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Introduction 

Mes travaux de thèse se sont articulés autour du projet de développer des méthodes 

innovantes de LC-MS/MS (chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en 

tandem) pour des applications de toxicologie clinique. 

Ma thèse a été effectuée dans le cadre d’une Convention Industrielle de Formation par la 

Recherche (CIFRE) unissant la société Shimadzu et le service de Pharmacologie, 

Toxicologie et Pharmacovigilance (PTP) du CHU de Limoges.  

La société Shimadzu est un fournisseur mondial d’instruments analytiques tels que des 

systèmes de chromatographie en phase liquide et en phase gazeuse, des spectromètres de 

masse etc. Dans le cadre de ce partenariat, un système LC-MS/MS (LCMS 8060) puis un 

préparateur d’échantillons totalement automatisé (CLAM-2000) ont été confiés au service 

PTP. 

 

La plupart de mes travaux ont consisté à développer des méthodes de screening avec ou 
sans préparation automatisée des échantillons. Historiquement, un screening est une 
recherche sans a priori de médicaments ou de toxiques d’intérêt (xénobiotiques). Les termes 
« recherche large de xénobiotiques » ou « general unknown screening », ou encore de 
« criblage toxicologique » sont également employés. 
Dans de nombreux contextes, il s’agit de la première analyse effectuée chez un patient, 
lorsque la nature ou la présence même de médicaments ou de toxiques est totalement 
inconnue (intoxication présumée d’origine médicamenteuse ou toxique, recherche des 
causes de la mort, analyse d’une poudre ou d’une boisson de nature inconnue…). 
Le plus souvent, le screening précède la mise en œuvre d’analyses plus spécifiques. 
Schématiquement, le screening recherche et met en évidence des composés qui sont 
ensuite dosés par une méthode quantitative spécifique. Ceci augmente indubitablement le 
délai de rendu de résultats. Dans ce contexte, il est donc intéressant de développer une 
méthode de screening permettant non seulement de pouvoir identifier les composés 
présents dans un échantillon, mais de pouvoir également estimer si ces derniers sont 
présents à des concentrations thérapeutiques ou toxiques, et donc d’adapter rapidement la 
prise en charge du patient. Une partie de mes travaux à consister à mettre au point une telle 
méthode de screening. 
 
La préparation des échantillons est une étape majeure pour une méthode de screening. 
Deux aspects, au moins sont importants : sa rapidité de mise en œuvre et sa capacité à 
extraire efficacement le panel le plus large possible de xénobiotiques. Il n’existe pas 
d’extraction universelle pour une méthode de screening et la littérature rapporte l’utilisation 
de simples dilutions des échantillons, de précipitations de protéines, d’extractions en phase 
solide, d’extractions liquide/liquide ou d’extractions par des sels. Si elles peuvent être 
efficaces une fois optimisées, toutes ces approches requièrent de multiples étapes 
manuelles. Quelques solutions en partie automatisées ont été proposées, mais aucune ne 
permettant de concrètement supprimer toute intervention humaine. C’est dans ce contexte 
qu’a été développé l’automate CLAM 2000 que nous avons utilisé, à la fois pour des 
méthodes de screening et pour une méthode de diagnostic de déficience enzymatique. 
 
Dans une première partie, ce manuscrit propose de discuter de la place actuelle du 
screening en toxicologie clinique, médicolégale ou professionnelle. Quelques notions 
essentielles de spectrométrie de masse et notamment les modes d’acquisition spectrale les 
plus utiles pour les méthodes de screening y sont également abordés. 
La partie consacrée à mes travaux personnels rapporte dans un premier temps la stratégie 
globale utilisée pour développer différentes méthodes de screening à la fois qualitatives et 
quantitatives ainsi que différentes méthodes d’extraction automatisées ou non. Chacune des 
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méthodes développées ont ensuite été évaluées afin de trouver le meilleur compromis 
possible pour une méthode de screening quantitative et automatisée pour des applications 
en toxicologie. Les résultats sont présentés dans la seconde partie de mes travaux 
personnels. 
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Partie 1 : Spectrométrie de masse et screening, préparation 

automatisée des échantillons par le CLAM-2000 

 

I) Spectrométrie de masse 

1) Introduction 

 

a) Définition 

 

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse permettant de détecter et d’identifier 

les molécules d’intérêt en fonction de leur masse.  

 

b) Principe 

 

La première étape consiste à ioniser les molécules présentes dans l’échantillon à analyser. 

Les molécules sont ensuite séparées en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z) par 

un analyseur avant d’arriver au détecteur.   

 

c) Intérêt 

 

Le spectromètre de masse est un détecteur sensible et facile à coupler à des méthodes 

séparatives telles que l’HPLC. L’utilisation croissante des spectromètres de masse en 

tandem (présence de plusieurs analyseurs) a permis de gagner en sensibilité et en 

spécificité. 

 

 

2) Mode d’ionisation, analyseur et détecteur choisis pour le développement du 

screening 

 

a) Mode d’ionisation : l’Electrospray (ESI) 

 

A la sortie de la colonne de chromatographie, l’échantillon à analyser est conduit par un 

capillaire dans une aiguille d’ESI qui se situe dans la chambre d’ionisation. Une tension 

électrique (±1 à ±5 kV) est appliquée sur cette aiguille ce qui provoque une accumulation de 

charges dans le liquide de l’échantillon.  

La tension électrique est obtenue en appliquant une forte différence de potentiel entre 

l’aiguille et une contre électrode (tension d’orifice). Cette différence de potentiel est positive 

si l’on veut étudier les ions positifs (ESI +) et négative (ESI -) si l’on veut étudier les ions 

négatifs. 

Un gaz de nébulisation est soufflé autour du tube capillaire, vaporisant ainsi l’échantillon et 

générant de fines gouttelettes chargées en électricité statique de la même polarité que la 

tension appliquée. Sous l’action d’un gaz sec le solvant contenu dans les gouttelettes 

s’évapore progressivement. La densité de charges à la surface des gouttelettes augmente 

jusqu’à un point (appelé la limite de Rayleigh) où les forces de répulsion électrostatiques 

deviennent plus importantes que la tension de surface. Les gouttelettes explosent alors en 
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gouttelettes plus petites. Ce processus se répète jusqu’à obtenir de très fines petites 

gouttelettes et en fin de compte des ions sont expulsés dans la phase vapeur. Cette étape 

est appelée « vaporisation des ions ». 

Les ions sont ensuite focalisés par un système de lentilles afin de faciliter leur entrée dans 

l’analyseur (1). Le principe de fonctionnement de l’ESI est schématisé dans la figure 1. 

 

L’intérêt de l’ESI est qu’elle permet de produire des ions pseudo-moléculaires à de faibles 

tensions d’orifice (ex : M+H ou M-H avec M la masse de la molécule). Le fait de visualiser les 

ions pseudo-moléculaires est une information importante pour l’identification d’une molécule 

car celle-ci est intacte. A de plus fortes tensions d’orifice il devient impossible de visualiser 

les ions pseudo-moléculaires, la fragmentation augmentant avec la tension d’orifice. 

 

 

Figure 1 : Principe d’une ESI 

Adduits possibles en ESI + (exemple d’une molécule de masse M 339,2) : 

Proton [M+H]+ 340,2 Δm/z = +1 

Sodium [M+Na]+ 362,2 Δm/z = +23 

Potassium [M+K]+ 378,2 Δm/z = +39 

Ammonium [M+NH4]+ 357,2 Δm/z = +18 

Eau [M+H+H2O]+ 358,2 Δm/z = +19 

Méthanol [M+H+CH3OH]+ 372,2 Δm/z = +33 

Acétonitrile [M+H+CH3CN]+ 381,2 Δm/z = +42 

 
 

Adduits possibles en ESI – (exemple d’une molécule de masse M 139.0) : 

Déprotoné [M-H]- 138,0 Δm/z = -1 

Formiate [M+COO]- 184,0 Δm/z = +45 

Acétate [M+CH3COO]- 198,0 Δm/z =+59 

 

Des molécules ne possédant que des carbones et des protons (= molécules apolaires) vont 

être très difficilement ionisables par cette technique. C’est pourquoi l’ESI est surtout, 

théoriquement, applicable aux molécules polaires. Cependant, l’expérience montre que la 
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source ESI est une source universelle permettant l’ionisation d’un très large panel de 

molécules 

 

b) Type d’analyseur : quadripôle 

 

Un quadripôle est composé de quatre électrodes parallèles et cylindriques. Ces quatre 

électrodes sont associées électriquement deux par deux. Les électrodes opposées sont 

portées au même potentiel électrique tandis que les électrodes adjacentes ont un potentiel 

électrique opposé. 

Une paire d’électrode est donc soumise au potentiel électrique Φ0 tandis que l’autre paire est 

soumise au potentiel électrique - Φ0 (cf. figure 2). 

 

Φ0 est de la forme U – V.cos(ωt) avec : 

- U la tension continue 

- V la tension alternative 

- ω la fréquence 

- t le temps 

 

Lorsque les ions entrent dans l’analyseur, ils sont soumis aux forces U et V qui leur 

communiquent une trajectoire oscillante. Ces trajectoires oscillantes obéissent aux équations 

de Matthieu. La résolution des équations de Matthieu montre que seuls les ions ayant une 

valeur de m/z comprise dans un certain intervalle possèdent une trajectoire stable. Ils 

peuvent donc traverser l’analyseur et arriver au détecteur pendant que les autres ions 

entrent en collision avec les électrodes ou sortent du système. En faisant varier les tensions 

U et V, cet intervalle de valeur varie aussi (1). 

 

 

Figure 2 : Principe d’un analyseur quadripolaire 

Très schématiquement, le quadripôle peut être utilisé de deux manières différentes. Soit on 

balaye les tensions U et V de 0 aux valeurs maximales pour trier les ions par ordre croissant 

des valeurs m/z ; cette approche est utilisée pour des applications qualitatives de type full 

scan (spectre complet). Soit on règle ses tensions de manière à ne laisser passer qu’un seul 

ion (= mode SIM) ; cette dernière approche est utilisée en application quantitative. 

 

c) Le détecteur 

 

Le détecteur se compose d’une dynode de conversion et d’un multiplicateur d’électrons.  

Les ions qui ont traversé le quadripôle entrent en collision avec l’électrode de la dynode de 

conversion. Cette collision libère des électrons qui sont ensuite amplifiés par le multiplicateur 

d’électrons, puis qui sont comptés. Le signal ionique est alors converti en signal électrique. 
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Les résultats sont représentés sous forme d’un spectre de masse représentant l’intensité des 

ions formés en fonction de leur rapport m/z (1). 

 

3) Le spectromètre de masse de type triple quadripôle 

 

a) Organisation 

 

Le spectromètre de masse en tandem utilisé pour nos travaux est de type triple quadripôle. 

Son organisation est représentée dans la figure 3 ci-dessous : 

 

Figure 3 : organisation du spectromètre de masse 8060 

 

Un triple quadripôle résulte de l’association de deux analyseurs quadripolaires en série, 

séparés par une cellule de collision. La cellule de collision est aussi un quadripôle. Cette 

organisation permet de travailler en spectrométrie de masse simple MS ou en tandem 

MS/MS (1). 

En spectrométrie de masse simple, les ions produits dans la source sont « seulement » 

séparés par le premier analyseur (Q1) avant d’arriver au détecteur. Ils ne sont pas 

fragmentés. 

La spectrométrie de masse en tandem consiste à sélectionner des ions  en Q1. Ces ions 

sont appelés ions précurseurs. Ils entrent en collision avec un gaz inerte dans la cellule de 

collision afin de générer des ions fragments. Concrètement, ils « percutent » le gaz avec une 

certaine énergie de collision (CE) qu’on peut faire varier selon les besoins. L’analyse des 

ions fragments dans le troisième quadripôle (Q3) permet d’obtenir, par filiation, des 

informations sur la structure des ions précurseurs. 

 

En fonction des informations recherchées, les quadripôles peuvent donc être réglés selon 

différents modes d’analyses. 

 

b) Modes d’analyses en spectrométrie de masse simple 

b.1) Mode scan 

 

Dans ce mode d’acquisition, un balayage d’une plage de masse est réalisé à intervalles de 

temps fixes (ex : balayage de m/z 100 à 600 toutes les 1s). Le quadripôle ne joue pas à 

proprement parler un rôle de filtre : il « laisse passer » tous les ions produits dans la source 

compris dans la plage de mesure. On analyse donc un ensemble de rapports m/z comme 

illustré sur la figure 4. Cette approche est principalement utilisée pour l’analyse qualitative. 
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Figure 4 : mode scan 

 

b.2) Mode Single ion monitoring (SIM) 

 

Les tensions U et V sont réglées de manière à ne laisser passer qu’un seul rapport m/z 

comme illustré sur la figure 5. En comparaison avec le mode scan, le mode SIM permet une 

analyse à sensibilité élevée sans perte de temps due à la détection d’ions ayant des masses 

non requises. Le mode SIM est donc généralement utilisé pour des approches quantitatives. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : mode SIM 

 

c)  Principaux modes d’analyses en spectrométrie de masse en tandem 

c.1) Product ion scan (PIS)  

 

Ce mode consiste à sélectionner un ion spécifique dans le premier quadripôle (= mode SIM) 

puis à le fractionner dans la cellule de collision. Les ions fils sont ensuite analysés dans le 

3ème quadripôle en mode scan comme illustré dans la  figure 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : mode Product Ion Scan 
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c.2) Multiple Reaction Monitoring (MRM) 

 

Ce mode consiste à sélectionner un ion spécifique en Q1 (=mode SIM) puis à le fragmenter 

dans la cellule de collision. Un seul ion fils est analysé en Q3. Son principe est schématisé 

dans la figure 7. Etant donné la double sélection en Q1 et Q3 ce mode est particulièrement 

adapté à une analyse quantitative. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Mode Multiple Reaction Monitoring (MRM) 

 

Lors du développement et de la mise en œuvre de méthodes de screening, ces modes 

d’analyses peuvent être combinés de différentes manières, créant ainsi différentes méthodes 

d’acquisition. Afin d’en faciliter la compréhension et de mieux les illustrer, les méthodes 

d’acquisition que nous avons développées sont présentées en détail dans les travaux 

personnels. 
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II) Screening 

1) Introduction 

 

Le procès de Marie Blandy à Oxford en Mars 1752 pour l’assassinat de son père est le 

premier usage déclaré de tests chimiques pour détecter un poison, en l’occurrence, l’arsenic, 

dans un procès criminel. Depuis cette époque, l’importance des tests chimiques pour 

confirmer une suspicion d’intoxication a été évidente. D’abord peu spécifiques (identification 

basée sur l’odorat, etc…), ces tests se sont développés de manière fulgurante. 

