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Le Myélome multiple (MM) est la deuxième hémopathie maligne la plus répandue 

(10%) après le  lymphome non-Hodgkinien. L’incidence croit avec l’âge. Cependant, la 

tendance continue à une augmentation du nombre de cas diagnostiqués avant 50 ans. 

En 2005, la survie relative à 5 ans était environ de 40% [1].  

L’arrivée de nouvelles molécules, surnommées les « thérapies ciblées », a permis 

d’améliorer la survie médiane. Le bortezomib est le  premier représentant d’une 

nouvelle classe d’agents pharmacologiques très prometteurs, les inhibiteurs du 

protéasome. Il a eu l’autorisation de mise sur le marché (AMM) en 2005 en France. Il 

est indiqué dans le traitement du MM chez les patients qui ont fait une rechute après 

leur thérapie de première intention et sont réfractaires à leur dernier traitement [2]. Le 

bortezomib est un médicament aujourd’hui incontournable dans le traitement du MM. 

Néanmoins, plusieurs points restent à élucider dans la pharmacocinétique et la 

pharmacodynamie de ce médicament. Le bortezomib est administré par voie veineuse 

et va devoir être administré par voie sous-cutanée dans un avenir très proche [3, 4]. 

Le suivi du taux plasmatique du bortezomib permettra de mieux comprendre les 

relations entre la pharmacocinétique et la pharmacodynamie de ce médicament qu’il 

soit administré par voie intraveineuse ou sous-cutanée.  

A notre connaissance, il n’existe pas de méthode analytique publiée et validée de 

dosage plasmatique des dérivés boronés, notamment le bortezomib. Il existe de 

brèves descriptions de dosage plasmatique du bortezomib dans les publications 

autour de sa pharmacocinétique [5].   D’où l’intérêt de développer et valider une 

méthode de dosage du bortezomib dans le plasma selon les normes «Food and Drug 

Administration» (FDA).  Nous procédons à la validation pour assurer la fiabilité et la 

reproductibilité de la méthode en déterminant les paramètres spécifiques suivants : 

limite de détection (LOD), limite de quantification (LOQ), linéarité, répétabilités intra- et 

inter-journalière (exactitude, précision), spécificité et sélectivité. 
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I.Le myélome multiple 

Le myélome multiple est une tumeur maligne affectant les plasmocytes de la moelle 

osseuse. Les plasmocytes malins (Figure 1), ou cellules myélomateuses, 

s’accumulent dans la moelle osseuse [6]. Plusieurs mécanismes interviennent au 

niveau de la moelle osseuse, dont l’induction de l’angiogenèse, la diminution des 

cellules immunitaires et le développement de cytokines pro-inflammatoires. Les 

manifestations cliniques les plus fréquentes de la maladie sont l’anémie, 

l’hypercalcémie, les métastases osseuses et l’insuffisance rénale [7].  

Les plasmocytomes sont des tumeurs composées de plasmocytes, qui peuvent se 

développer en intra- ou extra-médullaire de l’os ou des tissus mous. Lorsque les 

plasmocytomes sont multiples, nous pouvons parler de MM. 

 

 

Figure n°1 : Cytocentrifugat de plasmocytes myéloma teux triés par le marqueur 

CD138+ (coloration May-Grüwald Giemsa) [6]. 
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A. Formation de la protéine monoclonale 

La protéine monoclonale est une immunoglobuline ou un fragment d’immunoglobuline. 

La figure 2 représente la structure normale d’une molécule d’immunoglobuline [8]. 

Dans les plasmocytes myélomateux, une ou plusieurs mutations des gènes impliqués 

dans la formation des immunoglobulines peuvent être observées. Les protéines 

monoclonales qui en résultent ont ainsi une séquence d’acides aminés et une 

structure anormales. Il s’ensuit généralement la perte de fonction anticorps de 

l’immunoglobuline. 

 

 

Figure n°2 : Structure de la molécule d’immunoglobu line [8]. 

 

Chaque plasmocyte est spécifique d’une seule immunoglobuline. De manière 

physiologique, l’organisme produit normalement des immunoglobulines de nature 

différentes : immunoglobuline G (IgG), A (IgA), D (IgD), E (IgE), M (IgM). Dans le 

myélome, l’anticorps fabriqué en excès par les plasmocytes «malades» peut 

appartenir aux IgG, aux IgA ou exceptionnellement aux IgD ou aux IgE. Mais ce n’est 
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parfois qu’un fragment d’anticorps, il s’agit alors de myélome à chaines légères 

d’anticorps.  

La quantité de protéines monoclonales produite par les cellules myélomateuses varie 

considérablement d’un patient à l’autre. Lors de l’évaluation d’un myélome, il est 

primordial de savoir si les cellules myélomateuses du patient produisent beaucoup, 

peu ou ne sécrètent pas de protéine. Cette protéine monoclonale est parfois appelée 

protéine myélomateuse, para-protéine ou pic monoclonal. Cette dernière 

dénomination est liée à l’aspect du tracé électrophorétique, technique de routine 

utilisée pour séparer et identifier les protéines (Figure 3) [9, 10]. 

 

 

Figure n°3 : Pic monoclonal dans le myélome multipl e [10]. 

 

L’augmentation de la production d’une immunoglobuline anormale a plusieurs 

conséquences : 

- La protéine monoclonale produite en excès s’accumule dans le sang et/ou est 

excrétée dans les urines en pic monoclonal. 

- Les molécules monoclonales ont la capacité d’interagir entre elles et/ou avec 

d’autres tissus tels que les cellules sanguines, les parois vasculaires et d’autres 

composants sanguins. Ces interactions peuvent entrainer une réduction du flux 

sanguin, causant un syndrome d’hyperviscosité. 
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- Dans près d’un tiers des cas, les chaines légères sont produites en excès par rapport 

aux chaines lourdes. Ces chaines légères en excès forment les protéines de Bence 

Jones. Ces protéines ont un poids moléculaire de 22 000 daltons et sont suffisamment 

petites pour être filtrées par les reins. 

- Les protéines monoclonales anormales peuvent également présenter des propriétés 

spécifiques incluant : 

o La fixation à certains facteurs de coagulation, entrainant un risque accru 

d’hémorragies ou de thromboses. 

o La fixation à certaines hormones ou minéraux circulants, entrainant toute 

une variété d’anomalies endocriniennes ou métaboliques. 

- Les protéines de Bence Jones libres peuvent également interagir entre elles et/ou 

avec d’autres tissus (tout comme les immunoglobulines complètes). Les 

conséquences de ces interactions sont : 

o Une amylose : maladie dans laquelle les chaines légères de Bence Jones 

s’’associent pour former une structure plissée, symétrique, capable de 

déposer dans les tissus de l’organisme, et plus particulièrement les reins, 

les nerfs et le myocarde. 

o La maladie des dépôts de chaines légères : les chaines légères se déposent 

de manière plus désordonnée, en particulier dans les petits vaisseaux 

oculaires et rénaux. 

o La maladie monoclonale de dépôt d’immunoglobuline (MMID) avec une 

possibilité de dépôts qui englobent des fragments de chaines lourdes et de 

chaines légères. 

Il est important de souligner que les examens biologiques effectués en routine peuvent 

être perturbés du fait de l’adhésivité ou de l’hyperviscosité des prélèvements 

sanguins, modifiant le fonctionnement normal des automates de biologie de routine 

[11]. 
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B. Epidémiologie 

Environ 5 000 nouveaux cas de MM sont diagnostiqués en France  chaque année 

dont 54% chez l’homme [12, 13]. Le MM représente moins de 2% de l’ensemble des 

cancers et 10 à 12% des hémopathies malignes. L’âge médian au diagnostic est de 

70 ans chez les hommes et de 74 ans chez les femmes. Le MM peut également 

toucher les sujets plus jeunes puisque 2,8% des cas sont diagnostiqués avant 48 ans 

[14]. En 2005, la survie relative à 5 ans était environ de 40% [14]. Le MM est, en règle 

générale, précédé d’une gammapathie monoclonale de signification indéterminée 

(MGUS) qui ne représente pas une urgenceen soit mais qui doit être surveillée. Les 

MGUS sont 100 fois plus fréquentes que le MM et leur évolution vers un MM est de 1 

% par an [15]. 

L’incidence du MM varie d’un pays à l’autre, avec une incidence très faible en Asie (< 

1/100 000 en chine), et très élevée chez les afro-américains. Par exemple, dans la 

région de Los Angeles (Californie), l’incidence est de 9,8/100 000 chez les hommes 

afro-américains contre 4,3/100 000 chez les Caucasiens. Le ratio hommes/femmes 

est de 3/2. L’incidence croit avec l’âge. Cependant, la tendance continue à une 

augmentation du nombre de cas diagnostiqués avant 50 ans doit faire rechercher des 

causes environnementales. Plusieurs études récentes ont évalué les  causes ou les 

prédisposition au myélome, à la MGUS et aux troubles connexes. Les pompiers et 

individus qui occupent des emplois exposant à des substances toxiques ainsi que les 

personnes obèses ont un risque élevé de développer un MM. Manger des fruits de 

mer contaminés par des métaux lourds ou des produits chimiques peut également être 

un facteur de risque pour le MM [16]. D’autres problèmes de santé, notamment les 

troubles du système immunitaire et les infections peuvent être des facteurs sous-

jacents ou déclencheurs. Plusieurs travaux sont axées sur les facteurs de risque du 

myélome à travers les études de profils génomiques  [9, 12, 17, 18]. 
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C. Physiopathologie 

La croissance non contrôlée des cellules myélomateuses a de nombreuses 

conséquences. Il s’agit notamment de lésions osseuses, d’insuffisance médullaire, 

d’augmentation du volume plasmatique et de la viscosité, d’inhibition de la production 

d’immunoglobulines normales, et d’insuffisance rénale. Néanmoins, la maladie peut 

rester asymptomatique pendant des années. A la phase symptomatique de la maladie, 

le signe clinique révélateur le plus fréquent est représenté par les douleurs osseuses 

[19]. 

- Atteinte de l’os et de la moelle 

o Lésions osseuses 

Depuis la première description du myélome en 1844, la présence de la protéine 

anormale a été reliée aux atteintes osseuses [19]. Cependant, les mécanismes 

impliqués dans cette résorption osseuse n’ont été élucidés que récemment. La 

première avancée majeure a été l’observation au niveau des sites de résorption 

osseuse, d’un excès combiné de plasmocytes malins et d’ostéoclastes. Ces 

mécanismes ont été mis en évidence par l’observation des cellules myélomateuses. 

En effet, ces cellules myélomateuses produisent des facteurs activant 

l’ostéoclagenèse. De plus, la caractérisation de cytokines in situ telles que l’IL-1β, l’IL-

6 ou les TNFα et β, de chimiokines comme MIP-1α, et des interactions cellulaires 

impliquant diverses intégrines, tous impliqués dans la production et l’activation d’un 

plus grand nombre d’ostéoclastes a permis de mieux comprendre ces mécanismes. 

Plus récemment, une molécule RANK ligand (RANKL) a été identifiée comme un 

médiateur essentiel de l’activation ostéoclastique.  

A côté de l’activation ostéoclastique, une seconde caractéristique des atteintes 

osseuses du myélome est l’inhibition des ostéoblastes. A l’état physiologique, le 

couplage des ostéoclastes et des ostéoblastes permet un remodelage osseux régulier. 

Les mécanismes responsables de ce découplage dans le myélome sont en cours 

d’investigation.  
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Récemment, il a été montré que certains hypocholestérolémiants, tels que les statines 

(inhibiteurs de réductase HMG-CoA), pouvaient activer les ostéoblastes [20]. Des 

études cliniques sont en cours. De plus, il a été suggéré que le bortezomib et la 

lenalidomide pourraient promouvoir l’ostéo-formation, en plus d’avoir un effet anti-

myélome direct [21, 22]. 

L’anémie est une caractéristique du myélome. Bien que l’envahissement médullaire 

par les plasmocytes malins joue probablement un rôle direct, une inhibition spécifique 

de l’érythropoïétine par des cytokines du microenvironnement et par des phénomènes 

d’interactions cellulaires directes représente une explication certainement plus 

fonctionnelle.  Les causes exactes de l’anémie liée au myélome font actuellement 

l’objet d’études menées par plusieurs équipes de recherche. Les symptômes de 

l’anémie s’atténuent généralement en fonction de l’efficacité du traitement anti-

myélome. L’érythropoïétine (Epo) recombinante devrait être utilisée avec prudence 

compte tenu des récents rapports qui lient l’Epo à la croissance des tumeurs et à la 

réduction de la survie chez les patients atteints de cancer, et de l’identification de 

récepteurs Epo sur les cellules du myélome [23].  

o Infections 

La prédisposition aux infections est sans doute la seconde caractéristique clinique 

principale du myélome, après les lésions osseuses. Les mécanismes n’en sont pas 

totalement élucidés. La présence de cellules myélomateuses dans la moelle osseuse 

entraine l’inhibition des fonctions immunitaires normales, comme la production 

d’anticorps (reflétée par l’hypogammaglobulinémie), l’inhibition des fonctions T, ou 

l’activation aberrante de la fonction monocyte/macrophage. Certaines données 

suggèrent que les macrophages activés sécréteraient un facteur capable d’activer les 

cellules myélomateuses, mais aussi d’inhiber la production physiologique des 

immunoglobulines ainsi que les fonctions T normales. 

En raison de la prédisposition des patients atteints de MM aux infections, les infections 

virales du tissu nerveux sont très courantes, particulièrement le virus varicelle-zona 

(zona), l’herpès (boutons de fièvre), le virus Epstein-barr (mononucléose) ou le 

cytomégalovirus, pouvant provoquer la paralysie de Bell (paralysie faciale partielle) ou 

d’autres complications. Les patients atteints du myélome sont particulièrement 
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susceptibles aux infections virales, ainsi qu’aux infections à bactéries encapsulées 

comme le pneumocoque. Cependant, du fait des fréquentes neutropénies (liées au 

myélome ou aux traitements) et des cathéters implantables, tout type d’infection peut 

être observé dans le myélome, incluant les infections bactériennes et fongiques. Les 

infections ne doivent pas être ignorées quelle que soit leur ampleur. Un examen 

rapide est nécessaire pour évaluer les stratégies antibiotiques ou antivirales à utiliser.  

