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1. Introduction 

Le syndrome de Cushing est défini comme une hypersécrétion chronique du principal 

glucocorticoïde endogène, le cortisol, par les glandes surrénales (hypercortisolisme ou 

hypercorticisme). Il a été décrit initialement par un médecin américain, le docteur Harvey 

Cushing, en 1932 et comprend un ensemble de symptômes relatifs à cette sécrétion augmentée 

de cortisol. Des adénomes hypophysaires sont le plus souvent à l'origine de cette pathologie, par 

stimulation indirecte. Cependant, les symptômes cliniques d’un excès de glucocorticoïdes sont 

assez fréquemment retrouvés dans la population générale du fait de nombreuses pathologies 

pouvant causer des signes cliniques semblables, telles que l’obésité, l’éthylisme chronique ou des 

pathologies endocriniennes multiples. Dans ce contexte, les hypersécrétions avérées de 

glucocorticoïdes endogènes, c’est-à-dire les syndromes de Cushing « vrais » restent rares.  

Des tests de laboratoire spécifiques permettent de détecter ces perturbations clinico-biologiques. 

Parmi ces tests, le test de freination à la dexaméthasone est un outil dynamique majeur visant à 

évaluer la capacité de freination de la sécrétion de cortisol par un rétrocontrôle négatif sur l’axe 

hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) après administration de ce médicament. Lorsque la 

concentration plasmatique de cortisol demeure élevée malgré l’administration de 

dexaméthasone à des doses suffisantes, une dérégulation hormonale de cet axe peut être 

évoquée. Dans la majorité des cas, le résultat du test est négatif, avec une freination efficace de 

la sécrétion du cortisol par la dexaméthasone, en dehors de tout adénome hypophysaire, 

démontrant ainsi l’intérêt du test de freination dans le diagnostic différentiel du syndrome de 

Cushing. Cependant, dans un nombre non négligeable de cas et en l’absence de syndrome de 

Cushing avéré, la freination de la sécrétion du cortisol par la dexaméthasone demeure inefficace.   

Une explication à cette variabilité interindividuelle de réponse à la dexaméthasone pourrait 

provenir d’une exposition insuffisante, notamment du fait d’un défaut d’observance de la prise 

du médicament, d’un défaut d’absorption digestive de la dexaméthasone, d’interactions 

médicamenteuses, d’une pharmacodynamie retardée de celle-ci ou encore de perturbations 

d’ordre pharmacogénétique concernant son transport, son métabolisme ou son activité 

pharmacologique.  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Glande_surr%C3%A9nale
https://fr.wikipedia.org/wiki/Harvey_Cushing
https://fr.wikipedia.org/wiki/Harvey_Cushing
https://fr.wikipedia.org/wiki/1932_en_science
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ad%C3%A9nome
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Au cours de ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés au suivi thérapeutique 

pharmacologique des concentrations résiduelles de dexaméthasone au cours des tests de 

freination de la sécrétion du cortisol. Après avoir développé et validé une méthodologie 

hautement spécifique de dosage de la dexaméthasone par chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse en tandem (HPLC-MS/MS), nous avons évalué la relation entre 

l’exposition à ce médicament et la sécrétion du cortisol dans une cohorte de patients admis dans 

le service d’Endocrinologie du CHU de Rouen. 
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2. Hypercorticismes 

2.1 Rappels de physiologie 

2.1.1 Physiologie de l’axe corticotrope 

L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien est responsable de la production des 

glucocorticoïdes, hormones stéroïdes impliquées dans de nombreux processus physiologiques. 

L’HHS se compose de trois parties : l’hypothalamus, l’hypophyse et les corticosurrénales (Figure 

1). Il permet par le biais de ses différents médiateurs hormonaux et mécanismes de rétrocontrôle 

de réguler finement la concentration du cortisol, principal glucocorticoïde, dans la circulation 

sanguine (1).  

Au niveau supérieur de l’axe HHS, l’hypothalamus sécrète la Cortisol Releasing Hormone (CRH), 

au niveau du système porte hypothalamo-hypophysaire, elle stimule la production 

d’adrénocorticotrophine (ACTH) par l’antéhypophyse (2). Il existe deux récepteurs différents à la 

CRH (CRH-R1 et CRH-R2). La CRH entraîne des effets corticotropes (endocrines, immuns, réponse 

au stress etc.) exclusivement par l’action sur CRH-R1 tandis que le CRH-R2 est localisé 

principalement au niveau cérébral et serait impliqué dans la régulation de la réponse au stress 

(3). 

L’ACTH circule de manière systémique pour se fixer sur ses récepteurs MC2R (MelaCortin 

Receptor 2) situés sur les cellules du cortex surrénalien et stimule la production de cortisol par la 

partie corticale de la glande surrénale (4). Le cortisol sécrété entraîne un rétrocontrôle négatif 

sur les sécrétions de CRH et d’ACTH, respectivement par l’hypothalamus et l’antéhypophyse. 

Cette imbrication mutuelle conduit à une stabilité de l’ensemble de l’axe hormonal.  

La concentration de cortisol dans la circulation sanguine varie selon un cycle nycthéméral (ou 

cycle circadien) et l’activité physique. Chez le sujet sain, le minimum de concentration 

plasmatique de cortisol est observé vers minuit et le maximum est généralement observé vers 8 

heures le matin. L’ACTH suit le même rythme de sécrétion avec un léger décalage temporel, qui 

découle de sa capacité de rétrocontrôle. La sécrétion de l’ACTH dépend de la sécrétion de la CRH. 

Par ailleurs, le cycle circadien est initialement calibré sur 25 heures par les composants 

moléculaires, récepteurs et facteurs de transcription au niveau hypothalamique mais est réajusté 



4 
 

par l’exposition ophtalmique au cycle diurne. Ce rythme peut être modifié pour les personnes 

possédant un mode de vie désynchronisé des cycles solaires ou même aboli en conditions 

pathologiques.  

Hypothalamus

CRH

CortisolACTH

Récepteur aux 
glucocorticoïdes

Cortex 
surrénalien

Antéhypophyse

-

-

+

+

 

Figure 1: Schéma de l’axe corticotrope. Adapté de Yehuda et al. (2). 
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D’autres médiateurs peuvent moduler la régulation de l’axe HHS. Des neurotransmetteurs 

possèdent notamment une capacité à stimuler ou à freiner l’axe HHS. L’acétylcholine, la 5-

hydroxy-tryptamine et la noradrénaline présentent une action stimulante sur l’hypothalamus et 

augmentent la sécrétion de la CRH tandis que le GABA réfreine l’axe HHS (5). Les cytokines IL-1, 

IL-6 et le TNF présentent également la capacité de stimuler directement l’axe HHS et établissent 

un lien entre le système neuroendocrine et le système immunitaire (6). En conséquence, 

certaines conditions pathologiques immunitaires, psychiatriques ou inflammatoires sont 

susceptibles d’entraîner des désordres corticotropes. 

2.1.2 Physiologie de la glande surrénale 

Les glandes surrénales sont situées à l’extrémité supérieure des deux reins. Elles sont de forme 

pyramidale et mesurent environ 2 à 3 cm de large (Figure 2A). Chez l’individu sain leur poids est 

d’environ 4 grammes, sans variation liée à l’âge (même chez le nouveau-né), au sexe ou au poids. 

Chaque glande est composée de deux parties : au centre, la médullosurrénale qui assure la 

production de catécholamines et autour le cortex qui constitue la corticosurrénale.  

A B

Capsule

Cortex

Medulla

Capsule
Zona Glomerulosa

Zona Fasciculata

Zona Reticularis

Medulla

 

Figure 2 : (A) Schéma anatomique de la glande surrénale. (B) Coupe transversale microscopique 

de la glande surrénale 
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Les corticosurrénales assurent la production des hormones stéroïdes. Chacune d’elle se 

décompose en 3 couches concentriques, dans la partie la plus externe, la zona glomerulosa, 

constitue 15% du cortex puis la zona fasciculata pour 75% et enfin la zona reticularis au niveau le 

plus profond. Chaque couche est responsable de la synthèse plus ou moins spécifique d’un type 

d’hormone stéroïde : minéralocorticoïdes dans la zona glomerulosa, glucocorticoïdes dans la 

zona fasciculata et androgènes dans la zona reticularis (Figure 2B). 

2.2 Glucocorticoïdes 

On appelle glucocorticoïdes les stéroïdes synthétiques ou naturels avec un effet comparable au 

cortisol (7). Le cortisol est une hormone jouant un rôle physiologique majeur en affectant de 

nombreux tissus dans l’organisme. L’action des glucocorticoïdes a lieu grâce à la liaison au 

Glucorticoid Receptor (GR) présent dans de nombreux tissus (8). 

Sur le métabolisme, ils jouent un rôle majeur en stimulant la synthèse des enzymes 

néoglucogéniques au niveau hépatique (glucose-6-phosphatase et phosphoénol pyruvate 

carboxykinase), en augmentant le contenu en glycogène hépatique et en inhibant la glycogène 

phosphorylase à la fois dans le muscle et le tissu adipeux, ce qui contribue à augmenter les 

niveaux de glucose circulant. Ils stimulent la protéolyse dans le muscle et les tissus conjonctifs, et 

augmentent la libération de glycérol et d’acides gras dans le tissu adipeux. Il fournit par cet effet 

les substrats nécessaires à la néoglucogenèse hépatique. Sous l’action des glucocorticoïdes, le 

catabolisme protéique entraîne un amincissement de la peau et une fragilité des tissus 

conjonctifs, ainsi qu’une dégradation du collagène osseux associée à une ostéoporose. De 

manière générale, ils entraînent donc un catabolisme cellulaire. 

Une surexposition aux glucocorticoïdes provoque la redistribution du tissu adipeux vers le tronc, 

le cou et le visage. A noter qu’ils augmentent aussi l’appétit, et par conséquent entraînent une 

prise de poids. Les glucocorticoïdes participent au maintien du tonus vasculaire et de la fonction 

cardiaque, bloquent la libération d’histamine et stabilisent les membranes lysosomales (9). 

Sur l’humeur, en cas de surexposition ils sont susceptibles d’entraîner des modifications 

psychologiques de type accès maniaque pouvant aller jusqu’à la psychose. 

