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INTRODUCTION 

 

Le cancer constitue la deuxième cause de mortalité dans le monde, il a causé 8,8 millions de 

décès en 2015 (1). On estime à 14,1 millions le nombre de nouveaux cas de cancer et à 8,2 

millions le nombre de décès liés au cancer survenus dans le monde en 2012. On comptait 

également dans le monde 32,6 millions de personnes vivantes (âgées de plus de 15 ans) chez 

qui l’on avait diagnostiqué un cancer au cours des cinq années précédentes (2). 

Les cancers les plus fréquemment diagnostiqués dans le monde sont ceux du poumon (avec 

1,8 million de cas, soit 13,0% du total), du sein (1,7 million de cas, ou 11,9% du total) et le 

cancer colorectal (1,4 million de cas, ou 9,7% du total). Les causes les plus fréquentes de 

décès par cancer étaient les cancers du poumon (1,6 million de décès, 19,4% du total), du foie 

(0,8 million de décès, 9,1% du total) et de l'estomac (0,7 million de décès, ou 8,8% du total) 

selon les statistiques de 2012 (2). 

En France, 385 000 nouveaux cas de cancers ont été dépistés en 2015 dont 211 000 chez les 

hommes et 174 000 chez les femmes. Les cancers les plus fréquents chez les hommes sont le 

cancer de la prostate, le cancer du poumon et le cancer colorectal et chez la femme le cancer 

du sein, le cancer colorectal et le cancer du poumon (2). 

Le nombre de décès par cancer en France a été estimé en 2015 à environ 150 000 dont 84 000 

hommes et 65 000 femmes. Le cancer est la première cause de mortalité chez l’homme et la 

deuxième chez la femme. Les cancers à l'origine des plus grands nombres de décès chez 

l'homme sont le cancer du poumon, le cancer colorectal et le cancer de la prostate et chez la 

femme le cancer du sein, le cancer colorectal et le cancer du poumon(3). 

En France, près de 6,8 millions d’hospitalisations (séances et séjours) en lien avec le 

diagnostic, le traitement ou la surveillance d’un cancer (hors activité de radiothérapie en 

secteur privé libéral) ont été réalisées dans les établissements de Médecine Chirurgie 

Obstétrique (MCO) en 2015. L’activité de cancérologie représente près d’un quart de 

l’activité hospitalière globale en court séjour : 48,7% des séances de traitement, 10% des 

hospitalisations ambulatoires et 13,4% des hospitalisations complètes (3). 

Le 5-FU est une molécule très ancienne qui a fait ses débuts en chimiothérapie depuis plus de 

50 ans (4) et reste très utilisé dans l’arsenal thérapeutique anticancéreux d’aujourd’hui. Le 5-

FU comme les autres anticancéreux possède un index thérapeutique très étroit. Des risques 

de toxicités de modérées à graves peuvent être associés à l’administration du 5-FU chez des 
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patients présentant un déficit d’activité de l’enzyme responsable de son métabolisme, la 

dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD) (5). Une étude d’un échantillon de 1 219 patients 

traités par 5-FU en bolus rapporte 31% de toxicités de grade III-IV et 0,5% de mortalité. En 

perfusion continue, l’incidence des toxicités de grade III-IV est de 20 à 25%. Ces effets 

toxiques sont dus à une surexposition au médicament (5).  

La clairance d’élimination du 5-FU est en grande majorité sous la dépendance de la DPD qui 

transforme le 5-FU en dihydro-5-FU inactif. On estime qu’après administration du 5-FU, 90% 

de la dose sont dégradés au niveau hépatique par la DPD (6). 

L’activité DPD est extrêmement variable. Cette variabilité interindividuelle s’explique en 

partie par des facteurs génétiques. Une diminution importante de l’activité DPD se traduira, 

chez un patient recevant une dose standard de 5-FU, par un surdosage pouvant entraîner des 

toxicités, notamment hématologiques et digestives. Les déficits complets en DPD sont 

relativement rares (0,1 à 0,5% dans la population générale), par contre les déficits partiels 

sont retrouvés chez 3 à 10% des patients, selon les études publiées sur des populations 

Caucasiennes (6). 

La fréquence de prescription du 5-FU et des fluoropyrimidines, l’utilisation de fortes doses, 

l’extension des indications et la sévérité des toxicités aiguës dues à des déficits enzymatiques 

font de leur dépistage une priorité médicale et de santé publique (7).  

Deux méthodes, qui peuvent être complémentaires, sont proposées actuellement pour détecter 

le déficit en dihydropyrimidine déshydrogénase : le génotypage et le phénotypage. 

Cette étude concerne le phénotypage, qui consiste à doser dans le plasma l’uracile et le 

dihydro-uracile pour la détermination de l’activité de la DPD afin de permettre aux cliniciens 

de prévenir l’apparition d’éventuelles toxicités liées au traitement par le 5-FU et les 

fluoropyrimidines. L’uracile et le dihydro-uracile sont respectivement le substrat et le 

métabolite endogènes de la DPD. 
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2 GENERALITES SUR LE 5-FU ET SON METABOLISME 

Place du 5-FU dans l’arsenal thérapeutique 

Le 5-FU appartient à la classe des antimétabolites de type antipyrimidines dont l’action 

s’effectue essentiellement par l’inhibition de la synthèse de l’ADN.   

2.1 Les antimétabolites 

Les antimétabolites constituent une famille de molécules antitumorales dont certaines sont 

très anciennes et datent des débuts de la chimiothérapie, auxquelles se sont jointes récemment 

des nouvelles molécules innovantes. Leur mécanisme d’action est sous-tendu par le concept 

d’inhibition de la synthèse des constituants de l’ADN, l’objectif étant d’empêcher la cellule 

de réaliser sa réplication. Ce sont, d’une part, des analogues structuraux des bases puriques et 

pyrimidiques, agissant comme leurres car, structuralement semblables aux bases azotées ou 

aux nucléosides qui conduisent à des acides nucléiques anormaux et, d’autre part, des 

analogues foliques capables d’inhiber les réactions de synthèse de ces mêmes composants, 

réactions qui utilisent les coenzymes foliques lors des nombreuses étapes (8). 

2.1.1 Les antifolates 

Les antifolates sont les plus anciens médicaments de la classe des antimétabolites. Le premier 

antifolate entré dans la Pharmacopée était l’aminoptérine (2,4-diamino-ptéroylglutamate) qui 

a apporté les toutes premières rémissions dans les leucémies de l’enfant, rapidement 

remplacée par l’améthoptérine ou méthotrexate (MTX) (figure 1) (9). Plus de 50 ans après la 

découverte du MTX, cette molécule est toujours prescrite et de nouveaux antifolates sont 

régulièrement proposés (10).  

La synthèse des nouveaux antifolates a cherché à pallier les phénomènes de résistance et de 

toxicité et a permis de cibler d’autres enzymes du métabolisme folique. Plusieurs molécules 

ont été récemment mises sur le marché : le raltitrexed (Tomudex®) (figure 1), qui cible la 

thymidylate synthétase (TS) ; le pémétrexed (Alimta®) (figure 1), qui cible plusieurs enzymes 

utilisant des coenzymes foliques et que l’on a appelé à ses débuts le multi-targeted antifolate 

; et le pralatrexate (Folotyn®) (figure 1) dans le traitement du cancer de la vessie et dans les 

lymphomes à cellules T réfractaires ou en rechute (11). 

2.1.2 Les analogues des bases puriques 

Les analogues des bases puriques (adénine, guanine) (figure 2) représentent un groupe 

relativement nouveau de molécules cytotoxiques avec une activité immunosuppressive et 
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antinéoplasique élevée. Ils sont indiqués dans le traitement des maladies néoplasiques et plus 

particulièrement dans les tumeurs lymphoïdes et myéloïdes. Cette sous classe est représentée 

sur le marché des médicaments par les molécules suivantes: fludarabine (Fludara®) (figure 

1), la cladribine (Leustatine®) (figure 1), la pentostatine (Nipent®) (figure 1), clofarabine 

(Evoltra®)(figure 1), la nélarabine (Arranon®)(figure 1) et la forodésine (l'immucilline H®) 

(figure 1) (12). 

La 6-mercaptopurine (Purinéthol®) prescrite dans les leucémies aiguës lymphoïdes (LAL) et 

leucémies aiguës myéloblastiques (LAM) de l’enfant, la 6-thioguanine (Lanvis®) indiquée 

dans le traitement d'entretien des leucémies aiguës myéloïdes et l’azathioprine (Imurel®) 

utilisée dans la prévention du rejet des greffes sont aussi des analogues structuraux des purines 

(figure 1)(13).  

Figure 1 : Structures chimiques des antimétabolites. D’après Lansiaux 2011. 
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      Adénine                                                                              Guanine 

Figure 2 : Structures chimiques de l’adénine et de la guanine. 

 

2.1.3 Les analogues des bases pyrimidiques  

2.1.3.1 La cytarabine 

La cytarabine (cytosine-arabinoside, Aracytine®, ara-C) (figure 1) est un analogue de la 

cytosine. Elle constitue le traitement de référence des LAL, LAM (14) et de certains 

lymphomes (lymphomes malins non hodgkinien, lymphome à grandes cellules, lymphome de 

Burkitt) depuis de nombreuses années. Elle cible la phase S du cycle cellulaire, après transport 

actif ou simple diffusion dans les cellules, son métabolite actif l’ara-CTP (arabinofuranosyl-

cytosine-triphosphate) s’incorpore dans l’ADN et inhibe ainsi la synthèse des nouveaux 

fragments de l’ADN (8). 

2.1.3.2 Les agents déméthylants 

L’azacytidine (Vidaza®) et la décitabine (Dacogen®) sont des analogues pyrimidiques, 

proches de la cytarabine. Ce sont des agents déméthylants utilisés dans le traitement des 

syndromes myélodysplasiques (15). Leur mécanisme d’action consiste à s’incorporer dans 

l’ADN, en inhibant l’ADN méthyltransférase, enzyme chargée de la méthylation de la 

cytosine des sites CpG (Cytosine-phosphate-Guanine) entrainant une hypométhylation des 

promoteurs de certains gènes qui va induire l’apoptose de la cellule (8). 

2.1.3.3 La gemcitabine 

La gemcitabine (2’-désoxy-2’,2’-difluorocytidine ou Gemzar®) (figure 1) fait partie des 

analogues pyrimidiques qui inhibent à la fois la synthèse de l’ADN et celle des 

désoxyribonucléotides en bloquant la phase G-S1 du cycle cellulaire. La gemcitabine est une 

prodrogue qui nécessite une conversion enzymatique pour générer ses anabolites 

phosphorylés actifs (16). La gemcitabine, comme la cytarabine, subit une cascade de 

phosphorylations par les désoxycytidine kinases intracellulaires et sa cytotoxicité est 

provoquée essentiellement par ses métabolites actifs (di et triphosphate). L’incorporation du 
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métabolite triphosphate dans l’ADN entraîne le rajout d’un nucléotide supplémentaire aux 

chaines d’ADN. La gemcitabine est détoxifiée par la cytidine désaminase et les 

polymorphismes de cette enzyme peuvent être à l’origine de toxicités graves (17). 

