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INTRODUCTION

Selon le dernier rapport de I’Institut National du Cancer (INCa), paru en Novembre
2010, le cancer a tué en France, dans la période allant de 2003 & 2007, 147 800 personnes. Il
constitue la premiere cause de décés chez I’lhnomme avec 33% de I’ensemble de la mortalité et
la seconde chez la femme avec 23% de I’ensemble de la mortalité. En 2010, le nombre de

déces toujours imputable au cancer a été estimé a 146 800 personnes.

Les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) ont été, au cours de ces derniéres années, un
apport majeur dans le traitement du cancer, en particulier dans le traitement de la leucémie
myeéloide chronique (LMC) et dans celui des tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST). Le
traitement de ces maladies fait appel & I’Imatinib (Glivec®) et plus récemment, les formes de
LMC résistantes a I’Imatinib peuvent étre traitées par deux ITK de seconde génération, le
Dasatinib (Sprycel®) et le Nilotinib (Tasigna®).

De récentes études ont permis de démontrer I’intérét du suivi thérapeutique
pharmacologique (STP) dans le traitement de la LMC et des GIST. Il a été clairement montré
qu’il existe une relation entre concentration plasmatique en Imatinib et réponse au traitement
dans le cas de ces deux maladies. D’autres études sont en cours pour déterminer également
s’il existe une relation entre concentration plasmatique en Dasatinib ou en Nilotinib et réponse

au traitement de la LMC.

Le développement du STP nécessite la mise au point d’une méethode de dosage simple
et efficace permettant de déterminer les concentrations plasmatiques de ces médicaments.
Pour cela, nous avons choisi d’utiliser une méthode de chromatographie liquide haute
performance (CLHP) couplé a un détecteur a barrette de diodes (BD). Cette méthode permet
de déterminer simplement et rapidement les concentrations plasmatiques en Imatinib (et de

son métabolite majeur le Norimatinib), en Dasatinib et en Nilotinib.



1. Premiére partie

1.1. Leucémie myéloide chronique ou LMC

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une maladie qui a été décrite pour la
premiere fois par John Hughes Bennett en 1845 au Royal Infirmary d’Edimburgh (1). Cette
maladie est classée parmi les syndromes myéloprolifératifs au méme titre que la
thrombocytémie essentielle, la spléenomégalie myéloide et la maladie de Vaquez. La LMC a

pour origine un trouble clonal myéloprolifératif d’une cellule souche pluripotente.

La LMC est une maladie relativement rare qui touche environ 2 personnes sur 100 000
chaque année (2). L’age médian de decouverte de cette pathologie se situe & 65 ans. Aucun
facteur n’est connu pour favoriser cette maladie et aucun moyen ne permet de prédire son
apparition. Cependant, une augmentation de I’incidence a été observée au Japon en 1945
aprés I’explosion des bombes nucléaires d’Hiroshima et de Nagasaki et il a été supposé
qu’une exposition a des radiations allant de 0,5 a 0,09 Gy pourrait favoriser la survenue de

cette maladie (3).

La LMC est la premiére maladie maligne pour laquelle une anomalie chromosomique
a eté identifiée : un chromosome anormal résultant d’une translocation réciproque 9; 22,
connu sous le nom de chromosome de Philadelphie. Cette translocation implique le géne
ABL1 (Abelson), un proto-oncogene présent sur le chromosome 9 et le géne BCR (Breakpoint
Cluster Region) présent sur le chromosome 22 (Figure 1). La translocation de ces génes
donne naissance a la formation d’une protéine chimérique Bcr-Abl possédant une activité
tyrosine kinase (4, 5). C’est la découverte de cette activité tyrosine kinase particuliére qui a

permis le développement de thérapies dites ciblées.
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Figure 1 : Fusion anormale des génes
—Géne bgr-abl BCR  BCR du chromosome 22 et ABL du

ARL— . chromosome 9 : Le chromosome de
—) Philadelphie

Adapté d’aprés www.mycmlcare.com

Classiquement, la maladie se déroule en trois phases : une phase chronique, une phase
accélérée et une phase blastique. 90% des patients sont diagnostiqués lors de la phase
chronique, la plupart du temps de maniére fortuite suite & un examen sanguin de routine. Cela
s’explique par le fait que les patients atteints de LMC en phase chronique possédent toujours
un systeme immunitaire compétent, ce qui les rend asymptomatiques pendant cette période.
La phase chronique se caractérise principalement par une leucocytose qui peut atteindre
1000.10%/L ainsi que des signes cliniques comme la fatigue ou des douleurs osseuses. Aprés
une période de 3 a 5 ans, les patients non traités évolueront en maladie blastique, une forme
de leucémie aigue particulierement agressive, hautement chimiorésistante et tres rapidement

fatale.

Le suivi de I’évolution de la maladie s’effectue par I’évaluation de trois critéres, la
réponse hématologie, la réponse cytogénétique et la réponse moléculaire.
La réponse hématologique complete (RHC) correspond a la disparition des signes
hématologiques de la maladie (taux de plaquettes inférieur a 450 GJ/L, taux de leucocytes
inférieur a 10 G/L, disparition des cellules granuleuses immatures circulantes, réduction de la
basophilie a moins de 5 % de la formule sanguine) et cliniqguement a la disparition de la
splénomégalie.
La réponse cytogenétique est évaluée par I’analyse des cellules médullaires sur au moins 20 a
30 mitoses. Une réponse cytogénétique compléte (RCC) se définit par la disparition complete
des métaphases Ph+ et la réponse partielle a leur diminution entre 1 et 35 % des mitoses
examinées. Lorsque la réponse est compléte ou partielle, elle est aussi appelée réponse

cytogénétique majeure (RCM). La réponse cytogénétique est dite mineure s’il persiste 36 a
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65% de mitoses Ph+ et minime s’il persiste 66 a 95%. Au-dela de 95%, on parle d’absence de
réponse cytogénétique.

La réponse moléculaire est évaluée par la quantification par PCR en temps réel du taux de
transcrits BCR-ABL. La réponse moléculaire est dite complete (RMC) si le ratio BCR-ABL /
géne de controle est non détectable ou non quantifiable. La réponse moléculaire est dite

majeure (RMM) si le ratio BCR-ABL / géne de contrdle est inférieur ou égal a 0,1%.

Le traitement de la LMC a radicalement changé depuis 2002, suite a I’autorisation de
mise sur le marché de I’Imatinib, un Inhibiteur de Tyrosine Kinase (ITK) commercialisé sous
le nom de Glivec® (6). L’étude d’enregistrement de I’Imatinib montre qu’a la dose de 400 mg
par jour 96% des patients présentent une RHC et 55% une RCC. Le taux de survie globale a 5
ans s’éléeve a 79%. Auparavant, les traitements disponibles comme I’interféron alpha et les
allogreffes de cellules souches ne permettaient d’obtenir qu’une survie globale allant de 30 a
50% a 10 ans (1) et les patients ne bénéficiaient que d’une qualité de vie médiocre. La
posologie de 400 mg par jour est donc la posologie indiquée dans le traitement de la LMC,
cependant, il semblerait que la réponse au traitement par Imatinib soit corrélée avec sa
concentration plasmatique ; en effet, dans une étude datant de 2008 (7), sur une sélection de
40 patients, 20 répondant au traitement par Imatinib et 20 ne répondant pas au traitement, il
s’est avéré que la concentration plasmatique en Imatinib des patients répondeurs était
significativement plus élevée (moyenne observée de 1670 ng/mL dans le groupe répondeur et
530 ng/mL dans le groupe des non répondeurs). Une étude publiée la méme année par Awidi
et al. (8) conclue a la nécessité de la mise en place d’un suivi thérapeutique pharmacologique
(STP) de I’Imatinib.

En cas d’échec du traitement par Imatinib ou en cas d’intolérance a cette molécule, deux
autres molécules plus récentes, elles aussi de la famille des ITK peuvent étre prescrites : Le
Nilotinib (Tasigna®) et le Dasatinib (Sprycel®). Ces deux molécules sont capables de traiter la
quasi-totalité des mutants BCR-ABL connus, a I’exception de la mutation T315l. D’autres
molécules sont par conséquent a I’essai dans le traitement de la LMC. C’est le cas notamment
d’un autre ITK, le Bosutinib. Les résultats préliminaires des études de phase Ill en cours
montrent une efficacité de cette molécule comparable a celle du Dasatinib ou du Nilotinib,
aprés échec au traitement par Imatinib. Le profil de toxicité semble lui aussi équivalent,
cependant, cette molécule s’est également révélée inefficace dans le traitement des patients
présentant la mutation T3151 (9). Afin de traiter les formes mutées T315l, un certain nombre



de molécules sont en développement : C’est le cas du danusertib (PHA-739358), I’AT9283
(inhibiteur des Aurora Kinases), le Ponatinib (AP24534), de la molécule XL228 ou encore de
deux nouvelles molécules de la famille des inhibiteurs de Switch Pocket Kinases, DCC-2036
et DCC-2157 (10).

1.2. Tumeurs stromales gastro-intestinales ou GIST

C’est en 1983 (11) que ce type particulier de cancer a été décrit pour la premiere fois.
Bien qu’étant les tumeurs mésenchymateuses non-épithéliales du tractus gastro-intestinal les
plus fréquentes (12), elles restent relativement rares avec une incidence de 8,5 a 10 cas par
million d’habitants en France (13). Les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) se
développent le plus fréquemment a partir de la paroi de I’estomac, parfois de I’intestin gréle et

plus rarement d’autres segments du tractus digestif.

Il a fallu attendre 15 années apres la description de Mazure en 1983 pour identifier les
mécanismes moléculaires qui interviennent dans les GIST. Ainsi, c’est en 1998 (14) que le
role oncogénique de KIT a été décrit: La mutation de ce gene provoque une forte
augmentation de I’activité tyrosine kinase de la cellule et surtout enclenche le processus de
tumorigenése. C’est donc la découverte de cette augmentation de I’activité tyrosine kinase qui
a orienté les thérapeutes vers I’utilisation d’ITK pour traiter ce cancer, qui jusqu’ici, ne
bénéficiait que d’une thérapeutique pauvre et peu pertinente. L’utilisation de I’Imatinib dans
cette pathologie a considérablement amélioré la survie sans progression des malades atteints
de GIST (6, 15), en particulier chez les patients dont le volume tumoral est réduit de facon
telle qu’une exérese chirurgicale devient alors possible. Il a été également montré que la
réponse partielle au traitement et la survie globale étaient significativement supérieures
(risque de déces inférieure a 95%) pour les patients possédant la mutation de I’exon 11 du

géne KIT plutdt que de I’exon 9 ou ne présentant pas de mutation (16).

Le traitement de premiére ligne est, si elle est réalisable, I’exérese chirurgicale par
voie classique ou endoscopique pour les plus petites Iésions. Si cette exérese n’est pas
possible (Iésions trop étendues localement, patients inopérables ou présence de sites
métastatiques), le traitement par Imatinib a raison de 400 mg par jour en une prise, chez les

patients exprimant la protéine c-KIT est recommandé.
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En cas d’échec au traitement par Imatinib, il est possible d’utiliser un autre ITK : le
Sunitinib (Sutent®). Le Sunitinib a obtenu I’autorisation de mise sur le marché en seconde
ligne du traitement des GIST apres échec du traitement par Imatinib ou en cas d’intolérance a
celui-ci. En 2006, une étude clinique de Phase Il a été menée chez des patients résistants a
I’Imatinib par Demetri et al. (17), randomisant 312 patients. Le bras expérimental recevait du
Sunitinib (Sutent®), alors que le bras témoin recevait un placebo. La survie sans progression
était de 27,3 semaines dans le bras expérimental, contre 6,4 semaines dans le bras témoin
(Hazard Ratio = 0,33 ; p < 0,0001).

1.3. Thérapie ciblée

Les thérapeutiques ciblées sont devenues prépondérantes dans le traitement des
cancers (18). Ce concept assez neuf de médecine personnalisée désigne la pratique selon
laquelle il est nécessaire pour un patient donné, de trouver les marqueurs cellulaires propres
au cancer de ce patient et utiliser les traitements les plus adaptés afin d’assurer la meilleure
efficacité et également diminuer les toxicités souvent lourdes des chimiothérapies
anticancéreuses. Des techniques de biologie moléculaire sont utilisées pour établir en quelque
sorte la « carte d’identité » de la tumeur. En effet, la tumeur possede sa propre identité
géneétique, bien dissociee de celle du patient. La tumeur possede son propre génome : On parle

de pharmacogénomique tumorale.

Depuis quelques années, de nombreuses molécules ont été développées, notamment
grace a la découverte de nouveaux biomarqueurs, améliorant de maniere significative le
pronostic vital de certains patients (19). C’est le cas des anticorps monoclonaux et des
Inhibiteurs de Tyrosine Kinase (ITK). Ces deux familles de molécules ont pour cible les
récepteurs de la famille des récepteurs a activité tyrosine kinase (20). Les anticorps
monoclonaux ciblent la partie extracellulaire du récepteur a activité tyrosine kinase. Ils sont
administrés exclusivement par voir parentérale. Les ITK ciblent quant a eux la partie
intracellulaire du récepteur a activité tyrosine kinase. Ces molécules sont administrées quasi

exclusivement per os.
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L’essor de la biologie moléculaire a permis de mieux comprendre et appréhender la
notion de thérapie ciblée et de développer le diagnostic moléculaire. L’étude du génome de la
tumeur permet de mettre en évidence des mutations, des délétions, des protéines de fusion ou
encore tout type d’anomalies génétiques. En fonction des anomalies identifiées et selon le
type tumoral, un choix thérapeutique peut étre établi. En 2011, la prescription de thérapies
ciblées nécessite des tests de biologie moléculaire précis : c’est le cas de la surexpression de
HER-2 dans le cancer du sein pour débuter un traitement par Trastuzumab (21), ou encore la
mutation des récepteurs EGFR dans le cancer du poumon pour I’utilisation du Gefitinib ou de
I’Erlotinib (22) et enfin I’absence de mutation de I’oncogéne KRAS pour I’utilisation du
Cetuximab ou du Panitumumab dans les cancers colorectaux métastatiques (23). Plus
récemment, I’étude de la mutation V60OE de I’oncogene BRAF a montré son grand intérét
dans le traitement du mélanome métastatique, permettant la prescription du Vemurafenib,
améliorant le taux de réponse de 48% contre 5% pour la thérapeutique classique par
Décarbazine (24).

C’est egalement le cas de la présence ou non des mutations BCR-ABL dans la
leucémie aigue lymphoide (LAL) pour I’utilisation de I’Imatinib. Le statut mutationnel de c-
KIT est également prépondérant dans le choix de la thérapeutique par ITK dans le traitement
des GIST.

1.4, Inhibiteurs de Tyrosine Kinase

Les ITK sont des molécules de faible masse moléculaire. 1ls se fixent compétitivement
au niveau du domaine catalytique et plus exactement au niveau du site de fixation de I’ATP,
inhibant ainsi les enzymes a activité tyrosine-kinase. Ces molécules sont administrées

essentiellement par voie orale.
La présente étude s’intéresse a trois ITK majeurs utilisés en hématologie et en

gastroentérologie oncologique. L’Imatinib et son métabolite actif le Norimatinib, le Dasatinib
et le Nilotinib.
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1.4.1. Imatinib

Le meésilate d’Imatinib (CGP57148B ou STI571) a été le premier inhibiteur de
tyrosine kinase mis sur le marché dans le traitement de la leucémie myéloide chronique Ph+
et des tumeurs stromales gastro-intestinales. Il est également indiqué en association a la
chimiothérapie dans les leucémies aigues lymphoides Ph+ et chez les patients atteints de
dermatofibrosarcome protuberans. Cette molécule est commercialisée sous le nom de Glivec®

en France et Gleevec® dans les pays anglo-saxons (Figure 2).

Figure 2 : Mésilate d’Imatinib (Glivec®)

PN IUPAC: 4-[(4-methylpiperazin-1-yl)methyl]-N-
| [ " '|‘ [4-methyl-3-[(4-
~ e pyridin-3-ylpyrimidin-2-

JI [ yl)amino]phenyl]benzamide

T - % o | Masse moléculaire : 589.7 g/mol
r” e 7Ny Formule brute : C5H35N704S
[-f’ pKa 13,45
]

‘\ ‘ D’aprés PubChem, NCBI et DrugBank

Mécanisme d’action :

L’Imatinib est un puissant inhibiteur de la tyrosine kinase BCR-ABL au niveau
cellulaire in vivo et in vitro. Cette molécule inhibe sélectivement la prolifération et induit

I’apoptose des cellules leucémiques Ph+ et des lignées cellulaires BCR-ABL positives.

L’Imatinib se lie sélectivement a la conformation inactive de la protéine ABL et
bloque de maniére compétitive la liaison de I’ATP et par conséquent empéche le passage de la
protéine a sa forme active (25). L’Imatinib inhibe la prolifération cellulaire ainsi que la

formation de tumeurs, mais sans provoquer I’apoptose (Figure 3).
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Figure 3 : Mécanisme d’action de I’Imatinib.
Adapté d’aprés An et al. (25)

L’Imatinib empéche I’activité tyrosine kinase de BCR-ABL
en bloguant la liaison de I’ATP

L’Imatinib est également un inhibiteur de tyrosine kinase du Platelet-derived growth
factor (PDGF) et du stem cell factor (SCF) c-Kit. Il inhibe, par conséquent, les processus
cellulaires médiés par PDGF et SCF. Ce mécanisme explique I’activité de I’Imatinib sur les

cellules présentant une mutation activatrice de Kit, ce qui est notamment le cas dans les GIST.

Indication et posologie :

Dans le traitement de la LMC, la posologie est de 400 mg par jour en phase chronique
et de 600 mg par jour en phase accélérée et en phase blastique ; elle est de 400 mg par jour
chez les patients atteints de GIST. Des études de 2007 (Picard et al) (26) et 2008 (Larson et
al) (27) semblent montrer dans ces deux derniéres pathologies I’importance de la
concentration plasmatique résiduelle dans les phénomeénes de reponse au traitement. Ces deux
études montrent qu’il existe une relation entre concentrations plasmatiques d’Imatinib et

réponse au traitement.

Les résultats de I’étude STIM (28), menée par une équipe Francaise pendant une
période moyenne de 24 mois sur 100 patients atteints de LMC, ont montré que les patients
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ayant conservé une Réponse Moléculaire Compléte (RMC) pendant 2 ans sous Imatinib
peuvent suspendre le traitement. A 12 mois, la probabilité de conservation d’une RMC était
de 41%. L’imatinib a été réintroduit chez tous les patients ayant présenté une rechute et cela
sans aucun échec. Ainsi, les resultats de cette étude montrent que I’Imatinib peut étre
interrompu sans risque chez les patients présentant une RMC sous Imatinib depuis plus de 2

ans.

Pharmacocinétigue :

Absorption :

Aprés administration orale, la biodisponibilité absolue de I’Imatinib est supérieure a
97%, quelle que soit la formulation (98,7% pour la forme capsule et 97,3% pour la solution
orale) (29). Le pic plasmatique est observé entre la deuxiéme et la quatrieme heure suivant la
prise (6). L’Imatinib est détectable dans le plasma 30 minutes apres une premiéere
administration (30). L’étude de I’Aire Sous la Courbe (ASC) sur 321 échantillons
plasmatiques correspondant a 59 patients traités par Imatinib per os (capsules orales), a
permis de mettre en évidence une forte variabilité interindividuelle, dépendante en particulier
du poids corporel, de I’a4ge ou du sexe (31). L’absorption de I’Imatinib n’est pas modifiée par

I’absorption concomitante de nourriture ou d’antiacides (32).

Distribution :

A des concentrations plasmatiques cliniquement significatives, I’ Imatinib est lié¢ & 95%
aux protéines plasmatiques, principalement I’albumine et I’a;-glycoprotéine acide (AGP) ;
dans une plus faible proportion, I’Imatinib se lie également aux lipoprotéines (6). L’ Imatinib
est tres largement distribué dans les tissus. Son volume de distribution est de 435 Litres. Il est
également distribué dans le liquide céphalo-rachidien (LCR), mais les concentrations

retrouvées y sont cent fois moins élevées que dans le plasma (32).

Métabolisme :

Le principal métabolite circulant de I’Imatinib est le Norimatinib ou N-Desmethyl
Imatinib (Figure 4). Le Norimatinib présente une activité similaire a celle de I’Imatinib.
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L’ASC du Norimatinib n’atteint que 16% de I’ASC de I’Imatinib. La liaison aux protéines
plasmatiques du Norimatinib est similaire a celle de I’Imatinib.

La biotransformation de I’Imatinib est essentiellement effectuée par le CYP3A4 et le
CYP3Ab5 ce qui explique un certain nombre d’interactions médicamenteuses, notamment avec
le Clopidogrel, le Verapamil, le Diltiazem, I’Amlodipine, la Nifedipine, la plupart des statines
ou encore les antiarythmiques, dont il augmente I’exposition (33). Les cytochromes CYP2D6,
CYP2C9, CYP2C19 et CYP1A2 jouent un réle mineur dans sa métabolisation (32).
L’Imatinib inhibe la O-glucuronidation du paracétamol, ce qui peut induire une
hépatotoxicité. La dose maximale de 1300 mg par jour de paracétamol est ainsi recommandée

chez les patients traités par Imatinib (33).

” [ Figure 4 : Norimatinib

| IUPAC: N-[4-methyl-3-[(4-pyridin-3-

Z NN ylpyrimidin-2-yl)amino]phenyl]-4-(piperazin-
‘ ” 1-ylmethyl)benzamide

| Masse moléculaire : 479,6 g/mol
‘.' ‘ Formule brute : C28H29N70
“I'.“’ D’aprés PubChem, NCBI
Elimination :

Les demi-vies plasmatiques de I’Imatinib et du Norimatinib sont respectivement de 18
et 40h (34).

