rs9516519 Overall hepatotoxicity 0.048 0.314 0.22 - 0.455 0.541 - 0.688 10 
ABCG2 rs7699188 Cytolysis 0.034 3.412 2.246 - 4.529 0.622 - 0.749 10 
CYP3A5 rs776746 Overall hepatotoxicity 0.012 5.75 5.016 - 8.954 0.569 - 0.67 10 
ABCC2 rs17216282 Cytolysis 0.009 0.1 0.073 - 0.191 0.603 - 0.668 10 
ABCC3 rs2072365 Overall hepatotoxicity 0.003 5.92 4.984 - 6.574 0.674 - 0.748 10 
ABCC3 rs4148415 Overall hepatotoxicity 0.001 8.36 6.574 - 8.752 0.737 - 0.802 10 
ABCC4 rs11568647 Overall hepatotoxicity 0.003 N/C N/C N/C 10 
ABCC4 rs1751005 Cytolysis 0.009 0.18 0.096 - 0.277 0.56 - 0.71 10 
ABCC4 rs1751005 Overall hepatotoxicity 0.004 0.18 0.117 - 0.263 0.593 - 0.749 10 
ABCC4 rs4148553 Cytolysis 0.006 N/C N/C N/C 10 

AUC: area under the receiver operating curve (ROC); IC95: 95% confidence interval; N/C: non calculable as no OR could 

be determined in the previous analyses (see Table 2 and Table 3); OR: odds-ratio; SNP: single-nucleotide polymorphism. 
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Appendix B 

Table S2. Significant results (p <0.05) of the univariate analysis conducted on 208 SNPs genotyped by NGS.  
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Appendix D  

Literature-based selection of candidate SNPs for primary analysis. HWE: Hardy-Weinberg equilib-
rium; N/I: not indicated; SNP: single nucleotide polymorphism; Ref.: references; ↓: decreased; ↑: increased 

Gene and va-
riant 

Genetic sequence 
variation 

Transcript and 
protein variation 

Functional impact HWE 
P > 
0.05 

Genoty-

ping rate 

>80% 

Candidate 

SNP for 

primary 

analysis 

Ref. 

ABCB1 
rs1045642 c.3435C>T p.Ile1145= ↓ ABCB1 expression. ↓ P-gp activity. ↓ 

liver toxicity in patients carrying the 
wild-type allele. 

Yes Yes * [1,2] 

rs1128503 c.1236C>T p.Gly412= Conflicting results. ↑ or ↓ extracellular 
efflux and may influence exposure to 
drug and toxicity. 

Yes Yes * [2-5] 

rs2032582 c.2677G>T,A p.Ser893Ala/Thr ↑ activity of P-gp and efflux of its sub-
strates. 

Yes Yes * [6-8] 

rs2032583 g.87531245T>C Intron variant Associated with a higher frequency of 
adverse-effects probably due to a spe-
cific-serotonergic reuptake inhibitors 
accumulation. 

Yes Yes * [9] 

ABCC2 
rs17222723 c.3563T>A p.Val1188Glu Allele A ↑ MRP2 expression in liver of 

patients undergoing liver resection. 
Functional study in transfected Flp-In 
HEK293 cells showed increased activity 
of MRP2.  

Yes Yes * [10,11] 

rs2273697 c.1249G>A p.Val417Ile Conflicting results. Normal or ↑ expres-
sion of MRP2 in A-allele carriers versus 
wild-type individuals. ↓ efflux trans-
port of MRP2 substrates and carbama-
zepine.  

Yes Yes * [10, 12-14] 

rs3740066 c.3972C>T p.Ile1324Met Probable effect in splicing control. ↑ the 
risk of vincristine-induced neurotoxi-
city. ↑ methotrexate plasma concentra-
tions. 

Yes No  [15] 

rs717620 c.-24C>T 5'UTR variant Conflicting results. T allele may up reg-
ulate the expression of MRP2. ↑ metho-
trexate, diclofenac and trabectedin tox-
icities. ↓ exposure to irinotecan. In hap-
lotype, associated with a higher risk of 
toxic hepatitis. 

Yes Yes * [14,16-20] 

rs8187707 c.4488C>T p.His1496= Identified in the lethal-case following 
trabectedin chemotherapy. Associated 
with a ↓ creatinine clearance during te-
nofovir treatment. 

Yes Yes * [16,21] 

rs8187710 c.4544G>A p.Cys1515Tyr Identified in the lethal-case following 
trabectedin chemotherapy. ↑ gastroin-
testinal toxicity of cisplatin when com-
bined with taxanes. Variant associated 
with a ↓ efflux of lopinavir in kidney 
cells and a decreased clearance of car-
boplatin.  

Yes Yes * [22,23] 

ABCC3 
rs1051640 c.4509A>G p.Glu1503= ↑ the risk of cisplatin cumulative ototox-

icity. 
Yes Yes * [24] 
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rs4148416 c.3039C>T p.Gly1013= No functional study for this variant.  
Allele T ↑ the risk of death when treated 
with cisplatin, cyclophosphamide, dox-
orubicin, methotrexate and vincristine 
in people with osteosarcoma. 

Yes Yes * [25] 

rs4793665 c.-211C>T Promoter variant ↓ promoter activity. ↓ gene transcription 
in mRNA. 

Yes Yes * [26-29] 

ABCC4 
rs1059751 c.*879T>C 3'UTR variant ↑ the risk of antiretroviral drug tox-

icity. 
Yes Yes * [30] 

rs11568658 c.559G>T p.Gly187Trp ↑ the risk of antiretroviral drug tox-
icity. 

Yes Yes * [31] 

rs1678387 g.240795A>G Intron variant ↑ the risk of osteonecrosis in G pa-
tients treated with biphosphonates. 

N/I N/I  [32] 

rs17268282 g.33387C>A Intron variant Modulation of furosemide response 
in patients with decompensated heart 
failure. 

N/I N/I  [33] 

rs1751034 c.3348G>C/A p.Lys1116Lys ↑ antiretroviral drugs plasma concen-
tration. 

Yes No  [34] 

rs2274407 c.912G>T p.Lys304Asn Impaired splicing of ABCC4 mRNA. 
Transport function not altered. T al-
lele associated with worse disease-
free survival in patients with acute 
lymphoblastic leukemia. 

Yes Yes * [35] 

rs3742106 c.*38T>G 3'UTR variant ↑ antiretroviral drugs plasma concen-
tration. 

Yes Yes * [36,37] 

rs3765534 c.2269G>A p.Glu682Lys ↑ risk of leukopenia in patients 
treated with azathioprine/6-mercap-
topurine.  
↑ 6-thioguanine intracellular concen-
trations. 

Mono-
morphic 

Yes  [38] 

rs7317112 g.35178T>C Intron variant Wild-type allele ↑ the risk of 
mucositis in methotrexate-treated pe-
diatrics. 

N/I N/I  [39] 

rs9516519 c.*3261T>G 3'UTR variant Allele C induces the loss of a micro-
RNA binding site, resulting in an in-
creased expression of ABCC4 mRNA. 
Wild-type allele T ↑ plasma concen-
trations of methotrexate in pediatric 
ALL patients. 

Yes Yes * [40] 

rs9561765 g.275458C>T Intron variant ↑ response to imatinib in CT genotype 
patients treated for gastrointestinal 
stromal tumors. 

N/I N/I  [41] 

rs9561778 g.244986C>T Intron variant ↑ risk of cyclophosphamide-induced 
hematotoxicity and digestive toxicity. 

N/I N/I  [42] 

ABCG2 
rs2231137 c.34G>A p.Val12Met Aberrant splicing variant. ↓ ABCG2 

expression in liver. Impaired BCRP 
localization in hepatocyte membrane. 
↓ dose of imatinib for A carriers. ↑ iri-
notecan-induced severe diarrhea. 

Yes Yes * [43-46] 

rs2231142 c.421C>A p.Glu141Lys ↓ expression of BCRP in apical cell 
membrane. 

Yes Yes * [47] 

rs7699188 c.-15994C>T Intron variant ↑ BCRP mRNA in liver. ↑ oral clear-
ance of imatinib. ↑ risk of irinotecan-
related non-hematological toxicity. 

Yes Yes * [43,48] 

CYP2C9 
rs1057910 c.1075A>G (*3) p.Ile359Val ↓ CYP2C9 activity. Yes Yes * [49] 
rs1799853 c.430C>T (*2) p.Cys144Arg ↓ CYP2C9 activity. Yes Yes * [50] 
CYP2C19 
rs12248560 c.-806C>T (*17) Intron variant Associated with ultra-fast metabo-

lizer phenotype. 

Yes Yes * [51] 

rs12769205 c.332-23A>G (*2) Intron variant Nonfunctional CYP2C19 caused by 
splicing defect. 

Yes Yes * [52] 
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rs3758581 c.991G>A p.Val331Ile ↓ CYP2C19 function. Yes Yes * [53] 
rs4244285 c.681G>A (*2) p.Pro227= Aberrant splice site insertion; associ-

ated with poor metabolizer pheno-
type. 

Yes Yes * [54] 

CYP2D6 
rs16947 c.2850C>T,A (*2) p.Arg296Cys/Ser Amplification of CYP2D6 locus asso-

ciated with ultra-fast metabolizer 
phenotype. 

Yes Yes * [55] 

rs1065852 c.100C>T (*10) p.Pro34Ser Nonfunctional variant. ↓ or abolish-
ment of CYP2D6 activity. Having two 
copies defines the poor metabolizer 
phenotype. 

No Yes  [56] 

rs1135840 c.4180G>C p.Ser486Thr GG genotype ↑ the risk of antituber-
culosis drug-induced hepatotoxicity. 

No Yes  [57] 

rs28371725 c.2988G>A (*41) p.Gly309Glu Splicing defect. ↓ CYP2D6 activity. Yes Yes * [58] 

rs35742686 c.2549delA (*3) Frameshift va-
riant 

Nonfunctional variant. Yes Yes * [59] 

rs5030655 c.454delA (*6) Frameshift va-
riant 

Nonfunctional variant. ↓ or abolish-
ment of CYP2D6 activity. Having two 
copies defines the poor metabolizer 
phenotype. 

N/I N/I  [60] 

rs5030656 c.841_843delAAG 
(*9) 

p.Lys281del ↓ CYP2D6 activity. Yes Yes * [61] 

CYP2E1 
rs2515641 c.1263C>T p.Phe421= T allele ↓ the hepatotoxicity of various 

anticancer drugs. 
Yes Yes * [62] 

rs6413420 c.-71G>T (*7) Non coding va-
riant 

↑ transcription and activation of 
CYP2E1. 

Yes Yes * [63] 

CYP3A4 
rs2242480 g.20239G>A (*1G) Intron variant ↓ CYP3A4 activity. Yes Yes * [64] 
rs2740574 c.-392G>A (*1B) Promoter variant ↑ CYP3A4 activity. No Yes  [65] 

rs35599367 c.15389C>T Intron variant Altered RNA splicing. ↓ gene tran-
scription and activity of the CYP3A4 
in liver. 

Yes Yes * [66,67] 

CYP3A5 
rs776746 c.6986A>G Splicing acceptor 

variant 
Aberrant splice site insertion. Allele 
G (*3, most frequent) is associated 
with a nonfunctional enzyme. Carri-
ers of *1 allele have an active enzyme 
and may be exposed to an increased 
metabolism and drug-related tox-
icity. 

Yes Yes * [68,70] 
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3. Discussion et perspectives 

 

Ces travaux originaux avaient pour objectif de décrire des biomarqueurs génétiques prédictifs de la 

toxicité hépatique de la trabectédine. Pour cela, une étude pharmacogénétique a été menée sur une co-

horte de soixante-trois patients atteints de sarcomes des tissus mous avancés et inclus dans un essai 

clinique prospectif (T-SAR, Gustave Roussy).  

L’analyse des données cliniques de toxicité hépatique a permis d’évaluer la représentativité de  notre 

cohorte : en effet, 40% de nos patients ayant reçu de la trabectédine ont présenté des élévations sévères 

de transaminases, conformément aux proportions observées lors des essais cliniques293,303. L’utilisation 

du séquençage par NGS nous a permis d’obtenir un nombre important de variants exploratoires de ma-

nière rapide et fiable. Les résultats de la première analyse d’association génotype-toxicité nous ont per-

mis d’identifier des polymorphismes dont l’impact fonctionnel protéique ou les conséquences cliniques 

étaient déjà décrits dans la littérature. Ces résultats ont souligné le rôle majeur des transporteurs ABC et 

des cytochromes dans l’élimination de la trabectédine. Celle-ci repose majoritairement sur la métaboli-

sation hépatique qui pourrait être à l’origine de métabolites toxiques. Parmi les polymorphismes majeurs 

relevés dans notre étude, la forme fonctionnelle *1 du CYP3A5 (c.6986A>G, rs776746, qui ne concerne 

que 4% de la population caucasienne) a été associée à un risque accru de toxicité hépatique. En effet, 

les patients porteurs d’au moins une copie de l’allèle ancestral ont présenté plus d’anomalies du bilan 

biochimique hépatique que les autres patients porteurs du génotype le plus fréquent *3/*3 (85,7% vs 

51,1%). Ces résultats appuient les observations in vitro et précliniques ayant identifié les enzymes de la 

famille CYP3A comme majoritairement impliquées dans les voies de métabolisation de la trabectédine. 

En partageant un large spectre de substrats, CYP3A5 et CYP3A4 peuvent se substituer en cas d’activité 

impactée par la présence de polymorphismes non fonctionnels : dans notre cohorte, 50% des patients 

hétérozygotes porteurs de l’allèle non fonctionnel CYP3A4*22 (activité diminuée) ayant fait une cyto-

lyse sont également porteurs d’une copie de l’allèle *1 du CYP3A5 (activité modérée voire normale). 
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Par ailleurs, l’unique patient porteur du génotype *3/*3 (CYP3A5 inactif) et *22/*22 (CYP3A4 inactif) 

n’a présenté aucun effet indésirable hépatique au cours de sa chimiothérapie.   

Parmi les trois variants exoniques rapportés pour le gène ABCC2 (c.3563T>A, c.4488C>T et 

c.1249G>A), les deux premiers étaient associés à un risque diminué d’hépatotoxicité tandis que le der-

nier à un risque majoré. Ces résultats, parfois contradictoires avec leurs conséquences fonctionnelles 

décrites dans la littérature, renforcent l’implication du transporteur MRP2 dans l’élimination de la 

trabectédine. Par ailleurs, notre étude statistique n’a pas montré d’association significative pour le va-

riant c.-24C>T du promoteur d’ABCC2 identifié chez le patient de Laurenty et al.178. La faible fréquence 

de ce variant dans la population caucasienne (fréquence aléllique T de 17%, fréquences génotypiques 

CT de 33% et TT de 1%) limite la composition de la cohorte : seulement 3 patients étaient homozygotes 

TT (4,8%), dont 2 ont présenté des signes de toxicité et parmi les hétérozygotes (17/63, 27%), seuls 9 

ont présenté des signes d’atteinte hépatique. Ceci n’exclue cependant pas la possibilité que cette dégra-

dation brutale et létale de la fonction hépatique puisse être causée par une origine génétique.     

Parmi les autres transporteurs, notre étude a permi d’évoquer l’implication de la BCRP dans le 

transport de la trabectédine avec l’identification d’un variant intronique c.-15994C > T associé à de la 

cytolyse. A l’opposé, les nombreux variants que nous avons observés pour ABCC4 et qui code pour le 

transporteur MRP4 ont confirmé qu’il est très polymorphe. Par ailleurs, les polymorphismes étaient 

majoritairement impliqués dans la diminution du risque d’atteinte hépatique. Cependant, peu d’études 

fonctionnelles ont caractérisé ces variants et il est difficile d’établir la véritable raison de cet effet pro-

tecteur : une surexpression du transporteur à la membrane, la perte des mécanismes de régulation…  

pourraient être associées à une augmentation de l’efflux de trabectédine et diminuer l’exposition hépa-

tique. Concernant son homologue basolatéral MRP3, un nouveau variant intronique a été identifié : 

rs4148415 (c.2600-123C>T) était associé à un risque plus élevé de toxicité hépatique, avec un odd-ratio 

important (8,36 [2,26-31]) et une p value très significative (0,001), une des plus faibles de notre étude. 
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Notre étude, ancillaire à un essai clinique à faible inclusion, s’est limitée à une cohorte de petite 

taille qui nous a permis de mener une analyse exploratoire dont les résultats (qui n’ont pas franchi le 

seuil de significativité imposé par la correction pour tests multiples) sont à considérer comme des pistes 

d’investigation. Du fait de la faible fréquence des sarcomes des tissus mous (ils représentent entre 1-2% 

des cancers de l’adulte, avec une incidence de 1,5 à 3/100 000 cas par an348), la trabectédine est indiquée 

dans des situations extrêmes (2e voire 3e ou 4e ligne) dans lesquelles toutes les autres options ont déjà 

été envisagées. Ainsi, une validation de nos résultats serait seulement envisageable à large échelle (in-

clusion multicentrique voire internationale). La seconde indication de la trabectédine est également res-

treinte à un faible nombre de patientes atteintes d’un cancer ovarien récidivant et sensible aux dérivés 

du platine. Même si la dose utilisée n’est pas identique (1,5 mg/m2 pour les STMA contre 1,1 mg/m2 

pour le cancer de l’ovaire) ces patientes sont également exposées au risque d’hépatotoxicité et le géno-

typage, même ciblé, d’un panel de gènes et de polymorphismes (CYP3A5, ABCB1, ABCC2, ABCG2, 

ABCC4 et ABCC3) dans une cohorte prospective composée des deux types de cancers (avant la mise en 

place du traitement) pourrait confirmer leur utilisation comme des marqueurs prédictifs de la toxicité 

hépatique.  

Enfin, puisque l’exposition à la trabectédine dépend de sa métabolisation tant pour sa toxicité que 

pour son efficacité, les données cliniques de réponse au traitement et de survie (sans progression et 

globale) obtenues à la fin de l’essai clinique T-SAR vont permettre de mener des analyses d’association 

génotype-efficacité. L’adaptation de la dose ou le changement de thérapie (quand il est encore possible) 

pourraient être ainsi des réponses au résultat apporté par le génotypage, dans le cadre de l’évaluation de 

l’efficacité et de la toxicité de cette chimiothérapie, tout en s’inscrivant dans une démarche de person-

nalisation du traitement.   
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Partie 3 : Hépatotoxicité des inhibiteurs de récepteurs à activité tyrosine 

kinase, exemples du pazopanib et du sunitinib 

 

1. Généralités sur les inhibiteurs de récepteurs à activité tyrosine kinase 

 

1.1. Récepteurs à activité tyrosine kinase : structure, activation oncogénique et inhibition 

 

Les tyrosines kinases sont une grande famille composée de 90 protéines349. Elles ont la capacité de 

transférer le groupement γ-phosphate issu de l’hydrolyse de l’ATP (ou du GTP) sur l’hydroxyle des 

résidus tyrosyls présents au sein de substrats protéiques variés. Ces phosphorylations sont impliquées 

dans les interactions protéines/protéines initiatrices de voies de signalisation à l’origine du fonctionne-

ment de la cellule : métabolisme, cycle cellulaire, prolifération, différentiation, mort cellulaire, commu-

nication intercellulaire, etc…350  

Parmi les tyrosines kinases, 58 sont des récepteurs transmembranaires et 32 correspondent à des kinases 

cytosoliques ou nucléaires351,352. Les récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) sont en majorité des 

glycoprotéines transmembranaires monomériques composées de domaines très conservés : une région 

intra-cytoplasmique à activité tyrosine-kinase intrinsèque, une partie transmembranaire hydrophobe, et 

un domaine extracellulaire plus variable à l’origine de la spécificité de l’interaction avec le ligand acti-

vateur.  