2.1.3.4 Fluoropyrimidines 

Les fluoropyrimidines sont représentées sur le marché de médicaments par le 5-fluorouracile, 

l’UFT (tégafur-uracile) et la capécitabine, qui sont des molécules très largement utilisées en 

cancérologie notamment dans les cancers du côlon-rectum, de l’œsophage, de l’estomac, du 

sein et des voies aérodigestives supérieures (18). Elles sont utilisées en situation 

conventionnelle, adjuvante et métastatique (19). On estime à deux millions les nouveaux 

patients qui reçoivent chaque année des traitements anticancéreux à base des 

fluoropyrimidines dans le monde (20) dont 100 000 en France (6).  

2.1.3.4.1 Le 5-fluorouracile (5-FU) 

Synthétisé en 1957 par Charles Heidelberger à l’université du Wisconsin (États-Unis), le 5-

FU (figure 1) a environ 60 ans (21). C’est une des plus anciennes molécules anticancéreuses, 

administrée encore à ce jour dans plus de 60% des polychimiothérapies (18). Son mécanisme 

d’action est complexe.  

Le 5-FU est prescrit dans les cancers digestifs, les cancers des voies aérodigestives 

supérieures, les cancers du sein et des ovaires. En plus de son association systématique à 

l’acide folinique, d’autres associations sont devenues des protocoles de référence pour le 

traitement des cancers colorectaux notamment les associations 5-FU-acide folinique-

oxaliplatine ou irinotécan. Ces associations augmentent la probabilité de réponse tumorale et 

ont un effet bénéfique sur la survie (22).  

2.1.3.4.1.1 Physico-chimie du 5-FU 

Le 5-FU est une pyrimidine fluorée dont la structure chimique ressemble à la thymine et 

surtout à l’uracile avec le remplacement de l’hydrogène en position 5 par un atome de fluor 

(figure 3). Ce dernier, confère au 5-FU une liaison carbone-fluor plus stable et une réactivité 

chimique aux substitutions plus faible. De plus, l’altération de la conformation moléculaire 

induite par l’atome de fluor est minime. En effet, le rayon de l’atome de fluor (1.35 Â) est 

similaire à celui de l’hydrogène (1.20 Â) ce qui permet au 5-FU d’être métabolisé par les 

mêmes enzymes que l’uracile (23). 
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Uracile                                             Thymine                                   5-fluorouracile 

Figure 3 : Structures de l’uracile, de thymine et du 5-fluorouracile. 

 

2.1.3.4.1.2  Mécanisme d’action du 5-FU 

Le 5-FU comme la plupart des agents cytotoxiques a une activité sur les cellules engagées 

dans le cycle cellulaire ; c’est un agent cycle-dépendant. Bien qu’actif tout au long du cycle, 

il agit de façon plus marquée durant les phases G1 et S, c’est-à-dire lors de la synthèse de 

l’ADN (phase S). Le 5-FU est donc aussi phase-dépendant (24). 

L’atome de fluor, qui dans le 5-FU remplace un atome d’hydrogène sur le noyau pyrimidine, 

a un volume voisin de celui de l’hydrogène, mais une réactivité chimique très différente, ce 

qui entraîne des perturbations métaboliques dans la biosynthèse de l’ADN et de l’ARN (4). 

Le 5-FU est transformé en métabolites actifs qui s’incorporent dans la biosynthèse des acides 

nucléiques et la perturbent. Il est métabolisé notamment : 

a. en 5-fluorodésoxyuridine monophosphate (5-FdUMP) qui, en formant un complexe 

ternaire avec l’acide folinique et la thymidylate synthase (TS), bloque la synthèse de 

thymidine et par là-même la synthèse de l’ADN, ce qui freine la croissance cellulaire. La 

formation de ce complexe ternaire 5-FdUMP-acide folinique-enzyme explique que 

l’association d’acide folinique au 5-FU potentialise l’inhibition de la TS par ce dernier. 

b. en FU-monophosphate (FUMP), puis en FU-triphosphate (FUTP), qui, incorporé à la 

place de l’uracile dans l’ARN, provoque des erreurs de lecture du code génétique (25) (figure 

4). 
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Figure 4 : Voies métaboliques du 5-FU. D’après Lecomte 2008. 

 

2.1.3.4.1.3  Pharmacocinétique du 5-FU 

De nombreuses études ont montré que la pharmacocinétique du 5-FU est non linéaire et qu’il 

existe une variation inter-patient des concentrations à l’équilibre de 15 à 20% (26). Le 5-FU 

s’administre par voie intraveineuse, il a une demi-vie d’élimination très courte (10 à 15 

minutes environ) (27), et est capté préférentiellement par les tissus à croissance et à 

renouvellement rapides : cellules tumorales, moelle osseuse, muqueuse intestinale. Le 5-FU 

passe assez bien dans le liquide céphalorachidien. Le 5-FU et ses métabolites sont éliminés 

dans les urines et, après dégradation, par voie respiratoire sous forme de CO2 (28). 

a. Absorption 

L’administration orale du 5-FU conduit à une résorption rapide dans l’estomac et le début de 

l’intestin grêle (29). La biodisponibilité de ce mode d’administration est médiocre et très 

variable allant de 0 à 80%. La présence de la DPD dans la muqueuse intestinale, associée à 
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un effet de premier passage hépatique expliqueraient probablement cette mauvaise 

biodisponibilité (30). 

b. Administration intraveineuse en bolus 

Administré en bolus, le métabolisme du 5-FU est majoritairement hépatique (95%). Sa demi-

vie varie entre 8 et 22 minutes. Son volume de distribution est important (14 à 54 L) et sa 

clairance (0,5 à 2 L/min) est à peu près équivalente au débit sanguin hépatique (0,8 à 1,5 

L/min) (23). La clairance du 5-FU diminue en fonction de l’augmentation des doses en raison 

du caractère saturable du métabolisme du 5-FU (30). 

c. Perfusion continue  

Il y a un changement de cinétique par rapport à l’administration en bolus. La clairance est 

plus élevée que lors d'une perfusion en bolus et peut atteindre jusqu'à 7 L/min. Ces valeurs 

dépassent le flux hépatique (1,5 L/min) et sont proches du débit cardiaque. Le foie n'est donc 

probablement pas le seul site de dégradation du 5-FU. La présence de DPD dans de nombreux 

autres tissus est très en faveur de cette hypothèse (29). Le rythme circadien joue également 

un rôle important dans la variabilité de la concentration plasmatique du 5-FU administré en 

perfusion continue (30).  

d. Distribution 

Le volume de distribution est compris entre 0.1 et 0.4 litre par kilogramme (31). Il n’y a pas 

de fixation du 5-FU sur la membrane érythrocytaire dans le compartiment sanguin. Les taux 

intra-érythrocytaires représenteraient le quart des taux plasmatiques. Le taux de fixation aux 

protéines plasmatiques est relativement faible (environ 10%) (24). 

Dans le plasma, la fraction libre du 5-FU pénètre rapidement dans la cellule malgré une faible 

liposolubilité (coefficient de partage 0.1). En fait, le 5-FU sous sa forme libre non ionisée, 

forme prépondérante au pH plasmatique, utilise un système de transport saturable de faible 

affinité et de forte capacité. Toutefois, d’autres substrats entrent en compétition pour ce 

système de diffusion facilité : l’uridine, l’uracile, l’inosine, l’adénosine et l’hypoxantine. Il n’a 

pas été rapporté jusqu’à présent dans la littérature de résistance au 5-FU par défaut de captation 

(24). 

Le 5-FU diffuse bien dans les tissus suivants : moelle osseuse, muqueuse intestinale, rein et 

foie ; par contre dans la peau et les muscles la diffusion est plus faible (32). La distribution 

du 5-FU au niveau tumoral dépend de la vascularisation. En effet, la vascularisation dépend 
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non seulement de l’histologie des cellules cancéreuses mais aussi de la taille des tumeurs (la 

vascularisation est meilleure pour les petites tumeurs). D’autre part, le problème de 

vascularisation qui limite la chimio-sensibilité peut être pallié par l’adjonction de substances 

α-sympathomimétiques afin d’obtenir une distribution plus sélective du 5-FU au niveau du 

site tumoral et une diminution de sa diffusion systémique (23).  

e.  Métabolisme du 5-FU 

Le métabolisme du 5-FU comprend une voie catabolique et trois voies anaboliques 

d’importance inégale comme il a été décrit plus haut. Seule une petite fraction du 5-FU est 

anabolisée en dérivés cytotoxiques dans les tissus car la majorité de la molécule (60 à 90%) 

est catabolisée par la DPD (33). Cette enzyme réduit le 5-FU en 5-fluorodihydrouracile (5-

FUH2). Le catabolisme s'arrête au 5-FUH2 dans les lymphocytes et la plupart des tissus. En 

revanche, au niveau hépatique, une deuxième enzyme intervient, la dihydropyrimidase, qui 

catabolise le 5-FUH2 en acide 5-fluorouréido-propionique (5-FUPA). Puis une troisième 

enzyme, la β-uréidopropionase, transforme le 5-FUPA en α-fluoro β-alanine (FBAL) et en 

urée. Le FBAL transformé en fluoroacétate, devient un poison du cycle de Krebs et serait 

responsable de la toxicité cardiaque et neurologique du 5-FU. Le conjugué FBAL-

chénodésoxycholate pourrait quant à lui être à l’origine de la toxicité hépatique qui survient 

lors de l'administration des fluoropyrimidines (30). (Figure4) 

f. Elimination 

L'élimination est essentiellement rénale à hauteur de 80%. L’élimination urinaire sous forme 

inchangée ne représente que 5 à 15% de la dose administrée. Au niveau des poumons, le 

catabolisme lymphocytaire du 5-FU produit du CO2 qui représente 60 à 80% des métabolites 

(24). 

2.1.3.4.1.4  Optimisation du 5-FU 

L’association du 5-FU au lévamisole (34) ou à l'acide folinique (35) dans la chimiothérapie 

adjuvante du cancer de côlon, a permis d’augmenter la survie de certains patients. Des 

polychimiothérapies comportant du 5-FU ont montré des gains de survie dans les cancers 

métastasiques du côlon (36), du pancréas (37) et de l'estomac (38). 

L’association du 5-FU à l’acide folinique ou à d'autres agents cytotoxiques (dérivés du 

platine, méthotrexate) permet l’augmentation de la dose du 5-FU. Par contre, le gain de survie 

dans les cancers colorectaux métastatiques reste modeste : la médiane de survie est de 5 mois 

sans traitement et de 11 mois avec une polychimiothérapie comportant du 5-FU (36). Des 
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survies de 16 à 19 mois ont été rapportées avec les protocoles associant le 5-FU à l'irinotécan 

ou à l'oxaliplatine chronomodulé (39). 