Par exemple, Marsh a été le premier à développer un test spécifique pour détecter l’arsenic 

basé sur une réaction chimique. Des méthodes spectrophotométriques sont apparues 

permettant de doser le monoxyde de carbone ou l’éthanol, puis des méthodes 

colorimétriques pour mettre en évidence les barbituriques. Et ainsi de suite. 

 

Si ces tests peuvent être très utiles dans un cadre médico-légal (recherche des causes de la 

mort, suspicion d’une soumission chimique...),  ils le sont aussi dans les cas d’urgence 

toxicologique. Lors d’une suspicion d’intoxication et notamment lorsqu’un patient est 

inconscient, il est primordial d’identifier le plus rapidement possible le toxique mis en cause 

afin de mettre en place le traitement le plus adapté. 

 

Actuellement, il existe des méthodes de dépistage permettant une orientation de diagnostic 

rapide : colorimétrie (carbamates, paraquat), photométrie (lithium) et enzymatique (éthanol, 

cholinestérases,….). Leur principal défaut est leur manque de spécificité.  

Il existe également des techniques immunochimiques permettant un diagnostic de classe 
(benzodiazépines, antidépresseurs tricycliques,….), voire de quantifier des médicaments à 
risque toxique important (paracétamol, digoxine, méthotrexate,….) (2). 
A ces méthodes viennent s’ajouter les approches chromatographiques (GC et LC), 

associées à des détecteurs UV à barrette de diodes ou à la spectrométrie de masse, 

permettant de rechercher et quantifier tel ou tel composé toxique. 

 

Pour compléter ces méthodes, il est important de disposer d’autres techniques sensibles et 

spécifiques, recherchant le plus grand nombre possible de toxiques de manière ciblée ou 

non ciblée, afin d’être le plus exhaustif possible. Les méthodes de screening (ou criblage 

toxicologique) ont été créées de manière à répondre à ces critères. 

Elles ont été tout d’abord développées en chromatographie liquide couplée à un détecteur à 

barrette de diode (LC-DAD) et en chromatographie gazeuse couplée à un spectromètre de 

masse (GC-MS) dans les années 1970-80. La chromatographie liquide couplée à un 

spectromètre de masse simple ou en tandem (LC-MS/MS) est apparue un peu plus 

tardivement, dans les années 1990. 
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2) LC-DAD 

 

Les détecteurs à barrette de diodes permettent l’acquisition de spectres ultraviolets (UV) et 
visibles (sur plusieurs longueurs d’ondes à la fois) au cours du processus 
chromatographique. Un temps de rétention et un spectre UV spécifiques sont obtenus pour 
chaque molécule et permettent l’identification de cette dernière (par comparaison des 
résultats obtenus avec une bibliothèque de référence) (3). La combinaison de ces deux 
paramètres a permis à l’époque d’augmenter de manière notable la fiabilité des méthodes 
HPLC. 
Ces détecteurs permettent une analyse rapide et la préparation des échantillons est simple. 

Par rapport à la GC-MS développé à la même époque, le prix de la LC-DAD n’était pas 

excessif et était donc plus accessible. 

 

Les principales faiblesses de la LC-DAD sont : (i) beaucoup de molécules absorbent peu ou 

pas dans l’UV ; (ii) beaucoup de molécules peuvent présenter un spectre peu spécifique 

(maximum d’absorption à 210 nm) ; (iii) des molécules peuvent avoir des spectres UV et des 

temps de rétention proches, notamment au sein d’une même famille. La LC-DAD est donc 

une méthode qui peut manquer de spécificité et d’universalité. 

La co-élution de deux (ou plus) composés peut être également une source d’erreur. Les 

interférences entre les deux composés peuvent mimer le spectre UV d’un composé connu 

ou être à l’origine d’un spectre UV sans aucune correspondance dans la bibliothèque de 

référence. Avant d’effectuer la recherche en librairie, il est donc primordial de vérifier la 

pureté du pic d’intérêt afin d’éviter toute conclusion erronée (4). 

Il existe une variabilité inter-système pour les détecteurs à barrette de diodes c'est-à-dire 
qu’une bibliothèque créée sur un système ne peut pas directement être transposée à un 
autre. Logiquement, il est donc nécessaire pour chaque utilisateur de développer sa propre 
bibliothèque de référence (5). 
 

3) GC-MS 

 

Le couplage de la GC avec un spectromètre de masse permet d’obtenir un temps de 

rétention et un spectre de masse pour chaque molécule. Ces informations sont utilisées pour 

l’identification, comme en LC-DAD. Les spectres de masse obtenus sont très riches en 

information et donc, théoriquement, très spécifiques pour chaque molécule. Surtout, le type 

d’ionisation utilisé (impact électronique) produit des spectres extrêmement reproductibles. 

Les bibliothèques de référence peuvent donc être transposées d’un appareil à un autre. 

Ainsi, il existe quelques bibliothèques comprenant des milliers de spectres, vendues à 

travers le monde (Maurer, Pflegger…). Dans les années 1990, la CG-MS est rapidement 

devenue la technique de référence (ou gold standard) en matière de screening, devant la 

LC-DAD. 

En GC, les composés sont soumis à des températures importantes afin de permettre leur 

évaporation et leur entraînement par la phase gazeuse.  La limite majeure de la GC donc 

d’être principalement adaptée aux composés volatiles (généralement molécules < 500 Da), 

non thermosensibles et plutôt apolaires. 

Il est toutefois possible de dériver certaines molécules (méthylation, acétylation,…) afin 

d’abaisser leurs points d’ébullition et de les rendre plus volatiles. Cependant cette technique 

est consommatrice de temps (et d’argent !) et nécessite du personnel qualifié. La présence 

des composés dérivés et des nombreux artefacts inhérents à la technique peut compliquer 
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l’identification des composés. Bien entendu, les problèmes de co-élution de composés sont 

également présents (6). 

 

4) LC-MS 

 

La LC-MS s’est développée dans les années 1990, lorsque de nouveaux types d’ionisation 
en spectrométrie de masse ont été commercialisés : l’ESI (Electrospray) et l’APCI 
(Atmospheric Pressure Chemical Ionization). Ces nouvelles techniques ont permis 
d’augmenter la sensibilité de la LC jusqu’à égaler celle de la GC (7).  Puis, l’utilisation de la 
spectrométrie de masse, cette fois-ci « en tandem », a permis d’augmenter la richesse des 
informations (ex : obtention de transitions ion parent > ion fils) et donc d’augmenter la 
spécificité. 
 

Le principal objectif de l’association de LC avec un spectromètre de masse simple, puis en 

tandem, a été de pouvoir détecter des composés non analysables jusqu’alors par GC-MS. Il 

est cependant rapidement apparu qu’elle permettait de détecter un très large panel de 

molécules que ce soit en termes de polarité, de poids moléculaire ou de stabilité thermique. 

La préparation des échantillons ne nécessite pas de techniques de dérivation et se montre 
donc plus simple et plus rapide qu’en GC-MS. Le temps d’analyse est également plus court 
(8). 
 

Cependant, pour les premières générations d’appareils, il est apparu que la fragmentation 
obtenue en LC-MS/MS était bien moins reproductible qu’en GC-MS. ; celle-ci variant de 
manière non négligeable entre deux instruments notamment pour l’abondance relative des 
ions (9). D’autre part, un composé présent dans l’échantillon peut diminuer l’efficacité de 
l’ionisation vis-à-vis d’autres composés. Les termes « effet de matrice » ou « suppression 
ionique » sont employés pour qualifier cet événement. Ce dernier peut grandement perturber 
les analyses et doit obligatoirement être évalué lors de l’étape de validation (10). 
 

5) Comparaison LC-DAD/GC-MS/LC-MS/MS 

 

 LC-DAD GC-MS LC-MS/MS 

Molécules 
détectées 

Absorbant dans l’UV 
Généralement < 500 
Da, modérément ou 
totalement apolaire 

Large gamme de 
molécules (polarité,  
masses moléculaire) 

Reproductible Non Oui Non 

Préparation des 
échantillons 

Simple 
Contraignante 

(dérivation) 
Simple 

Spécificité + ++ ++ 

Tableau 1 : résumé des différentes caractéristiques des méthodes de screening 

Chaque méthode de screening a ses avantages et ses inconvénients (voir tableau 1) et il est 

possible qu’une famille de molécules ne soit détectée que par une seule de ces méthodes. 

A titre d’exemple, le travail de Saint-Marcoux et al. (11) (cf. figure 16) illustre ce cas de 

figure : 51 échantillons de sérum ont été analysés par les trois techniques de screening. Sur 

80 molécules, 8,3 % n’étaient détectées qu’en LC-MS, 9,5 % en HPLC-DAD et 8,3 % en GC-

MS. 
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Figure 8 : pourcentage des molécules détectées par une, deux ou les trois méthodes de screening 

Ainsi, la méthode « parfaite » permettant de détecter tous les xénobiotiques existant avec 

une spécificité et sensibilité « infaillibles » n’existe pas. C’est pourquoi il est souvent 

intéressant de combiner les méthodes afin de combler les lacunes et d’éviter de rendre à tort 

un faux négatif. Toutefois, la LC-MS/MS tend actuellement à devenir la référence en matière 

de screening. 

 

6) Expérience de Limoges pour le screening LC-MS 

 

Après avoir travaillé dès la fin des années 1980 sur des méthodes de screening par LC-

DAD, le CHU de Limoges a développé différentes méthodes de screening par LC-MS depuis 

la fin des années 1990.  

 

La première méthode de screening a été mise en place avec un système de LC-MS, c’est-à-

dire un simple quadripole (12). La méthode reposait sur une extraction en phase solide 

(Solid Phase extraction ; SPE) avec des cartouches Oasis HLB (Société Waters), une 

séparation à l’aide d’une colonne Nucleosid C18, 5 µm (150x1-mm i-d) (LC-Packings) et un 

couplage à un spectromètre de masse API 100 (Sciex). Cette méthode a ensuite été 

optimisée en développant une extraction par cartouches Oasis MCX (Waters) et séparation 

dans une colonne XTerra MS C18, 3,5 µm (150x2,1 mm) (11). Cette méthode consistait en 

un full scan (de 100 à 1100 uma) avec une boucle d’acquisition comprenant les deux modes 

d’ionisation (positif et négatif) avec, pour chacun, 2 voltages différents de CID (Collision-

Indused Dissociation) dans la source. Ces 2 voltages (20V et 80V) permettaient d’obtenir un 

spectre contenant l’ion pseudo-moléculaire (faible fragmentation à 20V) et un spectre 

contenant de nombreux fragments (forte fragmentation à 80V). Les deux spectres obtenus 

étaient ensuite combinés pour obtenir un spectre « hybride » contenant à la fois les 

fragments et l’ion pseudo-moléculaire. Une bibliothèque d’environ 1200 spectres avait été 

construite à l’époque. 
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Pour améliorer la recherche en bibliothèque, une fonction dite « Enhance » a été développée 

pour ce screening. Cet algorithme consistait à extraire du bruit de fond des signaux pouvant 

passer inaperçus en considérant qu’un signal devait être considéré si et seulement si 3 ions 

voyaient leurs intensités changer concomitamment. 

Par la suite plusieurs méthodes ont été développées avec un système LC-MS/MS de type 

triple quadripôle avec une trappe à ions. Sauvage et al. (13) ont développé une méthode 

reposant sur une extraction en phase solide avec des cartouches Oasis HLB (Waters), une 

séparation à l’aide d’une colonne XTerra MS C18, 3,5 µm (100x2,1 mm) (Waters), et un 

couplage à un API QTRAP (Sciex). Le principe était de réaliser un full scan (100 à 1100 

uma), puis de sélectionner les 3 ions les plus intenses et de les fragmenter à plusieurs 

énergies de collision : une faible (15V) pour visualiser l’ion pseudo-moléculaire, une 

moyenne (40 V) et une forte (60 V) pour visualiser les différents ions fils de la molécule 

analysée. Cet enchaînement d’évènements était d’abord réalisé en mode positif, puis en 

mode négatif. L’ensemble des ions fils formés aux 3 énergies de collision étaient accumulés 

au niveau de la trappe à ion. Lorsque celle-ci se vidait l’ensemble des ions étaient détectés 

simultanément afin de tracer un spectre de masse représentant l’ion pseudo-moléculaire et 

l’ensemble des ions fils. Une bibliothèque d’environ 1000 spectres en mode positif et 250 

spectres en mode négatif a été construite sur ce principe.  

Dulaurent et al. (14). ont développé une méthode de screening dédiée à la recherche de 
pesticides et de leurs métabolites dans les milieux biologiques. Cette approche était très 
novatrice à l’époque. Elle reposait sur une extraction en phase solide avec des cartouches 
Oasis HLB, MAX et WAX (Waters), une séparation à l’aide d’une colonne Inertsil ODS3 C18, 
3 µm (100x1 mm) (Waters) et un couplage à système LTQ (Thermo Fischer). Le principe 
était de réaliser un full scan (MS) de 100 à 1100 uma. L’ion le plus intense était sélectionné 
puis fragmenté à une énergie de collision de 35V pour obtenir un spectre MS2. L’ion le plus 
intense de ce spectre MS2 était ensuite sélectionné, puis fragmenté à son tour à 35V pour 
obtenir un spectre MS3. Ce mode de scan (MS/MS2/MS3) était effectué en mode positif puis 
en mode négatif. Le fait de réaliser un spectre MS3 permettait d’augmenter le niveau de 
confiance dans l’identification d’un composé. En effet, il est possible que deux molécules 
différentes possèdent les mêmes spectres MS et MS2, mais il est rare qu’elles possèdent 
également le même spectre MS3. Une bibliothèque de 450 spectres MS2 et 430 spectres 
MS3 a été construite à l’époque.  
Un des avantages de ces méthodes est qu’elles utilisaient l’IDA (Information Data 

Acquisition). Dans ce procédé, le déclenchement de la fragmentation des ions parents 

dépendait de leur détection à un certain seuil (pic le plus abondant dit « pic de base ») lors 

du full scan MS. Le fait de fixer ces contraintes permettait d’éviter de sélectionner des ions 

provenant du bruit de fond et donc d’éviter « d’occuper » le système avec des ions sans 

réelle importance. 