Environ 81% de la dose d’Imatinib est éliminée en 7 jours, 68% dans les féces et 13%
dans les urines (6). La forme inchangée représente 25% de la dose (20% dans les féces et 5%

dans les urines), le reste étant composé de métabolites.
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Résistances a I’Imatinib :

La résistance a I’Imatinib peut se classer en résistance primaire ou secondaire. La
résistance primaire s’exprime d’emblée, c'est-a-dire que le patient ne tire a aucun moment
bénéfice de la thérapie. Les patients présentant une résistance primaire sont dits
« réfractaires ». La résistance secondaire, aussi appelée résistance acquise, se manifeste au
cours du traitement (35).

Chez les patients atteints de LMC, il est considéré qu’une perte de la réponse
moléculaire majeure (RMM) ou de la réponse cytologique compléte (RCC) constitue le
développement d’une résistance secondaire. La conseéquence clinique d’une résistance
secondaire est I’échec du traitement par Imatinib. Le clinicien doit alors augmenter la
posologie quotidienne, qui passera de 400 a 600, voire 800 mg par jour. Si le patient présente
toujours une résistance secondaire apres I’augmentation de la posologie, il faut alors changer
de molécule pour un autre ITK (Dasatinib ou Nilotinib). D’apres la littérature, 20 & 30% des

patients sont susceptibles de développer une résistance secondaire a I’Imatinib (36).

Les mécanismes de résistance a I’Imatinib peuvent étre classés en deux groupes : les
mécanismes de résistance indépendants du transcrit BCR-ABL1 et les mécanismes de
résistance dépendants de BCR-ABL1 (35).

Parmi les mécanismes de résistance indépendants de BCR-ABL1, des considérations
purement pharmacocinétiques comme une grande variabilité interindividiuelle de I’absorption
interviennent (31). La quantité d’Imatinib pouvant entrer dans la cellule tumorale est
également un paramétre important et indépendant de BCR-ABL1l. Des protéines
transmembranaires comme ABCB1 (Adenosine triphosphate-binding cassette) pourraient
intervenir dans cette variabilité. Le transporteur de cations hOCT1 pourrait également jouer
un réle non négligeable (35). Une autre piste concerne la présence de cellules malades
quiescentes exprimant CD34+. Un taux de 0,5% de cette population cellulaire particuliere se
caractérise par sa résistance naturelle a I’lmatinib (37). Un autre mécanisme de résistance a
I’Imatinib non dépendant de BCR-ABL1 est décrit sous le nom « d’évolution clonale ».
Pendant le développement de la maladie, notamment lors du passage a la phase blastique, un
certain nombre d’anomalies génétiques supplémentaires peuvent se présenter. C’est le cas par
exemple de trisomies 8 (34% des cas), I’isochromosomie 17 (20% des cas) ou encore la
duplication du chromosome Ph+ (38% des cas). A cette derniere anomalie génétique ont été
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attribuées la surexpression du proto-oncogéne c-Myc, la surexpression de BCR-ABL1 ou
encore la délétion 17p. Il est a noter que le géne suppresseur de tumeur p53 est situé sur le
locus 17p et se retrouve muté dans 25 a 30% des cas. L’inactivation de p53 a été rapportée

comme un mécanisme de résistance a I’Imatinib (35).

Parmi les mécanismes de resistance a I’Imatinib dépendants de BCR-ABL1, on trouve
tout d’abord la surexpression de ce gene. Les cellules surexprimant BCR-ABL1 présentent
naturellement une forte résistance a I’Imatinib. D’autre part, un certain nombre de mutations
ponctuelles intervenant sur le domaine kinase de BCR-ABL1 sont responsables de résistances
a I’Imatinib. En effet, I’Imatinib se lie de maniere spécifique au domaine ABL1 kinase et cette
liaison devient impossible en cas de mutation. Plus de 100 mutations ponctuelles de BCR-

ABL1 ont été rapportées a ce jour (35).

Effets indésirables :

Le traitement en premiere ligne par Imatinib est relativement bien supporté, puisque
dans I’étude IRIS, aprés un suivi de 5 ans, seulement 4,9% des patients ont du interrompre
leur traitement a cause d’effets indésirables (38).

Les affections hématologiques sont les plus fréguemment rencontrées. Toujours dans
I’étude IRIS, des neutropénies et des thrombopénies de grade 3 et 4 ont été observées avec des
fréquences respectives de 14 et 8 % (38). Les autres effets hématologiques graves
communément observés sont des pancytopénies et des neutropénies fébriles. 1l est a noter que
les effets indesirables hématologiques sont plus fréquemment rencontrés chez les patients
atteints de LMC que chez les patients atteints de GIST.

Des rétentions de fluides plus ou moins graves ont été observées dans 62% des cas lors
de I"utilisation de I’Imatinib, dont 60% représentait des cedémes superficiels. 7% des patients
ont développés quant a eux d’autres effets indesirables comme des épanchements pleuraux, de
I’ascite, des épanchements péricardiques ou encore des cedemes pulmonaires. Les cedemes
périorbitaux ou de la levre inférieur sont les cedemes les plus freqguemment rencontrés chez les
patients traités par Imatinib (38).

Les effets indésirables cardiaques sont assez rares et semblent plus difficiles a
identifier. En effet, la plupart des études cliniques visant a évaluer I’Imatinib ont de maniere
systématique exclus les patients possédant des facteurs de comorbidité cardiaque. Une étude

rétrospective estime la survenue d’accident cardiaque ou d’une dysfonction ventriculaire
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gauche entre 0,5 et 1,1% chez les patients traités pour une LMC (38). Cette proportion est
inférieure a 1% chez les patients traités pour un GIST.

Les autres effets indésirables rencontrés sont une élévation des enzymes hépatiques
(ALAT, ASAT), des céphalées, des insomnies, des bouffées vasomotrices, des hémorragies,
des dyspnées, des épistaxis, de la toux, des nausees, des diarrhées, des vomissements ainsi que
des troubles musculosquelettiques comme des crampes, des spasmes musculaires, des

myalgies, des arthralgies et des douleurs osseuses.
Les patients souffrant d’effets indésirables nécessitant I’arrét du traitement par

Imatinib peuvent aujourd’hui compter sur les traitements de seconde génération comme le

Dasatinib ou le Nilotinib.
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1.4.2. Dasatinib

Mécanisme d’action :

Le Dasatinib (Figure 5), commercialisé sous le nom de Sprycel® posséde tout comme
I’Imatinib, une activité inhibitrice puissante des protéines kinases. Au méme titre que
I’Imatinib, le Dasatinib bloque le passage de la conformation inactive a la conformation active
de la protéine ABL a activité tyrosine kinase en inhibant de maniére compétitive la fixation de
I’ATP. Il a été démontré que, in vitro, le Dasatinib est plus sélectif que I’ Imatinib, notamment
sur les formes de BCR-ABL sauvages ainsi que sur la plupart des lignées mutées présentant
une forte résistance a I’Imatinib, a I’exception des mutations T315l. Le Dasatinib inhibe
également d’autres kinases de la famille SRC, c-Kit, Lck, EPHA2 et PDGFR- (39).

[ Figure 5 : Dasatinib (Sprycel®)

|" | IUPAC: N-(2-chloro-6-methylphenyl)-2-[[6-[4-
~n (2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]-2-

|\_\ methylpyrimidin-4-yl]Jamino]-1,3-thiazole-5-

|'|" “"l‘ carboxamide

Masse moléculaire : 488,0 g/mol
n? " Formule brute : Cy,H,CIN;O,S
\_—o pKa 10,28

— ) D’aprés PubChem, NCBI et DrugBank

Indication et posologie :

Le Dasatinib est indiqué dans le traitement de la LMC chez I’adulte quelle que soit la
phase de la maladie, en cas de résistance ou intolérance a I’Imatinib et dans la LAL Ph+.
La dose de Dasatinib recommandée, en une administration quotidienne, est de 100 mg pour la
phase chronique de la LMC et de 140 mg dans la phase blastigue myéloide ou blastique
lymphoide de la LMC, ainsi que dans la LAL Ph+.
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Cette molécule a été autorisée le 18 Octobre 2010 comme traitement de premiére ligne
de la LMC par I’agence de santé Ameéricaine, la Food and Drug Administration (FDA),
notamment suite a I’étude publiée dans le New England Journal of Medicine par Kantarjian et
al (39). Cette étude prospective réalisée sur 519 patients consistait a suivre pendant 12 mois
les patients inclus soit dans un bras expérimental (traitement par Dasatinib), soit dans un bras
témoin (traitement par Imatinib). Le taux de réponse compléte cytogénétique était de 88%
dans le bras expérimental contre 72% dans le bras témoin (p=0,001). Le taux de réponse
moléculaire majeure était de 46% dans le bras Dasatinib contre 28% dans le bras Imatinib (p
< 0,0001). Ainsi, cette étude démontre la supériorité du Dasatinib sur I’Imatinib comme

traitement de premiere ligne de la LMC, aussi bien sur la RCC que sur la RMM.

L’agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé (AFSSAPS) n’a pas
encore autorisé en France le Dasatinib en premiére ligne de traitement de la LMC. Pour le
moment, son indication reste le traitement aprés échec d’un traitement par Imatinib ou en cas

d’intolérance a cette derniere molécule.

Pharmacocinétigue :

Absorption :

L absorption du Dasatinib est rapide avec un pic de concentration entre 0,5 et 3 heures
(40). L’ ASC est augmentée de 14% en cas de prise concomitante a un repas riche en graisses,
bien que cela n’ait apparemment pas d’impact significatif sur la réponse clinique au
traitement. Comme pour I’Imatinib, il existe une grande variabilité interindividuelle de
I’absorption, allant de 32 &4 118% (32).

Distribution :

Le volume de distribution du Dasatinib est de 2505 litres, ce qui indique que le
médicament est fortement distribué dans le compartiment extravasculaire. A des
concentrations plasmatiques cliniquement significatives, le Dasatinib est lié¢ a environ 96%
aux protéines plasmatiques, principalement a I’albumine. La distribution dans le LCR est

quasi inexistante (de 0,05 & 0,28 fois la concentration plasmatique) (32).
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Métabolisme :

Le Dasatinib est fortement métabolisé, principalement par le CYP3A4 (41). Dix neuf
métabolites ont été identifiés. Les métabolites du Dasatinib ne semblent pas jouer un rdle
majeur dans son activité in vivo.

La métabolisation utilisant le CYP3A4, il existe un certain nombre d’interactions
médicamenteuses susceptibles d’augmenter I’exposition au Dasatinib. C’est le cas de la
Levothyroxine, les macrolides, les quinolones, les azolés, les inhibiteurs de I’enzyme de
conversion, les statines, le Verapamil et le Diltiazem. Au contraire, I’association avec des
médicaments comme la Rifampicine, le Phénobarbital, la Carbamazépine, diminue

I’exposition au Dasatinib (33).

Elimination :

Le Dasatinib est a 85% éliminé dans les feces et a 4% dans les urines (40). Sa demi-

vie moyenne est de 5 heures.

Effets indésirables :

Le traitement par Dasatinib est relativement bien toléré. Au cours des études cliniques
réalisées sur patients résistants a I’Imatinib et traités en seconde ligne par Dasatinib,
seulement 4% des patients ont interrompu le traitement pour cause d’effets indésirables aprés
6 mois de suivi. Aprés un suivi de 2 ans, 11% des patients ont du interrompre temporairement
le traitement par Dasatinib pour cause d’effets indésirables et 69% de ces patients I’ont
interrompu de maniére définitive (38). Dans une étude randomisée de phase Il utilisant le
Dasatinib comme traitement de premiere ligne, 5% des patients ont du interrompre le
traitement pour cause d’effets indésirables (38).

Comme pour I’Imatinib, les principales affections rencontrées sont hématologiques.
Aprés un suivi de 24 mois, 35% des patients traités par une dose quotidienne de 100 mg de
Dasatinib ont souffert de neutropénie de grade 3 ou 4 et 23% d’une thrombocytopénie (38).
Des neutropenies fébriles et des pancytopénies sont également fréquentes avec ce traitement.

Des rétentions de fluides sont également communément observées lors du traitement
par Dasatinib. Chez les patients traités par une dose quotidienne de 100 mg et apres un suivi
de 24 mois, I’incidence de I’apparition d’cedeme était de 17% (14% pour les épanchements
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pleuraux et 2% pour les épanchements péricardiques) (38). Les cedemes pulmonaires,
I’hypertension pulmonaire et les pneumonies sont également des effets indésirables fréquents.

Des insuffisances cardiaques congestives ont été observées chez 4% des patients
traités par une dose quotidienne de 140 mg par jour de Dasatinib. De plus, I’allongement de
I’intervalle QT a été observé dans moins d’1% des cas, chez des patients traités en premiere
ligne par I’Imatinib (38).

Les autres effets indésirables fréquemment rencontrés lors du traitement par Dasatinib
sont des céphalées, des neuropathies, des troubles visuels, des acouphénes, des hémorragies,
des épisodes hypertensifs, des diarrhées, des nausées, des vomissements et des rashs cutanés.
Comme pour I’Imatinib, des affections musculosquelettiques sont observées. Des douleurs,

des arthralgies ou des inflammations musculaires sont souvent rapportées.
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1.4.3. Nilotinib

Le Nilotinib, commercialisé sous le nom de Tasigna® posséde tout comme I’Imatinib

et le Dasatinib, une forte activité inhibitrice de I’oncoprotéine Ber-Abl (Figure 6).

Figure 6 : Nilotinib (Tasigna®)

~ X IUPAC: 4-methyl-N-[3-(4-methyl-1H-imidazol-
,| 1-yI)-5-(trifluoromethyl)phenyl]-3-[4-(pyridin-3-
T - yl)pyrimidin-2-ylJamino benzamide

Masse moléculaire : 529,5 g/mol

\| Formule brute : CygHyoFsN;O

pKa 13,47

D’aprés PubChem, NCBI et DrugBank

Mécanisme d’action :

Le mécanisme d’action du Nilotinib est identique a celui de I’Imatinib et du
Dasatinib : il empéche compétitivement la fixation de I’ATP au domaine catalytique de la
protéine a activité tyrosine kinase ABL. Par conséquent ABL ne peut pas passer sous sa forme
active et reste sous sa forme inactive. Des études cristallographiques ont montré que le
Nilotinib possede une affinité plus grande que I’Imatinib pour le domaine kinase de la
protéine ABL. De cette affinité plus grande résulte une meilleure sélectivité du Nilotinib
contre la forme sauvage de BCR-ABL. De plus, cette molécule est active contre 32 des 33
formes mutantes des BCR-ABL résistants & I’Imatinib. Comme le Dasatinib, le Nilotinib n’a
pas d’activité sur les porteurs de la mutation T315I (42).

Indication et posologie :

Le Nilotinib est indiqué dans le traitement de la LMC Ph+ en phase chronique ou
accélérée, chez les patients présentant une intolérance ou une résistance a un traitement

antérieur, dont I’Imatinib (43).
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La posologie usuelle est de 400 mg toutes les douze heures dans le traitement en
seconde ligne de la LMC aprés échec du traitement par Glivec® ou en cas d’intolérance a ce

dernier.

La FDA a autorisé le 17 Juin 2010 I’utilisation du Nilotinib en traitement de premiére
ligne de la LMC a la posologie de 300 mg toutes les douze heures. Cette décision fait suite a
la publication par Saglio et al. (42) des résultats d’une étude clinique menée prospectivement
sur 846 patients pendant 12 mois. Un nombre égal de patients a été inclus dans chacun des
bras de cette étude. Les patients du bras expérimental, séparés en deux groupes, recevaient
soit deux fois par jour 300 mg de Nilotinib, soit deux fois par jour 400 mg de Nilotinib. Les
patients du bras témoin recevaient quant a eux quotidiennement et en une seule prise 400 mg
d’Imatinib. Le taux de RCC dans le bras expérimental a été significativement supérieur a celui
du bras témoin (80% dans le bras 300 mg, 78% dans le bras 400 mg et 65% dans le bras
Imatinib — p < 0,001 pour les deux comparaisons). La RMM était également supérieure dans
le bras expérimental puisque les taux s’élevaient a 44% dans le bras 300 mg et 43% dans le
bras 400 mg, tandis que ce taux était de 22% dans le bras témoin Imatinib (p < 0,001 pour les

deux comparaisons).

Pharmacocinétigue :

Absorption :

Aprés administration orale, le Nilotinib est absorbé a environ 30%. La biodisponibilité
du Nilotinib augmente de 29 et 15% en cas de prise, respectivement 30 minutes ou 2 heures
apres le repas (44). Elle est de 82% en cas de prise concomitante a un repas riche en graisses
(32). Pour ces raisons, le médicament doit étre pris en dehors des repas. Les concentrations

plasmatiques maximales sont obtenues 3 heures apreés absorption du médicament (32).

Distribution :

Le Nilotinib est lie a 98% aux protéines plasmatiques. Son volume de distribution est
d’environ 600 litres (45).
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Métabolisme :

Les deux voies principales de biotransformation du Nilotinib sont I’hydroxylation et
I’oxydation. Le Nilotinib est essentiellement métabolisé par le CYP3A4 et en toute petite
partie par le CYP2C8. Aucun des metabolites du Nilotinib ne semble avoir d’activité
pharmacologique.

L’exposition au Nilotinib est augmentée en cas d’association avec des inhibiteurs du
CYP3A4, c’est le cas par exemple avec le Ketaconazole. Une étude a montré que
I’administration du Nilotinib avec 240 mL de jus de pamplemousse augmentait I’ASC du
Nilotinib de 60%. Inversement, I’association aves des inducteurs du CYP3A4 réduit
I’exposition du Nilotinib. C’est par exemple le cas avec la Rifampicine qui diminue

I’exposition au Nilotinib par un facteur 4,8 (33).

Elimination :

Le Nilotinib est éliminé a 94% dans les selles. Sa demi-vie est d’environ 17 heures. 1l

est totalement éliminé de I’organisme en 7 jours.

Effets indésirables :

Le Nilotinib est une molécule relativement moins bien tolérée que I’Imatinib ou le
Dasatinib. Au cours du premier essai clinique de phase 111, 15% des patients ont été contraints
d’interrompre le traitement durant les six premiers mois de I’étude (38). Apres 24 mois de
suivi, en raison d’effets indésirables, 58% des patients ont a un moment ou un autre
interrompu provisoirement leur traitement et 19% ont du I’interrompre de maniere définitive.
Dans une étude de Phase Il comparant le Nilotinib a I’lmatinib, apres 14 mois de suivi,
respectivement 9 et 7,5% des patients ont du interrompre leur traitement en raison d’effets
indésirables (38).

Comme pour I’Imatinib et le Dasatinib, les principales affections rencontrées sont
hématologiques. Sur 24 mois, les patients traités quotidiennement par 800 mg de Nilotinib ont
souffert de neutropénies de Grades 3 et 4 dans 31% des cas de thrombocytopénie dans 30%
des cas (38). Les autres affections hématologiques rencontrées sont des neutropénies fébriles

et des pancytopénies.
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Des affections cardiaques ont été rapportées avec le Nilotinib. De I’angor, des
arythmies, des palpitations et des allongements de I’intervalle QT font partie des phénomenes
les plus fréquemment rencontrés. Le Nilotinib est contre-indiqué chez les patients souffrant
d’hypokaliémie, d’hypomagnésémie et également en cas d’allongement de I’intervalle QT.
Un cas de mort subite, survenu aprés des complications cardiaques chez un patient traité par
Nilotinib, a déja été décrit (46).

Les autres effets indésirables du Nilotinib fréquemment recontrés sont des affections
psychiatriques comme la dépression ou I’insomnie, des affections oculaires comme des
cedéemes périorbitaires, des conjonctivites ou des hémorragies, des affections respiratoires
(dyspnées), des affections gastro-intestinales comme des pancréatites, des douleurs

musculosquelettiques ou encore des sueurs nocturnes et des eczémas.

1.5. Suivi thérapeutique des ITK

Les ITK étant de petites molécules administrees essentiellement par voie orale, il a été
suppose puis démontré que les concentrations plasmatiques de ces médicaments étaient tres
variables d’un patient a I’autre. Cette grande variabilité interindividuelle pourrait expliquer
certains échecs de traitements en cas de concentrations plasmatiques trop faibles ou certaines
toxicités en cas de concentrations plasmatiques trop élevées (34). Afin d’étudier ces variations
et la réponse au traitement en fonction de la concentration plasmatique, un certain nombre
d’études cliniques ont été mises en place. Ces études ont pour but d’étudier I’influence des
concentrations plasmatiques sur I’efficacité de ces molécules, afin d’établir I’utilité d’un suivi

thérapeutique pharmacologique (STP).

1.5.1. Etudes concentration-efficacité dans la LMC

Les premiéres études concentrations-efficacité ont été mises en place pour I’Imatinib
en 2006, les premiers résultats publiés en 2007. En particulier, une étude réalisée par le CHU
de Bordeaux sur 68 patients atteints de LMC et traités par Imatinib depuis au moins 12 mois a
mis en évidence que la réponse cytogénétique complete (RCC) ainsi que la réponse
moléculaire majeure (RMM) étaient corrélées a la concentration plasmatique d’Imatinib : 56
patients en RCC (p=0,03) et 34 patients en RMM (p < 0,001). Ainsi cette étude a mis en
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évidence qu’une concentration plasmatique résiduelle mesurée en moyenne a 24h (entre 21 et
27h) de 1002 ng/mL semblait favoriser la RCC et la RMM (26).

Pour valider les résultats préliminaires obtenus sur les 68 patients de I’étude
Bordelaise, une sous-analyse de I’étude IRIS, les concentrations plasmatiques en Imatinib de
351 patients, sur les 553 inclus dans le protocole et recevant de I’Imatinib, ont été mesurées et
croisées avec les données de RCC et de RMM (27). Les auteurs concluent, comme pour
I’étude francaise, qu’une concentration plasmatique égale ou supérieure a 1000 ng/mL est
importante pour obtenir une RCC (test t p = 0,01 ; Wilcoxon p = 0,004) mais ne concluent

pas, par manque de données, sur I’eventuel lien avec la RMM.