 

2.1.3.4.2 La capécitabine 

La capécitabine (Xéloda®) (figure 5) est un analogue pyrimidique oral non cytotoxique. C’est 

une prodrogue du 5-FU qui est rapidement biotransformée en 5-FU par trois séquences 

enzymatiques. La capécitabine traverse la barrière intestinale sans être dégradée et est 

convertie dans le foie par une carboxylestérase en 5’-désoxy-5-fluorocytidine (5’-DFCR) puis 

en 5’-désoxy-5-fluorouridine (5’-DFUR) par la cytidine désaminase dans le foie et les tissus 

tumoraux (40). L’étape finale de sa transformation en 5-FU au niveau du tissu tumoral est fait 

par la thymidine phosphorylase (TP) (40). La capécitabine tend à remplacer le 5-FU dans de 

nombreuses indications. Son activité clinique est équivalente à celle du 5-FU-leucovorine 

dans le cancer colorectal (41).  

La capécitabine est indiquée : dans le cancer colorectal métastatique en monothérapie de 

première ligne ; en traitement adjuvant du cancer du côlon ; en première ligne, dans le 

traitement du cancer gastrique avancé, en association à une chimiothérapie à base de sel de 

platine ; dans le traitement du cancer du sein localement avancé ou métastatique, en 

association avec le docétaxel (39). 

 

Figure 5 : Structure de la capécitabine. 
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Figure 6 : Les voies d’activations des prodrogues du 5-FU, exemple de la capécitabine et du tegafur. 

 

Toutes les prodrogues du 5-FU se transforment en 5-FU au cours de leurs processus de 

métabolisme. (Figure 6)  

 

2.2 Dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD) 

La DPD est l’enzyme clé du catabolisme de la famille des fluoropyrimidines. Son rôle est 

prépondérant sur la pharmacologie clinique du 5-FU. En effet, elle peut influencer la 

biodisponibilité et la pharmacocinétique, la toxicité et l’efficacité thérapeutique du 5-FU. 
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2.2.1 Gène de la DPD 

Le gène humain de la DPD (DPYD) est présent en tant que gène à copie unique sur le 

chromosome 1p22 (chromosome non sexuel) et se compose de 23 exons. Une carte physique 

indique que ce gène est composé d'au moins 950 kilobases (kb) de longueur de 3 kb de 

séquence et une taille moyenne d'environ 43 kb des introns de codage. À ce jour, 32 mutations 

et polymorphismes ont été identifiés dans le gène de DPD (4). (Figure 7) 

Figure 7 : Structure du gène de la DPD. D’après Goosaid et al. 2010. 

 

2.2.2 Polymorphisme génétique 

Le polymorphisme génétique est la variation normale, constitutionnelle (mutation présente 

dans toutes les cellules de l’organisme) d’un gène dans une population donnée. C’est une 

mutation stable, permanente, non réversible et différente de la mutation acquise due aux 

agents mutagènes qu’on retrouve généralement durant la vie des tumeurs. Plusieurs types de 

mutations de DPYD peuvent être rencontrés, entre autres la mutation portant sur une seule 

base d’un gène appelée : Single Nucleotide Polymorphysm (SNP) qui peut être hétérozygote 

ou homozygote. L’homozygotie et les délétions se traduisent par des modifications 

quantitatives de l’expression des gènes impliquant des conséquences cliniques très 

importantes (42). 

Un déficit total en activité DPD reste un événement rare, probablement transmis selon un 

mode autosomal récessif (43)(44). 

Les quatre SNP qui sont le plus souvent impliqués dans le déficit clinique en DPD, et qui ont 

un impact fonctionnel sur l'activité DPD (20) sont représentés dans le tableau  suivant :  
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Tableau 1 : SNP associés à un déficit à sévère en DPD. 

Exon Nucléotide Protéine Référence 
NCBI référence 

SNP 

Pourcentage 

22 A2846T D949V DPYD * 9B rs67376798 1,8% 

Intron 14 IVS14 + 1G> A 
Exon 14 

sauter 
DPYD * 2A rs3918290 

1,2% 

13 T1679G 1560S DPYD * 13 rs55886062 0,3% 

4 delTCAT 295-298 Frameshift DPYD * 7 rs72549309 0,3% 

 

2.2.3 Activité de la DPD 

L’activité de la DPD est sujette à une grande variabilité inter-individuelle. Environ 3-5% de 

la population générale présentent un déficit partiel et environ 0,2-0,3% présentent un déficit 

total (20). Elle est impliquée dans la toxicité du 5-FU : plus l’activité enzymatique est faible, 

plus la cytotoxicité est importante (45). L’activité de la DPD peut être déterminée dans les 

cellules mononucléaires du sang périphérique. Elle est dans l’ordre plus élevée dans les 

monocytes, les lymphocytes, les granulocytes et les plaquettes. Le taux de monocytes étant 

plus élevé chez les patients atteints de cancer par rapport aux volontaires sains, cela montre 

bien la corrélation entre l’activité de la DPD et les cellules mononucléaires et pourrait 

expliquer ainsi la variabilité inter-patient de l’activité DPD (46). 

Une étude conduite par l’équipe de Milano mesurant l’activité lymphocytaire de la DPD chez 

185 patients, montre que les valeurs moyennes et médianes étaient respectivement de 0,222 

et 0,211 nmol/min/mg prot (47). 

2.2.3.1 Influence des paramètres physiologiques sur l’activité 

de la DPD 

L’activité lymphocytaire de la DPD chez des patients atteints de cancer n’est pas influencée 

par l’âge des patients, ni par l’altération des fonctions hépatiques (47). De plus, il n’existe pas 

de différence d’activité entre les femmes pré-ménopausées et les femmes post-ménopausées. 

Par contre, l’activité lymphocytaire chez des patients atteints de cancer est en moyenne 15% 

inférieure chez les femmes que chez les hommes (47), alors que l’évaluation du ratio UH2/U 



22 
 

chez les sujets sains (48) et chez des patients atteints de cancer (49) ne montrent pas de 

différence significative de l’activité entre les deux sexes. 

Il a été suggéré dans certaines études anciennes que la toxicité du 5-FU se manifestait plus 

souvent chez la femme que chez l’homme. Ainsi, dans la série de patients décrite par Milano 

(58), les femmes constituaient 87% des patients déficitaires en DPD avec une toxicité liée au 

5-FU (50). Ces données n’ont pas été confirmées depuis (51). 

L’activité de la DPD au niveau hépatique chez des sujets sains ne varie pas en fonction de la 

race (caucasienne et noire africaine) (52). En plus, il n’y a pas de corrélation entre l’état 

nutritionnel des patients et la clairance du 5-FU (30). 

2.2.3.2 Seuils critiques d’activité de la DPD 

Il est important de définir un seuil d’activité de la DPD en dessous duquel il faudrait adapter 

d’emblée la dose du 5-FU administrée aux patients ou changer le 5-FU par un autre 

cytotoxique. Les observations chez des patients atteints de cancer ont permis de proposer pour 

l’activité lymphocytaire de la DPD un seuil d’activité à risque situé autour de 0.1 

nmol/min/mg prot (47). De même, la valeur seuil définie pour le ratio UH2/U plasmatique est 

de 1.8. Les ratios UH2/U supérieurs à 2.25 n’ont montré aucun signe de toxicité (49). 

 

2.2.4 Cycle nycthéméral et variabilité de la DPD 

L’administration du 5-FU en perfusion continue a permis d’établir une relation inverse entre 

la pharmacocinétique du 5-FU et l’activité lymphocytaire de la DPD (53). Cette dernière est 

plus faible vers 13h00 et plus élevée vers 1h00. De plus, le cycle circadien n’est pas semblable 

chez tous les patients : 47% des patients ont un pic d’activité de la DPD compris entre 23h00 

et 6h00, 35% entre 8h00 et 15h00 et 18% entre 17h00 et 20h00 alors que 59% de l’activité 

résiduelle de la DPD étaient compris entre 7h00 et 15h00 (54). Ainsi, le cycle nycthéméral 

contribue aussi à la variabilité inter-individuelle de la DPD. 

 

2.2.5 Résistance au 5-FU 

Elle s’exprime au niveau du site d’action par une modification de la concentration du 5-FU 

et de la durée d’exposition des cellules cancéreuses au 5-FU. En théorie, elle peut se révéler 

à toutes les étapes de son métabolisme soit depuis le passage transmembranaire jusqu’aux 

cibles intracellulaires (55). La position de la cellule tumorale dans le cycle cellulaire, et sa 
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capacité à subir l’apoptose en réponse au traitement médicamenteux, jouent un rôle important 

dans les mécanismes de sensibilité des cellules tumorales à la chimiothérapie (56). 

Les causes de résistance sont multiples et peuvent être dues à : 

Surexpression de la DPD au niveau des cellules tumorales : in vitro, la sensibilité au 5-FU est 

inversement corrélée au niveau d'activité de la DPD intracellulaire (45). Une étude chez des 

patients traités par chimiothérapie du 5-FU a décrit une corrélation entre la faible expression 

de la DPD intra-tumorale et la bonne réponse au 5-FU ; dans cette même étude, les malades 

présentant des taux bas d’enzymes majeures de métabolisme du 5-FU (DPD, TP et TS) dans 

la tumeur avaient une survie significativement plus longue (57). 

Altération de l'anabolisme du 5-FU (conversion du nucléoside en nucléotide, conversion du 

5-FU en 5-FUMP) : des données contradictoires ont été rapportées pour la thymidine 

phosphorylase (TP). In vitro, la faible expression de la TP est corrélée à une résistance au 5-

FU (58); cependant, une étude clinique a révélé qu'une expression élevée de la TP dans les 

tumeurs colorectales était associée à une mauvaise réponse au 5-FU (59) 

Déplétion en folates : il peut s’agir d’une déplétion dans les cellules tumorales (60), ou d’une 

déplétion en polyglutamates nécessaires à la stabilisation du complexe 5-FdUMP-TS (61), 

entrainant ainsi une diminution de l’activité de la folylpolyglutamate synthétase (FPGS) (62). 

Amplification génique de la TS : elle augmente la quantité d'enzyme disponible pour assurer 

la synthèse d'ADN dans la cellule tumorale (63); la diminution de l'affinité de la TS pour le 

5-FdUMP (64) provoque aussi un échappement au 5-FU. Plusieurs études ont suggéré que les 

niveaux d'activité (65) et d'expression (66)(67)(68) de la TS intratumorale étaient des facteurs 

prédictifs de réponse au 5-FU dans les cancers colorectaux. Une étude in vitro a montré que 

la variation de la TS semble plus déterminante que celle de la FPGS (69). La possibilité d'une 

modification du taux d'activité de la TS au cours du traitement n'est pas exclue et pourrait 

expliquer l'apparition du phénomène de résistance au 5-FU (30). 

Amplification de voies de secours indépendantes de la TS : pour la synthèse des pyrimidines 

(70). 

Mutation de la protéine P53 : cette mutation pourrait permettre la poursuite du cycle cellulaire 

malgré la présence d'anomalies de l'ADN induites par le 5-FU (70). 
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Lignées cellulaires particulières : deux lignées cellulaires CombiA et CombiB récemment 

isolées des cellules cancéreuses du colon seraient mises en causes dans les mécanismes de 

résistance au 5-FU (56). 

 

2.2.6 DPD et toxicité du 5-FU 

Les fluoropyrimidines induisent des toxicités graves de grade III-IV chez 10 à 30% des 

patients et des toxicités létales chez 0,3 à 2% des patients. Il s'agit d'une toxicité dose-

dépendante variable en fonction du schéma d'administration (6). Elle touche essentiellement 

les épithéliums à renouvellement rapide (épithélium digestif et tissu hématopoïétique). Elle 

se traduit par une diarrhée, une mucite et une myélosuppression modérée dont le nadir se situe 

aux alentours de 10 jours après l'injection du produit. 