Les glucocorticoïdes sont également de puissants agents anti inflammatoires par l’inhibition 

nucléaire de la voie NF-κB (10). L’effet anti-inflammatoire passe aussi par la répression des gènes 

de la cyclo-oxygénase 2 (COX-2), de la NO synthase inductible (NOS), des interleukines IL1 -2 -6, 
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TNF alpha, interféron gamma et E-selectin. Cet effet anti-inflammatoire s’accompagne d’une 

composante immunosuppressive par diminution du recrutement des cellules immunitaires 

associé à une diminution d’expression de cytokines pro-inflammatoires.  

Enfin, la plupart des glucocorticoïdes possèdent de manière concomitante des effets 

minéralocorticoïdes, mais amoindris in situ pour le cortisol, par l’existence de 11β-HSD2 

(Hydroxysteroid 11-betadehydrogenase 2) qui inactive le cortisol en cortisone. 

La production endogène normale de cortisol varie de 6 à 14 mg/m² par 24 heures ce qui 

correspond chez l’adulte à environ 10 à 20 mg/ jour en moyenne. De 80 à 90 % du cortisol est 

transporté par la Cortisol Binding Globulin (CBG), 7% est faiblement lié à l’albumine et donc 2 à 

3% circule sous forme libre. Lorsque la sécrétion de cortisol augmente la fraction de cortisol libre 

est plus importante et est éliminée dans les urines (11). Les niveaux de CBG augmentent en 

réponse aux œstrogènes : au cours de la grossesse les concentrations de CBG augmentent 

régulièrement d’un facteur 2-3. De façon similaire, certains patients atteints de syndromes 

inflammatoires et/ou infectieux chroniques tels qu’une hépatite chronique peuvent présenter 

une augmentation de CBG. Au contraire dans les syndromes néphrotiques, les cirrhoses et les 

hyperthyroïdies, les niveaux de CBG sont généralement diminués. Le rôle physiologique de l’axe 

HHS est d’amortir ces variations en maintenant des concentrations de cortisol libre relativement 

constantes. 

 

2.3 Syndrome de Cushing  

2.3.1 Présentation 

Le syndrome de Cushing décrit l’ensemble des signes clinico-biologiques et des symptômes 

résultant d’un excès prolongé d’exposition aux glucocorticoïdes. La présence d’un adénome 

hypophysaire sécrétant de l’ACTH est appelée maladie de Cushing. D’un point de vue 

épidémiologique, l’incidence du syndrome de Cushing est estimée entre 0,7 et 2,4 cas/million/an 

pour une prévalence de 1/26 000 en Europe (12). Le syndrome de Cushing est par conséquent 

une maladie relativement rare. Les symptômes et les signes cliniques du syndrome de Cushing 

sont rencontrés fréquemment dans la population générale alors que les hypercorticismes avérés 

sont rares (13). 
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La présentation clinique du syndrome est dictée par les effets biologiques d’une sécrétion 

inappropriée de glucocorticoïdes : sur chaque cible l’excès hormonal est à l’origine d’une 

manifestation particulière (Figure 3). Par ailleurs, des symptômes de la maladie de Cushing 

peuvent être observés chez des patients présentant une fonction surrénalienne normale (14). 

L’incidence des différentes manifestations cliniques au cours du syndrome de Cushing sont : 

• Obésité 90% 

• Hypertension 85% 

• Hyperglycémie et intolérance au glucose (diabète secondaire) 80% 

• Dysfonctionnement gonadique 76% 

• Hirsutisme, Acné 72% 

• Vergetures et peau atrophiée 67% 

• Faiblesse musculaire 65% 

• Ostéoporose 55% 

• Ecchymoses faciles 55% 

• Désordres psychiatriques 50% 
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Généraux 
Gain de poids

Cicatrisation ralentie
Risque d’infections augmenté

Fatigue
Intolérance au glucose

Psychologiques
Dépression
Anxiété

Vasculaire
Hypertension

Osseux
Fragilité

Reproductif
Femmes : absence 
ou irrégularité des 
règles
Hommes : 
Dysfonction 
érectile

Faciès lunaire

Bosse de bison

Musculaire : 
faiblesse

Peau : 
Fragilité 

Acné
hirsutisme

Vergetures

 

Figure 3 : Symptômes observés dans le syndrome de Cushing. 
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La classification des syndromes de Cushing s’effectue selon leur dépendance en une sécrétion 

d’ACTH. On distingue les syndromes de Cushing ACTH-dépendant, pour lesquels l’ACTH est à 

l’origine d’une production surrénalienne de cortisol augmentée, des syndromes de Cushing ACTH-

indépendant, au cours desquels on observe une sécrétion autonome du cortisol par les 

corticosurrénales en l’absence de stimulation par l’ACTH. En terme de fréquence, les causes du 

syndrome de Cushing sont (5):  

Cushing ACTH-dépendant : 

• Maladie de Cushing 68% 

• Sécrétion ectopique d’ACTH (cancers bronchiques à petites cellules ou médullaire de la 

thyroïde, tumeur thymique, pancréatique et phéochromocytome) 15% 

Cushing ACTH-indépendant : 

• Hyperplasie nodulaire des surrénales 9% 

• Adénome surrénalien 5% 

• Carcinome surrénalien 3% 

• Tumeur adrénocorticale <1% 

 

Dans les secrétions ectopiques d’ACTH la présentation clinique du patient est classiquement 

dominée par un tableau de cancer (amaigrissement, inflammation, douleur, altération de l’état 

général...). Dans ce cas, le patient ne présente généralement pas les symptômes cliniques du 

syndrome de Cushing comme l’obésité androïde, ceci du fait de la cinétique d’apparition 

généralement rapide et agressive dans le cas de la majorité des cancers à sécrétion ectopique 

d’ACTH. 

Avec le développement et les progrès de l’imagerie médicale au cours des dernières décennies, 

notamment grâce au recours à l’imagerie par résonnance magnétique (IRM), de nombreuses 

masses de localisation surrénalienne sont découvertes de manière fortuite. En l’absence de 

tableau clinique évocateur, ces masses nécessitent alors des explorations complémentaires 

(qu’elles soient cliniques, biologiques et/ou par imagerie médicale). 

Au CHU de Rouen, en 2013 l’équipe de l’unité INSERM U982 a démontré l’existence d’une 

production intra-surrénalienne d’ACTH et une régulation paracrine de la sécrétion de cortisol 
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dans une série de 30 cas d’hyperplasie macronodulaire bilatérale des surrénales (15). En effet, les 

concentrations circulantes d’ACTH mesurées chez ces patients étaient supérieures dans la veine 

surrénale par rapport à celles observées dans la circulation périphérique. Ces résultats pourraient 

remettre en cause la classification traditionnelle des syndromes de Cushing dits ACTH-

indépendant. 

Certains cas de Cushing dits épisodiques ont également été décrits. Dans ces cas, 

l’hypercorticisme n’est pas constant dans le temps. A titre d’exemple, dans de rares cas de 

tumeurs surrénaliennes secrétant du cortisol et exprimant des récepteurs à l’incrétine, 

l’hypercorticisme peut n’être observé qu’au cours des périodes postprandiales (16).
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2.3.2 Diagnostic 

La suspicion d’un syndrome de Cushing sur la base d’arguments cliniques chez un patient 

présentant des symptômes multiples ou progressifs doit entraîner une exploration approfondie. 

Malgré le fait que le tableau clinique d’un syndrome de Cushing soit typique lorsque qu’il est 

exprimé dans sa globalité, les formes cliniques sont généralement variées et le diagnostic peut 

être difficile pour les présentations incomplètes ou les formes atypiques de cette maladie (17).  

Le diagnostic biologique initial du syndrome de Cushing présente une difficulté car aucun test 

disponible à ce jour ne possède de performances suffisantes, en termes de sensibilité et de 

spécificité diagnostiques, pour détecter un hypercorticisme à lui seul (18). L’absence de signes 

pathognomoniques comme dans certaines pathologies a conduit à l’élaboration de tests 

multiparamétriques et dynamiques plus spécifiques.  

Les recommandations internationales actuelles définissent un panel de trois tests biologiques 

avec un niveau de preuve important dans l’établissement du diagnostic de syndrome de Cushing 

(18) :  

▪ Cortisol libre urinaire élevé (recueil sur 24h), sur au moins 2 mesures indépendantes. 

▪ Cortisol salivaire à minuit élevé, sur au moins 2 mesures indépendantes. 

▪ Test de freination de la sécrétion du cortisol négatif après administration de 

dexaméthasone (1mg/ 24h). 

La recommandation de prise en charge diagnostique appliquée face à une suspicion de syndrome 

de Cushing est détaillée sur la Figure 4. 

Par ailleurs, les réponses variables de l’axe corticotrope peuvent conduire à des résultats 

aléatoires de ces différentes explorations biologiques, sans modification pathologique évidente, 

et complique l’interprétation des tests (19). 

La comparaison des concentrations d’ACTH dans le sang des sinus pétreux inférieurs par rapport 

à celles retrouvées dans la circulation périphérique permet d’objectiver de manière évidente la 

source d’une hypersécrétion d’ACTH (20,21). Un rapport de concentration (sinus : périphérique) 

< 1,4 atteste de la localisation hypophysaire d’un adénome sécrétant de l’ACTH. 
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Syndrome de Cushing suspecté

Exclure une prise exogène de corticoïdes

Réaliser l’un des tests suivants

Cortisol libre urinaire 
des 24h ≥2tests

Test de freination par la 
dexaméthasone à 1mg

Cortisol salivaire à minuit 
≥2tests

- Précautions particulières pour chaque test
- Utilisation du test de freination à 2mg sur 48h sur certaines 
populations

Tests normaux → Exclusion du 
Syndrome de Cushing

Résultat anormal

Exclure une cause physiologique d’hypercorticisme

Consultation d’endocrinologie

Répéter un ou deux tests mentionnés plus haut
Evaluer ou répéter le test anormal

Suggérer un test au CRH ou Cortisol sérique à minuit dans certaines populations

Syndrome de Cushing

Discordance → suggère une 
exploration supplémentaire

Tests normaux → Exclusion du 
Syndrome de Cushing

 

Figure 4 : Logigramme pour le diagnostic du syndrome de Cushing, adapté de Nieman (18). 
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Cependant, la localisation anatomique du prélèvement par cathétérisme des sinus pétreux 

inférieurs et les variations anatomiques entre les différents individus en font une méthode 

particulièrement invasive et délicate à pratiquer. 