En 2009, une étude comparant deux groupes de 20 patients a été réalisée par Singh et
a.l (7). Le premier groupe est constitué de patients répondeurs a I’Imatinib et I’autre groupe
de patients non-répondeurs. Conformément aux études citées précédemment, basées sur une
population globale triée a posteriori en répondeurs et non-répondeurs, un bénéfice est
démontré pour des concentrations plasmatiques supérieures a 1000 ng/mL et cela aussi bien
sur la RCC que la RMM.

Awidi et al. en 2010 ont réalisé sur 103 patients une étude similaire (8). Les
conclusions sont identiques aux précédentes, mais la concentration plasmatique en Imatinib
proposée est beaucoup plus élevée. En effet, un bénéfice sur la RCC et la RMM est observé a
une concentration plasmatique moyenne en Imatinib de 2158 ng/mL.

En 2009, une équipe de Vancouver a publié une étude contradictoire (47). En effet,
cette étude réalisée sur 78 patients ne montre pas de corrélation entre RCC, RMM et
concentration plasmatique en Imatinib (48). Cependant, les conclusions apportées par les
auteurs de ce travail ont rapidement été discutées, puisque il apparait que la selection des
patients, tres stricte, a d’emblée exclu un certain nombre de patients non répondeurs au
traitement et qui potentiellement pouvait avoir une concentration plasmatique faible en

Imatinib.

Une revue de la littérature publiée en 2009 (49) conclu sur I’intérét du suivi
thérapeutique de [I’Imatinib et précise que bien que la concentration plasmatique
recommandée en Imatinib soit de 1000 ng/mL, il appartient aux médecins de prendre en
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compte également les paramétres cliniques de leurs patients, comme la RMM, la RCC, la
compliance au traitement ou encore la survenue d’effets indésirables, afin d’adapter au mieux
le traitement. L heure de la consultation médicale semble étre une limite a I’interprétation de
tous ces résultats. Le prélévement sanguin destiné a la mesure de la concentration résiduelle
en Imatinib est réalisé juste avant la prise suivante de médicament, ce qui représente 24 +/- 3
heure, le Glivec® se prenant en une prise quotidienne (34). Pour éviter ce probléme, Wang et
al. (50) ont proposé un algorithme mis au point a partir des résultats de I’étude IRIS. Cet
algorithme permet de s’affranchir de la variable citée précédemment et calculer la véritable

concentration résiduelle a plus ou moins 6 heures.

Un article publié en Décembre 2010 par Takahashi et al. (51) confirme que chez les
patients Japonais, on retrouve également une corrélation entre concentration plasmatique en
Imatinib et réponse au traitement. Cette étude effectuée chez 254 patients atteints de LMC
montre qu’une concentration plasmatique en Imatinib supérieure ou égale a 1002 ng/mL est
correlée avec une meilleure RMM (p = 0,0120). Cependant I’étude de Li et al. (52), réalisee
sur seulement 46 patients Chinois atteints de LMC, ne retrouve pas de corrélation entre
concentrations plasmatiques en Imatinib et réponse au traitement. De plus, toujours d’apres
les auteurs de cet article, la concentration minimale plasmatique en Imatinib serait supérieure
chez les patients Chinois que chez les patients Caucasiens, mettant en évidence des

différences de métabolisation.

Il existe un lien entre mauvaise observance et perte de la réponse cytogénétique et
échec du traitement (53). Le suivi thérapeutique pharmacologique de I’Imatinib semble donc
indispensable dans le traitement de la LMC afin d’identifier plus facilement les patients mal

ou non observants et ainsi prendre les mesures adéquates pour la réussite de leur traitement.

Aujourd’hui, aucune étude concentration-efficacité n’a été publiée pour le Dasatinib

ou pour le Nilotinib.
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1.5.2. Etudes concentration-efficacité dans les GIST

La premiére étude traitant de la pharmacocinétique de I’Imatinib dans les GIST date de
2005. C’est I’équipe de lan Judson (54) qui a pour la premiere fois démontre qu’un lien entre
concentration plasmatique en Imatinib et réponse au traitement pouvait exister. Les
conclusions de cette étude ont été confirmées par les travaux de Delbaldo et Chatelut (55) en
2006 sur 43 patients. Dans les deux cas, seule une tendance entre réponse au traitement et
concentration plasmatique semble apparaitre. En 2009, I’étude de Demetri et al. (56) montre
sur 73 patients atteints de GIST, que la durée sans progression était de 11,3 mois chez les
patients possédant une concentration plasmatique résiduelle en Imatinib inférieure a 1100
ng/mL, alors qu’elle dépassait les 30 mois pour les patients au dessus de 1100 ng/mL. Ainsi,
les auteurs recommandent le STP pour les patients atteints de GIST, afin de s’assurer que la
concentration plasmatique thérapeutique soit bien atteinte. Ce seuil de 1100 ng/mL a été
reconfirmé par Von Mehren et Widmer en 2010 (57) suite a I’analyse des données
pharmacocinétiques du protocole clinique de Phase 1l B2222. 73 premiers patients sur les 147
patients randomises dans le protocole clinique ont éeté inclus dans I’étude de Von Mehren.
L’analyse de ces données fait apparaitre une concentration minimale de 1100 ng/mL pour

obtenir une meilleure réponse au traitement.

L’utilité du STP pour I’Imatinib dans les GIST a été reconfirmée en Janvier 2011 par
I’équipe de Yoo (58). En effet, sur I’analyse des concentrations plasmatiques d’Imatinib de
58 patients, il apparait au bout de 9 mois que la concentration plasmatique a I’équilibre varie
considérablement : Pour 22 patients, la concentration plasmatique a diminué significativement
et a I’inverse augmenté significativement pour 36 autres patients. Les auteurs expliquent cette
variabilité par des différences significatives des valeurs des concentrations plasmatiques en

albumine.

1.5.3. Etudes concentration-toxicité

A ce jour, une seule équipe (Widmer et al. en 2008) (59) a montré qu’il existe une
relation entre concentration libre en Imatinib et mauvaise tolérance au traitement. L’étude,
réalisée sur 58 patients (38 patients traités pour un GIST et 20 patients traités pour une LMC),

met en évidence un lien entre tolérance au traitement et concentration plasmatique en Imatinib
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libre (p < 0,001 dans la population de patients atteints de GIST et p = 0,013 dans la population
de patients souffrant de LMC). Afin de calculer la concentration plasmatique libre en
Imatinib, les auteurs ont utilisé I’ASC calculée selon un modéle qu’ils ont établi et publié en
2006 (31). Ce modele tient compte notamment de la concentration plasmatique en oy
glycoproteine acide (AGP), protéine plasmatique a laquelle [I’Imatinib se fixe
préférentiellement. 1l semble qu’a traitement identique les patients qui possedent une
concentration plasmatique élevée en AGP sont ceux chez qui on retrouve les concentrations
plasmatiques libres en Imatinib les plus faibles, ce qui par conséquent impose une
augmentation des posologies pour obtenir la concentration plasmatique cible (60).

1.5.4. Essais thérapeutiques en cours

Des essais cliniques destinés a établir une relation entre concentration plasmatique en
ITK et réponse au traitement sont en cours. Toutes ces informations sont disponibles sur le

site www.clinicaltrials.gov et sur le site de I’INCa www.e-cancer.fr.

Les études avec I’Imatinib

L’étude MIM est un essai de Phase Ill randomisé évaluant I’efficacité d’une stratégie
d’adaptation de dose de I’Imatinib chez des patients atteints de LMC en phase chronique en
RCC mais pas en RMC. Les patients inclus dans ce protocole clinique regoivent un traitement
par Imatinib. Chaque patient bénéficie d’un dosage plasmatique de I’Imatinib. Les patients
possédant une concentration plasmatique supérieure a 1000 ng/mL conserveront le méme
schéma thérapeutique. Pour les patients présentant une concentration plasmatique en Imatinib
inférieure a 1000 ng/mL, une randomisation aura lieu en deux bras : Les patients du premier
bras continueront le méme traitement qu’en début d’étude, tandis que les patients de I’autre
bras bénéficieront d’une augmentation de dose jusqu’a obtention d’une concentration
plasmatique en Imatinib supérieure ou égale a 1000 ng/mL. La réponse au traitement est
évaluée par la mesure de la RMC et de la RCC. Cette étude a pour but de confirmer les
différentes données de la littérature de maniere prospective fixant une concentration

plasmatique en Imatinib supérieure ou égale a 1000 ng/mL dans le traitement de la LMC.
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L’étude OPTIM IMATINIB est une etude similaire actuellement en demande de
financement. Cette étude a pour but I’adaptation de la posologie en Imatinib en fonction de la

concentration plasmatique, mais cette fois en traitement de premiére ligne.

L’essai NCT01031628 est le seul essai se rapportant au traitement des GIST et
associant un suivi thérapeutique de I’Imatinib. Dans cette étude de phase Ill, les patients
atteints de GIST et traités depuis plus de 4 semaines par I’Imatinib bénéficient d’un dosage
plasmatique de I’Imatinib. Si la concentration mesurée est supérieure ou égale a 1100 ng/mL,
le traitement est continué en I’état. Si la concentration plasmatique en Imatinib mesurée est
inférieure a 1100 ng/mL, les patients sont randomisés dans deux bras distincts : les patients du
premier bras ne bénéficient d’aucune adaptation posologique, tandis que les patients du
second bras bénéficient d’une augmentation de posologie et d’un nouveau dosage plasmatique
de I’Imatinib jusqu’a obtenir une concentration plasmatique supérieure ou égale a 1100
ng/mL. Cette étude a pour but de démontrer de maniére prospective les différentes donnees
déja publiées dans la littérature et qui prédisent une meilleure réponse au traitement des GIST

par I’Imatinib avec une concentration plasmatique supérieure ou égale a 1100 ng/mL.

Les études avec le Dasatinib

L’essai OPTIM DASATINIB mené par le Centre Hospitalier de Versailles vise a
déterminer s’il existe un bénéfice d’une adaptation de dose en fonction de la concentration
sanguine en Dasatinib chez des patients atteints de LMC en phase chronique traités en
premiere ligne avec cette molécule. La concentration résiduelle apres 24 heures est mesurée.
Si la concentration plasmatique en Dasatinib mesurée est inférieure a 3 nM (soit environ 1,5
ng/mL), le traitement n’est pas modifié, alors que s’il dépasse les 3 nM, la dose de Dasatinib
administrée au patient est diminuée, jusqu’a obtenir une concentration minimale résiduelle
inférieure a 3 nM. Cette adaptation posologique a pour but de diminuer la survenue d’effets
indésirables. L’analyse des résultats de cette étude permettra de déterminer si une
concentration minimale plasmatique en Dasatinib inférieure ou supérieure a 3 nM est
suffisante pour obtenir a la fois RMC et RCC. Cet essai prévoit également, comme objectif
secondaire, la mesure des pics plasmatiques obtenus 3 heures aprés administration du

Dasatinib afin de déterminer si la concentration obtenue a un impact clinique.
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Les essais avec le Nilotinib

L’essai NCT01131325 vise quant a lui a déterminer I’intérét du Nilotinib chez les

patients présentant une concentration plasmatique en Imatinib inférieure & 850 ng/mL. Les

patients inclus dans cette étude doivent tous avoir été traités plus de 12 mois par I’Imatinib a

raison de 400 mg par jour et présenter une réponse moléculaire ou cytogenétique mineure. Si

la concentration plasmatique mesurée en Imatinib chez ces patients est inférieure a 850

ng/mL, le traitement est remplacé par le Nilotinib a la posologie de 300 mg deux fois par jour.

En résumé

Les objectifs de ces cing études sont résumes dans le Tableau I.

Tableau | : Résumé des études faisant appel au dosage des ITK pour un choix de traitement ou pour une
adaptation posologique (établi d’aprés www.clinicaltrials.gov et www.e-cancer.fr).

Nom de |'essai Objectifs Phase | Ouverture | Cloture Promoteur Financement

Essai de phase 3 randomisé

évaluant l'efficacité d'une
MIM .cl,}rateglg d'adaptation d(_a dose de 3 sept-09 | déc.-11 Institut Bergonié PHRC 2009

Iimatinib, chez des patients (Bordeaux)

ayant une leucémie myéloide

chronigue en phase chronique.

Déterminer si une concentration .

X . Sarcoma Alliance

plasmatique en Imatinib for Research Novartis

NCT01031628 |supérieure a 1100ng/mL est 3 janv.-10 | déc.-14 .
e . through Pharmaceuticals
bénéfique dans le traitement des .
Collaboration

GIST.

Déterminer le bénéfice du

Nilotinib chez les patients atteints sept- | Novartis Novartis
NCTO01131325 |de LMC en phase chronique 2 mars-10 L . .

. . 13 Pharmaceuticals | Pharmaceuticals

presentant une concentration

plasmatique faible en Imatinib.

Essai de phase 2 randomisé

évaluant l'apport du dosage du Centre
OPTIM taux plasmatique résiduel du 5 mai-09 mai-11 | Hospitalier de Bristol Myers
DASATINIB dasatinib chez les patients bt Squibb (BMS)

; A o Versailles

atteints de leucémie myéloide

chronique en phase chronique.

Essai de phase 2 randomisé

évaluant l'efficacité d'une

sl,_trate_gle d'adaptation dg dose de CH Versailles et
OPTIM Iimatinib, chez des patients

L o 2 - - CHU de en cours
IMATINIB ayant une leucémie myéloide
Bordeaux

chronique et bénéficiant d'un
traitement de premiére ligne par
I'Imatinib.
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1.5.5. Hypotheéses et objectifs

De nombreuses études cliniques montrent une relation entre concentration plasmatique
en Imatinib et réponse au traitement, aussi bien chez les patients atteints de LMC que chez
ceux atteints de GIST. La notion de concentration plasmatique en Imatinib semble donc
indissociable d’une bonne réponse au traitement et inversement : Une faible concentration
plasmatique en Imatinib, qu’elle soit due a la variabilité interindividuelle du métabolisme de

I’Imatinib ou a une mauvaise compliance au traitement est synonyme d’échec thérapeutique.

Un certain nombre d’hypotheses sont en faveur de [I’existence d’une relation
concentration-efficacité également pour le Dasatinib et le Nilotinib et plusieurs protocoles de
recherche clinique allant dans cette direction sont en cours. Le suivi thérapeutique
pharmacologique (STP) de ces trois ITK semble donc avoir un réel intérét dans la gestion des
maladies exprimant le phénotype Ph+.

C’est dans le cadre du développement de ce STP au Centre Hospitalier Universitaire de
Nancy qu’il m’a été demandé de mettre au point le dosage de I’Imatinib, du Dasatinib et du
Nilotinib, afin d’étre en mesure de répondre dans les délais les plus brefs aux demandes des
cliniciens. Ce dosage plasmatique a été mis au point en utilisant la Chromatographie Liquide
Haute Performance couplée a un détecteur a barrette de diodes (CLHP-BD). Ce systeme
chromatographique posséde I’avantage d’étre plus simple a mettre en ceuvre et également
d’étre beaucoup moins colteux qu’un systeme de Chromatographie Liquide couplé & une
détection par spectrométrie de masse (CL-SM) qui est utilisé par la plupart des laboratoires
pour le dosage de I’Imatinib, le Norimatinib, le Dasatinib et le Nilotinib. Bien que possédant
une sensibilité moindre que le systeme CL-SM, il a été démontré que le systeme CLHP-BD
permettait d’obtenir des résultats comparables dans les concentrations plasmatiques
thérapeutiques cibles (8, 61).
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2. Deuxiéme Partie : Mise au point et validation du dosage
plasmatique de I’Imatinib, Dasatinib et Nilotinib par CLHP-BD

2.1. Matériel et Méthode

2.1.1. Principe de la Chromatographie Liquide Haute Performance
et du détecteur a barrette de diodes

La chromatographie liquide haute performance (CLHP) est une méthode analytique
permettant la séparation de différents constituants présents dans un mélange. La CLHP fait
appel a une phase liquide mobile qui va, sous I’action d’une pompe, traverser une colonne

constituant la phase stationnaire.

L’échantillon a analyser est introduit dans le systeme chromatographique grace a un
injecteur. Cet injecteur va permettre de mettre en mouvement par le biais de la phase mobile,
les quelques microlitres d’échantillons a analyser. Cet échantillon est entrainé par la phase
mobile dans la colonne. Les composes présents dans I’échantillon sont élués les uns apres les
autres en sortie de colonne puis devront ensuite passer dans un détecteur couplé a un
enregistreur afin de tracer un chromatogramme. La qualité de la séparation, c'est-a-dire que
les composés analysés possédent une différence des temps d’élution suffisante, s’exprime en

calculant la résolution des différents pics obtenus.

Dans cette étude, nous avons choisi d’utiliser un détecteur a barrette de diodes (BD).
Apres leur séparation par la phase stationnaire au sein de la colonne, les composés a analyser
atteignent successivement le détecteur a BD. Ce detecteur est composé d’une barrette de
photodiodes placées en ligne et de deux lampes : une lampe au Deutérium et une lampe au
Tungstene permettant respectivement des mesures d’absorbance dans I’ultra-violet et dans le
visible. Ce systeme permet ainsi de mesurer des absorbances sur une gamme de longueurs
d’onde s’échelonnant de 192 a 800 nm. Dans notre étude, au vue du spectre d’absorption des
molécules étudiées, seule la lampe au Deutérium est utilisée (192 a 380 nm). Cette méthode

de détection présente également I’avantage de réaliser le spectre d’absorbance des molécules
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présentes dans la phase mobile. La réalisation de ce spectre permet de déterminer la longueur
d’onde a laquelle I’absorbance de la molécule étudiée est maximale améliorant ainsi la qualité
du chromatogramme obtenu. Enfin, en établissant le spectre UV d’une molécule, il est
possible de le comparer a une base de données et s’assurer que la molécule détectée est bien
celle que I’on recherche (les spectres UV de la molécule, dans la méme phase mobile, doivent

Se superposer).

Le détecteur BD permet en un seul passage de I’échantillon de déterminer les
absorbances sur une plage allant de 192 a 380 nm. Le Norimatinib, I’Imatinib et le Nilotinib

posseédent un maximum d’absorbance a 265 nm et le Dasatinib a 305 nm.

2.1.2. Etat des connaissances pour le dosage des ITK en CLHP

La premiére méthode de dosage de I’Imatinib et de son métabolite le Norimatinib a été
décrite en 2002 par Bakhtiar (62). Le dosage, réalisé dans du sang de singe était effectué par
chromatographie liquide couplée a un spectrométre de masse. En 2004, I’analyse de
I’Imatinib est ensuite décrite en utilisant cette fois ci la chromatographie liquide haute
performance, couplée a un détecteur UV ou a barrette de diodes. Ainsi, 3 publications
détaillent la mise en ceuvre de ce dosage, dans le plasma, I’urine ou le liquide céphalo
rachidien. L’une de ces trois méthodes utilise la Clozapine comme étalon interne (63-65).
Toujours en 2004, une équipe décrit le dosage de I’Imatinib et de ses impuretés dans les
capsules commerciales d’Imatinib. La aussi, la technique utilisée est de la CLHP couplée a un
détecteur UV (66). En 2007, une nouvelle étude, toujours en CLHP UV, décrit le dosage
simultané de I’Imatinib et du Nilotinib contenus dans des cellules tumorales ou la Clozapine a
été utilisée comme étalon interne (67). Il faudra attendre 2009 pour voir apparaitre de
nouvelles méthodes permettant d’analyser par une méme technique I’Imatinib, le Dasatinib et
le Nilotinib, en utilisant un systéme de chromatographie liquide couplé a un spectrometre de
masse (68, 69). En 2010, deux publications comparent les systemes de CLHP-UV et de CL-
SM pour I’analyse plasmatique de I’Imatinib. Dans les deux cas, les études concluent a une
équivalence des résultats rendus par les deux systémes, la CLHP-UV étant d’une plus grande

simplicité, d’un colt moindre et d’une précision identique a du matériel moins commun et
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abordable comme un spectrometre de masse (8, 61). Enfin, en 2010, Davies et al. (70) ont
publié, une méthode CLHP-UV, utilisant la Clozapine comme étalon interne, permettant de
doser I’Imatinib, le Norimatinib et le Nilotinib dans le plasma. Cependant, leur méthode n’est
pas adaptée au dosage plasmatique du Dasatinib pour des raisons liées a des problémes

d’extraction de cette molécule.