De rares cas de cardiotoxicité ont été relevés notamment en cas de perfusion continue (71). 

Une impureté contenue dans le solvant, le fluoroacétaldéhyde métabolisé en fluoroacétate, a 

été impliquée (72). Le remplacement du solvant du 5-FU a permis une diminution de la 

cardiotoxicité mais ne l'a pas fait disparaitre totalement (72). 

Une neurotoxicité rare, allant du syndrome cérébelleux jusqu'au coma, a été rapportée, 

mettant en cause des catabolites du FBAL (fluoroacétate et fluorocitrate) (73). En perfusions 

continues à haute dose du 5-FU, il survient fréquemment une toxicité neurologique de type 

encéphalopathie. Elle associe une acidose lactique et une hyperammoniémie due à l'inhibition 

du cycle de Krebs (74). 

Le type d'effets secondaires est influencé par le mode d'administration. En effet, la toxicité 

hématologique, notamment la neutropénie, est plus fréquemment observée en cas 

d'administration en bolus et la survenue d'un syndrome mains-pieds est plus fréquent en cas 

de perfusion continue (75). 

Certains malades atteints d'un déficit congénital partiel en DPD peuvent développer des 

toxicités sévères hématologiques et muqueuses avec parfois une atteinte neurologique 

pouvant aller jusqu'au coma (76). La toxicité neurologique est liée dans ce cas à une toxicité 

directe par un des métabolites actifs du 5-FU sur le tissu nerveux (77).  

Cependant, à l'exception des cas rares de déficit en DPD, le 5-FU est une molécule 

relativement bien tolérée, notamment avec le schéma LV5-FU2 (acide L-folinique + 5-FU en 
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bolus + perfusion continue pendant 48 heures), avec des taux de toxicités sévères 

(neutropénie, mucite, diarrhée) inférieurs à 5% (49). 

Un cas de toxicité au 5-FU, utilisé en topique, a été observé chez un patient de 76 ans atteint 

d’un carcinome des cellules basales. Après application sur le cuir chevelu de la crème Efudix* 

5% deux fois par jour, pendant une semaine, le patient s’est plaint d’une douleur abdominale, 

de diarrhées sanglantes, et de nausées. A l'auscultation, il présentait de la fièvre, une stomatite, 

une œsophagite, un rash cutané alors que le bilan biologique révélait une neutropénie et une 

thrombocytopénie (78). 

 

2.3 Dépistage du déficit de la DPD en pratique 

Les techniques de dépistage des patients déficitaires en activité DPD sont classées en deux 

catégories : phénotypiques et génotypiques. Ces techniques doivent répondre à un certain 

nombre de critères et contraintes, tels qu’une très bonne sensibilité et une très bonne 

spécificité, et respecter un délai de rendu de résultats suffisamment court afin de ne pas 

retarder la mise en route du traitement anticancéreux (19). 

La recommandation UNICANCER (union des centres de cancérologie de France) du 16 avril 

2016 préconise (6) : 

• Le dépistage pré-thérapeutique des déficits en DPD, des patients recevant des 

fluoropyrimidines à forte dose pour une courte durée et qui sont à risque élevé de 

développer une toxicité sévère ou qui sont en situation adjuvante. 

• Le dépistage multiparamétrique, comportant le phénotypage par la 

détermination du ratio UH2/U dans le plasma et le génotypage par la détection des 

mutations majeures (2A, D949, et I560S) sur le gène de la DPD (DPYD) pour des 

raisons de complémentarité (sensibilité et spécificité) des deux approches et la 

facilité de leur mise en place dans les laboratoires de biologie médicale. 

• Une contre-indication des fluoropyrimidines en cas de déficit total, une 

diminution de la posologie de 25 à 50% en cas de déficit partiel dès la première 

cure de chimiothérapie et un ajustement progressif de la dose en fonction de la 

tolérance pour les cures suivantes. 
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2.3.1 Approches phénotypiques 

Le phénotypage du déficit en DPD peut être réalisé soit en mesurant l'activité de l'enzyme à 

partir des cellules mononucléées circulantes, soit par la détermination du ratio UH2/U 

plasmatique avant traitement. Une étude sur 81 malades traités par 5-FU a montré que le ratio 

pré-thérapeutique de UH2/U était corrélé au taux du 5-FU plasmatique, à la clairance du 5-

FU et que le seuil du ratio en dessous duquel les effets secondaires apparaissaient était de 1,8 

(49). 

La technique la plus utilisée en France est la détermination du ratio UH2/U plasmatique en 

raison de sa simplicité par rapport à la mesure de l’activité lymphocytaire de DPD par la 

technique enzymatique (6). Cette dernière doit être interprétée avec prudence lorsqu'elle est 

effectuée sur des prélèvements contenant de nombreuses cellules myéloïdes, notamment en 

période de régénération médullaire (79). 

• Méthode de mesure de l’activité enzymatique par technique radio-enzymatique 

La méthode de mesure de l’activité enzymatique par technique radio-enzymatique dans les 

cellules mononucléées du sang périphérique est la première technique qui a été mise en place 

(80). La mesure se fait principalement dans les lymphocytes sanguins, et elle est étroitement 

corrélée à l’activité dans le foie. Les lymphocytes du patient sont incubés avec de la thymine 

ou du 5-FU radioactifs puis on mesure les catabolites par technique HPLC avec un détecteur 

de radio-isotope. En cas de déficit partiel, l’activité DPD dans les lymphocytes du patient est 

à peu près égale à la moitié de celle d’une population sans déficit. Cependant, il n’existe pas 

de corrélation satisfaisante avec la clairance plasmatique du 5-FU (81) contrairement au ratio 

UH2/U plasmatique. 

Dans cette approche, la préparation des échantillons et le dosage en lui-même sont difficiles 

à mettre en œuvre. Cette approche a été longtemps la méthode de référence, mais elle a des 

applications limitées en diagnostic pré-thérapeutique en raison des contraintes citées plus 

haut. Elle n’est pas adaptée à un dépistage à grande échelle, comme ce doit être le cas, compte 

tenu de la large utilisation du 5-FU et des contraintes des cliniciens (19). 

• Dosage de pyrimidines dans les urines 

L’uracile et la thymine sont des pyrimidines naturelles qui sont présentes dans les urines, leurs 

concentrations élevées sont à l’origine du terme pyrimidinurie congénitale. Il a été décrit des 

cas de pyrimidinuries familiales et des déficits complets chez des enfants présentant des 
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concentrations élevées d’uracile et de thymine dans le sang, l’urine mais aussi le liquide 

céphalorachidien (44). 

L’approche phénotypique par dosage urinaire HPLC de l’uracile ou de la thymidine se montre 

peu sensible, notamment dans les déficits partiels, et ne détecte que les insuffisances 

enzymatiques totales. Elle n’est donc pas adaptée à un dépistage pré-thérapeutique (19). 

• Uracil Breath Test 

Le patient doit ingérer du 2-13C-uracile (6 mg/kg). Celui-ci est catabolisé, et cette voie 

catabolique passant par la DPD conduit à la production de 13CO2. L’air expiré pendant 180 

minutes est alors recueilli dans un sac scellé, et le 13CO2 est mesuré dans l’air expiré par 

spectroscopie infra-rouge (IR) de modèle UBiT-IR300. La technique a été validée chez des 

patients et des sujets sains (82). 

Ce test est non invasif et rapide (peut se faire en 50 minutes) ; le 13CO2 dans l’air expiré est 

stable 201 jours après le recueil. Cependant, le test requiert du 13CO2 qui est cher et surtout 

un spectroscope IR particulier (UBiT-IR300), spécial pour ce test qui n’est pas disponible 

dans tous les laboratoires de biologie médicale. Cela oblige à envoyer le prélèvement aux 

laboratoires qui détiennent ce type de matériel, et le délai pour récupérer les résultats peut 

amener à retarder le début de la chimiothérapie (19). 

• Dose de charge d’uracile par voie orale 

Dans cette approche, on administre au patient une dose de charge d’uracile, 500 à 1 000 

mg/m2, puis est effectuée une pharmacocinétique de l’uracile et de son métabolite UH2 par 

HPLC (83). En cas de déficit, les concentrations d’UH2 doivent être très inférieures à celles 

d’un sujet sans déficit en DPD. Il requiert une pharmacocinétique complète des deux 

composés (U et UH2), et n’est donc pas très aisé en pratique clinique. Comparativement à 

l’Uracil Breath Test, l’uracile est moins cher, encore qu’il doive être considéré comme un 

produit pharmaceutique et relève donc de l’agence du médicament (19). 

• Rapport UH2/U endogène 

Cette approche est basée sur le dosage plasmatique pré-thérapeutique du substrat endogène, 

l’uracile et de son métabolite et le calcul du rapport dihydro-uracile/uracile 

(métabolite/substrat endogènes), reflet de l’activité globale de la DPD. Les deux composés 

sont dosés dans le plasma par HPLC avec barrette de diode ou LC-MS/MS avant traitement. 

Un rapport bas témoigne d’une diminution du métabolisme et reflète un déficit enzymatique. 
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La diminution du rapport UH2/U a été corrélée de façon significative avec le risque et la 

gravité des toxicités aux fluoropyrimidines apparaissant lors des premières cures (49). Cette 

approche nécessite une excellente maîtrise de la technique, mais ne requiert aucune 

administration de médicament ou de substances chimiques, et les résultats sont rendus dans 

les huit jours (84). 

Une étude rétrospective française sur les toxicités graves chez les patients traités avec 5-FU 

et capécitabine, a permis d’identifier 71% des toxicités sévères et 80% des toxicités létales en 

déterminant le rapport UH2/U chez ces patients (6).  

 

• Adaptation individuelle de dose 

Le simple fait d’administrer une fluoropyrimidine à un patient partiellement ou totalement 

déficitaire en DPD peut d’emblée induire une toxicité grave, ce qui réduit considérablement 

le champ d’application de la méthode. Elle n’est pas adaptée à la prévention de toxicité 

précoce grave mais elle est intéressante en cas de déficit partiel détecté en pré-thérapeutique 

qui ne contre-indique pas l’administration d’une fluoropyrimidine. Le suivi 

pharmacocinétique individuel permet d’atteindre une dose optimale n’entraînant pas de 

toxicité aiguë précoce (85). 

 

2.3.2 Approche génotypique 

Le but de cette approche est de permettre la détection de Single Nucleotide Polymophism 

(SNP) sur le gène de la DPD lui-même ou son promoteur. 

• HPLC dénaturante (DHPLC) 

La DHPLC est basée sur la séparation température-dépendante de brins d’ADN contenant des 

paires de bases misappariées à partir d’une banque de fragments d’ADN amplifiés. Cette 

technique est très sensible et nécessite un second test pour déterminer précisément la 

mutation. Elle est longue à mettre en œuvre, chère et n’est pas adaptée à un dépistage de 

routine (86). 