- Production anormale des Ig 

Les plasmocytes myélomateux peuvent s’accumuler dans la moelle osseuse et/ou 

dans de nombreux autres tissus, pouvant entrainer toute une gamme de 

complications. L’augmentation de la production d’une immunoglobuline anormale a 

plusieurs conséquences. 

o Syndrome d’hyperviscosité 

Les molécules monoclonales ont la capacité d’interagir entre elles et/ou avec d’autres 

tissus tels que les cellules sanguines, les parois vasculaires et d’autres composants 

sanguins. Ces interactions peuvent entrainer une réduction du flux sanguin, causant 

un syndrome d’hyperviscosité. 

o Insuffisance rénale 

L’insuffisance rénale est une complication fréquente du myélome. Les proportions 

myélomateuses peuvent agresser le rein par différents mécanismes, allant de l’atteinte 

tubulaire dues à l’accumulation de grandes quantités de protéine anormale, aux effets 

liés aux dépôts amyloïdes, ou aux atteintes spécifiquement tubulaires liés au 

syndrome de Fanconi. Ce syndrome se caractérise par une fuite urinaire d’acides 

aminés et de phosphate pouvant contribuer à la maladie osseuse. 

La fonction rénale peut être encore aggravée par différentes conditions, telles 

l’hypercalcémie ou l’hyperuricémie, les infections, ou les effets médicamenteux 

toxiques liés à l’administration de certains antibiotiques néphrotoxiques, aux anti-

inflammatoires non-stéroïdiens, ou aux produits de contraste utilisés en radiologie. Le 

maintien d’une bonne hydratation est une mesure préventive importante chez les 

patients présentant un myélome [24]. 
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o Effets neurologiques 

Le tissu nerveux est fréquemment touché chez les patients atteints de myélome, soit 

par un effet anticorps direct des protéines monoclonales contre les structures 

nerveuses (par exemple anticorps anti-myéline), ou de dépôt de fibrilles amyloïdes le 

long des axes nerveux. Ces effets entrainent des neuropathies périphériques qui 

doivent être différenciées des autres causes de neuropathies comme le diabète sucré 

ou les troubles nerveux primaires tels que la sclérose en plaque, la maladie de 

parkinson et plusieurs autres [25]. 

 

D. Diagnostic 

Le MM doit être évoqué devant une vitesse de sédimentation (VS) élevée avec 

protéine C réactive (CRP) normale. Il peut aussi se révéler par des symptômes 

(douleurs osseuses le plus souvent), voire dans le cadre d’une urgence (fractures 

pathologiques, compression médullaire, insuffisance rénale aigue, hypercalcémie 

maligne, infections) ou par une anémie non expliquée. Dans 20% des cas, il est 

asymptomatique et découvert lors d’un examen sanguin ou d’imagerie osseuse [26]. 

Le diagnostic de MM implique les examens suivants : 

- Hémogramme avec frottis sanguin, créatininémie et calcémie. 

- Myélogramme est l’examen le plus important dans le diagnostic 

du MM. Il faut le préférer à la biopsie médullaire qui est rarement nécessaire. Le 

myélogramme permet de mise en évidence une infiltration plasmocytaire 

quantitativement (≥ 10%) et/ou qualitativement anormale. 

- Etude immunochimique  : réponse sur l’électrophorèse et 

l’immunofixation des protéines sériques et urinaires. Les objetifs de cette étude sont 

la détection, la caractérisation et la quantification d’une immunoglobuline (Ig) 

monoclonale. L’électrophorèse permet, dans la majorité des cas, une évaluation 

correcte, suffisante pour le suivi, du taux de l’Ig monoclonale. Une électrophorèse 

des protides sériques doit être réalisée ainsi qu’une électrophorèse des protides 
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urinaires avec recherche Bence-Jones. Le dosage pondéral de celle-ci par 

néphélémétrie ou immuno-diffusion radiale, peu fiable, ne doit pas être effectué. 

L’importance de la diminution du taux des Ig polyclonales normales est très 

habituellement appréciable par la seule électrophorèse. Un dosage des classes d’Ig 

(hors celle de l’Ig monoclonale) est souvent réalisé, même s’il n’est pas 

indispensable. Le dosage des chaînes légères libres sériques est un nouvel examen 

surtout utile, à ce jour, pour le suivi des formes oligo ou non sécrétantes de la 

maladie.  

- Bilan radiologique du squelette axial : recherche les lésions le plus 

souvent lytiques. Il comprend les radiographies suivantes : crâne de face (F) et de 

profil (P), rachis cervical, dorsal et lombaire F+P, bassin F, thorax F+P et grils 

costaux, humérus et fémurs F. La scintigraphie osseuse, moins performante que les 

radiographies standards, n’est pas indiquée [27]. 

 

E. Classification 

Les critères de diagnostic et de mise en route du traitement ont été définis par 

« l’International Myeloma Working Group » (IMWG) [28, 29].  

Le Réseau de Cancérologie d’Aquitaine (RCA) a résumé les critères diagnostiques 

dans le tableau I ainsi que les critères de rechute dans le tableau II. 

Le diagnostic de MM asymptomatique justifie, à titre pronostique, une imagerie en 

résonance magnétique nucléaire (IRM) du rachis, recherchant d’éventuelles lésions 

infra-radiologiques. L’intérêt d’une tomographie à émission de positons (TEP) dans 

cette indication n’est pas documenté. L’apport pronostique du dosage des chaînes 

légères libres n’est pas établi.  

•••• Devant un MM symptomatique :  

o Une IRM n’est justifiée que lorsqu’il existe une suspicion 

clinique de complication à type de compression médullaire ou 

radiculaire. 
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Tableau I : Critères diagnostiques du myélome multi ple en Aquitaine en 2010 

selon le RCA [30]. 

 

 

 

Tableau II : Critères de rechute du myélome multipl e en Aquitaine en 2010 

selon le RCA [30]. 

 

 

o Sont requis, à titre pronostique : 

- Dosage de β2-microglobuline sérique ( β2m), LDH, C-réactive protéine et 

albuminémie . Une nouvelle classification pronostique, l’Index Pronostique 

International, a été publiée à partir des dosages de la β2m et de l’albumine sérique 

[13, 20]. 
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- Etude cytogénétique  des plasmocytes purifiés, avec recherche des anomalies 

suivantes : translocation 4 ; 14 [t(4 ;14) (p16 ;q32)], délétion totale ou partielle du 

chromosome 13 [del(13)], délétion 17p [del(17p) ] [29]. Le développement récent des 

techniques d’hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur cellules interphasiques a 

rendu possible l’analyse de cellules plasmocytaires non proliférantes. L’impact 

pronostique de certaines de ces anomalies chromosomiques est de démonstration 

récente. Les translocations t(4;14) , t(14;16) et del17p  sont associées à un mauvais 

pronostic avec une survie significativement plus courte. Les patients porteurs d’une de 

ces anomalies chromosomiques nécessitent un traitement spécifique qui reste à 

définir. La recherche des anomalies cytogénétiques au diagnostic est devenue un 

élément incontournable dans la définition du pronostic, et donc dans la mise en place 

de la stratégie thérapeutique du myélome multiple [31]. En Aquitaine, les anomalies 

cytogénétiques recherchées sur la moelle actuellement sont t(11,14), t(14,16) et plus 

particulièrement la del 17p et t(4,14). 

 

F. Traitement de première ligne et suivi 

Les MM  asymptomatiques ne doivent pas être traités d’emblée [13, 20]. Les MM 

symptomatiques doivent être traités. Le réseau de cancérologie d’Aquitaine a résumé 

les critères de mise en place du traitement du myélome comme suit : 

Tableau III : Critères de mise en place de stratégi es thérapeutiques selon 

le RCA [30]. 
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o Avant 65 ans : 

Le traitement intensif suivi d’autogreffe est recommandé chez le sujet jeune  [32, 33]. 

Le schéma de référence associe : 

Un traitement d’induction VD par  bortezomib (Velcade®) et de fortes doses de 

corticoïdes (dexaméthasone orale). Le bortezomib seul ou en association avec la 

dexaméthasone a montré son efficacité dans le MM en première ligne [34-37]. 

Harrousseau et ses collègues ont comparé l’association VD à celle composée de 

vincristine, adriamycine et dexaméthasone (VAD) dans la phase d’induction pré-greffe 

[38]. La très bonne réponse partielle (TBRP) en post-induction  a été supérieure avec 

le VD comparé au VAD, 38% contre 15% respectivement. Ceci se traduisait par un 

TBRP en post-transplantation supérieur, 54% contre 37% respectivement. 

L’amélioration de la survie a été modeste,  36 mois contre 30 mois, respectivement. 

Néanmoins, le point noir de l’association VD est le risque précoce de neurotoxicité. 

Des études récentes montrent qu’en réduisant l’administration du bortezomib à une 

fois par semaine, nous pouvions obtenir une efficacité similaire et une diminution 

significative du risque de neurotoxicité [39]. Cette association peut être à ce jour 

considéré comme une référence, ayant démontré sa supériorité sur l’induction 

historique VAD (vincristine, adriamycine en perfusion continue et dexaméthasone) 

[40]. La chimiothérapie de type VAD  doit maintenant être abandonnée. D’autres 

traitements d’induction utilisant de nouveaux médicaments en association  

(thalidomide, bortezomib, lenalidomide) sont possibles. 

� Le prélèvement de cellules souches du sang périphérique (CSP), après 

mobilisation par endoxan et/ou G-CSF.  

� Un traitement par melphalan : 200 mg/m² suivi de la réinjection des CSP. 

Deux traitements intensifs successifs pourraient avoir un intérêt chez les patients en 

réponse insuffisante à l’issue du traitement d’induction et d’un premier traitement 

intensif [41]. Le protocole VD suivi d’une première autogreffe puis d’une deuxième 

autogreffe si la réponse clinique est inférieure à 90% est abandonné au profit de 3 

cycles de VTD (bortezomib, thalidomide et dexaméthasone) suivis d’une autogreffe et 

une consolidation.L’intérêt des traitements intensifs est surtout démontré pour les 
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malades les plus jeunes. L’existence de pathologies associées peut faire préférer une 

chimiothérapie conventionnelle, surtout lorsque le malade a plus de 60 ans. 

En 2011, le traitement de référence chez le sujet jeune est le suivant : Velcade-

Thalidomide-Dexaméthasone (VTD*) en 3 cycles, une collection après le 3ème cycle 

sous Endoxan (3 g/m²), suivi d’une intensification avec autogreffe conditionnée par 

Melphalan (200 mg/m²) puis de consolidation par 2 cycles de VTD (figure 4 ). La 

prescription de VTD, suivie d’une intensification avec autogreffe, est une situation hors 

autorisation de mise sur le marché (AMM) hors protocole thérapeutique temporaire 

(PTT), dont l’argumentaire doit être porté au dossier médical du patient, selon l’article 

7 point 3 du chapitre III de l’annexe du Contrat de Bon usage (décret n°2008-1121 du 

31 octobre 2008). 

*La definition du schéma thérapeutique VTD :  

• Velcade® (1.0 mg/m² IV ; J1, J4, J8, J11) 

• Thalidomide (100.000 mg PO; J1,J2,J3,J4, J5, J6, J7, J8, J9, J10, J11, J12, 

J13, J14, J15, J16, J17, J18, J19, J20, J21) 

• Dexaméthasone (40.000 mg PO; J1, J4, J8, J11).  

Une étude randomisée de phase III est en cours comparant un traitement à doses 

conventionnelles associant Bortezomib, Lenalidomide et Dexaméthasone (protocole 

VRD) à un traitement à hautes doses avec greffe de cellules souches périphérique 

dans la prise en charge initiale du myélome de moins de 65 ans. Il s’agit du protocole 

de « l'Intergroupe Francophone du myélome » IFM 2009. L’objectif du protocole IFM 

2009 est donc de comparer les résultats d'un traitement à doses conventionnelles 

optimal à ceux d’un traitement à hautes doses optimal.  
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Figure n°4 :  Traitement des patients de moins de 65 ans en premi ère ligne [30]. 

 

o Après 65 ans :  

Les patients de plus de 65 ans sont traités par une chimiothérapie 

conventionnelle associant melphalan, prédnisone et thalidomide (MPT) ou melphalan, 

prédnisone et bortezomib (Velcade®) (MPV) [42-45]. Ces traitements ont démontré 

leur supériorité sur l’association historique melphalan-prédnisone (MP). Dans une 

étude de phase 3 sur 682 patients, l’association MPV a montré un taux de réponse 

significativement supérieur à l’association MP (71% versus  35%, p < 0.001) [46]. La 

durée avant la progression de la maladie et la survie chez les patients de plus de 65 

ans non traités sont été significativement supérieur avec l’association MPV qu’avec 

MP [47].  Les combinaisons MPT et MPV ont une autorisation européenne dans le MM 

lors du diagnostic chez les patients non éligibles pour le traitement intensif. La 

chimiothérapie MP peut rester indiquée pour une minorité de patients présentant des 

co-morbidités sévères empêchant la prescription de MPT ou MPV. D’autres 

associations sont en cours d’évaluation, notamment melphalan, prédnisone et 

lenalidomide (Revlimid®) puis lenalidomide en entretien (MPR-R). Les 
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polychimiothérapies à base d’alkylants utilisés dans le passé (VMCP, VMBCP, 

VMCP/VBAP…) doivent être abandonnées comme traitement de première ligne. 

En Aquitaine, le protocole MPV peut être administré sous forme de deux schémas. Le 

schéma MPV hebdomadaire (1 cycle de 42 jours et 8 cycles de 35 jours) étant moins 

puissant que le schéma vista (4 cycles de 42 jours** et 5 cycles de 35 jours***). 

**La définition du schéma thérapeutique MPV, cycle de 42 jours :  

• Alkeran (2.000 mg PO; 9.000 mg/m² J1,J2,J3,J4) 

• Prédnisone (PO; 60.000 mg/m² J1, J2, J3, J4) 

• Primperan (10 mg IV; 10.000 mg J1, J4, J8, J11, J22, J25, J29, J32) 

• Bortezomib (1 mg/ml IV; 1.300 mg/m² J1, J4, J8, J11, J22, J25, J29, J32). 