L’exclusion dynamique est un autre processus qui permettait d’améliorer les performances 

d’acquisition. Ce mode excluait un ion parent une fois celui-ci fragmenté, permettant ainsi au 

système de se focaliser sur le second ion le plus abondant lors du cycle suivant, et ainsi de 

suite. Ceci permettait d’éviter de masquer un ion de faible intensité par un ion de trop forte 

intensité. 

L’ensemble des méthodes décrites ci-dessus sont des méthodes de screening non ciblés ou 

general unknown screening (GUS) : les molécules sont recherchées sans a priori, sur la 

base d’un spectre de masse acquis ou reconstruit. A la même époque, des méthodes de 

screening ciblés se sont développés : multi-target screening (MTS) et multiple reaction 

monitoring (MRM). Des détails sur le principe des méthodes d’acquisition « GUS », « MTS » 

et « MRM » sont donnés au paragraphe VII de la partie 2. 
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III) Extraction automatisée par le CLAM-2000 (Clinical Laboratory 

Automated sample preparation Module) 

Le CLAM-2000 est un module de préparation d’échantillon automatisé directement connecté 

au système LC-MS/MS. 

 

1) Introduction 

 

Les matrices biologiques telles que le plasma ou l’urine contiennent des composés 

endogènes (protéines, phospholipides,…) qui peuvent être à l’origine d’interférences ou 

d’effets matrices vis-à-vis du composé à analyser. Traditionnellement, ces composés sont 

éliminés en utilisant des techniques d’extraction telles que la précipitation des protéines 

(protein précipitation, PP), l’extraction en phase solide (solide phase extraction, SPE) ou 

l’extraction liquide-liquide (liquid/liquid extraction, LLE). Quelle que soit l’approche, de 

multiples étapes manuelles sont nécessaires, tels que le marquage de tubes secondaires, 

l’aliquotage des échantillons, le pipetage des différents réactifs, le transfert dans des vials de 

LC-MS,… Ceci rend la préparation d’échantillon fastidieuse, consommatrice en temps, en 

personnels et en argent.  

Intuitivement, on comprend que le progrès viendrait de l’automatisation du procédé. 

Diminuer les étapes manuelles permettrait d’augmenter le débit d’analyse tout en diminuant 

l’exposition aux solvants d’extraction et aux risques qu’ils comportent. De plus, toutes ces 

interventions humaines peuvent être sources d’erreurs. Ainsi, l’automatisation a également 

pour but d’augmenter la fiabilité des résultats en réduisant l’incidence des erreurs de 

préparation et en augmentant la répétabilité, reproductibilité et la robustesse de l’extraction.  

 

Les procédures d’extraction les plus récentes impliquant des étapes automatisées ont été 

revue en détail par Vogeser and Kirchhoff (15), Zheng et al (16), Prabhu (17) et Wei (18). 

Les méthodes d’extraction automatisée « off-line » offrent une infinité de possibilité mais ne 

sont pas, par définition, 100% automatisée puisqu’elles nécessitent toujours une étape 

manuelle de transfert des extraits dans le système LC.  De nombreuses méthodes 

d’extraction « on-line » sont utilisées telles que la SPE ou la chromatographie en flux 

turbulent.  Celles-ci permettent des analyses à très haut débit mais nécessite des systèmes 

complexes, peu flexibles qui sont généralement dédiés à une seule analyse. 

Dans ce contexte, Shimadzu a développé un système de préparation d’échantillon 

automatisé directement connecté à la chaîne HPLC. Une partie de mes travaux a donc 

consisté à développer des procédés entièrement automatisés à l’aide du CLAM-2000. 

 
2) Configuration 

 

Brièvement, le CLAM-2000 se compose d’un module de stockage de filtres, d’un rack pour 

les d’échantillons et d’un rack pour les réactifs. Il contient également une unité de mélange, 

de filtration et de chauffage. La configuration générale est représentée dans la figure 9 ci-

dessous. 
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Figure 9 : configuration générale du CLAM-2000 

 

3) Principe général de préparation d’échantillon 

 

La préparation d’échantillon avec le CLAM-2000 est basée sur un système de 

mélange/filtration. Elle consiste à ajouter sur un filtre de polytetrafluoroethylene (PTFE) 

l’échantillon et un solvant organique de précipitation. Après un temps de mélange 

suffisant, le mélange est filtré par l’application d’un vide. L’extrait est collecté dans un vial 

avant d’être automatiquement transféré dans l’autosampler de la LC pour injection. Des 

options de chauffage de l’échantillon et de dilution de l’extrait, avant et après filtration, 

sont également disponibles. Le principe général de la préparation d’échantillon est 

résumé dans la figure 10 ci-après. 
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Figure 10 : Etapes de la préparation d’échantillon par le CLAM-2000 

 

Pendant l’analyse d’un échantillon, le CLAM-2000 prépare en parallèle l’échantillon suivant. 

Il n’y a donc pas de temps d’attente entre l’analyse de deux échantillons (après que le 

premier ait été extrait) ce qui permet d’augmenter le débit d’analyse. La figure 11 représente 

un exemple de flux d’analyse. 

 

 

Figure 11 : Flux d’analyse avec le CLAM-2000 
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Etape 2 

Etape 3 

Etape 4 

Etape 5 

Etape 6 

Choix des paramètres 

chromatographiques et 

spectrométriques 
Etape 1 

Infusion des composés : 

obtention de leurs spectres de 

masse complets 

Choix des étalons internes 

Détermination des temps de 

rétention 

Enregistrement des spectres de 

masse  

Création des méthodes 

d’acquisition 

 

Choix des méthodes d’extraction Etape 7 

Partie 2 : Travaux personnels 

Chronologiquement, mes travaux ont consisté dans un premier temps à développer une 

méthode de screening applicable sur le spectromètre de masse en tandem, modèle 8060. 

Les différentes étapes du développement de ce screening sont résumées dans la figure 12 

ci-dessous. 
 

  

  

 

 

 

 

  

Figure 12 : étapes de développement de la méthode de 

screening 
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A) Stratégie globale 

Le travail s’est appuyé, dans une phase préliminaire, sur un mélange de référence de 23 

molécules présentant des caractéristiques très diverses. 

Ces molécules ont été choisies pour couvrir le plus largement possible la gamme de polarité-

apolarité. Le but a été de déterminer les paramètres chromatographiques permettant la 

séparation de ces 23 molécules ; le pari étant fait que si ces conditions étaient capables 

d’éluer ce panel de composés, elles pourraient être capables d’éluer les centaines de 

composés que nous devions à terme inclure dans nos méthodes. 

Ces 23 molécules devaient également permettre de déterminer les paramètres d’acquisition 

spectrale. Ainsi, le choix ne s’est pas limité à la nature polaire ou apolaire des molécules. 

Nous nous sommes efforcés d’inclure des molécules de masse moléculaires variées, se 

fragmentant et s’ionisant dans l’un ou l’autre des 2 modes d’ionisation. 

La première étape a consisté à infuser les composés. Une infusion consiste à étudier un 

composé uniquement par l’intermédiaire d’un spectromètre de masse sans passer par une 

étape chromatographique, le but étant d’obtenir le spectre de masse du composé étudié.  On 

peut voir cette étape comme une injection directe du composé dans le spectromètre : les 

composés mis en solution, arrivent directement dans la chambre d’ionisation. Les ions 

pseudo-moléculaires sont recherchés. S’ils sont détectés, ils sont alors sélectionnés puis 

fragmentés pour obtenir le spectre global de la molécule.  

Une fois les spectres de masse obtenus, il a alors été possible de passer à la mise au point 

des conditions de séparation chromatographiques et déterminer le temps de rétention des 

composés.  Toutefois, avant de commencer l’étape de détermination des temps de rétention 

il a été nécessaire d’introduire plusieurs étalons internes dans la méthode (voir plus loin). 

En ce qui concerne l’acquisition spectrale, il nous a fallu, dans un premier temps, 

évaluer les différentes méthodes selon lesquelles le système peut fonctionner. On 

parle de « méthodes d’acquisition ». Notre objectif était de développer plusieurs méthodes 

d’acquisition pour proposer, à terme, plusieurs approches de screening, ceci en mode 

d’ionisation positif et négatif. Pour les screenings développés par LC-MS/MS, les molécules 

peuvent être recherchées de manière ciblée (Multiple Target Screening ou MTS ; Multiple 

Reaction Monitoring ou MRM) ou de manière non ciblée (= General Unknown Screening ou 

GUS).  (Ces approches sont détaillées dans le paragraphe VII de cette partie). 

Les développements se sont faits, dans un premier temps, à partir de solutions pures. 

L’étape suivante a été la mise au point de méthodes d’extraction adaptées au 

screening à la fois par des approches manuelles et par les approches automatisées 

réalisables avec le CLAM 2000. Quelle que soit l’approche, il s’agissait de mettre au point 

des méthodes permettant le meilleur compris.   

Tout ou partie de ces développements a été réalisé en collaboration avec l’équipe 

Shimadzu de Shimadzu France et l’équipe Shimadzu Europe, plus particulièrement la 

“MSO Unit” (Mass Spectrometry Business Unit- Overseas) : Neil Loftus (General 

Manager) et Alan Barnes (LC-MS/MS application). 

  



20 

 

I) Système LC-MS/MS 

Le système est composé d’un CLAM-2000, d’une chaîne UHPLC (Nexera LC, Shimadzu) et 

d’un spectromètre de masse en tandem, modèle 8060 (Shimadzu). La séparation 

chromatographique est réalisée en phases inverses en utilisant comme colonne une Restek 

Biphenyl 2.7um 2.1x100mm. 

 
 

II) Détermination des conditions chromatographiques et des paramètres 

de la source d’ionisation  

1) Choix des conditions chromatographiques 

 

Les molécules du mélange de référence ayant permis de déterminer les conditions 

chromatographiques sont présentées dans le tableau 2 ci-après. 
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Nom Classe Caractéristiques 

Acide 2 4-
dichlorophenoxyacetique 

Pesticide ESI - 

Acide salicylique Antalgique ESI - 

Amiodarone Anti-arythmique de classe III 
ESI +, masse moléculaire 

élevée 

Amphétamine Stupéfiant 
ESI +, masse moléculaire 

faible 

Apixaban Anticoagulant ESI + 

Aripiprazole Neuroleptique ESI + 

Aténolol β-bloquant ESI + 

Benzoylecgonine 
Stupéfiant (principal 

métabolite de la cocaïne) 
ESI +, polaire 

Buprénorphine 
Agoniste/antagoniste 

morphinique 
ESI +, se fragmente peu 

Citalopram 
Antidépresseur (inhibiteur 

sélectif de la recapture de la 
sérotonine) 

ESI + 

Halopéridol Neuroleptique ESI + 

Ketamine Anesthésique ESI + 

Lidocaïne Anesthésique ESI + 

Metformine Anti-diabétique ESI + 

Morphine Antalgique ESI +, polaire 

Nordiazépam Benzodiazépine ESI + 

Phénobarbital Barbiturique ESI - 

THC Stupéfiant ESI + ou -, très apolaire 

THC-COOH 
Stupéfiant (métabolite du 

cannabis) 
ESI + ou -, très apolaire 

Tramadol Antalgique ESI +, se fragmente peu 

Vérapamil Inhibiteur calcique ESI + 

Warfarine Anticoagulant ESI + 

Zonisamide Anti-épileptique ESI + 

 

Tableau 2 : mélange des 23 molécules de référence 

 

Différentes phases stationnaires et phases mobiles, gradients, conditions de de débit ont été 

testés afin de déterminer les conditions assurant une séparation optimale des 23 molécules 

du mélanges. 

Les paramètres qui ont été finalement retenus sont résumés dans le tableau 3. 
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Colonne Restek Raptor Biphenyl 2,7 µm 100 x2,1 mm 

Température du four 40°C 

Débit 0,3 mL/min 

Phase aqueuse 
Eau + 2mM formiate d’ammonium + 0,002 % 

acide formique 

Phase organique 
Méthanol + 2mM formiate d’ammonium + 0,002 % 

acide formique 

Gradient 

Temps (min) % phase organique 

1.00 10 

2.00 40 

10.50 100 

13.50 100 

13.51 10 

18 10 

 

Tableau 3 : paramètres chromatographiques retenus 

 

2) Choix des paramètres de la source d’ionisation 

Le mélange de 23 molécules a également été utilisé pour cette étape. 

Les paramètres retenus sont résumés dans le tableau 4. 

 

Heat block temperature 400 °C 

DL temperature 250 °C 

Interface temperature 300 °C 

Interface voltage ±1.5 kV 

Heating gas flow 10 L/min 

Drying gas flow 10 L/min 

Nebulization gas flow 3 L/min 

 

Tableau 4 : paramètres du spectromètre de masse retenus 
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III) Infusion des molécules 

1) Méthode d’infusion développée pour le spectromètre de masse en tandem 8060 

 

La méthode d’infusion réalisée sur le spectromètre de masse en tandem 8060 est résumée 

dans la figure 13 ci-dessous. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figure 13 : principe d’une infusion à partir de l’ion pseudo-moléculaire 

 

Pour une intensité inférieure à 2 000 cps, les ions pseudo-moléculaires n’étaient pas 

sélectionnés pour être fragmentés. Ces derniers étaient recherchés avec une tolérance en 

masse de +/- 0,5 uma. 

Les critères de sélection des transitions ion parents > ion fils sont résumés dans le tableau 5. 

  

2 

Optimisation à partir du 

précurseur 

Recherche de l’ion 

pseudo-moléculaire  

(ou ion parent) 

Recherche des ions fils 

Optimisation des voltages 

1 

3 

Précurseur = molécule entière de masse M. 

S’ionise dans la chambre d’ionisation pour 

donner des ions pseudo-moléculaires 

Recherche [M+H] +, [M+NH4]
 +, [M+Na] +, [M-H]- 

(ions pseudo-moléculaires les plus fréquents) 

 Mode full scan (ESI + et ESI -) 

Ion précurseur détecté =  sélection de ce 

dernier en Q1 puis fragmentation à 11 CE 

différentes (de ± 10 à 60 V, palier de 5 V) = 

obtention de 11 spectres de fragmentation  

Création d’une méthode regroupant les meilleurs 

transitions ion parent > ion fils (sélection des ions 

fils les plus abondants)  
NB : étape réalisée pour chaque ion précurseur détecté 

 
Détermination des voltages donnant les ions fils 

les plus abondants 
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Nombre maximal de 
transitions sélectionnées 

15 
= sélection des 15 ions fils les 

plus intenses 

Minimum m/z ion produit 10 uma 
= les ions en dessous de 10 
uma ne sont pas considérés 

comme des ions fils 

Maximum m/z ion produit - 5 uma 
= on considère comme ions fils 
les ions ayant une masse M - 5 

uma 

 

Tableau 5 : critères de sélection des transitions ion parent > ion fils 

Des molécules différentes peuvent avoir des fragments en commun. Pour éviter toute 

interférence, toutes les molécules ont été infusées individuellement à une 

concentration de 0,2 mg/L. 