Le cortisol libre urinaire fournit un index de la fraction active du cortisol contrairement à la 

mesure du cortisol plasmatique qui correspond à la forme totale (fraction libre et liée aux 

protéines). Par conséquent le cortisol libre urinaire n’est pas affecté par les niveaux de CBG. De 

façon générale, il est admis qu’une concentration de cortisol libre urinaire <138 nmol/L exclut un 

syndrome de Cushing (hors syndrome cyclique). La spécificité du test est de 90% lorsque celui-ci 

est correctement réalisé (22). 

La mesure du cortisol salivaire permet d’estimer la fraction libre du cortisol et n’est donc pas 

affectée par les niveaux de CBG. Le seuil décisionnel de ce paramètre est variable selon les études, 

la valeur seuil de 4 nmol/L est généralement utilisée (23–25). Les conditions de recueil doivent 

être optimales, en particulier absence de consommation de nourriture ou de boisson pendant les 

30 minutes précédant le prélèvement. Les performances sont selon les études comprises entre 

92 – 100% de sensibilité et 93 – 100% de spécificité (26). 

Compte tenu de la valeur diagnostique insuffisante de chaque test lorsqu’ils sont considérés 

indépendamment, il est parfois nécessaire de les associer et/ou de les multiplier. Enfin si la 

suspicion est importante d’emblée il est recommandé de pratiquer plusieurs tests. 

2.3.3 Traitement 

Le traitement du syndrome de Cushing a pour but de diminuer la concentration de 

glucocorticoïdes circulants. Cela consiste dans la plupart des cas à traiter la cause sous-jacente, 

exérèse chirurgicale pour les adénomes hypophysaires, surrénalectomie ou chimiothérapie 

spécifique pour les sécrétions ectopiques d’ACTH. Dans certains cas, l’administration d’un 

médicament inhibant la synthèse du cortisol comme le kétoconazole ou le mitotane peuvent être 

utilisés de manière efficace. 
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2.3.4 Test de freination 

Le test de freination de la sécrétion du cortisol a été développé dans les années 60 pour explorer 

la « freinabilité » de l’axe corticotrope (27,28). La dexaméthasone est un puissant glucocorticoïde 

de synthèse qui possède la capacité de « freiner », par rétrocontrôle négatif la sécrétion d’ACTH 

en se fixant sur le récepteur hypophysaire aux glucocorticoïdes (GR ou GCR, Glucocorticoid 

Receptor). Cette freination est absente chez les patients atteints de syndrome de Cushing dans sa 

forme typique.  

Pour la réalisation de ce test, les patients reçoivent une dose de dexaméthasone de 1mg entre 

23h et minuit. Un prélèvement sanguin est ensuite réalisé à 8 heures le matin suivant pour 

mesurer la concentration de cortisol au pic journalier, compte tenu du cycle nycthéméral. Chez le 

patient sain la concentration de cortisol sérique à 8h est alors généralement inférieure à 50 

nmol/L. Ce seuil actuellement recommandé fourni des performances décisionnelles intéressantes 

avec une sensibilité de 95% et une spécificité de 80% (29). 

Cependant, un échec de la freination du cortisol par la dexaméthasone peut être observé dans de 

nombreuses situations physio-pathologiques. Chez des patients souffrant de dépression, d’un 

stress important, de diabète, d’anorexie et/ou sous traitement œstrogènique. Des traitements 

inducteurs de cytochromes P450 (phénytoïne, rifampicine) et impliqués dans le métabolisme de 

la dexaméthasone sont également susceptibles de diminuer la biodisponibilité de la 

dexaméthasone et de conduire à l’échec du test de freination (30). Réciproquement, les patients 

recevant des traitements co-substrats de la dexaméthasone sont susceptibles d’augmenter leur 

exposition et donc son effet au cours du test (cimétidine, fluoxétine, diltiazem, inhibiteurs 

calciques, antirétroviraux, inhibiteurs de la pompe à protons etc.) (12). Enfin, les taux de faux 

positifs avoisinent les 50% pour les femmes sous contraception orale, en partie du fait d’une 

augmentation physiologique de CBG (31).  
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2.3.4.1 Dexaméthasone 

Structure chimique des stéroïdes et de la dexaméthasone 

Les stéroïdes partagent une structure commune de base dérivée du cholestérol : le noyau 

cyclopentano-perhydrophenanthrene. Il combine trois cycles à six carbones (phénanthrène), 

rattaché à un cyclopentane (Figure 5A), et résulte de la condensation de plusieurs unités de 

squalène à cinq carbones (32). 

A B C

Cholestérol Cortisol Dexamethasone  

Figure 5 : Numérotation et structure chimique des dérivés stéroïdiens. (A) Numérotation et 

structure chimique du cholestérol. (B) Structure chimique du cortisol. (C) Structure chimique de 

la dexaméthasone. 

 

La molécule servant de base à la synthèse des stéroïdes est le cholestérol, il est capté par la glande 

surrénale au moyen des récepteurs au LDL présents à la surface de la membrane des cellules. 

L’étape limitante de la synthèse du cortisol (Figure 5B, figure 6) est le transport intracellulaire du 

cholestérol aux sites de stéroïdogénèse par la protéine Steroid Acute Regulatory Protein (StAR) 

qui est sous le contrôle de l’ACTH (33). Les cellules du cortex surrénalien assurent aussi la synthèse 

du cholestérol de novo à partir d’acétyl-CoA pour pallier aux éventuelles variations d’apport.  

La numérotation des atomes de carbone se fait selon la figure 5A. Les glucocorticoïdes sont 

dérivés du noyau pregnane et comportent généralement 21 atomes de carbone. Lorsque les 

groupements annexes sont liés à ce noyau, il existe deux orientations possibles : en avant du plan 

on qualifie la molécule de configuration en « β » et en arrière du plan en « α ». 

L’ajout de groupements ou d’atomes sur le squelette permet de synthétiser des dérivés de 

synthèse avec l’activité souhaitée. Notamment, le fluor en position 9α de la dexaméthasone 
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augmente son pouvoir glucocorticoïde tout en préservant une activité minéralocorticoïde limitée 

(Figure 5C). 

La connaissance des propriétés physico-chimiques de la dexaméthasone est indispensable au 

développement d’une méthode de dosage chromatographique. Sa masse molaire est de 392,5 

g/mol, sa solubilité dans l’eau est de 0,05 mg/mL et son logP est de 1,93, ce qui en fait une 

molécule lipophile. Son pKa acide est de 12,42. La structure chimique contient deux insaturations 

avec des liaisons sur des orbitales π-π, conjuguées à une double liaison sur un atome d’oxygène. 

Cette particularité peut être exploitée pour une interaction avec la phase stationnaire de 

chromatographie. 

Pharmacologie et pharmacocinétique 

Après administration orale, la dexaméthasone est rapidement absorbée et le pic des 

concentrations plasmatiques est atteint 1 à 2 heures après la prise. Sa demi-vie d’élimination est 

de 6 heures avec une demi-vie biologique estimée entre 36 et 54 heures. L’élimination se fait 

principalement par voie rénale après formation de dérivés hydroxylés par métabolisme hépatique 

(34). La dexaméthasone est métabolisée principalement par le CYP3A4. Sa cible biologique est le 

récepteur GR (35).  

L’absorption digestive de la dexaméthasone est susceptible d’être modifiée par différentes 

situations, les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin, les antécédents de chirurgie 

bariatrique ou encore les infections du tube digestif. 

Le foie est le site principal de métabolisme des stéroïdes. Les étapes biochimiques importantes 

sont la neutralisation de l’activité hormonale des composés, par addition d’un groupement 

hydroxyle, une déshydrogénation, une réduction (cortisol en dihydrocortisol) ou la conjugaison à 

un groupement hydrophile (acide glucuronique ou sulfate). La plupart des stéroïdes et 

métabolites sont excrétés dans les urines sous forme de sulfo- et glucurono-conjugués. Moins de 

2% du cortisol est excrété sous forme libre au niveau urinaire.  
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Figure 6 : Schéma de la voie de synthèse du cortisol, adapté de Michal et Schomburg (36). 
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Le cortisol est métabolisé en partie en cortisone par oxydation du groupement 11-β-hydroxy. La 

réduction de la double liaison C4-C5 forme du dihydrocortisol ou de la dihydrocortisone. La suite 

du métabolisme comprend une réduction de la fonction cétone en C3 pour donner du 

tetrahydrocortisol et de la tetrahydrocortisone, puis une transformation par la 20-α et 20-β 

déshydrogénase en cortol et cortolone (Figure 7) (5). La glucuronidation des métabolites aura 

plutôt lieu sur le 3-α OH tandis que la sulfoconjugaison est plus importante en 21-OH. De par sa 

liaison à la Cortisol Binding Globulin (CBG), le cortisol est métabolisé lentement (demi-vie de 100 

min). Les métabolites du cortisol (95%) sont excrétés sous forme de glucurono- ou sulfo- 

conjugués, le glucuronide est prédominant. 
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Figure 7 : Métabolisme du cortisol, d’après Burtis (5). 

La compréhension du métabolisme du cortisol est importante dans l’interprétation des tests 

biologiques développés afin d’évaluer l’altération de sa production et de la fonction 
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surrénalienne. De plus, les 6-β-hydroxylases et les voies métaboliques de certains médicaments 

sont communes au cortisol et à certains stéroïdes ce qui peut en modifier la clairance et 

l’excrétion urinaire. Le métabolisme des glucocorticoïdes synthétiques comme la prednisolone 

ou la dexaméthasone est notablement augmenté par les médicaments inducteurs hépatiques. La 

connaissance des comédications du patient est donc particulièrement importante pour 

l’interprétation des tests et l’évaluation correcte de l’axe HHS (37). Les conditions affectant la 

clairance du cortisol sont résumées dans le tableau 1. 

Tableau 1 : Conditions affectant la clairance du cortisol. 