• Pyroséquençage 

Le pyroséquençage est une technique de séquençage par synthèse à amplification haut-débit 

qui permet de produire jusqu’à un million de séquences par run. Elle permet la détection 
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rapide et totalement automatisée de SNP et de courtes séquences de délétions du gène. Cette 

méthode est classiquement utilisée pour la détection des SNP (87). 

• Restriction fragment-length polymorphism (RFLP) 

En RFLP, l’ADN amplifié par réaction en chaîne par polymérase (PCR) est hydrolysé en 

fragments par des enzymes de restriction, ces fragments sont ensuite séparés par 

électrophorèse, et les derniers fragments obtenus sont séquencés (88). Cette technique n’a pas 

un débit suffisant, elle n’est donc pas adaptée pour rechercher des SNP dans un temps court 

(19). 

 

2.3.3 Approche épigénétique 

La méthylation du promoteur de la DPD réduit la transcription du gène. L’approche 

épigénétique consiste à rechercher la méthylation du promoteur de la DPD par les techniques 

de séquençage de Sanger, la DHPLC ou le pyroséquençage. Cette approche n’est pas utilisée 

à l’heure actuelle dans le dépistage (89).
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3 MATÉRIELS ET MÉTHODES 

3.1 Méthode de dosage de l’uracile et du dihydro-uracile 

Le dosage de l’uracile et du dihydro-uracile dans le plasma est réalisé par chromatographie 

liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS/MS). 

3.1.1 Principe de LC-MS/MS 

La LC-MS/MS correspond à l’association de deux technologies qui sont la chromatographie 

liquide haute performance (HPLC) et la spectrométrie de masse (MS). Ces technologies sont 

couramment utilisées pour la séparation (LC) et l’identification (MS) des substances 

chimiques dans des milieux complexes. 

La chromatographie liquide (LC) est une méthode physique de séparation grâce à laquelle les 

composés chimiques sont sélectivement distribués entre deux phases non-miscibles : la phase 

mobile « liquide » parcourant la phase stationnaire « solide ». La rétention d’un composé dans 

la phase stationnaire dépend de son affinité (polarité, structure chimique…) avec cette 

dernière. 

La spectrométrie de masse permet l’identification des substances chimiques grâce à la mesure 

du ratio de la masse moléculaire sur la charge électrique (m/z) des ions. Le couplage des trois 

quadripôles pour la spectrométrie de masse (MS/MS ou tandem de spectrométrie de masse) 

a permis le développement d’une nouvelle génération d’analyseur d’ions beaucoup plus 

sélective et spécifique pour l’identification et la quantification des substances endogènes et 

exogènes. 

La combinaison des interfaces MS/MS permet d’exploiter la LC-MS/MS en mode MRM 

(Multiple Reaction Monitoring). Le mode MRM est devenu le plus utilisé en raison de sa 

sensibilité et de sa sélectivité pour la quantification de différentes classes de composés 

chimiques à l’état de trace en milieu complexe (plasma, urine, salive, eaux polluées, etc.). En 

outre, des développements significatifs concernant les différentes méthodes d’ionisation ont 

aussi permis la démocratisation de la LC-MS/MS. 

L’efficacité de la technique d’ionisation est directement liée à la sensibilité de la détection 

des molécules. Les deux types d’ionisation les plus couramment utilisés en analyse LC-

MS/MS sont l’ESI (ElectroSpray Ionization) et l’APCI (Atmospheric-Pressure Chemical 

Ionization). Elles sont toutes les deux complémentaires et s’adaptent à presque toutes les 

espèces chimiques (médicaments, fongicides, herbicides, insecticides, toxines, résidus de 
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produits vétérinaires, dépistage de substances prohibées, enzymes, protéines…) avec des 

spécificités liées à la polarité de la molécule. 

Dans notre étude, le mode d’ionisation choisi est le mode ESI+ et le mode de scan utilisé est 

le mode MRM dont le principe est le suivant : 

La première étape consiste à sélectionner un ion dans le premier quadripôle (Q1). Cet ion 

produit des fragments sous l’effet de l’énergie de collision et de l’argon dans la cellule de 

collision (Q2). Ainsi, seulement un nombre restreint et choisi de fragments provenant de l’ion 

parent est analysé dans le dernier quadripôle (Q3). Les analyses par MRM permettent 

d’augmenter considérablement la limite de détection des composés par une sélection 

spécifique des fragments de l’ion étudié. (Figure 8) 

Figure 8 : Principe de l’analyse MRM (d’après Sciex). 

 

3.2 Réactifs et solvants 

La solution mère d’uracile (U) à 1 mg/mL a été préparée à partir de la poudre d’uracile 

obtenue chez Sigma® (≥ 99% de pureté). Dans une fiole jaugée, il a été dissous 20 mg 

d’uracile dans 20 mL d’eau ultrapure. Le mélange a été mis dans un bain à ultrasons pendant 

20 minutes afin de faciliter la dissolution. 

La solution mère du dihydro-uracile à 1 mg/mL a été préparée à partir de la poudre de 5,6-

dihydro-uracile obtenue chez Sigma® (≥ 99% de pureté). Dans une fiole jaugée, il a été 

dissous 20 mg du dihydro-uracile dans 20 mL d’eau ultrapure. Le mélange a été mis dans un 

bain à ultrasons pendant 20 minutes afin de faciliter la dissolution.  

La solution mère de chlorure d’uracile (ClU) à 1 mg/mL a été préparée à partir de la poudre 

de chlorure d’uracile obtenue chez Aldrich (≥ 99% de pureté). Dans une fiole jaugée, il a été 



32 
 

dissous 20 mg de chlorure d’uracile dans 20 mL d’eau ultrapure. Le mélange a été mis dans 

un bain à ultrasons pendant 20 minutes afin de faciliter la dissolution. Toutes les solutions 

mères ont été conservées à la température de -20°C avant l’utilisation, pour une durée 

maximum de trois mois (90). 

Eau ultrapure (UHPLC-MS) : utilisée pour la préparation des solutions a été obtenue chez 

Carlo Erba®. 

Acétonitrile (UHPLC-MS) : utilisé comme solvant a été obtenu chez Carlo Erba®. 

Acétate d’éthyle (≥ 99,5% de pureté) : utilisé comme solvant a été obtenu chez Merck®. 

Propranol-2 (LC-MS) : utilisé comme solvant a été obtenu chez Sigma-Aldrich®. 

Sulfate d’ammonium (≥ 99% de pureté) : utilisé pour précipiter les protéines plasmatiques a 

été obtenu chez Carlo Erba®. 

Acide acétique glacial (≥ 99,99% de pureté) : utilisé pour acidifier les phases a été obtenu 

chez Sigma-Aldrich®. 

Le plasma synthétique a été préparé à partir de la solution d’albumine et de la solution saline 

tamponnée au phosphate (PBS = Phosphate Buffered Saline) selon la méthode proposée par 

Cold Spring Harbor Protocols 2012 (91). 

▪ L’albumine (20%) a été obtenue chez laboratoire français de fractionnement et de 

biotechnologie (LFB). 

▪ Le PBS a été préparé de la façon suivante : dissoudre dans 800 mL d'eau ultrapure, 8 g de 

chlorure de sodium (NaCl ≥ 99,5% de pureté) obtenu chez Merck, 0,2 g de chlorure de 

potassium (KCl ≥ 99,5% de pureté) obtenu chez Merck, 1,44 g de phosphate de sodium 

(Na2HPO4 ≥ 99% de pureté) obtenu chez Merck et 0,24 g de phosphate de potassium (KH2PO4 

≥ 99% de pureté) obtenu chez Merck. Ajuster le pH à 7.4 avec acide chlorhydrique (HCl 37%, 

dilué à 1 mol/mL). Compléter le volume à 1 litre avec de l'eau ultrapure.  

Pour préparer le plasma synthétique, il faut prélever 20 mL d’albumine, puis les transvaser 

dans une fiole jaugée de 100 mL et compléter ensuite le volume avec du PBS jusqu’au trait 

de jauge puis agiter le mélange. Le plasma synthétique préparé a été conservé à -20°C pendant 

au maximum un mois. 
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3.3 Chromatographie 

Chromatographe LC-MS/MS : 

Il est composé d’un module de chromatographie à liquide ultra haute performance (Waters 

Acquity UHPLC) comportant une pompe UPLC (H-Class), un injecteur automatique réfrigéré 

(Autosampler), un four à colonne et un spectromètre de masse équipé de trois quadripôles 

(Xevo TQ-S) muni d’une interface d’ionisation ESI, le tout relié à un ordinateur équipé d’un 

écran pour le traitement des données. L’association de ces technologies permet d’identifier et 

de quantifier les composés sous forme de traces. Le système LC-MS/MS est installé dans une 

pièce à température ambiante entre 20 et 25°C. 

Conditions chromatographiques : 

La séparation des analytes a été réalisée sur une colonne UPLC HSS T3 1,8 µm ; 2,1x100mm 

de la société Waters. Les phases mobiles sont composées d’un mélange d’eau et de 0,5% (v/v) 

d’acide acétique (phase A) et d’un mélange d’acétonitrile et de 0,5 % (v/v) d’acide acétique 

(phase B). Les solvants ont été délivrés à une vitesse de 0,35 ml /minute selon le gradient 

suivant : 100% de A et 0% de B pendant 3,5 minutes, suivi de 5% de A et 95% de B de 3,5 à 

4 minutes et 100% de A de 4 à 6 minutes. Les échantillons ont été maintenus à une 

température de 8°C dans l’injecteur automatique pendant toute la durée de l’analyse. Le temps 

d’analyse est donc de 6 minutes par échantillon.  

Conditions de spectrométrie de masse :  

La température de désolvatation a été maintenue à 500°C. La tension est de 40 volts dans le 

cône et 250 électron-volts dans le capillaire, les débits de gaz sont respectivement de 850 

Litre/heure et 150 Litre/heure pour la désolvatation et pour le cône. L’énergie de collision est 

de 16 électron-volts pour l’uracile, 12 électron-volts pour le dihydro-uracile, 17 électron-volts 

pour le chlorure d’uracile. Les transitions (m/z) choisies pour la quantification sont 113 → 70 

pour l’uracile, 115 → 98 pour le dihydro-uracile, 147 → 130 pour le chlorure d’uracile et 

celles choisies pour la confirmation sont 113 → 96 pour l’uracile, 115 → 73 pour le dihydro-

uracile, 147 → 104 pour le chlorure d’uracile. 

Traitement des données : l’acquisition, le traitement et la quantification des données ont été 

réalisés par le logiciel MassLynx®4.1. 
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3.4 Matériels divers 

Tubes en polypropylène de 20 mL à bouchons vissés. 

Tubes en verre de 10 mL. 

Bouchons à tubes.  

Fioles de 5, 10, 20, 100 mL. 

Bain à ultrasons Transsonic 460/H Elma. 

Balance Mettler Toledo type XS 204. 

Micropipettes Gilson P5000, P1000, P200, P20.  

Centrifugeuse thermoréglable Jouan GR412. 

Agitateur type Vortex VWR, VX-2500. 

Bain-marie à sec avec thermostat et rampe d’évaporation. 

Agitateur horizontal Janke et Kunkel HS-501 D. 

Cônes en polypropylène On touch-tips adaptés aux pipettes. 