Lorsqu’ils ne sont pas stimulés par un ligand, les RTK sont présents dans la membrane cellulaire 

sous la forme de monomères ou de dimères inactifs. Cette conformation inactive (qui correspond à un 
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mécanisme de régulation physiologique) est permise par des interactions intra-monomériques qui en-

traînent une auto-inhibition de l’activité catalytique du site actif et l’extrémité C-terminale qui bloque 

le site actif en étant repliée vers le site de fixation du substrat (Figure 12)353.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Mécanisme d’activation d’un RTK, d’après Blume-Jensen353 

A gauche : récepteur non activé, équilibre entre conformation non accessible au substrat ATP (en bleu, portion intracellulaire) et prête à 
accepter le substrat (en vert). Le domaine juxtamembranaire (en orange) et la région en C-terminal (en rouge) interfèrent avec le lobe N-

terminal, bloquant l’accès au substrat. A droite : dimérisation du récepteur et autophosphorylation des domaines kinases, poche ATP acces-
sible. 

 

Lors de la fixation d’un ligand, l’oligomérisation du RTK permet à un ou plusieurs résidus tyrosine 

de la boucle d’activation d’être trans-phosphorylés par le monomère partenaire. Les résidus tyrosines 

phosphorylés de la région juxtamembranaire jusqu’au domaine kinase permettent de recruter les pro-

téines effectrices possédant des domaines d’interaction avec les phosphotyrosines comme les domaines 

SH2 (Src-homology 2) ou PTB (phospho-tyrosine binding), initiant ainsi la cascade de signalisation 

menant à la réponse cellulaire.  
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Les RTK activent principalement les voies métaboliques constituées de kinases cytosoliques impli-

quées dans le contrôle du métabolisme, du cycle, de la prolifération, la différentiation, la migration ou 

encore la signalisation intracellulaire. L’altération, la surexpression ou la dérégulation de l’activité des 

RTK peut être à l’origine de la perturbation de la communication cellulaire et mener à un état hyper 

prolifératif et donc au développement de cancers352,353. Les mutations des gènes codant pour les RTK 

impactent particulièrement le domaine kinase et les régions régulatrices : souvent dominantes et activa-

trices (ou mutations « gain-de-fonction »), elles permettent l’activation constitutive et « aberrante » des 

récepteurs malgré l’absence de ligand. L’amplification génique peut amener à une surexpression de 

RTK, causant ainsi l’augmentation des capacités de recrutement des protéines adaptatrices et donc un 

emballement de la voie de signalisation. Des translocations chromosomiques peuvent mener à la forma-

tion de gènes chimériques et de protéines de fusion (par exemple, la translocation tr(9;22) pour former 

le chromosome Philadelphie (Ph) et le gène de fusion BCR-ABL à l’origine de la leucémie myéloïde 

chronique).   

Ces dérégulations moléculaires sont un point clé de l’acquisition des caractéristiques phénotypiques 

des cancers (les « Hallmarks of Cancer »354).  Le diagnostic des anomalies moléculaires spécifiques des 

tumeurs permet d’orienter la stratégie thérapeutique (ou théranostique) vers les thérapies ciblées et le 

développement des inhibiteurs de kinases dont la sélectivité a permis une amélioration de la prise en 

charge et du profil de tolérance des patients atteints de cancer.  

En 2020, 28 inhibiteurs de récepteur à activité tyrosine kinases (ITK) étaient autorisés par la FDA355. 

L’imatinib a été le premier ITK mis sur le marché, pour le traitement de la LMC puisqu’il cible spécifi-

quement la protéine de fusion Bcr-Abl. Depuis, plusieurs générations d’ITK ont été développées et 

s’orientent vers un ciblage multivarié, adapté aux mutations acquises en cours de traitement (par 

exemple, la mutation T790M de l’EGFR qui apparaît dans 50% des patients recevant un ITK de première 

ou seconde génération). Cependant des résistances apparaissent aussi pour ces inhibiteurs de troisième 

génération et de nouveaux ITK sont en cours d’investigation. 
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L’administration des ITK se fait par voie orale et ils pénètrent dans les cellules cibles tumorales par 

diffusion passive ou par l’intermédiaire de transporteurs d’influx. Il existe différents types d’ITK356 : la 

majorité interagissent de manière compétitive et réversible au niveau de la poche ATP par mimétisme 

structural en possédant une structure phénylaminopyrimidine similaire à la partie aminopyrimidine de 

l’adénine. Leur sélectivité est acquise en ciblant des résidus faiblement conservés ce qui leur permet de 

se fixer sur un nombre limité de kinases et ainsi éviter des effets « off-target ». Les inhibiteurs de type I 

(dasatinib, erlotinib, géfitinib) ciblent les conformations actives de RTK sur des résidus présents au 

niveau de la région charnière entre les lobes du domaine kinase. Les inhibiteurs de type II (sunitinib, 

lapatinib, pazopanib…) ciblent les récepteurs en conformation inactive. Les inhibiteurs de type III agis-

sent en se fixant sur un site allostérique adjacent à la poche ATP et les inhibiteurs de type IV sur un site 

éloigné. Enfin, les inhibiteurs covalents de type V se fixent de manière irréversible sur le site actif et ont 

la capacité de réduire les effets off-targets (comme l’osimertinib qui cible la version mutée T790M de 

l’EGFR)356.  

 

1.2. Généralités sur le pazopanib  

 

1.2.1. Structure et relations structure-activité 

 

Le pazopanib (ou 5-[[4-[(2,3-dimethylindazol-6-yl)-methylamino]pyrimidin-2-yl]amino]-2-

methylbenzenesulfonamide, C21H23N7O2S) est mis à disposition depuis 2009, initialement par le labora-

toire GlaxoSmithKline, puis par le laboratoire Novartis sous le nom de Votrient® (Figure 13).  
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Figure 13 : Structure chimique du pazopanib ou 5-[[4-[(2,3-dimethylindazol-6-yl)-methyla-
mino]pyrimidin-2-yl]amino]-2-methylbenzenesulfonamide (C21H23N7O2S) 

 

Il appartient à la classe des phénylaminopyrimidines et 2H-indazolylpyrimidines. Il a la capacité de 

se fixer au niveau de la poche ATP des RTK grâce à son groupement 2,3-diméthylindazole qui forme 

des liaisons hydrogène avec les résidus d’acides aminés polaires (tyrosine, arginine, aspartate, lysine ou 

thréonine). Cette molécule synthétique résulte du screening à haut débit d’une chimiothèque dont l’ob-

jectif était d’identifier des inhibiteurs du VEGFR2357. Les premières structures évaluées avaient des 

propriétés pharmacocinétiques peu satisfaisantes et l’ajout séquentiel de fonctions comme l’indazole 

diméthylé a permis d’augmenter la biodisponibilité du pazopanib par voie orale et diminuer sa clairance 

plasmatique (en réduisant son potentiel d’inhibition des CYP450)358. Le groupement sulfonamide 

(SO2NH2) et les amines tertiaires permettent d’augmenter l’activité du pazopanib. 

  

1.2.2. Propriétés physico-chimiques et stabilité 

 

Le pazopanib est produit sous forme d’une poudre cristalline de sel de chlorhydrate (C21H23N7O2S, 

HCl) et est disponible sous la forme de comprimés pelliculés à libération immédiate. Sa masse molécu-

laire sous forme de base est de 437,52 g/mol. Le pazopanib possède trois pKA au niveau des amines 

situées sur le noyau indazole (pKA = 2,1), la pyrimidine (pKA = 6,4) et la fonction sulfonamide (pKA = 
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10,2)359. Il a un log du coefficient de partage octanol/eau (logP) de 3,65 et est très peu soluble en solution 

aqueuse (solubilité de 0,65 mg/ml à pH = 1,1 et pratiquement insoluble à pH > 4)360. Sa solubilité est 

plus importante dans les solvants organiques comme le diméthylsulfoxide (DMSO) ou le diméthylfor-

mamide (DMF) (solubilité proche de 17 mg/ml). Lors de son développement, l’utilisation de la lignée 

cellulaire Caco-2 cultivée en monocouche a permis de montrer que le pazopanib était une molécule très 

perméable360, ce qui lui permet d’être classé en tant que composé de classe II (peu soluble mais très 

perméable) du BCS (Biopharmaceutic Classification System). Sa faible biodisponibilité plasmatique 

(environ 20%) résulte de son absorption limitée par sa faible solubilité et sa faible vitesse de dissolu-

tion361. Les comprimés de Votrient®, pelliculés et à libération immédiate sont disponibles en deux do-

sages (200 mg et 400 mg) et conservables 2 ans entre 15 et 30°C. 

Dans une étude de stabilité, Patel et al.362 ont identifié par LC/MS des produits de transformation 

issus de la dégradation forcée du pazopanib en conditions d’hydrolyse (à pH acide, basique et neutre), 

d’oxydation, de photolyse (forte exposition à la lumière) et de stress thermique selon les recommanda-

tions de l’ICH (International Conference on Harmonization guidelines). Seule l’oxydation photolytique 

(qui consistait à exposer le pazopanib sous forme de solution et sous forme solide à 1,2.106 lux/h de 

lumière fluorescente et 200 W.h.m-2 de lumière UV pendant 3 jours) leur a permis de détecter et carac-

tériser six produits de dégradation non toxiques.  

 

1.2.3. Propriétés pharmacodynamiques 

 

Le pazopanib est un ITK multi-cible qui a la capacité d’inhiber de manière réversible et par 

mécanisme compétitif le fonctionnement des récepteurs des familles du VEGFR (VEGFR1, VEGFR2 

et VEGFR3), et du PDGFR (PDGFR-α et PDGFR-β) ainsi que le récepteur au facteur de cellules souches 
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c-KIT363. Le VEGFR est impliqué dans les voies activatrices de l’angiogénèse critique pour la progres-

sion des tumeurs malignes : sa surexpression est souvent associée à un faible pronostic et une moins 

bonne réponse aux traitements. Dès les essais in vitro, le pazopanib a montré une activité importante 

d’inhibition de l’autophosphorylation des récepteurs VEGFR2, VEGFR1 et VEGFR3 (IC50 respectives 

de 0,03µM, 0,01µM et 0,047 µM)364. Il a également une activité sur les récepteurs PDGFR-α, PDGFR-

β et c-KIT (0,071, 0,084 et 0,074 µM, respectivement). Ce multi-ciblage permet au pazopanib de poten-

tialiser son efficacité d’inhibition de l’angiogénèse et de la lymphangiogénèse et ainsi d’augmenter son 

pouvoir anti-tumoral. Par ailleurs, les études in vivo ont montré qu’après administration par voie orale à 

des souris immunodéprimées, le pazopanib avait la capacité de diminuer de manière concentration dé-

pendante le volume tumoral de différents types de xénogreffes tumorales (colon, mélanome, rein, sein 

et poumon) avec une efficacité dépendante d’une concentration résiduelle à l’état d’équilibre (steady-

state Cmin) supérieure à 17,5 µg/mL ou 40 µM364.  

 

1.2.4. Indications cliniques 

 

Le premier essai clinique de phase I évaluant le profil de sécurité du pazopanib a été mené en 2009 

chez 43 patients atteints de tumeurs solides variées365. Les analyses pharmacocinétiques ont montré qu’à 

partir d’une administration journalière de 800 mg en une prise, 93% des patients avaient une concentra-

tion résiduelle (Cmin) supérieure à 15 µg/mL qui semblait corrélée à une activité clinique favorable au 

moins chez les patients atteints de carcinome à cellules rénales métastatique (mRCC). Au 22e jour de 

traitement, les concentrations plasmatiques de VEGF avaient triplé chez la moitié des patients et une 

réduction de plus de 50% du flux sanguin tumoral était observée chez 91% d’entre eux. Le profil de 

toxicité du pazopanib était directement lié à son mécanisme d’action puisque l’hypertension de grades 

3-4 affectait 25% des patients (33% tous grades confondus). Suivaient la diarrhée (incidence des grades 

3-4 de 5%), la protéinurie (3%), les nausées et la fatigue (2% chacune). Au niveau biologique, ont été 
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observées une perturbation du bilan hématologique (leucopénies et thrombocytopénies de grades 1-2 

principalement), des anomalies de la coagulation, des hypocalcémies et hyperglycémies, ou encore des 

élévations non sévères des transaminases et de la bilirubine. Ces résultats indiquent que le pazopanib est 

une molécule relativement bien tolérée avec une efficacité dans le cancer du rein métastatique pour 

lequel de nombreux essais cliniques ont montré sa supériorité par rapport au placebo ou d’autres ITK 

en termes de contrôle de la maladie et de survie366,367.  

L’essai randomisé en double aveugle de phase III VEG105192366 a montré que le pazopanib versus 

placebo prolongeait significativement la survie sans progression (PFS) des patients atteints de mRCC 

(médiane de 9,2 vs 4,2 mois, HR = 0,46 [IC95% : 0,34-0,62], p < 0,0001) et améliorait le taux de réponse 

(30% vs 3%). Aucun bénéfice n’a cependant été mis en évidence en termes de survie globale (médiane 

de 22,9 vs 20,5 mois, HR = 0,91 [0,71-1,16], p = 0,224) mais après un cross-over le pazopanib avait 

tout de même réduit de moitié la mortalité par rapport au placebo (HR = 0,50 [0,315-0,762], p = 

0,002)366.  

Dans l’essai COMPARZ (VEG108844)367, 1110 patients ont été répartis aléatoirement en deux 

groupes : traitement par pazopanib (800 mg/jour, 557 patients) ou par sunitinib (50 mg/jour), un autre 

antiangiogénique approuvé pour les mRCC en première ligne. La comparaison de l’efficacité des deux 

molécules a permis de conclure quant à la non-infériorité du pazopanib (HR de PFS = 1,05 [0,90-1,22]) 

puisque la borne supérieure de l’intervalle de confiance n’a pas atteint le seuil de non-infériorité prééta-

bli (<1,25). Les résultats ont également montré qu’à efficacité similaire, le profil de sécurité du pazopa-

nib et la préservation de la qualité de vie étaient plus favorables par rapport au sunitinib.  

Ces résultats établissent alors le pazopanib comme la molécule de référence utilisée en première 

ligne de traitement de cancer du rein avancé et chez les patients au stade avancé et traités auparavant par 

des cytokines368. La dose recommandée pour le traitement du mRCC est fixée à 800 mg une fois par 

jour, ajustable par paliers de 200 mg selon la tolérance du patient.  
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Le pazopanib est également prescrit dans le cadre du traitement des sarcomes des tissus mous avan-

cés. Son efficacité a notamment été démontrée dans l’essai de phase III PALETTE (VEG110727)369, 

randomisé, multicentrique, organisé en double aveugle contrôlé versus placebo, au décours duquel la 

PFS des patients atteints de STMA était prolongée par le pazopanib (médianes de 4,6 vs 1,6 mois, HR 

= 0,31 [0,24-0,40], p < 0,0001), mais sans effet bénéfique observable sur la survie globale. L’utilisation 

du pazopanib a également été explorée dans d’autres types de tumeurs comme les tumeurs gastro-intes-

tinales stromales (ou GIST) et les cancers ovariens370,371. 

 

1.2.5. Effets indésirables 

 

Le pazopanib est une molécule relativement bien tolérée et sa prise est suivie majoritairement d’évè-

nements indésirables de grade 1 ou 2. Dans l’essai clinique de phase III VEG105192366, les effets indé-

sirables (tous grades confondus) les plus fréquemment rapportés étaient la diarrhée (52%), l’hyperten-

sion artérielle (HTA, 40%), la dépigmentation capillaire (38%) et les troubles digestifs (nausées, ano-

rexie et vomissements dans 20-25% des cas). L’HTA et la diarrhée atteignaient un grade sévère (≥3) 

chez seulement 4% des patients. Au niveau du bilan biologique étaient observées le plus souvent (tous 

grades confondus) : des élévations transitoires des transaminases dans 53% des cas, des hyperglycémies 

(41%), des leucopénies (37%) et des hyperbilirubinémies (36%). Ces anomalies pouvaient atteindre un 

grade sévère pour l’élévation des ALT (11%), des AST (7%) et pour l’hyperbilirubinémie (3%). Cette 

atteinte hépatique observée lors de la prise de pazopanib est souvent résolue par l’arrêt du traitement 

mais des cas d’insuffisance hépatique sévère voire létale ont été rapportés dans la littérature372. Ces 

évènements ont conduit les autorités de santé européennes et la FDA à publier une mise en garde ren-

forcée dans la notice du pazopanib avec l’inscription d’un encart « black-box warning ».  
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Dans les études s’intéressant à l’hépatotoxicité du pazopanib, l’élévation des transaminases était 

isolée, souvent asymptomatique, transitoire et résolutive dès la diminution de la dose, l’interruption ou 

l’arrêt du traitement. Dans une méta-analyse compilant les résultats de 10 essais cliniques de phases II 

ou III, Kapadia et al.373 ont rapporté des incidences (tous grades confondus) d’élévations d’ALT, AST 

et de bilirubine de 41,4% [34,1-49,0%], 39,6% [31,2-48,6%] et 24,8% [16,3-35,3%], respectivement. 

Ces risques étaient de 9,4% [7,8-11,4%], 6,9% [5,5-8,6%] et 3,4% [2,4-5,0%] lorsque seuls les évène-

ments de grades 3-4 étaient considérés. Les risques relatifs de développer une élévation sévère (de grade 

≥ 3) des transaminases par rapport au placebo s’élevaient à 4,33 [1,88-10,0] (p = 0.001) pour les ALT 

et 6,56 [2,04-21,07] (p = 0,002) pour les AST.  

Dans une autre étude, Powles et al.374 ont observé que l’hépatotoxicité était majoritairement cytoly-

tique (60%) ou mixte (30%) et réversible dans 90% des cas. Le délai médian d’apparition de ces ano-

malies biochimiques hépatiques était de 42 jours et il était d’autant plus court que l’atteinte était sévère. 

Chez les patients ayant stoppé le traitement pour cause d’hépatotoxicité, la réintroduction du pazopanib 

(ou rechallenge) est suivie d’une récidive rapide de la toxicité dans 38% des cas, quelle que soit la dose 

(identique ou avec concession).   

Ces données illustrent l’importance de suivre la fonction hépatique dès l’initiation du traitement. 

Par ailleurs, le pazopanib est à proscrire en cas d’atteinte sévère hépatique et doit être envisagé prudem-

ment chez les patients présentant une atteinte légère (dose normale, surveillance renforcée) à modérée 

(réduction de dose de 75% et surveillance renforcée)368.  

