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Place du couplage chromatographie
liquide — spectrométrie de masse en
toxicologie clinique

La toxicologie clinique recherche des médicaments, des substances d’abus et des composés
toxiques dans des échantillons de sang et d’urine en régle générale. Les méthodes doivent étre sé-
lectives, précises, sensibles, faciles a utiliser et si possible automatisées [1,2].

Grace a sa sélectivité et sa sensibilité pour une vaste gamme de composés, la technologie LC-MS(/MS)
est trés attrayante pour l’identification de composés inconnus dans du matériel biologique.

Les méthodes LC-MS(/MS)

Les méthodes LC-MS(/MS) se com-
posent de quatre étapes:

1. préparation échantillon,
2.séparation chromatographique,
3.détection MS puis traitement,

4. et analyse des données.

Chaque phase peut étre plus ou moins
automatisée.

Préparation échantillon

Un traitement adéquat de 1'échantillon
pour minimiser les effets matrices [2]
est important.

Lapproche «dilute and shoot» [3,4] est

N

bien adaptée a l'urine. Alors que la
précipitation des protéines (PP) [5],
I'extraction liquide-liquide (LLE) [4-7]
ou l'extraction sur phase solide (SPE)

N

[7-9] s’appliquent a différentes ma-
trices (sang, urine ou contenu gas-
trique). L'association PP et SPE est la
plus souvent choisie pour traiter les
échantillons sanguins [10,11].
Lautomatisation de la SPE facilite
I'utilisation de la LC-MS(/MS) dans les
laboratoires cliniques [10]. Lapproche
en ligne est une alternative faisant ap-
pel a la technique de commutation de
colonnes [12] qui a l'avantage d’élimi-
ner les étapes d’évaporation/reconsti-
tution requis pour la SPE hors ligne.
Le prélévement sanguin sur papier bu-
vard simplifie et réduit la préparation
échantillon [13,14].

Séparation chromatographique

Pour obtenir une bonne performance
chromatographique dans un temps mi-
nimum, différentes stratégies peuvent
étre utilisées en combinant débit, lon-
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gueur de colonne, résolution et contre-
pression. Une stratégie trés promet-
teuse est l'utilisation de la chromato-
graphie liquide a ultra haute pression
(UHPLC) [3,5,7,8].

Détection par spectrométrie de
masse

Le type d’applications couvertes par la
LC-MS/MS est lié a la source d’ionisa-
tion utilisée alors que la sélectivité est
en relation avec le type d'instrument.
La toxicologie utilise souvent l'ionisa-
tion électrospray (ESI) et l'ionisation
chimique a pression atmosphérique
(APCI). Les sources APCI et ESI s’uti-
lisent sur le méme instrument et les
sources les plus récentes permettent
d’alterner entre les deux modes d’ioni-
sation. Actuellement, le rapport béné-
fices/désavantages de ces sources ne
favorise pas leur utilisation. Il en est
de méme pour l'alternance entre ioni-
sation mode positif et négatif. Etant
donné que nonante pourcent des com-
posés d’intérét en toxicologie sont io-
nisées en mode positif, I'alternance de
polarité est rarement employée.

Les instruments
Trois types principaux d’instruments

sont utilisés, séparément ou en com-
binaison, en laboratoires cliniques: le
quadrupole (Q), la trappe d’ions (IT)
et I'instrument temps-de-vol (TOF).
La configuration QqQ,,, est un hy-
bride de Q et IT [15,16]. Cette confi-
guration a été adoptée avec succes
pour des dépistages toxicologiques
(GUS) et en mode dépistage multi-ci-
blé (MTS) [4,6,8].

La capacité des systemes TOF a déter-
miner avec grande précision le rap-
port m/z d'un composé permet l'at-
tribution d'une formule chimique
unique basée sur les constituants ato-
miques. Ainsi des librairies spectrales
peuvent étre élaborées a partir de for-
mules chimiques en I'absence de ma-
tériel de référence [17]. La combinai-
son UHPLC-TOF raccourcit les temps
d’analyse tout en maintenant une ré-
solution élevée [3].