 

2) Traitement des résultats 

 

Pour chaque molécule, les résultats suivants sont obtenus : 

- Un Select_Pre (Selection Precurseur) qui permet de visualiser tous les ions détectés (=Total 

Ion Count ou TIC). Il permet d’avoir une idée des ions pseudo-moléculaires détectés ou non. 

- Un CE_Select (collision energy) pour chaque ion pseudo-moléculaire détecté. Il permet de 

visualiser les 11 spectres obtenus aux 11 énergies de collision différentes. 

- Un CE_Detail pour chaque ion précurseur détecté. Il permet de visualiser les énergies de 

collision maximisant chacune des transitions. 
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La figure 14 représente le SelectPre de la clozapine de masse molaire 326 g/mol. On peut y 

observer les ions 327,2, 348,9 et 325,1 uma. Ces ions peuvent correspondre respectivement 

aux ions pseudo-moléculaires  [M+H] +, [M+Na] + et [M-H]-. 

 

 

 

Figure 14 : Select_Pre de la clozapine 

 

Ces ions ont pu être sélectionnés et fragmentés à différentes énergies de collision. L’étape 

suivante est de vérifier que les ions fils obtenus proviennent bien du même ion parent. 

 

Ions détectés 

en ESI + 

 

Ions détectés 

en ESI - 

 

Total Ion Count 

 

M+H

 M+Na

 

M-H
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La figure 15 montre le CE_select du [M+H] +. On remarque que pour plusieurs énergies de 

collision différentes on obtient exactement les mêmes ions fils : (ex : 296,1, 270,1, 227,1….) 

à des intensités différentes. Puisqu’ils apparaissent systématiquement, ces ions fils 

proviennent très probablement de la fragmentation de la clozapine. Les transitions « ion 

parent > ion fils » 327,2 > 296,1, 327,2 > 270,1 , etc… sont donc spécifiques de la clozapine. 

 

 

 

Figure 15 : CE_Select du [M+H]+ de la clozapine 

  

Pic 

gaussien 
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Au contraire, si on regarde le CE_Select du [M+Na] + (cf. figure 16) de la clozapine, il est 

impossible de trouver une transition ion parent > ion fils spécifique de la clozapine puisque 

aucun ion fils ne se retrouve plusieurs fois. Un pic gaussien n’est de plus pas obtenu. Dans 

ce cas présent, le spectre de masse du [M+H] + sera enregistré et non celui du [M+Na] +. 

 

 

Figure 16 : CE_Select du [M+Na] +  de la clozapine 

 

Les spectres de masse MS2 (=CE_Select) ainsi vérifiés, sont gardés pour constituer une 

bibliothèque de spectres de masse. Ces spectres de masse seront dits « complets » 

puisqu’ils comprennent l’ensemble des fragments obtenus pour une énergie de collision 

donnée.  

Plus spécifiquement, les spectres obtenus aux énergies de collision ±10, 35, 55 V ont été 

utilisé pour constituer la bibliothèque de référence (cf. paragraphe VII Création des 

méthodes d’acquisition). 

 

NB : 

- Il est possible que plusieurs ions pseudo-moléculaires soient obtenus pour une même 

molécule : [M+H+], [M+Na+], [M+NH4+]… Si les intensités obtenues sont similaires, les 

spectres de masse obtenus à partir de chacun de ces ions pseudo-moléculaires ont été 

conservés. 

- Les spectres des ions [M+H] + et [M-H]- ont été enregistrés tous les deux si l’intensité du [M-

H]- correspondait à au moins 15 % de l’intensité du [M+H] +. 

- A ce stade du développement, les transitions ion parent > ion fils déterminées lors de 

l’infusion (maximum 15) n’étaient considérées que comme « hypothétiques ». Elles 

devaient être confirmées lors du passage de chaque molécule en chromatographie. 

 

 

??????

?? 
 

Pic non 

gaussien 
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Il était également possible qu’aucun ion pseudo-moléculaire ne soit détecté ou que la 

fragmentation des ions pseudo-moléculaire ne soit pas satisfaisante. Plusieurs hypothèses 

peuvent être formulées dans ce cas. 

- La concentration peut-être trop faible. Il suffit donc de l’augmenter afin d’augmenter le 

signal. 

- La molécule peut ne pas être adaptée au mode d’ionisation (ex : molécules très 

apolaires). Il sera donc difficile d’obtenir un spectre de masse sans changer de type 

d’ionisation (passage vers l’APCI, par exemple).  

- Il est aussi possible que la molécule se fragmente totalement dans la chambre 

d’ionisation, même dans les conditions d’ionisation les plus douces. Ces molécules 

auront besoin d’être ré-infusées en considérant des masses plus faibles comme les 

ions parents. 

- La présence d’isotope peut expliquer l’absence de résultats. On appelle isotopes tous 

les éléments possédant le même nombre de protons mais un nombre différent de 

neutrons. Le Cl35 et le Cl37 sont deux isotopes. La masse atomique du chlore 

correspond à la moyenne des masses des isotopes tout en tenant compte de leur 

proportion respective (proportion Cl37 = 37,5 % du Cl35). La masse atomique est donc 

de 35,5 g/mol. Cependant, le spectromètre de masse identifie les différents isotopes. 

Il détecte soit un Cl35 soit un Cl37. Or, plus le nombre de Cl augmente plus la 

probabilité d’avoir un Cl37 augmente. Il est donc possible d’avoir comme ion 

précurseur non plus un [M+H+] mais un M+H+2 (le +2 provenant d’un Cl37 au lieu d’un 

Cl35), par exemple. 

 

La stratégie de traitement des résultats des infusions est résumée dans la figure 17 ci-

dessous. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : organigramme décisionnel du traitement des résultats de l’infusion 

SelectPre : quels sont les 
ions parents détectés ? 

Pour chaque ion parent la 
fragmentation est-elle correcte ? 

Enregistrer le spectre de masse 
dans la bibliothèque 

Vérifier les transitions MRM 
Déterminer le temps de rétention 

- Recherche la cause d’échec :  
- Concentration trop 

faible? 
- fragmentation dans la 

source ?  
- Isotope ? 
- Incompatibilité avec 

le type d’ionisation ? 

Ré-infuser la molécule  
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IV) Choix des étalons internes 

L’utilisation d’un ou de plusieurs étalons internes en chromatographie liquide est 

indispensable. Ils sont l’assurance qu’aucune perturbation n’est survenue au cours de 

l’analyse (de l’extraction jusqu’à la détection ou la quantification). 

En effet, pour un étalon interne donné correspond une aire sous la courbe et un temps de 

rétention donnés. Une modification de ces paramètres est le signe d’une anomalie. Par 

exemple, une diminution de l’aire de l’étalon interne peut être le signe d’un simple bouchage 

de l’aiguille d’injection, mais peut également traduire un problème de compétition dans la 

source (effet matrice, suppression ionique). Une modification de son temps de rétention peut 

être liée à une fuite au niveau de la colonne, par exemple. 

Un étalon interne, si tant est qu’il soit bien choisi, permet aussi de corriger les erreurs 

analytiques. Si l’aire sous la courbe d’une molécule diminue pour une concentration donnée, 

l’aire sous la courbe de l’étalon interne diminue aussi dans les mêmes proportions. 

Cependant, le rapport des aires reste constant. Il est donc plus pertinent d’utiliser le rapport 

de ces aires pour le calcul des concentrations (l’aire sous la courbe étant proportionnelle à la 

concentration). 

Le principe est identique pour les temps de rétention. Le rapport entre le temps de rétention 

de la molécule et le temps de rétention de l’étalon interne, aussi appelé temps de rétention 

relatif TRR, est supposé rester constant. Il sert donc de référence. 

Un étalon interne doit répondre à plusieurs critères. Il ne doit pas être produit par l’organisme 

et il doit avoir les mêmes propriétés physico-chimiques que les molécules à doser. 

Dans le cadre du screening, il est nécessaire d’utiliser plusieurs étalons internes. Ils sont 

choisis de manière à : 

- Représenter plusieurs classes (4-5) de molécules 

- Avoir une bonne répartition en termes de temps de rétention et de mode d’ionisation 

- Être accessible facilement et de façon pérenne 

- Avoir un coût faible 

Nous avons choisi de travailler avec des analogues deutérés, c'est-à-dire que l’un des 

atomes de la molécule est remplacé par son isotope (ex : 1H remplacé par 2H). Le temps de 

rétention reste identique. La masse de la molécule étant modifiée, il est possible de 

différencier la molécule d’origine et son analogue par la spectrométrie de masse. 

 

11 étalons internes ont été sélectionnés selon les critères cités précédemment. Leurs 

différentes caractéristiques sont résumées dans le tableau 6 ci-après. 
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Nom 
Classe 

pharmacologique 

Temps de 
rétention dans les 

conditions 
retenues (min) 

Mode d’ionisation 

Atenolol-D7 β-bloquant 2.99 ESI + 

Benzoylecgonine-D3 
Métabolite de la 

cocaïne 
4.53 ESI + 

Clonazepam-D4 
Benzodiazépine 

(anticonvulsivant) 
7.43 ESI - 

Cocaïne Stupéfiant 4.93 ESI + 

Diazepam-D5 
Benzodiazépine 

(anxiolytique) 
9.03 ESI + 

Haloperidol-D4 Neuroleptique 6.08 ESI + 

Mianserine-D3 Antidépresseur 6.64 ESI + 

Morphine-D3 Analgésique opioïde 2.94 ESI + 

Phenobarbital-D5 Barbiturique 5.05 ESI - 

THC-COOH-D3 
Stupéfiant 

(métabolite du 
cannabis) 

9.62 ESI + 

Topiramate-D12 Anticonvulsivant 5.41 ESI + 

 

Tableau 6 : caractéristiques des 11 étalons internes retenus 

 

 

V) Détermination des temps de rétention 

 

Pour déterminer les temps de rétention, des mélanges de composés ont été créés (parfois 

jusqu’à 30 molécules par mélange). Ils contenaient : 

- Des molécules à une concentration de 100 µg/L, 

- sans aucun ion pseudo-moléculaire en commun pour éviter les interférences.  

- Les onze étalons internes 

 

Pour chaque mélange, une méthode regroupant toutes les transitions ion parent > ion fils 

déterminées lors de l’infusion a été créée. 

Si les transitions établies lors de l’infusion étaient correctes, les molécules étaient 

directement identifiées, et leur TR et TRR (par rapport à chacun des étalons internes) étaient 

enregistrés. 

 

Les résultats se présentaient sous la forme suivante : 
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Figure 18 : chromatogramme de la clozapine 

 

La première étape est de s’assurer que les TR et les aires des étalons internes 

correspondaient aux valeurs attendues. 

On vérifiait ensuite qu’un pic chromatographique gaussien soit obtenu pour chaque composé 

et pour chaque transition. La figure 18 représente l’exemple de la clozapine pour laquelle les 

transitions choisies et la séparation chromatographique étaient correctes. 

En cas de pic non gaussien (cf. figure 19), les transitions ion parent > ion fils sélectionnées 

pour une molécule lors de l’infusion étaient considérée non spécifiques et la molécule devait 

être ré-infusée. 

  

Etalons 

internes 

Transitions ion parent > 

ion fils (clozapine) et 

aires sous la courbe 

correspondantes 

Pic gaussien 

de la clozapine 
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Figure 19 : chromatogramme de la chlorpromazine 

 

Il était aussi important de noter les aires sous les courbes. Cela permettait d’attribuer un rang 

classant les transitions d’une molécule les unes par rapport aux autres. Le tableau 7 

référence les transitions choisies de la clozapine avec les aires sous les courbes et les rangs 

correspondants. 

 

Transition ion parent > ion 
fils 

Aire sous la courbe Rang 

327,15 > 270,10 155 325 855 1 

327,15 > 192,10 107 861 670 2 

327,15 > 227,05 24 823 869 4 

327,15 > 164,10 37 609 397 3 

327,15 > 296,10 17 496 856 5 

Tableau 7 : rang des différentes transitions de la clozapine 

 

Ces rangs devaient être utiles lors de la création ultérieure de méthodes d’acquisition ; 

phase où la sélection des transitions devait être basée sur leur aire sous la courbe.  

  

Pic non gaussien 
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La figure 20 synthétise la stratégie mise en place pour le traitement des résultats.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : organigramme décisionnel du traitement des résultats des temps de rétention 

 

 

VI) Enregistrement des spectres de masse à partir des pics 

chromatographiques 

Lors du passage dans la colonne chromatographique, plusieurs transitions ion parent > ion 

fils spécifiques étaient suivies ; chaque transition formant un pic chromatographique. 

L’intensité du pic chromatographique est dépendante de la transition. Il est possible à partir 

de ces intensités de construire un spectre de masse comme illustré dans la figure 21 ci-

dessous. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : construction d’un spectre de masse à partir des intensités d’un pic chromatographique 

 

Ces spectres de masse ont été enregistrés pour chaque molécule dont les transitions ion 

parent > ions fils étaient correctes. Ils ont permis de constituer une deuxième bibliothèque de 

spectre de masse qui sert de référence pour la méthode d’acquisition dite MRM spectrum 

mode (voir paragraphe VII.4 comparaison à la bibliothèque de spectres de masse). 

Valeurs TR et aires étalons 
internes  correctes ? 

Répéter l’analyse Transitions ion parent > ion fils  et 
séparation chromatographiques 
correctes ? (pic gaussien ?) 

* Supprimer les spectres de 
masse de la bibliothèque 
* Ré-infuser le composé 

* Relever TR composés et 
étalons internes 

 Calculer TRR 
* Attribution des rangs 
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A ce stade, après infusion et passage dans les conditions chromatographiques, nous 

avions donc à disposition pour environ 1300 composés : 

- Une bibliothèque de spectres de masse comprenant l’ensemble des ions fils d’une 

molécule aux énergies de collision ±10, 35, 55 V. 