***La définition du schéma thérapeutique MPV, cycle de 35 jours :  

• Alkeran (idem) 

• Prédnisone (idem) 

• Primperan (10 mg IV; 10.000 mg J1, J4, J8, J11, J22) 

• Bortezomib (1 mg/ml IV; 1.300 mg/m² J1, J8, J15, J22). 

•••• Chez les patients dont la maladie a pu être stabilisée par le traitement 

initial (phase de plateau), la règle est d’interrompre tout traitement anti-tumoral. Un 

traitement d’entretien par interféron n’est habituellement plus proposé. Un traitement 

de consolidation par 2 cycles de VTD jusqu’au plateau, ou pour une durée n’excédant 

pas 1 an pourrait être justifié chez des patients n’ayant pas obtenu au moins une très 

bonne réponse partielle à l’issue du traitement d’entretien après chimiothérapie 

conventionnelle. L’intérêt d’un traitement d’entretien par le lenalidomide est en cours 

d’étude.  

•••• Un traitement par biphosphonate (BP), pour la prévention des 

évènements osseux, peut être proposé à tous les patients ayant une atteinte osseuse, 

en association à la chimiothérapie. Il peut être interrompu lorsque le traitement initial a 
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permis d’obtenir une bonne rémission. Il devra être repris à la rechute. La description 

récente d’ostéonécrose des mâchoires (ONM) avec les amino-biphosphonates est à 

l’origine de nouvelles recommandations [48, 49]. L’Agence Française de Sécurité 

Sanitaire des produits de santé, en collaboration avec un groupe d’experts 

comprenant des cliniciens, des stomatologues, des chirurgiens maxillo-faciaux et des 

chirurgiens dentistes a élaboré des recommandations concernant trois situations. Il 

s’agit de « patients candidats à un traitement par BP », de « patients traités par BP 

sans évidence d’ONM » et enfin de « patients traités par BP atteints d’une ONM 

avérée ». Chez les patients devant recevoir un BP dans le cadre de pathologies 

malignes, il est indispensable : 

o De réaliser un bilan bucco-dentaire. 

o De réaliser un bilan radiologique : le panoramique dentaire 

devra être complété par des clichés rétroalvéolaires voire un dental scanner en cas de 

doute concernant un foyer infectieux. 

Il est préférable de ne débuter le traitement par BP, si l’état clinique du patient le 

permet, qu’une fois la situation dentaire assainie [11].   

•••• L’érythropoïétine recombinante peut être prescrite à certains patients, 

en association à la chimiothérapie, pour traiter ou prévenir l’anémie. Néanmoins, il faut 

savoir que des affections vasculaires thrombotiques ont été mentionnées chez les 

patients traités par des médicaments contenant de l’érythropoïétine (EPO).  Ce risque 

doit être soigneusement discuté, notamment chez des patients cancéreux présentant 

un risque accru d’affections vasculaires thrombotiques [50]. 

Le traitement symptomatique reste essentiel dans la prise en charge urgente des 

infections, traitement de la douleur, prévention de l’insuffisance rénale [51]. La 

radiothérapie consiste à faire perdre aux cellules « dégénérées » leur capacité de 

division et d'empêcher ainsi que la tumeur continue de croître. A la différence de 

nombreuses tumeurs, dans le MM les cellules saines irradiées sont capables de 

réparer les dommages causés par l'irradiation de sorte que l'action des rayons 

s'exerce davantage sur la tumeur que sur les organes sains du voisinage. Dans le cas 

du MM, la radiothérapie est surtout utilisée dans le traitement des douleurs osseuses. 
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En outre, elle peut prévenir les fractures de la trame osseuse. Les fractures existantes 

peuvent être stabilisées par radiographie. Les effets secondaires aigus comme les 

inflammations sont rares. Selon la région irradiée d'autres effets secondaires peuvent 

se produire ; ils doivent être discutés individuellement avec le radiooncologue 

responsable [51, 52]. 

 

G. Critères de réponse et progression 

Les critères de réponse et progression ont été définis par l’International Myeloma 

Working Group et ont fait l’objet d’une mise à jour récente [29, 53]. Le groupe de 

travail de l’HAS 2010 a réalisé la traduction (tableau IV). 

 

H. Traitement des myélomes en rechute 

Il existe différentes options de traitement du MM en rechute et la décision est prise au 

cas par cas. Chaque dossier médical est étudié attentivement lors de réunions 

multidisciplinaires. 

•••• Abstention thérapeutique avec surveillance, dans les formes lentement 

évolutives (smoldering relapse des auteurs anglo-saxons). 

•••• Chimiothérapie intensive, melphalan à haute dose suivie d’autogreffe de 

CSP. 

•••• Bortezomib seul ou associé à la dexaméthasone ou une chimiothérapie 

(melphalan-prédnisone-bortezomib, anthracycline-bortezomib). Le bortezomib en 

monothérapie a une autorisation européenne dans l’indication MM en rechute, y 

compris pour la première rechute [54, 55] 
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Tableau IV :  Critères de réponse et de progression du myélome se lon Kyle 

et al, 2009 (version française). 
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Suite du tableau V. 

 

. 

•••• Lenalidomide associé à la dexaméthasone. Cette association a une 

autorisation européenne dans l’indication MM en rechute, y compris pour la 

première rechute [56, 57]. 

•••• Thalidomide seul ou associé à la dexaméthasone ou à une 

chimiothérapie [58, 59]. 

Il n’y a pas actuellement de traitement standard pour une rechute ou une  progression 

de MM. Dans les études phase III randomisées avec bortezomib et lenalidomide, le 

bras contrôle reste la dexaméthasone seule, mais ce traitement n’est pas considéré, 

en Europe, comme un standard. 

La décision thérapeutique dépend de plusieurs paramètres : 

- Age du malade (+/- 65 ans). 
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- Traitements antérieurement reçus. 

- Durée de la première rémission (traitement antérieur reconduit si la rechute 

survient après 1 ou 2 ans et abandonné si la rechute survient en moins d’un 

an). 

- Circonstances de la rechute (sous traitement ou après arrêt du traitement). 

- Disponibilité de cellules souches hématopoïétiques. 

- Etat général, co-morbidités. 

Les traitements adjuvants et symptomatiques restent essentiels. Le dosage de la 25-

hydroxyvitamine D (D2 + D3) est réalisé afin de rechercher une insuffisance/carence 

vitaminique D justifiant un traitement spécifique (le MM et ses traitements étant un 

facteur de risque de fragilisation osseuse). Une supplémentation vitamino-calcique 

éventuelle doit être étroitement surveillée en raison du risque d’hypercalcémie. Un 

traitement antithrombotique prophylactique doit être instauré en cas de risque lié au 

patient et/ou à la nature des traitements (dose élevée de dexaméthasone, ou de 

chimiothérapie). Et plus particulièrement, lors le l’utilisation d’un médicament de la 

famille des IMiD®, le risque de survenue d’événements thromboemboliques artériels et 

veineux est accru. 

• Place de l’autogreffe en rechute : 

o Pour les patients de plus de 65 ans : l’autogreffe n’est pas 

recommandée. 

o Pour les patients de moins de 65 ans : l’autogreffe en première rechute 

peut être envisagée dans les conditions suivantes : 

� Patients qui, bien que ne présentant pas de contre-

indication à l’autogreffe, n’en ont pas bénéficié en première ligne. Dans ce cas, la 

survie est la même que chez les malades ayant reçu une autogreffe en première 

intention. 

� Rechute plus d’un an après une première autogreffe. 
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� L’autogreffe ne doit être réalisée que si le nombre de 

cellules souches hématopoïétiques CD34+ est supérieur à 2 x 106 / kg. 

•••• Place de l’allogreffe en rechute : 

L’allogreffe peut être proposée si le patient a un donneur HLA identique (familial ou 

donneur de fichier). Les techniques de conditionnement atténué doivent être préférées 

au conditionnement myéloablatif qui entraine une lourde mortalité chez les malades en 

rechute (50 à 65 ans) après un traitement intensif (autogreffe). L’allogreffe à 

conditionnement atténué peut être proposée jusqu’à 65 ans, et uniquement si le 

traitement préalable a permis de réduire la masse tumorale. 

•••• Les traitements conventionnels en rechute : 

En première rechute, le bortezomib, le lenalidomide ou la thalidomide peuvent être 

utilisés, seuls ou en association  avec la dexaméthasone et/ou la chimiothérapie. Les 

associations thalidomide ou lenalidomide et dexaméthasone (ou plus complexes) 

induisent un risque de thrombose veineuse profonde et justifient un traitement anti-

thrombotique prophylactique. 

Le thalidomide, le bortezomib et le lenalidomide donnent environ 30% de réponses 

chez des patients lourdement prétraités et sont souvent utilisés à ce stade. Le choix 

dépend notamment des traitements antérieurs (efficacité, toxicité). Le bortezomib 

présente moins de toxicité rénale que les médicaments de la famille des IMiD® 

(thalidomide). D’autres associations avec les corticoïdes, les anthracyclines, les 

alkylants sont possibles. En Aquitaine, il n’y a pas de protocole standard. Chaque 

dossier est discuté en RCP pour adapter au mieux le traitement. Il faut privilégier 

l’inclusion dans les protocoles (www .e-cancer.fr, onglet Les essais cliniques / Registre 

des essais cliniques). Pour les patients hors protocoles, différentes associations sont 

possibles, selon les associations reçues en première ligne de traitement et le délai de 

survenue de la rechute :Reprise de la chimiothérapie initiale, ou dexaméthasone 

associée à Thalidomide® ou Velcade® ou Révlimid® ou bien autres médicaments 

développés dans le MM comme la Bendamustine (AMM) [30]. 
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II.Propriétés pharmacologiques, pharmacocinétiques et pharmacie 

clinique du bortézomib 

A. Propriétés physico-chimiques 

Le bortezomib (BTZ), [N-(2,3-pyrazine)carbonyle-L-phénylalanine-L-leucine acide 

borique] (figure 5), est un acide boronique dipeptidique de petit poids moléculaire 

(384.243 Da) [10]. Il a été développé par le laboratoire Millenium Pharmaceuticals 

sous le code PS-341 et testé dans les hémopathies malignes et les tumeurs solides 

[60]. Le bortezomib a eu l’AMM en France en 2005 sous le nom due spécialité 

Velcade®. La solubilité du monomère du bortezomib est de 3,3 à 3,8 mg/ml pour un 

intervalle de pH allant de 2 à 6,5 . Il est caractérisé par deux fonctions NH peu 

basiques et contient une fonction B-OH au pouvoir chélateur. 

 

 

Figure n°5 :  Structure chimique du Bortezomib [61]. 

 

Le BTZ se présente sous forme de poudre lyophilisée sous forme d’ester boronique de 

mannitol. En l’absence de conservateurs, la manipulation du BTZ  doit être réalisée 

selon une technique d’asepsie stricte. Une fois reconstitué, l’ester de mannitol est en 

équilibre avec son produit d’hydrolyse, l’acide boronique monomérique. Après 

reconstitution avec 3,5 ml de chlorure de sodium injectable 0,9% (dissolution complète 

en moins de 2 minutes), chaque flacon de BTZ 3,5 mg permet d’obtenir une solution 
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d’une concentration de 1 mg/ml. La solution reconstituée est claire et incolore, avec un 

pH final de 4 à 7. Elle doit être inspectée visuellement avant l’administration, pour 

vérifier l’absence de particules et un changement de couleur. En cas de changement 

de couleur ou si des particules sont observées, le produit reconstitué doit être rejeté 

[62]. 

 

B.  Propriétés pharmacodynamiques 

Le BTZ est un inhibiteur réversible et sélectif du protéasome 26S [2]. Il est puissant 

puisque sa constante d’inhibition est très faible (Ki ~ 0.62 nM) [63]. A des 

concentrations de 10 µM, le BTZ n’exerce aucune inhibition sur une large variété de 

récepteurs et de protéases sélectionnés, et il est plus de 1500 fois plus sélectif pour le  

protéasome que pour l’enzyme présentant l’affinité la plus proche. Cette inhibition 

requière la formation de liaison « dative » entre le N-terminal de la thréonine du site 

« chymotripsique » et l’atome du bore [64]. La cinétique de l’inhibition du protéasome 

a été évaluée in vitro, et il a été montré que le bortezomib se dissociait du protéasome 

avec une demi-vie de 20 minutes, démontrant ainsi que l’inhibition du protéasome par 

le BTZ est réversible [65]. 

Le protéasome 26S est une enzyme qui a pour rôle de dégrader les protéines qui ont 

été conjuguées à l’ubiquitine. Ces protéines sont essentielles au niveau, entre autres, 

du maintien de l’intégrité cellulaire, de la croissance tumorale, du chimiotactisme, de 

l’angiogenèse et de l’apoptose. Or, en inhibant le protéasome 26S, le BTZ prévient la 

dégradation de ces protéines, ce qui entraine une diminution de la croissance 

tumorale et l’apoptose de la cellule cancéreuse [2, 66, 67]. 

Les données d’études in vitro, ex vivo et sur modèles animaux avec le BTZ suggèrent 

une augmentation de la différentiation et de l’activité ostéoblastique et une inhibition 

de la fonction ostéoclastique. Ces effets ont été observés chez des patients atteints de 

myélome multiple avec ostéolyse avancée et traités par le BTZ [65]. 
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C. Propriétés pharmacocinétiques 

1. Propriétés pharmacocinétiques générales 

Après administration en bolus intraveineux d’une dose de 1,0 mg/m² et 1,3 mg/m² à 11 

patients ayant un MM et une clairance rénale supérieure à 50 ml/min, les pics 

plasmatiques moyens après la première injection de BTZ étaient compris entre 57 et 

112 ng/ml respectivement. Après les injections suivantes, les pics plasmatiques 

moyens observés variaient de 67 à 106 ng/ml à la dose de 1,0 mg/m² et de 89 à 120 

ng/ml à la dose de 1,3 mg/m² [68]. 

Il est important de préciser que la pharmacocinétique du BTZ n’a pas été entièrement 

élucidée. Plus de 90% du BTZ sont éliminés du compartiment plasmatique dans les 15 

minutes suivant son administration intraveineuse [67]. Il se distribue de façon 

importante avec un volume de distribution de plus de 500 litres [67, 69]. Le volume de 

distribution moyen (Vd) du BTZ varie de 1659 L à 3294 L après injection unique ou 

injections répétées de 1,0 mg/m² ou 1,3 mg/m² chez les patients ayant un MM [68]. Il 

est métabolisé principalement par déboronation oxydative au niveau des cytochromes 

P450(CYP) 3A4 et 2C19 et plus faiblement au niveau des CYP2D6, 2C9 et 1A2 [2]. 