Tres recemment, I’équipe bordelaise déja a I’origine des premiers dosages d’Imatinib
en CLHP-SM a publié un nouvel article démontrant une fois de plus la performance des
systémes a détection par spectrométrie de masse, en proposant une méthode de dosage de neuf
ITK (71). Les différentes méthodes de dosage décrites plus haut sont résumées dans le
Tableau I1.
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Tableau Il : Comparaison des différentes méthodes de dosage de I’ Imatinib, Norimatinib, Dasatinib et

Nilotinib
Auteur, Année | Molécules |Séparation | Détection Linéarité LOQ Extraction PhaS((e%l\;lobne
Bouchetetal. |Imatinib 10 &4 5000 ng/mL | 10 ng/mL - .
2011 (71) Norimatinib cL SM 10 a 5000 ng/mL | 10 ng/mL Extraction d'amorrr:gr?ijm /
Dasatinib 0,14200 ng/mL | 0,1 ng/mL | Phase Solide | =\ < il
Nilotinib 10 a 5000 ng/mL | 10 ng/mL
Roth et al. Précipitation
2010 (61) Imatinib cL BD/SM | 80 44000 ng/mL | 80 ng/mL | 9€S Proteines | ACN / Phosphate
avec l'acide (28-72)
perchlorique
Davies et al. - 100 a
2010 (70) Imatinib 12 000 ng/mL_ | 0 n9/mL Méthanol /
L 100 a Extraction Acétate
Norimatinib cL uv 12 000 ng/mL 50 ng/mL Phase Solide d'ammonium
o 100 a (65-35) pH 8
Nilotinib 12 000 ng/mL 50 ng/mL
Awidi et al. Précipitation
2010 (8) - 100 a 4000 des protéines | ACN / Phosphate
Imatinib CL uv ng/mL 100 ng/mL avec le (30/70)
méthanol
De Francia et Imatinib 78,1 a 78,1
al. 2009 (68) 10 000 ng/mL ng/mL Précipitation : .
- 62,5a 62,5 des protéines :‘Clde f_or_lmlqule/
Dasatinib CL SM 10 000 ng/mL ng/mL par ACN et cetonitrile selon
S . gradient
Nilotinib 62,5 a 62,5 Méthanol
rotini 10 000 ng/mL | ng/mL
Klawitter et al. Précipitation
2009 (69) Imatinib cL SM 0,03 & 75 ng/mL 0,03 des protéines AC|de’form|que /
ng/mL par le Méthanol
Méthanol
Guetens etal. | Imatinib 50 & 7500 ng/mL | 50 ng/mL
2007 (67 T CL uv - - )
(67) Nilotinib 50 & 7500 ng/mL | 50 ng/mL
Ivanovic et al. Methanol / Eau /
2004 (66) Imatinib CL uv - 100 ng/mL - Triethylamine
(25/74/1)
Schleyer et al. - 10a Précipitation
2004 (63) Imatinib cL UV 20 000 ng/mL 10 ng/mL des protéines Méthanol /
Norimatinib 10a 10 ng/mL par I'Acide Phosphate
20 000 ng/mL 9 perchlorique
Velpandian et Précipitation
al. 2004 (64) - 250 a des protéines | Phosphate/ACN
Imatinib CL BD 25 000 ng/mL 30 ng/mL par le (70/30)
Méthanol
Widmer et al. - 100 a Extraction | Methanol/Acetate
2004 (65) Imatinib CL BD 10 000 ng/mL 50 ng/mL Phase Solide d'ammonium
Bakhtiar et al. | Imatinib 141000 ng/mL | 1ng/mL Extraction Méthanol/Eau/
2002 (62) CL SM Phase Solide Acétate
Norimatinib 221000 ng/mL | 2 ng/mL d'ammonium
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2.1.3. Instruments et conditions opératoires

Les dosages ont été effectués par chromatographie liquide haute performance (CLHP)
en utilisant un chromatographe Spectra system (Spectra System, Providence, U.S.A.) incluant
un contrdleur de gradient PX1000, un injecteur automatique AS3000 et une pompe SCM
1000. Le controleur de gradient permet de faire varier la composition de la phase mobile en
fonction du temps selon un programme enregistré dans le logiciel pilotant I’ordinateur de
contréle. La colonne utilisée pour la séparation des molécules est une SunFire C18 (4.6 X
250mm ; 5um ; Waters, Dublin, Irlande) (Figure 7). La sortie de la colonne est reliée a un
détecteur a barrette de diodes UV 6000LP.

SunFire™ C18 Sum

Lo I SUNEiIre:

coLumns

Figure 7 : Sunfire C18 (4.6 x 250mm ; 5um ; Waters, Dublin, Irlande) — (photo A. Harlé)

La phase mobile est composée de tampon phosphate (0,01 M) et d’acétonitrile (ACN)
(Carlo Erba Réactifs, Val de Reuil, France). Le tampon phosphate 0,01 M - préparé par
dilution de 1,3609 g de KH,PO, (M = 136,09 g.mol™) (Merck, Darmstadt, Allemagne) dans
un litre d’eau distillée, puis ajusté & pH 3 avec quelques gouttes d’acide ortho phosphorique
85% (VWR BDH Prolabo, Fontenay Sous Bois, France) - et I’acétonitrile sont placés
respectivement en voie A et en voie B. Les deux solutions sont filtrées au préalable, sur
Buchner a I’aide d’un filtre Millipore de 0,45um (Millipore, Billerica, Massachussets, U.S.A.)
Le débit de la phase mobile est réglé & 1,5 mL.min™ et sa composition suit un gradient de

concentration (Figure 8).
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Composition de la phase mobile au cours du temps
100%

o 80% e N —

S 6% | — KH2PO4
§_ 40% | —ACN

g 20% ——"

0% +r—rrrr T

0 5 10 15 20 25 30

temps en minutes

t (minutes) 0 1 9 18 19 30
KH,PO, (%) 80 80 70 70 80 80
ACN (%) 20 20 30 30 20 20

Figure 8 : Composition de la phase mobile en fonction du temps

2.14. Préparation des échantillons

2.14.1. Droite d’étalonnage et controles

L’étalonnage est effectué avec des calibrateurs fournis par

ChromSystems

(Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH, Munich, Germany) : Un échantillon dit

« plasma calibrator » constitue le point 0 de la gamme et 3 points de gamme (Level I, 1l et

[11), correspondant a 3 concentrations croissantes de chacune des molécules étudiees. Afin de

verifier la fiabilité de la droite d’étalonnage, deux échantillons « contréle » sont également

utilisés : en calculant la concentration expérimentale de ces deux controles et en la comparant

aux valeurs théoriques, il est possible de s’assurer de la fiabilité et de la reproductibilité des

mesures effectuées.

Les produits lyophilisés sont a reconstituer selon le protocole du fournisseur. Le

tableau ci-dessous (Tableau I11) présente les différentes concentrations pour chacun des

points de gamme.
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Tableau 11 : Concentrations des différents points de gamme et contrdles

Gamme d'étalonnage (en ng/mL) Contréles (en ng/mL)
Point O | Level I | Level Il | Level lll | Contréle ! | Contrdle ll
Imatinib 0,00 | 487,00 | 1408,00 | 2399,00 941,00 1911,00
Norimatinib 0,00 | 106,00 | 263,00 428,00 184,00 343,00
Dasatinib 0,00 79,00 | 194,00 315,00 116,00 252,00
Nilotinib 0,00 | 480,00 | 951,00 | 1428,00 711,00 1184,00
2.1.4.2. Etalon interne

La technique mise au point pour le dosage d’ITK utilise la technique dite de I’étalon
interne. Cette technique consiste a ajouter dans chacun des échantillons (gamme, contréles et
échantillon a doser) toujours la méme quantité d’une molécule connue. Cette molécule produit
un signal de méme type que les molécules dosées et se comporte de la méme maniére que les
analytes dans les mémes conditions chromatographiques. La courbe d’étalonnage est ensuite
tracée en établissant le rapport entre le signal de I’analyte sur celui de I’étalon interne qui sera
porté en ordonnée et la concentration de I’analyte en abscisse. Cette technique permet de
compenser certaines variations pendant les différentes phases de la technique.

Pour ce travail, nous avons choisi d’utiliser la Clozapine, molécule commercialisée
sous le nom de Leponex® (Figure 9). La Clozapine est un antipsychotique atypique
relativement peu ou pas prescrit chez les patients souffrant de pathologie hématologique. En
effet, 1I’un des principaux effets indésirables de ce médicament est la survenue
d’agranulocytose, c’est pourquoi les thérapeutes préferent ne pas I’utiliser chez des patients
qui ont déja le risque de développer un trouble hématologique compte tenu de leur traitement
par ITK. Si toutefois un patient devait étre traité par Clozapine et I’Imatinib, le Dasatinib ou
le Nilotinib, il faudrait alors ne pas tenir compte de I’étalon interne pour réaliser la droite

d’étalonnage et utiliser une méthode dite par étalonnage externe.
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——N Figure 9 : La Clozapine (Leponex®)

) N"' IUPAC: 3-chloro-6-(4-methylpiperazin-1-yl)-5H-
~_ L SN benzo[b][1,4]benzodiazepine

f,f/ bl Masse moléculaire : 326,8 g/mol

_ / "'***'%N/-/"I\: \f, Formule brute ; C1gH;oCIN,

pKa7,5

D’aprés PubChem, NCBI et DrugBank

La solution d’étalon interne est préparée par dilution au 1/200°™ d’une solution mére

méthanolique de Clozapine a 1mg/mL. On obtient ainsi une solution a 5 pg/mL.

2.1.4.3. Préparation des échantillons de sang

L analyse se réalise sur 200 pL de sérum ou de plasma qui sont a déposer dans un tube
en pyrex de 7 mL ou sont ajoutés 20 uL de solution fille d’étalon interne. Le tout est agité 30
secondes au vortex. Puis 200uL de soude 0,1 N sont ajoutés avant une nouvelle agitation au
vortex pendant 30 secondes. Enfin, I’extraction est effectuée en ajoutant 5mL d’éther
diéthylique (VWR BDH Prolabo, Fontenay Sous Bois, France) puis les tubes sont agités
mécaniquement pendant 10 minutes. Une fois cette derniere étape effectuee, les tubes sont
centrifugés 10 minutes a 2500 rpm a 10°C (Centrifuge 5810R, Eppendorf, Le Pecq, France).
Quatre millilitres de la phase éthérée (supérieure) sont repris et placés dans des tubes a
hémolyse en verre. L’éther est ensuite évaporé sous flux d’azote dans un bain marie a 30°C.
Le résidu sec d’évaporation est repris par 100uL de phase mobile Tampon Phosphate 0,01M /
ACN (80/20 v/v) et 80uL de cette solution reconstituée seront placés dans un réducteur de

I’injecteur automatique et 30 L seront injectés lors du passage de I’échantillon (Annexe 5).
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2.1.5. Validation de la méthode selon les normes COFRAC :

Le comité francais d’accréditation (COFRAC) émet un certain nombre de
recommandations. Nous avons choisi de valider notre méthode de dosage selon ces

recommandations.

2.1.5.1. Spécificité

Une méthode est spécifique lorsqu’elle permet de mesurer un analyte avec la garantie
que le signal instrumental provient strictement de I’analyte et ce méme en présence d’autres
composants. En pratique, cela consiste a passer un échantillon de sérum blanc, le sérum
surchargé et I’étalon interne, puis un point de gamme. Enfin, un sérum surchargé en
différentes molécules potentiellement co-administrées avec le traitement par ITK est
également testé afin de vérifier les différentes interférences possibles.

Les détecteurs a barrette de diodes permettent de vérifier la spécificité ainsi que la
pureté du pic chromatographique. En effet, I’appareil établit pour chaque analyte un spectre
UV caractéristique de la molécule : dans notre étude, les spectres de chaque molécule sont

balayés de 192 a 380 nm. Une lampe au Deutérium est utilisee pour cette analyse.

2.1.5.2. Répétabilité

Selon le COFRAC, la répétabilité « consiste a effectuer I’analyse d’un méme
échantillon pour la méme analyse dans des conditions standardisées ». En pratique, cela
consiste pour un méme opérateur a utiliser la méme procédure avec le méme matériel et les
mémes réactifs pour analyser un méme échantillon. Cet essai est réalisé au cours d’une méme
série, durant laquelle I’analyse de 3 niveaux de concentrations, correspondant a une
concentration faible, une moyenne et une élevée. Chaque niveau de concentration est

déterminé 5 fois et les valeurs obtenues seront étudiées statistiquement.
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L’exploitation des résultats se fait, toujours selon les recommandations du COFRAC,
en calculant la moyenne (m), I’écart type (o) et le coefficient de variation (CV) des valeurs

expérimentales de chaque série.

Le CV est calculé selon la formule CV en % = (¢ /m) x 100

2.1.5.3. Reproductibilité ou fidélité intermédiaire

La reproductibilité ou fidelité intermédiaire est testée afin de s’assurer que la méthode
est reproductible d’un opérateur a I’autre. En pratique, un opérateur différent se chargera de
reproduire la technique avec le méme matériel et dans les mémes conditions que la méthode
originale. 15 a 30 mesures sont effectuées, ce qui permet de calculer les mémes parametres

que pour les tests de répétabilite.

2.15.4. Justesse ou biais

La justesse de la méthode se définit par I’aptitude a obtenir des résultats proches ou
égaux a une valeur théorique déterminée. Plus le biais est faible et plus la méthode est juste.
Pour cela, il faut utiliser des points dits de contréle (correspondant a des concentrations
intermédiaires) et les tester & 3 reprises. Nous utilisons pour cela deux concentrations de
contréles externes (C1 et C2), fournis par le laboratoire ChromSystems. Chaque contréle est
analysé a 3 reprises et on calcule ainsi, grace a la droite d’étalonnage, la concentration de
I’échantillon, que I’on compare a la concentration théorique fournie par le fabricant. Le

coefficient de variation toléré dans le cadre de notre méthode analytique est de 20%.

2.155. Contamination inter-échantillons

Le test de contamination inter-échantillons sert a s’assurer qu’un échantillon de forte
concentration ne viendra pas surestimer les résultats obtenus si I’échantillon suivant est de

faible concentration. Ce test permet de déterminer un éventuel « effet mémoire ».

Pour cela, le COFRAC préconise de doser trois fois un échantillon de forte

concentration (H1, H2, H3), suivi immédiatement par un dosage également a trois reprises
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d’un échantillon de faible concentration (B1, B2, B3). La contamination inter-échantillons est

ensuite calculée selon la formule :

Contamination en % = (B1-B3)/ moyenne des H

La valeur de contamination doit étre égale ou tres proche de 0, sans quoi, il sera
nécessaire de passer une phase mobile entre chaque patient pour lequel un dosage plasmatique

est demandé, sous peine d’obtenir des concentrations erronées.

2.1.5.6. Limites de détection et de quantification

La limite de détection se définit par la plus petite quantité de produit pour laquelle on
peut obtenir un signal supérieur ou égal a trois fois I’écart type obtenu par la mesure d’un

blanc a 10 reprises.

Le seuil de quantification est la plus petite concentration mesurable pour laquelle on
obtient un coefficient de variation acceptable, dans notre cas 20% : en clair, c’est la plus
faible concentration pour laquelle en comparant la valeur calculée a la valeur théorique, on

obtient une variation maximale de 20%.

2.15.7. Linéarité

La détermination de la linéarité se fait par le passage d’échantillons de forte
concentration. Cela permet, en utilisant une méthode classique de régression linéaire, de
s’assurer que la méthode donne des résultats linéaires jusqu’a une concentration donnée et par
conséquent, cela permet d’extrapoler licitement au-dela de la gamme en cas de passage d’un

échantillon patient de concentration élevée, et cela sans avoir a diluer le prélevement.

Afin de tester statistiquement la significativité globale du modéle de régression le Test
de Fischer est utilisé. La valeur observée est comparée avec celle de la table du F de Fischer.
Si le F observé est supérieur au F théorique donné par la table, alors on peut considérer que le
modele est significatif, en d’autres termes, qu’il existe bien une relation de linéarité entre les

différents points de gamme (72).
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2.1.5.8. Stabilité

Cette étude a pour but de vérifier la stabilité des concentrations en fonction des
conditions de conservation.. Dans notre cas, les solutions sont fournies par le laboratoire
ChromSystems, qui précise, sur chacun des flacons, la durée de validité avant et aprés

reconstitution.

2.1.5.9. Robustesse

La robustesse d’une méthode se définit par I’aptitude d’une meéthode a donner des
résultats cohérents en faisant varier 1égérement les conditions opératoires (par exemple le pH
ou la concentration du tampon utilisé). Moins ces paramétres ont d’influence sur I’analyse et

plus la méthode est dite robuste.
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2.2. Résultats

2.2.1. Spécificite

Le détecteur a barrette de diodes nous a permis d’obtenir les spectres UV de chacune

des molécules analysées :
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Figure 10 : Spectre UV de I’Imatinib
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L analyse des chromatogrammes obtenus nous permet de conclure que la spécificité de

notre méthode est bonne. En effet, la séparation des pics est satisfaisante puisque le calcul des

résolutions R donne pour chaque analyte une valeur supérieure a 1 (Tableau 1V).

Tableau 1V : Calcul des résolutions pour chacune des molécules analysées

Norimatinib | Imatinib | Clozapine | Dasatinib Nilotinib
Temps de rétention en minutes 6,1 7,2 9,4 10,8 20,3
Largeur du pic (Wr) en minutes 0,41 0,49 0,45 0,34 0,90
Résolution par rapport au Norimatinib 2,44 7,72 12,66 21,76
Résolution par rapport a I'lmatinib 4,66 8,65 18,78
Résolution par rapport a la Clozapine 3,56 16,15
Résolution par rapport au Dasatinib 15,35
Résolution par rapport au Nilotinib
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Figure 15 : Chromatogramme type du point 0 de la gamme d’étalonnage
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Figure 17 : Chromatogramme type (Gamme Niveau 111) & 305 nm.

Pour déterminer si d’autres médicaments pouvaient interférer avec les ITK testés, un

échantillon de contréle TDM3 (Microgenics Corporation, Fremont, CA, USA) a été analysé
dans les mémes conditions opératoires (Figure 18). Cet échantillon contient un grand nombre
de molécules médicamenteuses ou substances susceptibles d’étre administrées de facon
concomitante avec un ITK, en particulier, le Paracétamol, la Caféine, la Carbamazépine, la
Digoxine, I’Ethanol, I’Amikacine, la Gentamicine, des antidépresseurs tricycliques, les
hormones thyroidiennes, I’acide Valproique, la Vancomycine, I’ Aspirine, le Phénobarbital...
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(liste exhaustive en Annexe 6) Aucune de ces molécules ne possedent de temps de rétention
identiques aux ITK que nous étudions et donc la probabilité que le dosage soit perturbé par

une autre molécule qui pourrait interférer est faible.
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Figure 18 : Chromatogramme du contréle TDM3 & 265nm.

2.2.2. Répétabilite

Nous avons testé la répétabilité de notre méthode en mesurant a 5 reprises les
concentrations de 3 points, correspondant a des concentrations faibles, moyennes et élevées
pour chacune des molécules. Le calcul de I’écart type et du coefficient de variation a ensuite
été réalisé pour chacune des molécules en faisant le rapport surface du pic obtenu / surface du

pic de I’étalon interne.

Les résultats obtenus pour la mesure de la répétabilité pour les 4 molécules sont

résumées dans le Tableau V :
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Tableau V : Résumé des résultats obtenus pour le calcul de la répétabilité — n=15

Level | Level Il Level Il

Imatinib Concentration (ng/mL) 487 1408 2399
CcVv 5,19% 6,54% 2,47%

Norimatinib Concentration (ng/mL) 106 263 428
CcV 6,77% 6,73% 2,75%

Dasatinib Concentration (ng/mL) 79 194 315
CV 3,22% 5,01% 1,73%

Nilotinib Concentration (ng/mL) 480 951 1428
CcV 2,75% 5,01% 0,94%

La méthode est répétable pour le dosage de I’Imatinib, avec un coefficient de variation
inférieur a 7 %. Les résultats de la mesure de la répétabilité obtenus pour I’Imatinib sont

résumes dans le Tableau I de I’Annexe 1).

Les coefficients de variation obtenus pour la mesure de la répétabilité du dosage du
Norimatinib sont inférieurs a 7 %, montrant une bonne répétabilité de la méthode. Les
résultats obtenus pour la mesure de la répétabilité du dosage du Norimatinib sont présentés

dans le Tableau Il de I’Annexe 1.

La repétabilité pour le dosage du Dasatinib est bonne, puisque les coefficients de
variation calculés sont inférieurs a 5,1 %. Les mesures effectuees pour calculer la répétabilité

du dosage du Dasatinib sont résumées dans le Tableau I11 de I’Annexe 1.
Pour le Nilotinib aussi, la méthode est repétable, puisque les coefficients de variation

calculés sont inférieurs a 5,1 %. Les résultats obtenus pour la mesure de la répétabilité du

dosage du Nilotinib par notre méthode sont décrits dans le Tableau IV de I’Annexe 1.
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2.2.3. Reproductibilité ou fidélité intermediaire

Pour mesurer la reproductibilité ou fidélité intermédiaire, nous avons demandé a 3
collegues du laboratoire de toxicologie de suivre le protocole (Annexe 5) 3 jours différents et
sur une période de 15 jours. Les conditions expérimentales sont le mémes (mémes réactifs,

méme appareillage).

Les résultats du calcul de la reproductibilité pour chacune des molécules sont résumes

dans le Tableau VI.

Tableau VI : Résumé des résultats obtenus pour la mesure de la reproductibilité — n = 30

Level O Level | C1l Level Il C2 Level I moyenne

Imatinib ng/mL 0 487,0 941,0 1408,0 1911,0 2399,0

CcvVv 0,00% 9,92% 11,66% 12,58% 6,88% 8,06% 9,8%
Norimatinib ng/mL 0 106 184 263 343 428

CVv 0,00% 10,65% 11,11% 10,23% 17,34% 10,58% 12,0%
Dasatinib ng/mL 0 79 116 194 252 315

CcVv 0,00% 15,81% 14,04% 13,40% 15,03% 17,71% 15,2%
Nilotinib ng/mL 0 480 711 951 1184 1428

CV 0,00% 11,05% 14,98% 10,99% 16,82% 13,25% 13,4%

Pour la mesure des concentrations plasmatiques en Imatinib, la méthode est
reproductible, avec des écarts types et des coefficients de variation satisfaisants allant de 8,06
a 12,58%, avec un CV moyen de 9,8%. Les résultats du calcul de reproductibilité pour

I’Imatinib sont présentés dans le Tableau I de I’Annexe 5.

Pour le Norimatinib, les CV obtenus pour la mesure de la reproductibilité sont tous
inférieurs a 20%, avec une moyenne de 12%. Il est donc possible de conclure que la mesure
de la concentration plasmatique en Norimatinib est reproductible. Les données de

reproductibilité pour le Norimatinib sont présentées dans le Tableau Il de I’Annexe 5.