En cas d’anomalie du bilan hépatique, des modifications de doses, le report ou l’arrêt du traitement 

doivent être envisagés et adaptés à la sévérité de l’atteinte. Lorsque les transaminases s’élèvent entre 3 

et 8 fois la limite supérieure normale (LSN), le traitement peut être poursuivi avec un contrôle renforcé 

de la fonction hépatique jusqu’à un retour à des valeurs de grade 1 ou normales368. Une élévation supé-

rieure à 8 x LSN doit être suivie d’un arrêt de traitement jusqu’à normalisation et la reprise du traitement 
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doit être considérée uniquement si le bénéfice potentiel est considéré comme supérieur au risque d’hé-

patotoxicité : la dose est alors diminuée de 50% et la fonction hépatique surveillée étroitement. En cas 

de non-retour à la normale, le traitement doit être arrêté définitivement. Enfin si l’élévation des transa-

minases est accompagnée d’une augmentation de la bilirubine (> 3 x LSN et > 2 x LSN respectivement), 

le pazopanib doit être arrêté définitivement.  

 

1.2.6. Propriétés pharmacocinétiques 

 

La pharmacocinétique du pazopanib est complexe et caractérisée par une large variabilité interindivi-

duelle. Dans l’étude de phase I de Hurwitz et al.365, 63 patients atteints de tumeurs solides métastatiques 

réfractaires ont reçu différents schémas de doses comprises entre 50 et 2000 mg de pazopanib. Les 

premiers résultats ont montré que la pharmacocinétique n’était pas linéaire entre 200 mg et 800 

mg puisque l’augmentation des AUC était non proportionnelle à la dose (AUC0à24h, J1,400mg = 142,8 (CV 

de 89,2%) µg.h/mL vs AUC0à24h, J1,800mg = 275,1 (202,6%) µg.h/mL). De plus, l’exposition plasmatique 

était maximale à la plus forte dose (2000 mg) mais atteignait un plateau dès 800 mg. Cette cinétique 

dose-dépendante s’explique par le fait que seule la fraction dissoute du pazopanib (qui est très limitée 

car dépendante du pH) peut être absorbée au niveau du tube digestif. En conséquence, la Cmax est rapi-

dement atteinte dans les liquides digestifs (plutôt alcalins) et à partir de la dose de 800 mg, le milieu est 

saturé et l’absorption n’augmente plus aux paliers supérieurs. La dose journalière recommandée a donc 

été fixée à 800 mg. Cliniquement, le pazopanib avait montré une efficacité chez les patients atteints de 

carcinome à cellules rénales à partir d’une Cmin à J22 supérieure à 15 µg/mL, similaire aux concentra-

tions observées dans les modèles pré-cliniques (17,5 µg/mL).  

Le volume de distribution du pazopanib est faible (entre 9-13L) : il se lie très fortement aux protéines 

plasmatiques (> 99,9%) et majoritairement à l’albumine359. La fraction libre est proche de 0,011% ± 
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0,0013%375. Il est également substrat de la P-gp et de la protéine BCRP, impliquées dans l’absorption 

des médicaments au niveau intestinal. La biodisponibilité du pazopanib atteint en moyenne 21,4% [13,5-

38,9%] et augmente fortement en cas de prise alimentaire : en effet, un repas riche en graisses augmen-

terait de près de 2,3 fois (IC90% : 1,6-3,4) l’exposition au pazopanib par rapport à une prise à jeun376. 

Afin de limiter la variabilité intra- et inter-jour de l’exposition plasmatique, il est préconisé d’administrer 

le pazopanib en un comprimé entier au minimum une heure avant un repas ou au moins deux heures 

après. 

Une étude de bilan de masse (utilisant du pazopanib radiomarqué au carbone 14) a été menée chez des 

patients atteints de cancers par Deng et al.377. En moyenne, 20% de la dose administrée étaient absorbés 

par le tractus digestif. La collection des données urinaires et fécales pendant 7 jours a montré que le 

pazopanib était éliminé majoritairement dans les trois jours suivant la prise, sous forme inchangée dans 

les fèces (82,2% ±18,3% de la radioactivité en moyenne) et très peu dans les urines (2,63% ±1,15%). 

L’élimination rénale est donc limitée (<4%). La demi-vie du pazopanib est de 31,1 heures et résulte 

principalement de son accumulation lors des doses répétées.  

Le pazopanib est majoritairement métabolisé dans le foie, avec une contribution importante du CYP3A4 

(et dans une moindre mesure du CYP2E1 et du CYP2C8)378. Il a un faible coefficient d’extraction hé-

patique (< 0.3%) et une faible clairance plasmatique d’élimination377. Sept métabolites ont été identifiés 

dans l’étude de Deng et al.379, mais ils ne comptaient que pour moins de 10% de la radioactivité plas-

matique. Parmi eux, deux produits hydroxylés M1 (GSK1268992), M2 (GSK1268997), deux produits 

N-déméthylés M4 et M5 (GSK10711306 et GW700201) sont obtenus par des réactions de phase I (Fi-

gure 14). Hormis M2, ces métabolites sont 10 à 20 fois moins actifs que la molécule mère et leurs très 

faibles concentrations plasmatiques ne contribuent que peu à l’effet pharmacologique de la molécule379. 

Dans une étude récente, Wang et al.380 ont utilisé une approche de métabolomique pour identifier les 

principales enzymes impliquées dans le métabolisme du pazopanib chez la souris. En parallèle, l’utili-
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sation de microsomes murins et humains et de CYP450 recombinants (rCYP450) leur a permis d’iden-

tifier les voies de production de ces métabolites. Parmi les 22 métabolites identifiés, 15 ont été retrouvés 

dans les fractions métaboliques de microsomes. Les métabolites hydroxylés M1 et M2 comptaient pour 

43% des métabolites identifiés, confirmant l’importance de l’hydroxylation dans la métabolisation du 

pazopanib. Des dérivés glucuronoconjugués ont également été identifiés dans les fèces des souris sou-

lignant l’implication du métabolisme de phase II notamment par transfert de groupement cystéine, N-

acétylcystéine- et glycylcystéine, de glucose et d’acide glucuronique. Les auteurs ont également montré 

que le pazopanib était encore détectable dans le foie 24 heures après l’administration, signifiant qu’il 

s’accumule fortement au niveau du tissu hépatique.  
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Figure 14 : Voies de métabolisation du pazopanib d’après Wang et al.380 et Paludetto et al.381 
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1.2.7. Interactions médicamenteuses 

 

En étant majoritairement métabolisé par le CYP3A4 et transporté par la Pg-p et la BCRP, la prise de 

pazopanib est accompagnée d’un risque d’interactions médicamenteuses important. La co-administra-

tion d’activateurs et d’inhibiteurs de ces enzymes et transporteurs exposent les patients à une diminution 

de son efficacité ou une potentialisation de ses effets toxiques, respectivement. Dans un essai clinique 

dédié à l’étude de l’interaction entre le pazopanib et le kétoconazole, un puissant inhibiteur du CYP3A4, 

Tan et al.378 ont montré que l’exposition du pazopanib augmentait lors de sa prise avec l’antifongique 

(AUC0à24 multipliée par 1,7 et Cmax augmentée de 1,5 fois après 5 jours de traitement). Les auteurs ont 

noté que la formation des principaux métabolites M2 et M3 était altérée (AUC plus faible de 0,39 et 

0,56 fois, respectivement) alors que celle du métabolite M1 n’était pas affecté (ratio d’AUC de 1,06), 

écartant la possible implication du CYP3A4 dans sa formation. Par ailleurs, l’exposition mesurée lors 

de la prise journalière de pazopanib 400 mg co-administré avec du kétoconazole était équivalente à celle 

mesurée après la prise de 800 mg/jour sans kétoconazole. Par conséquent, il est recommandé de dimi-

nuer la dose de pazopanib à 400 mg lorsque la prise d’inhibiteur puissant du CYP3A4 est inévitable. 

Concernant l’induction enzymatique, la co-administration d’inducteurs puissants des CYP3A comme la 

phénytoïne, la carbamazépine ou encore l’ifosfamide réduit de près de 30 à 35% l’AUC et de 50% la 

Cmin. Un essai clinique incluant 24 patients traités par un cocktail de substrats des CYP450 (midazolam, 

dextrométorphane, warfarine, oméprazole et caféine), a permis de montrer que le pazopanib était lui-

même un inhibiteur et un inducteur modéré des CYP450382. Le pazopanib est également un inhibiteur 

des transporteurs membranaires OATP1B1, OCT1, P-gp et BCRP mais aussi de l’enzyme de phase II, 

UGT1A1383. Enfin, Tan et al. 378 ont montré qu’il existait une interaction entre le pazopanib et les inhi-

biteurs de la pompe à protons (IPP). La capacité des IPP à augmenter le pH de l’estomac permet de 

diminuer la solubilité du pazopanib et limite son absorption diminuant ainsi l’exposition à l’ITK (ratio 

des AUCpazopanib sans IPP/pazopanib avec IPP = 0,60 et de la Cmax = 0,58). Ces observations ont également été 
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validées dans la population âgée chez qui la consommation de protecteurs gastriques est la plus impor-

tante384.  

 

1.2.8. Relations pharmacocinétiques-pharmacodynamiques 

 

La plupart des études s’intéressant aux relations pharmacocinétiques-pharmadynamiques du pazopanib 

ont montré que la concentration résiduelle (Cmin) était le paramètre pharmacocinétique le plus utilisé 

pour mesurer l’exposition des patients359. Dans une étude rétrospective menée sur 177 patients atteints 

de cancer rénal, le seuil de Cmin fixé à ≥ 20,5 mg/L était associé à une réduction de la taille tumorale plus 

importante (p < 0,001) et une PFS améliorée (p = 0,0038)385. Ce seuil était également corrélé à l’appa-

rition d’HTA chez 53% des patients ayant atteint ou dépassé le seuil, contre 18% des patients présentant 

des concentrations inférieures. L’utilisation de l’HTA comme un marqueur d’efficacité du pazopanib a 

par ailleurs été investiguée386. Dans les études d’enregistrement, l’élévation des ALT était également 

associée à une Cmin augmentée. Cependant, ce paramètre pharmacocinétique seul ne peut expliquer le 

risque de toxicité, puisque des études ont mis en évidence l’implication de mutations génétiques des 

gènes HLA (et particulièrement le génotype HLA-B*57:01) dans la tolérance hépatique au pazopanib359.  
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1.3. Généralités sur le sunitinib 

 

1.3.1. Structure et relations structure-activité 

 

Le sunitinib, SU11248 ou N-[2-(diéthylamino)éthyl]-5-[(Z)-(5-fluoro-2-oxo-1H-indol-3-

ylidène)mééthyl]-2,4-diméthyl-1H-pyrrole-3-carboxamide (C22H27FN4O2) est une petite molécule inhi-

bitrice de tyrosine kinase mise à disposition par le laboratoire Pfizer et approuvée par les autorités sani-

taires depuis 2007387. Cette molécule dérive de différents hits identifiés par screening à haut débit dont 

l’optimisation chimique a permis d’obtenir une molécule inhibitrice des récepteurs VEFGR2 et PDGFR 

entre autres, tout en ayant des profils d’efficacité et de tolérance satisfaisants ainsi que des propriétés 

pharmacocinétiques acceptables. Sa structure chimique (Figure 15) est en configuration Z, essentielle 

pour l’activité inhibitrice, tout comme le noyau pyrrole disubstitué par des résidus méthyles, qui permet 

d’augmenter la sélectivité au niveau des récepteurs.  

 

Figure 15 : Structure chimique du sunitinib SU11248 ou N-[2-(diéthylamino)-éthyl]-5-[(Z)-(5-
fluoro-2-oxo-1H-indol-3-ylidène)mééthyl]-2,4-diméthyl-1H-pyrrole-3-carboxamide (C22H27FN4O2)  

 

L’ajout de la chaîne diéthylaminoéthyle par l’intermédiaire d’un amide secondaire a permis d’amé-

liorer l’activité mais également la solubilité dans les milieux acide et neutre. Enfin, l’introduction de 
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l’atome de fluor en position 5 sur le noyau indolin-2-one a permis d’améliorer l’activité au niveau cel-

lulaire388.  

 

1.3.2. Propriétés physico-chimiques et stabilité 

 

Le sunitinib est une molécule de faible masse moléculaire (398,5 g/mol) qui pénètre facilement les 

membranes cellulaires grâce à sa forte lipophilie (logP = 3,1). Sa solubilité en milieu aqueux est faible 

mais s’améliore en milieu acide et il est bien plus soluble dans les solvants organiques (25 mg/ml dans 

le DMSO)387. Du fait de sa faible perméabilité déterminée sur les cellules Caco-2, le sunitinib est un 

composé de classe IV du BCS : peu soluble en milieu aqueux et peu perméable. Le sunitinib est com-

mercialisé sous la forme de poudre orangée de sel de L-malate contenue dans une gélule. Différents 

dosages sont mis à disposition (12,5 mg, 25 mg, 37,5mg et 50 mg).  

La configuration Z est favorisée en solution car elle est thermodynamique stable et limite l’encom-

brement stérique causé par la configuration E. L’isomérisation Z/E de cette double liaison est par ailleurs 

observable lors de l’exposition d’une solution de sunitinib à la lumière ou à la chaleur. En terme d’acti-

vité pharmacodynamique, l’isomère Z est la molécule active et l’isomère E est 100 fois moins actif sur 

le VEGFR387. 

 

1.3.3. Propriétés pharmacodynamiques 

 

Le sunitinib est un inhibiteur réversible et compétitif de l’ATP qui cible les récepteurs angiogé-

niques VEGFR-1, VEGFR-2 (IC50 = 10 nM) et VEGFR-3, mais aussi les récepteurs PDGFR-α et β (IC50 

= 10 nM), le récepteur du facteur de croissance de cellules souches c-kit (IC50 = 10-100 nM), FLT3 (IC50 
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= 250 nM), CSF-1R et le récepteur RET (IC50 = 100 nM)389. Dans les études in vitro, l’inhibition de 

l’autophosphorylation des récepteurs VEGF et PDGF ainsi que la prolifération cellulaire étaient dose-

dépendantes. Dans les modèles précliniques (modèles animaux de xénogreffes de cancer du rein, du 

sein, colon, poumon, mélanome, …), le sunitinib inhibait l’activation de VEGFR2 et de PDGFR-β, la 

croissance tumorale, l’angiogenèse et la perméabilité capillaire de manière temps et dose-dépendante. 

 

1.3.4. Indications cliniques 

 

Le sunitinib est principalement indiqué dans le traitement des tumeurs gastro-intestinales (ou GIST) 

malignes non résécables et/ou métastatiques, après échec d’un traitement par imatinib (causé par une 

résistance ou une intolérance)390. Son efficacité a été évaluée en 2006 par Demetri et al.391 au cours d’une 

étude de phase III, randomisée, menée en double aveugle, contrôlée versus placebo. Parmi les 312 pa-

tients inclus, 207 étaient traités par sunitinib à la dose de 50 mg par jour pendant 4 semaines, suivis 

d’une pause de 2 semaines. Le sunitinib a élargi le délai avant progression de la tumeur (27,3 semaines 

vs 6,4 semaines, HR = 0,33 ; IC95% = 0,23-0,47, p <0,0001) et a eu un effet similaire sur la survie sans 

progression (PFS : 22,9 semaines vs 6 semaines, HR = 0,33 ; IC95% = 0,24-0,47 ; p < 0,0001). Au cours 

de cet essai, le traitement était bien toléré et les effets indésirables observés étaient de la fatigue, des 

diarrhées, de la dépigmentation cutanée et ou encore des nausées.  

Le sunitinib est également utilisé dans le cadre du traitement du cancer du rein métastatique (mRCC) 

après que son efficacité ait été évaluée vs la prise d’interféron-α (IFN-α), référence avant l’arrivée des 

thérapies ciblées392. Dans cette étude ayant enrôlé 750 patients, le sunitinib avait permis de doubler la 

PFS par rapport à l’IFN-α (médiane de 11 mois contre 5, HR = 0,42, IC95% = 0,32-0,54 ; p < 0,001). 

Par ailleurs, les profils de toxicité étaient similaires dans les deux groupes (interruption de dose pour 

cause d’effets indésirables chez 38% des patients du groupe sunitinib contre 32% pour l’IFN, réduction 
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de dose chez 32% vs 21%, respectivement). Par ailleurs, la qualité de vie des patients était améliorée 

dans le bras sunitinib (p < 0,001). Le sunitinib est aussi prescrit chez les patients en échec après traite-

ment par cytokines (interleukine-2 notamment)393. 

Enfin, le sunitinib est indiqué pour le traitement des tumeurs neuroendocrines du pancréas (pNET) non 

résécables ou métastatiques bien différenciées et en progression390. 

 

1.3.5. Effets indésirables 

 

Même si la survenue des effets indésirables avec le sunitinib est quasi systématique, cet ITK a un 

profil de toxicité relativement bien toléré. Dans les essais d’enregistrement, les taux de réduction de 

dose, d’interruption ou d’arrêt définitif du traitement étaient de 11-52%, 0-27%, 29-54%, respective-

ment contre 12-39%, 7-22%, 6-24% dans le bras contrôle391–393.  

Les effets indésirables cliniques les plus fréquemment rapportés étaient : les rash cutanés (81%), la 

fatigue (52%), des diarrhées (45%), des mucites (33%), des syndromes main-pied (30%), de l’hyperten-

sion (29%), des vomissements (21%) ou des épistaxis (9%). En termes de perturbation du bilan biolo-

gique, ont été notées : des élévations de la créatinine (44%), des perturbations du bilan hépatique (40%), 

des anémies et neutropénies (38%), des thrombopénies (35%) ou des hypothyroïdies (9%)390. Par ail-

leurs, ces effets indésirables peuvent atteindre un grade sévère entre 2 et 12% des cas selon l’évènement 

et peuvent être d’évolution  fatale390. Les profils de toxicité du sunitinib sont identiques dans ses autres 

indications (pNET et GIST)390. Ainsi, en cas d’évènements indésirables, la dose de sunitinib peut être 

adaptée par paliers de 12,5 mg. Celle-ci doit être comprise entre 25 et 75 mg/jour pour le traitement des 

mRCC et des GIST, mais ne doit pas dépasser 50 mg/j pour le traitement des pNET390. La seule contre-

indication formelle existant pour le sunitinib est l’hypersensibilité390. 
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Dans deux études de phase II, ouvertes, non contrôlées et comparant les profils de toxicité du pazo-

panib et du sunitinib chez des patients atteints de mRCC, Powles et al.394 ont montré que l’incidence des 

effets indésirables graves était plus élevée chez les patients traités par sunitinib (notamment la survenue 

de mucite, de fatigue, de syndrome main-pied et de toxicité hématologique). Le pazopanib était quant à 

lui responsable de plus de diarrhées et de perturbations (asymptomatiques) du bilan hépatique. De plus, 

les réductions de dose étaient significativement plus fréquentes chez les patients traités par sunitinib que 

par pazopanib (26% vs 6%, p <0,05).  

Les effets hépatotoxiques du sunitinib sont moins bien caractérisés que ceux du pazopanib. Les 

anomalies du bilan hépatique ont été relevées, avec des élévations de transaminases comprises entre 39-

61% (tous grades confondus) et 2-4% (grade sévère) pour ALT ; 39-72% (2-5%) pour AST ; 16-37% 

(1%) pour la bilirubine totale. Des cas d’insuffisance hépatique sévère ont été observés chez moins d’1% 

des patients (certains d’issue fatale), ce qui a justifié la publication d’une mise en garde de type « black-

box warning » pour le risque d’hépatotoxicité par la FDA387. Par ailleurs, l’étude de Shantakumar et 

al.395 menée en condition de vie réelle a validé le fait que le sunitinib était moins hépatotoxique que le 

pazopanib367,394. Ainsi, un traitement par sunitinib doit impérativement être accompagné d’un suivi de 

la fonction hépatique. Celui-ci devra être interrompu en cas de manifestations hépatotoxiques et défini-

tivement arrêté en l’absence de résolution de ces effets390.  