Endocrinopathie 
Clairance du 
Cortisol Mécanisme 

Hyperthyroïdie Augmentée 
Inhibition de la 11-beta HSD1 et stimulation de la 
5-alpha reductase and 5-beta reductase 

Hypothyroïdie Diminuée 
Inhibition de la 11-beta HSD1 et stimulation de la 
5-alpha reductase and 5-beta reductase 

Acromégalie Augmentée Inhibition de la 11-beta HSD1 hépatique 
Syndrome de Cushing Augmentée Induction de la 6 beta-hydroxylase 
   
Dysfonction d’organe     

Maladie hépatique chronique  
(y compris cirrhose alcoolique) Diminuée Baisse du métabolisme du cortisol 

Maladie Rénale Diminuée 
Baisse de la conversion rénale : cortisol → 
cortisone 

   
Médicaments/Toxiques     

Alcoolisme aigu Diminuée — 
Rifampicine Augmentée Induction de la 6 beta-hydroxylase 
Phénytoïne Augmentée Induction de la 6 beta-hydroxylase 
Phénobarbital Augmentée Induction oxydases mixtes hépatiques 
   
Autres     

Vieillissement Diminuée 
La baisse de la clairance est compensée par la 
baisse de sécrétion 

Jeûne Diminuée Compensé par une baisse de la sécrétion 
Anorexie nerveuse Diminuée — 

 

  



22 
 

 

Dosage 

Dans diverses situations au cours desquelles l’exposition à la dexaméthasone pourrait être un 

problème pour la freination, certains laboratoires réalisent un dosage de la dexaméthasone 

plasmatique résiduelle parallèlement à la mesure du cortisol plasmatique, soit 9 heures après 

administration de la dexaméthasone. Cette mesure permet d’évaluer une éventuelle 

modification de la clairance ou de la biodisponibilité de la dexaméthasone et de compléter 

l’exploration en cas de suspicion de faux positif et de faux négatif (38,39). Les valeurs de référence 

proposées dans la littérature pour les concentrations résiduelles de dexaméthasone H+9 heures 

après la prise sont variables. En 1982 Meikle et al. recommandaient un seuil inférieur de 2,2 

ng/mL, puis en 2012 Asvold et al. préconisaient 2,0 ng/mL et enfin en 2017 Ueland et al. 

concluaient à un seuil de 1,3 ng/mL pour expliquer une absence de freination efficace. On observe 

que les valeurs sont constamment en décroissance, et ce, associé à l’augmentation de spécificité 

des méthodes, RIA et chromatographie sur papier, RIA et extraction liquide et enfin HPLC-MS/MS, 

respectivement. La dexaméthasone a été sélectionnée initialement parce qu’elle possédait une 

forte activité glucocorticoïde et ne provoquait pas de réaction croisée significative avec les 

immuno-dosages du cortisol. Cette évolution chronologique des seuils met en évidence un 

manque de spécificité des méthodes RIA malgré une sensibilité satisfaisante (probable réactivité 

croisée de la mesure avec des métabolites de la dexaméthasone et/ou des composés endogènes). 

Le dosage de certains stéroïdes et de leurs dérivés, de par leurs faibles concentrations circulantes 

(de l’ordre du ng voire du pg/mL), nécessitait jusqu’à récemment l’utilisation de techniques 

immunologiques comme la radio-immuno analyse (RIA) ou la chimiluminescence. Cependant, 

avec l’amélioration des techniques et des performances analytiques ces analyses sont désormais 

réalisables par techniques de chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en 

tandem (HPLC-MS/MS ou LC-MS/MS). L’amélioration de la spécificité des dosages par cette 

méthode a conduit à une réévaluation des valeurs de références pour de nombreux paramètres 

(40). Meikle (1973) et Caro (1978) utilisaient la chromatographie sur papier suivi de la RIA pour 

doser la dexaméthasone mais le manque de spécificité entraîné par les réactions croisées a 

probablement influencé l’établissement des seuils de décision pour les valeurs de seuils 

décisionnels de la dexaméthasone plasmatique (41–43). En RIA, le degré de réactivité croisée avec 
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la 11-Desoxycorticostérone, la corticostérone, et la prednisone variant de 1 à 5% en fonction de 

la méthode utilisée (44). Sur des échantillons appariés la RIA a d’ailleurs présenté une spécificité 

inférieure à la LC-MS/MS (86 vs 94%,) (45). 

Bien que la chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC/MS) ait 

longtemps été considérée comme étant la méthode de référence pour mesurer les composés 

organiques, la LC-MS/MS devient de plus en plus accessible et communément utilisée. Les 

techniques LC-MS/MS possèdent notamment l’avantage d’offrir une moindre préparation des 

échantillons, une excellente spécificité et une sensibilité suffisante. La LC-MS/MS est donc 

aujourd’hui considérée comme la méthode de choix pour l’établissement de profils stéroïdiens 

(46). 

Par ailleurs, en LC-MS/MS, il existe une difficulté à transposer les méthodes établies dans d’autres 

laboratoires. De nombreux paramètres vont être modifiés localement, l’appareillage, que ce soit 

la pompe ou le détecteur, mais encore la ligne fluidique, le type et le fournisseur de la colonne 

chromatographique. Ce sont autant de paramètres fournissant des facteurs de variabilité. C’est 

pourquoi les instances du comité français d’accréditation (COFRAC) exigent le plus souvent une 

validation de méthode sur site (« portée B »), afin d’en justifier les performances.  

L’absorption variable et le métabolisme de la dexaméthasone peuvent influencer le résultat des 

tests de freination. Les médicaments inducteurs ou inhibiteurs du CYP3A4, une consommation 

alcoolique peuvent modifier la clairance et/ou biodisponibilité de la dexaméthasone et ainsi 

modifier les concentrations retrouvées au niveau plasmatique (47). 
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3. Travaux personnels 

3.1 Objectifs de l’étude 

Les objectifs de ce travail étaient : 

(1) De développer et de valider conformément aux exigences internationales une méthode 

de dosage de la dexaméthasone plasmatique par HPLC-MS/MS.  

(2) De déterminer les valeurs usuelles des concentrations plasmatiques de dexaméthasone 

résiduelle (à 8H) au cours des tests de freination de l’axe corticotrope par 1mg de 

dexaméthasone. 

(3) D’étudier la corrélation existant entre le résultat du test de freination et les autres tests 

diagnostiques du syndrome de Cushing.  

(4) D’évaluer les intérêts et limites de ce dosage. 
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3.2 Matériel et méthodes 

3.2.1 Population étudiée 

Des données démographiques, cliniques et biologiques ont été collectées de manière 

rétrospective sur 320 patients ayant bénéficié d’un test de freination dans le service 

d’endocrinologie du CHU de Rouen entre septembre 2014 et septembre 2016. Pour l’ensemble 

des patients étudiés, la dose de 1mg de dexaméthasone (Dectancyl®) a été administrée à 23h et 

un prélèvement veineux a été effectué à 8h le lendemain matin pour réalisation d’un dosage de 

dexaméthasone. Les covariables étudiées incluaient le sexe, l’âge et l’indice de masse corporelle, 

le résultat du dosage de cortisol libre urinaire sur un recueil de 24h, et les dosages d’ACTH sur 

cycle de 24h avec une valeur toutes les 4h (minuit, 4h, 8h, 12h, 16h, 20h). 

3.3. Dosages 

3.3.1. Prélèvement et phase pré-analytique 

Le sang a été prélevé sur tube hépariné BD™ Vacutainer® LH (dexaméthasone), BD™ Vacutainer® 

sec avec activateur de coagulation (cortisol), Salivette® (cortisol, Sarstedt, Allemagne) et tube 

BD™ Vacutainer® EDTA (ACTH) puis transporté dans les délais préconisés par les laboratoires de 

Pharmacologie et de Biochimie du CHU de Rouen. Le plasma était ensuite centrifugé à 1700 g 

pendant 10 minutes à température ambiante. Le cortisol libre urinaire était analysé après 

collection des urines de 24h aliquotées sur tube neutre après mesure du volume des 24h. 

3.3.2. Dosage du cortisol 

Le cortisol salivaire et sérique a été dosé sur un automate Roche Cobas® 8000 module e602 

(Roche Diagnostics, Meylan, France) au moyen du kit Roche Elecsys™ Cortisol II. Le principe du 

dosage utilise une méthode par compétition avec détection par électrochimiluminescence 

indirecte (ECLIA). L’intervalle de mesure de la méthode est de 1,5 – 1 750 nmol/L (48). Le cortisol 

libre urinaire des patients admis de septembre 2014 à septembre 2015 ont été dosés sur 

plateforme Roche Cobas® 8000 module e602 de manière au identique au cortisol sérique, pour 

les patients admis de octobre 2015 à septembre 2016 le dosage a été effectué sur automate 

Liaison XL. 
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3.3.3. Dosage de l’ACTH 

L’ACTH a été dosé sur automate Roche Cobas® 8000 module e602 (Roche Diagnostics, Meylan, 

France) au moyen du kit Roche Elecsys™ ACTH. Le principe du dosage consiste en une méthode 

en « sandwich » avec détection par ECLIA. L’intervalle de mesure de la méthode était 1,00‑2000 

pg/mL (49). 

3.3.4. Méthode de dosage de la dexaméthasone 

Les concentrations de dexaméthasone ont été déterminées en utilisant une méthode HPLC-

MS/MS, avec extraction en ligne des analytes (2D-LC-MS/MS), développée au sein du laboratoire 

Pharmacologie-Toxicologie et Pharmacogénétique du CHU de Rouen. Le système LC-MS/MS 

comprend une pompe quaternaire et une pompe binaire (LC-20AD/AB, Shimadzu®, Marnes La 

Vallée, France), un passeur d’échantillon automatique (SIL-20AC, Shimadzu®, Marnes La Vallée, 

France ®), un four à colonne (Shimadzu® CTO-20AC®, Marnes La Vallée, France) et un 

spectromètre de masse 4500 QTRAP (Sciex®, Les Ulis, France) équipé avec une source Turbo Ion 

Spray®.  

Les étapes de la préparation d’échantillon ont compris la précipitation des protéines plasmatiques 

en mixant 100 µL de plasma avec 200 µL de méthanol contenant un analogue marqué au 

deutérium de la dexaméthasone comme standard interne (dexaméthasone-D4 2,5 ng/ml dans le 

méthanol, Alsachim, Illkirch, France, figure 8). Cinquante microlitres du surnageant déprotéinisé 

ont été directement injectés dans le système chromatographique. L’ensemble des étalons et 

contrôles ont été obtenus par surcharge d’échantillons de sérum humain, vérifiés vierges en 

médicament et provenant de l’établissement français du sang avec un standard de 

dexaméthasone (Cerilliant, Round Rock, TX USA). 
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Figure 8 : Structure chimique de la dexaméthasone-D4. 