Pour le Dasatinib, les CV obtenus pour la mesure de la reproductibilité sont tous inférieurs a
20% avec une moyenne de 15,2%. Il est donc possible de conclure que la mesure de la
concentration plasmatique en Dasatinib est reproductible. Les données de reproductibilité

pour le Dasatinib sont présentées dans le Tableau I11 de I’Annexe 5.
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Pour le Nilotinib, les CV obtenus sont tous inférieurs a 20% avec une moyenne de 13,4%
ce qui nous permet d’affirmer que la methode de dosage plasmatique de Nilotinib est
reproductible. Les données de reproductibilité pour le Nilotinib sont présentées dans le
Tableau 1V de I’Annexe 5.

Cette etude nous indique que la méthode développée est reproductible pour les quatre

molécules testées : en effet, les CV obtenus sont tous inférieurs au seuil fixé de 20%.

2.2.4. Justesse ou biais

La justesse ou biais de notre méthode a été calculé en effectuant la moyenne des
valeurs obtenues pendant la mesure de la répétabilite de la méthode. La moyenne obtenue a
permis de calculer la concentration expérimentale de chacun des contrdles. La concentration
expérimentale est ensuite comparée a la concentration théorique et le calcul du biais s’effectue

en utilisant la formule :

Biais (%) = (Conc. expérimentale — Conc. théorigue) / Conc. Théorique

Les résultats de biais obtenus pour chacune des molécules sont détaillées dans le Tableau
VII.

Tableau VII : Résultats obtenus pour le calcul du biais
pour chacune des molécules.

Biais
C1 C2
Imatinib 5,83% 1,44%
Norimatinib | 3,29% 1,57%
Dasatinib 13,75% 12,08%
Nilotinib 4,57% 1,73%

Pour I’imatinib, notre méthode est considérée comme juste puisque le biais est
inférieur a 20%. Le Tableau I de I’Annexe 3 présente les résultats obtenus pour le calcul du
biais. Le biais est inférieur a 5,9 %.
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Pour le Norimatinib, le calcul de biais donne les résultats présentés dans le Tableau Il
de I’Annexe 3. Le biais observé est tres inférieur a 20% (inférieur a 3,3 %) ce qui indique que

notre méthode est juste pour le calcul de la concentration plasmatique en Norimatinib.

Le calcul du biais pour la mesure de la concentration plasmatique en Dasatinib donne
également des valeurs satisfaisantes, bien en dessous des 20% (inférieur a 13,8 %). Les

résultats sont résumés dans le Tableau 11 de I’Annexe 3.
Le calcul du biais pour la mesure de la concentration plasmatique en Nilotinib nous

indique que la méthode développée est juste. Le biais est inférieur a 4,6 %, soit bien en

dessous des 20% fixés. Les résultats sont résumés dans le Tableau 1V de I’Annexe 3.

La méthode développée donne des résultats satisfaisants : en effet, le calcul des biais
pour chacune des mesures donne des valeurs inférieures au seuil de 20% que nous nous étions

fixé. Par conséquent, nous pouvons conclure que la méthode développée est juste.

2.2.5. Contamination inter-échantillons

La contamination inter-échantillon a été déterminée en mesurant a 3 reprises un
échantillon de forte concentration, puis tout de suite apres un échantillon de faible

concentration.

Les données sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau VIII : Valeurs calculées de la contamination inter-échantillons

Imatinib | Norimatinib | Dasatinib Nilotinib
| Contamination -1,85% -2,27% 0,20% -1,20%

Les données obtenues sont négatives pour I’Imatinib et son métabolite actif, ainsi que
pour le Nilotinib. Le taux de contamination calculé pour le Dasatinib est de 0,2%. Pour les

quatre molécules, ces données démontrent qu’il n’existe pas de phénoméne de contamination
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inter-échantillons ni d’effet mémoire et par conséquent, il ne sera pas utile, en routine, de

passer de maniere systématique un échantillon vierge entre deux échantillons patient.

2.2.6. Limites de détection et de quantification

Nous avons étudié pour chacune des molécules dosees les limites de détection et de
quantification.
Les limites de quantification ont été obtenues graphiquement en étudiant le coefficient de
variation en fonction de la concentration. La courbe obtenue coupe une droite d’équation
CV=20%. L’abscisse lue au point d’intersection de ces deux courbes détermine la limite de
quantification de la molécule étudiée.
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Figure 19 : Détermination graphique de la limite de quantification de I’Imatinib
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Figure 20 : Détermination graphique de la limite de quantification pour le Norimatinib
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Figure 21 : Détérmination graphique de la limite de quantification du Dasatinib
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Figure 22 : Détermination graphique de la limite de quantification du Nilotinib

Les limites de détection sont évaluées visuellement, le détecteur a barrette de diodes
permet d’identifier le spectre de la molécule. Ainsi, on considére que lorsqu’un pic apparait
sur le chromatogramme et tant que I’aspect du spectre UV est préservé, que la molécule peut

étre détectée.

Les limites de détection et de quantification sont réesumées dans le Tableau IX :

Tableau IX : Limites de détection (LOD) et de
quantification (LOQ) pour les quatre molécules

étudiées
LOD (ng/mL) | LOQ (ng/mL)
Imatinib 23 100
Norimatinib 5 21
Dasatinib 4 17
Nilotinib 17 50
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2.2.7. Linéaritée

Nous avons étudié la linéarité de maniére statistique en effectuant un test de Fisher a
partir des données obtenues lors des mesures de répétabilité. Les données obtenues pour

chacune des molécules sont résumées en Annexe 4.

Pour les quatre molécules étudiées, notre méthode donne de maniére statistiquement

significative des résultats linéaires.

2.2.8. Stabilité

Les stabilités des solutions d’étalonnage et de contréle sont directement fournies par le
laboratoire ChromSystems : Avant reconstitution, les lyophilisats peuvent se conserver
plusieurs mois a -20°C. Apres reconstitution, les solutions peuvent étre conservees 3 mois a -

20°C et 3 semaines a +4°C.

Apres 4 semaines & +4°C, les solutions d’étalonnages se sont révélées encore stables,
puisque les pentes des droites d’etalonnages étaient encore comparables a celles obtenues
habituellement. Cela a pu étre déterminé par plusieurs mesures d’échantillons contréles
fraichement reconstitué. Les CV obtenus se sont révélés, pour toutes les molécules, inférieurs
a 20%.

Aprés 8 semaines a +4°C, la concentration en Imatinib a chuté de 21%, celle de

Norimatinib de 45%, tandis que les concentrations en Dasatinib et Nilotinib ont diminué de
6% et 15,5% respectivement.

2.2.9. Robustesse

Au cours du développement de la méthode, différents parametres ont été étudiés. Tout

d’abord, la composition de la phase mobile et son débit.

En utilisant une phase mobile composée de 75% de tampon et de 25% d’acétonotrile,

avec un débit de ImL/min les temps de rétention obtenus étaient de 3,6, 4,4, 8,4, 9,4 et 44,1
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minutes respectivement pour le Norimatinib, le Dasatinib, I’étalon interne, le Dasatinib et le
Nilotinib. Avec un debit de 1,5 mL/min ces temps de rétention devenaient 2,5, 2,8 6,4, 7,2 et
36,5 minutes.

Un nouvel essai a été effectué avec une phase composée de 70% de tampon et 30%
d’acétonitrile. Les temps de rétention étaient respectivement pour le Norimatinib, I’Imatinib,
I’étalon interne, le Dasatinib et le Nilotinib de 3,0, 3,1, 4,7, 6,8 et 15,0 minutes.

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont permis de mettre au point le gradient
de phase utilisé pour notre méthode. En effet, la composition a 80/20 (Tampon/ACN), permet
une meilleure séparation des premiers composes élués et I’augmentation a (70/30) permet de
diminuer de maniere considérable la durée de I’analyse en diminuant le temps d’élution du
Nilotinib.

Différents pH pour la phase mobile ont été testés : A pH 7 et a pH 8, aucune détection des
molécules d’intérét n’a été possible.

Enfin, une colonne type C8 a également été testée, mais la résolution des pics obtenus

étaient de moins bonne qualité qu’avec une colonne de type C18 comme utilisée dans notre
méthode.
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3.  Troisiéme partie : Validation croisée de la technique et cas
cliniques

Afin de valider notre technique de dosage de I’Imatinib, du Norimatinib, du Dasatinib et
du Nilotinib, nous avons procédé a une cross-validation. Nous avons demandé a des
laboratoires de nous transmettre 10 échantillons pour chaque molécule dosée et avons procédé
en aveugle au dosage de la molécule d’intérét. Nous avons egalement adhéré a un programme

de contréle de qualité externe organisé par les laboratoires Asqualab.

3.1. Imatinib

10 échantillons de patients traités par Imatinib nous on été transmis par le Laboratoire
d’oncopharmacologie du Centre Antoine Lacassagne a Nice. Nous avons procéde au dosage
de I’Imatinib sur ces 10 échantillons et communiqué nos résultats.

Nous avons étudié les coefficients de variation pour chaque échantillon, puis mesuré
I’écart type sur I’ensemble des mesures. Enfin, nous avons procédé a un test de corrélation de
Pearson afin de valider statistiquement si les résultats donnés par les méthodes étaient
significativement comparables ou non. Le centre Nicois utilise également une méthode CLHP
avec détection UV a 265 nm.

Le Tableau X représente les données obtenues :

Tableau X : Données obtenues pour le dosage de 10 échantillons sanguins contenant de I’ Imatinib.

Imatinib | =op 9 | Ech.2 | Ech.3 | Ech.4 | Ech.5 | Ech.6 | Ech.7 | Ech.8 | Ech.9 | Ech.10
(ng/mL)

Nancy 1186 1221 2448 3586 801 1120 1179 479 1911 1968
Nice 1077 1178 2478 3345 714 1348 1436 568 1760 1495
Biais | 10,08% | 3,64% | 1,19% | 7,20% | 12,14% | 16,89% | 17,92% | 15,72% | 8,56% | 31,67%

Ecart Type | 76,75 | 30,28 | 20,92 | 170,35 | 61,30 | 161,01 | 182,00 | 63,14 | 106,58 | 334,80
cv 6,78% | 2,52% | 0,85% | 4,92% | 8,09% | 13,05% | 13,92% | 12,06% | 5,81% | 19,33%

L’echantillon 10 présentait un important caillot de fibrine. Ceci pourrait expliquer le fort

biais observé entre la mesure effectuée a Nice et celle effectuée a Nancy. Par conséquent,

nous avons décidé de ne pas prendre en compte pour le calcul des moyennes du biais (10,4%),
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écart-type (96,93 ng/mL) et coefficient de variation (7,6%). Cette valeur a été également
écartée pour le calcul statistique.

Nous avons utilisé un test de corrélation de Pearson pour comparer les valeurs obtenues
par les deux méthodes. Le coefficient r calculé est de 0,987. La valeur calculée du t de
Student (toss) est égale a 16,046. Au risque d’erreur o. = 5%, tos €St supérieur au t donné par la
stable de Student (test bilatéral) qui est de 2,364 (n = 7 degrés de liberté). Nous pouvons donc
admettre que les résultats obtenus par notre technique de dosage donnent des valeurs

comparables a celles obtenues par le laboratoire de Nice.

3.2. Norimatinib

Nous avons également déterminé la concentration en Norimatinib sur les 10
échantillons fournis par le centre Nigois. Cependant, cette molécule n’a pas été dosee par le
centre de Nice et par conséquent, nous n’avons pas pu réaliser de comparaison.

Les concentrations en Norimatinib pour chaque échantillon sont détaillées dans le
Tableau XI.

Tableau XI : Données obtenues pour le dosage de 10 échantillons sanguins contenant de I’ Imatinib.

(ng/mL) Ech.1 | Ech.2 Ech. 3 Ech. 4 Ech.5 Ech. 6 Ech. 7 Ech. 8 Ech.9 | Ech. 10
Norimatinib 65 47 55 50 101 184 237 104 163 288
Imatinib 1186 1221 2448 3586 801 1120 1179 479 1911 1968
3.3. Controles externes

Les laboratoires Asqualab proposent depuis Mars 2011 un programme d’assurance

qualité pour le dosage des ITK. Nous avons participé aux controles de Mars et de Juin 2011.
Asqualab envoie des échantillons lyophilisés a reconstituer avec 1 mL d’eau distillée.

3.3.1. Imatinib

Les résultats des controles qualité externe de Mars et Juin 2011 pour I’Imatinib sont

résumés dans le Tableau XII.

63




Tableau XI1 : Résultats de contrdle qualité externe pour I’Imatinib.

Echantillon Nompre de Valeur Cible Moyenne générale Notre Valeur Biais
Participants (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (%)

ITK 1101 16 800 728 715 10,6
ITK 1102 16 2000 2080 1923 3,9
ITK 1103 18 1300 1327 1530 17,7
ITK 1104 18 2600 2325 3013 15,9

Pour les 4 échantillons, le biais calculé est inférieur & 20 %.

3.3.2. Dasatinib

Les résultats des contrdles qualité externe de Mars et Juin 2011 pour le Dasatinib sont

résumés dans le Tableau XII.

Tableau X111 : Résultats de contrdle qualité externe pour le Dasatinib.

Echantillon Nompre de Valeur Cible Moyenne générale Notre Valeur Biais
Participants (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (%)
ITK 1101 3 0,2 - Indétectable -
ITK 1102 4 25,0 21,7 23,0 8,0
ITK 1103 5 0,63 - Indétectable -
ITK 1104 5 18,75 19,1 17,0 9,3

Sur 4 échantillons, la concentration de deux d’entre eux n’a pas pu étre déterminée pour
cause de trop faible sensibilité de notre méthode. Pour les deux autres échantillons, le biais

calculé est inférieur & 20 %.

3.4. Cas cliniques

L’efficacité du traitement contre la LMC s’effectue classiqguement en mesurant le ratio
de transcrit MCBR-ABL / ABL. Cette mesure de transcrit est effectuée par PCR quantitative.
Il est considéré que le patient posséde une réponse moléculaire majeure (RMM) lorsque le
ratio calculé est inférieur a 0,1%. La concentration plasmatique en Imatinib est mesurée
principalement dans les cas d’adaptations posologiques lorsque la RMM est jugéee

insatisfaisante. Dans les cas de mauvaise observance, le dosage plasmatique est effectué a titre
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indicatif, mais ne permet pas de « piéger » le patient non observant, puisqu’il est prévenu la

veille du dosage qu’il ne devra pas reprendre son traitement avant la consultation.

3.4.1. Cas de mauvaise observance

Cas de Madame V.

Madame V. née en 1979 a été diagnostiquée comme atteinte d’une LMC depuis
2001.Cette patiente a pris de facon réguliere son traitement (400 mg d’Imatinib par jour)
jusqu’en 2005, date a laquelle elle bénéficiait d’'une RMM. Depuis 2005, cette patiente a
commence, sans Véritable raison, a prendre son traitement de maniére tres anarchique, a
raison d’un comprimé tous les deux ou trois jours.

Un dosage de la concentration en Imatinib a été effectué chez cette patiente en Mai
2009 qui a donné une concentration de 799 ng/mL en Imatinib. Ce dosage a été effectué dans
le contexte d’une progression du ratio MBCR-ABL/ABL avant que la patiente n’avoue son

inobservance au médecin.
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Figure 23 : Suivi du ratio MBCR/ABL de Madame V.
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Depuis que la patiente a décidé de ne pas prendre son traitement régulierement, le ratio
MBCR-ABL/ABL a considérablement augmenté. La prise quotidienne de ce médicament

permet d’obtenir chez cette patiente une RMM et donc une maitrise de sa maladie.

Cas de Madame S.

Madame S., née en 1959, est suivie depuis 2001 pour le traitement d’une LMC. Cette
patiente habituellement observante et bénéficiant d’une RMM a décidé de ne pas prendre son
traitement (400 mg d’Imatinib par jour) pendant une période allant de Mars a Novembre
2009. C’est le pharmacien de Mme S. qui a informé le médecin de ses doutes quant a
I’observance de la patiente. L’augmentation du ratio MBCR-ABL/ABL traduit de maniere
claire la période durant laquelle le traitement a été interrompu. Un dosage de la concentration
plasmatique en Imatinib a été réalisé en Février 2010 aprés la réintroduction du traitement
pour vérifier que la patiente avait, comme elle le prétendait repris la prise de son médicament.

Ce dosage a donné une valeur de 750 ng/mL.
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Figure 24 : Suivi du ratio MBCR/ABL de Madame S.
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3.4.2. Cas d’adaptation posologique

Cas de Monsieur B.

Monsieur B est un patient né en 1956 chez qui un diagnostic de LMC a été établi en
juillet 2006. Ce patient a été inclus dans I’étude SPIRIT qui consistait a administrer de
I’interféron alpha en plus de I’Imatinib afin d’augmenter la vitesse de réponse au traitement.
Ce patient, bien qu’observant, ne bénéficiait pas d’une RMM une fois son traitement
équilibré. Son médecin a alors décidée de mettre en place un suivi de ses concentrations
plasmatiques en Imatinib. Les deux premieres mesures ont donné des concentrations
inférieures au seuil recommandé de 1000 ng/mL, alors que le patient prenait quotidiennement
400 mg d’Imatinib, c’est pourquoi en Mars 2009, une augmentation de 400 mg a 600 mg par
jour a été décidée. Cette augmentation de posologie a permis au patient d’obtenir une RMM.
En parallele, sa concentration plasmatique en Imatinib a dépasseé le seuil recommandé de 1000
ng/mL. La Figure 25 montre clairement la relation entre I’augmentation de la posologie,

I’augmentation de la concentration plasmatique en Imatinib et le passage en RMM.
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Figure 25 : Suivi du ratio MBCR/ABL et concentrations plasmatiques en Imatinib de
Monsieur B.
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Cas de Monsieur P.

Monsieur P., né en 1953 a été diagnostiqué comme atteint d’une LMC en Aot 2006.
Ce patient a alors bénéficié d’un traitement par Imatinib (400 mg par jour). Bien
qu’observant, le patient ne bénéficiait pas d’une RMM. En Mai 2010, le patient a été inclus
dans le protocole de recherche cliniqgue MIM, consistant en une adaptation posologique de
I’Imatinib en fonction de la concentration plasmatique mesurée. Le premier dosage effectué a
révélé une concentration plasmatique de 386 ng/mL, donc bien inférieure aux 1000 ng/mL
recommandés. Un second dosage en ao(t 2010 a été effectué, révélant une concentration
plasmatique a 782 ng/mL. Conformément au protocole, la posologie en Imatinib a été
adaptée. Monsieur P. a alors recu 800 mg d’Imatinib par jour, répartis en deux prises (matin et
soir). Cette augmentation de posologie a permis de dépasser des concentrations plasmatiques
de 1000 ng/mL en Imatinib et surtout d’obtenir une RMM chez ce patient.
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Figure 26 : Suivi du ratio MBCR/ABL et concentrations plasmatiques en Imatinib de Monsieur P.
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4.  Quatriéme partie : Discussion et Conclusion

4.1. Discussion

Nous avons développé une méthode analytique spécifique, fiable, juste, répétable et
robuste pour la détermination des concentrations plasmatiques en Imatinib, Norimatinib,
Dasatinib et Nilotinib.

La mise en ceuvre de dosages en aveugle nous a permis de vérifier que les valeurs de
concentrations plasmatiques obtenues par notre méthode sont fiables et comparables a ceux

obtenus dans d’autres CHU. Certaines limites existent cependant pour cette méthode.

4.1.1. Aspects techniques

Tout d’abord, le fait d’utiliser des solutions commerciales contenant les quatre molécules
pour les gammes d’étalonnages, impose un temps de passage (run) de 30 minutes. En effet,
bien que le Norimatinib, I’Imatinib et le Dasatinib possédent un temps de rétention de
respectivement 6,1 minutes, 7,2 minutes et 10,8 minutes, la sortie du Nilotinib a 20,3 minutes
et le temps de rééquilibrage de la colonne nécessaire a cause du gradient de phase, imposent

une durée d’analyse de 30 minutes.

L autre inconvénient d’utiliser ces solutions commerciales est qu’il nous est impossible de

déterminer le rendement d’extraction pour chacune des molécules.

Les détecteurs a barrette de diodes possedent un grand nombre de qualités et une grande
flexibilité d’utilisation, mais les limites de détection sont bien au dessus de celles que I’on
peut obtenir avec un spectrométre de masse. Dans notre étude, cela ne pose pas de probléme
pour le dosage des concentrations résiduelles d’Imatinib, Norimatinib et Nilotinib
habituellement bien au-dela du seuil de détection. Pour le Dasatinib, les concentrations
résiduelles a 24h sont de I’ordre de 0,1 a 5 ng/mL. La limite de détection de notre méthode
étant de 17 ng/mL, cela ne nous permet pas de doser ce médicament (a 24h) en résiduel. Il
serait donc nécessaire de développer une technique d’extraction différente ou de changer de

type de détection. Cependant, I’étude OPTIM Dasatinib étudie également les concentrations

69



plasmatiques au pic afin d’évaluer son influence sur la réponse au traitement. Notre méthode

est tout a fait utilisable pour ce type de dosage.