 

1.3.6. Propriétés pharmacocinétiques 

 

D’après les études précliniques, la biodisponibilité du sunitinib pourrait atteindre 50% chez 

l’Homme. Les concentrations plasmatiques maximales (Cmax) de sunitinib sont observées au bout de 6 

à 12 heures (Tmax) suivant l’administration par voie orale390. L’absorption n’est pas modifiée par l’ali-

mentation, il n’y a donc pas de recommandations sur le moment de la prise (au cours ou en dehors du 
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repas). La solubilité du sunitinib est pH-dépendante mais reste acceptable jusqu’à 6,8. Ainsi, il est ab-

sorbé au niveau du tractus digestif (estomac et intestin grêle) et son absorption n’est pas altérée en cas 

de gastrectomie396. Le sunitinib a un volume de distribution apparent très large (Vd/F = 2230 L)390. C’est 

un substrat des transporteurs ABC (notamment la Pg-p et BCRP) et il se fixe de manière très importante 

aux protéines plasmatiques (95% et majoritairement à l’albumine et à l’α-glycoprotéine acide). Entre 25 

et 350 mg, la pharmacocinétique du sunitinib est linéaire puisque l’AUC et la Cmax augmentent de ma-

nière proportionnelle à la dose390. Le sunitinib est un substrat d’enzymes métaboliques hépatiques telles 

que les cytochromes P450 et les flavines mono-oxygénases (FMO)387. Majoritairement formé par le 

CYP3A4, son métabolite N-deséthylé au niveau de la chaîne latérale diéthylamine (ou N-deséthyl suni-

tinib, SU12662) est identifiable dans le plasma, les selles et les urines (Figure 16)397.  

 

Figure 16 : Voies de métabolisation du sunitinib tirées des travaux de Speed et al.398, Amaya et 
al.397 et Paludetto et al.381 

ALDH : alcool déshydrogénase ; CYP : cytochrome ; GST : glutathion-S-transférase ; S-OH : dérivé alcool du sunitinib ; S-CHO : 
dérivé aldéhyde du sunitinib ; UGT : UDP-glycosyltransférase 
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D’autres voies métaboliques génèrent des produits minoritaires. Le N-deséthylsunitinib a une acti-

vité comparable à la molécule mère in vitro et est donc tout autant estimé et évalué lors des études PK-

PD. Il compte également pour 23 à 37% de l’exposition plasmatique totale, est fortement lié aux pro-

téines plasmatiques (90%) et distribué encore plus largement au niveau tissulaire que le sunitinib. Ce 

métabolite est lui-même transformé par les CYP450 en métabolite inactif.  

L’élimination du sunitinib se fait majoritairement par voie fécale. Dans l’étude de bilan de masse 

menée par Speed et al.398, 61% de la dose administrée étaient éliminés dans les fèces (14% sous forme 

inchangée, 25% sous forme de N-deséthylsunitinib) et 16% dans les urines (7% sous forme inchangée, 

6,4% sous forme de N-deséthylsunitinib). La clairance apparente (CL/F) évaluée pour le sunitinib variait 

de 34 à 62 L/h et sa demi-vie de 40 à 60h. Pour son métabolite actif, la CL/F atteignait 20 L/h et la demi-

vie 80 à 110 heures. L’état d’équilibre du sunitinib et de son métabolite est atteint en 10-14 jours : au 

14e jour, les concentrations plasmatiques combinées de sunitinib et de N-deséthylsunitinib varient de 

62,9 à 101 ng/mL. Enfin, la pharmacocinétique n’est pas modifiée lors de l’administration de doses 

répétées journalières ou tout au long des cycles387.   

 

1.3.7. Interactions médicamenteuses 

 

En étant substrat du CYP3A4, de la P-gp et de la BCRP, la prise de sunitinib expose les patients à 

un fort risque d’interactions médicamenteuses. Il est donc justifié que la prise d’inhibiteurs et d’induc-

teurs de ces enzymes et transporteurs soit associée à une surveillance clinique accrue et un suivi des 

concentrations plasmatiques renforcé pour éviter la perte d’efficacité ou un sur-risque de toxicité. Une 

étude in vivo a montré en effet que le kétoconazole, qui inhibe fortement le CYP3A4, augmentait la Cmax 

et l’AUC combinée du sunitinib et de N-deséthylsunitinib de 49% et 51%, respectivement. Par ailleurs, 
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une augmentation de risque de survenue d’effets toxiques de grades 3-4 a été observée (neutropénie et 

+5% et anémie +7%), justifiant la réduction de dose de 33%.  

Enfin, les recommandations d’adaptation de dose suggèrent que si l’utilisation de co-médications 

alternatives n’est pas possible, la dose de sunitinib doit être réduite au minimum (c’est-à-dire 37,5 

mg/jour), en diminuant la dose par paliers de 12,5 mg pour les GIST ou les RCC, et 25 mg pour les 

pNET en cas de prise concomitante avec un inhibiteur puissant du CYP3A4. Si le sunitinib doit être pris 

en co-médication avec un inducteur enzymatique, sa dose doit être augmentée au maximum à 87,5 mg 

journaliers pour les GIST ou les RCC et 62,5 mg pour les pNET et accompagnée d’un suivi renforcé de 

l’état du patient387.  

Concernant l’effet du sunitinib sur l’activité des cytochromes (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, 

CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4/5 et CYP4A9/11) aucune interaction (inhibition ou 

induction) n’a été mise en évidence à des concentrations élevées390. Seul le N-deséthyl semble avoir un 

faible effet inducteur sur le CYP1A2. Des résultats contradictoires ne permettent pas de s’assurer de 

l’effet inhibiteur du sunitinib sur la P-gp. Enfin, le sunitinib est un inhibiteur de la BCRP mais aucune 

étude clinique d’interaction n’a été menée chez l’Homme.  

 

1.3.8. Relations pharmacocinétiques-pharmacodynamiques 

 

La concentration plasmatique cible de sunitinib a été déterminée in vivo chez des souris xénogreffées 

par Mendel et al.389. Les auteurs ont noté que les concentrations plasmatiques devaient être supérieures 

à 50 ng/mL pour obtenir une inhibition de VEGFR-2 et PDGFR-β équivalente à l’activité antiangiogé-

nique observée in vitro. Les résultats ont également montré que l’inhibition de l’autophosphorylation 

des récepteurs VEGFR-2 et PDGFR-β était dose et temps-dépendante.  
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Chez l’Homme, de nombreuses études ont évalué les relations PK-efficacité du sunitinib399. Les taux de 

réponse et de régression tumorale et la survie globale ont été corrélés à une augmentation de l’AUC du 

sunitinib et de son métabolite actif, justifiant ainsi la mise en place d’un suivi thérapeutique des concen-

trations de sunitinib + N-deséthylsunitinib en plus de la forte variabilité interindividuelle qui existe pour 

cette molécule400,401. Les adaptations de posologie basées sur l’estimation des concentrations plasma-

tiques permettent ainsi d’améliorer l’exposition sans toxicité surajoutée lors d’une escalade de dose 

maîtrisée. Ainsi, pour le traitement des mRCC, dont le schéma posologique correspond à 4 semaines de 

traitement puis 2 semaines d’arrêt, l’intervalle de concentrations cibles a été déterminé entre 50 et 100 

ng/mL et entre 37,5 et 100 ng/mL pour les GIST (37,5 mg/jour en continu).  

Des relations PK-toxicité ont également été relevées, associant des toxicités de haut grade et dose-

limitantes comme la thrombopénie, la neutropénie, l’hypertension ou encore la toxicité dermatologique 

à l’exposition au sunitinib et à son métabolite402–406. D’autres études ont montré que celle-ci était égale-

ment significativement supérieure chez des patients ayant nécessité des réductions de dose ou subi des 

arrêts de traitement407. Concernant l’hépatotoxicité, une étude menée dans la population pédiatrique (18 

mois-22 ans) a pu montrer que plus la concentration plasmatique moyenne de sunitinib était élevée, plus 

la probabilité d’avoir une élévation des transaminases était importante408.   

 

1.4. Rôle des métabolites réactifs dans l’hépatotoxicité et les interactions médicamenteuses liés au 

pazopanib et au sunitinib  

 

1.4.1. Métabolisation du pazopanib et du sunitinib en métabolites réactifs 

 

Les inhibiteurs des tyrosines kinases sont à l'origine d'une incidence variable d'effets secondaires 

hépatiques (5 à 25 %) et peuvent se compliquer d'une atteinte hépatique sévère chez une minorité de 
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patients en cas de poursuite du traitement. Parmi les 52 ITK autorisés par la FDA, 5 d’entre eux ont un 

encart Black Box Label apposé dans leur notice pour un risque d’hépatotoxicité : lapatinib, pazopanib, 

ponatinib, regorafenib et sunitinib. La compréhension des mécanismes soutenant cette hépatotoxicité 

est limitée et des études se sont intéressées particulièrement à la production de métabolites réactifs entre 

autres causes comme l’activation de la réponse immunitaire.   

Kenny et al.409 ont été parmi les premiers à caractériser la formation de métabolites réactifs à partir du 

sunitinib et du pazopanib en identifiant des dérivés conjugués au glutathion ou à la méthoxylamine 

potentiellement associés à des inhibition temps-dépendante des cytochromes, à l’instar de Filppula et 

al.410 qui ont indiqué que les molécules mères inactivaient les CYP3A.  

De nombreux travaux se sont intéressés au lien entre les dérivés réactifs issus de la biotransformation 

des ITK et leurs effets hépatotoxiques ou leurs interactions médicamenteuses. La présence de motifs 

d’alerte au sein de leur structure les expose à un métabolisme oxydatif favorable à la formation de mé-

tabolites réactifs. Leur capacité à lier de manière covalente les protéines, les lipides ou l’ADN peut 

endommager directement ou indirectement l’intégrité cellulaire et leur fixation aux cytochromes est 

responsables de leur inhibition ou inactivation (regroupés sous le nom de mechanism-based inhibition 

MBI) responsables des interactions médicamenteuses pharmacocinétiques. Ces inactivations peuvent 

être temps-, concentration- ou NAD(P)- dépendante, progressive ou prolongée. Elle peut également être 

quasi-irréversible par la formation de complexes de coordination entre la molécule et le fer de l’hème 

ou irréversible par alkylation de l’hème ou de l’apoprotéine. Cette inactivation peut avoir pour consé-

quence l’auto-inhibition du métabolisme de la molécule mère ou celui d’autres substrats de l’enzyme411.  

Zhao et al.412, en incubant de l’erlotinib dans des microsomes, ont identifié deux intermédiaires réactifs 

de type quinoneimine et kétène possiblement impliqués dans l’hépatotoxicité et les interactions médi-

camenteuses liées à la molécule mère. En effet, le deuxième dérivé avait la capacité de fixer de manière 

covalente les résidus de lysines des cytochromes et de détruire la structure de l’hème menant à son 

inactivation. De la même manière, l’O-déalkylation du lapatinib qui mène à une quinoneimine réactive, 
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ou le métabolisme oxydatif associé à la défluorination du géfinitib font partie de mécanismes impliqués 

dans la toxicité. Par ailleurs, il a été montré que les dérivés quinoneimines avaient la capacité d’induire 

la libération de DAMPs par l’hépatocyte qui activent l’inflammasome, un complexe macromoléculaire 

impliqué dans l’activation des caspases et la cascade inflammatoire413. Enfin, trois dérivés aldéhydes 

ont été identifiés à partir de la biotransformation de l’avitinib, un ITK de troisième génération non com-

mercialisé mais qui a montré son efficacité pour le traitement du cancer du poumon non à petites cellules 

EGFR positif414. Cependant, la grande réactivité de ces espèces est un obstacle à la compréhension de 

ces mécanismes : générés in vivo, ils se fixent rapidement sur les macromolécules constituants les cel-

lules et les tissus, ce qui limite leur détection dans les milieux biologiques accessibles (comme le plasma, 

l’urine ou les fèces). 

Le métabolisme du pazopanib et du sunitinib est médié principalement par le CYP3A4 qui per-

met la formation de métabolites hydroxylés et N-déalkylés. Ces structures majoritaires n’ont jamais été 

corrélées au risque d’hépatotoxicité, mais la génération d’espèces toxiques minoritaires à partir du mé-

tabolisme des ITK a déjà été prouvée comme l’un des mécanismes impliqués. Le sunitinib est majori-

tairement N-deséthylé par le CYP3A4, mais peut également perdre son atome de fluor (défluorination 

oxydative) lors de sa prise en charge par le CYP3A4 et le CYP1A2 pour ensuite former des adduits au 

glutathion (Figure 16)415. Le pazopanib est quant à lui transformé par le CYP3A4 en de nombreux mé-

tabolites, les majoritaires étant N-déméthylés et hydroxylés au niveau des groupements méthyl de l’ani-

line et du noyau indazole (Figure 14).  

Dans une étude s’intéressant au métabolisme du pazopanib et du sunitinib menée au sein de notre équipe 

de recherche, Paludetto et al.381 ont identifié des dérivés aldéhydes issus d’un mécanisme d’oxydation 

comparable à celui des CYP450, à l’aide de métalloporphyrines. Ces systèmes catalytiques oxydoréduc-

teurs sont utilisés in vitro pour mimer l’oxydation biologique des médicaments spécifique des cyto-

chromes P450 ou des peroxydases, à l’aide de composés donneurs d’oxygène. Les métalloporphyrines 

fonctionnent en solution aqueuse ou organique (solvant favorisé pour les molécules hydrophobes) et 
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permettent l’hydroxylation de composés saturés ou aromatiques ou la N-déméthylation d’amines ter-

tiaires.  

En incubant du sunitinib avec des métalloporphyrines et de l’hydrogénopersulfate de potassium comme 

donneur d’oxygène (MnIII(TDCPP)Cl/KHSO5), les auteurs ont identifié un dérivé aldéhyde représenté 

très abondamment dans le milieu d’incubation (S-CHO, 15% mol, Figure 16) et correspondant à une 

oxydation au niveau du méthyl du carbone 11 du noyau pyrrole. Cette molécule a été détectée par chro-

matographie liquide ultra haute performance couplée à de la spectrométrie de masse (UPLC-MS/MS) et 

sa structure a été validée par résonance magnétique nucléaire (RMN). Un composé de type alcool (S-

OH, 12% mol, Figure 16) a également été identifié comme possible intermédiaire de la réaction. La 

présence de cet aldéhyde a été confirmée par l’utilisation de méthoxylamine, qui en se complexant avec 

la fonction aldéhyde dans le milieu permet de détecter l’oxime correspondante : Sunitinib-

CH=N−OCH3.  

De manière similaire, l’incubation du pazopanib avec les métalloporphyrines (MnIII(TDCPP)Cl/MMPP) 

a permis d’identifier par RMN un dérivé carbonylé de type aldéhyde (9% mol) au niveau du méthyl en 

position 7 du noyau indazole (P-CHO, M15 sur la Figure 14) 381. Un dérivé alcool, précédemment dé-

crit379,416, a également été observé et supposé comme étant l’intermédiaire de formation de l’aldéhyde 

(P-OH, Figure 14). Afin de déterminer les voies de production métaboliques de ces métabolites réactifs, 

les auteurs ont incubé les molécules mères avec des microsomes afin de comparer les espèces obtenues 

avec les métalloporphyrines. Les surnagents analysés par UPLC-MS/MS ont confirmé la présence des 

aldéhydes dans les modèles biologiques par la détection de forme libre et d’oximes correspondantes 

après co-incubation avec de la méthoxylamine. Par ailleurs, la même année, Wang et al.380 ont identifié 

le P-CHO dans des microsomes murins et humains mais aussi dans l’urine et les fèces de souris traitées 

par pazopanib. Dans cette étude utilisant une approche métabolomique, 22 métabolites du pazopanib 

ont été identifiés, dont 17 nouveaux dérivés jamais décrits auparavant. La caractérisation des voies de 

production a été menée avec l’utilisation d’enzymes recombinantes (rCYP) mais aucune de la famille 
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des CYP450 (CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C19, CYP2C8, CYP2C9B, 

CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5B et CYP4A11) n’a été déterminante dans la production de ce 

métabolite (0% de production pour chaque enzyme). Cependant, en s’intéressant particulièrement aux 

dérivés réactifs, dont cet aldéhyde, ils ont montré que l’inhibition non-spécifique des cytochromes mu-

rins par pré-injection intrapéritonéale d’aminobenzotriazole (ABT, un pan-inhibiteur des CYP450) ré-

duisait de moitié la quantité d’aldéhyde excrétée dans les urines. Enfin, la concentration de P-CHO dans 

les urines des modèles de souris était corrélée à l’activité des transaminases (rALT = 0,76, p < 0,05 ; rAST 

= 0,75, p < 0,05).  

Dans la seconde étude de Paludetto et al.417, la formation de ces métabolites réactifs a été évaluée dans 

le plasma de patients traités par pazopanib ou sunitinib pour un cancer du rein métastatique. Les pics 

correspondants aux aldéhydes libres dans le plasma ont été détectés et la cinétique de ces métabolites 

était similaire à celle de la molécule mère qui évoluait au cours du traitement.  

Les potentielles interactions avec les cytochromes ont été évaluées lors d’étude de docking moléculaire 

et ont révélé que la fonction carboxyaldéhyde avait la capacité d’interagir avec plusieurs résidus arginine 

situés dans le site actif du CYP3A4, mais également des lysines. Ces données ont été confirmées par la 

suite par l’incubation de protéines humaines (albumine, cytochromes recombinants et microsomes) avec 

les aldéhydes. La réaction a été rendue irréversible par réduction de la fonction imine en amine, grâce 

au cyanoborohydrure de sodium (NaBH3CN). Des adduits à la lysine ont été observés pour le P-CHO et 

le S-CHO dans les trois incubations protéiques.   

Ces résultats apportaient alors de nouvelles pistes quant aux possibles déterminants de la toxicité hépa-

tique du pazopanib et du sunitinib. La potentielle interaction avec les lysines des protéines hépatiques 

pourrait être un des évènements déclencheurs d’une réaction locale, directe ou indirecte, menant à la 

destruction hépatocytaire et par conséquent à une toxicité hépatique majeure. Ces adduits aux protéines 

pourraient également expliquer certaines interactions médicamenteuses liées aux molécules mères, par 

une fixation covalente au site actif ou même allostérique sur l’apoprotéine.  
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1.4.2. Rôle des aldéhydes dans la toxicité des médicaments 

 

Les aldéhydes sont des composés organiques réactifs ubiquitaires carbonylés (notés R-CHO, R 

étant souvent un radical carboné). L’organisme est continuellement exposé à des aldéhydes issus de 

l’environnement (plantes, animaux, micro-organismes, etc…). D’autres voies de production existent : 

oxydation photochimique, combustion de carburant, fumée de cigarette, etc… et les processus biolo-

giques tels que le métabolisme lipidique ou la détoxification des xénobiotiques sont d’importantes 

sources d’aldéhydes. Très électrophiles, ces espèces sont toxiques de par leur capacité à former des 

adduits avec des molécules nucléophiles comme les protéines, les lipides ou encore l’ADN, menant à 

de très nombreuses réactions toxiques (cytotoxicité, mutagénicité, génotoxicité, carcinogénèse, etc…). 