Des études in vitro sur microsomes hépatiques humains et sur des iso-enzymes du 

cytochrome P450 issus de l’ADNc humain indiquent que le BTZ est métabolisé en 

premier lieu par les voies oxydatives via les enzymes du cytochrome P450, 3A4, 2C19 

et 1A2 [68]. Les métabolites ainsi formés sont ensuite hydroxylés [2, 67]. Ces derniers  

sont inactifs en tant qu’inhibiteurs du protéasome [70]. La demi-vie (T1/2) d’élimination 

moyenne du BTZ varie entre 9 et 15 heures [2]. La T1/2 biologique est d’environ 24 

heures [54], ce qui entraine une durée d’action de 72 heures au niveau de l’inhibition 

du protéasome [67]. La demi-vie d’élimination moyenne du BTZ après administration 

multiples variait de 40 à 193 heures. Le BTZ est éliminé plus rapidement après la 

première injection par rapport aux injections suivantes [68]. 

2. Populations particulières 

•••• Insuffisants rénaux : 

Il ne semble pas y avoir une relation entre l’inhibition du protéasome et la fonction 

rénale. Une étude pharmacocinétique menée chez les patients présentant divers 
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degrés d’insuffisance rénale classés en fonction de leurs valeurs de clairance de la 

créatinine et ayant reçus par voie intraveineuse des doses de 0,7 à 1,3 mg/m² de 

Velcade deux fois par semaine montre que l’exposition au BTZ (dose normalisée ASC 

et Cmax) est comparable entre tous les groupes [67]. 

•••• Insuffisants hépatiques : 

L’effet d’une insuffisance hépatique sur la pharmacocinétique du BTZ a été évalué au 

cours d’une étude de phase I pendant le premier cycle de traitement, incluant 61 

patients atteints de tumeurs solides primaires et présentant des degrés d’insuffisance 

hépatique, traités par des doses de BTZ allant de 0,5 à 1,3 mg/m². En comparaison 

avec les patients présentant une fonction hépatique normale, une insuffisance légère 

n’a pas entrainé d’altération de l’ASC du BTZ normalisée en fonction de la dose. 

Cependant, les valeurs moyennes de l’ASC normalisée en fonction de la dose ont été 

augmentées d’environ 60% chez les patients présentant une insuffisance hépatique 

modérée ou sévère. Une dose initiale plus faible est donc recommandée chez les 

patients souffrant d’insuffisance hépatique modérée ou sévère, et ceux-ci doivent être 

étroitement surveillés [68]. 

•••• Grossesse et allaitement : 

Le potentiel tératogène du BTZ n’a pas été complètement étudié. Il n’existe pas de 

données cliniques sur l’utilisation pendant la grossesse. Les hommes et femmes en 

période d’activité génitale doivent avoir une contraception efficace durant le traitement 

et pendant les 3 mois qui suivent le traitement par BTZ. Si le BTZ est utilisé au cours 

de la grossesse ou si la patiente tombe enceinte au cours d’un traitement par ce 

médicament, il est nécessaire que celle-ci soit informée des risques potentiels pour le 

fœtus. 

Il n’a pas été établi si le BTZ est excrété dans  le lait humain. Compte tenu du risque 

d’effets indésirables graves chez les nourrissons allaités, l’allaitement doit être 

interrompu au cours du traitement [65]. 

3. Variabilité interindividuelles 

Les CYP constituent une « superfamille » d’enzymes impliquées dans le métabolisme 

et l’élimination des médicaments. Cette « superfamille » est divisée en familles et sous 
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familles en fonction de leurs séquences en acides aminés. Elles peuvent être 

localisées dans le foie ou au niveau d’autres organes tels que l’intestin. D’un point de 

vue identification, CYP3A4 signifie qu’il s’agit d’une enzyme qui appartient à la famille 

3 et à la sous-famille A et qui est codée par le gène 4. La plupart des médicaments 

sont métabolisés par seulement 5 isoenzymes : 3A4, 1A2, 2C9, 2C19 et 2D6 [71]. Le 

CYP3A4 est localisé dans le foie et l’intestin. Les CYP3A4 et 1A2 ne seraient pas 

caractérisés par un polymorphisme génétique. Le CYP3A4 est inductible et son 

activité varie de 1 à 30 fois dans le foie et de 1 à 11 fois dans l’intestin, suivant les 

individus. De nombreux médicaments sont des inducteurs ou des inhibiteurs du 

CYP3A4. Le CYP1A2 est inductible par la fumée de cigarettes [71]. 

En revanche, les enzymes de la sous-famille CYP2C sont caractérisées par un 

polymorphisme génétique. Dans le cas des CYP2C9 et 2C19, ce polymorphisme a 

des conséquences cliniques : risque de toxicité et baisse d’efficacité pour certains 

médicaments [72].  Les études de population montrent que les individus peuvent être 

classés en « métaboliseurs lents » et « métaboliseurs normaux ». Les métaboliseurs 

lents représentent seulement 3 à 5% des caucasiens et près de 12 à 23% dans les 

populations asiatiques [72, 73]. Les différents génotypes du CYP2C19 sont classés en 

3 groupes : métaboliseurs normaux homozygotes, métaboliseurs normaux 

hétérozygotes et métaboliseurs lents [74]. 

Le CYP2D6 est localisé dans le foie. Il n’est pas inductible. Il est également 

caractérisé par un polymorphisme génétique. La prévalence  des métaboliseurs 

rapides est 1% dans la population germanique, 7% dans l’hispanique et 2-5% dans la 

population noire. De nombreux médicaments sont inhibiteurs du CYP2D6 [71]. Les 

médicaments substrats des CYP3A4, 2D6, 2C9 et 2C19 sont susceptibles d’être 

impliqués dans des interactions médicamenteuses. 

4. Interactions médicamenteuses 

Nous savons que le CYP3A4, le P450 est le plus abondant dans le foie humain et il 

est prédominant dans le métabolisme hépatique du BTZ. Il est judicieux d’engager des 

études cliniques afin d’évaluer les interactions potentielles qui peuvent se produire lors 

de co-administrations avec d’autres médicaments, dont plusieurs peuvent être des 

inhibiteurs du CYP3A4 [75]. La co-administration  du BTZ avec des inhibiteurs 
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puissants du CYP450 comme le kétoconazole doit susciter une attention particulière à 

la dose prescrite du BTZ [75]. Cependant, la clairance du BTZ chez l’homme pour une 

dose de 1.0 mg/m² est approximativement 0.4 L/h/kg, ce qui représente le tiers du flux 

sanguin hépatique ; en plus, les interactions impliquant le CYP3A4 ne devraient pas 

être observées chez les patients. Des essais cliniques étudiant la co-administration du 

kétoconazole et du bortezomib ont été entrepris [76, 77]. Une étude d’interaction 

basée sur les données de 12 patients évaluant l’effet du kétoconazole, un puissant 

inhibiteur du CYP3A4, a montré une augmentation moyenne de l’AUC du BTZ de 35% 

(IC90% [1,032 à 1,772]). Par conséquent, les patients qui reçoivent du BTZ en 

association avec des inhibiteurs puissants du CYP3A4 (ex : kétoconazole, ritonavir) 

doivent être étroitement surveillés [65]. 

Les polymorphismes concernant la famille CYP2C, notamment le CYP2C19, sont 

connus et la population des métaboliseurs lents avec une capacité « S-mephenytoin 

4’-hydroxylation » diminuée a été identifié [78]. Le CYP2C19 est absent 

approximativement dans 15 à 30% de la population asiatique, ce qui nécessite des 

précautions lors d’administration du BTZ chez les patients asiatiques [75, 79]. Le fait 

que cinq isoformes du CYP450 majeures participent au métabolisme hépatique du 

BTZ doit attirer notre attention vis-à-vis du risque d’interactions médicamenteuses lors 

de l’administration de modulateurs ou de substrats du CYP3A4 ou bien de la présence 

de polymorphismes des isoformes [75].  

En l’absence de données d’études d’interaction recherchant l’effet des inducteurs du 

CYP3A4 sur la pharmacocinétique du BTZ, les patients qui reçoivent du BTZ en 

association avec des inducteurs puissants du CYP3A4 (ex : rifampicine) doivent être 

étroitement surveillés [65]. 

Une étude d’interaction évaluant l’effet de melphalan-prédnisone sur le bortézomib a 

montré une augmentation de 17% de son AUC, à partir des données de 21 patients. 

Ceci n’est pas considéré comme cliniquement pertinent [65]. 

Au cours des essais cliniques, des hypoglycémies et hyperglycémies ont été 

respectivement peu fréquemment et fréquemment rapportées chez des patients 

diabétiques recevant des hypoglycémiants oraux. Les patients sous antidiabétiques 
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oraux recevant le BTZ peuvent nécessiter une surveillance étroite de leur glycémie, et 

une adaptation de la dose de leurs antidiabétiques [65]. 

Il n’y a pas de données sur l’interaction entre le BTZ et les antirétroviraux mais des 

précautions sont recommandées. Les inhibiteurs non nucléosidique de la transcriptase 

inverse (Inducteurs du CYP) diminuent la concentration du BTZ, tandis que les 

inhibiteurs de protéase (inhibiteurs du CYP) l’augmente [80]. La découverte d’un 

myélome multiple chez un patient infecté par le VIH est un phénomène assez rare. 

L’association de ces deux pathologies complique la prise en charge, mais le traitement 

antirétroviral semble influencer l’évolution de la tumeur plasmocytaire. Chez un patient 

infecté par le VIH depuis 1997, il a été découvert un myélome multiple en 1998. Son 

infection à VIH est contrôlée sur le plan immunovirologique. Néanmoins, les infections 

opportunistes, les effets indésirables des médicaments et les interactions 

médicamenteuses compliquent l’évolution et nécessitent plusieurs modifications de 

traitement. Malgré ces événements et l’absence de traitement spécifique depuis 2002, 

le myélome est stabilisé au niveau clinique, radiologique et électrophorétique. Ce cas 

illustre la difficulté de prise en charge de deux pathologies immunosuppressives. Cet 

exemple rappelle également la difficulté de l’utilisation des traitements antirétroviraux. 

Il est difficile de trouver un compromis satisfaisant entre l’efficacité clinique et le 

maintien de la qualité de vie du patient. L’évolution favorable du myélome, malgré 

l’absence prolongée de traitement spécifique, soulève aussi quelques interrogations : 

certains antirétroviraux pourraient avoir d’autres cibles que les enzymes virales et 

posséder une activité antitumorale significative [81].  

Le BTZ est un inhibiteur faible des CYP1A2, 2C9, 2D6, 3A4 et 2C19 [2]. A ce jour, 

aucune étude publiée sur les interactions avec le BTZ. Par contre, la prudence est de 

mise lorsque le BTZ est administré en concomitance avec d’autres médicaments qui 

induisent ou inhibent ces mêmes isoenzymes (par ex., érythromycine, kétoconazole, 

corticostéroïdes, phénytoîne, etc.) [2, 82]. 

Une surveillance du ratio normalisé international doit être envisagée lors d’un 

traitement associant un anticoagulant oral (Fluindione) et le BTZ. Il est nécessaire 

d’informer les médecins, les pharmaciens et les patients de cette interaction 

potentielle afin d’en assurer une gestion optimale [83]. 
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D. Effets indésirables et surdosage 

Le tableau V décrit les effets indésirables les plus souvent rapportés chez les sujets 

ayant reçu le BTZ à une dose de 1,3 mg/m² dans l’étude APEX [84]. Il présente 

également les effets indésirables rapportés par les sujets traités par la 

dexaméthasone. 

Les effets indésirables très fréquents d’après le CNIL 2010 sont les suivants : 

• Infections : zona (y compris diffus) 

• Affections hématologiques et du système lymphatique : 

thrombocytopénie, neutropénie et anémie. 

• Troubles du métabolisme et de la nutrition : diminution de l’appétit. 

• Affections du système nerveux : neuropathies périphériques, 

neuropathies sensitives périphériques, paresthésies, céphalées. 

• Affections respiratoires : dyspnées. 

• Affections gastro-intestinales : vomissements, diarrhées, nausées, 

constipation. 

• Affections de la peau : éruption cutanée. 

• Affections musculo-squelettiques : myalgie. 

• Troubles généraux : fatigue, pyrexie [65]. 

Chez les patients, des surdosages à des doses deux fois supérieures à la dose 

recommandée ont été associés à une survenue brutale d’hypotension symptomatique 

et à des thrombopénies d’évolution fatales. Il n’y a pas d’antidote spécifique connu en 

cas de surdosage par BTZ. Dans l’éventualité d’un surdosage, les signes vitaux du 

patient doivent être surveillés et des traitements de soutien doivent être administrés 

afin de maintenir la pression artérielle (solutés de remplissage, agents inotropes et 

vasopresseurs) et la température corporelle [68]. 

 



 

 

42

Tableau V :  Effets indésirables les plus fréquents rapportés pa r les sujets de 

l’étude APEX par le bortezomib dexaméthasone [87]. 

 

 

E. Posologies et modalités d’administration 

•••• Posologies en monothérapie :   

La posologie initiale recommandée de BTZ est de  1,3 mg/m², 2 fois par semaine 

pendant 2 semaines (jours 1, 4, 8 et 11), suivi d’un intervalle libre de 10 jours sans 

traitement (jours 12 – 21), période de 3 semaines considérée comme un cycle de 

traitement. Au moins 72 heures doivent s’écouler entre deux doses consécutives de 

BTZ après deux doses consécutives de BTZ [85].  

Les patients en réponse complète confirmée doivent recevoir 2 cycles 

supplémentaires de BTZ après confirmation de la réponse. Il est également 

recommandé pour les patients répondeurs mais n’obtenant pas une rémission 

complète un total de 8 cycles de traitement. Les données sur la réadministration de 

BTZ restent limitées. 