Nous avons validé notre méthode selon les normes COFRAC établies en 2005, mais
depuis avril 2011, une nouvelle version est disponible. En ce qui concerne la validation de
méthode, cette nouvelle version reste assez proche de celle qui était en vigueur en 2005, avec
cependant I’introduction de nouvelles notions comme le calcul de I’inexactitude de la
méthode, obtenue comme le biais, mais & partir d’une évaluation externe de la qualité. Une
autre nouvelle notion apparait, celle de I’estimation de I’incertitude des résultats, directement
inspirée des normes ISO 15189 et 22870. Cette estimation de I’incertitude se calcule a partir
de I’écart type calculé lors des mesures de fidélité intermédiaire (uy) et du biais (ux=biais/\3).
Ces deux paramétres permettent de calculer I’incertitude combinée (uc = V us? + u.?) et on
considere enfin I’incertitude élargie U égale a deux fois uc. Dans notre étude, le calcul de ces
estimations de I’incertitude des résultats sont données dans le Tableau XIV. Afin d’étre en
accord avec les prochaines normes d’accréditation, les résultats devront étre communiqués

sous la forme :

R = valeur mesurée +/- U (unité)

Tableau X1V : Estimation de I’incertitude des résultats selon le guide

COFRAC 2011
Imatinib | Norimatinib | Dasatinib Nilotinib
ul 0,22 0,03 0,03 0,32
u2 0,02 0,01 0,07 0,02
uc 0,22 0,03 0,08 0,32
U 0,43 0,06 0,16 0,63

L’évaluation de la contamination est également un peu modifiée dans cette nouvelle
version du guide du COFRAC, la séquence est passée 5 fois (H1, H2, H3, B1, B2, B3) pour
ensuite calculer la contamination a partir des moyennes et plus a partir des valeurs mesurées
sur une seule détermination. Ceci permet in fine de déterminer de maniére statistique, en

utilisant le test de Student, qu’il existe une différence significative entre les deux moyennes.
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Enfin, cette nouvelle version du guide de validation du COFRAC développe une partie
comparaison de méthodes. Ce paragraphe est destiné a mesurer I’équivalence des valeurs
données pour un méme échantillon par deux méthodes différentes. La méthode décrite
demande le passage d’au moins 30 échantillons par les deux méthodes et répartis de maniére
homogéne sur la gamme de concentrations rencontrées en situation clinique. Cela est
facilement réalisable pour certains dosages, comme par exemple dans le domaine de la
biochimie, mais cela est particulierement difficile dans le cadre d’une validation de technique
analytique comme c’est le cas dans ce travail. Ainsi, le calcul du coefficient de corrélation de
Pearson, suivi du calcul du t value et la comparaison par rapport a la table de Student, nous
semble la maniere la plus appropriée pour tester la concordance des résultats donnés par deux

techniques différentes pour un méme échantillon.

4.1.2. Aspects cliniques

Les études cliniques visant a établir un lien entre concentration plasmatique et
efficacité du traitement son encore trop peu nombreuses. En effet, seulement 5 études a ce
jour utilisent le suivi thérapeutique pharmacologique pour I’adaptation de la posologie. La
plupart des études établissant un lien entre efficacité et concentration plasmatique ont été
menées de maniére rétrospective et par conséquent ne possédent pas la puissance d’études qui
seraient menées de maniere prospectives. Des études concentration/efficacité ainsi que
concentration/toxicité avec adaptation de posologies devraient étre mises en place pour

chacune des molécules utilisées dans le traitement de la LMC ou des GIST.

Les études ont démontré que I’Imatinib, le Dasatinib et le Nilotinib sont des molécules
trés efficaces pour le traitement de la LMC, cependant, ces trois molécules restent inactives
chez les patients possédant la mutation T315l. De nouvelles molécules sont actuellement a
I’étude dans le cadre d’études de Phase I. C’est le cas en particulier du Ponatinib. Cette
molécule a démontré son efficacité chez un certain nombre de patients portant la mutation
T3151. Cependant, elle reste inefficace dans une certaine proportion de patients. Cela pourrait
étre expliqué par la coexistence de mécanismes alternatifs de résistance non encore élucidés
(10). L utilisation du Ponatinib en premiére ligne pourrait cependant prévenir la survenue de

résistances, qui apparaissent dans 20 a 30% des cas chez les patients traités par Imatinib.
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D’autres molécules sont également a I’étude pour le traitement des patients atteints de
LMC et porteurs de la mutation T315I. C’est le cas d’une molécule de la famille d’ITK dits
‘switch pocket inhibitors’, la DCC-2036. C’est le cas également de la GNF-5, qui comme la

DCC-2036 est actuellement en utilisation dans une étude de Phase I.

Enfin, des alternatives n’utilisant pas des ITK existent. C’est le cas de I’Omacetaxine,
un alcaloide semi-synthétique induisant I’apoptose dans les cellules souches primaires portant
I’anomalie responsable de la LMC (73).

Pour terminer, la greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques reste une
alternative intéressante chez les patients chimiorésistants, puisqu’elle permet d’obtenir une

réponse moléculaire complete, en particulier chez les patients en phase chronique (74).

4.2. Conclusion et perspectives

Nous avons développé une méthode fiable, sensible et répétable pour la détermination
des concentrations plasmatiques de I’Imatinib et de son principal métabolite le Norimatinib,
ainsi que du Dasatinib et du Nilotinib. Cette méthode chromatographique utilisant un
détecteur a barrette de diodes est simple, peu couteuse et rapide & mettre en ceuvre. A notre
connaissance, la méthode que nous avons développée est la seule utilisant un systeme de
CLHP couplé a un détecteur a barrette de diodes qui permet de doser simultanément ces 4

molécules.

La méthode est parfaitement adaptée au dosage de I’Imatinib et du Nilotinib, mais la
limite de détection du Dasatinib pourra se révéler bloquante si les études en cours ne
démontrent pas un intérét du pic plasmatique dans le traitement des pathologies comme la
LMC. En effet, notre méthode ne permet malheureusement pas de déterminer des
concentrations aussi faibles que celles qui sont habituellement observées apres 24 heures,
c'est-a-dire inférieures a 5 ng/mL.

Des déterminations de concentrations plasmatiques d’autres ITK pourront

probablement étre effectuées en utilisant la méme méthode de CLHP couplée a un détecteur a
barrette de diodes. C’est les cas de molécules plus récentes utilisées dans le traitement du
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cancer du poumon, comme I’erlotinib ou le gefitinib (75) ou une méthode utilisant CLHP et
détection UV a été récemment decrite (76), ou encore de molécules utilisées dans le
traitement du cancer du sein comme le Lapatinib (77) ou pour le moment, seules des
méthodes de CLHP utilisant une détection par spectrométrie de masse ont été décrites (71, 78,
79). Il n’existe aujourd’hui aucune étude montrant une relation entre concentration
plasmatique de ces molécules et réponse au traitement. Les résultats concentration-activité
avec I’Imatinib pourraient étre transposables a d’autres ITK, c’est pourquoi le développement

de protocoles hospitaliers de recherche clinique est nécessaire.

Les thérapies ciblées se développent de plus en plus et il serait utile, des les premiers
essais thérapeutiques, de déterminer s’il existe une relation entre concentration plasmatique et
réponse au traitement. La détermination précoce de I’existence de cette relation est a la fois un
enjeu clinique et un enjeu pharmaco-économique. Clinique, car il parait nécessaire de
permettre aux patients de bénéficier des molécules adaptées a leur maladie et aux posologies
suffisantes et efficaces afin de leur assurer le meilleur pronostic vital. Pharmaco-economique,
car les molécules utilisées en thérapie ciblées sont particuliérement onéreuses et leur
prescription pése déja lourdement sur les budgets de santé. En Mai 2011, I’éditorial du journal
Nature citait un exemple Francais: Il a été montré, chez les patients atteints de cancer
bronchique non a petites cellules, que seuls ceux dont la tumeur présente une mutation
d’EGFR bénéficient cliniguement d’un traitement par Erlotinib (22). La mise en ceuvre
systématique de détection de la mutation d’EGFR avant prescription de I’Erlotinib et donc le
fait de réserver cette molécule uniquement aux patients qui en recevraient un bénéfice
clinique a permis I’économie de plus de 30 millions d’Euros. Suivant la méme logique, il est
possible d’imaginer que I’essor du suivi thérapeutique pharmacologique pourrait permettre un
meilleur suivi des traitements anticancéreux et d’éviter un arrét prématuré d’une thérapeutique
que I’on juge a tort inefficace, alors qu’un simple ajustement posologique pourrait permettre
une réponse clinique et éviter de passer préecocement a un traitement de seconde ligne. Dans
cette optique, I’étude préalable de la concentration plasmatique des ITK et I’étude de la

relation dose-efficacité semble indispensable.
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Annexe 1 : Résultats obtenus pour la mesure de la répétabilité

Tableau | : Résultats de la mesure de la répétabilité pour
I’Imatinib. Surface du pic / Surface Etalon interne.

Level | Level Il Level Il

ng/mL 487,0 1408,0 2399,0
Mesure n° 1 0,45 1,51 2,73
Mesure n° 2 0,45 1,51 2,73
Mesure n° 3 0,50 1,63 2,74
Mesure n° 4 0,49 1,63 2,73
Mesure n° 5 0,48 1,39 2,89
X 0,47 1,53 2,76

S 0,025 0,100 0,068

CV 5,19% 6,54% 2,47%

Tableau 11 : Résultats de la mesure de la répétabilité pour le
Norimatinib. Surface du pic / Surface Etalon interne.

Level | Level Il Level I

ng/mL 106,0 263,0 428,0
Mesure n° 1 0,05 0,16 0,27
Mesure n° 2 0,05 0,16 0,27
Mesure n° 3 0,06 0,17 0,29
Mesure n° 4 0,06 0,17 0,28
Mesure n° 5 0,06 0,14 0,29
X 0,06 0,16 0,28

S 0,004 0,011 0,008

CV 6,77% 6,73% 2,75%
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Tableau 111 : Résultats de la mesure de la répétabilité pour
le Dasatinib. Surface du pic / Surface Etalon interne.

Level | Level Il Level Il

ng/mL 79,0 194,0 315,0
Mesure n° 1 0,10 0,28 0,45
Mesure n° 2 0,10 0,28 0,45
Mesure n° 3 0,10 0,28 0,46
Mesure n° 4 0,10 0,29 0,46
Mesure n° 5 0,11 0,25 0,47
X 0,10 0,28 0,46

S 0,003 0,014 0,008

CV 3,22% 5,01% 1,73%

Tableau IV : Résultats de la mesure de la répétabilité pour
le Nilotinib. Surface du pic / Surface Etalon interne.

Level | Level Il Level Il

ng/mL 480,0 951,0 1428,0
Mesure n° 1 0,74 1,48 2,37
Mesure n° 2 0,73 1,48 2,35
Mesure n° 3 0,76 1,55 2,40
Mesure n° 4 0,76 1,58 2,37
Mesure n° 5 0,78 1,38 2,40
X 0,75 1,50 2,38

S 0,021 0,075 0,022

CV 2,75% 5,01% 0,94%
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AnNnexe 2 : Résultats obtenus pour la mesure de la réproductibilité

Tableau | : Mesures de reproductibilité pour I’Imatinib. Surface du pic / Surface Etalon interne.

Level 0 Level | C1l Level Il C2 Level Il

ng/mL 0,00 487,00 941,00 1408,00 1911,00 2399,00
Manip n°1 J1 0,000 0,730 1,700 2,260 3,310 4,180
Manip n°1 J1 0,000 0,860 1,740 2,870 3,960 5,180
Manip n°2 J5 0,000 0,780 2,080 2,640 3,840 4,570
Manip n°2 J5 0,000 0,900 1,900 2,800 3,800 4,900
Manip n°3 J15 0,000 0,930 2,230 3,210 3,600 4,890
X 0,000 0,840 1,930 2,756 3,702 4,744

S 0,0000 0,0834 0,2249 0,3466 0,2546 0,3821

CV % 0,00% 9,92% 11,66% 12,58% 6,88% 8,06%

Tableau Il : Mesures de reproductibilité pour le Norimatinib. Surface du pic / Surface Etalon interne.

Level 0 Level | C1l Level Il C2 Level lll

ng/mL 0,00 106,00 184,00 263,00 343,00 428,00
Manip n°1 J1 0,000 0,080 0,170 0,230 0,270 0,420
Manip n°1 J1 0,000 0,070 0,160 0,300 0,400 0,540
Manip n°2 J5 0,000 0,090 0,170 0,250 0,350 0,430
Manip n°2 J5 0,000 0,090 0,190 0,280 0,380 0,490
Manip n°3 J15 0,000 0,090 0,210 0,260 0,440 0,450
X 0,000 0,084 0,180 0,264 0,368 0,466

S 0,0000 0,0089 0,0200 0,0270 0,0638 0,0493

CV % 0,00% 10,65% 11,11% 10,23% 17,34% 10,58%




Tableau 111 : Mesures de reproductibilité pour le Dasatinib. Surface du pic / Surface Etalon interne.

Level 0 Level | Cl Level Il C2 Level lll

ng/mL 0,00 79,00 116,00 194,00 252,00 315,00
Manip n°1 J1 0,000 0,100 0,160 0,230 0,310 0,390
Manip n°1 J1 0,000 0,110 0,200 0,250 0,340 0,440
Manip n°2 J5 0,000 0,080 0,150 0,180 0,410 0,290
Manip n°2 J5 0,000 0,090 0,140 0,230 0,300 0,410
Manip n°3 J15 0,000 0,120 0,170 0,260 0,410 0,480
X 0,000 0,100 0,164 0,230 0,354 0,402

S 0,0000 0,0158 0,0230 0,0308 0,0532 0,0712

CV % 0,00% 15,81% 14,04% 13,40% 15,03% 17,71%

Tableau IV : Mesures de reproductibilité pour le Nilotinib. Surface du pic / Surface Etalon interne.

Level 0 Level | C1l Level Il C2 Level Il

ng/mL 0,00 480,00 711,00 951,00 1184,00 1428,00
Manip n°1 J1 0,000 1,290 2,150 2,540 3,260 3,930
Manip n°1 J1 0,000 1,480 2,300 2,940 3,490 4,510
Manip n°2 J5 0,000 1,470 2,560 2,960 4,120 4,810
Manip n°2 J5 0,000 1,330 2,040 2,880 3,500 4,350
Manip n°3 J15 0,000 1,120 1,690 2,280 2,540 3,380
X 0,000 1,338 2,148 2,720 3,382 4,196

S 0,0000 0,1479 0,3218 0,2990 0,5688 0,5559

CV % 0,00% 11,05% 14,98% 10,99% 16,82% 13,25%
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Tableau | : Résultats du calcul du biais pour I’Imatinib.

Annexe 3 : Résultats obtenus pour le calcul du biais

Imatinib Cl C2
Conc. Théorique (ng/mL) 941,0 1911,0
Conc. Expérimentale (ng/mL) 995,9 1883,6
Biais 5,83% 1,44%

Tableau Il : Résultats du calcul du biais pour le Norimatinib.

Norimatinib Cl Cc2
Conc. Théorique (ng/mL) 184,0 343,0
Conc. Expérimentale (ng/mL) 178,0 3484
Biais 3,29% 1,57%

Tableau 111 : Résultats du calcul du biais pour le Dasatinib.

Dasatinib C1 Cc2
Conc. Théorique (ng/mL) 116,0 252,0
Conc. Expérimentale (ng/mL) 132,0 282,4
Biais 13,75% 12,08%

Tableau IV : Résultats du calcul du biais pour le Nilotinib.

Nilotinib C1l C2
Conc. Théorigue (ng/mL) 711,0 1184,0
Conc. Expérimentale (ng/mL) 743,5 1163,6
Biais 4,57% 1,73%
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Annexe 4 : Tableaux récapitulatifs pour le calcul de la linéarité

Tableau | : Données obtenues pour I’étude de linéarité de I’Imatinib

TEST DE LINEARITE
Modele Linéaire
Tableau de I'analyse de Variance

Source SCE ddl Variances F Probabilité (a=0,05)
Régression (SCEe) 13,13 1 13,13 2579,28 3,3E-18
Répétabilité (SCE,) 0,061 12 0,01 Régression Significative
Erreur de Modéle
(SCE,) 0,007 1 0,01 1,37 0,264
Totale (SCEy) 13,20 14 Linéarité Significative
Tableau Il : Données obtenues pour I’étude de linéarité du Norimatinib
TEST DE LINEARITE

Modeéle Linéaire
Tableau de I'analyse de Variance
Source SCE ddl Variances F Probabilité (a=0,05)
Régression (SCE;e) 0,13 1 0,13 2007,89 2,2E-17
Répétabilité (SCE,) 0,001 12 0,00 Régression Significative
Erreur de Modéle
(SCE,) 0,000 1 0,00 1,21 0,292
Totale (SCEy) 0,13 14 Linéarité Significative
Tableau I11 : Données obtenues pour I’étude de linéarité du Dasatinib
TEST DE LINEARITE
Modéle Linéaire
Tableau de I'analyse de Variance

Source SCE ddl Variances F Probabilité (a=0,05)
Régression (SCEe) 0,32 1 0,32 3597,13 2,8E-19
Répétabilité (SCE,) 0,001 12 0,00 Régression Significative
Erreur de Modéle
(SCE,) 0,000 1 0,00 0,02 0,884
Totale (SCEy) 0,32 14 Linéarité Significative
Tableau IV : Données obtenues pour I’étude de linéarité du Nilotinib

TEST DE LINEARITE
Modeéle Linéaire
Tableau de I'analyse de Variance
Source SCE ddl Variances F Probabilité (a=0,05)
Régression (SCE,eq) 6,59 1 6,59 6481,86 3,4E-21
Répétabilité (SCE,) 0,012 12 0,00 Régression Significative
Erreur de Modeéle
(SCE,) 0,002 1 0,00 2,44 0,145
Totale (SCEy) 6,61 14 Linéarité Significative
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Annexe 5 : Protocole de dosage des ITK

= PRINCIPE

L’Imatinib, le Dasatinib et le Nilotinib sont trois médicaments de la famille des inhibiteurs
de Tyrosine Kinase (ITK). Ces 3 molécules ont un réle majeur dans le traitement de la
Leucémie Myéloide Chronique (LMC) ou encore les Tumeurs Stromales Gastro-intestinales
(GIST). Le Norimatinib ou desméthyl Imatinib est un métabolite actif de I’Imatinib.

Un certain nombre d’études ont montré I’intérét du suivi thérapeutique pharmacologique de
I’Imatinib dans la LMC ou dans les GIST et d’autres études sont en cours afin de déterminer,
si comme pour I’Imatinib, le STP du Dasatinib et du Nilotinib I’est également (34, 56).

= PRELEVEMENT

- Plasma hépariné
- Nécessité de 200 uL pour I’analyse, demander au service au minimum un tube de 3 mL
- Conservation possible 10 jours a -20°C.

= REACTIFS

¢ Solution méres :

Solutions étalons commandées chez ChromSystems (Allemagne). 4 points de gamme et 2
points de contr6le. Chaque point est a reconstituer selon le protocole fournisseur (2 mL d’eau
distillée).

Niveau 0 (Plasma vierge)
Niveau |

Niveau Il

Niveau 11

Controle |
Controéle 11

Les compositions de chacun des points sont fixées par ChromSystems (chaque coffret est
accompagne d’une feuille précisant ces données).

Etalon interne (Clozapine) : Solution méthanolique a Img/mL (conservée a -20°C)

Préparation :

Clozapine (1 mg/mL) : 10 mg de Clozapine QSP 10 mL de méthanol

81



Conservation :

Solutions méres d’Imatinib, Norimatinib, Dasatinib et Nilotinib :
Plusieurs mois & -20°C si non reconstitués

3 mois a -20°C apres reconstitution

3 semaines a +4°C apres reconstitution

Clozapine : Dans des flacons bruns au congélateur a -20°C pendant 6 mois.

¢ Solutions filles :

Etalon interne :

Prélever 5 pL de solution mére de Clozapine (1 mg/mL) et les mettre dans un tube a
hémolyse.

Compléter avec 995 L d’eau distillée.

Agiter au vortex pendant 30 secondes.

= MATERIEL

e APPAREILLAGE:
- Chaine de HPLC Spectra System, DAD Spectra
- Colonne Sunfire® Cyg (Waters, Dublin, Irlande) : 4,6 x 250mm; 5um

e MATERIEL :
- Tubes pyrex de 7 mL (bouchons rouges)
- Vortex
- Centrifugeuse
- Micropipettes Eppendorf 2-20 pL, 10-100 pL, 50-200 pL et 100 1000 pL.

= PREPARATION DE LA GAMME D’ETALONNAGE

Solutions ChromSystems.
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= EXTRACTION DES ECHANTILLONS, DES CONTROLES ET DE LA GAMME

Echantillons : 200 pL de prise d’essai

Ajouter dans chaque tube (échantillons et gamme)
» 20 pL de solution fille d’El (a 20 pg/mL) - Vortexer pendant 30 secondes
» 200 pL de Soude 0,1 N = Vortexer pendant 30 secondes
» 5 mL de diethyl éther

Agitation mecanique pendant 10 minutes (Salle n°18)

Centrifugation : centrifugeuse piéce n° 18 (2500 tours/mn — 10°C - 10 mn)
Reprise de 4mL de phase éthérée dans un tube pyrex (bouchons transparents)
Evaporation sous flux d’azote, dans bain marie a 30°C

Reprise des résidus secs par 100 pL de phase mobile

Transfert de 80 pL dans les réducteurs pour injecteur automatique.

Injection 30 pL par I’injecteur automatique

= SEPARATION CHROMATOGRAPHIQUE

Colonne : SunFire® Cyg (Waters, Dublin, Irlande)
Débit : 1,5 mL/min

Phase mobile : ACN /KH,PO,4 0,01 M Selon programme de gradient

t (minutes) 0 1 9 18 19 30

KH.PO, (%) | 80 80 70 70 80 80
ACN (%) | 20 20 30 30 20 20

Témpérature du four : 25°C

A/ Tableau de préparation de la phase mobile

Dans une bouteille de volume approprié, a I'aide d’'une éprouvette de 250mL ou de 500 mL.

Tampon (Voie A) :

Volume de phase finale 500 mL 1000 mL
Eau distillée (mL) 500 1000
KH,PO, poudre (mg) 680,45 13 60,9

Acétonitrile (Voie B) :

Acétonitrile pur.
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B/ Ajustement du pH du tampon

Ajuster le pH avec de I’acide orthophosphorique (goutte a goutte) jusqu’a obtenir un pH de 3
(pH-metre dans la piece n° 18 : mode d’emploi et solutions d’étalonnage a coté de I’appareil.)

C/ Dégazage / Filtration

Filtration sur Blchner (membrane Millipore HVLP 0.45 um porosite)

¢ Conditions chromatographiques :

Purger la voie A avec le tampon (débit minimum 7mL/mn pendant 5 minutes)
Purger la voie B avec I’ Acétonitrile (débit minimum 7mL/mn pendant 5 minutes)

Stabilisation de la colonne : débit 1,0 mL/mn pendant 8 min
débit 1.5 mL/mn pendant 15 min.