Les aldéhydes ont également la capacité d’augmenter le stress oxydant, d’affecter la production d’ATP 

mitochondriale et serait impliqués dans les interactions médicamenteuses de par leur capacité à fixer et 

inactiver les protéines, notamment riches en cystéines, comme les enzymes de phases I ou II (cyto-

chromes ou GST, par exemple)418.  

Plusieurs enzymes au sein de l’organisme ont la capacité de prendre en charge ces molécules 

réactives afin de limiter leur toxicité : les aldéhydes oxydases (AOX, cytosoliques), les cytochromes 

P450 (CYP450, exprimés dans le réticulum endoplasmique), des aldo-céto réductases (AKR, cytoso-

liques), des réductases (cytosoliques), les alcools déshydrogénases (ADH, cytosoliques et mitochon-

driales) ou encore les aldéhydes déshydrogénases (ALDH, cytosoliques, mitochondriales, du réticulum 

endoplasmique et nucléaires) sont notamment exprimées au niveau hépatocytaire.  

De multiples exemples de médicaments métabolisés en dérivés aldéhydes ont été publiés ces dernières 

années. L’abacavir, un analogue nucléosidique utilisé comme antirétroviral dans le cadre du traitement 

du virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH), est souvent associé à de sévères réactions 

d’hypersensibilité, parfois létales, et une cardiotoxicité importante419. Cette pro-drogue est transformée 

au niveau hépatique par les UGT en un dérivé glucuronoconjugué et par l’ADH en un acide carboxylé 
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éliminé dans les urines. Très rapidement, Walsh et al.420 ont montré que la formation de cet acide passait 

par un intermédiaire aldéhyde in vitro mais n’ont pu le démontrer in vivo du fait de la faible stabilité de 

ces dérivés. Cependant, Charneira et al.419 ont montré que l’isomère conjugué de cet aldéhyde avait la 

capacité de fixer des radicaux protéiques nucléophiles, comme les lysines et les valines, en formant une 

base de Schiff in vitro dans du cytosol de rat et sur de l’hémoglobine humaine et in vivo chez le rat419. 

Par la suite, Grilo et al.421 ont mis au point une méthode d’identification de ces adduits à l’hémoglobine 

dans des échantillons sanguins de patients traités par abacavir, apportant une preuve supplémentaire 

quant au possible rôle de ces adduits dans la toxicité de cette molécule.  

Dans une étude s’intéressant au métabolisme oxydatif de l’imrecoxib, un anti-inflammatoire inhibiteur 

sélectif des cyclooxygénases de type 2, la formation d’un métabolite carboxylé était limitée par celle de 

l’intermédiaire aldéhyde M-CHO issue de l’oxydation d’un alcool lui-même formé à partir de la molé-

cule mère par les cytochromes P450422. Les auteurs ont noté qu’en incubant de l’aldéhyde avec des 

cytochromes recombinants et du NADPH, ils arrivaient à détecter à la fois l’acide et l’alcool correspon-

dant, signifiant que l’aldéhyde était également réduit dans le milieu. Les auteurs expliquent cette obser-

vation par la présence de cytochromes-P450 oxydoréductase et de cytochrome b5 dans les formes com-

merciales des enzymes recombinantes utilisés pour leur fonctionnement métabolique. Les auteurs ont 

par ailleurs confirmé que le CYP3A4 était l’enzyme la plus impliquée dans la biotransformation de la 

molécule, mais également l’AOX-1 cytosolique impliquée dans la réduction de l’aldéhyde. L’alcool et 

l’aldéhyde peuvent être convertis l’un en l’autre par processus d’oxydoréduction, sans pour autant être 

un processus réversible puisqu’impliquant deux acteurs différents : dans les microsomes, l’alcool est 

oxydé en aldéhyde par les CYP450 et l’aldéhyde est réduit en alcool par la CYP450 oxydoréductase.   

Récemment, Gampe et Verma423 ont démontré dans une revue de la littérature d’autres aspects 

que l’effet toxique des aldéhydes. Habituellement, de telles structures sont considérées pour leur réacti-

vité et leurs effets délétères alors qu’ils peuvent devenir des outils importants pour évaluer les interac-

tions covalentes entre résidus protéiques. Intrigués par le fait que les aldéhydes ne soient pas plus au 



 

 

168 

cœur du développement des médicaments, les auteurs ont recensé les molécules commercialisées qui 

possèdent un groupement fonctionnel aldéhyde au sein de leur structure. Parmi elles, des vitamines 

(phosphate de pyridoxal, vitamine B6 et rétinol, vitamine A), des antibiotiques (streptomycine, des ma-

crolides) ou encore des anticancéreux (comme le roblitinib, un ITK anti-FGFR4 en cours de développe-

ment, possédant un motif aldéhyde afin de favoriser le ciblage covalent et spécifique du récepteur). Ce 

dernier exemple prouve que les aldéhydes peuvent être utilisés de manière sûre, à condition de maîtriser 

les effets off-target et les interactions médicamenteuses résultats de leur forte réactivité. Par ailleurs, 

cette réactivité est réversible dans les conditions physiologiques et la fonction aldéhyde seule est essen-

tielle à la sélectivité mais non suffisante à l’activité de ces nouvelles molécules en développement qui 

dépend également des interactions non covalentes avec la cible.  

 

1.4.3. Mécanismes d’hépatotoxicité des ITK : dommages intracellulaires liés à la production de méta-

bolites toxiques 

 

De nombreuses études ont montré que les dommages à la mitochondrie et l’augmentation du 

stress oxydant intracellulaire étaient à l’origine des hépatotoxicités liés aux ITK et de l’accumulation de 

métabolites réactifs (phénomènes décrits pour le regorafenib, l’erlotinib et le lapatinib424–426).  

Mingard et al.427 ont investigué l’hépatotoxicité de six molécules dont le pazopanib sur deux types d’hé-

patocytes humains : HepG2 et HepaRG. Leur objectif était d’évaluer l’impact de ces molécules sur le 

fonctionnement mitochondrial : pour cela, ils ont mesuré la production d’ATP, qui repose généralement 

sur l’utilisation du glucose par la glycolyse et de façon moindre par phosphorylation oxydative. Dans le 

cas où le glucose est remplacé par du galactose, le métabolisme cellulaire est orienté uniquement vers 

l’utilisation préférentielle de la chaîne respiratoire mitochondriale. Kamalian et al.264 ont montré que la 

privation en glucose pendant au moins 4 heures avant l’addition d’une molécule était suffisante pour 

évaluer son impact sur le dysfonctionnement mitochondrial, même pendant une exposition à court terme 
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n’induisant pas une cytotoxicité (2-8h). Les molécules mito-toxiques peuvent alors affecter de manière 

plus importante la production d’ATP à des concentrations plus faibles qu’en présence de glucose.  

La respiration mitochondriale repose sur le mécanisme de phosphorylation oxydative durant 

lequel sont réduits des cofacteurs comme le NAD+ et le coenzyme Q (CoQ) en NADH et QH2, respec-

tivement (Figure 17A)428.  

 

Figure 17 : Fonctionnement et évaluation de la respiration mitochondriale. 

(A) Constituants et fonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale. (B) Représentation graphique de la consommation cellu-

laire d’oxygène (respiration mitochondriale) mesurée par Seahorse (Agilent®). ADP : adénosine diphosphate ; ATP : adénosine triphos-

phate ; CCCP : carbonylcyanure m-chlorophénylhydrazone ; CoQ : coenzyme Q ; CytC : cytochrome C ; NAD : nicotinamide adénine dinu-

cléoside ; OCR : oxygen consumption rate, taux de consommation d’O2 cellulaire 

 

Les électrons circulent entre les différents complexes de la chaîne électronique située dans la 

membrane interne mitochondriale et créent un gradient d’énergie potentielle qui permet d’activer le 

pompage des protons de la matrice vers l’espace inter-membranaire à travers les complexes I, III et IV. 

Ce gradient électrochimique (ou force proton-motrice, ∆p) permet le retour des protons de l’espace inter-

membranaire vers la matrice en passant par le complexe V, ou ATP-synthase, permettant ainsi la syn-

thèse d’ATP à partir d’ADP. Les électrons sont ainsi collectés par le complexe IV et la cytochrome c 

oxydase puis intégrés à une molécule d’oxygène pour former de l’eau (4H+ + 4e- + O2 à 2H2O). Ces 

électrons peuvent également réagir avec de l’oxygène moléculaire et produire du superoxyde O2
●. Cette 
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espèce thermodynamiquement instable (à l’origine de l’anion superoxyde O2
●-) peut endommager di-

rectement les protéines contenant un atome de fer ou de soufre central (comme certains composants de 

la chaîne respiratoire ou certaines protéines du cycle de Krebs) ou former des dérivés réactifs comme le 

radical hydroxyle HO●. De ce fait, la production des espèces réactives se fait principalement au niveau 

des complexes I et III de la chaîne respiratoire et est très dépendante de ∆p. Le premier complexe peut 

former du superoxyde lors du transport des électrons de l’espace inter-membranaire vers la matrice 

(oxydation du NADH) et lors du transport inverse (réduction du NAD+). Le complexe III produit seule-

ment de fortes concentrations de superoxyde en présence d’inhibiteurs (comme l’antimycine)428. L’in-

hibition des complexes I et III a par ailleurs été associée à une augmentation de la production des ROS429. 

Par ailleurs, les protons peuvent migrer vers la matrice indépendamment de l’ATP synthase, phénomène 

appelé « fuite des protons » (ou proton leak) qui est donc responsable d’un découplage de la production 

d’ATP et la concentration en oxygène430.     

Le fonctionnement mitochondrial est souvent évalué par la consommation d’oxygène qui peut être me-

surée en temps réel. Cet essai, souvent réalisé grâce au système Seahorse d’Agilent™ permet d’obtenir 

des informations sur les différentes capacités mitochondriales : respiration basale, production d’ATP, 

capacité respiratoire maximale, capacité de réserve, etc…  La mesure des taux d’oxygène se fait de 

manière cyclique et l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques des composants de la chaîne respiratoire per-

met d’obtenir un profil de consommation d’oxygène qui sera impactée par l’exposition à des molécules 

toxiques pour la mitochondrie (Figure 17B). Parmi ces inhibiteurs, l’oligomycine induit l’inhibition de 

l’ATP synthase entraînant une diminution drastique du flux d’électrons au travers de la chaîne de trans-

port d’électrons, affectant ainsi la respiration mitochondriale et par conséquent la production intracellu-

laire d’ATP. L’ajout de CCCP (carbonylcyanure m-chlorophénylhydrazone) induit un découplage des 

électrons permettant d’évaluer la capacité respiratoire maximale de la cellule. Le gradient de proton se 

dissipe entre l’espace transmembranaire et la matrice mitochondriale et diminue ainsi la capacité du 

complexe V à phosphoryler l’ADP en ATP. Cette hyperactivité permet également de calculer la capacité 

de réserve respiratoire (capacité des cellules à répondre à une demande énergétique croissante), juste 
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avant l’ajout d’antimycine A et de roténone. Ces deux inhibiteurs des complexes I et III, respectivement, 

abolissent complètement le fonctionnement de la chaîne respiratoire en inhibant le flux de protons, ce 

qui permet de mesurer la part de la respiration non mitochondriale dans le processus de respiration cel-

lulaire globale.  

Dans l’étude de Mingard et al.427, le pazopanib n’a montré aucun effet sur la toxicité membranaire 

des cellules HepG2, ni HepaRG. Par ailleurs, il n’a impacté le contenu intracellulaire en ATP que très 

faiblement et uniquement dans les cellules HepG2 cultivées dans un milieu galactose (même à de très 

fortes concentrations comme 50 µM). Afin de tout de même caractériser cette légère diminution dans la 

production d’ATP, les auteurs ont investigué le fonctionnement mitochondrial et ont montré que le 

pazopanib n’altérait pas le potentiel de membrane mitochondrial (biomarqueur de l’intégrité et du fonc-

tionnement de l’organite), ni le taux de consommation d’oxygène des hépatocytes. Après 24 heures 

d’incubation avec du pazopanib, les auteurs ont détecté une augmentation des radicaux oxygénés dès 10 

µM. Le mécanisme de mortalité cellulaire a également été investigué : le pazopanib activait tout de 

même l’apoptose à partir de 20 µM, évaluée par la mesure du clivage des caspases 3 et de la Poly-(ADP-

ribose) polymérase (PARP) et par cytométrie de flux (annexine V/iodure de propidium).   

La toxicité hépatocellulaire du sunitinib a été évaluée par la même équipe431 dans des conditions 

similaires (mêmes modèles cellulaires HepG2 et HepaRG, évaluation de la cytotoxicité suivie de l’étude 

des dommages à la mitochondrie par mesure de l’ATP intracellulaire…). Par rapport aux autres ITK 

étudiés (imatinib, erlotinib et lapatinib), le sunitinib était responsable d’une cytotoxicité importante très 

rapidement (dès 6 heures), aux concentrations les plus faibles (5-10 µM, concentration maximale égale 

à 100 µM). Il induisait également une diminution très rapide des concentrations d’ATP intracellulaire, 

quel que soit le milieu (galactose vs glucose), phénomène correspondant à la diminution de la viabilité 

cellulaire. Les résultats observés dans les cellules HepaRG – plus représentatives des évènements phy-

siologiques des hépatocytes humains – étaient similaires (cytotoxicité à partir de 10 µM, diminution des 

taux d’ATP à partir de 50 µM). Le sunitinib était également associé à une augmentation de l’activité des 
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caspases (à partir de 20 µM). L’évaluation de l’intégrité des composants de la chaîne respiratoire a 

permis de montrer que le sunitinib impactait la capacité respiratoire maximale de manière concentration-

dépendante. L’utilisation d’un système haute résolution de respirométrie leur a permis de démontrer que 

le sunitinib altérait le complexe I de la mitochondrie impliqué dans la réduction des coenzymes pour la 

phosphorylation de l’ADP en ATP (Figure 17A). L’utilisation de mitochondries hépatiques isolées à 

partir de foie a permis de valider cette observation. L’inhibition de ce complexe est par ailleurs associée 

à l’augmentation de la production des ROS elle-même suivie d’une augmentation de l’expression de 

gènes de réponse au stress oxydant, comme les superoxyde dismutases cytosoliques ou mitochondriales 

(SOD1 ou SOD2, respectivement). Enfin, il est intéressant de noter que ces effets mitotoxiques du su-

nitinib ont également été rapportés dans d’autres types cellulaires et particulièrement dans les cardio-

myocytes dont le métabolisme énergétique dépend de manière très importante du bon fonctionnement 

mitochondrial432.  

Une étude de bilan de masse utilisant du lapatinib radioactif et menée chez des patients volontaires 

a montré que l’hépatotoxicité de cet inhibiteur de ErbB2 et de l’EGFR utilisé dans le cancer du sein, 

était corrélée aux concentrations plasmatiques de métabolites réactifs433. L’O-déalkylation de cet ITK 

(lapatinib O-déalkylé, OD-LAP) mène à la formation d’une quinoneimine toxique et en fait un bon 

candidat pour étudier son impact au niveau mitochondrial.  

Eno et al.426 ont ainsi comparé l’effet cytotoxique et mitotoxique du lapatinib sur deux lignées cel-

lulaires HepG2, l’une sauvage, l’autre transduite avec un vecteur lentiviral permettant l’expression du 

CYP3A4 (HepG2-3A4). En ayant à disposition le métabolite étudié, OD-LAP, les auteurs ont montré 

que l’exposition pendant 24 heures diminuait significativement de manière concentration-dépendante 

les capacités respiratoires basales et maximales des cellules HepG2, sans pour autant affecter la viabilité 

cellulaire. Par ailleurs, la co-incubation de OD-LAP avec de la BSO, responsable de la déplétion intra-

cellulaire en glutathion, a drastiquement diminué les capacités respiratoires globales et le fonctionne-

ment de la chaîne mitochondriale des hépatocytes. Afin de déterminer si le CYP3A4 était bien l’enzyme 
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responsable de la production de OD-LAP, les auteurs ont incubé la molécule mère dans les mêmes 

conditions, avec les cellules HepG2-3A4. Les résultats étaient similaires à l’exposition au métabolite 

puisqu’une diminution importante de l’OCR a été observée à partir de 30 µM pendant 24 heures, tou-

jours sans affecter la viabilité cellulaire. Les auteurs ont évalué l’impact du métabolite en l’incubant 

avec des HepG2 cultivés en milieu galactose. Les résultats étaient consistants avec les précédents effets 

mitochondriaux de l’OD-LAP observés puisque la déplétion en ATP y était bien plus marquée.    

L’une des hypothèses des auteurs était que l’accumulation d’espèces réactives, produites à la suite d’un 

dysfonctionnement mitochondrial, entraînait l’activation de la voie de détoxification menée par le fac-

teur de transcription Nrf2 (ou NFE2L2 pour Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like2). En effet, les 

gènes de détoxification et de réponse au stress oxydant sont exprimés de manière coordonnée lors de 

l’exposition à des espèces électrophiles ou des espèces réactives de l’oxygène234. Cette réponse est ré-

gulée notamment par l’activation cis d’un élément régulateur appelé ARE pour antioxidant-responsive 

element situé au niveau des régions régulatrices des gènes de réponse aux xénobiotiques tels que les 

glutathion-S-transférases (GST), la NAD(P)H-quinone oxydoréductase (NQO-1) ou de réponse au stress 

oxydant comme l’hème oxygénase 1 (HO-1). L’activation dose-dépendante de la transcription de Nrf2 

par le métabolite du lapatinib a été observée au bout de 4 heures d’exposition où il induisait une aug-

mentation de l’expression de la NQO-1 (qui réduit les composés comme les quinones en métabolite non 

électrophiles de type hydroquinone) et de l’HO-1 (inductible et responsable de la dégradation de l’hème 

en biliverdine et de la réduction des ions ferreux Fe2+). Enfin, les superoxyde dismutases 1 et 2 (SOD1 

et SOD2) sont respectivement des protéines de réponse au stress oxydant cytoplasmique et mitochon-

drial. Ces métalloprotéines sont responsables de l’élimination des radicaux oxygénés et notamment du 

superoxyde O2
•-. L’application du métabolite OD-LAP avec les cellules HepG2 a particulièrement activé 

SOD2, soulignant l’impact sur la mitochondrie.  

Puisque le mécanisme de production de métabolite réactif est soumis à l’activation par les cytochromes 

P450, il est envisageable que les métabolites réactifs du sunitinib et du pazopanib puissent réagir de la 
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même manière que ceux des ITK précédemment décrits. Le second article présenté dans ce manuscrit 

rassemble les résulats obtenus lors de l’étude du rôle des métabolites aldéhydes dans l’hépatotoxicité du 

sunitinib et du pazopanib tout en portant un intérêt particulier à leurs effets mitochondriaux. Le second 

objectif était de déterminer leur implication dans les interactions médicamenteuses décrites pour ces 

deux ITK.  
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2. Article n°2 

 

Evaluation biologique des effets hépatotoxiques des aldéhydes du sunitinib et du pazopanib et 

implication dans les interactions médicamenteuses. 