 

 

43

Une étude pharmacocinétique et pharmacodynamique a comparé les doses de BTZ à 

1.0 mg/m² et 1.3 mg/m² chez 21 patients chacune. Elle a montré qu’à la suite 

d’administrations répétées du BTZ, la diminution de la clairance plasmatique était 

associée à l’augmentation de l’exposition systémique. Le BTZ est actif et bien toléré 

aux deux doses avec un retour d’activité du protéasome à l’état initial entre les 

administrations successives [86]. 

•••• Posologies en association : 

Le Velcade® est administré en association au Melphalan par voie orale et à la 

prédnisone par voie orale sur neuf cycles thérapeutiques de 6 semaines. Au cours des 

cycles 1 à 4, le Velcade est administré deux fois par semaine (aux jours 1, 4, 8, 11, 

22, 25, 29 et 32). Au cours des cycles 5 à 9, le Velcade® est administré deux fois par 

semaine (aux jours 1, 8, 22 et 29). Melphalan et prédnisone doivent être administrés 

par voie orale les jours 1, 2, 3 et 4 de la première semaine de chaque cycle [62]. 

•••• Ajustement de la posologie : 

Le traitement par Velcade® doit être interrompu en cas d’apparition d’une toxicité non 

hématologique de grade 3 ou d’une toxicité hématologique de grade 4, à l’exception 

des neuropathies (Tableau VI) [62]. 

o Après disparition des symptômes liés à la toxicité, le traitement 

par Velcade® peut être réintroduit à une dose réduite de 25% (1,3 mg/m² réduit à 1,0 

mg/m² ; 1,0 mg/m² réduit à 0,7 mg/m²). 

o En cas de persistance ou de récidive de la toxicité à la dose 

inférieure, l’arrêt de Velcade® doit être envisagé, sauf si les bénéfices du traitement 

l’emportent nettement sur les risques. 

o Les patients présentant une neuropathie sévère préexistante 

peuvent être traités par Velcade® uniquement après une évaluation soigneuse du 

rapport risque/bénéfice. 
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Tableau VI :  Ajustements posologiques recommandés du bortézomib en 

fonction de la toxicité [87]. 

 

 

En 2011, le réseau régional de cancérologie «ONCOMIP» résume les ajustements 

posologiques du BTZ dans le tableau VII [88]. 
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Tableau VII :  Ajustements posologiques recommandés du bortézomib 

selon l’ONCOMIP [88]. 

 

 

•••• Administration : 

La solution de Velcade® reconstituée est administrée par injection intraveineuse en  

bolus de 3 à 5 secondes dans un cathéter intraveineux périphérique ou central, suivie 

par un rinçage avec une solution de chlorure de sodium injectable à 0,9%. 

Une nouvelle modalité d’administration a été présentée lors du 52ème congrès annuel 

de la société américaine d’hématologie (ASH). Les résultats d’une étude de phase III 

randomisée, multicentrique, internationale et incluant 222 patients de 53 centres dans 

10 pays différents ont reçu le Velcade®, soit par voie sous-cutanée (SC), soit par voie 

intraveineuse (IV). Ils ont démontré l’efficacité, l’innocuité et l’impact sur la qualité de 

vie du patient recevant le Velcade® par voie SC. La voie d’administration sous-

cutanée devrait obtenir l’AMM en France très prochainement.  

La solution reconstituée de Velcade® doit être utilisée immédiatement. Toutefois, des 

études ont montré que la solution de Velcade®  reconstituée était physiquement et 

chimiquement stable à 25°C dans le flacon d’origine  et/ou la seringue d’administration 

pour une durée maximale de 8 heures après reconstitution (Fiche de Bon Usage). Une 

étude a démontré la stabilité de la solution du bortezomib reconstitué dans son flacon 

et en seringue stockée dans réfrigérateur pendant 5 jours à 4°C et même 15 jours 

dans son flacon initial [89, 90]. 
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III.Revue bibliographique des méthodes utilisées da ns le dosage du 

bortezomib au niveau plasmatique 

Les différentes méthodes de dosage plasmatiques du bortezomib décrites dans la 

littérature sont résumées dans le tableau (VIII) [70, 75, 91-93]. Il est important de 

souligner qu’aucune de ces méthodes n’est validée selon les normes FDA [5]. 

Ces différentes méthodes présentent des points communs : traitement de l’échantillon 

plasmatique par précipitation liquide, mode de détection ESI positif et enfin méthode 

de quantification basée sur une seule transition d’ions. Notre méthode utilise le mode 

ESI positif. Cependant, les échantillons plasmatiques sont traîtés par extraction solide-

liquide qui constitue un mode d’extraction plus spécifique et donc plus productif.  

les phases mobiles utilisées sont principalement l’eau 0.1% Acide formique et 

l’acétonitrile (ACN) 0.1% Acide formique sauf pour Labutti et al., qui utilisent un 

tampon formiate d’ammonium 10 mM et du méthanol [92, 93].  

Nous avons utilisé deux transitions  une transition pour l’identification et une transition 

pour la quantification. Il s’agit du mode « Multiple Reaction Monitoring » (MRM), le 

mode le plus adapté à la quantification et le plus spécifique. Nous avons cherché 

également à raccourcir le temps d’analyse (T = 12 min) par rapport aux méthodes 

existantes (T = 95, 90, 20 min) [70, 92, 93]. 

Les concentrations plasmatiques rencontrées chez les patients traités par le 

bortezomib ont été ciblées pour le développement et la validation de la méthode. Les 

concentrations maximales relevées dans les études pharmacocinétiques pour une 

dose de bortezomib (1.300 mg/m²) sont compris entre 41.0 et 241.9 ng/ml [4, 86]. 

Nous avons ainsi construit une gamme d’étalonnage allant de 0 à 300 ng/ml. Notre 

gamme est plus adaptée que celle choisie par Papandreou et al., s’arrêtant à 100 

ng/ml.  

L’étalonnage est une étape incontournable dans la bioanalyse permettant de réduire le 

risque relatif aux différentes étapes de traitement de l’échantillon biologique. 

L’étalonnage interne est le mode le plus juste. Nous avons choisi ce mode 
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d’étalonnage nous apportant davantage d’exactitude et de justesse par rapport à 

d’autres méthodes établies sans l’étape de l’étalonnage [70, 92]. Nous avons choisi le 

carbutamide C11H17N3O3S (MM = 271.3388), comme étalon interne [75, 93, 94]. 
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Tableau VIII :  Caractéristiques des méthodes utilisées dans le dos age du 

Bortézomib en milieu plasmatique. 

 

Auteurs 

 

Papandrou et al. 

 

Uttamsingh et al. 

 

Pekol et al. 

 

Labutti et al. 

 

Hsieh et al. 

 

Technique 

 

LC-MS/MS 

 

LC-MS/MS 

 

LC-MS/MS 

 

LC-MS/MS 

 

LC-MS 

 

Colonne 

 

C18 (3.5 µm, 
2.0*10.0 mm) 

 

C18 (2.1*30.0 mm) 

 

C18 (3 µm, 
3.8*150.0 mm) 

 

C18 (5 µm , 2.0*100.0 mm) 

 

C18 (5 µm, 
2.0*150.0 mm) 

 

Phase 
mobile 

Gradient 

 

A= eau 0.1% Acide 
formique (Ac F) 

B=ACN/ 

eau (90/10) 0.1% 
Ac F 

 

A= Eau 0.1% Acide 
formique 

B= ACN 0.1% AcF 

Gradient : 90% A à 
100%B 

 

A= Eau 0.1% 
Acide formique 

B= ACN /eau 
(90/10) 0.1%  

Ac F 

Gradient : 100% 
A à 100%B 

 

A= tampon Ammonium 
formiate 10 mM 

B= Méthanol 

Gradient : 85% A à 80%B 

 

A= eau 0.1% 
Acide formique 

B= ACN /eau 
(90/10) 0.1%  

Ac F 

 

Débit 

 

500 µl/min 

 

400 µl/min 

 

350 µl/min 

 

400 µl/min 

 

250 µl/min 

 

LOQ 

 

0.5 ng/ml 

 

ND 

 

ND 

 

ND 

 

ND 

 

Gamme 

 

0.5, 1.0, 3.0, 10.0, 
30.0, 100.0 ng/ml 

 

1, 2, 5, 10, 20, 40 
and 50 µM 

 

ND 

 

ND 

 

ND 

 

Temps 
d’analyse 

 

ND (2.5 min 
gradient) 

 

ND 

 

95 min 

 

ND (20 min gradient) 

 

90 min 

 

Etalon interne  

 

Bortézomib C13 

 

carbutamide 

 

Non utilisé 

 

Non utilisé 

Terbutaline, 
kétoprofene, 
quinidine, 
doxorubicine 
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IV.Objectif de l’étude  

Le MM représente 10 à 12% des hémopathies malignes. Son  incidence dans la 

population est en augmentation. Le bortezomib occupe une place importante dans le 

traitement du MM. Ce médicament fait partie des thérapies ciblées et innovantes qui 

nécessite un suivi adapté notamment au niveau de son excrétion rénale, mais 

également au niveau des interactions médicamenteuses ainsi que son profile de 

tolérance [86].  

Pour cela il est nécessaire d’avoir à disposition une méthode de dosage validée selon 

les normes FDA et optimisée par rapport que celles décrites dans la littérature. 
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Chapitre 2 : Partie expérimentale :  

Mise au point et validation d’une méthode de dosage  au 

niveau plasmatique du bortezomib par LC-MS/MS 
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I.Matériels et méthodes 

A. Chromatographie liquide haute performance (CLHP)  

1. Principe 

La CLHP permet de séparer les composants d’un mélange complexe d’après leurs 

caractéristiques physico-chimiques et d’obtenir des seuils de sensibilités faibles. La 

séparation par chromatographie de partage en phase inverse. Dans ce cas, plus le 

solvant est polaire, moins il entraine les substances organiques peu polaires : ces 

dernières sont davantage retenues par la phase stationnaire faiblement polaire. 

L’élution des analytes peut se faire en mode isocratique ou en gradient d’élution. Le 

gradient d’élution se fait le plus souvent en mode binaire. Un solvant aqueux (eau ou 

tampon) est mélangé à un solvant organique (acétonitrile ou méthanol) de telle sorte 

que le pourcentage de la phase organique augmente avec le temps. 

2. Composants de la chaine chromatographique 

• Phase mobile  

Cette phase est souvent composée de plusieurs solvants (acétonitrile, eau) et de sels 

(tampons). Plusieurs phases mobiles ont été testées notamment l’eau 0,1% acide 

formique (phase A1) / acétonitrile 0,1% Acide formique (phase B1) et le tampon 

formiate d’ammonium (Sigma Aldrich, France) 10 mM à 3 pH différents (pH = 4, 6, 8) 

(phase A2, A3, A4) / acétonitrile (phase B2). Plusieurs gradients ont été essayés afin 

de déterminer le gradient optimal pour chaque colonne. 

• Pompe  

Une ou plusieurs pompes sont utilisées pour la circulation de la phase dite 

« mobile ».La pompe doit amener la phase mobile avec une grande précision de débit, 

condition essentielle à une bonne reproductibilité des temps de rétention. Le modèle 

utilisé est une pompe quaternaire permettant un mélange précis à basse pression. Un 

système de dégazage en ligne permet d’éliminer d’éventuelles bulles.  

• Injecteur  
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L’injection se fait avec de faibles volumes d’échantillon (généralement 5 à 40 µl) pour 

éviter sa dispersion dans le système chromatographique et un étalement sur le 

chromatogramme. Un modèle à boucle permettant de garantir des injections faibles (5 

µl) et une excellente reproductibilité (en mode « full loop ») est à disposition. 

• Colonne  

Après l’injecteur est placée une colonne chromatographique qu’on appelle phase 

« stationnaire » et qui permet la séparation. Ces phases sont formées par silanisation 

des groupements hydroxyle de la silice. Les colonnes devant recevoir la phase 

stationnaire sont généralement en acier inoxydable. Plusieurs phases stationnaires 

composées de chaines carbonées  de 18 et 8 atomes de carbonées (C18 et C8) ont 

été testées. Les dimensions sont variables. Une longueur élevée permet d’améliorer la 

séparation, mais au détriment du temps d’analyse et de la souplesse d’utilisation. 

Actuellement, les nouvelles  technologies permettent d’obtenir de bonnes séparations 

sur des colonnes relativement courtes, de 100 voire 50 mm. Plusieurs colonnes dont 

les caractéristiques sont résumées dans le tableau IX ont été testées. Un four à 

colonne CROCO-CIl® (Cluzeau, France) a été utilisé. 

 

Tableau IX :  Colonnes utilisées.  

 

Colonne 

 

Atlantis 

 

Kinetex 

 

Luna 

 

Phase stationnaire 

 

C18, silice 

 

C18, silice poreuse 

 

C8, silice 

 

Dimensions 

(longueur x diamètre) 

 

30 mm x 2.1 mm 

 

100 mm x 2.1 mm 

 

50 mm x 1.0 mm 

 

Fournisseur 

 

Waters 

 

Phenomenex 

 

Phenomenex 

 

Débit 

 

300 µ/min 

 

300 µl/min 

 

60 µl/min 
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B.  Spectrométrie de masse (SM) 

1. Source électrospray ESI 

L’électrospray a été considéré longtemps considéré comme un mode d’ionisation 

dédié à l’analyse des protéines, mais rapidement son utilisation a été élargie non 

seulement à l’analyse d’autres polymères et biopolymères, mais également à l’analyse 

de petites molécules polaires. Il est surtout très vite apparu que l’électrospray est la 

méthode de choix pour réaliser un couplage avec la chromatographie liquide. 

a. Formation des gouttelettes 

L’électrospray est produit par application à pression atmosphérique d’un fort champ 

électrique sur un liquide traversant un tube capillaire avec un faible débit (couramment 

1 à 100 µl/min). Le champ électrique est obtenu par application d’une différence de 

potentiel (DP) de 3 à 6 kV entre ce capillaire et la contre-électrode, séparés de 0,3 à 2 

cm (figure 6). 

 

 

Figure n°6 :  Schéma général d’une source électrospray (Micromass ) [95]. 