Pompe : Thermo SpectraSystem AS 3000
Volume d’injection : 30uL
Temps d’analyse : 30 min

Détecteur : DAD UV6000LP
. A =265 nm (Imatinib, Norimatinib et Nilotinib) et 305 nm (Dasatinib)
Logiciel Chromquest v.4.0
. Méthode :  Imatinib-test.met (Chromquest)
ITK (Elite VWR)

Temps de rétention approximatifs:
. Norimatinib : 6,1 minutes
. Imatinib : 7,2 minutes
. Clozapine (El) : 9,4 minutes
. Dasatinib : 10,8 minutes
. Nilotinib : 20,3 minutes

La durée du run est allongée a 30 minutes afin de rééquilibrer la colonne avec le mélange de
phase initial, entre chaque échantillon.

¢ Rincage colonne :

- Débit 1,2 mL/min pendant 1 heure avec un mélange ACN/ED (40.60 V/V)
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Annexe 6 : Liste des médicaments contenus dans le TDM3

C ional Units / Unidad, ionales / iten / Unités ordinaires / Unita li S.L Units / Unidades 5.1, / S.1.-Einheiten / Unités S.1. / Unita S.1.*
TDA11031 TDA11032 TDA11033 TDA11031 TDA11032 TDA11033
Constituent / Method Mean Mean  Expected Mean Expected Mean  Expected  Mean Mean E: d
Value Range Valuo Range Value Range  Units Value Range Value Range Value Range  Units
| Constituyente / Método Valor Intervalo Valor Irtervalo Walor Intervalo Valor Inervalg alor Intervalo Valor Intervalo
I medio previsto medio previsto medio  previsto Unidades | medio previsto medic  previsto  medio previsto Unidades
| Bestandteil / Methode E: E: 5 Er 0 Er a: Erwartungs-
Mittelwert  bereich  Mittelwent  bersich  Mittelwert bereich  Einheiten | Mittelwert  beraich i t  beraich  Mittals bereich  Ei
Composant / Méthode Valeur Plage Valeur Plage Valeur Plage Valeur Plage Valeur Plage Valaur Plage
mayenne  prévue  MOYENNe  prévue moyenna  prévue Unités | moyenne prévua moyenne  prévue  moyenne  pravue Unités.
Constituante / Metodo Valore Valori Valore Valgsi Valore Valori Valore Valori Valore Valori Valore Valori
medio attesi medio attesi medio attesi Unita medio attesi tnedio attesi medio attesi Unita
Al Series Emit* Tax™ 20 13-27 52 33.70 100 T4-126 pgimL 134 B-179 31 215 - 482 660 487 - 833 pmoll.
AxSYM FPLA 27 21-33 68 54-81 141 113-160  pgiml 180 141 - 219 447 358 - 537 a3z T4B- 1116 pmoil
[mension Systems a1 33.49 ” B1-92 138 108 - 182 pgimb 268 215.323 507 405 - BOB B33 7151072 pmeil
EMIT Emit® Tox™ 22 1332 55 33-78 " 74-148  pgiml 148 £3-210 367 218- 518 ™ 4B5-978  umodl
Haachi ELA (DRI Serum Tox) 27 21-33 &7 51-82 138 a6 . 177 pafmL 178 139 - 220 443 340 - 545 800 B32 - 1168 pmeiL
Integra ElA 24 19-29 59 47 -7 1186 93-139 pgiml 158 127 - 150 390 312 - 488 787 613 -920 ol
Mira Emit” Tou™ 25 20-31 &2 5075 128 98158 pgiml 188 1342 201 411 328 - 483 850 B48-1052  pmoll
Synchron Systems  Immuncturbidmetric 25 18-31 84 8177 131 105 - 157 JagimL 162 122 - 202 425 339 - 510 B56 E92 - 1039 ot
TOx FPUA 28 23-34 o 56-83 135 108-162  pgiml 188 151 - 226 460 364 - 552 &2 TI3- 1070 pmelL
Vitros THO a3 2639 80 B4 -95 141 193 - 169 mL a7 174- 261 528 471 - 63 w2 T46 - 1118 jamiolfL
W MV R Emit® Ton™ e 21-26 58 51-85 14 95-133  pgiml 153 135- 172 384 336 - 431 754 625 - 883 melL
Amikacin
Al Serigs. Emit” TOM 56 45-67 12.7 10.2-153 =2 17-26 waimiL. a5 TE-114 22 17-26 37 29-44 JamatiL
BT Emit” TOM 55 20-78 132 63201 7 13-40 pgimiL a3 52-135 23 -3 45 23-88 pmalL
intagea - N - vl - - - ol
Mira Emif* TDOM 72 57-86 18.3 145219 a5 27-43 poiml |, 122 9B8.147 n 25-37 (] a7-73 wmoll
Synchron Systems  Serachm OMS Reagents 5.8 4270 145 116-173 2 23-35 pgiml 96 73-120 25 20-30 50 40 - 80 pmolil
Tom &1 48-73 16.3 13.1- 186 Sl 25-38 pgimL. 10.4 B3-125 28 22-33 54 43-84 pmoliL.
To Serachn Fengerts rtamationsl) - - pgiml. - - - pmaliL
el B W™ Ema” TOM 5.0 44-586 121 10.7 - 136 26 21-3 wg/mi a.6 TE-986 21 18-23 a4 36-52 umell
Catfaine
Al Series Emit® TDM 35 25-48 BT T0-104 17.1 137205 pgimi 8.2 12.8-235 45 36-54 L) T1-108 umell
EMIT Emit” TOM 44 30-58 106 B3-140 208 140-277  ugimb =8 152305 54 3277 w07 72- 143 umolt.
bira Emit” TOM 45 33-57 82 72-111 182 154-200 pgimb 233 17.0- 266 47 a7 -7 9 78-119 pmolt.
T W E VT Emit® TDOM 48 40-52 13 o.1-138 221 18.4-248  pgimb 238 207268 5 a7-70 114 100-128  pmoll
ACS180 v - - piml - - - pmolL
AL Sories. Emit® 2000 a8 30-45 54 75-112 185 148-3200  pgiml 158 127 - 18 a0 32-48 78 63 -85 pmelL
AxSYM FPIA 36 2843 B5 £8-103 159 127190 pgiml 15.0 12.0- 180 kS 29-43 &7 54-B1 pmett.
Centaur Chemiiminascence an 23-57 93 70-116 8.6 132-3180  pgiml 189 BB-280 40 30- 48 o 58 - =76 pmobL
Dimension Systems  PETINIA as 28-42 a2 66-88 166 1335200 pgiml 147 117176 35 26- 42 0 56 - >85 pmobL
EMIT Emit” 2000 a6 28-43 03 74110 178 143-5200  pgiml 15.2 12.0- 184 £l a1-47 % 61585 pmobL
Hitachi CEDIA 44 35-53 103 82-123 131 15.3-3200  pg/ml 187 149224 43 35-52 a1 85 - 385 pmoL
ke - o “ el - - - pme. |,
Integra PP 45 36-54 16 43135 200 ppimL 188 150227 a8 38-59 =85 pmelL
Mira Emit” 2000 a8 30-45 1] 77115 195 156- 2200 pgiml 16,0 12.8-13.2 a4 2349 83 66 - »85 pmoliL
= a6 29-43 o4 7E-113 186 1493200 pgiml 153 123-18.4 40 a2-48 78 83 - 385 pmatil
TOx FRIA 40 32-48 &7 7.0-105 158 127190 pgiml 168 13.8-20.3 37 30- 44 a7 54.80 e
Vitros: £ a6 29-43 3 1-118 192 1545200 pml 15.3 123-18.4 40 30 - 49 a1 65+ 585 pmaliL
W' W R Emit” 2000 35 2940 %2 79-104 174 1535200 ppimL 14.7 124417 kL 3444 74 65 - 285 ol
‘Chleramphenicol
EMIT " pgimiL - L
Cyelosporine
TOx - - rgiml. - - nmolL
Digoxin
Access Chemiuminescence 085 068-1.03 159 1.50- 2.38 a7 ngimi. 1.08 088131 25 47 38-57 nmalL
ACS180 P - - ngimL - - - AMSUL
Al Series Emil” 2000 0.50 0.30 - 0.87 161 090-2.33 32 ngfmL. 075 0.39-1.12 208 40 3.1-50 nmoli.
AxSYM MEIA 073 0.49 - 0.97 183 188-2.32 36 ngimi. 0,83 063-1.24 247 46 37-381 nmoliL
Contaur Chemniluminescence 068 0.52 - 084 1.8 1.46-2.18 33 ngimi 067 087 - 1.08 234 43 3481 nmolL
Dirnengion Systems  DGNA Magnetic 087 069 - 1.04 213 1.71-256 339 ngimi 11 0.89-133 273 50 4061 AmaiL.
Elecsys ECLIA 0.80 064095 23 177266 48 ngiml 109 082123 263 61 49-384  amoli
EMIT Emit® 2000 0.85 0.25-1.04 172 065 - 249 34 ngimi. 083 032133 22 a4 25-83 AmalL
Haachi I i 066 0.50 - 0.63 184 147 -220 L] ngimL 08s 0.53-1.05 235 48 40251 nmolL
Haachi Immuncassay (ORIl assay) 0,51 030-0.73 172 138207 a7 ngiml. 065 0.38-0.83 23 a7 37-56 AmolL
Imimalite 083 0.58- 1,08 2m 161241 39 ngfmL. 1.06 075-1.38 257 50 40-60 nmokL.
M MELA o7 033121 193 154233 EX] ngimt. 068 042 -155 2.48 a8 28351 nmokL
Integra KIS 0.68 0.51 - 0,86 180 182-228 a0 ngfmi osa 243 51 41 -81 nmciL
Mira Ema’ 2000 078 0.52-085 178 143-2.15 a4 ngml 1M 229 a3 15-52 nmokL
Synchron Systems  Immundturbidimetric 058 0.46 - 0.72 .70 136 -2.04 a6 ng/mL ors B 218 46 ar-55 L
TOx FRIA 083 064 - 1.01 200 1.60- 240 a7 ngimL .06 0.83- 129 256 a7 28- 264 nmolL,
Vidas/Mini Vidas. ELFA 068 0.45 - 050 183 155-232 EX] ngmL 087 56 - 248 48 39-58 nmgliL
ElA 123 0.79- 165 238 1.90- 286 ag ng/mL 1.57 305 50 40351 nmalL
W Wa BN T Emit® 2000 063 .45 - 0.79 175 131-218 38 ng/mL a8 224 45 34-57 nmolL
Jiscpyramide
Al Series. Emit” TOM 1.13 080-1.35 30 24-36 57 45-88  pgiml 33 27-40 83 71-108 167 134-200  pmell
EMIT Emix” TOM 114 0.82-1.37 10 24-38 58 4570  pgml 34 27-40 88 7.0-106 170 133-207  pmoll
Mira Emie TOM 118 0.83 - 1.40 30 24-38 EE ] 41-76  pgiml 14 27-41 88 7.0-105 173 122.224  pmoll
Estriol
AxGYM - - ngfmL - - nmali.
TO - - ng/mL. - - ol
26-44 13 13 226 181-272  mgidl, 80 63-95 2 20-29 49 39-59 mmaliL
38- 57 123 B8 - 147 249 189-288  mgrol 103 8.3-124 27 21-32 54 43 - 65 mmaliL
40 - 60 124 99 - 148 245 196284 mgidl 108 87-130 27 21-32 53 4284 menaiL.
2944 13 #1136 226 181-272  mgidl a0 63-96 F 20-2 ) 33.59 mmaliL
39 -59 128 103 - 154 252 201 - 302 mgfdl 107 85-128 28 2-313 55 44 - 66 memall.
33-58 125 100 - 150 242 183 - 280 mgfdl. 108 B4-127 k) 22-32 52 42 - 63 memoliL
3780 18 89147 226 183289 mgidl 108 80120 2 18- 32 48 35-83 memaliL
354 121 6 - 145 239 191267 mgidL a7 TE- T 26 21-31 52 41-82 mmaliL
31-45 o 78- 118 201 159242 mgidl 83 66-99 ] 1726 44 35-53 menaliL
13-23 a7 38-57 “ 71118 pgimi 127 95-159 a4 267 - 400 [ 502 - 835 ol
13-36 57 33-81 18 76-2150  pgiml 174 93255 409 234-573 836 540->1083  pmall
13-36 & 3884 128 B5-2150  pgiml 174 92 - 256 433 272 - 584 208 674-31083  pmold
-3 58 42-74 121 00142 pgiml 184 a7 - 222 412 299 - 526 858 TI-1005  pmall
30-44 74 S6-80  ugimi a0 24-36 80 £4-06 156 122-194  ymoll
33.49 8.4 67-2100  pgiml a1 5 -3, 8.6 7.1-108 18.1 145216 pmoll
32-49 78 62-83  ppimL 33 T4 87 7.0-105 168 13.4-200  pmell
32-48 a3 Ed 0.0 pgiml 3z 26-38 LX) 65-104 178 143-215 wrmoll
3147 77 62-83  pgimL 3z 26-39 a8 68-102 167 133-200 ol
3755 a1 73-108  pgiml 34 -4 9.9 78-119 196 156235  pmoll
32-48 79 8395  pgiml 34 3 a6 69-103 174 136-205  pmolt
33-48 a0 64.95  pgiml 13 ! ag 7.0-105 172 13,7206 pmoll
32-48 a7 70105 pgiml 24 -2 a7 6.8-10.4 188 150226 pmoliL
35-52 85 68-2100  pgimL a3 26-38 a3 75-112 185 1483216 pmali
o ooty - - - vy
35-44 78 EB-B7  pgimL 35 30-39 ad 75-85 168 148188 pmall
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o1