- Une bibliothèque de spectre de masse regroupant les différentes transitions ion 

parent > ion fils (maximum de 15) pour chaque molécule 

- Le classement des transitions les unes par rapport aux autres en fonction de leurs 

aires 

- Les TR et TRR de chaque molécule 

 

A partir de ces informations, il a été possible de créer différentes méthodes d’acquisitions. 

 

 

VII) Création des méthodes d’acquisition 

1) Le General Unknown Screening (GUS)   

a) Principe 

 

L’approche GUS est une méthode de recherche sans a priori. Contrairement aux approches 

MRM ou MTS (voir plus loin), la première étape consiste à considérer l’ensemble des ions 

détectés. Un ion est ensuite sélectionné et fragmenté, pour obtenir un spectre de masse. Ce 

dernier est comparé aux spectres de masse préalablement enregistrés en bibliothèque, dans 

les mêmes conditions. 

 

b) Méthode GUS créée sur le spectromètre de masse en tandem 8060 

La première étape est une acquisition en mode full scan (=MS1). Le spectre de masse acquis 

permet de visualiser les différents ions formés dans la source et leur intensité (cf. figure 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : intensité des ions en fonction de leur rapport m/z 

 

L’ion le plus intense (dans l’exemple ci-dessus, m/z = 240) du spectre de masse ou « pic 

de base » est sélectionné pour réaliser des PIS (=MS2) à 3 énergies de collision 

Intensité 

Rapport m/z 

198 240 405 
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différentes : une faible (± 10V), une moyenne (± 35V) et une forte (± 55 V).  On obtient 

ainsi 3 spectres de masse complets avec théoriquement les informations suivantes : 

- Energie de collision faible : visualisation de l’ion pseudo-moléculaire 

- Energie de collision moyenne : visualisation des ions fils des molécules se 

fragmentant aisément 

- Energie de collision forte : visualisation des ions fils des molécules nécessitant une 

forte énergie de collision pour se fragmenter 

 

Le déclenchement des MS2 est dépendant des informations obtenues lors du MS1. On parle 

d’acquisition data dependant (DDA : dependant data acquisition). 

L’acquisition MS1 est ensuite répétée. Si le pic de base obtenu est le même, les PIS seront 

effectués sur le deuxième ion le plus intense (ici, m/z = 405). Ce processus s’appelle 

exclusion dynamique : il permet d’éviter les problèmes de « masquage » d’un ion de faible 

intensité par un ion de forte intensité. 

Cette succession d’étape est d’abord effectuée en ESI + puis en ESI -. 

 

2) Multiple Reaction Monitoring (MRM) 

 

a) Principe 

Contrairement au GUS, cette méthode a pour point de départ une liste préétablie de 

« candidats » ions parents. Son principe a déjà été vu dans le paragraphe I.3.c.c.1 Multiple 

Reaction Monitoring (MRM). 

 

b) Méthode MRM créée sur le spectromètre de masse en tandem 8060 

Pour chaque molécule, deux transitions MRM sont suivies. Les énergies de collision sont 

optimisées pour chaque transition. 

Le choix de ces transitions est basé sur le rang établi lors de la détermination des TR 

(sélection des rangs 1 et 2). 

 

1) Le MRM spectrum mode (MRM-SpM) 

a) Principe 

Le MRM spectrum mode suit le même principe qu’une méthode MRM classique sauf que le 

nombre de transitions MRM suivies est beaucoup plus important. L’augmentation du nombre 

de transitions a pour objectif de construire un spectre de masse où chaque ion fils a été 

obtenu à une énergie de collision optimale. 

Cette approche est intuitivement beaucoup plus spécifique qu’une MRM classique. 

 

b) Méthode MRM spectrum mode créée sur le spectromètre de masse en tandem 

8060 

Pour chaque molécule toutes les transitions MRM obtenues (jusqu’à 15) lors de l’infusion ont 

été suivies. 
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3) Multiple Target Screening (MTS) 

 

a) Principe 

Contrairement au GUS, l’acquisition ne se fait pas sans a priori : on recherche 

spécifiquement un ion pseudo-moléculaire avant de le fragmenter. Dans cette approche, il 

existe une liste préétablie de candidats à rechercher et les PIS ne sont déclenchés qu’une 

fois qu’une transition MRM atteint un seuil prédéfini. 

b) Méthode MTS créée sur le spectromètre de masse en tandem 8060 

Les PIS (MS2) sont déclenchés sur la base de la transition MRM de rang 1. On obtient, 

ensuite, comme pour le GUS, trois spectres de masse complets pour les 3 énergies de 

collision (± 10, 35, 55V). 

 

4) Comparaison aux bibliothèques de spectres de masse 

 

Pour les méthodes GUS et MTS les spectres de masse obtenus ont été comparés à la 

première bibliothèque de spectres de masse (celle obtenue lors de l’infusion). 

Pour le MRM spectrum mode, les spectres de masse ont été comparés à la bibliothèque 

spécifiquement construite pour ce mode. 

La présence d’une molécule dans un échantillon est rendue positive lorsque les spectres de 

masse obtenus lors de l’acquisition sont identiques à ceux enregistrés dans la bibliothèque. Il 

faut également que le temps de rétention corresponde à la molécule en question. 

 

5) Comparaison GUS / MRM / MRM-SpM / MTS 

a) Aspects qualitatifs et quantitatifs 

 

Le GUS est une méthode purement qualitative : les trois spectres de masse obtenus à 3 

énergies différentes sont comparés aux spectres de masse de la bibliothèque. 

Les méthodes MRM, MRM spectrum mode et MTS peuvent, elles, permettre un abord 

quantitatif. En effet, il est possible de suivre les transitions MRM au cours du temps (« au fur 

et à mesure que la molécule sort de la colonne »). Ces dernières vont donc avoir un profil 

gaussien et les aires sous la courbe seront proportionnelles à la concentration de la 

molécule.  

 

b) Spécificité 

 

Les méthodes MRM classiques ne permettent de suivre qu’un nombre limité d’ions fils. Pour 

éviter le risque de confondre des composés isobariques, il est recommandé de suivre au 

moins 2 ou 3 transitions par composé et d’utiliser le rapport entre les ions pour l’identification 

des analytes. Cependant, mesurer de tels rapports pour des composés présents sous forme 

de trace jusqu’à des concentrations toxiques peut être difficile. Ces méthodes ne sont 

généralement pas utilisées dans le cadre d’un screening toxicologique dû au manque de 

spécificité. Elles sont plutôt dédiées à l’analyse quantitative d’une classe de composés 

lorsqu’une indication de recherche est présente (par exemple : recherche de produits 

stupéfiants). 
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Les méthodes GUS qui considèrent l’ensemble des ions fils sont par essence beaucoup plus 

spécifiques. Les méthodes MTS rajoutent une information supplémentaire avec le suivi d’une 

transition MRM. Cependant, le choix des énergies de collision utilisées pour les PIS ne sont 

pas optimisées pour chaque molécule. Il devient donc parfois difficile d’avoir un score de 

similarité élevé entre le spectre acquis et le spectre de référence, particulièrement si les 

concentrations sont faibles.  

Le MRM-SpM a des énergies optimisées pour chaque transition suivie ce qui en théorie 

permettrait d’être hautement spécifique même à de faibles concentrations. Cependant 

l’ensemble des ions fils produits n’est pas représentés. 

 

c) Sensibilité 

 

L’acquisition en GUS est dépendante de l’intensité des ions détectés lors du full scan. Il n’y a 

donc aucune pré-sélection d’un analyte ce qui semble idéal dans le cadre d’un screening 

toxicologique où les indications de recherche peuvent être absentes. On est en théorie 

capable de détecter tous les composés présents dans un échantillon. Ceci implique que 

l’analyste peut parfois se trouver face à une molécule n’ayant aucune correspondance dans 

la bibliothèque.  

Cependant, le temps nécessaire à la réalisation des PIS peut être long et certains composés 

éluant rapidement de faible ou moyenne intensité peuvent être visible dans le spectre MS1 

mais ne pas être sélectionnés pour les PIS. Le GUS n’est donc pas exempt de résultats 

faussement négatifs. 

Les méthodes basées sur le suivi des transitions MRM prennent en compte l’ion pseudo-

moléculaire. Elles seront par conséquent plus sensibles que le GUS.  

Cependant avec de telles approches « on ne trouve que ce que l’on cherche ». De plus, le 

déclenchement des PIS en MTS dépend d’un seuil d’intensité. Il est donc possible de ne pas 

obtenir de spectres MS² lors de l’analyse bien que le composé soit présent dans 

l’échantillon. L’acquisition en MRM-SpM ne dépend d’aucun seuil d’intensité. La recherche 

des transitions MRM se fera que le composé soit présent ou non dans l’échantillon. 

 

Chaque méthode a donc ses avantages et ses inconvénients. Dans nos travaux, nous 

avons testé chacune d’entre elles afin de déterminer quel était le meilleur compromis 

possible pour développer une méthode de screening à la fois qualitative et 

quantitative. 

Le deuxième axe de travail s’est concentré sur les méthodes d’extraction. 

 

 

 

VIII) Choix des méthodes d’extraction 

 

1) Extraction par les sels QuEChERS 

 

a) Méthode de référence 

 

QuEChERS  est un acronyme pour QUick, Easy, CHeap, Effective, Rugged, and Safe. Il 

s’agit donc d’une méthode d’extraction qui se veut rapide, facile, bon marché, robuste et 
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fiable. Elle a vraisemblablement été utilisée pour la première il y a une dizaine d’années pour 

l’analyse de résidus de pesticides dans les fruits et légumes (19). Brièvement, il s’agit d’une 

méthode de préparation des échantillons qui consiste à rajouter des sels 

dits  « QuEChERS » à la matrice d’intérêt (polaire) qui aura été mélangée au préalable dans 

un solvant organique. Le but des sels étant de séparer la phase aqueuse du solvant 

organique tout en « séchant » la phase aqueuse. 

En effet, il est connu qu’un système binaire homogène contenant de l’eau et un solvant 

organique peut être séparé en deux phases hétérogènes par l’addition de sels (20,21). Ce 

phénomène a lieu car la dissolution des sels altère les propriétés du système, 

particulièrement la force ionique et la pression de vapeur des composants individuels des 

solvants (20). Il a été montré que la solubilité du sel dans chaque solvant est un facteur clé : 

la séparation la plus efficace est réalisée avec des sels hautement solubles dans l’eau et 

insolubles (ou très peu solubles) dans les solvants organiques (21). Plusieurs solvants 

d’extraction ont été testés: acétone (19, 22), acétonitrile (19,23, 

24) et acétate d’éthyle (25,26). Dans une étude dédiée au dosage de pesticides, il a été 

montré que ces solvants permettent tous un bon rendement d’extraction. L’acétone est 

facilement miscible à l’eau, mais la séparation de l’eau à partir de ce solvant n’est pas 

possible sans l’addition d’un solvant non polaire. L’acétate d’éthyle est partiellement miscible 

à l’eau, ce qui rend superflue l’addition de solvant non polaire pour le séparer de l’eau. Les 

extraits à base d’acétonitrile contiennent moins de substances interférentes que les extraits à 

base d’acétate d’éthyle ou d’acétone, et l’acétonitrile peut être séparé assez facilement de 

l’eau. C’est pour cette raison que l’acétonitrile a finalement été retenu dans la méthode 

QuEChERS.Au fur et à mesure de l’extension de l’utilisation de cette méthode, il est apparu 

évident que la force et la quantité des sels utilisés ne pouvaient pas être la même pour 

toutes les applications. Aujourd’hui, il existe au moins trois variantes de la 

méthode  QuEChERS en fonction des sels utilisés: 

- La méthode ref 22 : 4 g MgSO4 + 1 g NaCl 

- La méthode « EN 15662 » : 1g citrate trisodique dihydraté + 0.5 g 

hydrogenocitratedisodique sesquihydraté + 1 g NaCl + 4 g MgSO4 

- La méthode « AOAC 2007.01 » : 6 g MgSO4 + 1.5 g acétate de sodium 

 

Ces quantités de sels sont disponibles sous la forme de kits prêts à l’emploi, utilisés pour 

l’extraction des pesticides avec un volume de solvant de 10 à 12 mL et 10 grammes 

d’échantillon. 

Si les méthodes d’extractions à base de sels QuEChERS ont d’abord été utilisées 

pour la recherche de pesticides dans des matrices alimentaires ou environnementales, ils 

sont depuis appliqués à des matrices biologiques. Le laboratoire du CHU de Limoges a ainsi 

développé une extraction basée sur les sels QuEChERS pour l’analyse des stupéfiants et 

des benzodiazépines (27) La procédure d’extraction est décrite dans la figure 23 ci-dessous 

et a été utilisé pour la suite de ces travaux. 
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Figure 23 : principe de fonctionnement d’une extraction par les sels QuEChERS 

 

 

  

Prélever 100 µL d’échantillon 
(sang, urine,….) 

- Contient les 
molécules à doser 

- Phase aqueuse 

Ajouter les étalons internes 

Ajouter 200 µL d’acétonitrile, 
vortexer puis stocker 10 

minutes à -20°C 

- Phase organique 
- Lyse les protéines contenues dans l’échantillon 
- Début d’une séparation en deux phases : phase 

aqueuse et organique (= surnageant contenant 
les molécules d’intérêt) 

Ajouter une spatule de sels 
QuEChERS puis centrifuger 

10 minutes 

- Capte toute l’eau contenue dans 
l’échantillon 

- Obtention de deux phases bien 
distinctes : phase aqueuse et organique 
(exempt d’eau) 

Prélever 50 µL de surnageant 
et le diluer avec 150 µL de 

phase mobile aqueuse 

- Composition en solvant de l’échantillon 
proche de celle de la phase mobile en 
début de gradient 

- Echantillon prêt à être analysé  
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b) Kit micro-QuEChERS 

 

Ce kit propose des tubes préalablement remplis avec des sels QuEChERS. Il évite donc 

l’étape manuelle de pesée et d’ajout des sels. Le protocole est résumé dans la figure 24 ci-

dessous. 

 

Figure 24 : protocole d’extraction avec le kit micro-QuEChERS 
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2) Extraction automatisée : CLAM-2000 

 

Le CLAM-2000 est présenté dans la partie 1 paragraphe III. 