Autoclave Air Concept Firlabo. 

Vials d'injection en verre de 1.5 mL. 

Rampe d'évaporation sous azote + azote N28 (Air Liquide) type Liebisch. 

pH mètre BIBBY-HC502. 

 

3.5 Préparation des échantillons 

Le dosage a été réalisé à partir des solutions mères d’uracile (U), du dihydro-uracile (UH2), 

de chlorure d’uracile (ClU) à 1 mg/mL stockées à -20°C, lesquelles ont servi à la préparation 

des solutions filles. 

Préparation des solutions filles de mélange de U/UH2 (SF1) et solution fille d’étalon interne 

(SF1-EI) à 10 µg/mL 

Solution fille de mélange de UH2/U (SF1) : prélever 100 µL de la solution mère de UH2 et 

100 µL de celle de U et l’introduire dans une fiole jaugée de 10 mL, compléter ensuite le 

volume avec de l’eau ultrapure jusqu’au trait de jauge puis agiter le mélange. 
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Solution fille d’étalon interne ClU (SF1-EI) : prélever 100 µL de la solution mère de ClU 

dans une fiole de 10 mL, compléter ensuite le volume avec de l’eau ultrapure jusqu’au trait 

de jauge et agiter le mélange. 

Préparation des solutions filles du mélange U/UH2 (SF2) et de l’étalon interne (SF2-EI) à 1,6 

µg/mL, (SF3-EI) à 0,08 µg/mL 

Solution fille de mélange de UH2/U(SF2) : déposer 160 µL de la solution SF1 dans un tube à 

hémolyse de 5 mL, puis ajouter 840 µL d’eau ultrapure et agiter le mélange. 

Solution fille d’étalon interne (SF2-EI) : déposer 160 µL de la solution SF1-EI dans un tube 

à hémolyse de 5 mL, puis ajouter 840 µL d’eau ultrapure et agiter le mélange. 

Solution fille d’étalon interne (SF3-EI) : déposer 100 µL de la solution SF2-EI dans un tube 

à hémolyse de 5 mL, puis ajouter 1600 µL d’eau ultrapure et agiter le mélange. 

Préparation de la gamme de calibration 

La gamme comprend 7 points qui sont : T0 ; T0,625; T1,25 ; T2,5 ; T5 ; T20 ; T40 ; T60 

ng/mL. Dans des tubes à hémolyse, préparer les solutions filles (SF) suivantes : SF2/2, SF2/4, 

SF2/8, SF2/16, SF2/32, SF2/64, SF2/128, SF2/256 en procédant de la manière suivante : 

Pour SF2/2 : diluer 400 µL de SF2 dans 400 µL d’eau ultrapure. 

Pour ¾ SF2/2 : diluer 300 µL de SF2/2 dans 100 µL d’eau ultrapure. 

Pour SF2/4 : diluer 200 µL de SF2/2 dans 200 µL d’eau ultrapure. 

Pour SF2/8 : diluer 200 µL de SF2/4 dans 200 µL d’eau ultrapure. 

Ainsi de suite jusqu’à la solution de SF2/256. 

Préparation des solutions de contrôle qualité et des contrôles de qualité (CQ) 

Préparation de la solution fille SF1-CQ à 10 µg/mL : déposer 100 µL de UH2 et 100 µL de U 

dans une fiole jaugée de 10 mL, compléter ensuite le volume avec de l’eau ultrapure jusqu’au 

trait de jauge puis agiter le mélange. 

Préparation de la solution fille SF2-CQ à 0,8 µg/mL : déposer 800 µL de SF1-CQ dans une 

fiole de 10 mL, compléter ensuite le volume avec de l’eau jusqu’au trait de jauge puis agiter 

le mélange. 

Préparation de la solution fille SF3-CQ à 0,1 µg/mL : déposer 100 µL de SF1-CQ dans une 

fiole jaugée de 10 mL, compléter ensuite le volume avec de l’eau ultrapure jusqu’au trait de 

jauge puis agiter le mélange. 

Préparation de la solution fille SF4-CQ à 20 ng/mL : déposer 400 µl de SF3-CQ, ajouter 1600 

µL d’eau ultrapure puis agiter le mélange. 
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Préparation du contrôle de qualité haut (CQH) à 40 ng/mL : déposer 1 mL de SF2-CQ dans 

une fiole jaugée de 20 mL, compléter le volume avec du plasma synthétique jusqu’au trait de 

jauge puis agiter le mélange. 

Préparation du contrôle de qualité moyen (CQM) à 5 ng/mL : déposer 1 mL de SF3-CQ dans 

une fiole jaugée de 20 mL, compléter le volume avec du plasma synthétique jusqu’au trait de 

jauge puis agiter le mélange. 

Préparation du contrôle de qualité bas (CQB) à 1 ng/mL : déposer 1 mL de SF4-CQ dans une 

fiole de 20 mL, compléter le volume avec du plasma synthétique jusqu’au trait de jauge puis 

agiter le mélange. 

 

3.6 Procédure d’extraction 

Chaque point de la gamme a été surchargé avec 50 µL de solution standard, 25 µL d’étalon 

interne auquel on a ajouté 500 µL de plasma synthétique et 300 mg de sulfate d’ammonium 

afin de précipiter les protéines. Pour les contrôles de qualité et les blancs, la surcharge de 50 

µL de solution standard a été remplacée par une surcharge de 50 µL d’eau ultrapure.  

 

Tableau 2 : Les dilutions de la gamme de calibration. 

 T60 T40 T20 T5 T2,5 T1,25 T0,625 T0 CQI 

SF 50µL 

(3
4
SF2/2) 

50µL 

(SF2/4) 

50µL 

(SF2/8) 

50µL 

(SF2/32) 

50µL 

(SF2/64) 

50µL 

(SF2/128) 

50µL 

(SF2/256) 

50µL 

(eau) 

 

SF3 EI 25µL 25µL 25µL 25µL 25µL 25µL 25µL 25µL 25µL 

Plasma 500µL 500µL 500µL 500µL 500µL 500µL 500µL 500µL 500 µL 

(NH4)2SO4 300 mg 300 mg 300 mg 300 mg 300 mg 300 mg 300mg 300mg 300mg 

 

Agiter tous les tubes pendant 1 minute au vortex automatique, ajouter dans chaque tube 2,5 

mL de mélange de solvant acétate d’éthyle/isopropanol-2 (85/15 volume/volume), agiter 

doucement (45 agitations par minute) latéralement pendant 15 minutes, centrifuger pendant 

15 minutes à 3500 tours/minute à 4°C, récupérer ensuite 2 mL de surnageant dans des tubes 

à hémolyse propres, évaporer à sec sous l’azote à 37°C, enfin reprendre les extraits secs avec 

100 µL de la phase A, agiter pendant 1 minute. Reprendre la solution dans des vials pour 

injecter 20 µL dans le système LC-MS/MS.  
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4 VALIDATION DE LA METHODE 

 

Le guide de validation en bioanalyse de l’EMA (92) a servi de modèle pour valider la 

méthode. Les paramètres de linéarité, de stabilité, de précision, de justesse, de limite de 

quantification, de rendement et de l’effet matrice ont été déterminés pour faire cette 

validation. La validation a consisté à analyser plusieurs réplicats d’un même échantillon au 

cours d’une même série et répétition de cette série sur plusieurs jours avec trois niveaux de 

contrôle. Un pool de 25 valeurs a été constitué pour chaque niveau de contrôle de chaque 

analyte pour effectuer les calculs, selon la méthode décrite par Peters et al (93) et Krouwer et 

Rabinowitz (94). Le modèle statistique utilisé pour valider les résultats est basé sur 

l’estimation de l’écart type intra et inter-série, l’estimation de ces écarts types permettant de 

calculer la répétabilité et la reproductibilité. L’erreur totale quant à elle est estimée par la 

racine carrée de la somme des carrés de la répétabilité et de la reproductibilité. 

Les valeurs limites sont celles utilisées dans le guide de validation en bioanalyse de l’EMA 

(92). 

 

4.1 Linéarité 

C’est la capacité de la méthode analytique à donner des résultats directement proportionnels 

à la concentration de l’analyte dans les échantillons lorsqu’un modèle de régression linéaire 

est utilisé. Le modèle de régression linéaire est pondéré en 1 𝑥⁄  (l’inverse de la concentration). 

La linéarité est évaluée en calculant les résidus, c’est-à-dire l’écart entre les concentrations 

mesurées par le modèle et les concentrations théoriques exprimées en pourcentage. Les 

valeurs des résidus ont été calculées par le logiciel MassLynx. L’écart doit être inférieur à +/- 

15% pour tous les points de gamme sauf pour le dernier point de gamme pour lequel une 

limite de +/- 20% est tolérée. La pente, l’ordonnée à l’origine et le coefficient de 

détermination ont aussi été rapportés. L’équation de la droite de régression est représentée 

par la droite 𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏 (a = pente de la droite et b = ordonnée à l’origine). 

 

4.2 Fidélité 

La fidélité d'une méthode est le degré d'accord entre les résultats obtenus lors d'essais 

différents. Elle est mesurée par la dispersion des résultats individuels de part et d'autre de la 
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moyenne et elle est généralement représentée par l'écart-type ou par le coefficient de variation 

(écart-type relatif). Elle inclut l’étude de la répétabilité et de la reproductibilité. 

• La répétabilité : exprime la fidélité évaluée dans des conditions de mesure identiques et dans 

un court intervalle de temps. Ici, même opérateur, même jour. Elle a été étudiée à trois niveaux 

de contrôle (haut 40 ng/mL, moyen 5 ng/mL et bas 1 ng/mL) et pour chaque niveau de 

contrôle cinq répétitions le même jour.   

• La reproductibilité : exprime la fidélité évaluée dans des conditions différentes de mesure. 

Ici, même operateur, mais à des jours différents. Elle a été étudiée à trois niveaux de contrôle 

(haut 40 ng/mL, moyen 5 ng/mL et bas 1 ng/mL) et pour chaque niveau de contrôle cinq 

séries de répétition à des jours différents. 

 

4.3 Justesse 

Exprime l’étroitesse de l’accord entre la valeur trouvée et la valeur acceptée soit comme 

valeur conventionnellement vraie soit comme valeur de référence.  

 

4.4 Rendement et effets matrice 

Le rendement (RE) correspond au rapport des aires sous les pics de l’analyte extrait (B) sur 

le blanc surchargé (A), il est représenté par RE (%) = B/A x 100. L’effet matrice correspond 

au rapport des aires sous les pics du blanc surchargé (A) sur l’analyte non extrait (C) il est 

représenté par EM (%) = A/C x 100. L’efficacité (EF) correspond au rapport des aires sous 

les pics de l’analyte extrait (B) sur l’analyte non extrait (C), il est représenté par EF (%) = 

B/C x 100. Ces trois paramètres ont été évalués à deux niveaux de concentrations 

correspondants au niveau moyen (5 ng/mL) et au niveau haut (40 ng/mL) de contrôle qualité. 