C Units / Unidad ! E / Unités / Unita 5.1, Units / Unidades S.1. / S.1.-Einheiten / Unités 5.1, / Unita S.1.*
TDA11031 TDA11032 TDA11033 TDA11031 TDA11032 TDA11033
Constituent / Method Mean Expected Mean Expected Mean Mean pected  Mean  Expected Mean  Expected
Value Range Value Range Value Range  Units Valua Range Value Range Value Range  Units
Constituyente / Método Valor Intervalos  Valar Intervalo  Valor Intervalo Valor Intervalo Valor Intervalo \l’alo_l Intervalo
medio prévisto medio previsto medic pravisto  Unidades | medio previsto madio pravisto medic . previsto  Unidades
Bestandteil / Methode Erwartungs- Er Er E Ei : - e
Mittetwert bersich  Mittelwert  bereich  Mittelwert  bereich  Einheiten | Mittetwert  bereich bereich bereich
Comp / Méth Valaur Plage Valeur Plage Valeur Plage Valeur Plage Valeur Plage Valeur Plage
moyenne  Prévue  moyenne  prévue  moyenne  prévue  Unités |moyenne  prévue ] prévue y prévue  Unités
Constituente / Metodo Valore Valor Valora Valori Valore Vabori Valore Valor Valore Valori Valore Valori
medio attesi medio attesi medio attesi Unita medio attesi medio attesi medio attesi Unita
4
Lidocaine
ALl S Ema" TDM 192 <1.00-1.58 as 28-43 a5 52-T8 pgimL 48 <43-87 150 120-18.0 28 2-33 pmodL
AREYM - w 5 wgimL - - v jeinsriy
Dimension Systemns. PETINIA 14T 1.18-1.77 a6 29-43 7.0 56-84 pgfml 63 50-75 15.2 12.1-18.2 30 24-36 HmodL
Bocsys - - v pgiml = - - pmedL
EMIT Emit® TOM 140 <100-235 41 22-59 77 52-103  pgiml 6.0 <43-10.1 173 96-251 33 Z2-44 Mok
Hatachi Emit” TDM 141 1.00- 182 EX] 30-45 72 SB-87  pgiml 80 43-78 18,0 12.8-19.3 n %5-37 pmobL
Intogrn o - 2 piting - - - ey
Mia Emit” TDM 1,58 135-20 48 AT-55 20 72-108  pgiml 72 58-86 8.7 157 - Z3.8 a8 31-28 pmolL
Tox - o - ygiml - i = pulii
Lithitsm
ALl Sories Therma Trace Infirdy 066 0.49 - 0.63 1.45 26-38 mEgiL 0.49 - 0.83 145 0.67 - 3z 25-38 mmobL
Dimanalon Calorimetric <020 085 18-27 mEgL 095 076- 23 18-27 mmotL
Flame Photometer Fume Errrisin Soctoy. 0,39 024-0.37 1,08 1B-27  mEgL T 02¢-037 1.05 0.84 - 1. 23 18-27  mmedL
fntagra ISE Direct 0.58 <0.10- 128 1.41 23-34 mEgL <0.10-1.26 141 0.96- 1. 28 23-34  mmelL
Vires Calorimotric 0.40 0.32-0.48 139 23-35  mEgL 0.32 - 0.48 1.9 11- 167 28 23-35 mmoll
Mathotrexate
ALl Series Emit® TDM 023 «=0.20-0.27 088 i, <0.20 - 0.27 o.58 0.55 - 1.40 =20 pmodl
EMIT Emit” TOM 029 <0.20- 041 099 pmalL <0.20 - D41 058 0.76-1.23 520 pmotL
Mira Emit” TOM 034 0.27-0.41 1.08 pmelL 027 - 041 1.08 085-1.27 520 pmotL
Tow FPIA 038 0.30 - 0.48 1,00 55-83  pmoll 0.30-0.48 1.00 0.80- 1.20 1] 55-83 pmoll
B, VR Emit” TOM 030 0.21-0.39 058 oL 021-039 088 0.74-123 520 HmodL
N-acetyiprocainamide (NAPA)
Al Sevies Emit” 2000 a6 28-43 85 i, 10.4- 156 a 2537 >58 JamotL.
AxSYM FPIA 41 26-55 105 WO-21 pgiml 95-187 38 23 - 48 78 50-105  pmobL
Dimension Systoms PETINIA 41 a2-49 a8 156-234  pgiml "I-178 35 20 - a2 70 56 - B4 moliL
e Emir* 2000 a8 28-48 100 vgimL 10.5-175 3 21-5 »58 pmol.
Hitachi CEDIA 48 a7-5% 108 161241 pgiml 132-187 EL] ar-47 73 58-87 pmolL
Integra o - pgiml. d = pmatiL
Mirn Emit” 2000 as ar-47 102 pgiml. 13-170 ar 20-44 »58 ol
T0x FPUA 44 25-53 110 17-25 wgimL 127 -194 40 32-48 K 61-31 pmoliL
W W T Emit” 2000 L] Ar-a7 103 pgimL 1. ar 25-49 58 JamalL
Phenobarbital
ACS:180 " - - ey " - o |
Al Series Emit" 2000 93 75112 24 19-29 at 38-56 pgimi 32.48 02 82-123 203 162 - 243 wmatiL
AxSYM FPIA 0 81-121 Fo] 21-32 52 39-64 woml 35-52 14 - 138 =2 170- 274 prnollL
Centawr Chemituminescence 108 85129 29 23-35 58 4567 wgimi. 37-58 124 99- 149 241 192-208  ymali
Dimenaion Systems PETINIA 9.8 78-118 25 20-29 a5 39-58 pgimi -5 106 B4 - 127 208 167-281  pmaliL
EMIT Emit* 2000 2.1 7.3-108 23 19-28 a7 32-62 pgimL 3-a7 m 81-121 203 140-266 ol
Hitachi CEDIA a8 78-118 26 20-3 51 41-82 poimL 34-51 10 88132 21 177-268  pmoll
Integra FP a5 TE-114 2 19-28 48 ar .58 pgiml 33.49 100 80- 120 187 158 - 237 pmallL
Mira Emit* 2000 98 74-122 24 19-30 50 a0 - 60 pgimL 32-52 105 82-128 14 171-257  penall
Synchren Systems Immunaturcimatric 8.2 1-113 20 13-27 40 28-52 pgimL 22-48 a7 57-118 72 119-225 ol
TOx FRIA 10.4 3-125 24 19-29 48 3357 pgimi. 36-54 0 83-125 206 185-247  ymoli
Vitros Ein 10 66154 28 22-36 50 47-71 pgimL 28-66 124 94-153 254 203-305  umallL
W, B, ™ Emit® 2000 ag 1-107 23 19-28 a7 38 -57 pimL 3-8 ] 80-120 204 163-245  pmolL
ACS:180 - - - frerany - - - o
ALl Series. Emit” 2000 s 39-76 138 11.0-165 2 21-31 pgmL 2 15-30 55 44-85 103 B2-123  pmoll
AxSTM FPIA 59 47-74 45 NT-175 30 24-38 gk xn 18- 28 58 26-09 "7 B
Contawr Chemiuminescence ial 51-81 73 138-208 a5 8. 42 pg/ml 28 20-38 & 55.82 139 pmoll.
Démangion Systems: PETINIA 52 42-62 138 11.0- 166 28 23-34 pgmL 21 16-25 55 44 - 66 112 ®0-135  pmolL
EMIT Emit” 2000 56 4467 140 11.2-188 20 19-39 pamL 2 18- 27 55 44-88 118 75156 umell
Htachi CEDtA 63 50-75 158 127180 31 25-37 pgml 25 20-30 (=] 50-75 122 98-146  pmolL
an - - - po/mL - e v Mok
Integra i 49 40-59 121 87.145 28 23-34 po/mL 16 15.6- 235 48 ag-58 113 80-135  pmebL
Mira Emi* 2000 53 42-84 171 10.5- 158 26 21-21 pmL n 17-25 52 42 .53 04 B3-124 pmell.
Synchron Systoms Immunceurbidimetric 5.5 4468 138 1.1 186 28 22-33 pgimL 2 7-26 55 44 - BB 10 83132 okl
Tox FPIA 8.1 46-73 148 1.8-178 2 23-35 pofmL 24 19-28 59 47T 15 02-138  pmoll
Vitros EA BE £9-103 22 17T 208 n 7240 pgiml 34 27 -4t ] 70 - 105 132 105158 pmolil
Wl W™, VB Emit® 2000 56 45-8.7 142 M4-170 31 25-37 gmL. 22 1827 56 45-68 123 8- 148 pmoll
Primidone
AL Serign Emit* TOM a8 28-43 B8 7106 160 128-182  pgiml 163 13.1 - 198 41 @4 73 53-88 pmaliL
AxS¥M 20 o 58] giml = = - pmolL
EMIT Emit* TOM 42 30-55 ne 75-123 174 1215200 giml 194 13.7 - 254 45 3-8 80 S5-382  pmoll
Intagra i 48 38-57 104 B3-125 174 121-200  pgiml 219 17.5-262 28 28-57 20 72-108  pmall
Mira Emit” TOM 40 31-49 w02 B.1-122 183 154-5200  pgiml 182 140222 a7 37-% BB T1-382  pmall
TOx - - - oL " - P ol
Ml Ve E™ W™ Emit” TOM 44 39-50 o 89-113 >20.0 pgiml. 20.2 179-228 46 41562 a2 ol
Procainamide
A Series Emit” 2000 a7 20-33 70 56-8.4 14 8.1-2120  pgiml 1.3 BE- 140 an 24-28 44 39 - 251 penaliL
AxSYM FPiA an 24-37 75 60-90 150 NT-183  pgiml 130 104 - 156 az 25-38 64 50-78 pmaliL
Dimension Systems PETINIA 29 23-38 75 £80-90 154 123-185  pgimbL 125 ] 26-38 & 52-78 pmali.
EMIT Enmit" 2000 28 22-34 68 55-82 1.4 2.1-3120  pgmi ny 29 23.35 48 30-551 el
Hitachi CEDIA 3z 25-18 78 62-93 145 1M6-17.4  pgiml 124 a3 26-40 &2 4874 pmelL
Integra FP a0 2435 e 6.0-90 143 115-2180  pg/ml 125 a2 25-38 &1 A5 - 88 wmalL
Mira Emit* 2000 3o 24-36 73 58-8.7 =120 L 126 a 25-37 »51 et
TOn FPIA 31 25-37 74 59-83 145 NE-174  pgiml 130 n 25-38 [ 48-74 pmoliL
W e BN, U™ Emit* 2000 27 23-21 ar 57-78 =120 po/mL 15 28 24-3 51 umallL
Quinidine
A Saries Emit* 2000 [ 1] 0.85- 117 23 19-28 44 35-52  ppiml 28 72 57-88 134 WT-18 pmedl
ASYM FPIA 1.09 085-133 30 24-38 59 47-7 gL 34 92 73110 182 146-218  pmoll
EMIT Emit® 2000 0.86 047-125 22 13-32 48 31-80 pgiml 27 69 40-98 140 85-188  pmoll
Irtegra FP 110 088 . 132 28 23-34 58 45867 gmL 34 BE 7.0-105 172 136-206  wmoll
Mira Emit® 2000 101 0.81-1.21 25 17-34 53 3966  pgiml 31 7.7 51-104 162 122-202  pmodl
Tox FPIA 1.00 057 - 1.3 29 23-35 57 45-68  pgiml 34 9.0 72-108 175 14.0-210  pmoll
W B E™ T Emit® 2000 082 0.54-1.10 22 15-28 44 15-54  pgml 25 (4] 45-83 138 106165  pmoll
Salicylate
AL Series Emit® Tox™ 128 103-158 32 25-39 & 5075 mgldl. 054 230 1.80 - 280 46 36-55  mmoil
AxSYM FPIA 128 100 - 157 a7 248 - 369 592 4T3I-TI0 mg 093 223 178 - 2.87 43 34-51  mmoil
Dimension Systems: Colofimetric 121 9.7-145 a0 24-36 &0 - mgdL 088 220 176 - 254 a4 35-52 mmoll
Hitaehi A e 85.148 a0 24- 38 [ 8.7 gl et 218 172-259 a4 35-53 mmolL
Hitachi Spectrophatometnic
(DRI Serum Tax} 140 112168 323 258 - 387 624 400-748  mglL 1.0 0.8 -1 234 187 - 2.60 45 36-54 mimoi.
Integra Enzymatic 1m0 BE-13.2 kel 2234 85 44 - 56 mgidL 080 0,64 - 095 203 162 -2.43 40 32-48 mmokL
¥ 125 10.1 - 151 32 25-29 58 45 86 mg/dl [T 0.73-1.10 23 1.83 - 2.80 48 33-62  mmoll
Tox FRL 96 77115 262 210-315 537 430-645  mgl 069 0.55-0.83 180 152228 18 31.47  mmoll
Vitros: Salicylate hydmoxylase  13.4 0.7 - 181 26 AR - B 31 - 240 gl o.a7 078116 181 183-229 28 22-528  mmell
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C Units / Unidad ionales / K 1 Unités / Unita i 5.1, Units / Unidades 5.1, / 5.1.-Einheiten / Unités S.1. / Unita S.1.7
TDA11031 TDA11032 TDA11033 TDA11031 TDA11032 TDA11033
anstituent / Method Mean 4 Mean E Mean Expected Mean  Expected Mean E d  Mean
Value  Range  Valte  Fange  Value  Range  Units | Value Range value  Range  Value Units
onstituyente / Método Valor Intervalo Valor Intervalo Valor Intervalo Valor Intervalo Valor Intervalo Valor Intervalo
medio  previste Medi0 previsto  medio  previsto Unidades| medio pravisto medio  previsto  medio  previsto Unidades
estandteil / Methode Erwartungs- Erwartungs- Erwartungs- Enwartungs- Ervartungs- Erwartungs-
M bereich bersich t bereich Einheiten | Mittelwert  beraich beraich  Mittelwert  bereich  Einheiten
omposant / Méthode Valeur Plage Valeur Plage Valeur Plags Valeur Plage Valeur Plage Valeur Plage
y prévue y prévue y prévue  Unités |moyenne  prévue  moyenne  prévue  moyenne  prévue  Unités
anstituente / Metodo Valora Valori Valore Valari Valors Valori Valore Valore Valori Valore Valori
madia attesi medio attesi medio attesi Unita medio attesi medio attesi medio attesi Unita
“heophylline
Access - - - pg/mb - - - pmall.
ACS180 - - - pfmb. - - - bl
Al Series Emit 2000 48 123 95-15.1 2 168-27 pgimk 2 -1 L] 83-84 127 W1-152 pmotL
ARSYM FPLA 585 133 106-158 28 21-31 pgimi. Ell 25.37 74 59-88 144 115173 okl
Centaur Chemiluminescence 40 10.0 B0-12.1 20 16-24 pgimL 22 1827 56 4587 110 88- 131 pmobL
Dimension Systerns. PETINGA 52 128 102.153 25 20-30 il 2 20-a7 m 57.85 141 113-169 pmebL
EMIT Emit® 2000 43 107 £3-151 2 14-29 pgimL 24 14-23 5 35 -84 120 78-161  pmoil
Hitahi CEDA 48 128 10.1-15.1 25 20- 20 ugiml. 27 22-33 70 56- B4 137 109-164  pmedl
IMx - - - vgimL - - - umokL.
Integra P 51 128 10,1+ 15,1 24 19-29 pgimL E 23-34 70 56- B4 134 107161 modL
Mira Emit* 2000 50 121 96-145 5 20-30 g E 2-3 &7 54- 60 141 113- 168 pmovL
i 42 08 B7-130 21 17-26 pgimL 23 17-30 80 4872 19 95-143  pmoll
TOx FPIA 45 124 05.148 24 19-28 wgiml 27 22-33 ] 5583 123 107160 ymobL
Witres Enzymatic PNPP 03 258 18.0-27.0 34 28 - >40 pgimL &7 46 - 68 125 100 - 150 151 1532222 umolL
Wl M BN W™ Emit* 2000 ag 98 B0-116 20 18- 25 L 22 18-25 £ 44-84 13 B9-137  pmollL
wyroid Stimulating Hormone (TSH)
Access 053-085 167 150-2.24 a4 PimL 07 0.53-085 187 150224 34 2841 muL
ACS:18D - - WL - - - miL
Architect 054 - 0.96 187 1.57-2.36 38 L 0.80 064 - 085 197 157-2.36 38 26-51 mUL
AxEYM 0.69-1.03 208 1.67 - 2.50 a7 ulimL 088 086 - 1.03 20 167 - 250 37 mu
Centaur 0.78-1.18 243 1.84 - 281 a7 pldiml 058 079119 243 184291 a7 m
Dimerssion 0.77 - 145 244 1.85-293 48 plimL 086 077-1.15 2a4 185283 46 maL
Elecsys. 0.86-1.30 24 2.11-3.47 50 pliimL 1.08 085 - 1.30 264 211-347 50 ml
Imimeite 0.76- 113 242 194290 45 pldiml. 055 076-113 242 1.84-2.80 45 muL
Mz 0.70- 104 20 1.61-241 39 ldimL 087 070104 20 181 - 2.41 38 muL
Tosch 085-127 287 213-3320 5.1 pllimi 1.06 085127 287 2.93-3.20 L8] miL
WidasMird Vidas. 0.65 - 0.07 214 1.71-2.56 a1 plbimiL 081 085 - 0.57 214 1.71-2.56 a1 miL
Vitros EGi 0.80-1.35 288 230346 53 piml 112 080-1.35 2588 2.30-3.48 53 miL
yrexine (Total T4)
ACcess 43-64 1n9 95-143 21 17-25 wgidl &3 55-82 153 122-183 22 218327 nmolL
ACSAED - - vl - - - nmolL
Architect 34-51 BE 6.8-103 157 125-188  pgidl 55 44 - 55 " B3 - 133 202 161-242  nmoll
AU Series 35-583 a1 73109 16T 184.:200  pgidl 57 45-68 "y 94141 216 1722257 nmodlL
AxGYM 37-55 a4 67101 17 MA-176 il [ 47-7 108 86- 129 189 151-227  amoll
Gentaur 30-51 a1 85-97 14 15-172  pgidl 52 39 - 66 105 84-125 185 18-222  AmolL
Dimension 23-81 az 57.107 153 pgidL 47 3085 108 73138 197 158-237  nmoll
Elecsys 34-51 a7 7.0-105 155 /ol 54 4485 12 90-135 200 160 - 240 AmokL
mmuite 26-38 a0 64-98 144 115173 pgidl a2 23-50 02 a2-123 188 143-223  Amotl
hix 46-71 94 LETRLH] 16.2 129184 g/dl 7% 5691 2 96+ 145 208 165 - 250 nmolL
Synchron Systems 15-52 78 62-93 148 MA-1TT pgidl 56 45- 67 100 80-120 180 152-228  AmolL
Tassh 30-48 8z B8-89 149 NG-17H gdl 44 9 - 59 06 85 - 157 152 154 - 230 nmodL
Vidas/Mini Vidas 48-85 127 102- 153 19.0 149-231  pgldl 85 62 - 108 184 131 - 187 245 162-298  AmokL
itros EGi 41-62 131 M5-157 244 19.5->249  pgidl &7 53-80 168 134 - 202 a4 2512320  nmoll
ramycin
AL Series 1.06- 1.58 33 a4 51-7.7 ppimL 28 2324 70 5584 137 0-165  pmodl,
AxSYM 123-185 a9 T B1-83 pgfmL. a3 Fh-40 83 67100 166 131-200  wymoll
Cantaur 063228 a3 68 44-83 pgiml 3] 1448 72 43-100 146 B4-198  ymall
Dirnension Systems. 077132 28 58 46-69 pgiml 22 1.7-28 58 47-71 123 88-145  umolL
EMIT 35 66 53-80 gL ER] 24-27 74 59-89 14.2 14-170 ol
Hitachi 45 a0 B.4-08 po/ml 49 35-59 ar UEREE ] 171 136205 pmoll
Integra 070-1.23 27 58 46-69 pg/mL 21 15-26 57 46-68 123 99-148  pmoll
Mira 115.1.73 34 64 51-7.7 pgiL ER] 25-a7 73 58-87 138 0-165  pmolL
Synchron Systems. 1.00- 1,98 a0 82 B6-58 pml a2 21-432 84 a8-1001 176 141-211 pmoli.
TOx 122-1.63 ar 71 57-85 peimb 33 26-39 e 63-94 152 122-182 pmoll
Tox - - wgiml. - - - ol
et W, i 125168 a5 &7 5877 pgimL 31 27-36 75 66 -Bd 143 124-164  pmall
ieyelic Antidepressants***
AL Senes Positive Oual. Negative i Positive Qual.
AxEYM 27 - 341 524 418 - E29 ngimL 443 354 - 831 1012 810 - 1218 1868 1495 - 2242 nmall
Hitachi 35 - 358 70 70 - 1000 ngmi 438 351 - 526 1058 840 - 1276 aras 1318 - 3586 nmoll
Synchron Systems 345 - 500 L1 366->1000  ngiml 07 322 - 461 1687 1235 - 2140 2as7 1385 - =3866  nmoll
Tox 212-19 485 388 - 582 ngimiL 426 341-581 @78 T2 - 1172 1786 1426 - 2943 nmold
indothyronine (Total T3)
Accass 32-48 70 ngimL 250 L3 4973 0.7 B6-2123  nmoll
ACSIB0 - ngimL - - - nmalilL
Architpct 25-37 66 ngimL 1.7 ar 38-57 10.1 B1-5123  amoll
AoxSYM 23-34 61 ngfmL. 16 44 1583 9.4 75113 nmobl
Centaur 26-38 61 ngiml 19 49 28-58 94 75-113  nmoll
Dimension Systems. 26-40 BB ng/mL. 1.9 51 47181 0.4 83-125 nmot/L
Elecsys 31-47 85 ngimL 26 60 4B-72 >10.0 AmolL
Emamuite 300 - 452 484 ngiol 20 58 45 -8 74 59-88  nmobL
e 24-37 65 ng/ml. 8 47 37-56 0.0 79-120  nmolL
Tasoh 58->80 >B.0 ng/mL 55 11 B8-5123 2123 nmoiL.
‘itros EG =781 ng/mL 86 »120 =120 nmolL
ilproic Acid
ALl Series 20-30 &7 46 - 68 07 B8 - 129 pp/mL 176 140-211 395 35 - 474 745 596 - 694 pmoll
AaSYM 20-30 €3 50- 75 125 100->180  pgiml 173 138 - 208 435 349 - 523 867 504 - 21040 pmolL
Cantaur 21-3 I 5177 19 85 - 142 wgiml 181 144217 445 356 - 534 B2z B50-086  pmoll
DCimension Systems 19-29 2 50-75 13 84 - 144 ugimL 189 135 - 202 axm 346 - 518 824 B49-585  pmoll
EMIT 1830 & 28-73 18 84- 141 gL 170 133 - 206 a24 339 - 508 218 853878 pmoll
Hitachi 21-32 T 57 - B 138 1M1 -2150 pgimi 185 140 - 223 454 395 - 583 961 TE - »1040  pmoll
Integra 16 - 28 ] aB-72 122 98- 147 pgimi 153 128 - 181 418 335 - 503 849 676- 1019 ymall
Mira 21-31 B4 8277 125 100-2150  pgiml 178 142 . 214 447 358 - 537 866 6321040 pmoliL
Synich 1427 58 45 - 60 12 50- 135 pgimL 142 100 185 255 319 . 479 779 B23-934  pmall
Tox 0-30 =] 51-76 128 103-5150  pgiml 175 140 - 210 440 382827 a4 TI5->1040  pmolil
™, W™ 20-28 a1 53-69 1B 104-133  pgiml 166 140 - 183 425 368 - 481 B21 TI9-93  pmoll
meomyzin™
ACS180 - . - aimL - - .. -y
AU Series. Emit* 2000 61 <60-73 25 24-35 »50 pafmlL 42 <35-50 20 1624 =35 pmolL
AREYM FPIA A1 56-105 40 31 - 48 7% 58-91 wgiml 56 38-72 a7 21-33 51 40-62 pmei.
Chemiuminescance 49 38-60 26 21-32 L 41-61 gmL 34 27-44 8.2 145-218 s - 42 pmolL
Dimension Systems  PETIMIA 65 52-78 En 2741 »50 pafmL 45 36-54 23 19-28 >38 pmolL
T Emit™ 2000 5.2 <50-65 an 24-36 81 45 - 250 pgfml. 36 «35-45 21 17-25 az M.235 umelL
Intogra [ 78 B4-9.5 ar 20 - 44 i €3- >80 g/l 55 4468 2% 20-30 54 44-355  pmoll
M Emit® 2000 55 <50-66 a1 24-37 250 L 36 <35-45 2 17-25 >35 pmoiL
Synchron Systems  PETINIA 56 <15-83 35 2842 »50 oL EX] <2464 24 1§29 »35 pmoli.
TO= 78 63-85 as a1 -a47 T4 58-89 pgimL 54 4365 7 22-32 &1 4181 el
Tox Sormchyn Feagerts frtnmationa  ** - - pgimL - - - pmali
W 2000 52 <5062 0 2435 =50 pgimL. L <35-43 £ 17-2% >38 malt.
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DEVELOPMENT OF A SIMPLE METHOD FOR THE SIMULTANEOUS
DETERMINATION OF IMATINIB, NORIMATINIB, DASATINIB AND NILOTINIB
IN HUMAN PLASMA BY HPLC PHOTODIODE ARRAY DETECTOR.

A Harlég"** J Scala-Bertola', N Gambier®, JY Jouzeau', P Gillet!, JL Merlin?3, MJ Royer-
Morrot!

!Department of Clinical Pharmacology and Toxicology, CHU of Nancy, Nancy, France.
2Unité de Biologie des Tumeurs, Centre Alexis Vautrin, Vandoeuvre-lés-Nancy, France.
SEA 4421 SiGReTO, Nancy Université, Nancy, France.

Keywords: Imatinib, Norimatinib, Dasatinib, Nilotinib, HPLC-DAD, Therapeutic Drug
Monitoring.

Introduction: Tyrosine kinase inhibitors (TKIs) such as Imatinib (IM), Dasatinib (DA) and
Nilotinib (NI) revolutionized the treatment of Ph+ Chronic Myeloid Leukemia (CML) and
Gastrointestinal stromal tumors (GIST). Recent studies or case reports showed that the
response to TKI treatment as well as their toxicities — i.e. cutaneous toxicity or specific
cardiac toxicity - could be related to their blood concentration. Therefore, therapeutic drug
monitoring (TDM) of TKIs could be useful to determine the optimal blood concentration for a
given patient. In the present study, we developed and validated a simple, specific, robust and
reliable high performance liquid chromatography method with a diode array detection
(HPLC-DAD) to determine simultaneously 1M, Norimatinib (N-IM) — i.e. its main metabolite
-, DA and NI in human plasma.

Material & Method: After a liquid phase extraction of 200 uL of plasma, ITKs were
separated with a Sunfire C18 column (250mm x 4.6mm, i.d.; 5um) using a gradient elution
mode (Acetonitrile / KH2PO40.01M) with UV detection at 265 nm for IM, N-IM, NL and 305
nm for DA.

Results: The specificity of the method was demonstrated and its linearity was established in
the range of 487 to 2399 ng/mL (r = 0.999), 106 to 408 ng/mL (r = 0.997), 79 to 315 ng/mL
(r = 0.998) and 480 to 1428 ng/mL (r = 0.999) for IM, N-IM, DA and NI, respectively. The
method showed an excellent accuracy (102.2%, 99.1%, 112.9%, 101.4% for IM, N-IM, DA
and NI, respectively). Precision (repeatability) expressed in relative standard deviation value
was 2.2%, 2.8%, 4.3%, 2.7%, for IM, N-IM, DA and NI, respectively with a corresponding
intermediate precision of 9.3%, 14.2%, 14.5% and 15.9%. Finally, the test of robustness
showed the influence showed that the method was sensitive to changes of pH and counter-ion
concentration in the mobile phase.

Conclusion: We developed a precise, reliable, robust and specific method for the
simultaneous determination of IM and its main metabolite (N-IM), DA and NI in human
plasma. Since recent studies have demonstrated the beneficial addictive effects of TKIs
combination such as IM with NI, our method could be useful to monitor clinical samples
containing each TKI alone or in combination.
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Thése soutenue le 5 Octobre 2011

Par Alexandre HARLE

RESUME :

L’Imatinib, le Dasatinib et le Nilotinib sont des molécules faisant partie de la famille des inhibiteurs d

Tyrosine Kinase (ITK). Elles sont utilisées dans le traitement de la leucémie myéloide chronique et des

tumeurs stromales gastro-intestinales.

Ce travail présente le développement et la validation d’'une méthode de dosage de ces 3 molécules ainsi que

du métabolite actif de I'lmatinib (le Norimatinib) par méthode de Chromatographie Liquide Haute
Performance couplé a un détecteur a barrette de diodes.

L'intérét du suivi thérapeutique pharmacologique (STP) des ITK ainsi que les études cliniques prenant en

compte les concentrations plasmatiques de ces molécules sont détaillés également dans ce manuscrit.

La méthode de dosage proposée utilise une colonne SunFire C18 et un systéme de détection a barrette de
diodes. Les mesures sont effectuées a 265nm pour I'lmatinib, le Norimatinib et le Nilotinib et & 305nm

pour le Dasatinib. La phase mobile est constituée d’'un mélange de tampon phosphate et d'acétonit
ajusté a pH 3, dont les proportions varient selon un gradient de concentration.

La méthode développée est linéaire répétable, juste et reproductible. Les limites de détection sont d
ng/mL, 5 ng/mL, 4 ng/mL et 17 ng/mL pour I'lmatinib, le Norimatinib, le Dasatinib et le Nilotinib
respectivement.

MOTS CLES : Imatinib, Norimatinib, Dasatinib, Nilotinib, LMC, GIST, STP
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