 

Conditions chromatographiques 

La purification de l’échantillon a été effectuée en ligne sur le système chromatographique en 

utilisant une cartouche Oasis HLB 25 µm (Waters®, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) avec une 

phase de chargement composée de 2 mmol/L de formate d’ammonium (Sigma Aldrich, St. 

Quentin Fallavier) dans H2O (Carlo Erba, Val de Reuil, France). La séparation chromatographique 

a été réalisée sur une colonne Raptor Biphenyl 2,7 µm 50x3 mm (Restek®, Lisses, France) à 40°C 

et la phase mobile était constituée de (A) Méthanol/Tampon formate d’ammonium 0,2% (Carlo 

Erba, Val de Reuil, France) + (B) H2O/Acide formique 0,2% (Merck Millipore, Billerica, USA) à un 

débit de 0,7 mL/min (Figure 9).  

Le gradient de phase mobile analytique était constitué d’une première phase de 0 à 1min de 20% 

de A, puis un gradient de 20 à 60% jusqu’à 1min, 60 à 100% de 1min à 1min20, 100% de 1min20 

à 2min20, 100 à 20% de 2,2min et 2,3 et enfin 100% de 2,3min à 4min. 
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Figure 9 : Schéma des gradients chromatographiques retenus pour la méthode de dosage de la 

dexaméthasone développée au laboratoire. (A) Ligne de chargement de l’échantillon. (B) Ligne 

analytique. La commutation de vanne a lieu à 0,6min et 2,5min. 
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Paramètres MS/MS 

Après l’optimisation des paramètres MS/MS du système, la détection et la quantification de la 

dexaméthasone ont été réalisées en mode Multiple Reaction Monitoring (MRM) en utilisant la 

dexaméthasone et la dexaméthasone-D4 protonées [M+H]+ comme ions (m/z 393,2 et 397,2, 

respectivement). Les transitions mesurées étaient m/z 393,2 → 373,1, m/z 393,2 → 355,1 et m/z 

397,2 → 359,0 pour la quantification, la confirmation et le standard interne respectivement.  

La méthode de dosage a été validée selon les recommandations internationales de la Food and 

Drug Administration (FDA) et de l’European Medical Agency (EMA). Elle a satisfait tous les critères 

de qualité, incluant la sélectivité, la précision intra et inter essai, la linéarité, les limites basses et 

hautes de quantification, l’effet matrice et la stabilité (50,51). De plus, ces recommandations 

permettent à la méthode de valider les critères d’accréditation en portée B de la norme ISO 15189 

et du GTA-04 (Tableau 2) (52,53). 

Tableau 2 : Paramètres à valider pour une méthode quantitative selon le SH-GTA-04. 

Paramètres à vérifier et/ou à 

connaitre 

Méthode Quantitative 

Bibliographie Validation Portée de type B 

Spécificité analytique  oui  oui  
Sensibilité diagnostique  oui  oui  

Fidélité  oui  oui  
Justesse  oui  oui  

Intervalle de mesure  oui  oui  
Incertitudes  oui  oui  

Contamination inter-
échantillons  

oui  oui  

Stabilité des réactifs  oui  oui  
Robustesse  non  si besoin  

Interférences  oui  oui  
Intervalle de référence  oui  oui  
Comparaison avec une 

méthode déjà utilisée au 
laboratoire  

oui  oui  

Analyse des discordances  oui  oui  
 

 

L’analyse en spectrométrie de masse triple quadripôles comprend un certain nombre de 

composants et de paramètres physico-chimiques à optimiser pour chaque analyte. Outre les 
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transitions MRM, différents potentiels sont appliqués afin de guider les ions moléculaires lors de 

leur sélection par les quadripôles, le Declustering Potential (DP), l’Entry Potential (EP), le Cell Entry 

(CE) Potential et le CelleXitPotential (CXP). Enfin le dwell time, est le temps alloué par cycle au 

suivi de chaque couple de transition, il peut s’apparenter à un temps d’exposition en 

photographie. Le choix d’un dwell time élevé augmente le signal mais au détriment du nombre 

de mesures par unité de temps. Il est nécessaire de mesurer au moins 20 points d’un pic 

chromatographique pour avoir une quantification fiable. 

Les transitions MRM ainsi que les paramètres retenus pour la méthode de dosage de la 

dexaméthasone sont résumés dans le tableau 3 : 

Tableau 3 : Paramètres MS/MS des transitions suivies pour la méthode de dosage de la 

dexaméthasone. 

Ion 
Précurseur 

(m/z) 

Ion 
Fragment 

(m/z) 

Dwell 
Time  
(ms) 

Nom DP EP CE CXP 

397,2 359,0 300 Dexaméthasone-D4 55 10 13 28 
393,2 373,1 300 Dexaméthasone-1† 55 10 13 26 
393,2 355,1 300 Dexaméthasone-2‡ 55 10 19 16 

†Transition de quantification 
‡Transition de confirmation 

3.3.5. Analyse statistique 

Les analyses statistiques ont été effectuées au moyen des logiciels R et Graphpad Prism V7 

(54,55). La corrélation entre les concentrations de cortisol et de dexaméthasone a été explorée 

au moyen de la fonction « lm » (linear mixed effect model) sur le logiciel R et du coefficient de 

corrélation de Pearson. La normalité de la répartition des concentrations a été vérifiée en utilisant 

le test de Shapiro-Wilk et les outliers ont été retirés par la méthode des distances de Cook. Les 

courbes Receiver Operating Characteristic (ROC) ont été générées avec le package R « pROC » 

(56). Un risque α < 5% était considéré comme statistiquement significatif. 
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3.3.6. Intervalle ou valeurs de référence 

La détermination des intervalles de référence pour une valeur biologique se fait par l’analyse d’un 

nombre suffisant de valeurs. Les recommandations éditées par le Clinical and Laboratory 

Standard Institute (CLSI) dans le guide C28-A2/3 préconisent l’utilisation de 120 valeurs pour 

chaque paramètre (57). Pour une analyse paramétrique ces données doivent être normalement 

distribuées, de manière native ou après transformation mathématique. Suivant le type de 

variable biologique et l’utilisation clinique (marqueur d’urgence, dépistage, test dynamique etc.) 

l’intervalle sera déterminé de manière uni ou bilatérale avec une valeur de percentile différente. 

Ici, dans le cadre du suivi thérapeutique pharmacologique, il apparaît que l’utilisation d’un 

intervalle de confiance bilatéral à 95% s’avère-le plus cohérent.  
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4. Résultats 

4.1. Validation analytique de la méthode de dosage HPLC-MS/MS de 

la dexaméthasone plasmatique 

Spécificité 

Aucune interférence significative au temps de rétention attendu n’a été retrouvée sur les six 

sérums étudiés, de même que pour l’analogue deutéré dexaméthasone-D4. Par conséquent, 

cette méthode de dosage est spécifique. De plus, pour les sept points de la gamme d’étalonnage, 

les ratios d’intensité MRM obtenus (surface de la transition de confirmation sur la surface de la 

transition de quantification, figure 10) sont reproductibles (CV < 15% sur l’ensemble de la gamme, 

tableau 4) 

 

quantification/confirmation

Temps (min)

In
te

n
si

té
(c

p
s)

Transition de quantification : 393.2→373.1

Transition de confirmation : 393.2→355.1

 

Figure 10 : Rapport des signaux des transitions de quantification et de confirmation en MRM. 
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Tableau 4 : Ratio MRM des différents calibrants. 

 Cal 1 Cal 2 Cal 3 Cal 4 Cal 5 Cal 6 Cal 7 
Moyenne 
(ng/mL) 

CV (%) 

Ratios surfaces MRM                              
(dexaméthasone-1/ 
dexaméthasone-2) 

1,90 1,79 1,90 1,72 1,92 1,90 1,75 1,84 4,57 

 
 
Linéarité de la méthode 

L’étude de la fonction réponse nous a permis d’établir que la meilleure courbe de calibration est 

obtenue pour une régression en 1/x (Figure 11). Celle-ci présente l’intérêt d’être en meilleure 

adéquation avec la courbe de détection du capteur électronique et de mieux pondérer les faibles 

concentrations de calibrants obtenus par dilutions en cascade des solutions standardisées (58). 
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Figure 11 : Courbe de calibration de la méthode 0,5-10ng/mL, 7 points + blanc. 

 
Limite de quantification 

La validation de la limite de quantification d’une méthode chromatographique nécessite un 

CV<20% à la concentration la plus faible de la gamme d’étalonnage ainsi qu’un rapport signal sur 
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bruit (SNR) > 10 (figure 12). Sur six échantillons différents à 0,5 ng/mL le CV est inférieur à 20% 

(tableau 5).  

Tableau 5 : Evaluation de la limite de quantification de la méthode de dosage de la 

dexaméthasone. 

 Limite de quantification 

Moyenne (ng/mL) 0,52 

Recouvrement (%) 104,0 

CV (%) 8,17 

 

Bruit de fond

Signal LOQ

Temps (min)
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Figure 12 : Rapport du signal sur bruit à la limite de quantification (LOQ). 

La limite de quantification de la méthode a été établie à 0,5 ng/mL. 

 

Répétabilité 

La répétabilité définit la justesse d’une méthode, le CV doit être inférieur à 15% pour des 

échantillons de concentrations identiques dosés dans les mêmes conditions, opérateur, jour, 

calibrants etc. Les résultats de l’évaluation de la répétabilité de la méthode de dosage de la 

dexaméthasone sont synthétisés dans le tableau 6. 
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Tableau 6 : Evaluation de la répétabilité de la méthode de dosage de la dexaméthasone. 

 CIQ Bas CIQ Moyen CIQ Haut 

Moyenne (ng/mL) 1,33 4,32 7,98 

CV (%) 5,75 3,52 5,35 

 

Fidélité intermédiaire 

La fidélité intermédiaire définit la justesse entre différentes séries, jours différents, opérateurs 

différents, calibrants etc. Le CV doit être inférieur à 15% pour des échantillons de concentrations 

identiques. Les résultats de l’évaluation de la fidélité intermédiaire de la méthode de dosage de 

la dexaméthasone sont synthétisés dans le tableau 7. 