 

La source d’ionisation par électronébulisation peut être considérée comme une cellule 

électrolytique. En effet, le champ électrique que subit le liquide impose un mouvement 

électrochimique des ions (figure 7). Par exemple, en mode positif, les cations vont 

vers la surface à l’inverse des anions qui migrent vers le capillaire métallique. 
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L’émission continue des gouttelettes fortement surchargées positivement qui forment 

le spray génère un excès de charges négatives qui est contrebalancé par une réaction 

d’oxydation à l’interface capillaire/liquide. 

 

 

Figure n°7 :  Représentation schématique du processus életrochimi que de  

l’électrospray pour la formation des ions positifs (figure modifiée d’après 

Kebarle 2000) [95]. 

 

Lorsqu’un potentiel, par exemple positif, est appliqué à la solution au niveau du 

capillaire, l’interface air/liquide se polarise et forme quasiment un cône. Lorsque 

l’équilibre entre les forces électrostatiques et la tension de surface du liquide est 

atteint, on parle alors de cône de Taylor (figure 8). 
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Figure n°8 :  Limite de stabilité du cône de Taylor au-delà de la quelle des 

gouttelettes primaires sont émises (figure modifiée  d’après Kebarle 2000) [95]. 

 

L’induction du processus d’électronébulisation nécessite l’application d’un champ 

électrique minimal : cette valeur critique de champ électrique engendre la 

déstabilisation du cône de Taylor et l’émission des gouttelettes chargées. Lorsque ces 

valeurs critiques sont atteintes, le cône de Taylor de déforme et génère des 

gouttelettes dites primaires possédant un excès de charges dépendant du mode de 

polarité. Ces gouttelettes contiennent les composants (analytes, électrolytes…) de la 

solution introduite dans le capillaire. 

b.  Générer des ions en phase gaz 

A ce stade de formation des gouttelettes primaires, les ions unimoléculaires qui nous 

intéressent sont encore fortement solvatés. Sous l’action d’un courant d’azote 

concomitant à la production des gouttelettes, de la température de la source ou d’un 

gaz séchant à contre courant, le solvant va s’évaporer et les gouttes vont rétrécir 

jusqu’à ce que la tension de surface du liquide ne supporte plus les répulsions 

coulombiennes induites par les charges réparties à la surface. Ce point de rupture est 

appelé limite de Rayleigh. Cette limite de stabilité de la goutte correspond à son rayon 

minimum en fonction de l’excès de charges qu’elle contient. A la limite de Rayleigh, la 

goutte devient instable et explose en gouttelettes de taille plus petite et de densité de 

charge moins élevée. Ce procédé se poursuit en cascade jusqu’à libération des ions 

unimoléculaires en phase gazeuse. Après de multiples cycles d’évaporation-fission 

coulombienne de la goutte primaire, les ions sont générés en phase gazeuse et 

guidés par le champ électrique jusqu’à la contre-électrode. Deux modèles théoriques 
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présentés dans la figure 9  permettent d’expliquer le passage des ions solvatés vers la 

phase gazeuse : 

- Modèle d’Iribarne et Thomson (Iribarne et Thomson, 1976) 

Appelé modèle de l’évaporation ionique (Ion Evaporation Model ou IEM), lorsque le 

rayon des gouttelettes filles atteint un certain rayon inférieur à la limite de Rayleigh (< 

10 nm par exemple), le champ électrique est suffisamment important pour que des 

ions solvatés soient émis dans la phase gazeuse (figure 9a). 

Un consensus semble atteint pour considérer que l’ionisation des molécules de hautes 

masses s’effectue selon le modèle CRM alors que le mécanisme dominant pour les 

petites molécules est l’IEM [95].  

- Modèle de Dole 

Appelé modèle de la charge résiduelle (« Charge Residue Model » ou CRM), plusieurs 

fissions successives aboutissent à des gouttelettes très petites (de rayon 1 nm 

environ) contenant une ou plusieurs charges élémentaires mais une seule molécule 

d’analyte. Après évaporation du solvant, les charges se localisent sur les sites 

permettant de générer l’ion le plus stable en phase gazeuse (figure 9b). 

 

 

Figure n°9 : Schéma récapitulatif des deux modèles pour l’obtention d’ions en 

phase gazeuse par ESI, (a) modèle d’Iribarne et Tho mson, (b) modèle de Dole 

[95]. 

 

a 

b 



 

 

57

2. Analyseur Q-TRAP  

a. Principe de la trappe ionique 

Paul et Steinwedel inventeurs de l’analyseur à quadripôle, ont décrit en 1960 un « ion 

trap » (Paul, 1960 ; Todd, 1991). Il a été modifié pour en faire un spectromètre de 

masse. Il est constitué d’une électrode circulaire en forme de diabolo, couverte de 

deux calottes sphériques, appelées « électrodes chapeau ». Conceptuellement, on 

peut voir la trappe ionique comme un quadripôle circulaire, dont la barre intérieure est 

réduite à un point fictif, la barre extérieure est devenue un cercle et les deux barres 

supérieure et inférieure une calotte. La superposition de tensions continues et 

alternatives permet d’obtenir une sorte de « quadripôle à trois dimensions » dans 

lequel les ions sont piégés ou « trappés ». 

Des chercheurs de la société FINNIGAN ont breveté en 1983 une variante de cette 

technique qui a connu un important développement commercial. Depuis, les 

performances de ces appareils ont été fortement accrues, de manière à permettre une 

gamme de masses plus large et des expériences de type MS/MS. Cette technique 

consiste à produire les ions directement dans la trappe par impact électronique. Les 

ions sont produits par un flux d’électrons de courte durée et piégés dans la trappe au 

moyen de radiofréquences uniquement. Une tension est appliquée à l’électrode 

circulaire et les calottes sont mises à terre. Puis, par un balayage du potentiel VRF 

(amplitude de la radiofréquence), les ions sont expulsés de la trappe d’après leur 

masse croissante. Les ions se repoussent mutuellement et de ce fait ont tendance à 

accroître le volume qu’ils occupent par un accroissement du rayon de la trajectoire. Ce 

fait impose de garder dans l’analyseur une pression de gaz inerte, de manière à 

constamment « freiner » les ions pour qu’ils restent dans une trajectoire de petite 

dimension. On utilise de l’azote de manière à réduire les fragmentations induites par 

collisions [95].  

b. Q-TRAP 

Le Q-TRAP est considéré comme un triple quadripôle comme le montre la figure 10, 

sauf que le troisième quadripôle (Q3) est une trappe ionique. Le premier  et le 

troisième quadripôle (Q1 et Q3) sont des analyseurs. Le quadripôle (q2) est une 

cellule de collision, constituée d’un quadripôle à radiofréquence seulement. Les 
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spectromètres de masse quadripolaires sont symbolisés par un Q majuscule tandis 

que le quadripôle à radiofréquence uniquement est symbolisé par un q minuscule. 

Dans le quadripôle central, nous pouvons introduire un gaz de collision à une pression 

telle qu’un ion entrant dans le quadripôle subira une ou plusieurs collisions. 

 

 

 

Figure n°10 :  Schéma du spectromètre de masse Q-TRAP 5500. DP : 

Declustering Potentiel ; EP : Entrance potential ; CEP : Cell Entrance Potential ; 

CXP : Cell Exit Potential. 

 

La méthode du dosage du bortezomib a été développée par notre laboratoire en 

collaboration avec la plateforme génomique fonctionnelle (PGF) à l’aide d’un Q-TRAP 

modèle 5500 de la société Applied Biosystems Sciex (Ontario, Canada) représentée 

avec la figure 11. 
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Figure n°11 :  Photographie du spectromètre de masse Q-TRAP 5500 à  la 

plateforme génomique fonctionnelle (PGF) à Bordeaux . 

 

Les paramètres par défaut au niveau de la source ESI de notre appareil sont les 

suivants : pression du gaz « Curtain Gaz » (CUR = 15,0 psi), voltage (IS = 5500,0 eV) 

et température de (0°C) pour des débits ( ≤ 300 ml/min). L’ionisation est faite en mode 

positif. Comme le gaz (azote) est inerte, L’énergie à l’ion est transfèrée en 

convertissant une fraction de l’énergie cinétique en énergie interne. L’ion se 

fragmentera et les fragments seront analysés par le quadripôle Q3. Dans les appareils 

à quadripôles, les potentiels sont réglés de manière à ce que les ions d’un rapport m/z 

déterminé traversent les barres de l’analyseur. Pour le Q-TRAP le principe est 

différent, les ions de différents m/z sont présents simultanément dans la trappe, et on 

cherche à les expulser en fonction de leur m/z pour obtenir le spectre.  

Les paramètres instrumentaux qu’il faut optimiser pour obtenir la meilleure trajectoire 

des ions sont : DP (« Declustering Potentiel »), CXP (« Collision Cell Exit Potential ») 

et CE (« Collision Energy ») (figure 10). Le potentiel de dissociation DP contrôle la 

tension appliquée au niveau de la source et influence la dissociation des molécules 
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injectées. Il est utilisé pour limiter l’entrée des ions dissociés issus du solvant dans 

l’instrument. Les molécules sont d’autant plus fragmentées que le DP augmente. En 

MS/MS, le CXP permet de concentrer les ions dans la cellule de collision. Ce 

paramètre est indépendant de la masse des ions et n’influe pas directement sur 

l’intensité. L’énergie de collision (CE) correspond à l’accélération que subit l’ion 

précurseur lorsqu’il entre en collision avec les molécules de gaz et les autres 

fragments dans la cellule de collision. L’optimisation a été faite en mode MS² et plus 

précisément en mode MRM. Ceci implique l’infusion continue d’une solution assez 

concentrée du produit, généralement une solution pure « standard ». L’infusion est 

réalisé avec un débit de 10 µl/min pour une solution de bortezomib dosée à 10 µg/ml 

(dilution de la SM à 1 mg/ml au 1/100 avec la solution de rinçage 90/10 ACN/eau 0.1% 

Ac F) et  une solution de carbutamide dosée à 10.84 µg/ml (dilution 1/2500 de la SM à 

1 mg/ml avec la solution de rinçage). 

c. Fragmentations en mode MS² 

L'analyse MS/MS peut être menée selon quatre modes différents selon l'information 

recherchée : le mode descendant est le plus utilisé pour obtenir des informations 

structurales, les deux modes (ascendant et perte de neutre) sont d'un usage plus 

restreint et permettent de mettre en évidence des ions ayant des particularités 

communes. Le quatrième mode MRM, dérivé du mode descendant, est voué à la 

quantification. 

Le premier mode de balayage consiste à focaliser un ion d’une masse choisie dans le 

premier analyseur. Cet ion subit des collisions dans le quadripôle central et réagit ou 

se fragmente. Les produits de réaction sont analysés par le second analyseur. C’est 

un balayage des ions produits issus de la fragmentation de l’ion parent, ou « Product 

ion scan ».  

Le second mode permet de focaliser le second quadripôle (Q3) sur un ion sélectionné, 

et à balayer les ions dans le premier quadripôle (Q1). Dans ce cas, nous détecterons 

tous les ions qui, en réagissant ou en se fragmentant, produisent l’ion de masse 

sélectionné. Nous détectons les ions parents de l’ion sélectionné d’où le nom 

« Precursor ion scan ». 
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Le troisième mode courant consiste à balayer en parallèle avec le premier et le 

second quadripôle, mais en imposant entre les deux un décalage de masse. On 

détectera ainsi tous les ions qui en se fragmentant perdent un neutre de masse 

constante, égale à la différence de masse entre les deux balayages des deux 

analyseurs. Il s’agit du balayage en perte de neutre (neutral loss scan). 

Le quatrième mode : la détection de réaction sélectionnée (SRM pour « Single 

Reaction Monitoring ») consiste à sélectionner une réaction de fragmentation. Pour ce 

balayage, le premier et le deuxième analyseur sont focalisés sur les masses des ions 

du précurseur et du fragment choisi. Il n’y a ainsi aucun balayage. La méthode est 

analogue à la détection d’ions sélectionnés (SIM). Mais ici les ions choisis par le 

premier analyseur de masse sont seulement détectés s’ils produisent un fragment 

donné, par la réaction choisie. Quand il s’agit de plusieurs réactions (à partir de deux) 

nous parlons de mode MRM. L'ion parent à étudier est sélectionné par le premier 

analyseur et fragmenté dans la cellule de collision, comme en mode descendant. En 

revanche, le second analyseur est focalisé sur l'ion produit. Ce mode de 

fonctionnement présente une double sélectivité, au niveau des sélections de l'ion 

parent et de l'ion produit. En outre les deux analyseurs étant fixées à des tensions 

constantes, la sensibilité de détection est améliorée par rapport à d'autres modes de 

balayage, faisant du MRM un mode de choix pour la quantification (figure 12). 

Nous avons choisi de travailler avec le mode MRM en se basant sur deux transitions 

afin d’être plus spécifique. Chaque transition prend en compte l’ion parent et un 

fragment majoritaire [95]. 
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Figure n°12 :  Les différents modes de fragmentation SM/SM. 

 

C. Couplage de la chromatographie liquide à la spec trométrie de masse 

La technique LC-MS/MS en mode MRM est choisie. Le signal obtenu en électrospray 

dépend de la concentration de l’échantillon et non d’un débit massique. Il n’y a donc 

pas d’avantage à utiliser des débits de chromatographie élevés. De plus,  le couplage 

avec des systèmes nano et capillaires CLHP permet un gain important en sensibilité. 

Nous avons testé des débits de 300 et 60 µl/min.  

Pour le développement de notre méthode, le système utilisé est une chaine CLHP 

Ultimate 3000, pilotée informatiquement par le logiciel « Chromeleon » de Dionex 

(Amsterdam, The Netherlands), puis un Q-TRAP 5500 piloté par le logiciel « Analyst » 

version 2.5.2 (ABsciex, Canada). Un ordinateur complète ce dispositif, pour la 
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commande du système chromatographique, ainsi que l’acquisition et le traitement des 

données (figure 13). 

 

Figure n°13 :  Couplage LC-SM/SM ( Plateforme Génomique Fonctionne lle, 

Bordeaux 2011). 

 

D. Traitement de l’échantillon 

Il n’est généralement pas possible d’injecter directement des milieux biologiques 

contenant les molécules à doser. Ces milieux sont d’une  grande complexité, avec de 

nombreux composés endogènes (par exemple le plasma contient de 65 à 70 g/L de 

protéines). Ceci oblige à prétraiter les échantillons de manière à extraire la molécule 

du milieu et à obtenir une solution limpide.  