 

4.5 Limites de quantification (LOQ) et de détection 

La limite de quantification correspond au point bas de la gamme de calibration. Elle est 

validée en calculant l’écart type de l’ordonnée à l’origine (oo) des droites d’étalonnage selon 

la formule LOQ = 10 x ET(oo)/moyenne des pentes (95). 
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La limite de détection est la plus petite quantité d’analyte qui peut être détectée mais pas 

nécessairement quantifiée comme valeur exacte. Elle n’a pas été calculée pour cette étude car 

elle n’est pas utile dans ce contexte. 

 

4.6 Stabilité 

L’étude de stabilité n’a pas été réalisée car la stabilité a déjà été étudiée par d’autres (90).
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5 RESULTATS 

 

5.1 Conditions chromatographiques 

Les conditions chromatographiques développées pour cette méthode ont permis de séparer 

les différents analytes et l’étalon interne. Les temps de rétention du dihydro-uracile, de 

l’uracile et de l’étalon interne sont respectivement de 1,21 ; 1,24 et 2,19 (voir figure 9). Le 

chromatogramme correspondant à un blanc montre l’absence de signal au temps de rétention 

du dihydro-uracile et de l’uracile (voir figure 10). Le rapport signal sur bruit obtenu à la limite 

de quantification montre que la réponse de l’appareil est suffisante à cette concentration et 

doit permettre d’obtenir la sensibilité nécessaire (voir figure 11).  

 

 

Figure 9 : Chromatogramme correspondant au point le plus haut de la gamme. Seules les transitions de 

quantification sont représentées 
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Figure 10 : Chromatogramme correspondant à l’analyse d’un blanc. Seules les transitions de quantification 

sont représentées. 

Figure 11 : Chromatogramme correspondant au point le plus bas de la gamme. Seules les transitions de 

quantification sont représentées. 
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5.2 Linéarité 

La linéarité des courbes de calibration a été démontrée pour les deux analytes pour les 

concentrations de 0,625 à 60 ng/mL car les résidus exprimés en pourcentage ne dépassent pas 

+/- 15% dans tous cas (tableau 2 et 3).  

Tableau 3 : Exemple de résultats de la courbe de calibration de l’uracile. ASC : aire sous la courbe. 

 Concentration 

théorique 

(ng/mL) 

Réponse  

(ASC U/ ASC 

EI) 

Concentration 

calculée par le 

modèle (ng/mL) 

Résidus 

% 

Uracile 0,625 0,076 0,62 -0,7 

1,25 0,146 1,27 1.8 

2,5 0,280 2,53 1,4 

5 0,517 4,75 -5,0 

20 2,251 20,98 4,9 

40 4,153 38,78 -3,1 

60 6,469 60,45 0,7 

Figure 12 : Exemple de courbe de calibration de l’uracile. 
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La figure 12 montre la droite de calibration pour l’uracile avec y = 0,10686x+0,00962, le 

coefficient de corrélation r = 0,999551 et le coefficient de détermination r² = 0,999102 qui 

reflète l’adéquation du modèle de régression linéaire pour décrire la relation entre la 

concentration et la réponse. 

 

Tableau 4 : Exemple de résultats de la courbe de calibration du dihydro-uracile. ASC : aire sous la courbe. 

 Concentration 

théorique(ng/mL) 

Réponse  

(ASC U/ASC EI) 

Concentration calculée 

par le modèle (ng/mL) 

Résidus % 

Dihydro-

uracile 

0,625 0,007 0,60 -3,6 

1,25 0,011 1,27 1,9 

2,5 0,018 2,36 -5,4 

5 0,036 5,17 3,4 

20 0,140 21,32 6,6 

40 0,256 39,24 -1,9 

60 0,386 59,40 -1,0 

 

 

Figure 13 : Exemple de courbe de calibration du dihydro-uracile. 
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La figure 13 montre la droite de calibration du dihydro-uracile avec y = 0,0064x+0,00297, le 

coefficient de corrélation r = 0,999462 et le coefficient de détermination r² = 0,998924. 

5.3 Fidélité 

L’étude de répétabilité et de reproductibilité a été réalisée à trois niveaux de contrôle de 

qualité interne sur cinq séries de répétition, chaque série comportant cinq répétitions donnant 

un total de 25 essais. Les résultats de cette étude sont reportés dans les tableaux 5, 6 et 7 

Tableau 5 : Résultats de répétabilité et de reproductibilité du contrôle haut pour l’uracile et dihydro-uracile 

(n=25), valeur du contrôle haut=40 ng/mL. 

 Uracile 40 ng/mL  Dihydro-uracile 40 ng/mL 

Répétabilité CV 4,2% 3,8% 

Reproductibilité CV 4,6% 4,1% 

Total CV 6,2% 5,5% 

 

Tous les coefficients de variation (CV) sont inférieurs à 15%, par conséquent le test de 

répétabilité et de reproductibilité du contrôle haut est validé. 

Tableau 6 : Résultats de répétabilité et de reproductibilité du contrôle moyen pour l’uracile et dihydro-uracile 

(n=25), valeur du contrôle moyen = 5 ng/mL. 

 Uracile 5 ng/mL Dihydro-uracile 5 ng/mL 

Répétabilité CV 4,2% 7,5% 

Reproductibilité CV 6,3% 2,5% 

Total CV 7,6% 7,9% 

 

Tous les CV sont inférieurs à 15%, par conséquent le test de répétabilité et de reproductibilité 

du contrôle moyen est validé.  

 

 

 

 



45 
 

Tableau 7 : Résultats de répétabilité et de reproductibilité du contrôle bas pour l’uracile et dihydro-uracile 

(n=25), valeur du contrôle moyen = 1 ng/mL. 

 Uracile 1 ng/mL Dihydro-uracile 1 ng/mL 

Répétabilité CV 9,6% 9,9% 

Reproductibilité CV 1,9% 2,8% 

Total CV 9,8% 10,3% 

 

Tous les CV sont intérieurs à 20%, par conséquent le test de répétabilité et de reproductibilité 

du contrôle bas est validé. 

 

5.4 Justesse 

L’étude de justesse a été réalisée sur les même données que l’étude de répétabilité et de 

reproductibilité et ses résultats sont reportés dans le tableau ci-dessous. 

Tableau 8 : Résultats de justesse de l’uracile et du dihydro-uracile aux trois niveaux de contrôle de qualité 

(haut= 40 ng/mL, moyen= 5ng/mL, bas= 1ng/mL), n=25 

Biais en % Uracile Dihydro-uracile 

Contrôle haut 7,7% 2,7% 

Contrôle moyen -1,8% 1,4% 

Contrôle bas 1,2% -0,6% 

 

Les biais des contrôles haut, moyen et bas sont strictement inférieurs à 15%, par conséquent 

le test de justesse est validé.  

 

5.5 Limite de quantification 

La limite de quantification a été calculée à partir de l’écart-type de l’ordonnée à l’origine de 

10 droites d’étalonnage. Elle est de 0,330 ng/mL pour l’uracile et 0,035 ng/mL pour le 

dihydro-uracile. Elle est bien inférieure au point le plus bas de la gamme. 
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5.6 Rendement, effet matrice et efficacité 

L’étude du rendement a été réalisée sur l’uracile et le dihydro-uracile à deux niveaux de 

contrôle qualité (le moyen 5 ng/mL et le haut 40 ng/mL) avec pour chaque niveau de contrôle 

trois répétitions de l’analyte extrait, trois répétitions de blancs surchargés après extraction et 

trois répétitions de l’analyte chargé non extrait. Les résultats de cette étude sont reportés dans 

les tableaux 9 à 12. 

Tableau 9 : Résultats de rendement, effet matrice et efficacité du contrôle moyen de l’uracile. 

 Rendement Effet matrice Efficacité 

Contrôle moyen  

5 ng/mL 

60,4% 110,5 66,8% 

60,3% 103,7 64,5% 

ND 106,9 ND 

Moyenne 60,4% 107,1 65,7% 

ND : données non disponibles suite problème analytique. 

Tableau 10 : Résultats de rendement, effet matrice et efficacité du contrôle haut de l’uracile. 

 Rendement Effet matrice Efficacité 

Contrôle haut  

40 ng/mL 

56,9% 77,2 44,0% 

58,6% 76,9 45,0% 

64,0% 73,8 47,3% 

Moyenne 59,8% 76,0 45,4% 

 

Tableau 11 : Résultats de rendement, effet matrice et efficacité du contrôle moyen du dihydro-uracile. 

 Rendement Effet matrice Efficacité 

Contrôle moyen  

5 ng/mL 

57,1% 77,4 44,1% 

59,0% 79,9 49,0% 

ND 83,1 ND 

Moyenne 58,0% 80,1 46,6% 

ND : données non disponibles suite problème analytique. 
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Tableau 12 : Résultats de rendement, effet matrice et efficacité du contrôle haut du dihydro-uracile. 

 Rendement Effet matrice Efficacité 

Contrôle haut  

40 ng/mL 

57,4% 68,6% 39,3% 

54,7% 72,0% 39,3% 

60,3% 67,8% 40,9% 

Moyenne 57,4% 69,4% 39,8% 

Les valeurs du rendement dépassent 50%, cela montre un recouvrement de plus de la moitié 

des analytes après extraction. Les effets matrices sont faibles (<31%) en moyenne.  

 

5.7 Stabilité 

Selon Coudoré et al (90), les solutions stocks d’uracile et du dihydro-uracile sont restées 

stables à -20°C pendant trois mois.  

Les contrôles internes préparés dans le plasma synthétique sont stables au moins 6 heures à 

température ambiante et au moins 30 jours à -20°C. 

Toutefois, dans les échantillons biologiques, les concentrations d’uracile et du dihydro-uracile 

augmentent avec le temps à température ambiante et à 4°C :10 à 27% en moyenne au bout de 

deux heures de stockage avec de grandes variations.  

Pour la prise en charge des échantillons, il est donc recommandé que le sang soit centrifugé 

à +4°C et le plasma immédiatement congelé à -20°C (90). 
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6 DISCUSSION 

L’objectif de ce travail était de développer et de valider une méthode de dosage de l’uracile 

et du dihydro-uracile dans le plasma par LC-MS/MS afin de déterminer l’activité de l’enzyme 

DPD. Le ratio du métabolite dihydro-uracile sur l’uracile est le reflet de l’activité de cette 

enzyme impliquée dans le métabolisme du 5-FU. 

En complément des méthodes génotypiques pour la détermination de l’activité de la 

dihydropyrimidine déshydrogénase, plusieurs méthodes de phénotypage ont été déjà 

développées et proposées.  

La méthode radio-enzymatique de mesure de l’activité dans les lymphocytes est la technique 

historique. Toutefois, elle n’est pas adaptée à un dépistage de routine notamment en raison de 

l’utilisation de radio-éléments et de la nécessité d’utiliser un détecteur de radio-isotopes. Par 

ailleurs, la corrélation avec la clairance plasmatique du 5-FU n’est pas satisfaisante (19). 

Le dosage des pyrimidines dans l’urine est peu sensible quant à la détection des déficits 

partiels et ne peut détecter que les déficits totaux (19). 

L’Uracil Breath Test est rapide, non invasif mais requiert l’utilisation de 13CO2 qui est cher et 

du matériel spécifique non disponible dans tous les laboratoires (19). 

L’administration d’une dose-test d’uracile par voie orale est en cours de validation. Elle 

requiert une étude pharmacocinétique complète de U et UH2, ce qui n’est pas facile à mettre 

en œuvre en routine (19). 