Tableau 7 : Evaluation de la fidélité intermédiaire de la méthode de dosage de la 

dexaméthasone. 

 CIQ Bas CIQ Moyen CIQ H 

Moyenne (ng/mL) 1,40 4,52 8,16 

CV (%) 4,03 4,94 3,35 

 

Effet mémoire 

Lors du passage d’échantillons avec de fortes concentrations, l’analyte est susceptible de rester 

en partie de manière rémanente dans le système chromatographique, c’est ce que l’on appelle 

l’effet mémoire. Ceci peut poser un problème lorsque des échantillons de concentrations très 

variables se succèdent dans la file d’analyse. Pour évaluer cet effet on réalise plusieurs dosages 

d’un contrôle à concentration élevée suivi d’un contrôle à concentration basse en série de 3. Un 

test de Student apparié entre la série des échantillons bas suivant immédiatement les contrôles 

élevés permet de vérifié l’absence d’effet mémoire. Ici t = 1,206, p > 0,05, dl = 4. Il n’existe donc 

pas de contamination inter échantillons.  
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Effet matrice 

La matrice biologique influence le signal obtenu dans les dosages par HPLC-MS/MS, il s’agit de 

vérifier qu’il est acceptable entre les différentes matrices. Le dosage de six matrices différentes 

fournit un CV<15% ce qui montre que l’effet matrice est acceptable sur la méthode analytique 

(Tableau 8). 

Tableau 8 : Evaluation de l’effet matrice sur la méthode de dosage de la dexaméthasone. 

 
Sérum 

1 
Sérum 

2 
Sérum 

3 
Sérum 

4 
Sérum 

5 
Sérum 

6 
Moyenne CV 

Concentration 
(ng/mL) 0,58 0,56 0,48 0,5 0,48 0,54 0,52 8,17 

 

 

Interférences 

L’analyse de spécificité de la méthode a montré l’absence de pics interférents aux transitions 

suivies, cependant d’autres composés exogènes sont susceptibles de produire un signal aux 

transitions MRM de la dexaméthasone. La molécule ayant la plus grande probabilité de venir 

interférer est la bétaméthasone, qui est un isomère de la dexaméthasone qui diffère uniquement 

par l’orientation en bêta de la liaison du groupement méthyle lié au carbone n°16 du noyau 

stéroïde (Figure 13). 

 

Figure 13 : Structure chimique de la bétaméthasone, groupement méthyl C16 en bêta (rouge). 
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Incertitudes 

Le dosage de la dexaméthasone demeure une analyse effectuée par peu de laboratoires. Il existe 

pour le moment une absence de contrôle de qualité externalisé ce qui rend impossible le calcul 

d’une incertitude de mesure par la méthode CIQ/EEQ (59). Cependant suite au développement 

de cette méthode un rapprochement en vue d’une comparaison de résultats avec d’autres 

laboratoires est envisagé. L’incertitude sera ici calculée sur le résultat d’analyse obtenu en 

prenant la racine carrée de la somme quadratique de toutes les composantes de l’incertitude 

selon la formule suivante : 

 

𝑢(𝐶) =  √𝑢𝑗𝑢𝑠𝑡𝑒𝑠𝑠𝑒
2 + 𝑢𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙𝑖𝑠𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛

2 + 𝑢𝑒𝑡𝑎𝑙𝑜𝑛
2 + 𝜎𝑓𝑖𝑑𝑒𝑙𝑖𝑡𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑖𝑟𝑒

2  

 

Stabilité à 8°C pendant 72H 

La dexaméthasone est stable à 8°C dans le passeur d’échantillon automatique pendant 72H, les 

recouvrements et CV sont acceptables (<15%, données non présentées) et permettent en cas de 

problème matériel de conserver les échantillons dans l’injecteur afin de les doser lors des jours 

ouvrables du laboratoire. 
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Stabilité après trois cycles de congélation et décongélation  

Après trois cycles de congélation / décongélation à -20°C, les moyennes des recouvrements et les 

coefficients de variation obtenus pour les CIQ Bas et Haut sont compris dans les limites fixées par 

les guides de validation (Tableau 9). Ceci possède un intérêt dans le cadre d’un contrôle de 

résultat analytique ou lors d’études cliniques pour lesquelles les échantillons peuvent parvenir au 

laboratoire congelés, des résultats supplémentaires peuvent aussi exigés afin de permettre une 

publication scientifique et la maîtrise de la stabilité lors du retour aux échantillons initiaux est 

importante. 

Tableau 9 : Evaluation de l'effet de trois cycles de congélation/décongélation sur la méthode 

de dosage de la dexaméthasone. 

 Moyenne (n=3) Recouvrement (%) 

CIQ Bas 1,26 90,2 

CIQ Haut 7,85 96,2 
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4.2. Application sur une série de patients 

4.2.1 Caractéristiques de la population 

Les principales caractéristiques démographiques et cliniques de la population étudiée sont 

résumées dans le Tableau 10.  

Tableau 10 : Caractéristiques démographiques et cliniques de la population étudiée (moyenne 

±écart type si non spécifié). 

Caractéristique Valeur 

Femme/Homme (n (%)) 189/129 (59/41) 

Age (années) 57 (16) 

IMC 29,6 (7,0) 

Tests de freination 

(négatifs/positifs) 
199/119 

Maladies de Cushing 19 

 

Les causes de réalisation des tests de freination se répartissent comme suit : 

(1) Exploration d’un incidentalome surrénalien  

(2) Bilan hypophysaire 

(3) Hypercorticisme clinique 

(4) Suivi post opératoire d’une maladie de Cushing opérée  

(5) Autres 

La population étudiée a été scindée en deux groupes de patients, suivant le résultat du test de 

freination : cortisol à 8h inférieur à 50 nmol/L (Groupe Freinés) ou supérieur à 50 nmol/L (Groupe 

Non Freinés). L’organigramme de l’étude est détaillé sur la figure 14. 
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Patients admis pour un test de freination
n = 320

Dosage de cortisol libre urinaire
n = 213

Dosage de dexamethasone et cortisol plasmatique à 8h
n = 318

Dexamethasone < 0,5ng/mL
n = 13

Dexamethasone (outliers n =11) 

Freinés (Cortisol < 50nmol/L)
n = 199

Non Freinés (Cortisol > 50nmol/L)
n = 119

Maladie de Cushing
n = 19

Autres causes n = 100 

Dosage de cortisol salivaire à 
minuit n = 214

 

Figure 14 : Organigramme de l’étude. 
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4.2.2. Cortisol post test de freination dans les groupes de patients avec ou sans 

freination efficace 

Le cortisol sérique à 8h J+1 de la prise de 1mg de dexaméthasone permet d’évaluer la capacité de 

rétrocontrôle de l’axe corticotrope. Les moyennes des concentrations sériques en cortisol dans 

les groupes des patients freinés et non freinés étaient 27,4 nmol/L (±10,3) et 145,9 nmol/L 

(±152,8) respectivement. Sur les 318 patients étudiés, 199 ont présenté un test de freination 

positif (cortisol < 50nmol/L) et 119 un test négatif (cortisol > 50nmol/L) (Figure 15). Cette 

proportion de 40,6% de tests négatifs comparée au nombre de patients atteints de maladie de 

Cushing (19/318 ; 6%) est éloignée de la spécificité attendue pour ce test mais la population 

représente un biais de recrutement certain. Ces résultats indiquent clairement que d’autres 

critères de jugement sont nécessaires pour poser un diagnostic de syndrome de Cushing. 

1

1 0

1 0 0

1 0 0 0

C
o

r
t

i
s

o
l

 
p

o
s

t
 

t
e

s
t

 
(

n
m

o
l

/
L

)

5 0

N o n  f r e i n é s

F r e i n é s

 

Figure 15 : Concentrations en cortisol sérique à 8H dans la population étudiée. 
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4.2.3. Cortisol libre urinaire dans les groupes de patients avec ou sans 

freination efficace 

Le cortisol libre urinaire est un des trois tests de base pour l’exploration d’un hypercorticisme. 

Les concentrations moyennes observées respectivement dans les groupes de patients freinés et 

non freinés étaient de 214,4 (±29,6) nmol/L et de 362,1 (±100,4) nmol/L. Cette différence n’était 

pas statistiquement significative (p = 0,094) compte tenu de l’importante variabilité 

interindividuelle des valeurs observées (Figure 16). Les valeurs de cortisol libre urinaire 

s’étendaient de 19 à 2952 nmol/L pour le groupe des patients freinés et de 36 à 5672 nmol/L pour 

le groupe des patients non freinés. 
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Figure 16 : Concentrations de cortisol libre urinaire dans les groupes de patients freinés et non 

freinés. 
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4.2.4. Cortisol salivaire dans les groupes de patients avec ou sans freination 

efficace 

La concentration moyenne du cortisol salivaire dans le groupe des patients freinés était de 2,09 

(±0,23) nmol/L et de 8,97 (±1,68) nmol/L dans le groupe de patients non freinés (Figure 17). Une 

différence statistiquement significative entre les moyennes observées a été mise en évidence (p 

< 0,0001). Ce paramètre biologique apparaît donc comme fortement corrélé au résultat du test 

de freination. 
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Figure 17 : Concentrations en cortisol salivaire dans les groupes freinés et non freinés. 



44 
 

4.2.5. Concentrations plasmatiques de Dexaméthasone dans les groupes de 

patients avec ou sans freination efficace 

Les concentrations plasmatiques de dexaméthasone, 9 heures après administration, n’étaient pas 

significativement différentes entre les deux groupes de patients : 2,61 (±0,10) ng/mL et 2,70 

ng/mL (±0,15) respectivement (Figure 18).  

F
r e

i n
é

s

N
o

n
 f

r e
i n

é
s

0

2

4

6

8

1 0

D
e

x
a

m
e

t
h

a
s

o
n

e
 
(

n
g

/
m

L
)

p  =  0 , 6 0

 

Figure 18 : Concentrations plasmatiques de dexaméthasone à 8H entre les patients freinés et 

non freinés. 