Différents types de prétraitement sont envisageables: 

1. Précipitation des protéines 

Les acides, notamment l’acide trichloracétique et l’acide perchlorique, à une 

concentration de 5 à 20%, sont très efficaces pour précipiter les protéines 
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plasmatiques. Ces dernières sont sous forme cationique à pH faible et forment des 

sels insolubles avec les acides. Certains solvants organiques (acétonitrile, méthanol, 

éthanol…) sont aussi très utilisés, même s’ils sont peu efficaces. Leur avantage est 

d’être plus compatible avec les systèmes CLHP, plus particulièrement les systèmes 

LC-MS. 

Ce type de prétraitement est simple, rapide et peu couteux, mais ne permet pas 

toujours d’obtenir des échantillons suffisamment « propres », et n’est pas spécifique : 

seules les protéines sont éliminées. Le protocole suivant a été testé : Rajouter 50 µl 

de solution d’EI (200 ng/ml) et 1000 µl de solution d’ACN 0.1% Af (froid, 4°C) à 250 µl 

de plasma ou de solution aqueuse (blanc ou chargé de bortezomib à C = 20 ng/ml) 

puis mixer pendant 10 minutes (15 000 rpm, 15°C) et  enfin récupérer le surnagent et 

évaporer sous azote. 

2. Extraction liquide-solide (SPE) 

C’est la technique la plus récente et présente de nombreux avantages. Comme la 

chromatographie, cette technique utilise les propriétés d’un analyte à être retenu sur 

une phase stationnaire, composée de particules de silice greffées par des 

groupements variables. Comme en HPLC, la rétention peut se faire en phase normale, 

en phase inverse ou par échange d’ions. 

Les deux techniques ont été testées, précipitation des protéines et la SPE avec 

différents sorbants (Strata X, HLB, échange d’ions X-AW et X-CW) de Phenomenex 

(Torrance, Ontario, Canada), afin de comparer leurs rendements. Nous avons 

présenté un des protocoles testés sur les cartouches StrataX dans la figure 14. Nous 

avons utilisé un extracteur automatique GX-271 LIQUIDHANDLER (Gilson, Middleton 

USA) piloté par le logiciel TRILUTIONTM LH Software (2006). Les solutions du 

bortezomib et de l’EI utilisées étaient dosées à 20.0 et 200.0 ng /ml  respectivement. 

Une concentration faible de bortezomib a été choisie afin d’éviter le phénomène 

d’accumulation de ce dernier dans la colonne chromatographique. Ceci nous permet 

également de tester la sensibilité des deux types d’extraction. 
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Figure n°14 : Protocole expérimental de la SPE sur StrataX C18. 

 

E. Validation d’une méthode analytique pour un mili eu biologique 

La validation de notre méthode de dosage suit les normes FDA 2001. Nous procédons 

à la validation pour assurer la fiabilité et la reproductibilité de la méthode en 

déterminant les paramètres spécifiques suivants : limite de détection (LOD), limite de 

quantification (LOQ), linéarité, répétabilités intra- et inter-journalière (exactitude, 

précision), spécificité et sélectivité. 

� Spécificité et sélectivité 

Six blancs plasmatiques et une concentration LOQ ont été injectés pour vérifier 

l’absence d’interférence avec des composés endogènes et exogènes.  

� Limite de détection (LOD) et limite de quantificati on (LOQ) 

La LOD et la LOQ sont définies respectivement par la concentration donnant le 

rapport signal sur bruit de 3 et de 10 sur le chromatogramme. La LOQ est définie par 

la concentration minimum donnant des résultats précis, avec une erreur relative 

inférieure à 20%. Nous l’avons  déterminée en injectant cinq fois chacun des 

échantillons de concentrations décroissantes. 
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� Linéarité 

La gamme d’étalonnage est composée de 7 concentrations du bortezomib dans le 

plasma humain : 0, 4, 25, 50, 100, 200, et 300 ng/ml. Les dilutions successives sont 

réalisées à partir de la solution mère du bortezomib de 1 mg/ml à l’aide du plasma 

humain. La gamme est fabriquée extemporanément à chacun des jours de la 

validation analytique. 

Les calculs de la quantification sont réalisés grâce au logiciel Analyst, et étudient le 

rapport entre les aires des pics du bortezomib et les aires de l’EI. Une droite de 

régression linéaire est calculée en utilisant l’équation y = ax + b, où y est le rapport 

des aires des pics, x la concentration en bortezomib et a et b deux constantes. Les 

concentrations inconnues sont calculées à partir de l’équation de régression linéaire 

des ratios des pics contre les concentrations de la gamme d’étalonnage. 

La linéarité de la droite de calibration est importante à tester. Le coefficient de 

détermination r² (test de Pearson’s) doit être supérieur à 0,99 et l’intersection de la 

droite avec l’axe des ordonnées doit être la plus proche de zéro (test de l’ordonnée à 

l’origine). 

� Exactitude et précision 

Trois concentrations ont été choisies pour assurer le contrôle qualité (CQ) : CQ1 (15 

ng/ml), CQ2 (125 ng/ml), CQ3 (250 ng/ml). Nous avons fabriqués 6 aliquots de 

chaque CQ. Les dilutions successives sont réalisées à partir de la solution mère du 

bortezomib de 1 mg/ml à l’aide du plasma humain. Les CQ sont fabriqués 

extemporanément à chacun des jours de la validation analytique.  

La précision et l’exactitude intra-journalières ont été déterminées en injectant six fois 

le même jour chaque CQ pour les différentes matrices validées. L’exactitude est le 

rapport de la moyenne des concentrations observées des CQ (Cobs) sur la 

concentration théorique (Cthéorique), le résultat est exprimé en pourcentage selon la 

formule : Exactitude (%) = (Cobs/Cthéorique) x 100. Elle doit se situer entre 85 et 

115% sauf pour la LOQ pour laquelle nous admettons un écart de 20%. 

La précision a été calculée par le coefficient de variation, pourcentage qui correspond 

au rapport de l’écart-type sur la concentration moyenne (CV (%) = (Ecart-type/Cobs) x 
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100). Le CV (%) doit être inférieur à 15%, sauf pour la LOQ 20%, pour être 

acceptable. 

La variabilité inter-journalière a été déterminée avec les mêmes paramètres (précision 

et exactitude) en injectant six fois par jour chaque CQ pendant quatre jours (n=24). La 

reproductibilité de la méthode devrait être testée aussi sur les échantillons chargés 

avec la molécule dosée ou des patients inclus dans l’étude, particulièrement quand il 

s’agit de molécule ayant des métabolites que les CQ et les étalons ne contiennent 

pas. Les métabolites peuvent interférer avec la molécule dosée et induire une « non-

reproductibilité ». Il faudrait  analyser les échantillons des patients 6 fois et calculer 

l’exactitude et la précision afin de s’assurer de leur reproductibilité [5]. 

� Rendement d’extraction 

Déterminé en comparant les aires moyennes des pics du bortezomib dans les CQ 

(CQ1, CQ2, CQ3) extraits avec les CQ aqueux. Ces CQ ont été préparés à l’aide de la 

méthode « ajouts dosés » en rajoutant des quantités connues de bortezomib dans 

chaque échantillon. Les deux techniques d’extraction ont été comparées : liquide-

liquide et solide-liquide. 

� Stabilité à court et à long terme 

La stabilité de la molécule à doser dans les solutions mères, le milieu biologique (le 

plasma humain), ainsi que dans l’extrait, à différentes températures et temps a été 

testée. 

o Décongélation/recongélation 

La stabilité de l’analyte après 3 cycles de décongélation/recongélation a été 

déterminée. Au moins 3 aliquots de chaque concentration (par exemple les CQ 

choisis) ont été analysés au temps zéro juste après préparation, congelés pendant 

24h, puis décongelés à température ambiante. Une fois complètement décongelés, ils 

ont été à nouveau recongelés pour 12 à 24h dans les mêmes conditions ; ce cycle a 

été répété 2 autres fois, puis les tubes analysés au 3° cycle. 

o Stabilité à court terme dans le milieu biologique 
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Trois aliquots de chaque CQ ont été décongelés et laissés à température ambiante 

entre 4 et 24 heures (selon la durée d’analyse prévue), puis analysés. 

o Stabilité à long terme dans le milieu biologique 

Trois aliquots de chaque CQ ont été conservés dans les mêmes conditions que les 

échantillons des patients : à -20°C ou à -80°C. Ils  ont été analysés au moins à 3 

reprises (par exemple à 2 semaines, 1 mois, 3 mois), la quantité d’échantillon a été 

suffisante. Nous avons comparé les concentrations à la moyenne des concentrations 

mesurées au temps zéro. 

o Stabilité des solutions mères 

La stabilité des solutions mères ou solutions stock a été testée à T° ambiante pendant 

6 à 24 heures. Nous avons également testé les solutions à la température de 

stockage : +4°C, -20°C ou -80°C, pendant une durée correspondant à celle de 

conservation. 

o Stabilité des échantillons extraits 

La stabilité des molécules après extraction du milieu biologique a été testée, en 

particulier dans les flacons en verre, durant au moins le temps prévu de l’analyse 

CLHP (12 heures). Pour cela nous calculons les concentrations de contrôles qualité 

après le temps de stockage dans le rack à 4°C. 
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II. Résultats 

A. Mise au point et validation de la méthode de dos age plasmatique 

1. Mise au point de la méthode de dosage  

•••• Infusion :  

Nous nous sommes basés sur l’ion moléculaire [M+H]+ du bortezomib pour optimiser 

l’énergie de collision (CE) et obtenir le signal le plus intense. Deux transitions 

« MRM »ont été sélectionnées pour le bortézomib et l’EI. Les ions précurseurs du 

bortezomib (figure 15) et du carbutamide (m/z  367.2 et 271.7 respectivement) 

passent à travers le Q1 et entrent dans la cellule de collision.  

 

Figure n°15 : Spectre SM du bortezomib.  

 

La CE des ions produits a été optimisée. Les valeurs suivantes ont été obtenues : à la 

transition 367.2 / 226.2 (23.0 eV) et 367.2 / 208.2 (37 eV) pour le bortezomib et à la 
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transition 271.7 / 156.1 (21.0eV) et 271.7 / 108.2 (35.0 eV) pour l’EI. Les 

fragmentations correspondantes sont représentées dans la figure 16. La quantification 

du bortezomib et du carbutamide est basée sur les deux transitions principales 

367.2/226.2 et 271.7/156.1, puis vérifiée sur les transitions 367.2 / 208.2 et 271.7 / 

108.2 du bortezomib et de l’EI respectivement. 

 

Figure n°16 : Spectres SM/SM du carbutamide et du b ortezomib. 
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•••• Couplage LC-MS/MS :  

Plusieurs phases mobiles ont été testées notamment l’eau 0,1% acide formique 

(phase A1) / acétonitrile 0,1% Acide formique (phase B1) et le tampon ammonium 

formiate 10 mM à 3 pH différents (4, 6, 8) (phase A2) / acétonitrile (phase B2). Les 

résultats satisfaisants sont obtenus avec les phases A1 / B1 et les phases A2 (pH = 

6). La phase contenant l’ammonium formiate induit la formation de dépôts de sels sur 

la source ESI nécessitant un nettoyage plus fréquent. Ceci pourrait à long terme 

diminuer la sensibilité de détection. Nous avons choisi de travailler avec les phases 

mobiles A1 / B1. 

Plusieurs gradients ont été testés pour l’utilisation de chaque colonne. Nous avons 

constaté que le meilleur gradient pour la colonne Luna C8  était celui démarrant avec 

20 % de phase B1, allant de 20 % à 90 % de B1 sur 6 minutes, restant 2 minutes à 90 

% de B1, revenant à 20 % de B1 sur une minute. La mise en équilibre de la colonne 

se fait sur 10 minutes. Pour les colonnes Kinetex et Atlantis le meilleur gradient était 

celui démarrant avec 20 % de phase B1, allant de 20 % à 90 % de B1 sur 5 minutes, 

restant 2 minutes à 90 % de B1, revenant à 20 % de B1 sur une minute. La mise en 

équilibre de la colonne se fait sur 5 minutes. 

Nous avons testé plusieurs colonnes dans les conditions optimales (débits et gradient 

optimaux). La colonne Kinetex et Atlantis C18 impliquent un pic de BTZ avec une 

trainée visible à la fin du pic chromatographique du BTZ. Il pourrait s’agir d’interaction 

secondaires entre les fonctions NH du BTZ et les silanols libres (légèrement acides, 

pKa ~ 4-6) présents sur la phase stationnaire de la colonne. Ces interactions 

secondaires étant plus fortes que les interactions hydrophobes primaires du BTZ avec 

les greffons C8, ceci expliquerait que les pics qui traînent légèrement. Cependant, les 

fonctions NH du BTZ étant peu basiques, il est serait donc plus probable que la raison 

principale des traînées de pics soit que les fonctions acides B-OH interagissent avec 

les résidus métalliques présents dans notre système.  

Nous avons sélectionné pour la suite du développement la colonne Luna C8 nous 

permettant d’avoir des pics de carbutamide et de BTZ « fins ». Le four était réglé à 

40°C. Les chromatogrammes correspondants aux colonn es Kinetex et Atlantis C18 

sont représentés dans la figure 17. Les manipulations expérimentales sur les trois 
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colonnes ont été réalisées dans les conditions optimales de chromatographie (phases 

mobiles, gradient, débit) et de spectrométrie de masse (paramètres instrumentaux).  

 

 

Figure n°17 : Spectres LC-SM/SM du bortézomib et du  carbutamide avec les 

colonnes Kinetex C18 et Atlantis C18.  

 

La figure 18 montre les chromatogrammes des différents extraits plasmatiques.  Il 

s’agit du blanc de plasma (sans bortézomib ni  EI, partie A), du blanc de plasma (avec 

EI, partie B), de la concentration C2 (avec l’EI, partie C et D). Nous constatons qu’il n’y 

pas d’interférence ou d’impuretés venant perturber la ligne de base des spectres MS². 

Les pics chromatographiques sont fins et bien séparés. 
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Figure n°18 : Spectres LC-SM/SM du bortézomib et du  carbutamide avec la 

colonne Luna C8.  