Les méthodes ciblées suivent des réac-
tions multiples (MRM): ions précur-
seurs — ions produits. Ceci permet
une sélectivité élevée avec une haute
sensibilité. De maniere similaire avec
les instruments IT, des étapes séquen-
tielles sont répétées «n» fois en pié-
geant différents ions produits a chaque
cycle. MS" cycles peuvent étre réa-
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Exemple de chromatogrammes de base obtenus en mode ionisation positif et négatif.
Vous trouverez des illustrations complémentaires en ligne a I'adresse suivante:
www.sulm.ch/d/pipette/pipette-archiv — Nr. 3/2015.
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lisés, en général «n» n'excéde pas 2
[7,9,10] ou 3 [5] du fait d’'une perte
de signal. Dans chacune de ces mé-
thodes, la détection est restreinte a
une liste de composés définis dans la
recherche initiale. Pour les applica-
tions GUS, chaque signal supérieur a
un seuil prédéfini est pris en compte
pour les étapes ultérieures. La capacité
d’identification est alors limitée par le
contenu de la librairie utilisée.

Le systeme Orbitrap permet une dé-
termination de masse trés précise. 1l
offre une trés haute résolution [18],
son emploi en particulier en toxicolo-
gie forensique semble promis a un bel
avenir [17].

Utilisation en laboratoire clinique
Lutilisation de la LC-MS(/MS) est en
augmentation en complément aux
techniques GC-MS et LC-UV pour les
méthodes de dépistage d’inconnus.
Lidentification par MS/MS semble
plus stGre que la simple MS ou la
LC-UV comme suggéré par K. Lynch
[9,19].

Un probléeme majeur est le manque de
librairies universelles en LC-MS(/MS)
car elles sont dépendantes des instru-
ments et donc trés restrictives en com-
paraison des librairies GC-MS [20].
Des recommandations pour les ana-
lyses qualitatives toxicologiques ont
été publiées sur la base d'investigations
séquentielles (du dépistage a la confir-
mation). Chaque fois qu'un test immu-
nologique est utilisé pour le dépistage
d’'inconnus, un test de confirmation
ou d’identification sera nécessaire du
fait de la spécificité limitée des immu-
nodosages. La MS permet la détection
et lidentification de composés avec
une sélectivité et une sensibilité élevées
pour une large gamme de composés.

NR. 3 | JUNI 2015

Interprétation des résultats
analytiques

Linterprétation des résultats d’ana-
lyses toxicologiques est complexe.
Elle doit tenir compte a la fois des
méthodes et de leurs limites, et de
multiples parameétres souvent asso-
ciés chez un méme patient. Ces élé-
ments sont liés a l'intoxication elle-
méme et au patient, ils doivent étre
intégrés dans le contexte du diagnos-
tic. Il s’agit d'une approche multidis-
ciplinaire.

Conclusion et perspectives

Le dépistage d'une grande variété de
composés dans des matrices diverses
est une tiche complexe mais, la LC-
MS peut répondre a de tels défis. La
LC-MS et la GC-MS sont capables
de caractériser de nombreux compo-
sés inconnus, l'association de ces mé-
thodes semble la meilleure approche
pour le dépistage d'inconnus [20].
Probablement que la MS haute réso-
lution couplée a des spectres MS-MS
sera de plus en plus utilisée pour les
méthodes de dépistage de maniere a
améliorer l'exactitude des identifica-
tions. De plus, les performances des
instruments MS vont évoluer dans le
sens d'une augmentation de la sen-
sibilité, de la sélectivité, de la vitesse
de scannage et d’exactitude de masse.
Ceci va favoriser la diffusion des ins-
truments MS dans les laboratoires de
toxicologie clinique.

D’autre part, la haute sensibilité de la
MS-MS déclenche un intérét croissant
pour des préparations échantillons al-
ternatives telles que les prélevements
sanguins sur papier buvard [13].
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Platz der Flissigchromatographie mit
Massenspektrometrie-Kopplung in der
klinischen Toxikologie

In der Klinischen Toxikologie betreffen systematische
Nachweisuntersuchungen sowohl die Analyse einer
ausserst grossen Zahl chemischer Substanzen als
auch die Wirksamkeit der therapeutischen Betreuung
des von der Intoxikation Betroffenen.

Da die zu untersuchenden Verbindungen im Allgemei-
nen nicht bekannt sind, ist der erste Schritt eines toxi-
kologischen Screenings die eindeutige Feststellung und
|dentifizierung der vorliegenden Schadstoffe.

Zur Bewaltigung dieser Aufgabe sind die Techniken
der Flussigchromatographie mit Massenspektrometrie-
Kopplung und besonders die LC-MS/MS in den heuti-
gen Toxikologie-Laboratorien unumgangliche Analyse-
werkzeuge.
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