Les observations et les résultats de Paludetto et al.381,417 ont permis de mettre en perspective l’intérêt 

d’étudier le rôle des dérivés aldéhydes du pazopanib et du sunitinib dans l’hépatotoxicité de ces deux 

ITK. L’évaluation biologique des conséquences de l’exposition à ces molécules apporterait des infor-

mations complémentaires quant aux mécanismes cytotoxicité hépatocytaire et d’interactions médica-

menteuses liés à la prise de sunitinib ou pazopanib. C’est l’objectif de ce projet qui rassemble une étude 

in vitro d’évaluation de l’effet toxique directe de ces aldéhydes, une étude d’interaction avec les pro-

téines hépatiques évaluée par une analyse protéomique et l’évaluation des concentrations plasmatiques 

de ces dérivés dans le plasma de patients traités par les molécules mères inclus au sein d’un essai cli-

nique. L’article est en cours de rédaction et sera soumis à la revue Chemical Research in Toxicology.  
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ABSTRACT 

Drug-induced liver injuries are the primary cause of drug withdrawal and represent a major concern 

for healthcare. Pazopanib and sunitinib are two oral tyrosine kinase inhibitors (TKI) used for the treat-

ment of advanced renal cell carcinoma and treatment exposes patients to an increased risk of hepatotox-

icity. To date, mechanisms underlying this adverse event are not well understood but strong interest is 

given to the production of reactive metabolites that could interact with liver cell components (as proteins, 

lipids or nucleic acids). This interaction could consequently modulate the cell functions or lead to cell 

death. Based on our previous findings, we aimed to assess the role of two aldehyde derivatives issued 

from the biotransformation of pazopanib and sunitinib (P-CHO and S-CHO, respectively) in the hepa-

totoxicity and drug-drug interactions (DDIs) related to pazopanib and sunitinib. P-CHO was involved 

in the decrease of viability and ATP production in HepG2 cells. For S-CHO, we showed that it decreased 

the viability of HepG2 but to a lesser extent than its parent molecule and affected the maximal respira-

tory capacity of the mitochondrial chain. Moreover, we reported that P-CHO could be involved in paz-

opanib-mediated DDIs as this derivative can bind the coenzyme NADPH cytochrome P450-reductase, 

which is critical for the function of CYP450. Finally, we assessed the plasma concentrations of P-CHO 

in patients treated with pazopanib and detected small amounts that could reflect a possible higher accu-

mulation in the liver. This study was in the continuity of a previous work on reactive metabolites and 

brings new evidence of their implication in the multifactorial process sustaining the pazopanib and 

sunitinib related hepatotoxicity.    
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1. Introduction 

 

 Drug-induced liver injuries (DILIs) are the primary cause of acute liver failure and drug withdrawal 

in the United-States1. They represent a major clinical and economic concern for healthcare as they can 

lead to liver transplantation in 10% of the cases2. Pazopanib (Votrient®) and sunitinib (Sutent®) are 

two oral tyrosine kinase inhibitors (TKI) used, among other indications, for the treatment of metastatic 

renal cell carcinoma (mRCC). They also share the characteristic of being “black-boxed” by the US Fed-

eral Drug Administration (FDA) for an increased risk of hepatotoxicity inherent to their use3,4. Conse-

quently, prescribing information emphasizes the importance of a systematic monitoring of the liver 

function of patients in order to identify any hepatic damage since the first administration of pazopanib 

and sunitinib. 

The mechanisms sustaining this liver toxicity are not fully understood for TKIs. Recent works have 

highlighted a multifactorial etiology and a particular interest was given to the formation of reactive 

metabolites from the biotransformation of various TKIs including lapatinib5, famitinib6, pazopanib, 

sunitinib7 and more recently olmutinib8. Indeed, these metabolites could be able to covalently bind in-

tracellular components, affect the cell structure and therefore induce cell death. Their toxic potential is 

supposed to rely on their propensity to generate electrophilic radicals or moieties (like aldehydes or 

intermediate semi-quinone radical leading to reactive quinone imines). These patterns, also known as 

being structural alerts, may result from the biotransformation of the parent molecule by phase 1 enzymes 

like cytochromes P450 (CYP450), making the liver the privileged place for the production of reactive 

metabolites9.  

By using metalloporphyrins, a chemical catalytic system that mimics the specific CYP450-type oxi-

dation, our team identified two aldehyde derivatives of pazopanib and sunitinib10. After validating these 

observations in microsomal and recombinant CYP3A4 (rCYP3A4) models, we hypothesized that these 

reactive metabolites could result from the CYP3A4-mediated oxidation of pazopanib and sunitinib. In 

addition, we detected covalent adducts involving lysine amino groups in the plasma of patients treated 
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with pazopanib or sunitinib for mRCC, suggesting the putative role of aldehyde-protein complexes in 

TKI-related clinical hepatotoxicity and drug-drug interactions7. 

Drug-induced impairment of the structure or function of mitochondria is one of the mechanisms de-

scribed as being involved in DILIs occurrence11. For TKIs, this has been reported for ponatinib, regoraf-

enib, sorafenib12, sunitinib13,14 and lapatinib5 in the adenocarcinoma derived hepatic cell line HepG2 cells 

and crizotinib, dasatinib, ponatinib, regorafenib and sorafenib in human HepaRG cells15. However, ex-

cept for lapatinib, no involvement of reactive metabolites was specifically investigated. 

Therefore, based on the identification of sunitinib and pazopanib aldehydes derivatives by Paludetto 

et al.7,10, we aimed to understand the role of these electrophilic derivatives in the mechanisms supporting 

the hepatotoxicity associated with the parent molecules. By using HepG2 cells, we evaluated the ability 

of these aldehydes to impair their viability by activating the apoptosis and focused on their ability to 

affect the mitochondrial function and the accumulation of intracellular oxidative stress. Furthermore, 

we aimed to go further in the understanding of pazopanib and sunitinib aldehydes interaction with pro-

teins such as CYP450 to evaluate their implication in mechanism-based inhibition (MBI) related to paz-

opanib and sunitinib. Finally, we assessed the relationships between plasma circulating pazopanib alde-

hyde and the clinical hepatic side effects reported for patients treated with pazopanib for mRCC. 
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2. Experimental procedures 

2.1. Chemicals and solvents 

 

Sunitinib L-malate and pazopanib hydrochloride were purchased from Alsachim (Illkirch Graffen-

staden, France, purity > 98%). Aldehyde metabolites of pazopanib (P-CHO) and sunitinib (S-CHO) 

were synthesized by the chemical synthesis department of the Institut de Chimie et Biochimie Molécu-

laires et Supramoléculaires (ICBMS, Université Claude Bernard, Villeurbanne, France). Their structures 

were confirmed by NMR and LC-MS analysis. Stock solutions were prepared in dimethyl sulfoxide 

(DMSO, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) and stored at -20°C. L-buthionine sulfoximine (BSO) and 

ammonium formate were purchased from Sigma-Aldrich, formic acid was provided by Merck (Darm-

stadt, Germany). Sodium cyanoborohydride (NaBH3CN) was provided by Sigma-Aldrich. The solvents 

used for UPLC/MS-MS analyses (acetonitrile and methanol) were provided by Biosolve (Valkenswaard, 

Netherlands) and isopropanol was purchased from Merck. Blank plasma from healthy donors was pro-

vided by “Etablissement Français du Sang” (EFS, Toulouse, France). 

 

2.2. Cell culture 

 

The human hepatocarcinoma cell line HepG2 was used for the cell-based assays (ATCC reference: 

HB-8065). All cell culture media and additives were purchased from Sigma-Aldrich. In basal condition, 

cells were maintained in high-glucose Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) containing 4.5g/L 

of glucose, L-glutamine, sodium pyruvate and sodium bicarbonate. This medium was supplemented 

with 10% (v/v) of fetal bovine serum (FBS), with 0.1% of antimycotic solution (Plasmocin™ prophy-

lactic, InvivoGen, Toulouse, France) and 1% of an antibiotic cocktail (penicillin and streptomycin, Life 

Technologies, Villebon-sur-Yvette, France). A part of HepG2 cells was cultured in DMEM 10 % FBS 

without glucose but supplemented with 10 mM galactose, 2 mM L-glutamine, antibiotic-antimycotic 

solution, 5 mM HEPES and 1 mM sodium pyruvate. 
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2.3. Cell cytotoxicity and caspases 3/7 activation 

 

Cytotoxicity was assessed by measuring the liberation of lactate dehydrogenase following membrane 

damages with the CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay (Promega, Madison, WI). 

Briefly, HepG2 were seeded at 20 000 cells per well and then exposed during 24 hours to increasing 

concentrations of parent molecules and corresponding aldehydes (1 to 100 µM and 1 to 50 µM for 

pazopanib due to its limited solubility in aqueous media). Incubations with DMSO maximal amount 

(according to the assay) was used as negative control and Triton® X-100 was used as positive control. 

This assay was performed with and without 250 µM of BSO, an agent that induces intracellular gluta-

thione depletion. Fluorescence (560/590 nm) was measured using a Clariostar plate reader (BMG Lab-

tech, Ortenberg, Germany) and data were integrated with the Mars Data Analysis software (v.1.51, BMG 

Labtech). In parallel, to investigate the mechanisms of metabolite-induced cell-death and particularly 

apoptosis, caspases 3/7 activity was measured with the Caspase-Glo® 3/7 assay (Promega) which pro-

vides a proluminescent caspase-3/7 DEVD-aminoluciferin substrate cleaved by caspases into a lumi-

nescent product. Proportional luminescence was recorded using a plate reader. 

 

 

2.4. ATP-content measurement in viable cells 

 

In order to evaluate the impact of compounds on cells energetic production, the intracellular ATP was 

measured in HepG2 cultured in high-glucose or galactose media. When cultured in glucose, cells have 

the ability to produce ATP from glycolysis and in lesser extent from oxidative phosphorylation. How-

ever, reducing the amount of glucose and replacing it by galactose forces the cells to switch the ATP 

production by relying only on the second process (known as the Warburg effect, specific to immortalized 
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cell lines16), allowing the identification of potential toxicants for mitochondria17. ATP content was meas-

ured by using the CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega) that generates a lumi-

nescent signal proportional to the amount of intracellular ATP after inducing cell lysis. 

 

2.5. Evaluation of mitochondrial respiration 

 

Mitochondrial respiration was assessed by measuring the oxygen consumption rate (OCR) in HepG2 

with the Seahorse XF Cell Mito Stress Test by using a Seahorse XF24e analyzer (Seahorse Biosciences, 

North Billerica, MA, USA). Cells were seeded at the concentration of 20 000 cells/well and were al-

lowed to adhere overnight in high-glucose medium. Cells were exposed to aldehydes at increasing con-

centrations (1-40 µM) during 24 hours. One hour before the experiment, medium was replaced by low 

glucose specific medium supplemented with pyruvate 1 mM, glutamine 2 mM and glucose 10 mM (Ag-

ilent, Santa-Clara, CA, USA). NaOH 0.1 M was used to adjust the pH to 7.4. The plate was incubated 

at 37°C, 0% CO2 during one hour. Inhibitors of the mitochondrial respiratory chain were prepared in the 

fresh-made low-glucose medium. Basal respiration was assessed in every condition, followed by the 

sequential addition of oligomycin (2 µM), that inhibits the F0-F1-ATPase. Then, the uncoupler carbon-

ylcyanure m-chlorophenylhydrazone (CCCP, 2 µM) was added to stimulate the electron transport chain. 

Finally, rotenone and antimycin A (0.5 µM each) were added to assess the extra-mitochondrial respira-

tion by inhibiting the complexes I and III, respectively. OCR was measured during 96 minutes and data 

were normalized to the protein content measured with the Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Ther-

moFisher). 

  

2.6. Mitochondrial superoxide accumulation 

 

The accumulation of mitochondrial superoxide was assessed in live cells by using the MitoSOX™ 

Red Mitochondrial Superoxide Indicator (Invitrogen) which is selective of mitochondria superoxide 
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production. Cells were exposed to an increased range of reactive metabolites (1-50 µM) in presence or 

absence of BSO. Rotenone (50 µM) was used as positive control. After treatment, cells were gently 

washed with PBS and covered with 2.5 µM of MitoSOX reagent in PBS. Fluorescence was recorded 

after incubation at 510/580 nm and data were normalized to the protein concentration.  

  

2.7. SOD1 and SOD2 gene expression 

 

Quantitative PCR was used to measure the expression of superoxide dismutases 1 and 2 genes 

(SOD1 and SOD2, respectively) in response to the exposure of HepG2 cells to 20 µM of sunitinib, 

pazopanib, S-CHO or P-CHO during 2 and 6 hours. DMSO 0.1% was used as control. β2-microglobulin 

(B2M) was used as the reference gene and primers were designed with BLAST (B2M, forward 5’-

TGAGTGCTGTCTCCATGTTTG-3’ and reverse 5’-TCTGCTCCCCACCTCTAAGTT-3’; SOD1, for-

ward 5’-GCAGGTCCTCACTTTAATCC-3' and reverse 5’-GCCACACCATCTTTGTCA-3’; SOD2, 

forward: 5’-GGGTTGGCTTGGTTTCAA-3’ and reverse 5’-GTGCTCCCACACATCAATC-3’). RNA 

was extracted from HepG2 cultured in glucose or galactose with Qiagen RNEasy mini kit (Qiagen, 

Hilden, Germany) and reverse transcription was performed with the Biorad iScript™ reverse transcrip-

tion supermix (Biorad, Hercules, CA) according to manufacturer’s indications. Quantitative PCR mix 

was prepared with SYBR® Green Master Mix (Biorad), 20 µM of corresponding forward and reverse 

primers and free-DNase water. Analyses were performed in triplicates and repeated on two distinct RNA 

extractions. Expression levels were calculated with the 2-∆∆Ct method, by using the DMSO 0.1% sample 

as the calibrator, considering a PCR efficiency of 100%18.  
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2.8. Assessment of in vitro formation of reactive metabolites 

 

For microsomal incubations, a mixture containing 2 mg/mL of pooled human liver microsomes (ref. 

#452161, Corning, Bedford, US), NADPH regenerating solutions A (20X, 12.5 µL/250 µL, ref. 

#451220, Corning) and B (100X, 2.5 µL/250 µL, ref. #451200, Corning) was prepared in a warm phos-

phate buffer (0.1M, pH = 7.4, 37°C). Final volume was 250 µL after the addition of sunitinib and pazo-

panib at the concentration of 20 µM (total amount of DMSO <0.2%). Negative control was microsomes 

without NADPH. The reaction was stopped by the addition of 250 µL of acetonitrile to precipitate pro-

teins. The mixture was centrifuged at 10 000 g during 15 minutes. Supernatant was filtered with a tu-

berculin 2.0 mL syringe and a Nylon Acrodisc® Syringe filter (0.2µM, 13 mm, Waters, Milford, MA) 

before analysis by UPLC/MS-MS. The same protocol was conducted with human liver cytosol (Corn-

ing® UltraPool™ cytosol human liver 150 donors pool, ref. #452115) in phosphate buffer (pH = 8.0).  

 

2.9. Proteomic analysis of microsomal fraction 

 

To identify the interaction sites of aldehydes metabolites with proteins, a proteomic analysis was con-

ducted. Briefly, 20 µM of P-CHO and S-CHO were incubated with microsomes (0.25 mg/ml, final vol-

ume of 50 µL). Protein covalent irreversible binding by reductive amination was allowed by the sequen-

tial addition of 0.5 µL of NaBH3CN (1.25 M solution in methanol) every 30 minutes during 2 hours. 

Protein purification was made by one-dimension polyacrylamide gel electrophoresis (1D-PAGE) with 

use of sodium dodecyl sulfate. The bands were reduced and alkylated by D, L-dithiothreitol DTT (10 

mM) and 2-chloroacetamide (55mM) and were digested with trypsin. Peptides were diluted in buffer 

containing 10% ACN and 0.05% trifluoroacetic acid. Samples were analyzed by capillary-LC-MS/MS 

with a Triple TOF 5600 system (data dependent acquisition mode). Peptide identification was performed 

with MSFragger database search tool applied to the SwissProt human database coupled to a research in 

the Protein DataBank (PDB; http://www.rcsb.org/pdb/)19. 
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2.10. Measurement of CYP3A4 activity 

 

In order to evaluate the effect of aldehydes on the activity of CYP3A4, we co-incubated recombinant 

CYP3A4 (0.25 mg/mL) with pazopanib or P-CHO at increasing concentrations (up to 50 µM for pazo-

panib and up to 100 µM for P-CHO). Ketoconazole 50 µM was used as a positive control. CYP3A4 

activity was measured with the P450-Glo™ CYP3A4 Assay (Promega) during a short incubation of 30 

minutes at 37°C, according manufacturer’s indications.  

 

2.11. Mitochondria isolation and proteolytic digestion 

 

Mitochondria isolation was performed with the Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells of Ther-

mofisher. Briefly, 6.106 HepG2 cells were harvested and treated with pazopanib or sunitinib aldehyde 

metabolite during 24 hours. After mitochondria isolation, protein digestion was conducted as previously 

described in this study7. Briefly, after reductive amination and denaturation, proteins were digested with 

a cocktail of proteolytic enzymes (trypsin, chemotrypsin and pronase E). The mixture was kept over-

night at 37°C and centrifuged at 10 000g during 15 minutes. After filtration, the supernatant was ana-

lyzed by UPLC/MS-MS to identify amino acids adducts on mitochondrial proteins. 

 

2.12. Patients and hepatotoxicity data 

 

Plasma samples of 15 patients treated with pazopanib for mRCC were collected during the SUP-R 

clinical trial (EUDRACT 2015-001051-68, Institut Claudius Regaud, Toulouse, France). This pilot 

study is a national prospective, non-interventional, open-labelled and non-comparative trial that aimed 

to evaluate sunitinib and pazopanib pharmacokinetics parameters and toxicity. According to the proto-

col, patients were sampled the first day (D) of the first cycle (C) of treatment (C1D1) before the intake 
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(T0), then, 2, 4, 6 and 8 hours after the intake (T2, T4, T6, T8). This, was repeated at T0, T2 and T6 for 

the 15th day of cycle 1 (C1D15) and cycle 2 (C2D1 and C2D15).  

Patients’ characteristics were collected before the inclusion and along the treatment. Hepatotoxicity 

was evaluated by assessing hepatic biochemical parameters. Correlation between plasma concentrations 

of P-CHO and levels of biological liver parameters like transaminases (aspartate aminotransferases, 

AST and alanine aminotransferases, ALT), plasma bilirubin, alkaline phosphatases, serum albumin and 

gamma-glutamyltransferases (γ-GT) was evaluated and graded according the Common Terminology 

Criteria for Adverse Event (CTCAE) v.4.03.  

  

2.13. Preparation of UPLC/MS-MS plasma samples for aldehyde quantification 

 

Plasma extraction was conducted with 250 µL of plasma collected from the whole-blood samples. 