 

2. Validation de la méthode de dosage plasmatique 

� Spécificité et sélectivité 

Nous n’avons pas observés de pics d’interférence ni avec les extraits des six plasmas 

de sources différentes ni de la LOQ. Il faut savoir que la technique LC-MS² en mode 

MRM utilisée est très sélective et spécifique. 
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� LOD, LOQ et linéarité 

LOD et LOQ ont été déterminées respectivement à 1 et 4 ng/ml dans le plasma. La 

linéarité de droites de calibration a été respectée sur les quatre jours de validation. Le 

r² moyen est égal à 0.9948 et l’ordonnée à l’origine moyenne b égale à 0.00103 est 

proche de 0. Cette linéarité est représentée par la figure 19 par la droite de calibration 

obtenue le jour 2 de la validation analytique.  

Nous avons relevés également les aires sous la courbes (ASC) de la transition non 

majoritaire du bortezomib et de l’EI sur les 4 jours de validation et étudié leur linéarité. 

Le r² moyen est égal à 0.9948 et l’ordonnée à l’origine moyenne b égale à 0.00103 est 

proche de 0. Le coefficient de variation calculé sur les 6 ASC chaque jour de validation 

analytique n’excéde pas 15%. 

 

 

Figure n°19 : Droite de calibration obtenue au J2 d e la validation 

analytique. 
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� Exactitude et précision 

La validation intra-journalière a donné des bons résultats pour les CQ testés et les 

résultats sont résumés dans le tableau X. L’exactitude est comprise dans l’intervalle 

[104,27 % ; 114,48 %] le jour J1 de la validation et dans l’intervalle [95,83 ;  101.04 %] 

pour la moyenne de l’exactitude calculée sur les 4 jours de validation analytique. La 

précision est comprise dans l’intervalle [2.09 % ; 7,57 %] le jour J1 de la validation et 

dans l’intervalle [5,74 % ;  9,92 %]  pour la moyenne de la précision  calculée sur les 4 

jours de validation analytique. Ces chiffres prennent en compte les 3 CQ à 250, 125, 

15 ng/ml. 

 

Tableau X : Exactitude et précision en inter-journa lier. 

 

 

���� Rendement 

Nous avons comparé plusieurs types de cartouches. Les cartouches échangeuses de 

cations XC sont utilisées avec un échantillon plasmatique de pH 1 à 2 (acidifié avec le 

HCl). Le BTZ se  protone  et interagit fortement avec la matrice anionique de la 

cartouche. Ces cartouches sont lavées avec une solution de HCl 0.1M puis avec une 

solution de méthanol.  Elles sont éluées avec du MeOH 5% NH4OH. Elles ont montré 

un excellent rendement (94,22 ± 1,15 %) pour le BTZ mais un faible rendement pour 

l’EI (24.60 ± 3,48 %). Ceci démontre le caractère basique faible du BTZ possédant 

des fonctions CO-NH. 
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Nous avons choisi les cartouches StrataX qui nous ont permis un bon rendement et de 

l’EI (94,20 ± 1,70) et du BTZ (76,32 ± 2,45). La SPE nous permet d’obtenir un 

rendement nettement meilleur que celui obtenu avec la précipitation liquide-liquide 

(43,00% ± 3,50%). 

���� Stabilité à court et à long terme 

o Décongélation/recongélation 

Les CQs stockés à -80°C et -20°C sont stables après  3 cycles de 

décongélation/recongélation. Les moyennes calculées sont de 90,10 à 94,32% pour le 

CQ1, de 92,6% à 98,3% pour le CQ2 et de 91,6 à 96,0% pour le CQ3. 

o Stabilité à court terme dans le milieu biologique 

Les trois aliquots de chaque CQ ont été stables à température ambiante pendant 4 

heures. Les moyennes calculées sont pour CQ1 93.6%, CQ2  91.3%, CQ3 91.6%. 

o Stabilité à long terme dans le milieu biologique 

Les trois aliquots de chaque CQ ont été stables après 15 jours de stockage à - 80°C. 

Les moyennes calculées sont pour CQ1 90.3%, CQ2 92.0% et CQ3 97.2%. 

o Stabilité des solutions mères 

La solution mère du BTZ est stable après 48 heures à -20°C (95,0%) et -80°C 

(98,0%); après 24 heures à 4°C et après 12 heures à  température ambiante. 

o Stabilité des échantillons extraits 

Les extraits des échantillons plasmatiques des trois CQ sont stables après 4 heures à 

4°C (91.4% à 98.9%) et à 20°C (91.3% à 98.3%) à l’a bri de la lumière. 

Les solutions mères sont stables à -20°C et -80°C p endant au moins 48 heures.  Les 

échantillons plasmatiques sont stables -80°C pendan t au moins 15 jours. Les extraits 

des échantillons plasmatiques sont stables en attendant l’extraction et pendant toute 

la durée de l’analyse à l’abri de la lumière et à 4°C. 
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B. Application clinique : quantification des concen trations plasmatiques du 

bortezomib chez deux patients atteints de MM  

Nous allons appliquer notre méthode de dosage LC-MS² à 2 patients ayant reçu du 

bortezomib et dont les caractéristiques sont récapitulées dans le tableau XI. Les 

prélèvements ont été réalisés avant et  après (10min) l’administration du médicament. 

 

Tableau XI : Caractéristiques des patients prélevés . 

 Patient 1 

71 ans 

Patient 2 

43 ans  

Taille (cm) 170.0 142.0 

Poids (Kg) 85.0 65.0 

Créatinémie (µmol/L) 115.0 256.0 

Clairance (ml/min) 62.65 26.00 

Surface corporelle (m²) 1.97 1.54 

Dose bortezomib (mg/m²) 1.300 ajustée à 

1.000 

1.300 

Cycle et jour C2, J15 C5, J11 

Indications MM, AMM MM, AMM 

Protocole MPV GAM-VELCADE 
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Chapitre 3 : DISCUSSION  
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Le MM représente 10 à 12% des hémopathies malignes. Son  incidence dans la 

population de patients jeunes est en augmentation. Le bortezomib occupe une place 

importante dans le traitement du MM. Ce médicament fait partie des thérapies ciblées 

et innovantes nécessitant un suivi adapté et optimisé [14, 87].  

Afin de répondre à ce suivi, il est necessaire de disposer d’une méthode de dosage 

validée selon les normes FDA et plus rapide que celles décrites dans la littérature [70, 

91, 92]. 

Nous avons mis au point une méthode analytique LC-MS/MS du bortézomib 

permettant de le doser au niveau plasmatique dans un premier temps et utilisant un 

EI. Les paramètres instrumentaux ont été optimisés en sélectionnant les trois 

transitions les plus importantes pour le bortézomib (367.2 / 226.2 ;  367.2 / 208.2 ; 

367.2 / 108.2) et l’EI (271.7 / 156.1 ;  271.7 / 108.2 (35.0 eV) pour l’EI. La 

quantification du bortezomib et du carbutamide étant basée sur les deux transitions 

principales 367.2/226.2 et 271.7/156.1. 

Nos échantillons biologiques ont été traités par extraction liquide-solide. Cette étape a 

été automatisée et validée assurant une grande spécificité et un meilleur rendement 

Nous avons choisi les phases mobiles simples d’utilisation : eau 0,1% acide formique / 

acétonitrile 0,1% Acide formique avec un gradient. Le gradient démarrant à 20 % de 

phase B1, allant de 20 % à 90 % de B1 sur 6 minutes, restant 2 minutes à 90 % de B1 

et revenant à 20 % de B1 sur une minute [70, 91, 93]. Le temps d’analyse a été réduit 

à 10 minutes. Nous pourrions réaliser la validation de la méthode de dosage 

plasmatique du BTZ sur une colonne de diamètre plus grand nous permettrait de 

raccourcir considérablement le temps d’analyse comme c’est le cas pour la colonne 

Atlantis (diamètre : 2.1 mm et débit : 300 µl/min) [80, 86]. Mais l’inconvénient majeur 

présenté par la colonne Atlantis est la largeur des pics chromatographiques à la base 

pouvant s’expliquer par les interactions secondaires entre les fonctions NH du BTZ et 

les silanols libres (légèrement acides, pKa ~ 4-6) présents sur la phase stationnaire de 

la colonne. Ces interactions secondaires étant plus fortes que les interactions 

hydrophobes primaires du BTZ avec les greffons C8, ceci expliquerait que la base du 

pic du BTZ soit plus large. Cependant, les fonctions NH du BTZ étant peu basiques, il 

est serait donc plus probable que la raison principale des traînées de pics soit que les 
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fonctions acides B-OH interagissent avec les résidus métalliques présents dans notre 

système chromatographique. Afin d’éviter ces effets chélates, il est possible de 

« passiver » le système chromatographique pour réduire les activités métalliques. 

Cela  implique généralement l’utilisation d’une solution d’acide nitrique. Une autre 

solution réduisant l’activité métallique serait l’ajout de l’acide citrique qui est un agent 

chélatant compétitif dans la phase mobile. Néanmoins, ces deux solutions restent un 

dernier recours puisqu’elles induisent la détérioration rapide du système 

chromatographique voire de la source ESI du spectromètre de masse.  

La méthode développée par notre laboratoire en collaboration avec la PGF est 

spécifique et sélective basée sur le mode MRM. Elle est très sensible puisque la LOQ 

est de 4 ng/ml nous permettant de détecter de très faibles concentrations 

plasmatiques. La gamme d’étalonnage (de 0 à 300 ng/ml) est linéaire intégrant les 

concentrations plasmatiques rencontrées chez les patients atteints du MM [86].  

La validation intra-journalière a fourni des bons résultats pour l’exactitude et la 

précision des CQ utilisés. L’exactitude est comprise dans l’intervalle [85 % ; 115 %] et 

la précision est inférieure à 15 % pour les trois CQ sur les quatre jours de validation 

analytique. 

Les solutions mères sont stables à -20°C et -80°C p endant au moins 48 heures.  Les 

échantillons plasmatiques sont stables -80°C pendan t au moins 15 jours. Les extraits 

des échantillons plasmatiques sont stables en attendant l’extraction et pendant toute 

la durée d’analyse à l’abri de la lumière et à 4°C.   

 

 . 
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Chapitre 4 : CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
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Nous avons mis au point et validé une méthode de dosage plasmatique du 

bortezomib. Nous avons utilisé le couplage LC-MS/MS. Cette méthode est validée 

selon les normes FDA. Elle est spécifique, sensible, exacte et précise. Il présente un 

avantage majeur qui est d’être rapide et automatisable. Nous allons dans l’avenir 

proche l’appliquer à des prélèvements de patients atteints de MM. Nous allons 

également poursuivre l’étude de stabilité des solutions aqueuses et biologiques à long 

terme (à 1 et 3 mois). 

Cette méthode LC-MS/MS présente également l’avantage d’être applicable à d’autres 

matrices. Nous pourrions doser le bortezomib au niveau urinaire et mieux comprendre 

son élimination notamment chez les patients insuffisants rénaux dialysés. Nous 

pourrions également le doser au niveau intracellulaire (cellules mononucléées) afin 

d’établir une relation pharmacocinétique et pharmacodynamique entre la dose de 

bortezomib administrée et la réponse clinique du patient. A ce jour, il n’existe aucune 

publication réalisée sur la pharmacocinétique du bortezomib au niveau intracellulaire. 

Il faut se rappeller que la réponse au bortezomib sur l’inhibition du protéasome 26S 

est saturable [91]. Reece et al., ont démontré l’efficacité et la tolérance du bortezomib 

à la dose 1.0 mg/m² comparé à la dose 1.3 mg/m² [86].  Les études  

pharmacocinétiques et pharmacodynamiques (PK/PD) devraient nous aider à définir la 

dose du bortezomib efficace ainsi que les schémas d’administration simplifiés et 

optimisés. Et enfin, elles nous permettraient de mieux comprendre les mécanismes 

impliqués dans la toxicité du bortezomib notamment les neuropathies périphériques. 
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RESUME : Le Bortezomib est un inhibiteur de protéasome indiqué dans le myélome 
multiple. Une méthode de chromatographie liquide haute performance (CLHP) 
couplée à la spectrométrie de masse (SM) a été développée sur une colonne Luna 
C8® (Phenomenex) afin de réaliser son dosage plasmatique dans le cadre des études 
de pharmacocinétique et pharmacodynamie. Le traitement de l’échantillon est basé 
sur l’extraction liquide-solide sur les cartouches strata X® après l’ajout du carbutamide 
comme étalon interne.  Cette méthode CLHP-SM/SM est rapide et sélective et requiert 
un faible volume de plasma (300 µl). Elle est précise, exacte et sensible. La précision 
est exprimée en coefficient de variation (CV %) lequel est toujours inférieur à 15.0%. 
L’exactitude est comprise entre 95.8 et 101.0% et le rendement est proche de 80 %. 
La limite de détection est 1.0 ng/ml et la limite de quantification est 4.0 ng/ml. Il s’agit 
dans ce travail de la première méthode CLHP- SM/SM développée et validée selon les 
normes FDA. Cette méthode analytique va être utilisée pour doser le bortezomib chez 
des patients atteints de myélome multiple et traités par le bortezomib.  

TITLE : Validation of an analytical method for the determination of the bortezomib in 
human plasma on Q-TRAP 5500 mass spectrometer. 

ABSTRACT: Bortezomib is a novel proteasome inhibitor used in multiple myeloma. To 
investigate its clinical pharmacokinetics and pharmacodynamics, a high-performance 
liquid chromatography–tandem mass spectrometry (HPLC–MS/MS) method was 
developed on Phenomenex Luna C8® column to measure the drug in human plasma. 
Bortezomib was extracted from plasma by solid phase technique with Phenomenex 
Strata-X® cartridges  after the addition of carbutamid as internal standard. The method 
requires a small volume of sample (300 µl) and is rapid and selective. It is sensitive, 
precise and accurate, with overall precision, expressed as coefficient of variation 
(CV%), always < 15.0%, accuracy in the range 95.8–101.0% and high recovery, close 
to 80%. The limit of detection is 1.0 ng/ml and the  limit of quantitation (LOQ) is 4.0 
ng/ml. This is the first method developed and validated for analyzing a bortezomib in 
human plasma. The method will be applied to study the pharmacokinetics of 
bortezomib in cancer patients with multiple myeloma who had received the drug.  
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