 

De façon surprenante, l’IMC n’était pas corrélé aux concentrations plasmatiques résiduelles de 

dexaméthasone, celles-ci ne diminuaient pas avec l’augmentation de l’IMC (Figure 19).  
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Figure 19 : Corrélation entre la concentration plasmatique résiduelle de dexaméthasone et 

l’IMC des patients de la population étudiée. 
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4.2.6. Cycles journaliers d’ACTH dans les groupes de patients avec ou sans 

freination efficace 

Les concentrations en ACTH au cours de la journée ne variaient pas significativement entre le 

groupe de patients avec freination efficace et celui des patients ne présentant pas de 

rétrocontrôle de la sécrétion du cortisol. Cependant on observe généralement au cours de ce 

travail un « aplatissement » des cycles avec un affaiblissement des amplitudes de variations 

journalières dans le groupe des patients non freinés. Ces résultats suggèrent une dérégulation du 

cycle circadien de la sécrétion d’ACTH (Figure 20). Les moyennes à 8H n’étaient pas 

significativement différentes entre les groupes freinés et non freinés, 42,1 pg/mL (±3,7) et 43,0 

pg/mL (±6,3) respectivement. Au contraire, à 20H les moyennes entre les deux groupes 

différaient, 15,5 pg/mL (±1,2) VS 23,8 pg/mL (±6,1). 
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Figure 20 : Concentration plasmatique d’ACTH suivant l'heure de prélèvement pour les 

groupes de patients freinés et non freinés. 
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4.2.7. Corrélation entre les concentrations sériques de cortisol et plasmatiques 

de dexaméthasone 

La dexaméthasone permet un rétrocontrôle négatif de l’axe HHS sur la production de cortisol. 

Une corrélation dose réponse négative est donc attendue sur les concentrations plasmatiques de 

cortisol en fonction de celles de dexaméthasone. Cependant, de façon surprenante au cours de 

ces travaux la régression linéaire de ces deux paramètres n’indiquait aucune corrélation 

significative (Figure 21, R2 = 0,0016, p = 0,47). 
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Figure 21 : Corrélation entre les concentrations sériques de cortisol et plasmatiques de 

dexaméthasone. 
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4.2.8. Estimation de l’intervalle de référence des concentrations plasmatiques 

résiduelles de dexaméthasone 

Afin de déterminer l’intervalle de référence des concentrations plasmatiques résiduelles de 

dexaméthasone, une série de valeurs aberrantes (n=11) a été exclue de l’analyse et des valeurs 

inférieures à la limite de quantification (n=13) étaient par défaut remplacées par la moitié de la 

valeur de cette limite (60). La répartition des concentrations de dexaméthasone dans la 

population étudiée a montré une distribution log-normale (Figure 22). Après transformation 

logarithmique les valeurs de dexaméthasone étaient normalement distribuées, test de Shapiro-

Wilk, W = 0,995, p = 0,531. Ce qui a permis d’obtenir l’intervalle des valeurs à 95% [0,90 – 6,49] 

ng/mL. 
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Figure 22 : Répartition de la concentration plasmatique résiduelle de dexaméthasone dans la 

population étudiée (bleu) et densité de probabilité (rouge) montrant une répartition log-

normale. 
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4.2.9. Corrélation entre concentrations plasmatiques résiduelles de 

dexaméthasone et résultat du test de freination 

Le test de freination à 1mg de dexaméthasone peut avoir un résultat négatif ou positif en 

l’absence de perturbation hormonale pathologique (faux négatifs/faux positifs). Afin d’expliquer 

l’issue d’un test de freination, les concentrations plasmatiques de dexaméthasone ont été 

utilisées comme critère prédictif pour trier les résultats du test de freination. L’analyse par courbe 

Receiver Operator Characteristic (ROC) montre que le dosage de la dexaméthasone n’est pas 

prédictif du résultat du test de freination (Figure 23, AUC = 0,53, p = 0,33). 
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Figure 23 : Courbe ROC de la relation entre le résultat du test de freination et des 

concentrations résiduelles plasmatiques de la dexaméthasone.  
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5. Discussion 

Au cours de ce travail nous avons développé une méthode de dosage de la dexaméthasone afin 

de l’appliquer sur une cohorte de patients ayant été soumis à un test de freination au CHU de 

Rouen. Cette méthode analytique a prouvé tous les critères de qualité et de performance 

nécessaires à son accréditation (selon les exigences de la norme ISO15189), ainsi qu’à son 

utilisation pour le diagnostic en routine clinique (53). Cette méthode de dosage présente une 

sensibilité analytique satisfaisante au regard des besoins en pratique clinique et des capacités de 

l’instrumentation actuellement disponible sur la plateforme de spectrométrie de masse du CHU 

de Rouen. En effet, la limite basse de quantification obtenue est en adéquation avec les 

concentrations cibles attendues. En plus de ses performances satisfaisantes, la méthode 

développée ici présente une excellente spécificité de par son mode de détection de l’analyte 

(spectrométrie de masse) et par l’absence maîtrisée d’interférences au temps de rétention de 

l’analyte. A l’heure actuelle, il n’existe pas de programme d’évaluation externe de la qualité (EEQ) 

pour le dosage de la dexaméthasone. Ainsi, cette évaluation devra impérativement être effectuée 

par le laboratoire de Pharmacologie du CHU de Rouen en organisant un échange inter laboratoire 

d’échantillons, avec des laboratoires partenaires proposant l’analyse.  

Avec la généralisation du test de freination de la sécrétion du cortisol par la dexaméthasone, 

depuis quelques années il est proposé de doser les concentrations plasmatiques de 

dexaméthasone parallèlement à celles du cortisol lors des tests de freination par 1mg de 

dexaméthasone. Cette information pourrait apporter un facteur pour expliquer l’absence de 

freination chez des patients avec un test négatif mais ne présentant pas de syndrome de Cushing. 

En effet, l’axe HHS est versatile et les concentrations hormonales peuvent varier aléatoirement 

au cours du temps (19). Le test de freination peut être positif ou négatif en l’absence de toute 

situation pathologique. De façon intéressante, les résultats de cette étude montrent l’absence de 

corrélation entre les concentrations plasmatiques de cortisol et de dexaméthasone ainsi que 

l’absence de pouvoir prédictif sur la positivité du test de freination par analyse ROC. Ces 

observations peuvent partiellement remettre en cause l’intérêt du suivi thérapeutique 

systématique de la dexaméthasone dans cette indication. Cependant, ce dosage permet 

d’attester de la bonne prise du médicament et de sa bonne absorption particulièrement dans les 

situations avec absence de freination. 
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Il existe par ailleurs une association significative entre le cortisol salivaire à minuit et l’issue du 

test de freination, or ce paramètre est corrélé à la concentration de cortisol libre au niveau 

systémique c'est-à-dire la fraction « active » de cortisol. Le cortisol salivaire à minuit est un des 

tests de première intention recommandé dans l’exploration du syndrome de Cushing au même 

titre que le test de freination par 1 mg de dexaméthasone (18). En parallèle, le cortisol libre 

urinaire n’a pas démontré de différence significative entre les deux groupes de patients ayant eu 

un test de freination. L’étude des performances groupées de ces trois tests dans une régression 

logistique, pourrait permettre d’obtenir un critère satisfaisant de diagnostic et éviter les 

explorations supplémentaires.  

Dans certains cas, les cliniciens utilisent les seuils décrits précédemment par certains auteurs à 2 

ng/mL voir de 1,3 ng/mL pour expliquer une freination insuffisante de la sécrétion de cortisol à 

8h (38,39). Ce travail montre que l’intervalle de référence, permettant d’assurer une freination 

efficace chez 95% des patients, est relativement large avec des valeurs allant de 0,90 ng/mL, soit 

encore inférieure aux conclusions précédentes de la littérature, à plus de 6 ng/mL. Ces différences 

observées entre nos résultats et ceux des auteurs cités peuvent s’expliquer par des approches 

analytiques différentes. En effet, la LC-MS/MS apporte une meilleure spécificité par rapport à des 

approches telles que la radio-immuno analyse qui a été utilisée dans les études précédentes, par 

Meikle et al. et Asvold et al. (38,61). Notamment avec la RIA, le métabolite principal de la 

dexaméthasone, la 6-β-OH-dexaméthasone et les corticoïdes présentent un risque de réactivité 

croisée pouvant conduire à une surestimation des valeurs de concentration de la dexaméthasone 

(62).  

L’intervalle de référence trouvé ici pour les valeurs de dexaméthasone revoit donc à la baisse la 

limite inférieure de valeur normale de concentration en dexaméthasone, probablement en lien 

avec une augmentation des spécificités des méthodes. Par conséquent les résultats antérieurs 

pourraient s’expliquer par un défaut de performance des méthodes décrites précédemment pour 

le dosage de la dexaméthasone, et ne différenciant pas systématiquement ses métabolites et les 

autres hormones stéroïdes de structure très similaire. 

Nos résultats sont en accord avec l’observation faite au cours d’une étude pharmacocinétique 

par Loew et al. en 1986 et montrent l’absence de corrélation entre les concentrations en 
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dexaméthasone et celles de cortisol. De plus, Wiedemann et al. ont rejeté l’hypothèse qu’une 

concentration diminuée en dexaméthasone plasmatique au moment du prélèvement 

conventionnel de cortisol pouvait impacter sur une suppression insuffisante du cortisol. Ils ont au 

contraire suggéré que la coexistence de faibles concentrations de dexaméthasone avec une 

absence de freination serait cohérente avec une altération neuroendocrine sous-jacente (63). En 

effet, dans les 12 heures suivant l’administration d’une dose entre 0,5 et 3 mg de dexaméthasone, 

la sécrétion de cortisol endogène est modifiée de manière indépendante de la dose chez les 

patients sains (64). Lorsqu’un test de freination est positif, il peut être nécessaire de pratiquer 

des explorations complémentaires avec des protocoles de freination à dose plus importante de 

dexaméthasone et sur des durées plus longues, 2 mg/48h voire 8 mg/48h par exemple. Les 

résultats présentés au cours de ce travail indiquent l’absence de corrélation claire entre 

l’exposition au traitement par dexaméthasone et sa pharmacodynamie lors d’une prise unique, 

ce qui donne un intérêt supplémentaire aux pratiques d’explorations complémentaires à doses 

accrues. 