Proteins were precipitated with 750 µL of acetonitrile and samples were centrifuged at 1500 g during 

20 minutes at 4°C. For samples from patients who received pazopanib, supernatant was dried at 37°C 

until complete solvent evaporation. Extract was dissolved in a mixture composed of 75% methanol and 

25% aqueous mobile phase, filtered and analyzed. For P-CHO quantification, plasma P-CHO solutions 

(0.49 to 250 ng/mL) were prepared with pure synthetic standard and extracted extemporaneously as 

mentioned above. Three working solutions at three different concentrations for the low, medium and 

high quality controls (QC) were prepared at 2.5 ng/mL (low QC), 40 ng/mL (medium QC) and 200 

ng/mL (high QC) and extracted likewise. Experimentation was validated when at least 2 out of 3 QC 

samples were ± 15% of the targeted value for medium and high QC and ± 20% for low QC. Of note, 

plasma concentrations of pazopanib were previously assessed according a published procedure planned 

for the SUP-R study20,21. 

Following the observation of traces of aldehydes in microsomal control incubations without NADPH 

(i.e., non-functional system), five tablets of Votrient® 200 mg were crushed in fine powder. An equiv-

alent of 2.5 mg of pazopanib was then completely dissolved in DMSO to obtain a solution of 1 mg/mL. 
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The resulting solution was filtered through 0.22 µm membrane filter and diluted at 30 000 ng/mL in 

ACN and analyzed by UPLC/MS-MS. Plasma samples were prepared likewise and then extracted by 

ACN precipitation.  

For sunitinib, the entire content of a 25 mg capsule of Sutent® was dissolved in DMSO to obtain a 

sunitinib solution of 5 mg/mL. After complete dissolution, the stock solution was filtered and diluted at 

the concentration of 1 mg/mL in DMSO. A solution at 10 000 ng/mL was prepared in acetonitrile in 

order to assess the amount of sunitinib aldehyde residue in powder. A similar sample was prepared in 

plasma and extracted like patients’ samples. 

 

2.14. UPLC/MS-MS analysis 

 

Extracted plasma samples and metabolism incubations analyses were performed by UPLC/MS-MS, 

as previously described417. Briefly, an UPLC Waters Acquity system equipped with a Waters TQ-S mi-

cro mass spectrometer (triple quadrupole detector) added to an electrospray ionization source (ESI) was 

used for the analyses. About the chromatographic separation, a linear gradient was used for the elution 

of components with sequential changes in the proportion of aqueous eluent (ammonium formate in ul-

trapure water, pH = 3.2) and organic eluent (acetonitrile with formic acid 0.1% (v/v)). Data were man-

aged by the MassLynx software (version 4.2, Waters, Milford, MA). Multiple reaction monitoring 

(MRM) mode was used for mass spectrometry detection. MRM characteristic transition used for detec-

tion of pazopanib was 438.0>357.0 (loss of SO2NH2). P-CHO was characterized by 452.0>328.0 (loss 

of SO2NH2, CHO and CH3) and 452.0>343.0 (loss of SO2NH2 and CHO moieties). S-CHO was detected 

with the following transitions: 413.1>340.1 (loss of N(CH2CH3)2), 413.1>297.1 (loss of N(CH2CH3)2-

(CH2)2-NH-CO) and 413.1>268.1 (cleavage of the amide bond and loss of aldehyde moiety). Transition 

399.2>326.0 was used to detect sunitinib and 371.1>283.0 for its main metabolite N-desethyl sunitinib. 

Two previously described alcohol derivatives of pazopanib were also detected (P-OH1 454.0>373.0, P-

OH2 454.0>436.0)416. For the protein digestion, adducts to lysine were sought with 582.0>436.0 for P-



 

 

189 

CHO and for 543.0>326.0 S-CHO. Arginine adducts were detected with 610.0>436.0 for P-CHO and 

571.0>175.0 for S-CHO.  

 

2.15. Statistical analyses 

 

All experiments were conducted three times so that the data are given as the mean ± standard error of 

the mean (SEM), except where indicated. Statistical analyses were performed with R software (v.4.1.0) 

and plots were created with GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, United States). 

One-way ANOVA followed by Dunnett’s posttest procedure was used for the comparison to vehicle 

control. Two-ways ANOVA followed by Bonferroni’s posttest procedure was used to compare multiple 

conditions. A P value < 0.05 was considered significant.  
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3. Results 

3.1. Pazopanib and sunitinib aldehydes alter membrane integrity and activate apoptosis in 

HepG2 cells 

 

To evaluate the direct cytotoxicity of the two aldehydes of pazopanib and sunitinib (P-CHO and S-

CHO, respectively), LDH release was measured in HepG2 cells exposed to increasing concentrations of 

molecules during 24 hours. As presented on Figure 1A, pazopanib did not affect the cell viability at any 

concentration (note that maximal concentration tested for pazopanib was 50 µM, due to pazopanib sol-

ubility limit). In contrast, P-CHO started to be slightly cytotoxic at the concentration of 50 µM with a 

significant difference at this concentration compared to pazopanib. To clarify the cell-death mechanism 

following aldehydes exposure, caspases 3/7 activity was measured and put in perspective of the LDH 

release. As shown in Figure 1C, pazopanib did not activate caspases 3/7 whereas P-CHO increased 

nearly 2-fold caspases-dependent cleavage of the pro-luminescent substrate at the starting concentration 

of 75 µM. For sunitinib and S-CHO, both started to induce cell lysis at 50 µM but sunitinib was more 

cytotoxic than its aldehyde derivative (p <0.01) (Figure 1B). Finally, in Figure 1D, the two molecules 

activated apoptosis in a concentration-dependent way, however, sunitinib induced caspases activity 

more importantly than S-CHO at 50 and 75 µM. S-CHO increased caspases-dependent cleavage since 

20 µM and a switch to a higher effect of S-CHO was observed at the highest concentration tested (100 

µM). These results indicate a slight effect of S-CHO and P-CHO on cell viability and activation of 

apoptosis cell-death mechanism.  
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Figure 1: Pazopanib, sunitinib and related reactive aldehyde cytotoxicity on HepG2 cells and activation 

of caspases 3/7 cleavage. LDH accumulation was measured after incubation with increasing concentra-

tions of (A) pazopanib or P-CHO and (B) sunitinib or S-CHO during 24 hours. Caspases 3/7 activity 

was measured in the same conditions (C and D). All data are expressed as a percentage of vehicle control 

(DMSO 0.2%). *P < 0.05 compared to control, # corresponds to the comparison between parent mole-

cules versus aldehyde metabolites. 
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3.2. Alteration of the mitochondrial function and structure in the presence of aldehydes 

 

Mitochondrial respiration was assessed by using a Seahorse XF24e analyzer to measure the oxygen 

consumption rate (OCR) of HepG2 cells exposed to aldehydes. P-CHO and S-CHO effects on respira-

tory capacity were tested at concentrations that did not affect cell viability (< 50 µM). As presented in 

Figure 2A, P-CHO initially increased the respiratory function of the mitochondria and a slight but sig-

nificant decrease was observed from 10 µM to 40 µM especially for the basal respiration and the ATP 

production. S-CHO did not affect the function of the respiratory chain until 30 and 40 µM for which a 

significant decrease in maximal respiratory capacity was observed (Figure 2B).   
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Figure 2: Alteration of the functions of the mitochondrial respiratory chain in HepG2 cells. Oxygen 

consumption rate (OCR) was measured in cells after exposure to (A) P-CHO or (B) S-CHO at increasing 

concentrations during 24 hours. Data represent the mean ± SEM of fold-change of OCR to vehicle con-

trol (DMSO 0.1%) measured for basal respiration, proton leak, ATP production and maximal respiratory 

capacity for three independent experiments. * Represents a P < 0.05, ** P < 0.01, compared to the 

control condition.  
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Protein digestion of mitochondria isolated from HepG2 cells exposed to 20 µM of P-CHO or S-CHO 

during 24 hours were analyzed by UPLC/MS-MS. Traces of arginine and lysine adducts were detected 

in the mitochondrial mixture of S-CHO but no adducts were observed in the P-CHO incubation (data 

not shown).  

 

3.3. Alteration of the ATP content 

 

Figure 3 shows the ATP content of HepG2 cells cultured in galactose and high-glucose DMEM and 

exposed to pazopanib, sunitinib and aldehyde derivatives.  
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Figure 3: ATP content in HepG2 cells exposed to pazopanib (A) and P-CHO (C) and to sunitinib (B) 

and S-CHO (D) in high glucose medium (4.5 mM, High-Glu, solid line) or galactose medium (10 mM, 

Gal, dot line). ATP content was measured in HepG2 cultured in the two different media and exposed to 

increasing concentrations of tested compounds during 24 hours. All data are expressed as a percentage 

of vehicle control (DMSO 0.2%). *P < 0.05, **P < 0.01 for comparison between galactose and high-

glucose conditions. 
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First observation is that pazopanib did not affect the ATP content of HepG2 (Figure 3A) whereas P-

CHO induced a concentration-dependent decrease in ATP starting at 20 µM especially in HepG2 cul-

tured in galactose (Figure 3C, non-significant difference). Figure 3B and 3D show that both sunitinib 

and its aldehyde induced an important decrease in ATP content, consistent with the observed cytotoxi-

city starting at 50 µM. However, HepG2 cells cultured in high-glucose medium were more sensitive to 

sunitinib compared to the glucose-depleted condition (p < 0.01), which was unexpected, but consistent 

with the loss of viability observed in the previous cytotoxicity assay. Finally, S-CHO depleted 80% of 

the ATP of HepG2 cultured in galactose, whereas it only affected less than 50% of the viability of the 

hepatocytes (Figure 3D).  

 

3.4. Effects of aldehydes on the production of mitochondrial superoxide 

 

Ability of toxicants to interfere with mitochondria can result in the increase of reactive oxygen species 

(ROS), including mitochondrial superoxide, and this, particularly when complexes III and I are inhib-

ited. Glutathione, which is produced in cells, acts as a protectant through its conjugation to reactive 

molecules (like quinoneimines or aldehydes) and the reduction of reactive oxygen species. In order to 

evaluate the production of oxidative species, HepG2 cells were exposed to increasing concentrations of 

P-CHO and S-CHO with or without L-buthionine sulfoximine (BSO), which inhibits the γ-glutamyl-

cysteine synthetase, the rate-limiting enzyme for the synthesis of glutathione (GSH) and reduces cellular 

GSH levels. Figure 4 shows that compared to vehicle control, in most cases, cell cytotoxicity was higher 

with BSO even in the control condition containing 0.2% of DMSO.  
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Figure 4: Effect of the glutathione depletion in HepG2 cells. Cytotoxicity was measured in HepG2 pre-

incubated with 250 µM of BSO after exposure to pazopanib (A), sunitinib (B), P-CHO (C) and S-CHO 
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(D) during 24 hours. Accumulation of mitochondrial superoxide was measured after exposure to in-

creasing concentrations of P-CHO (E) or S-CHO (F) with or without BSO during 24 hours of treatment. 

Data are compared to the control condition (0.2% DMSO). 

 

Sunitinib alone induced even more cytotoxicity in normal condition than in the GSH depleted con-

dition (Figure 4B). For the other molecules, similar cytotoxicity ratios (with BSO/without BSO) were 

observed at every concentration tested (Figure 4A, 4C and 4D) which eliminates a protective effect of 

GSH against the drug or metabolite cytotoxicity. Accumulation of superoxide was measured in HepG2 

cells in presence and absence of BSO. As shown in Figure 4E, the production of superoxide slightly 

increased in a concentration-dependent manner in cells exposed to P-CHO, with an equivalent accumu-

lation in presence or absence of BSO. S-CHO treatment was not followed by an accumulation of reactive 

mitochondrial species in normal conditions, however, the depletion in glutathione seemed to favor the 

accumulation of specific superoxide, as it could not be taken in charge by antioxidant agents.   

 

3.5. SOD1 and SOD2 expression in response to reactive metabolites exposure 

 

Accumulation of reactive species may result in a higher expression of enzymes like superoxide dis-

mutases 1 and 2 that have been respectively described as cytoplasmic and mitochondrial stress bi-

omarkers. In order to evaluate these two types of stress, expression of SOD1 and SOD2 was measured 

by quantitative reverse-transcription PCR in HepG2 cells exposed to 20 µM of pazopanib, sunitinib or 

respective aldehydes in galactose and high-glucose conditions during 2 and 6 hours. As shown in Figure 

5, the mRNA expression of SOD1 was not affected by the treatment with any molecule. However, SOD2 

gene expression was nearly two-times increased in cells exposed to pazopanib and sunitinib and respec-

tive aldehydes (Figure 5B and 5D). A higher expression of SOD2 was observed in cells cultured in 

galactose and exposed to P-CHO (Figure 5B). Equivalent expression was found for cells treated with S-
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CHO, regardless of the type of medium. However, the high variability obtained for the galactose condi-

tion prevents from a strong interpretation of the expression of SOD2 in response to the toxicants.  

 

 

 

Figure 5: SOD1 and SOD2 response to accumulation of reactive species in HepG2 cells. Relative 

gene expression of SOD1 (A and C) and SOD2 (B and D) was measured after incubation with 20 µM of 

pazopanib, sunitinib, P-CHO and S-CHO. Expression levels are expressed as a fold-change compared 
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to control (calculated with the 2-∆∆Ct method). Data represent the mean ± SEM in HepG2 cells cultured 

in high-glucose or galactose media.  

 

3.6. CYP450 involvement in the biological metabolic pathway of aldehydes formation 

 

As pazopanib and sunitinib aldehydes were obtained with a porphyrin catalytic system mimicking 

P450 metabolism, the first hypothesis emerging from the work of Paludetto et al.7 was that reactive 

metabolites production depends on the CYP450 metabolism. The use of recombinant CYP3A4 

(rCYP3A4) in their previous work led them to identify this enzyme as a possible major determinant of 

the aldehyde production. To complete and confirm these observations, we incubated pazopanib and 

sunitinib with hepatic microsomes and cytosolic fraction. After a 90 minutes incubation with or without 

CYP450 inhibitors (ketoconazole 50 µM and aminobenzotriazole, ABT, 500 µM) or cytosolic alcohol 

dehydrogenase inhibitor 4-methylpyrazole (4-MP, 500 µM), the amounts of parent molecules and their 

related metabolites were evaluated by measuring the area for each compound (obtained by UPLC-MS 

analysis) and compared with the area obtained for the control condition (i.e., microsomes without the 

NADPH regeneration system) (Figure 6).  
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Figure 6: Microsomal and cytosolic incubations of pazopanib (A, B) and sunitinib (C, D). Data repre-

sent the mean ± standard deviation of the area under the chromatographic peak of the detected metabo-

lites of pazopanib (P-CHO and pazopanib alcohol derivatives, P-OH1 and P-OH2) and sunitinib (N-

desethyl (ND) sunitinib, S-CHO and sunitinib alcohol, S-OH) for at least three independent experiments. 

Human liver microsomes (HLM) were co-incubated with 50 µM ketoconazole (K) or 500µM amino-

benzotriazole (ABT). Cytosolic fractions were co-incubated with 4-methylpyrazole (4-MP) 500 µM. 

Negative control corresponds to microsomes or cytosol without any regeneration system of NADPH 

(without NADPH condition). Two-ways ANOVA was performed between condition and negative con-

trol. * Represents a significant P value < 0.05, ** < 0.01. 
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As depicted in Figure 6A, pazopanib aldehyde was surprisingly at its highest level in the negative 

control condition and when adding NADPH, aldehyde signal was reduced. In addition, treatment with 

ketoconazole (an inhibitor of CYP3A4) or ABT (a pan-inhibitor of cytochromes) decreased even more 

the aldehyde detected signal. Furthermore, the two pazopanib-derived alcohol P-OH1 and P-OH2 were 

highly produced in the functional microsomes and their production was inhibited by ketoconazole 

(which targets CYP3A4), especially for P-OH1, whereas P-OH2 was less affected by this inhibitor. 

However, the decrease of P-OH2 signal in presence of ABT supports the implication of cytochromes in 

its production. As aldehyde could result from the oxidation of an alcohol, we incubated pazopanib with 

a cytosolic fraction containing oxidative enzymes as the alcohol dehydrogenase (ADH) (Figure 6B). 

Inhibition of the enzyme with 4-MP did not increase the production of the metabolite neither it decreased 

the quantity of the two pazopanib alcohol metabolites.  

Regarding sunitinib, its main metabolite N-desethyl sunitinib was importantly produced in the func-

tional microsomes and production was inhibited in presence of CYP450 inhibitors (Figure 6C). Same 

results were observed at lower levels for sunitinib alcohol derivative; however, as observed for P-CHO, 

S-CHO signal was at its highest level in the control condition (nonfunctional microsomes) and it was 

stable between the different conditions, including in the cytosolic fraction (Figure 6D), without being 

affected by the presence of inhibitors.  

 

3.7. Pazopanib aldehyde interaction with proteins and significance for drug-drug interac-

tions  

 

As Paludetto et al.417 described that reactive aldehydes could covalently interact with lysine residues, 

we incubated the two aldehydes with microsomes in reductive condition to conduct a mass spectrometry-

based proteomic analysis. A fragmented peptide (EELAQFHRDGALTQLNVAFSR) belonging to the 
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CYP450 coenzyme NADPH-cytochrome P450 reductase (NCPR_HUMAN) has been shown to be mod-

ified by P-CHO in the histidine at position 583. However, no relevant result was observed for sunitinib 

aldehyde. 

We performed short incubations (30 minutes) with rCYP3A4 and increasing concentrations of pazo-

panib or P-CHO by measuring the catalytic activity of the enzyme with a specific pro-luminescent sub-

strate (proluciferin converted into D-luciferin). Results depicted in Figure 7 showed that pazopanib did 

not affect the activity of CYP3A4. However, the activity of the enzyme was affected since the lowest 

concentration of P-CHO (1 µM) and was clearly reduced at the highest concentration.  

 

Figure 7: Evaluation of the effect of pazopanib and P-CHO on the activity of recombinant CYP3A4 

(rCYP3A4). Data are expressed as the raw luminescence signal produced after incubation of rCYP3A4 

with the pazopanib (solid line) or P-CHO (dot line) at increasing concentrations compared to basal lu-

minescence, representing basal CYP3A4 activity (mean ± SEM of triplicates).  
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3.8. Clinical relevance of aldehydes related hepatic toxicity 

 

In order to determine if clinical hepatotoxicity reported for pazopanib could rely on the production of 

its aldehyde derivative, we assessed the concentration of P-CHO in the plasma as a possible reflect of 

patients’ exposure. Concentrations profiles of both molecules extracted from the plasma of 15 patients 

included in the SUP-R (EUDRACT 2015-001051-68) clinical trial are showed in Figure 8. The concen-

trations of P-CHO were very low compared to those of pazopanib but the patients’ kinetic profiles were 

similar. Median ratio between P-CHO and pazopanib was 0.026% [min = 0.009%; max = 1.924%]. A 

Spearman correlation test was performed between the concentrations of pazopanib and those of P-CHO, 

revealing a strong association (ρ = 0.75, p value < 2.2e-16).   

 In the pazopanib cohort, five patients among 15 had at least one abnormality of its liver biochemistry 

(all grades and all cycles included) but among them, only one patient experienced a severe hepatotoxi-

city, characterized by a severe elevation (> grades 3-4) of its transaminases (AST and ALT) and γ-GT 

(9.3, 8.6 and 3.4 times the upper normal limit ULN, respectively) observed at the beginning of cycle 2. 