L’optimisation de la méthode d’extraction s’est basée sur le mélange de référence Le but 

étant de trouver le meilleur compromis permettant le meilleur rendement pour l’ensemble des 

23 composés. Le protocole retenu est le suivant : 

 

 

B) Résultats 

 

I) Construction des librairies de spectres de masse et de transitions 

MRM  

 

Une première bibliothèque contenant 8122 transitions MRM pour 1280 standards de 

référence (incluant 37 étalons internes deutérés) et 6084 spectres de masses pour différents 

adduits ([M+H]+, [M+NH4], [M-H]-, etc….) aux deux mode d’ionisation (positif et négatif) a 

été construite. 

La librairie de spectres inclut les spectres de masse aux énergies de collision ± 10, 35 et 55V 

et les « merged » spectres qui représente l’addition de ces trois spectres de masse (en 

intensité absolue).  

A ces informations spectrales sont également associés pour chaque molécule : la structure, 

le temps de rétention, le numéro CAS, la formule chimique, les synonymes, la classe 

pharmacologiques, le Chemspider URL, l’InChi et l’InChIKey. 

Une deuxième bibliothèque a été construite en utilisant le MRM-Spectrum mode. 

Techniquement, chacune des molécules a été infusée à nouveau et son spectre de masse 

produit par ce mode d’acquisition original a été enregistré. 

 

A la fin de cette première étape de mes travaux, il a été mis à disposition 2 bibliothèques 

spectrales constituants les outils nécessaires pour le développement de méthodes de 

screening ciblés ou non ciblés. 

La première bibliothèque a fait l’objet d’une note d’application. Cette dernière est présentée 

ci-après. 

 

20 µL MeOH  

+ 50 µL sample 

+ 100 µL acetonitrile 

Mélange :  

120s 

Filtration : 

 120s 

Injection :  

3 µL 
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II) Méthodes développées avec une préparation manuelle d’échantillon 

Sur la base d’une extraction manuelle à l’aide des sels QuEChERS, nous avons d’abord 

testé 2 approches de screening différentes : 

- Une approche combinant une acquisition en mode GUS et la recherche ciblée d’une 

vingtaine de molécules couramment rencontrées en toxicologie clinique, avec 

possibilité de quantifier ces dernières en cas de détection 

- Une approche ciblée pour un panel d’une centaine de molécules et permettant leur 

quantification en cas de détection. 

Dans une troisième étude, nous avons testé l’approche « micro QuEChERS » sur un panel 

de molécules de la classe des stupéfiants. 

 

1) Evaluation de la méthode combinant GUS et MRM  

 

Dans cette étude, nous avons testé la capacité de la méthode GUS à détecter des molécules 

médicamenteuses usuellement observées lorsque des demandes de screening parviennent 

au laboratoire. Afin de pouvoir également les quantifier, des transitions MRM ont été 

ajoutées à la méthode d’acquisition. 23 molécules ont été considérées : des anxiolytiques, 

des antidépresseurs, des neuroleptiques, des antiépileptiques, des antalgiques et des anti-

inflammatoires. 

Des échantillons sanguins ont été préparés à 2 niveaux de concentrations : une 

concentration thérapeutique et une concentration réputée toxique. 

Les extraits ont été préparés par la méthode QuEChERS décrite précédemment (voir VIII 

Choix des méthodes d’extraction). 

Lors de l’acquisition spectrale, trois spectres de masse complets pour les 3 énergies de 

collision (±10, 35, 55V) (voir VII Création des méthodes d’acquisition) étaient obtenus. Ces 

spectres ainsi que les temps de rétention obtenus lors de l’analyse permettaient d’identifier 

les composés, par comparaison à la bibliothèque de référence.  

 

Parmi les 23 molécules, 4 n’ont pas été détectées à la plus faible concentration en 

acquisition GUS. Même à une concentration élevée (500 µg/L), cette méthode GUS ne 

permettait pas de mettre en évidence l’oxazépam, par exemple. 

Les performances quantitatives étaient excellentes, les fortes concentrations entraînant 

toutefois une saturation du signal nécessitant une dilution des échantillons. 

 

L’ensemble de ce travail a fait l’objet d’un poster présenté lors du congrès la Société 

Américaine de Spectrométrie de Masse (American Society of Mass Spectrometry) en 2016. 

Le contenu de ce poster est présenté dans les pages suivantes.  
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2) Evaluation de la méthode MTS 

Dans cette étude, une méthode MTS comprenant 32 étalons internes deutérés et 90 

composés dont des benzodiazépines, des dérivés de la cocaïne (C), des dérivés 

amphétaminiques (A), des opioïdes (O) et des anti-psychotiques a été développée. Cette 

méthode a été comparée à deux méthodes MRM validées sur un système LC-MS/MS 

(modèle 8050) de Shimadzu, accréditées selon la norme 15189 et utilisées en routine dans 

le laboratoire du CHU de Limoges : une dédiée à la quantification des « CAO » et une 

dédiée à la quantification des benzodiazépines. 

  

24 échantillons sanguins issus de l’activité de routine ont été extraits à l’aide de sels 

QuEChERS et analysés à la fois sur le système LC-MS/MS modèle 8060 (méthode MTS) et 

le système LC-MS/MS modèle 8050 (méthodes MRM validées). 

 

Dans les 24 échantillons de patients, 54 molécules ont été détectées. En terme de 

quantification, la méthode MTS développé sur le 8060 présentait des résultats tout à fait 

comparables à ceux de chacune des 2 méthodes de référence. 

Ces travaux ont fait l’objet d’une note d’application qui est présentée dans les pages 

suivantes. Ils ont également fait l’objet : 

- d’un poster à  l’ASMS (2016) 

- d’un poster à l’ASMS (2017) 

- d’un poster à l’International Association of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical 

Toxicology (IADTMC 2017)  

- d’une présentation orale au congrès de toxicologie du CHU de Liège. 

- d’un article dans LCGC The column (Mars 2018)  
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3) Application du kit micro-QuEChERS à l’analyse de produits stupéfiants  

 

Dans cette étude nous avons testé et appliqué la méthode d’extraction du kit micro-

QuEChERS à l’analyse de 44 molécules parmi des dérivés de la cocaïne, des 

amphétamines et des opiacés. Les résultats obtenus ont été comparés à ceux de la méthode 

de référence utilisée en routine au CHU de Limoges (extraction par les sels QuEChERS, 

analyse avec un LC-MS/MS 8050) (26).  

 

18 échantillons de patients (14 urines, 4 salives) ont été analysés par les deux procédures. 

76 composés ont été détectés et quantifiés. La régression linéaire rapportait des résultats 

satisfaisants avec un R²>0.98. 

La répétabilité a été évalué à l’aide de deux contrôles qualité (une concentration faible et une 

concentration intermédiaire) préparés dans le sang. Le coefficient de variation et la précision 

étaient similaires entre les deux méthodes. 

Le kit micro-QuEChERS permet d’éviter l’étape manuelle d’ajout des sels et donc de 

diminuer le temps dédié à l’extraction. 

  

Ces travaux ont été présentés sous la forme d’un poster :  

- au congrès de l’ASMS en  2019.  

- A l’European Association for Clinical Pharmacology and Therapeutics (EACPT 2019) 

- A Forum labo (2019) 

- A Euromedlab (2019) 

Les pages suivantes rapportent le contenu de ce poster.  
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1.Introduction

Extraction procedures using QuEChERS consist of manually adding salts to

the analyzed matrix, previously mixed in a polar solvent (acetonitrile, ACN).

This approach is largely employed for pesticides residues but also for multiples

classes of drugs.

In this study, we explored the performance of a QuEChERS extraction based

on a new pre-packed kit containing 100 mg of salts (Micro Volume

QuEChERS; MVQ) and compared it to a previously validated procedure,

routinely used in a clinical lab [1].

The example of an LC-MS method for the analysis of 44 Drugs Of Abuse

(DOA) using this new device is presented.

2. Methods and materials
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Step 5

Centrifuge the solution

at room temperature

(10 000 rpm, 10 min)

2 slayers must be obtained :

• ACN

• Whole blood

Step 4 :

Add manually 40 mg QuEChERS salts

Step 1

1. Add the sample

• 100 µL (whole

blood)

2. Add in the tube :

• 200 µL ACN at -

20 C

Step 2

Mix the solution with a vortex

Step 3

Let the tube at -20 C during 10 min

Step 6

Transfert the

supernatant

into a LCMS

vial

LC-MS/MS analysis [1]

Sample preparation < 45 min

MANUAL PROCEDURE

Step 3

Step 1

1. Add in the tube :

• 300 µL ACN

• 200 µL water

2. Add sample :

• 100 µL (whole

blood,...)

Step 2

Mix the solution with a vortex

Centrifuge the solution

at room temperature

(10 000 rpm, 10 min)

3 slayers must be obtained :

• ACN

• Whole blood

• water

Step 4

Transfert the

supernatant

into a LCMS

vial

LC-MS/MS analysis

QuEChERS tube : ready to use

The tube contains QuEChERS salts previously weight :

80 mg magnesieum sulfate (MgSO4)

40 mg sodium acetate (CH3COONa) 

Sample preparation < 30 min

PRE-PACKED QuEChERS SALTS
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Figure 2 : Real samples with the pre-packed QuEChERS salts

and the manual procedure.

3. Application to patients samples

The two procedures were applied to 18 real samples (14 urines and 4

oral fluids) from patients tested for DOA consumption.

79 molecules were detected by the two procedures : 6-acetylmorphine

(2), amphetamine (1), anhydroecgonine methyl ester (1),

benzoylecgonine (12), cocaethylene (4), cocaine (9), dihydrocodeine

(3), EDDP (4), ecgonine methylester (11), hydrocodone (2),

hydromorphone (4), MDA (3), MDMA (4), methadone (4),

methamphetamine (1), methylmorphine (5),morphine (7),

norbuprenorphine (2).

A regression analysis for concentrations measured from 3 to 500 µg/L

(LOQ and ULOQ of the method, respectively) reported a R² greater than

0.98.
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4. Application to Internal quality controls (IQC)

Repeatability (n=6) was explored using 2 different whole blood IQC

containing 16 molecules at low concentration (QC A) and

intermediate concentration (QC B). Similar CV and accuracy were

obtained for the 2 procedures.

Conclusion

Using the example of the preparation of samples for measurements of

DOA, this preliminary study suggests that the MVQ kit has the same

performance as the manual sample preparations based on QuEChERS

salts. It avoids weighing the salts and having to put them into tubes,

which obviously shortens the time required for extraction and

reduces possible human errors.

Reference

1. Dulaurent S et al. Anal Bioanal Chem 2016

Manual Extraction
Pre-packed

QuEChERS

Reference interval CV Accuracy CV Accuracy

Amphetamine
QC A 18.88 - 28.32 5.0 107.8 1.8 93.0

QC B 55.52 - 83.28 5.2 104.5 3.1 91.9

Methamphetamine
QC A 19.04 - 28.56 2.9 111.7 2.4 93.6

QC B 56.80 - 85.20 2.6 109.4 2.8 92.9

MDA
QC A 18.32 - 27.48 12.0 113.4 3.2 99.9

QC B 56.00 - 84.00 4.7 106.1 3.5 91.0

MDEA
QC A 18.88 - 28.32 5.0 108.7 2.6 89.2

QC B 55.76 - 83.64 2.8 105.2 2.8 87.0

MDMA
QC A 19.44 - 29.16 2.5 116.8 2.5 96.4

QC B 55.76 - 83.64 0.9 116.4 1.8 93.3

Mephedrone
QC A 16.96 - 25.44 9.7 99.1 3.0 74.8

QC B 46.24 - 69.36 6.6 99.9 2.7 75.7

Cocaine
QC A 11.68 - 17.52 1.6 102.1 1.4 95.0

QC B 59.96 - 85.44 2.6 103.4 3.0 90.7

Benzoylecgonine
QC A 22.88 - 34.32 2.1 124.3 2.6 98.8

QC B 93.60 - 140.40 2.4 118.0 3.6 95.0

Ecgoninmethylester
QC A 12.72 - 19.08 3.0 122.9 5.5 100.7

QC B 45.60 - 68.40 1.8 121.4 3.1 96.6

Cocaethylene
QC A 10.72 - 16.08 1.6 104.4 2.8 98.7

QC B 52.72 - 79.08 1.7 102.2 3.0 92.3

Morphine
QC A 7.76 - 11.64 9.8 139.4 5.2 100.7

QC B 56.32 - 84.48 2.5 115.6 8.6 87.8

Codeine
QC A 7.52 - 11.28 4.2 113.0 10.9 97.3

QC B 53.12 - 79.68 2.6 115.4 4.5 96.8

Dihydrocodeine
QC A 19.2 - 28.8 3.7 107.6 4.8 95.1

QC B 54.00 - 81.00 2.5 110.5 3.9 95.2

6-MAM
QC A 8.08 - 12.12 6.6 118.6 4.1 91.9

QC B 30.48 - 45.72 6.1 137.0 4.0 89.4

Oxycodone
QC A 16.56 - 24.84 3.0 100.1 2.7 96.7

QC B 57.28 - 85.92 0.9 102.2 3.9 90.0

Pholcodine
QC A 17.44 - 26.16 15.5 123.4 3.1 97.3

QC B 50.32 - 75.48 9.0 128.0 4.4 90.5

Min-Max CV 0.9 -15.5 1.4 -10.9

Mean accuracy 112.8 93.0

Table 1 : Repeatability study for the two procedures
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III) Méthodes d’extraction automatisées 

1) Evaluation de la méthode MRM-Spectrum mode : application à un panel de 

substances illicites 

 

L’objectif de ces travaux était à la fois de développer une méthode d’extraction automatisée 

avec le CLAM-2000 et de tester la capacité du MRM-Spectrum mode à détecter et quantifier 

un panel de molécules de la classe des stupéfiants.  

 

De multiples méthodes de LC-MS/MS pour rechercher et identifier des molécules classées 

comme stupéfiants ont été reportées (27-35). Pour ces méthodes, les préparations 

d’échantillons peuvent être basées sur une extraction liquide/liquide, une extraction en phase 

solide (on-line ou off-line), une précipitation de protéines ou une extraction par les sels 

QuEChERS. Ces méthodes permettent d’obtenir une bonne sensibilité et des extraits 

« propres » mais elles nécessitent toutes de multiples étapes manuelles. 

Intuitivement, on comprend que l’élimination de ces étapes manuelles et l’automatisation 

complète du procédé de préparation des échantillons puisse être un réel progrès. Diverses 

méthodes d’extraction en partie automatisées ont été proposées, mais celles-ci nécessitent 

toujours, au moins, un transfert manuel de l’extrait vers l’auto-sampler de la LC-MS (15-18). 