Par ailleurs, le pic de dexaméthasone (Tmax) est retrouvé à 2h après la prise et le pic de 

suppression du cortisol après 10 heures ce qui correspond environ aux temps de prélèvement 

pratiqués ici (64). L’ensemble de ces arguments est suggestif de ne pas effectuer le dosage de la 

dexaméthasone post test de freination aux seules fins d’expliquer un échec de freination de la 

sécrétion du cortisol. 

La liaison de la dexaméthasone aux protéines fait intervenir presque exclusivement (84%) 

l’albumine (65). Les variations de concentration d’albumine sont fréquentes dans la population. 

Cette concentration est diminuée dans diverses conditions pathologiques, y compris le syndrome 

de Cushing et ce, en lien avec l’hyper catabolisme (66). En conséquence, la fraction libre est 

augmentée et le volume de distribution est diminué ce qui entraîne une augmentation de l’effet 

pharmacologique et peut être à l’origine d’un test faussement positif. 

Des cas de faux positifs ou faux négatifs peuvent être observés dans diverses situations 

comprenant, les femmes sous hormonothérapie substitutive (ce qui affecte les niveaux de cortisol 

binding globulin et de sex binding globulin), les patients présentant une malabsorption, une non 

observance ou encore des thérapies induisant l’expression du CYP3A4 (67). Les insuffisances 
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rénales et hépatiques provoquent plutôt des faux négatifs par baisse de la clairance de la 

dexaméthasone (68). L’évaluation physiopathologique de l’axe HHS chez les patients est difficile 

de par la complexité, les fonctions et interactions réciproques parmi les différents organes du 

système (69).  

Parmi les variations interindividuelles possibles des concentrations de dexaméthasone, la 

pharmacogénétique peut permettre d’en expliquer une partie. Song et al. ont montré que 

certaines mutations dans le GR pouvait directement ou indirectement affecter la liaison avec les 

glucocorticoïdes, y compris ceux de synthèse comme la dexaméthasone (70). Une résistance à la 

dexaméthasone et un test de freination faussement négatif sont attendus chez les patients 

présentant une mutation diminuant l’affinité des glucocorticoïdes pour le GR. 

D’après Meikle et al. la mesure des concentrations de dexaméthasone devrait être une procédure 

standard pour l’interprétation du test de freination pour les patients qui ont présenté un test 

positif (61). Cependant ce dosage ne montre dans ce travail qu’une utilité pour justifier de 

l’observance de la prise de Dectancyl® ou bien mettre en lumière un problème d’absorption 

intestinale de la dexaméthasone. 

Lors du processus d’analyse des données, les données statistiquement aberrantes ont été 

écartées. L’écart des valeurs aberrantes lors d’une étude est un procédé classique mais dans le 

cas présent celles-ci pourraient être intéressantes à étudier de manière isolée. Les réactions 

inattendues et les valeurs sortant de la distribution habituelle sont autant d’indicateurs pouvant 

faire évoquer une condition ou une mutation particulière reliée au métabolisme de la 

dexaméthasone. Cela pourrait permettre d’identifier des mutations génétiques ou des conditions 

particulières provoquant une élévation extrême des concentrations en dexaméthasone.  

Par ailleurs, une des limites de notre étude, et inhérente à toute étude rétrospective, concerne 

les données manquantes. En effet pour certains paramètres étudiés comme le CLU ou le cortisol 

salivaire à minuit, un nombre important de valeurs n’ont pu être recueillies car non réalisées 

systématiquement. L’absence de ces données peut évidemment conduire à un biais dans 

l’interprétation des résultats. 
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La technique de dosage du cortisol a été différente sur l’ensemble de la population, de légères 

variations des concentrations (moyenne du biais = 8%) ont été observées lors de la comparaison 

de méthode, ce qui est inévitable à tout changement de trousse analytique. Cela constitue une 

source de biais qui pourrait avoir un impact sur la significativité des résultats obtenus ici.  

Les interférences sont courantes dans l’analyse de milieux biologiques. Dans le but d’augmenter 

encore la spécificité de la méthode, il pourrait être avantageux de recourir à une technologie de 

mobilité ionique au sein du spectromètre de masse. En effet celle-ci permet de séparer les 

différents isomères isobariques (de même poids moléculaire), et sauf phase stationnaire 

particulière, la chromatographie est incapable d’y parvenir (71). La bétaméthasone en est un 

exemple cité dans ce travail mais d’autres composés inconnus sont susceptibles d’avoir le même 

effet.  

Le métabolisme du cortisol peut être très variable suivant les patients. Les facteurs affectant sa 

demi-vie sont aussi bien l’âge, le sexe, ou les conditions pathologiques comme l’obésité, 

l’insuffisance rénale ou l’insuffisance hépatique. L’axe HHS est là pour palier à ces différences et 

maintenir un niveau physiologique. Cependant, lors de l’allongement de la demi-vie du cortisol, 

le délai suivant le rétrocontrôle négatif provoqué par la dexaméthasone pourrait ne pas suffire à 

réduire la concentration en cortisol sérique sous le seuil défini actuellement pour le test de 

freination. 

Enfin la dexaméthasone avait été choisie initialement car elle ne présentait que peu de réactions 

croisées dans le dosage des glucocorticoïdes. Ces arguments sont aujourd’hui relativement 

désuets compte tenu du développement progressif de méthodes hautement spécifiques par 

spectrométrie de masse. Il serait intéressant à l’avenir de tester les performances d’autres 

molécules écartées lors du développement du test de freination.  
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6. Conclusion 

Au cours de ce travail nous avons développé et validé une méthode de dosage de la 

dexaméthasone selon les exigences d’assurance qualité en vigueur (norme NF ISO 15189 et 

référentiels internationaux de l’EMA et la FDA). Les performances testées comprenaient 

notamment, la spécificité analytique, la linéarité, la répétabilité, la fidélité intermédiaire, l’effet 

matrice ainsi que la stabilité des analytes dans les conditions opératoires fixées par le laboratoire. 

L’intervalle de mesure de la méthode, qui s’étend de 0,5 à 10 ng/mL apparaît satisfaisant pour 

répondre aux besoins des tests de freination. L’application de cette méthode de dosage sur une 

cohorte de 318 patients admis au CHU de Rouen, nous a permis d’établir un intervalle (IC 95%) 

de valeurs usuelles des concentrations allant de 0,90 à 6,49 ng/mL.  

Le recueil systématique de plusieurs covariables, telles que la concentration sérique en cortisol, 

le cortisol libre urinaire et cortisol salivaire à minuit a été utilisé pour étudier les relations avec le 

résultat du test de freination. Les concentrations en cortisol à H+9 heures suivant la prise de 1mg 

de dexaméthasone ont été mises en corrélation avec celles de dexaméthasone mais aucun lien 

statistiquement significatif n’a pu être établi. Ce résultat suggère l’absence de relation entre le 

niveau de freination de la sécrétion du cortisol et l’exposition à la dexaméthasone, dès lors que 

celle-ci est détectable par la méthode de dosage HPLC-MS/MS. Ainsi, sous réserve des biais 

évoqués précédemment et particulièrement liés à l’aspect rétrospectif de ce travail, il apparaît 

que la concentration résiduelle de dexaméthasone lors d’un test de freination n’est pas corrélée 

au résultat de celui-ci. Cependant, les résultats de cette étude suggèrent que le suivi 

thérapeutique de la dexaméthasone apparaît indispensable au cours des tests de freination pour 

attester de la prise effective du médicament et évaluer un défaut d’exposition lié à des problèmes 

d’absorption digestive, d’éventuelles interactions médicamenteuses, une posologie insuffisante 

ou une perturbation d’exposition liée à des facteurs pharmacogénétiques. Ainsi, le suivi 

thérapeutique pharmacologique de la dexaméthasone au cours des tests de freination de la 

sécrétion du cortisol participe à une meilleure compréhension du test de freination et devrait 

contribuer à l’amélioration du diagnostic précoce des patients suspectés de syndrome de 

Cushing. 
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Apports du suivi thérapeutique pharmacologique de la dexaméthasone dans les 
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_______________________________________________________________________________ 

RESUME 

Le syndrome de Cushing est défini comme une hypersécrétion chronique du principal glucocorticoïde 

endogène, le cortisol, par les glandes surrénales. Afin d’explorer une hypersécrétion de cortisol, le test de 

freination par 1mg de dexaméthasone (DXM) est effectué dans le but de provoquer un rétrocontrôle 

négatif sur la sécrétion de cortisol. Cependant, le résultat de ce test donne régulièrement lieu à des cas 

de faux positif ou de faux négatifs. Il a donc été proposé de mesurer les concentrations résiduelles de DXM 

afin d’expliquer l’absence de freination dans ces situations. Au cours de cette étude nous avons développé 

et validé une méthode de dosage de la DXM en HPLC-MS/MS conformément aux exigences 

internationales et à la norme d’accréditation NF EN ISO 15189. Nous avons appliqué cette méthode de 

dosage à une série de 318 patients admis en endocrinologie au CHU de Rouen afin d’évaluer la relation 

existant entre l’exposition à la DXM et le niveau de freination de la sécrétion du cortisol. Le domaine de 

mesure de cette méthode de dosage s’étend de 0,50 à 10 ng/mL. L’intervalle des valeurs usuelles des 

concentrations de DXM à H+9 heures était de 0,90–6,49 ng/mL. Sur les 318 patients étudiés, 199 

présentaient un test de freination négatif (cortisol<50 nmol/L) et 119 présentaient un test de freination 

positif (cortisol>50 nmol/L). Les concentrations sériques du cortisol à 8h lors d’un test de freination 

n’étaient pas corrélées à celles de DXM. L’analyse par courbe ROC indiquait l’absence de valeur prédictive 

des concentrations de DXM pour évaluer le résultat du test de freination (AUC=0,53, p=0,33). Néanmoins, 

le suivi thérapeutique pharmacologique systématisé de la DXM à H+9 heures au cours des tests de 

freination apparaît indispensable pour attester de la prise effective du médicament et évaluer un défaut 

d’exposition lié à des problèmes d’absorption digestive, d’éventuelles interactions médicamenteuses, une 

posologie insuffisante ou une perturbation d’exposition liée à des facteurs pharmacogénétiques.  
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