Furthermore, P-CHO mean plasma concentration in these five patients at C1D15, before administration 

(T0) was of 9.16 ng/mL (standard deviation SD = 3.65 ng/mL), and 7.21 ng/mL (SD = 3.35 ng/mL) for 

patients who did not. The difference between the respective concentrations of the two groups was not 

significant (Wilcoxon’s test p value = 0.639).   
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Figure 8: Pharmacokinetics profile of pazopanib and P-CHO measured by UPLC/MS-MS. Data repre-

sents the concentrations of pazopanib (A) and P-CHO (B) measured in the plasma of 15 patients who 

received pazopanib 800 mg/day. In red triangles, the concentrations of the patients who experienced 

severe hepatotoxicity at cycle 2 of pazopanib. Samples at C2D1T2 and T6 were not available for this 

patient. C1, C2: therapy cycle 1 or 2; D1, D15; first day of cycle, 15th day of cycle; T0, T2, T6, T8: time 

of sampling, in hours.  
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Based on our previous observation in microsomes (i.e., there was no increase of pazopanib aldehyde 

signal in functional microsomes compared to control incubations) and the fact that P-CHO has been 

reported as a photodegradation product of pazopanib22, the question of its origin arose and led us to 

verify its absence in the drug tablet or solution. 

Aldehyde amount, expressed as a ratio of the parent compound, was very low in a plasma sample 

spiked with pazopanib extracted from Votrient® tablets (0.0037%, SD = 0.001%) and much lower than 

in patients’ plasma samples. Similar experiment was done for sunitinib extracted from Sutent® com-

mercialized capsule and S-CHO amount represented 0.021% (SD = 0.003%) of the amount of sunitinib, 

similar to the proportions found in the microsomal (0.026%, SD = 0.007%) and cytosolic incubations 

(0.033%, SD = 0.002%). 

 

4. Discussion 

 

As a major side effect of pazopanib and sunitinib, identifying the causes and risk factors of their 

hepatotoxicity is part of a challenge to improve its management for metastatic renal cancer patients. 

However, understanding the mechanistic features supporting liver damages is limited by their multifac-

torial origin23. 

Based on the identification of pazopanib and sunitinib reactive aldehyde metabolites10, our first ob-

jective was to assess the direct cytotoxicity of P-CHO and S-CHO on hepatocytes with a focus on mi-

tochondria function and oxidative stress. Results showed that P-CHO induced its cytotoxic effect at high 

concentrations (>50 µM) by activating the apoptosis and possibly by impairing ATP synthesis whereas 

pazopanib was confirmed to be nontoxic on this cell line, as previously described15.  

However, this cytotoxic P-CHO concentration was much higher than the circulating concentrations 

observed in patients who had an impaired liver function (all grades confounded) at cycle 1 (approxi-

mately 10 ng/mL , i.e., 22 nM), which rises questioning about the involvement of this cytotoxicity mech-
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anism in the hepatotoxicity observed in the clinical context. Nevertheless, as the intra-cellular concen-

tration of P-CHO is not accessible and not necessarily reflected by the circulating levels, we cannot 

exclude that the dysfunctions that we observed in vitro occur in vivo.  

For sunitinib and its aldehyde, we observed an important concentration-dependent toxicity and acti-

vation of apoptosis, as previously showed for sunitinib by Paech et al.13 at clinically relevant concentra-

tion found in mice in vivo but far above the concentrations found in patients (Cmax of sunitinib ≈ 0.12 

µM)4. They also demonstrated that sunitinib can inhibit the hepatic mitochondrial proliferation and im-

pair both glycolysis and mitochondrial respiration in HepG2 cells14,24. In our study, we completed these 

observations by showing that its aldehyde metabolite S-CHO seemed to decrease the maximal respira-

tion rate in a concentration-dependent way.  

  

As a protective agent, mitochondrial glutathione GSH (which represents 10% ± 15% of the intracel-

lular GSH) is of paramount importance in protecting the mitochondria from reactive oxygen species 

(ROS) like superoxide O2∙ produced during coupled mitochondrial electron transport and oxidative 

phosphorylation or after exposure to mitotoxic dugs25. Here, we did not observe any effect of the GSH 

depletion by L-buthionine sulfoximine (which inhibits the synthesis of GSH) on the cytotoxicity. Fur-

thermore, accumulation of superoxide was not significantly increased in HepG2 cells when glutathione 

was depleted, except at highest concentration of S-CHO (above 20µM). That was consistent with the 

increased expression of the mitochondrial superoxide dismutase 2 expression which binds the superox-

ide bioproducts and transforms them into molecular oxygen and hydrogen peroxide. Taken together, 

these results demonstrated that pazopanib aldehyde may non-negligibly affect the mitochondria func-

tion, especially on the production of ATP. Concerning S-CHO, it seemed to be more implicated in the 

direct cytotoxicity but in a smaller degree than sunitinib itself.  

It has been demonstrated that pazopanib and sunitinib aldehyde derivatives can react with lysine 

amine groups to give covalent adducts during in vitro incubation with human albumin or plasma7. A 

proteomic mass spectrometry analysis of microsomal samples incubated with these aldehydes showed 
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that P-CHO had the ability to covalently bind the rate limiting enzyme NADPH-cytochrome P450 re-

ductase (CPR). This rate-limiting enzyme is essential for the reaction cycle of CYP450, as it is involved 

in the transfer of two electrons from NADPH26,27. Structural changes, whether of genetic origin or by 

post-translational modifications like covalent binding to structural domains, can cause important func-

tional consequences on the function of CPR. Large adducts formed by the interaction of P-CHO with 

histidine 583, located in the NADPH-binding domain may interfere with this critical step of electron-

transfer. This kind of noncompetitive inhibition could explain, at least in part, pazopanib-induced drug-

drug interactions that involve CYP450 and termed as mechanism-based inhibition (MBI)28. MBIs are 

characterized by a time-, concentration- or NADPH-dependent inhibition that relies on the enzymatic 

biotransformation of unreactive molecules into active species that inhibits the enzyme through covalent 

modification of the active site for example by a reactive metabolite29. Our finding is congruent with the 

previously published observation of a time-dependent inhibition of CYP3A caused by pazopanib (KI = 

2.9 ± 0.9 µM)30. The observation of a higher inhibitory effect of pazopanib aldehyde on CYP3A4 activity 

compared to its parent molecule can lead to consider two distinct inhibition mechanisms based on the 

ability of the aldehyde function to react with residues in an allosteric site (noncompetitive inhibition) or 

directly in the active site of cytochromes.  

Assessment of the production of reactive metabolites is limited by their ability to quickly react 

with proteins and the small amounts detectable in the biological matrix. Pazopanib aldehyde was de-

tected in the microsomal incubations, and even if the highest signal observed was in the control incuba-

tion, a decrease of its production was observed when cytochromes were inhibited. This suggests that a 

part of the aldehyde detected is probably issued from the biotransformation of pazopanib as previously 

hypothesized and partially demonstrated7. Wang et al.31 also detected the aldehyde derivative of pazo-

panib in the urine (0.2%) and the feces (<0.1%) but not the plasma of mice treated with pazopanib (300 

mg/kg). Pretreatment with ABT (100 mg/kg) decreased the amount of P-CHO and its abundance in the 

urine of mice was significantly correlated with serum transaminases activities (rALT = 0.76, rAST = 0.75, 

p < 0.05)31. In a study characterizing the forced degradation products of pazopanib, Patel et al.22 detected 
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P-CHO after exposing a neutral drug solution under intensive UV light during three days followed by 

an oxidation in aldehyde. Knowing this, coupled to our findings in patients and microsomes and the fact 

that we detected only traces of P-CHO in a solution of Votrient®, P-CHO probably also results from 

the oxidation of pazopanib in the organism and not only as an impurity product of the pazopanib solu-

tion. Yet, no cytochrome was identified as being responsible for the production of P-CHO but other 

enzymes may be involved like the alcohol dehydrogenase (known for oxidizing alcohol functions in the 

cytosol of hepatocytes), as previously described for the antiretroviral drug abacavir32. No correlation 

was observed between P-CHO circulating plasma concentrations and hepatic side effects in patients, but 

the circulating concentrations may just reflect, without being correlated, a localized production and ac-

cumulation in the hepatocytes which are not assessable through a plasma sampling.  

Sunitinib biotransformation to oxidized products through CYP450 metabolism has been widely 

described both in vitro, in vivo and in humans33,34. However, we did not observe any increase of the 

formation of S-CHO in microsomal or cytosolic incubation that could evidence its production in the 

liver. These results led us to hypothesize that this molecule, in addition of being a metabolite issued 

from the oxidation of an alcohol, could also be a potential contaminant of sunitinib powders. Yet, the 

formation of S-CHO may result from an oxidative biochemical process involving reactive oxygen spe-

cies. Indeed, the accumulation of a reactive quinone imine issued from the defluorination of sunitinib 

by the CYP3A4 or CYP1A233 could increase the formation of superoxide O2∙ from molecular oxygen 

O2, a mechanism already described for doxorubicin35. This reported accumulation of superoxide in the 

hepatocytes13 may be followed by its spontaneous dismutation to form hydrogen peroxide H2O2. This 

molecule can react with the remaining superoxide (or directly with the quinoneimine) to form the hy-

droxyl radical HO∙ in presence of iron or directly with Fe2+ ions to form HO∙. In the end, this radical 

could participate to the oxidation of sunitinib alcohol into an aldehyde explaining its formation without 

involving enzymes like cytochromes. 
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To conclude, our work aimed to elucidate the mechanisms of toxicity resulting from the production 

of reactive metabolites issued from the biotransformation of sunitinib and pazopanib, which is of grow-

ing interest. Our findings demonstrate that pazopanib aldehyde exerts some cytotoxic effects at high 

concentration characterized by apoptosis and mitochondria dysfunction.  The protein interactions ob-

served are of importance for their involvement in clinical drug-drug interaction described for pazopanib 

and sunitinib. Finally, these results need further investigations to determine the origin of the aldehydes 

which appeared to be at the crossroads of biological and chemical mechanisms of production.   
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3. Discussion et perspectives 

 

La responsabilité des métabolites réactifs dans l’apparition de toxicités (notamment hépatiques) 

liées à la prise de médicaments est aujourd’hui connue et la découverte de deux dérivés aldéhydes du 

pazopanib et du sunitinib (P-CHO et S-CHO, respectivement) a permis d’envisager leur imputabilité 

dans l’apparition des effets hépatotoxiques chez les patients traités par ces deux ITK.  

L’objectif de cette étude biologique était de caractériser leur mode de cytotoxicité, d’identifier 

les mécanismes de mort cellulaire activés en leur présence, leur impact sur la fonction mitochondriale 

et l’accumulation de stress oxydant intracellulaire. Les expérimentations préliminaires présentées dans 

cette thèse ont été menées sur la lignée hépatocytaire HepG2, très utilisée dans les études de métabolisme 

et d’hépatotoxicité. Les premiers résultats ont montré que l’aldéhyde du pazopanib, contrairement à sa 

molécule mère, pouvait être impliqué dans les dommages hépatocytaires en altérant le fonctionnement 

mitochondrial à fortes concentrations, néanmoins trés supérieures à celles retrouvées dans le plasma de 

patients traités par pazopanib : puisque de très larges concentrations sont nécessaires pour obtenir un 

effet toxique in vitro, se pose alors la question de son implication dans l’effet clinique hépatotoxique 

observé. Ces concentrations circulantes peuvent cependant refléter une accumulation plus importante au 

niveau hépatique et cette information – non maîtrisable lors d’essais in vitro – pourrait se vérifier à l’aide 

de modèles in vivo. L’aldéhyde du sunitinib, également cytotoxique, entraînait une diminution de la 

capacité respiratoire cellulaire et l’accumulation d’anion superoxyde lorsque les systèmes de protection 

cellulaire (comme la production de glutathion) étaient abolis.  

La complexité des voies de métabolisation existant au sein des hépatocytes et la forte réactivité de 

ces molécules dans les milieux biologiques ont limité notre capacité à identifier leurs voies de produc-

tion. En effet, il n’a pas été possible de démontrer quelles enzymes (cytosoliques ou microsomales) 

étaient impliquées dans leur production. Par ailleurs, la forte réactivité du sunitinib aldéhyde dans les 
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milieux biologiques tel que le plasma et le manque de sensibilité ou d’efficacité de notre méthode d’ex-

traction ont limité sa détection dans des échantillons de patients traités par sunitinib et il n’a pas été 

possible de les quantifier.  

Ces résultats nécessitent d’être validés sur des modèles cellulaires plus complexes. L’utilisation 

d’hépatocytes humain cryopréservés s’est révélée infructueuse (à cause de problématiques liées à l’ex-

périmentation). Par ailleurs, le traitement de cellules HepaRG, plus proches de la physiologie hépatocy-

taire que les HepG2 est envisagé afin de comparer les effets d’un modèle cellulaire avec un métabolisme 

fonctionnel. Par ailleurs, un modèle plus complet et physiologiquement proche du fonctionnement or-

ganique (de manière optimale, animal) permettrait de tenir compte des interactions cellulaires et pro-

téiques intra- et extra-hépatiques (comme par exemple l’activation de la réponse immunitaire et l’hypo-

thèse haptènique).  

L’autre perspective envisagée à court terme est d’identifier les conséquences de la fixation du 

pazopanib aldéhyde sur la cytochrome P450-oxydoréductase, enzyme indispensable au fonctionnement 

des cytochromes P450. Une interaction entre le P-CHO et l’enzyme pourrait s’évaluer par une diminu-

tion de son activité spécifique et permettrait ainsi d’expliquer une partie des interactions médicamen-

teuses implicant les cytochromes et le pazopanib.  

Enfin, plus d’une cinquantaine d’inhibiteurs de tyrosine kinases sont autorisés sur le marché et la 

majorité est prise en charge par les CYP450. Les résultats obtenus pour les métabolites du pazopanib et 

du sunitinib pourraient ouvrir la voie à d’autres ITK. Ces études seraient menées dans l’objectif de 

prévenir le risque toxique émanant de la production de métabolites réactifs, mais également d’identifier 

les potentielles interactions médicamenteuses, nombreuses pour cette classe thérapeutique.  

 

  



 

 

218 

  



 

 

219 

Conclusion générale 

 

Ces travaux de thèse ont porté sur deux projets indépendants articulés autour d’un objectif commun : 

fournir des nouvelles données ou compléter certaines observations pour la compréhension des méca-

nismes d’hépatotoxicité causée par les médicaments anticancéreux. La trabectédine, le sunitinib et le 

pazopanib sont trois molécules issues de deux classes thérapeutiques différentes (les cytotoxiques et les 

thérapies ciblées) et dont les lésions hépatiques sont fréquentes mais encore peu caractérisées. Pourtant, 

le métabolisme hépatique est l’une des clés de la compréhension de ces dommages hépatiques, puisque 

des métabolites réactifs issus de leur biotransformation hépatique via les enzymes du métabolisme 

comme les cytochromes P450 semblent être une cause probable de leur origine. Deux approches ont été 

menées au cours de ces travaux : une première approche clinique de prédiction du risque toxique, et une 

seconde plus fondamentale, axée sur l’identification des mécanismes biologiques impliqués dans cette 

toxicité.  

La première étude de pharmacogénétique présentée dans cette thèse a permis de décrire des poly-

morphismes géniques prédictifs du risque d’hépatotoxicité lié à la trabectédine et de mettre en évidence 

la faisabilité d’un dépistage a priori basé sur le statut génétique du patient. Les résultats obtenus s’ins-

crivent dans une démarche de médecine personnalisée dont l’objectif est d’expliquer et réduire les va-

riabilités inter- et intraindividuelles en termes de toxicité mais également d’efficacité. L’utilisation de 

marqueurs prédictifs de la fonction des acteurs du métabolisme et de l’élimination de la trabectédine tels 

que les CYP450 (particulièrement CYP3A5 et CYP3A4) ou les transporteurs membranaires (comme 

MRP2) optimiserait son usage thérapeutique. Obtenus à partir d’un faible nombre de patients, ces résul-

tats nécessitent d’être validés sur des cohortes plus larges et indépendantes. Une étude prospective au 

cours de laquelle l’individualisation thérapeutique serait basée sur l’évaluation de ces marqueurs géné-

tiques (diminution de la posologie initiale, surveillance de la fonction hépatique accrue en fonction du 

génotype) pourrait être conduite afin d’évaluer leurs bénéfices. Cependant, la catégorisation des patients 
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est à mettre en regard de la nécessité de trouver un équilibre entre le bénéfice clinique et le risque 

toxique, qui plus est chez des patients pour lesquels la trabectédine est souvent utilisée en dernier re-

cours.   

 Le pazopanib et le sunitinib sont également à l’origine de dysfonctionnements hépatiques encore 

inexpliqués. La découverte de nouveaux métabolites réactifs de type aldéhyde lors d’un projet précé-

demment mené dans notre équipe a permis d’envisager d’étudier leur impact biologique au niveau hé-

patocytaire (identification des mécanismes de cytotoxicité, impact sur le fonctionnement cellulaire). Ces 

expérimentations cellulaires préliminaires ont été limitées par la complexité des voies de métabolisation 

ainsi que la forte réactivité de ces dérivés aldéhydes dans les milieux biologiques et nécessitent d’être 

reproduites sur des modèles plus complexes et proche de la physiologie. En effet, l’implication d’un 

mécanisme unique comme la métabolisation en molécules réactives ne peut être considérée comme 

unique source de la toxicité hépatique des médicaments anticancéreux et la compréhension de l’appari-

tion des DILI reste à la croisée des caractéristiques de la molécule, de l’hôte et de son environnement.    
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TITLE: Pharmacological mechanisms involved in hepatotoxicity of anti-cancer drugs: focus on tra-

bectedin and tyrosine kinase inhibitors 

 

SUMMARY: The central role of the liver in drug metabolism may expose it to molecules with high 

hepatotoxic potential or reactive metabolic products directly issued from their biotransformation. Drug-

induced liver injury (DILI) is an important public health concern as it is the primary cause of drug 

withdrawal by the FDA. Due to their multifactorial origine and in absence of a specific clinico-biological 

signature, the understanding of the mechanisms supporting DILIs constitutes a major challenge for their 

management. Two independent but complementary projects are presented in this thesis which primary 

objective was to bring new explanations and to complete the current knowledges about the hepatotoxic 

effects related to anticancer drugs. The objective of the first study presented in this manuscript was to 

elucidate the participation of genetic polymorphisms of CYP450 enzymes and ABC transporters in the 

interindividual variability of the hepatotoxicity of trabectedine. The results of this pharmacogenetic 

study in a cohort of patients with advanced soft tissue sarcoma are part of a comprehensive approach 

for the clinical prevention of liver toxicity related to this cytotoxic drug. Pazopanib and sunitinib are 

two oral tyrosine kinase inhibitors (TKIs) used for the treatment of metastatic renal cell carcinoma. 

However, their intake exposes patients to a high risk of liver dysfunction. To date, few studies have 

attempted to explain the mechanisms underlying the development of these hepatotoxic effects. However, 

there is a growing interest in the production of toxic metabolites which would have the ability to bind 

essential components of the hepatocytes like proteins, lipids or nucleic acids. In the continuity of a recent 

work led by our team, the second project presented in this thesis aimed at characterizing the role of two 

aldehydes derivatives of sunitinib and pazopanib: firstly, in the TKIs-related hepatotoxicity and sec-

ondly, in the drug-drug interactions described in patients treated with these two molecules. 
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