C’est dans ce contexte que nous avons développé un procédé entièrement automatisé avec 

le CLAM-2000. Le protocole d’extraction est celui décrit dans le paragraphe VIII « Choix des 

méthodes d’extraction ». 

 

Concernant les méthodes d’acquisition, celles proposées pour l’analyse des stupéfiants sont 

généralement basées sur des méthodes MRM « classiques » avec le suivi de 2 ou 3 

transitions par molécule. Des méthodes MTS ont également été proposées. Si ces deux 

types d’approches ont permis de développer des méthodes aux performances tout à fait 

acceptables, il est apparu évident que le mode d’acquisition MRM-SpM permettrait de faire 

un bond important en terme de spécificité, puisque, comme nous l’avons décrit plus haut 

(partie 2, paragraphe VII), ce dernier donne une information spectrale très riche (multiples 

transitions par molécule) acquise à des énergies de collision optimisées pour chaque 

transition, tout en conservant la possibilité de quantifier les molécules.  

 

Concrètement, ces travaux ont consisté à validé une méthode de recherche et dosage de 42 

molécules dans le plasma. 

Pour l’extraction et les paramètres de séparation chromatographique, nous avons utilisé les 

conditions que nous avions optimisées à l’aide du mélange de référence de 23 molécules.  

Une fois la vérification faite que ces conditions soient adéquates pour l’analyse du panel de 

stupéfiants à étudier, la méthode a été entièrement validée selon les recommandations de la 

norme ISO 15189. Pour chacun des composés, tous les critères d’acceptation ont été 

atteints avec, notamment, des limites de quantification de 1 ou 5 ng/mL. 

 

Une étude de robustesse a été réalisée pour évaluer le temps pendant lequel une droite de 

calibration pourrait être utilisée pour assurer une quantification acceptable. Autrement dit, 

nous voulions estimer la fréquence nécessaire de calibration du système. Dans le cas d’un 

screening de plus de 200 composés, il paraît difficile voire impossible de réaliser une droite 

de calibration journalière pour l’ensemble des composés. Il est donc intéressant d’avoir une 
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méthode suffisamment robuste pour permettre l’utilisation d’anciennes droites de calibration, 

acquises tout le long de la vie du système.  

Pour se faire, deux contrôles qualité comprenant chacun les 42 molécules à analyser ont été 

quantifiés avec 12 droites de calibration préparées jusqu’à un 1 mois avant leur analyse. Le 

biais et le coefficient de variation obtenus pour chacune étaient inférieurs à 20%, quel que 

soit le délai écoulé entre la préparation de l’échantillon et l’acquisition de la droite de 

calibration. Ce résultat suggérait qu’une analyse puisse être réalisé en urgence sans 

calibration systématique du système.  

 

Nous avons également analysé des contrôles qualité préparés à des concentrations 

correspondant aux limites de quantification. Chaque composé était systématiquement 

détecté et classé comme « Hit 1 » avec un score de similitude (SS) supérieur à 80 ; la 

molécule classée en « Hit 2 » ayant généralement un score beaucoup plus faible. Ainsi, la 

spécificité était significativement meilleure que celle obtenue avec les modes d’acquisition 

classiques. 

Les bonnes performances globales de la méthode ont été confirmées par l’analyse de 43 

échantillons issus de patients qui ont été à la fois quantifiés avec la nouvelle procédure et 

avec la méthode utilisée en routine au CHU de Limoges (extraction par les sels QuEChERS 

et analyse avec une méthode MRM « classique »). Dans cette étude, 76 molécules ont été 

détectées à la fois par la nouvelle procédure et la méthode de référence du laboratoire. 

D’autre part, les concentrations mesurées étaient tout à fait comparables.  

 

Ces premiers travaux ont montré que le MRM-SpM permet d’augmenter la spécificité tout en 

conservant  les capacités de détection et de quantification des méthodes MRM 

« classiques ».  

Ces travaux ont également démontré la capacité du CLAM-2000 à proposer des méthodes 

entièrement automatisées. L’intégration de ce dernier permettait ici de diminuer 

significativement le temps nécessaire à la préparation des échantillons sanguins pour 

l’analyse des stupéfiants : 45min (extraction par les sels QuEChERS) vs 9 min (extraction 

par le CLAM-2000). L’ensemble de la procédure présentait également une excellente 

robustesse et ne nécessitait pas une calibration systématique pour pouvoir quantifier un 

composé avec une précision acceptable. Ce dernier point paraissait très intéressant dans le 

cadre d’une utilisation d’un couple CLAM-2000 / 8060 dans un laboratoire fonctionnant 24/24 

7-7. 

 

Ces travaux ont fait l’objet d’une publication, présentée ci-dessous, dans Analytical and 

Bioanalytical Chemistry (2018). 

Ils ont également fait l’objet : 

- D’une note d’application Shimadzu 

- D’un poster au congrès de l’ASMS 2018 

- D’un article dans Magazine Chromatography today (Juin 2017) 
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2) Evaluation de la méthode MRM-Spectrum mode : application à une méthode de 

screening quantitative pour un panel de 245 composés d’intérêt en toxicologie 

clinique 

 

Ces travaux avaient pour objectifs de développer une méthode de screening reposant sur 

une extraction automatisée et permettant à la fois d’identifier et de quantifier, en une seule 

analyse, des molécules d’intérêt. 

 

En toxicologie clinique, le screening aide le clinicien a expliqué l’origine d’une défaillance 

neurologique (dont le stade le plus sévère est le coma), d’une défaillance respiratoire 

(bradypnée ou tachycardie), d’une défaillance cardio-circulatoire (tachycardie, bradycardie, 

hypo- ou hypertension). En mettant en évidence la présence d’un ou plusieurs 

xénobiotiques, le screening permet de comprendre l’origine de telle ou telle défaillance, et 

permet d’aiguiller la prise en charge, notamment si un des toxiques présente une toxicité 

fonctionnelle ou lésionnelle particulièrement dangereuse (paracétamol et toxicité hépatique, 

ou morphine et arrêt respiratoire, par exemple). 

Il est également important de comprendre qu’en toxicologie clinique, le screening est une 

analyse permettant d’exclure la présence de toxiques particulièrement redoutés. En d’autres 

termes, le screening peut être vu comme un outil utilisé pour s’assurer que tel ou tel 

xénobiotique n’est pas présent, notamment ceux ayant une toxicité retardée (antidépresseur 

tricycliques et toxicité cardiaque, par exemple). 

Le laboratoire doit donc disposer d’un screening, non seulement capable de détecter les 

xénobiotiques usuellement responsables d’intoxications, mais de les détecter à des 

concentrations relativement faibles. 

 

Le plus souvent, une fois identifié, le toxique doit être quantifié par une méthode spécifique 

(36-41). Un premier axe d’amélioration consiste donc à pouvoir identifier et quantifier au 

cours d’une même analyse pour assurer une prise en charge du patient plus rapide et plus 

efficace. Le deuxième axe qui permettrait également de réduire le délai de rendu de résultats 

est l’automatisation de la méthode d’extraction puisque celle-ci peut être longue et 

fastidieuse pour les méthodes de screening. 

Il n’existe pas de méthode universelle de préparation et la littérature rapporte soit de simples 
dilutions, soit de la précipitation de protéine, soit du salting-out par les sels QUEchERs, soit 
des extractions en phase solide, soit des extractions liquide-liquide (42). Comme nous 
l’avons déjà mentionné dans le chapitre précédent, des solutions en partie automatisées ont 
également été proposées (15-18). 
 
Concrètement, dans cette partie de mes travaux, nous avons étendu la méthode développée 

lors de nos précédents travaux (paragraphe III.1 Evaluation de la méthode MRM-SpM : 

application à un panel de drogues d’abus) à un panel bien plus large de molécules.  

Nous avons appliqué les mêmes paramètres à un panel de 245 composés connus pour être 

fréquemment rencontrés en toxicologie clinique. Parmi ces substances, nous avons inclus, 

notamment, des anti-coagulants, des anti-dépresseurs, des anti-épileptiques, des anti-

psychotiques, des barbituriques, des benzodiazépines, des bêta-bloquants, des diurétiques 

et des drogues d’abus. 

Comme pour le travail précédent, nous nous sommes efforcés à suivre les recommandations 

de la norme ISO 15189 pour valider la méthode. Nous avons également étudié en détail sa 

robustesse et l’avons appliquée à un grand nombre d’échantillons réels issus de la routine 

du laboratoire. 
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Pour chacune des 245 molécules, nous avons vérifié la capacité d’identification de la 

méthode à limite de quantification. Dans cette étude, nous avons observé que chaque 

substance était proposée comme « Hit 1 » lors de la recherche en librairie avec un score de 

similitude (SS) supérieur à 80. 

 

Eu égard aux très grandes différences de concentrations attendues parmi les 245 molécules, 

trois ranges de calibration ont été définis lors de la validation afin de couvrir les 

concentrations thérapeutiques et toxiques de chaque composé. La majorité des composés 

ont rempli les critères d’acception. Par exemple, les tests de répétabilité et de reproductibilité 

ont rapporté que 97.5% des composés pouvaient être quantifiés avec une imprécision 

inférieure à 20 % (avec un CV également inférieur à 20%). 

 

L’étude de robustesse a été réalisée sur le mélange de référence de 23 composés utilisé lors 

du développement. Deux niveaux de contrôles qualités (CQ) (LLOQ et concentration 

intermédiaire) ont été extraits et analysés avec des droites de calibration acquises jusqu’à 4 

semaines avant leur analyse. Le biais moyen était compris entre 80 et 120% pour l’ensemble 

des composés pour les 2 CQ. Le CV maximum était de 18,5%. De plus, aucune perte de 

sensibilité et aucun décalage de temps de rétention n’a été noté pendant cette période. 

 

L’analyse de 127 échantillons issus de patients a montré que lorsqu’un composé était 

détecté avec une méthode quantitative de référence utilisé en routine dans le laboratoire, il 

l’était également avec la méthode de screening. En termes de quantification, une étude de 

régression linéaire a montré une excellente corrélation (R²>0.96) entre les méthodes 

spécifiques du laboratoire et la méthode de screening. 

 

En conclusion, nous avons montré la capacité du MRM-SpM à identifier et à quantifier avec 

une précision suffisante des « molécules de première ligne » de toxicologie clinique, en une 

seule analyse, tout en conservant une sensibilité suffisante. Sa principale limitation est 

inhérente aux méthodes de screening ciblé : « la méthode ne détecte que ce qu’elle 

cherche ». Nous avons donc choisi un panel représentatif de la routine hospitalière.  

 

Le mélange de référence peut être utilisé pour la qualification journalière du système 

(sensibilité et temps de rétention) et des droites de calibration historique permettent 

d’estimer avec une précision acceptable la concentration. Ceci permet un gain de temps 

important, car peut éviter une calibration systématique en cas de détection d’une molécule. 

Enfin, l’automatisation de l’extraction permet également de simplifier et d’accélérer le rendu 

de résultats.  

 

Tous ces éléments permettent de disposer d’une méthode de screening de première ligne 

pour un laboratoire travaillant 24/24 7-7. 
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Ces travaux ont fait l’objet d’une publication, présentée ci-dessous, dans le Journal of 

Analytical Toxicologie (2020). 

Ils ont également fait l’objet : 

- D’un article dans The Analytical Scientist (Mai 2018) 

- D’un poster à l’ASMS 2017 , 2018 et 2019 

- D’un poster à la NFKK 2018 

- D’un poster à l’EACPT 2019 

- D’un poster à Euromedlab 2019 

- D’une communication orale au congrès Mass Spectrometry and Advanced in Clinical 

Lab (MSACL 2018) 

- D’une communication orale au congrès Shimadzu clinical day Benelux (2019) 

- D’une communication orale au congrès Novergian Society of Mass Spectrometry 

(NSMS 2019) 

- D’une communication orale au congrès London Toxicology Group 2019 
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3) Application à la quantification de l’uracile (U) et du dihydrouracile (UH2) dans le 

plasma 

 

L’objectif de ces travaux était de mettre au point une méthode de dosage de l’uracile et du 

dihydrouracile en utilisant le couple CLAM 2030 - LCMS 8060. Longtemps resté 

« anecdotique », le suivi thérapeutique pharmacologique des fluoropyrimidines au travers du 

dosage de l’uracile et de son métabolite est désormais fortement recommandé. En effet, en 

Décembre 2018, L’HAS (Haute Autorité de Santé) a recommandé le dépistage systématique 

de la déficience de la dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD) avant l’instauration d’un 

traitement par fluoropyrimidines (43). Ainsi les besoins analytiques ont été totalement 

bouleversés et pour faire face à l’afflux des échantillons et maintenir des analyses rapides et 

fiables, nous avons développé une méthode entièrement automatisée pour caractériser la 

déficience de la DPD. 

 

Les fluoropyrimidines sont d’importants agents anti-néoplastiques (44,45). En effet, le 5-

fluorouracile (5-FU) et sa pro-drogue, la capécitabine, sont la pierre angulaire pour le 

traitement de nombreux cancers (colorectal, pancréatique, gastrique, ...) (46,47). Cependant, 

leur usage est souvent associé à un risque de toxicité. La plupart du temps, celle-ci est due à 

un déficit d’activité de l’enzyme impliquée dans leur catabolisme : la DPD. Jusqu’à 15% des 

patients peuvent avoir une déficience partielle et 0.1 à 0.5% une déficience complète. 

Cette déficience peut être détectée soit par une approche génotypique (recherche des 

polymorphismes du gène DPYD), soit par une approche phénotypique qui consiste à 

mesurer, dans le plasma, la concentration en uracile (« uracilémie ») ou à calculer le rapport 

dihydrouracile/uracile (UH2/U). Cette mesure peut être réalisée par LC-DAD ou LC-MS mais 

nécessite des préparations d’échantillon complexes basées sur de la précipitation de 

protéines, de la LLE (liquid-liquid extraction) ou de la SPE (solid phase extraction). Jusqu’à 

présent, seules des méthodes d’extraction avec de multiples étapes manuelles 

(centrifugation, filtration, évaporation, …) ont été rapportées (48-54). Même si, elles sont 

associées à des résultats satisfaisants, elles sont à la fois longues et fastidieuses. 

Historiquement, elles ont été développées dans les laboratoires ayant le plus souvent des 

activités modérées. 