La méthode consistant à mesurer le rapport plasmatique UH2/U est plus facilement utilisable 

en routine, car elle ne nécessite pas d’administrer de substance et ne nécessite pas plusieurs 

prélèvements. Les dosages des analytes peuvent être réalisés avec du matériel de laboratoire 

courant (HPLC couplée à un détecteur barrettes de diodes). Le rendu des résultats peut se 

faire au maximum dans les 8 jours (1) ce qui ne retarde pas le début de la chimiothérapie. 

La plupart des méthodes décrites dans la littérature pour mesurer le rapport UH2/U reposent 

sur la chromatographie liquide couplée à une détecteur UV simple ou barrette de diodes (96). 

Ce mode de détection peut parfois manquer de spécificité et de sensibilité. C’est pourquoi 

nous avons choisi de développer notre méthode de dosage par LC-MS/MS. Toutefois, un 

détecteur de masse de haute sensibilité est nécessaire : les premiers essais réalisés sur un 

spectromètre de masse moins sensible (API 3200 Qtrap) n’ont pas permis d’atteindre la 

sensibilité requise pour cette analyse en raison du manque de signal pour les analytes. La LC-
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MS/MS a montré une bonne sensibilité pour ce dosage en détectant des concentrations jusqu’à 

0,625 ng/mL et une rapidité de temps d’analyse avec 6 minutes par échantillon. Elle requiert 

toutefois une maitrise de la technique proposée.  

Pour l’étalonnage interne nous avons utilisé des analogues structuraux de l’uracile et du 

dihydro-uracile. Sur le spectromètre XEVO, les essais ont commencé par l’utilisation de 

bromo-uracile comme étalon interne mais le signal n’était pas suffisant, il a donc été remplacé 

par le chloro-uracile. A l’époque, aucuns analogues deutérés n’étaient disponibles au 

laboratoire. Initialement le pic de l’étalon interne était dédoublé. Sa concentration a été diluée 

20 fois ramenant sa concentration de 1,6 µg/mL à 0,08 µg/mL, permettant d’améliorer 

considérablement la forme des pics. 

Pour la chromatographie, des colonnes HILIC et BEHC18 ont été testées mais les signaux 

obtenus n’étaient pas aussi intenses que ceux obtenus avec la colonne HSS T3. La colonne 

HSS T3 est particulièrement adaptée pour l’analyse des composés polaires, en particulier elle 

est compatible avec des phases mobiles comportant un fort pourcentage de phase aqueuse. 

Les colonnes HILIC auraient pu être adaptées à l’analyse de ces composés mais elles 

nécessitaient un rinçage poussé de tout le système pour obtenir des temps de rétention 

reproductibles. Ce rinçage était difficile à mettre en œuvre en routine. Le gradient de phase 

mobile utilisé pour cette méthode comprend un plateau de 3.5 min avec 100 % de phase 

aqueuse pour l’élution de ces analytes très polaires, suivi d’une augmentation rapide jusqu’à 

100% de phase organique afin d’éluer toutes les autres impuretés retenues sur la colonne à la 

fin de l’analyse chromatographique. 

Cette méthode de dosage a été validée selon les guides de validation en vigueur pour la 

bioanalyse (92) comprenant les paramètres habituels de validation qui sont : la linéarité, la 

répétabilité, la reproductibilité, la justesse, la détermination des limites de la méthode et les 

effets matrices. Le calcul de la précision inter et intra-day a été fait selon la méthode décrite 

par Peters et al (93) et les calculs proposés par Krouwer et al (94). L’avantage de cette 

méthode est qu’elle permet de gagner du temps. En effet, l’analyse de cinq séries cinq jours 

différents est suffisante pour estimer les deux niveaux de précision. Les paramètres de 

validation obtenus sont conformes aux recommandations habituelles de l’EMA (92). 

Toutefois, il faut noter que la matrice utilisée pour préparer la gamme de calibration n’est pas 

du plasma mais une matrice synthétique censée lui ressembler. Ce choix a été effectué en 

raison de la présence basale endogène des deux analytes dans le plasma humain. En 

conséquence, il est probable que les effets matrices soient différents de ceux qui seraient 
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mesurés avec du plasma humain. En présence de composés endogènes, plusieurs solutions 

sont possibles pour préparer la gamme de calibration et les contrôles de qualité internes :  

Elimination du composé endogène de la matrice d’intérêt à l’aide de charbon actif, action 

d’enzymes ou traitement physique. Par exemple le chauffage du plasma à 37°C pendant 

plusieurs heures permet d’éliminer les catécholamines présentes dans cette matrice (97). 

L’inconvénient de cette méthode est qu’elle modifie la composition de la matrice qui n’est 

alors plus strictement identique à la matrice étudiée. 

Utilisation pour préparer les standards de calibration et les contrôles de qualité internes 

d’analogues deutérés des analytes. Cette solution peut paraitre séduisante, toutefois les 

analogues deutérés correspondant, ici uracile et dihydro-uracile marqués au deutérium, ne 

sont pas toujours aisément disponibles. Par ailleurs, cette approche n’est possible qu’en 

spectrométrie de masse. De plus, il n’est pas certain que l’ionisation de ces composés deutérés 

soit strictement identique à celle des analytes correspondant non deutérés. Cette dernière 

approche a notamment déjà été utilisée pour l’analyse du bisphénol A dans le sang et l’urine 

(98). 

La méthode des ajouts dosés n’est pas utilisable en routine car une gamme de concentration 

doit être réalisée pour chaque patient. 

Nous avons plutôt choisi d’utiliser une matrice synthétique. Un substitut de plasma a été 

préparé en utilisant une solution ionique isotonique au plasma et surchargée avec de 

l’albumine humaine afin d’obtenir une composition proche de celle du plasma. Cette méthode 

a permis d’obtenir des blancs exempts d’analytes et des courbes de calibration avec un 

intercept négligeable. Par ailleurs, avec cette matrice les effets de suppression d’ions sont 

faibles voire nuls (inférieurs à 31%). La validation rigoureuse de cette approche nécessiterait 

en plus, d’inclure dans chaque série des contrôles de qualité préparés dans le plasma humain 

dont la concentration finale prend en compte la contamination basale. C’est ce que propose 

la FDA dans son document de travail de 2013 toujours pas validé à ce jour (99). 

L’expérimentation permettant d’estimer les effets matrices inclus aussi le calcul des 

rendements d’extraction. Un rendement suffisant (plus de 50%) a été obtenu par l’extraction 

liquide-liquide des analytes en utilisant un mélange de solvant 85/15 (volume/volume) 

d’acétate d’éthyle et d’isopropanol-2. La déprotéinisation par l’acétonitrile utilisée en 

première intention lors du développement n’a pas donné de résultats satisfaisants en raison 

d’effets matrices importants. L’acétonitrile a ensuite été remplacé par le sulfate d’ammonium 
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pour précipiter les protéines, combiné à une extraction liquide-liquide. Celle-ci a été efficace 

bien qu’elle allonge la procédure d’extraction notamment en raison de la pesée du sulfate 

d’ammonium qui a aussi l’avantage d’avoir un moindre coût. 

La gamme de calibration était initialement composée de 9 points (T0,625; T1,25 ; T2,5 ; T5 

; T10 ; T20 ; T40 ; T80 ; T160 ng/mL). Les points hauts de la gamme T80 et T160 ont été 

supprimés car la gamme n’était pas linéaire dans sa partie haute, probablement en raison d’un 

phénomène de saturation du signal à ces concentrations élevées. Ils ont été remplacés par un 

point T60 sans que cela n’altère la droite de régression. Les valeurs de justesse et de précision 

aux trois niveaux de contrôles démontrent que la méthode est suffisamment robuste. La limite 

de quantification est suffisamment basse pour mesurer les concentrations habituellement 

rencontrées chez l’Homme (90). 
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7 CONCLUSION 

La méthode de dosage de l’uracile et du dihydro-uracile dans le plasma par LC-MS/MS pour 

le phénotypage de la dihydropyrimidine déshydrogénase a été validée. Cette méthode de 

dosage peut bien être appliquée dans un laboratoire hospitalier en vue du suivi pré-

thérapeutique des patients atteints de cancers et susceptibles d’être mis sous le traitement par 

les fluoropyrimidines. Il permet non seulement une adaptation de leur traitement en fonction 

de risque de toxicités mais aussi évite les lourdes conséquences liées à la toxicité des 

fluoropyrimidines. Il reste toutefois à tester la méthode dans les conditions réelles de routine 

du laboratoire et à réaliser une comparaison avec un autre laboratoire. 
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Résumé 

Mise au point et validation d’une méthode de dosage de l’uracile (U) et du dihydro-

uracile (UH2) dans le plasma par LC-MS/MS pour le phénotypage de la 

dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD). 

Le cancer est l’une des causes majeures de mortalité et de morbidité dans le monde. Des 

millions d’hospitalisation par an de long et de court terme sont liées au cancer en France. Les 

fluoropyrimidines (5-FU et ses analogues) sont des molécules qui sont utilisées dans de 

nombreux protocoles de chimiothérapie. Le 5-FU administré en monothérapie ou en 

association dans des situations conventionnelles, adjuvantes ou métastasiques peut souvent 

induire des toxicités chez les patients atteints de cancer recevant cette chimiothérapie. Ces 

toxicités sont liées à un déficit de l’activité de la DPD, enzyme responsable de la dégradation 

du 5-FU. Un phénotypage de la DPD, en dosant dans le plasma son substrat endogène l’uracile 

(U) et le métabolite formé correspondant, le dihydro-uracile (UH2) permet de déterminer 

l’activité de l’enzyme. La méthode de dosage proposée ici permet le suivi pré-thérapeutique 

des patients recevant des traitements à base des fluoropyrimidines. Le dosage de l’U et du 

UH2 dans le plasma par LC-MS/MS a été développé pour quantifier le ratio UH2/U en utilisant 

le Chloro-uracile (ClU) comme étalon interne. Les analytes ont été extraits par extraction 

liquide-liquide en utilisant un mélange d’acétate d’éthyle et d’isopropanol. La séparation 

UHPLC a été réalisée sur une colonne HSS T3 1.8 µm parcourue par un mélange de deux 

phases mobiles liquides A (eau avec 0,5% d’acide acétique) et de B (acétonitrile avec 0,5% 

d’acide acétique). Les transitions (m/z) de quantification étaient 113 → 70 pour U, 115 → 98 

pour le UH2, 147 → 130 pour ClU. Le temps d’analyse par échantillon est de 6 minutes. La 

méthode est linéaire pour des concentrations allant de 0,625 à 60 ng/mL pour les deux 

analytes. La précision est bonne puisque les coefficients de variation sont inférieurs à 8% 

pour les niveaux haut et moyen de contrôle de qualité et intérieurs à 11% pour le niveau bas 

de contrôle de qualité. Les biais de la justesse sont tous inférieurs à 8% pour les trois niveaux 

de contrôle de qualité. La méthode de dosage de l’U et du UH2 dans le plasma par LC-MS/MS 

a été validée, elle peut à présent être testée dans les conditions réelles de routine de laboratoire. 

Mots clés :   
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