Les récentes recommandations proposent des valeurs seuils de 16 ng/ml et de 150 ng/ml en 

l’uracilémie pour diagnostiquer respectivement un déficit partiel et un déficit complet. Cela 

implique que les méthodes analytiques soient les plus précises, les plus fiables et les plus 

robustes possible, en particulier autour de ces valeurs seuils qui sont concrètement et 

directement associées au diagnostic et à la prise en charge du patient. 

Comme nous l’avons déjà discuté plus haut, l’automatisation est la meilleure solution pour 

réduire, ou au moins minimiser, les risques de variations et d’erreurs. Dans ce contexte, 

nous avons donc décidé de mettre au point une méthode impliquant le CLAM 2030. Le 

développement a été réalisé par Doriane Toinon (ingénieur d’application à Shimadzu Paris) 

et la méthode a été entièrement validée à Limoges selon les recommandations de la norme 

ISO 15189. 

En ce qui concerne l’extraction, une fois à bord du CLAM, le tube primaire est conservé à 

+4 C. Pour l’analyse, le système prélève 20 µL qui subissent une déprotéinisation, puis une 

filtration et une dilution. L’ensemble de ces étapes entièrement automatisées dure 8 minutes 

La séparation chromatographique s’effectue ensuite en 15 minutes, permettant un premier 

résultat en 23 minutes, puis un résultat toutes les 15 minutes. 
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En ce qui concerne la spectrométrie de masse, nous avons appliqué une méthode MRM 

classique avec 2 transitions par composé et 2 étalons internes. 

A la valeur seuil de 16 ng/ml, l’imprécision et le CV étaient inférieurs à 5% ce qui réduit le 

risque d’un mauvais diagnostic de l’activité de la DPD. Cette procédure a été appliquée à 64 

échantillons patients qui ont également été mesuré par la méthode utilisée en routine au 

CHU de Limoges (extraction liquide/liquide) (55). Parmi ces patients, dans 5 cas les 2 

méthodes auraient proposé un diagnostic différent. Cependant, les différences n’étaient que 

de 1,8 à 5,6 ng/mL, uniquement pour des patients mesurés entre 14 et 18 ng/mL par la 

méthode de référence. 

Cette méthode est applicable à la routine clinique. L’automatisation garantit de maintenir des 

performances stables au cours du temps et de diminuer le temps humain dédié à l’extraction. 

 

Ces travaux ont fait l’objet d’une publication, présentée ci-dessous, dans le Journal of 

Chromatography B (2020). 

Ils ont également fait l’objet : 

- D’un poster au congrès de la  MSACL 2019 

- D’un article dans le Clinical Laboratory Magazine (2020) 

- D’un article dans l’European Hospital Magazine (Décembre 2019)  
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Discussion - Conclusion 

 

 Basés sur un système LC-MS et un préparateur d’échantillons alors tout juste 

commercialisés, mes travaux de thèse avaient pour but de développer (i) différentes 

méthodes analytiques avec des applications de toxicologie cliniques (ii) et différentes 

procédures d’extraction automatisées des échantillons. 

Le premier projet imaginé par le laboratoire du CHU de Limoges et la société Shimadzu a 

été de développer différentes procédures de screening permettant de proposer des 

« méthodes clés en main » à des laboratoires faisant l’acquisition d’un LCMS 8060 et/ou un 

CLAM. 

Dans un premier temps, deux librairies de spectres de masse contenant l’information 

spectrale d’un très grand nombre de xénobiotiques d’intérêt en toxicologie ont été 

développées. La première contient 4 spectres par molécule correspondant aux PIS acquis à 

3 énergies de collision différentes (± 10,35, 55 eV), en mode négatif ou positif, plus un 

« merged spectrum » correspondant à la somme de ces 3 PIS. La deuxième a été construite 

avec un mode dit « MRM spectrum mode» consistant à suivre pour chaque molécule jusqu’à 

15 transitions, chacune avec des énergies de collision optimisées, puis à reconstruire un 

spectre contenant toute l’information spectrale (« MRM spectrum »). Nos travaux suggèrent 

que ce mode d’acquisition présente une bien meilleure spécificité que les modes 

d’acquisition classiques pour des applications de screening. En effet, une méthode MRM ne 

suit usuellement que 2 ou 3 transitions par molécules. Dans un contexte de recherche sans 

a priori comme le screening, cette information spectrale est le plus souvent trop pauvre. Les 

PIS peuvent, eux, manquer de spécificité car les énergies de collision « fixes » ne sont, par 

définition, pas optimales pour chaque molécule. En conditions réelles, avec des échantillons 

issus de la routine hospitalière, les scores d’identification en librairies peuvent alors ne pas 

être très élevés et laisser un doute à l’opérateur. 

Ces librairies réunissent l’ensemble des informations nécessaires à la création de méthodes 

de screening « à façon ». Pour chacune sont disponibles les transitions MRM optimisées de 

chaque composé (maximum de 15), ses temps de rétention et diverses informations telles 

que le numéro CAS, la classe pharmacologique, la formule chimique, etc… Un opérateur 

peut définir la liste des molécules qu’il souhaite inclure dans sa méthode de screening. Il est 

ainsi possible de limiter la recherche aux molécules psychotropes ou aux substances illicites, 

ou bien encore aux cardiotropes… 

Dans un deuxième temps, sur la base d’un mélange de référence de 23 molécules, nous 

avons dû définir des conditions chromatographiques qui doivent permettre l’élution de 

composés très polaires ou très apolaires. Le propre d’un screening est de pouvoir détecter 

des molécules aux propriétés physicochimiques très différentes. Pour ne citer que ces deux 

exemples, un screening doit pouvoir « chromatographier » des métabolites de médicaments 

(ou de toxiques) qui sont le plus souvent extrêmement polaires, mais également des 

pesticides qui sont souvent des molécules très apolaires. En l’état, environ 1300 « molécules 

d’intérêt » ont pu être « chromatographiées » selon les conditions que nous avons définies. 

La méthode incorpore 11 étalons internes, répartis tout au long du chromatogramme. 

Chaque molécule est recherchée par son TRR vis-à-vis de l’étalon interne qui lui est le plus 

proche. Ce nombre d’étalons est un gage de robustesse et permettra également de pouvoir 

modifier au cours du temps les conditions chromatographiques sans nécessiter de « re-

chromatographier » l’ensemble des molécules. Plus précisément, après injection d’un 
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mélange contenant les 11 étalons internes et les 23 molécules de référence, il est possible 

d’appliquer une équation tenant compte des modifications de TR observées tout au long du 

chromatogramme (le plus souvent un polynôme du premier degré). 

Dans un troisième temps, des méthodes d’extraction ont été développées. La première est 

basée sur l’utilisation de sels QuEChERS. Le laboratoire du CHU de Limoges ayant déjà 

démontré l’efficacité de cette approche pour la recherche et le dosage de pesticides, de 

stupéfiants et de benzodiazépines, nous avons décidé de l’appliquer à nos méthodes de 

screening. Nous avons testé cette approche sur un panel d’environ 120 molécules ainsi que 

sur notre mélange de référence. Cette extraction est très simple à mettre en œuvre : une 

spatule de sels dans l’échantillon sanguin ou urinaire auquel a été au préalable ajouté de 

l’acétonitrile, centrifugation et injection du surnageant. Par exemple, la préparation d’une 

gamme, de 2 CQ et d’une série de 10 échantillons patients, nécessite moins de 45 minutes 

pour un opérateur même peu expérimenté. Nos travaux suggèrent qu’elle soit une bonne 

approche pour un laboratoire h24 7-7 devant réaliser des screening en urgence. 

Cependant, cette méthode nécessite toujours un temps humain précieux là où il peut être 

nécessaire de rendre un résultat en urgence. Ainsi, dans un deuxième temps, nous avons 

développé une deuxième méthode d’extraction entièrement été automatisée à l’aide du 

CLAM-2000. Le développement s’est basé sur le mélange de référence, dans un premier 

temps. Il s’agissait bien sûr de trouver le meilleur compromis. Au final, 9 min sont 

nécessaires à l’extraction du 1er échantillon. Le temps de préparation est ensuite « masqué » 

puisque l’échantillon suivant est extrait pendant l’analyse du précédent. Cette approche est 

un véritable bon en avant car, une fois l’échantillon chargé à bord du CLAM-2000, plus 

aucune intervention humaine n’est nécessaire. Au-delà d’un gain de temps manifeste, 

l’utilisation d’un préparateur d’échantillons entièrement automatisé et directement couplé au 

système LC-MS, permet de libérer totalement le personnel technique vers d’autres taches. 

Dans des travaux menés pour mettre en place une méthode de dosage de l’uracile et du 

dihydrouracile dans le cadre du STP des fluoropyrimidines, nous avons également montré la 

possibilité d’introduire cette approche pour des activités de dosage de médicaments en 

routine.  

 

Par la suite, nous avons testé différents modes d’acquisition spectrale dans le but de mettre 

au point une méthode de screening à la fois qualitative et quantitative. Fort des résultats 

obtenus lors de la validation de la méthode combinant MRM-SpM et CLAM-2000 pour un 

panel de drogues d’abus nous avons décidé d’appliquer les mêmes paramètres à un panel 

de 248 composés. Finalement, une méthode de screening permettant d’identifier et de 

quantifier avec une précision acceptable ce panel de composés pour des applications en 

toxicologie a été validée. La méthode est simple à mettre en œuvre puisque (i) l’extraction 

est automatisée, (ii) sa robustesse permet de ne pas calibrer quotidiennement le système, 

(iii) un mélange de référence permet la qualification opérationnelle du système (temps de 

rétention et sensibilité). Il s’agit seulement d’un exemple de méthode de screening qu’un 

utilisateur peut mettre en place. Nous avons ici « pioché » 248 molécules dans la 

bibliothèque dans l’optique d’obtenir un screening répondant au mieux à une utilisation en 

première ligne dans un laboratoire de garde ayant des demandes de toxicologie clinique. 

Comme nous l’avons indiqué plus haut, chaque utilisateur pourra inclure dans ce type de 

méthode les molécules qu’il jugera les plus pertinentes en fonction de ses activités. Si nous 

n’avons pas testé le nombre maximal de molécules pouvant être inclues, nous avons 
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démontré que les conditions chromatographiques et les conditions d’acquisition permettaient 

de suivre au moins, environ, 250 molécules. 

Stricto sensu, cette méthode n’est pas une méthode de recherche large sans a priori. Son 

mode d’acquisition est basé sur le suivie de transitions MRM, donc elle ne sera en mesure 

de détecté que les molécules a priori ciblées. C’est pourquoi il est important que l’utilisateur 

définisse une liste des molécules qu’il souhaite absolument détectées. En aucun cas cette 

approche ne pourra signaler la présence d’un spectre, et donc d’un produit inconnu.  Elle doit 

être positionnée comme une méthode de première ligne pour des laboratoires travaillant 

24h/24 7j/7, dans un contexte d’urgence.  

 

Pour proposer une autre alternative, le prochain projet est de développer des méthodes de 

screening sur le nouveau spectromètre de masse haute résolution de Shimadzu, le LCMS 

9030. La haute résolution ouvre le champ des possibilités avec notamment d’autres modes 

d’acquisitions, tel que le Data Independant Acquisition (DIA), plus adaptés aux méthodes de 

screening non ciblées.  
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Mise au point de méthodes de recherche large de xénobiotiques par chromatographie 
liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem. 

Dans de nombreux contextes de toxicologie clinique, le screening ou criblage toxicologique 
est la première analyse effectuée chez un patient, lorsque la nature ou la présence même de 
médicaments ou de toxiques est totalement inconnue. Le plus souvent, le screening précède 
la mise en œuvre de méthodes quantitatives spécifiques. Les méthodes d’extractions 
peuvent être diverses mais celles-ci restent en général manuelles. 
Les objectifs de nos travaux étaient de développer des méthodes de screening qualitatives, 
quantitatives et automatisées avec un spectromètre de masse en tandem (modèle 8060 ; 
Shimadzu) et une préparateur automatisé d’échantillons (CLAM-2000 ; Shimadzu). 
Des bibliothèques regroupant les paramètres spectraux et chromatographiques d’environ 
1 300 molécules d’intérêt en toxicologie ont été construites. Sur la base de ces bibliothèques 
plusieurs méthodes de screening faisant appel à différents modes d’acquisition spectrales 
ont été développées et évaluées (MTS, MRM, MRM-SpM,…). Différentes méthodes 
d’extraction ont été également mises en place : préparation manuelle basée sur l’utilisation 
des sels QuEChERS et approche entièrement automatisée grâce au CLAM-2000. 
Ses approches ont été appliquées à des échantillons réels et ont vu leurs performances 
comparées à celles de méthodes déjà accréditées selon les exigences de la norme ISO-
15189. Elles pourraient notamment être positionnées comme des méthodes de première 
ligne pour des laboratoires travaillant 24h/24 7j/7, dans un contexte d’urgence. 

Mots-clés : screening, criblage toxicologique, chromatographie liquide, spectrométrie de 
masse 

Development of screening procedures using chromatography-tandem mass 
spectrometry for forensic and clinical application. 
Screening methods for compounds of interest in clinical toxicology have been historically 
employed as first-line analysis to either confirm or exclude the hypothesis of drug overdose, 
or poisoning with a toxicant. After identification using a screening method, quantification 
using specific methods is often necessary in a second time to assess the severity of 
intoxication. This obviously increases the turnaround time and has an impact on patient care. 
With regards to the rapidity needed to report results in clinical toxicology, sample extraction 
may be a limiting step. There is no universal extraction procedure for human samples prior to 
screening analysis Our goal were to developed screening procedures using a programmable 
liquid handler (CLAM-2000; Shimadzu®) directly coupled to a liquid chromatography - 
tandem mass spectrometry (LC-MS 8060; Shimadzu®). 
Libraries with spectral and chromatographic parameters were built for about 1300 
compounds selected based on their relevance to, and occurrence in, clinical toxicology.  
Using these libraries, screening methods were developed using different acquisition modes. 
Two different extraction procedures were developed: one using QuEChERS salts, another 
using the CLAM-2000. 
Each approach was validated according to the ISO 15189 requirements and was applied to 
real patient samples. The different screening methods yielded high confidence in compound 
detection and should be useful in core labs facing clinical toxicology situations where rapid 
and reliable results are needed. 

Keywords : screening, LCMS 8060, CLAM-2000, MRM-SpM  

 


